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1 Einleitung

1.1 Der Zellzyklus

Die Vermehrung der Zellen wird durch Zellteilung erreicht, wobei sich eine einzelne Ur-
sprungszelle in zwei Tochterzellen aufteilt. Dabei durchliuft die Zelle verschiedene, sich
wiederholende zyklische Phasen, die zusammen den Zellzyklus bilden.

Die wichtigsten Phasen des Zellzyklus sind die Synthesephase (S-Phase), wéhrend der
die DNA repliziert wird und die Mitose (M-Phase), in der die Teilung der Zelle stattfindet.
Dazwischen liegen bei den meisten Zelltypen zwei Zwischenperioden (“gap”-Phasen G; und
Gz), in denen Proteinsynthese stattfindet und die DNA auf Fehler hin iiberpriift wird. Zu-
dem konnen Zellen den Zellzyklus verlassen und in eine Ruhephase, die Gg-Phase eintreten.
Dies geschieht wihrend der G-Phase und ist entweder transient, zum Beispiel bei geringem
Nihrstoffangebot, oder permanent, zum Beispiel wenn Zellen terminal differenzieren.

Die Mitose wird in weitere fiinf Phasen unterteilt: Prophase, Prometaphase, Methaphase,
Anaphase und Telophase [1]. Diese Phasen werden auf Grund der Anderungen der Mor-
phologie der mitotischen Spindel und der Chromosomen unterschieden (siehe Abb. 1.1):
In der Prophase fingt das Chromatin an, zu Chromosomen zu kondensieren, im Zyto-
plasma beginnt die Bildung der mitotischen Spindel und die Zentriolen wandern an die
entgegengesetzten Pole der Zelle. In der anschlieenden Prometaphase zerfillt die Kern-
hiille in ihre Bestandteile, so dass die Spindelfasern an die Kinetochoren der kondensierten
Chromosomen binden kénnen. Die Anordnung der Chromosomen an der Aquatorialebene
erfolgt dann in der Metaphase und wéhrend der Anaphase werden die Chromatiden durch
Verkiirzung von Kinetochor-Fasern zu den entsprechenden Zellpolen bewegt. Abschlielend
werden in der Telophase, sobald die Chromatiden die Zellpole erreicht haben, neue Kern-
hiillen gebildet, das Chromatin beginnt zu dekondensieren und ein kontraktiler Ring wird
gebildet, der wihrend der Zytokinese tiefer wird und somit das Zytoplasma teilt, so dass
zwei Tochterzellen entstehen.

Die bedeutendsten Kontrollproteine des Zellzyklus sind heterodimere Proteinkinasen, die
Cyclin/CDK-Komplexe, die iiber die Phosphorylierung von Substratproteinen das Fort-
schreiten der Zelle im Zellzyklus koordinieren und regulieren [2, 3]. In diesen Komplexen
ist die Cyclin-Komponente die regulative-, die CDK (cyclin-dependent kinase)-Komponente
die enzymatisch aktive Untereinheit. CDKs sind ausschliellich in Verbindung mit Cycli-
nen aktiv, die selbst wiederum spezifisch zu bestimmten Phasen des Zellzyklus exprimiert
werden [4] und iiber ihre subzelluldre Lokalisierung reguliert werden [5]. Somit sind zu
unterschiedlichen Zeitpunkten im Zellzyklus unterschiedliche Cyclin/CDK-Komplexe aktiv
(siehe Abb. 1.2)

Zudem regulieren weitere Aktivatoren und Inhibitoren die Aktivitéit dieser Kinasen und
ermoglichen hierdurch die Kontrolle des Fortschreitens der Zelle durch die Phasen des Zell-
zyklus. Dies erfolgt an bestimmten Zeitpunkten, die als “Checkpoints” bezeichnet werden
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Abbildung 1.1: Schematische Darstellung der Zellzyklusphasen. Gj: Ruhephase; Gi:
Zwischenperiode zwischen Mitose und Synthese-Phase ; Gy: Zwischenperiode zwischen
Synthese-Phase und Mitose; S-Phase: Synthesephase.

Cdk1-Cyclin B

Cdk4-Cyclin D
Cdk6-Cyclin D

Cdk2-Cyclin E

Abbildung 1.2: Regulation der verschiedenen Zellzyklus-Uberginge durch die Aktivi-
tit spezifischer Cyclin/CDK-Komplexe. CDK: Cyclin-abhingige Kinase; Go: Ruhephase;
G;: Zwischenperiode zwischen Mitose und Synthese-Phase ; Gy: Zwischenperiode zwischen
Synthese-Phase und Mitose; S-Phase: Synthesephase. Abbildung nach Korf, 2006 [6].



1.2 Ubiquitin-abhéngige Proteolyse

[7, 8]. Solche Kontrollpunkte gewéhrleisten, dass erst dann der néchste Schritt des Zellzyklus
erfolgt, wenn der vorhergehende fehlerlos abgeschlossen ist [9, 10]. Ist dies nicht der Fall,
werden Signalwege aktiviert, die zu Zellzyklusarrest und Reparatur oder programmiertem
Zelltod (Apoptose) fithren [11-13].

1.2 Ubiquitin-abhangige Proteolyse

Der Ablauf des Zellzyklus wird durch zeitlich kontrollierte Aktivitat der CDKs, der Cycline
und weiterer Zellzyklusproteine reguliert. Diese zeitliche Kontrolle wird durch verschiedene
Mechanismen, wie Regulation der Expression, Phosphorylierung und Interaktion mit re-
gulatorischen Proteinen gewihrleistet. Einer der wichtigsten Regulationsmechanismen ist
jedoch der zeitgerechte Abbau von Zellzyklusproteinen an den Zellzyklus-Ubergéingen, da
durch diese irreversible Inaktivierung der Proteine eine Richtung im Zellzyklus festgelegt
werden kann [14].

Neben der Regulation des Zellzyklus spielt der Ubiquitin-abhéngige Abbau von Proteinen
eine entscheidende regulative Rolle in weiteren biologischen Prozessen, wie Transkription,
DNA Replikation, Differenzierung und der Regulation von Immunantworten [15].

1.2.1 Mechanismus der Ubiquitinierung

Fiir den Abbau eines Proteins iiber den Ubiquitin-Proteasom Signalweg wird das Sub-
stratprotein zunéchst durch die kovalente Bindung mehrerer Ubiquitin-Molekiile markiert.
Dieses polyubiquitinierte Protein wird dann spezifisch vom 26S Proteasom, einer makro-
molekularen Protease, erkannt und abgebaut.

Die Bindung des Ubiquitins, einem hoch konservierten 76 Aminosiure grofien Mole-
kiil, an das Substratprotein erfolgt in drei Schritten [16]. Zunichst aktiviert ein E1 ge-
nanntes Enzym das Ubiquitin, indem es in einer ATP-abhéingigen Reaktion eine energie-
reiche Thioester-Bindung zwischen einem Cystein in seinem aktiven Zentrum und dem
C-terminalen Glycin des Ubiquitins bildet. Das aktivierte Ubiquitin wird dann auf eine
Sulfhydrylgruppe eines Ubiquitin-konjugierenden Enzyms (E2) iibertragen, das entweder
allein oder in Verbindung mit einer Ubiquitin-Ligase (E3) die Ubertragung auf das Ziel-
protein katalysiert. Hierbei wird das carboxyterminale Glycin des Ubiquitins kovalent mit
der e-Aminogruppe eines Lysins verkniipft (Abbildung 1.3). Schliefflich werden weitere Ubi-
quitinmolekiile entweder an die Lys 48 Seitenkette des bereits gebundenen Ubiquitins oder
an weitere Lysin-Seitenketten des Substrates gebunden [17, 18]. Auf diese Weise wird das
Substrat fiir den Abbau durch den 26S-Proteasomkomplex markiert [19].

Es gibt keine Anhaltspunkte fiir eine Beteiligung von El-Ligasen in der Carcinogenese
und nur wenige Veroffentlichungen zeigen einen Zusammenhang zwischen E2-Ligasen und
Krebsentstehung [21]. Fiir verschiedene Komponenten von E3 Ligasen wurde jedoch gezeigt,
dass eine Deregulierung zu Krebsentstehung fithren kann [22].

1.2.2 E3 Ubiquitin Ligasen

E3 Ubiquitin Ligasen sind entscheidende Bestandteile des Ubiquitin-Proteasom Signal-
weges, da sie die Substratspezifizitdt der Ubiquitinierungs-Reaktion verantwortlich sind.
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0
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Abbildung 1.3: Schematische Darstellung Ubiquitinierungs-Kaskade. Abbildung nach
Weissman, 2001 [20].

Um diese Spezifizitit zu gewéhrleisten, besitzen eukaryotische Zellen eine Vielzahl (etwa
500-1000) verschiedener E3 Enzyme. Bislang konnte hingegen nur ein einziges Ubiquitin-
aktivierendes Enzym, E1/Ubal beschrieben werden und es sind nur wenige Ubiquitin-
konjugierende Enzyme bekannt [23].

E3 Ligasen werden aufgrund spezifischer Motive in drei Klassen eingeteilt: HECT-Ligasen
(Homologous to E6-AP Carboxy Terminus [24]), RING-Finger Ligasen (Really Interesting
New Gene [25, 26]) und U-box Ligasen (UFD2 homology [27]).

E3 Ligasen, die HECT Doménen enthalten, bilden eine Thioesterbindung zwischen dem
Ubiquitin und einem konservierten Cystein innerhalb der HECT-Doméne und {ibertragen
dann das Ubiquitin auf das Substrat (Abbildung 1.3, [28, 29]). RING-Finger E3 Ligasen
fungieren hingegen als Adaptermolekiile und arrangieren das E2 Enzym und das Substrat
rdumlich so, dass das Ubiquitin direkt vom E2 Enzym auf das Substratprotein {ibertragen
werden kann (Abbildung 1.3, [25]). Der RING-Finger ist eine durch die Koordination von
zwei Zn?*t-Ionen stabilisierte Protein-Protein Wechselwirkungsdoméne, die in Ubiquitin
Ligasen meist als E2-Rekrutierungsdoméne agiert [30]. RING-Finger E3 Ligasen bilden die
grofite Klasse an E3 Ubiquitin Ligasen und kommen sowohl als Monomer (z.B. ¢-Cbl, Mdm2
(murine double minute 2)), als auch als hetero-oligomere Komplexe vor.

Zwei Klassen von E3 Ligasen kommt bei der Zellzyklusregulation besondere Bedeutung
zu: Zum einen der “anaphase promoting complex, APC” [31-34], sowie der Skpl-Cullin-F-
box Protein Komplex, SCF [35].

1.2.3 Der SCF Komplex

SCF-Komplexe sind hetero-oligomere E3-Ubiquitin Ligasen mit einer hohen Substratdi-
versitét [36]. Sie sind aus den Proteinen Skpl (S-phase-kinase-associated protein-1, [37]),
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Abbildung 1.4: Struktur der RING-Finger Ubiquitin Ligasen. Links ist der allgemeine
Aufbau der RING-Finger E3 Komplexe dargestellt. Der Kernkomplex (blau) besteht aus einem
RING-Finger Protein, einem Protein der Cullin-Familie sowie einem Adapterprotein, das den
jeweiligen Spezifititsfaktor (griin) bindet. Die Culline werden durch Nedd8 (orange) modifi-
ziert. Der Kernkomplex bindet das Ubiquitin-beladene E2-Enzym, w3hrend das Substrat (gelb)
durch den Spezifitatsfaktor rekrutiert wird. Nachfolgend sind die beiden fiir den Zellzyklus
wichtigen RING-Finger E3 Ligasen, der SCF-Komplex sowie der APC dargestellt. Abbildung
nach Willems, 2004 [36].

Cull [38-40], Rocl [26, 41, 42] und einem variablen F-Box Protein [37] zusammengesetzt
(Abb. 1.4). Das variable F-Box Protein bestimmt hierbei die Substratspezifitit des jeweili-
gen SCF-Komplexes indem es hochspezifisch die entsprechenden Substrate bindet [37].

Die Untereinheit Rocl besitzt eine RING-Finger Doméne, iiber die es das E2-Enzym zum
SCF-Komplex rekrutiert. Das Cullin Protein Cull bindet gleichzeitig im C-Terminus das
RING-Finger Protein Rocl und das E2-Enzym und im N-Terminus das Adapter-Protein
Skpl, welches wiederum das F-Box Protein rekrutiert. Die Cullin-Untereinheit dient somit
als Grundgeriist (Scaffold Protein) des Komplexes und arrangiert das Substrat und das mit
Ubiquitin beladene E2-Enzym raumlich so, dass das Ubiquitin auf das Substrat iibertra-
gen werden kann [43]. Die Bindung des F-Box Proteins an Skpl erfolgt iiber ein etwa 50
Aminosduren grofies, N-terminales Motiv, das zuerst in Cyclin F beschrieben wurde und
daraufhin “F-Box” benannt wurde [37].

Der SCF-Kernkomplex (Skpl, Cull und Rocl) besteht wihrend des gesamten Zellzyklus.
Die Aktivitdt des Komplexes wird zum einen durch die Bindung eines substratspezifischen
F-Box Proteins reguliert, zum anderen durch posttranslationale Modifikation der Substrate,
wie z.B. Phosphorylierung oder Glykosylierung [44-48], die Voraussetzung fiir die Bindung
des F-Box Proteins an das Substrat zu sein scheint. Desweiteren kann die Cullin Unterein-
heit des Komplexes, Cull, an einem konservierten carboxyterminalen Lysinrest durch das
Ubiquitin-verwandte Protein Nedd8 kovalent modifiziert werden. Diese “Neddylierung” er-
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leichtert die E2 Rekrutierung und erhoht die Ubiquitinierungsaktivitdt des SCF-Komplexes
[49, 50].

In humanen Zellen existiert eine groffe Anzahl an F-Box Proteinen (mindestens 70,
[51, 52]). Diese werden aufgrund der Struktur ihrer Substratbindungs-Doméne in 3 ver-
schiedene Klassen eingeteilt [53]: FBWs (F-Box mit WD-40 Doméne) binden ihre Substra-
te iiber eine WD-40 genannte [-Propeller Struktur [54], wihrend FBLs eine Leuzin-reiche
Substratbindungs-Doméne (LRR, leucine-rich repeat [55]) besitzen. In der dritten Klasse
(FBXs) befinden sich F-Box Proteine, die weder eine WD-40 Doméne, noch ein LRR ent-
halten. Diese binden ihr Substrat iiber andere Protein-Protein Bindungsmotive, wie zum
Beispiel Zink-Finger, Prolin-reiche Doménen, Calponin-Homologie (CH) Doménen oder
Sec7? Motive.

Die wichtigsten F-Box Proteine in der Zellzyklusregulation sind Skp2 (S-phase kinase
associated protein 2), Fbw7 (F-box and WD-40 domain protein 7), fTrcp (8-transducin
repeat-containing protein) und NIPA (nuclear interaction partner of Alk).

1.2.4 Der Anaphase Promoting Complex

Der auch als Cyclosom bezeichnete Anaphase-promoting Complex (APC) ist eine oligomere
E3 Ubiquitin Ligase aus 11 Untereinheiten, die eine dem SCF Komplex dhnliche Struktur
besitzt (siehe Abbildung 1.4). So besitzt die Untereinheit Apcll ein RING-Finger Motiv,
mit dem es das E2 Enzym rekrutiert [56], wihrend die Cullin-Untereinheit Apc2 dhnlich
wie sein Homolog Rocl im SCF-Komplex als “Scaffold Protein” fungiert [57, 58].

Die wichtigsten Funktionen des APC sind zum einen die fiir den Austritt aus der Mitose
notwendige Inaktivierung der mitotischen Cyclin-abhédngigen Kinase Cdkl durch den Ab-
bau von Cyclin B1 [59, 60] und zum anderen die Ubiquitinierung des Anaphase-Inhibitors
Securin. Securin ist die inhibitorische Untereinheit der Separase, einer den Caspasen ver-
wandten Cystein-Protease. Der Abbau von Securin fiihrt zu einer Aktivierung der Separase,
die daraufhin das Protein Sccl (eine Untereinheit des Cohesin-Komplexes) spaltet und so-
mit die Kohésion zwischen den Schwesterchromatiden aufhebt und die Anaphase einleitet
[61, 62].

Weitere Substrate des APC sind zum Beispiel mitotische Kinasen (Plkl [63], Aurora
Kinasen [64-67] und Nek2A (never in mitosis gene A-related kinase2) [68, 69]), Spindel-
assoziierte Proteine wie z.B. Kipl [70], Cin8 (chromosome instability protein 8) [71] und
Xkid [72, 73] oder Replikationsfaktoren wie z.B. Cdc6 (cell division cycle 6) [74], Dbf4 [75]
oder Geminin [76].

Neben diesen zellzyklus- spezifischen Funktionen spielt der APC aber auch in anderen
zelluldren Prozessen eine Rolle. So ist er zum Beispiel in der TGFf (transforming growth
factor [§)-vermittelten Signaltransduktion [77, 78] und auch in der Regulation der Differen-
zierung postmitotischer Neuronen [79, 80] involviert.

Der APC ist zellzyklus-spezifisch ab der Metaphase bis zum Ende der Gi-Phase aktiv
[81, 82]. Die APC Aktivitiat wird hauptséchlich durch die Phosphorylierung mehrerer Un-
tereinheiten [83-86], sowie durch die Bindung von aktivierenden Untereinheiten reguliert.

Diese Aktivatoren binden iiber die sogenannte “C-box” [87], sowie ein konserviertes
Isoleuzin-Arginin Dipeptid, den “IR-tail” [88, 89] an den APC Kernkomplex. Desweite-
ren besitzen sie in ihrem Carboxy-terminus eine WD-40 Doméine, iiber die sie die Substrate
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des APC binden [90]. Somit fungieren diese Aktivatoren &hnlich wie das F-Box Protein
in SCF-Komplexen als Adapterproteine und vermitteln somit die Substratspezifitdt der
Ubiquitinierungsreaktion. In der Mitose wird der APC sequenziell durch die Adapterpro-
teine Cdc20 (cell division cycle 20) und Cdhl (Cdc20 homolog 1) aktiviert [91, 92], in der
Hefe gibt es zudem zwei Meiose-spezifische Aktivatoren, Amal (AMAnitin resistant) in
Saccharomyces cerevisiae [93] und Mfrl (meiotic fizzy-related 1) in Schizosaccharomyces
pombe [94]. Cdc20 kann nur mit dem APC Kernkomplex interagieren, wenn mehrere Unter-
einheiten des APC durch die mitotischen Kinasen Plkl und Cdkl phosphoryliert wurden
[83—-85, 95, 96]. Die Bindung von Cdhl an den APC hingegen wird durch Phosphorylie-
rung durch Cyclin-abhéngige Kinasen in der S und Gg Phase, sowie in der frithen Mitose
inhibiert [96-100]. Somit ist der APC®4°20 in der frithen Mitose, ab der Metaphase aktiv,
withrend der APCCM! erst ab der spiten Anaphase bis zum Gy /S Zellzyklusiibergang aktiv
ist, wenn Cdkl durch den APC®4°20_yermittelten Abbau von Cyclin A und B inaktiviert
wurde und die inhibierende Phosphorylierung von Cdhl aufgehoben ist.

Das F-Box Protein Emil (early mitotic inhibitor 1) inhibiert den APC vor dem Eintritt
in die Mitose, indem es mit Cdc20 und Cdh1 interagiert und verhindert somit die verfriihte
Aktivierung des APC [101-103]. In Prophase wird Emil durch die mitotische Kinase Plk1
(Polo like kinase 1) phosphoryliert und somit fiir den Abbau durch SCFATCP markiert [104,
105]. Nach dem Abbau von Emil wird der APC®4°20 weiter bis zum Ende der Prometaphase
durch Bindung des Tumorsuppressorproteins RassflA (Ras association domain family 1)
an Cdc20 inhibiert [106].

Einen weiteren Kontrollmechanismus des APC®420 stellt der sogenannte “Spindel-Check-
point” dar [107-110]. Dieser verzogert den Beginn der Anaphase bis alle Schwesterchromati-
de korrekt an den Microtubuli befestigt sind. Der APC®4°20 wird durch Bindung der Check-
pointproteine Mad2 (mitotic arrest deficient 2) und BubR1 an Cdc20 inhibiert [82, 111],
so dass die fiir die Trennung der Schwesterchromatide und den Austritt aus der Mitose
wichtigen Substrate Securin und Cyclin B1 nicht abgebaut werden kénnen.

Die meisten Substrate des APC enthalten kurze Erkennungssequenzen, so genannte De-
grons, die die spezifische Erkennung durch die APC-Untereinheiten Cdhl und Cdc20 ge-
wéahrleisten. Die am weitesten verbreiteten Erkennungssequenzen sind die destruction box
(Dbox), RxxLxxxxN [112]und die KEN-box, KENxxxN [113], die sich meist im Aminoter-
minus der Substrate befinden. Substrate, die eine D-box enthalten, werden vom APCCd¢20
ubiquitiniert, wihrend der APCCdM! sowohl Substrate mit einer D-box, als auch Substrate
mit einer KEN-box erkennt. Es gibt jedoch auch einige Substrate, die anstatt funktionel-
ler D-box oder KEN-Box Motive andere Erkennungssequenzen enthalten. So wurde zum
Beispiel in der gréfiten Untereinheit des origin recognition complex (Orcl) aus D. melano-
gaster eine neue Erkennungssequenz (O-box: LxxxN) identifiziert, die fiir den APC®dbl
spezifischen Abbau erforderlich ist. Diese O-box befindet sich auch im “abnormal spindle”
Protein Asp aus D. melanogaster, sowie in Cut2, dem Securin-Homolog aus S. pombe [114].
Ein weiteres Degron, die A-box (QRLV), wurde in den Aurora Kinasen Aur-A und Aur-B
identifiziert, die auBerdem eine funktionelle KEN-box enthalten [115, 116].
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Abbildung 1.5: Schematische Darstellung des humanen NIPA Proteins. C: C-Terminus;
C3HC: Zink Finger Domane; F-Box: F-Box Domane; N: N-Terminus; NLS: Kernlokalisierungs-
Signal (nuclear localisation signal); S: Serin-Rest

1.3 Das F-Box Protein NIPA

In einem Yeast-two-Hybrid Screen mit der onkogenen Tyrosinkinase NPM-ALK als Bait
wurde NIPA (Nuclear Interaction Partner of Alk) als neues Molekiil identifiziert. NIPA
bindet an Kinase-aktives NPM-ALK und ist in NPM-ALK exprimierenden Lymphomzellen
konstitutiv phosphoryliert [117].

Das NIPA-Gen ist im humanen Genom auf Chromosom 7¢23.2 lokalisiert und kodiert
fiir ein Protein mit 10 Exons, das aus 502 Aminoséduren aufgebaut ist. Die NIPA-Sequenz
enthélt im C-terminalen Ende ein klassisches nukledres Translokationssignal (NLS), was
zu einer ausschliefilich nukledren Lokalisierung des NIPA Proteins fithrt (Abbildung 1.5,
[117]). Des Weiteren befindet sich im N-Terminus von NIPA ein potentielles C3HC Zink-
Bindungs Motiv. Daher wird NIPA auch als “ZC3HC1” (zinc finger C3HC-type proteinl)
bezeichnet. In solchen Zinkfingerdomsinen wird ein Zn?*-Ion von den konservierten Cystein-
und Histidinresten koordinativ gebunden, wodurch es zu einer schleifenférmigen Struktur
der Polypeptidkette, dem sogenannten Zinkfinger kommt. Dieser Zinkfinger kann spezifisch
mit DNA oder RNA interagieren und befindet sich hauptséichlich in Transkriptionsfakto-
ren [118, 119]. Aber auch Interaktionen mit Proteinen oder Lipiden wurden fiir Zinkfinger
gezeigt [120, 121]. Fiir das C3HC Zink-Bindungs Motiv in NIPA wurde jedoch durch Struk-
turanalysen vorhergesagt, dass es sich um ein BIR (Baculovirus Inhibitor of apoptosis Repe-
at)-dhnliches Motiv handelt [122]. Dieses Motiv kommt vor allem in den antiapoptotischen
IAP (Inhibitors of Apoptosis) Proteinen vor und vermittelt die Bindung dieser IAP Proteine
an diverse proapoptotische Faktoren, insbesondere Caspasen. In manchen Proteinen dienen
die BIR-Doménen jedoch nicht der Inhibierung von Caspasen, sondern regulieren diverse
Mechanismen, wie zum Beispiel die Funktion der mitotischen Spindel oder die Modulierung
einer Rezeptor-vermittelte Signaltransduktion [123]. Die NIPA-Sequenz in der Region der
BIR-Doméne, die in IAPs an der Bindung an Caspasen beteiligt ist, ist sehr divergent zu
der entsprechenden Sequenz in IAP Proteinen. Aufgrund dessen besitzt die BIR-Doméne
in NIPA vermutlich eine unterschiedliche Funktion, als in IAP Proteinen [122].

NIPA besitzt desweiteren ein N-terminales F-box-dhnliches Motif, {iber das es an die
SCF-Untereinheit Skpl bindet. Zusammen mit den weiteren Komponenten Skpl, Rocl und
Cull bildet NIPA einen aktiven SCF-Komplex (SCFNIPA), der nukleéres Cyclin B1 ubiqui-
tiniert [124]. Cyclin B1 bildet zusammen mit der zugehorigen Cyclin abhéingigen Kinase
Cdk1 den “Maturation promoting factor” (MPF), dessen Aktivierung den entscheidenden
Schritt fiir den Mitose-Eintritt darstellt [125, 126]. Voraussetzung fiir die Aktivierung des
Cdk1/Cyclin B1 Komplexes ist die Translokation von Cyclin B1 in den Zellkern. Bis zur
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Abbildung 1.6: Regulation des SCFNP*-Komplexes wihrend des Zellzyklus. Phospho-
rylierung von NIPA am Gy /M Ubergang fiihrt zu einer Dissoziation des SCFN'PA-Komplexes

Einleitung der Mitose wird Cyclin B1 im Zytoplasma der Zelle retiniert, um einen vorzei-
tigen Mitoseeintritt zu verhindern.

Phosphorylierung von NIPA am Go/M Ubergang fiihrt zu einer Dissoziation der NIPA-
Skp1 Bindung und somit zu einer Inaktivierung des SCFNPA Komplexes. Die Aktivitit des
SCFNPA Komplexes ist somit auf das Zellzyklus-Segment von G;-Gg beschriinkt (Abb. 1.6
[124]). Dieser Mechanismus beschreibt zum ersten Mal die Regulation eines SCF Kom-
plexes durch Zellzyklus-abhéingige Phosphorylierung der F-Box Komponente. Durch diese
Zellzyklus-regulierte Aktivitit des SCFNPA Komplexes wird die Degradation von nukle-
drem Cyclin Bl in Interphase sichergestellt und die zeitgerechte Akkumulierung von nu-
kledrem Cyclin Bl in der Gy Phase gewihrleistet. NIPA ist somit direkt an der Kontrolle
eines ordnungsgeméfien Ablaufs der Mitose beteiligt und verhindert den verfrithten Mitose-
Eintritt.

Durch RNA Interferenz vermittelte Herunterregulation der NIPA Expression in Hela
Zellen fithrt zu einer verfrithten Aktivierung von nukleirem Cyclin B1-Cdkl und somit
zu einem vorzeitigen Eintritt in die Mitose. Nach dem verfrithten Mitose-Eintritt kommt
es in NIPA knock-down Zellen zu einem Zellzyklus-Block in Prometaphase [124]. Dieser
Phénotyp ist durch eine verfrithte Akkumulation von Cyclin B1 nicht zu erkldren und
weist darauf hin, dass die SCFNPA Ligase vermutlich noch weitere wichtige Substrate
ubiquitiniert. Alternativ konnte dieser Phénotyp auch Folge einer genetischen Instabilitét
dieser Zellen aufgrund der verfrithten Mitose sein in deren Folge Zellzyklus-Kontrollpunkte
aktiviert werden.

Als Phosphorylierungsstellen in NIPA wurden die Serine Ser354, Ser359 und Ser395 iden-
tifiziert. Der Cdk1/Cyclin B1 Komplex ist in der Lage, NIPA am Serinrest 395 in vivo und
in vitro zu phosphorylieren. Vermutlich fithrt eine initiale Phosphorylierung an den Seri-
nen Ser 354 und 359 durch eine bis jetzt unbekannte Kinase zur Dissoziation des SCFNPA
Komplexes und somit zu einer Akkumulierung von Cyclin B1. Anschlieend phosphoryliert
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der nun aktive Cdkl/Cyclin B1 Komplex NIPA an Serin 395 und gewiihrleistet hierdurch
in einem positiven Feedback-loop seine eigene Aktivitét [127].

Eine phosphorylierungs-defiziente Mutante von NIPA (NIPA S354A) bildet einen konsti-
tutiv aktiven SCFNIPAS354A Komplex, der nicht am G /M-Ubergang dissoziert und folglich
auch wihrend dieser Zellzyklusphase in der Lage ist, nukledres Cyclin B1 zu ubiquitinie-
ren. Uberexpression von NIPA S354A fiihrt somit zu einem stark verzogerten Anstieg von
nukledirem Cyclin Bl am Go/M-Ubergang und in Folge dessen zu einem mitotischen Block
in Prophase [124].

Die Substratbindungsdoméne in NIPA | iiber die die Bindung an sein Substrat Cyclin B1
vermittelt wird, umfasst die Aminosiduren 352-402 [127]. Interessanterweise befindet sich in
dieser Region das Signal fiir die nukledre Lokalisierung von NIPA (NLS). Auf diese Weise
wird sichergestellt, dass ausschlieflich nukledres Cyclin Bl durch den SCFNPA Komplex
ubiquitiniert und anschlieBend abgebaut wird. Da die Substratbindung nicht iiber eine WD-
40 Domaéne oder ein LRR stattfindet, kann NIPA der Gruppe der FBX F-Box Proteine
zugeordnet werden.

NIPA Knockout-M&use sind viabel und zeigen eine normale Entwicklung, haben jedoch
eine verminderte Korpergrofie im Vergleich zu wildtyp Méusen. NIPA~/~ Minnchen sind
infertil, wihrend weibliche knockout Mé#use eine verminderte Fertilitdt aufweisen. Da das
Fehlen von NIPA auch in Keimzellen zu einer verfrithten Akkumulierung von nukledrem
Cyclin B fiihrt, sind NIPA~/~ Spermatozyten nicht in der Lage, die meiotische Prophase zu
vollenden. Sie arretieren im Zygoten/frithes Pachyten-Stadium der Prophase I und gehen
anschliefend in Apoptose. Die Testes der knockout Tiere sind atrophisch und enthalten
keine Spermatozoen, ebenso sind die Ovarien der NIPA~/~ Weibchen atrophisch und es
werden weniger Primordialfollikel gebildet. Diese Daten zeigen, dass NIPA auch in der
Meiose eine wichtige Rolle spielt (Illert et al., unveroffentlichte Daten).

1.4 Die DNA Schadensantwort

Das Genom unterliegt dem sténdigen Angriff DNA-schiadigender Substanzen, die zum einen
endogen als (Neben-)Produkte des normalen zelluldren Metabolismus entstehen (wie zum
Beispiel verschiedene Sauerstoff-Radikale) oder exogene Umwelteinfliisse (wie zum Beispiel
die UV-Komponente im Sonnenlicht, ionisierende Strahlung oder genotoxische Chemika-
lien) darstellen. Liegen Schiddigungen an der DNA vor, werden Zellzykluskontrollpunkte,
sogenannte “DNA damage-Checkpoints” aktiviert. Dies sind Signalkaskaden, die den Zell-
zyklus nach einer Schiadigung der DNA verlangsamen oder arretieren, bis der Schaden
repariert ist [128]. Desweiteren regulieren sie die Reparatur der geschiddigten DNA, sind
an der Reorganisation des Chromatins beteiligt und modulieren nach der DNA-Schidigung
die Aktivitéit verschiedener Transkriptionsfaktoren. Im Fall einer irreparablen Schidigung
der DNA kann auch ein permanenter Zellzyklusarrest (Seneszenz) oder Apoptose induziert
werden [129, 130].

Die wichtigsten Zellzykluskontrollpunkte nach DNA-Schéidigung sind der G;/S-Check-
point, der Intra-S-Checkpoint und der Go/M-Checkpoint [129]. Der G;/S-Checkpoint ver-
hindert, dass die Zelle mit einer DNA-Schidigung in die S-Phase fortschreitet und sich die
Schidigung durch die Duplikation des Genoms auf beiden Chromatiden manifestieren kann.
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Findet eine Schidigung der DNA wéhrend der Replikation statt, fithrt die Aktivierung des
Intra-S-Checkpoints zu einer transienten Verlangsamung der DNA-Replikation. Wird wéh-
rend dieser Verzogerung der S-Phase der DN A-Schaden nicht repariert, arretieren die Zellen
in der darauffolgenden Go-Phase. Der Go/M-Checkpoint verhindert das Eintreten der Zelle
mit einer DNA-Schidigung in die Mitose und somit die Segregation gebrochener oder unre-
parierter Chromosomen. Defekte in diesen Checkpointmechanismen fithren zu genetischer
Instabilitdt und préadisponieren fiir Krebserkrankungen.

Die an dieser DNA-Schadensantwort beteiligten Proteine werden in Sensoren, Signalum-
wandler (Transduktoren) und Effektoren eingeteilt [129]. Sensorproteine sind direkt oder
indirekt an der Erkennung der DNA-Schédigung beteiligt und initiieren die folgende Signal-
kaskade. Die Transduktoren sind typischerweise Kinasen, die das von den Sensoren gesen-
dete Signal durch Phosphorylierung von Schliisselproteinen der verschiedenen Signalwege
weiterleiten und amplifizieren. Eine zentrale Funktion bei dieser frithen Signaltransmission
spielen die beiden Phosphatidylinositol-3-Kinase dhnlichen Kinasen (PIKKs) ATM (Ataxia-
telangiectasia mutated) und ATR (ATM and rad-3 related), sowie deren nachgeschaltete
Checkpointkinasen Chk1 und Chk2. Hierbei aktiviert gewohnlich ATM die Checkpointkina-
se Chk2 in Folge von DNA Doppelstrangbriichen, wihrend ATR durch DNA Einzelstrang-
briiche und blockierte Replikationsgabeln aktiviert wird und die Checkpointkinase Chkl
phosphoryliert und aktiviert [130]. Es gibt jedoch einige Uberschneidungen dieser beiden
Signalwege [129, 131]. Diese Elemente der Signaltransduktion sind Bestandteil der DNA-
Schadensantwort in den unterschiedlichen Zellzyklusphasen und auch in unterschiedlichen
Zelltypen. Die Effektorproteine hingegen, die die Funktionen der DNA-Schadensantwort
durchfiihren, kénnen in der G;-Phase, der S-Phase oder der Ga/M-Phase unterschiedlich
sein (siehe Kap. 1.4.1 und 1.4.2). Diese Effektorproteine greifen direkt in die Zellzyklus-
kontrolle oder andere Prozesse der Zellregulation ein und vermitteln hierdurch die diversen
Reaktionen der Zelle auf die Schidigung der DNA.

Im Folgenden soll nun eine kurze Ubersicht iiber die molekularen Grundlagen des Check-
point-induzierten Zellzyklusarrests in den verschiedenen Zellzyklusphasen gegeben werden.

1.4.1 Der G;/S Checkpoint und Intra-S-Checkpoint

Ein essentielles Ereignis am G;/S-Ubergang ist die Beseitigung der inhibierenden Phos-
phorylierung am Tyrosinrest Tyrl5 in Cdk2 durch die Phosphatase CDC25A [132]. Nach
Schidigung der DNA wird CDC25A durch die Kinasen Chkl und Chk2 phosphoryliert und
hierdurch fiir den Abbau iiber den Ubiquitin-Proteasom-Signalweg markiert [133, 134].
Somit wird die Phosphorylierung an Tyrl5 in Cdk2 aufrechterhalten und die daraus re-
sultierende Inhibierung der Cyclin E/Cdk2-Aktivitét fiihrt zu einem Zellzyklusarrest am
G1/S-Ubergang (siehe Abb. 1.7a).

An der Aufrechterhaltung des G;/S Checkpoints ist ein zweiter, p53-abhéingiger Signal-
weg beteiligt. Phosphorylierung von p53 am Serinrest Ser20 durch die Checkpointkinasen
Chkl und Chk?2 fiihrt zu einer Dissoziation von der Mdm2 Ubiquitin Ligase und somit zu
einer Stabilisierung des p53 Proteins [136, 137]. Desweiteren aktivieren ATM und ATR p53
iiber eine Phosphorylierung des Serinrests Ser15 [138]. Zusitzlich wird Mdm2 von ATM
und ATR phosphoryliert und ist hierdurch nicht mehr in der Lage, p53 aus dem Zellkern
in das Zytoplasma zu exportieren, so dass p53 im Zellkern akkumulieren kann [139]. Die
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Abbildung 1.7: Molekulare Mechanismen des G;/S-Checkpoints Abbildung nach Don-

zelli, 2003 [135]

Akkumulierung des Transkriptionsfaktors p53 fiihrt unter anderem zu einer Expression des
CDK-Inhibitors p21. p21 bindet und inhibiert den Cyclin E/Cdk2-Komplex und triagt somit
zu einer Aufrechterhaltung des Gp/S-Checkpoints bei [140, 141] (Abbildung 1.7b).

Der Intra-S-Checkpoint wirkt ebenso, wie der G; /S-Checkpoint iiber die Inhibierung der
Cdk2-Aktivitdt durch Degradation der CDC25A Phosphatase. p53-abhingige Mechanismen
sind an diesem Checkpoint allerdings nicht beteiligt.

1.4.2 Der G,/M Checkpoint

Ahnlich wie der G1/S Checkpoint funktioniert auch der Gy/M Checkpoint hauptsichlich
iiber die Inhibierung der Cdk Kinaseaktivitdt durch die Aufrechterhaltung der inhibieren-
den Phosphorylierung am Tyrosinrest Tyrl5. Chkl und Chk2 phosphorylieren die CDC25C
Phosphatase [142, 143]. Durch diese Phosphorylierung wird eine Bindungsstelle an CDC25C
fiir 14-3-3 Proteine gebildet. Die Bindung der 14-3-3 Proteine fithrt zu einer Relokalisie-
rung von CDC25C ins Zytoplasma und somit zu einer Aufrechterhaltung der inhibierenden
Phosphorylierung an Cdk1 [144, 145] (Abbildung 1.8 a). Desweiteren fiihrt ebenso wie am
G1/S Checkpoint eine Checkpointkinasen-vermittelte Phosphorylierung zum Abbau von
CDC25A [146, 147].

Dariiber hinaus scheint p53 auch eine, wenn auch nicht essentielle, Rolle am Gg/M-
Checkpoint zu spielen [148]. Die durch Schidigung der DNA induzierte Akkumulierung
und Aktivierung von p53 bewirkt die Expression von GADD45 (growth arrest- and DNA
damage-inducible 45) [149]. Dieses Protein kann Cdk1/Cyclin B Komplexe destabilisieren
und bewirkt moglicherweise hierdurch eine Inaktivierung von Cdkl nach Schidigung der
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DNA [150]. Der Go-Kontrollpunkt hingt desweiteren teilweise auch von der transkriptio-
nellen Aktivierung von p21 durch p53 und der anschliefenden Inhibierung der Cyclin A-
und Cyclin B/Cdk Komplexe durch p21 ab [8] (Abbildung 1.8b).

1.5 Zielsetzung der Arbeit

Im Rahmen der vorliegenden Arbeit wurden folgende Fragestellungen bearbeitet:

1.) Das F-Box Protein NIPA ist durch den zeitgerechten Abbau von nukleirem Cyclin
B1 direkt an der Kontrolle eines ordnungsgeméfien Ablaufs der Mitose beteiligt. Dies ist
von grofler Bedeutung, da ein verfriihter Mitose Eintritt mit der moglichen Konsequenz
fehlerhafter Genom-Verdoppelung und damit genetischer Instabilitit assoziiert ist. Friithe-
re Experimente zeigen, dass eine Inaktivierung von NIPA diesen Kontrollpunkt signifikant
stort, da NIPA knock-down Zellen einen verfrithten Mitose-Eintritt haben kénnen und nach-
folgend einen Block in der Prometaphase zeigen. Die Inaktivierung der SCFNPA E3-Ligase
kann prinzipiell durch zwei Mechanismen erfolgen: durch Phosphorylierung oder durch De-
gradation des F-Box Proteins NIPA. In dieser Arbeit wurde deshalb untersucht, ob NIPA
im Zellzyklus neben der inaktivierenden Phosphorylierung auch durch proteasomalen Ab-
bau reguliert wird.

2.) Treten in einer nicht transformierten Zelle Schédigungen der DNA oder andere massi-

ve Stress-Situationen auf, so wird der Zellzyklus arretiert, bis der Schaden behoben ist. Der
Zellzyklusarrest wird grofiteils durch negative Regulation der Cyclin-CDK-Komplexe an

13
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den verschiedenen Zellzyklus-Ubergéingen gewihrleistet. Die einzelnen Komponenten der Si-
gnalkaskaden, die zu dieser Inhibierung der Cyclin-CDK-Komplexe fithren, sind weitgehend
Proteine, die auch im ungestorten Zellzyklus an der Regulation der Cyclin-CDK-Komplexe
beteiligt sind. In dieser Arbeit sollte deshalb untersucht werden, ob der SCFNPA_Komplex
im Rahmen der Signalantwort einer Zelle nach Schidigung der DNA moduliert wird.
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2 Materialien

2.1 Chemikalien und biogene Substanzen

Acrylamid/Bisacrylamid Gel 30
Adenosintriphosphat (ATP)
Agarose
Ammoniumpersulfat (APS)
Ampicillin

Aqua ad injectabila, steril
Bactoagar
Bacto-Hefeextrakt
Bacto-Trypton
Bromphenolblau

Caffein

Complete™ Protease Inhibitor Cocktail Tabletten

Cycloheximid (CHX)
Dimethylsulfoxid (DMSO)
Dithiothreitol (DTT)
dNTP-Mix, 10 mM
Essigsédure

Ethidiumbromid
Ethylendiamintetraessigsiure (EDTA)
Glycerol
Glycerol-2-phosphat

Glycin

Isopropanol
Kreatinphosphat

Methanol

Natriumazid
Natriumchlorid
Natriumcitrat
Natriumdodecylsulfat (SDS)
Natriumdihydrogenphosphat
Natriumfluorid
Natriumorthovanadat
Nocodazol

Phosphat buffered saline (PBS), 10-fach, fest
Propidiumiodid

Protein A Sepharose-Losung

Roth, Karlsruhe

Sigma-Aldrich Chemie, Taufkirchen
Roth, Karlsruhe

Sigma-Aldrich Chemie, Taufkirchen
Sigma-Aldrich Chemie, Taufkirchen
Braun, Melsungen

Difco, Detroit, USA

Difco, Detroit, USA

Difco, Detroit, USA

Sigma-Aldrich Chemie, Taufkirchen
Calbiochem, Darmstadt
Boehringer, Mannheim
Sigma-Aldrich Chemie, Taufkirchen
Sigma-Aldrich Chemie, Taufkirchen
Promega, Heidelberg

Invitrogen GmbH, Karlsruhe

Roth, Karlsruhe

Roth, Karlsruhe

Fluka Chemie, Taufkirchen

Fluka Chemie, Taufkirchen

Aldrich Chemical Company, Steinheim
Merck, Darmstadt

Merck, Darmstadt

Sigma-Aldrich Chemie, Taufkirchen
Merck, Darmstadt

Sigma-Aldrich Chemie, Taufkirchen
Roth, Karlsruhe

Fluka Chemie, Taufkirchen

Roth, Karlsruhe

Merck, Darmstadt

Fluka Chemie, Taufkirchen
Sigma-Aldrich Chemie, Taufkirchen
Sigma-Aldrich Chemie, Taufkirchen
Biochrom AG, Berlin
Sigma-Aldrich Chemie, Taufkirchen
Pharmacia Biotech, Freiburg
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2 Materialien

Protein G Sepharose-Losung Pharmacia Biotech, Freiburg
Ribonuclease A Sigma-Aldrich Chemie, Taufkirchen
SlowFade® Gold antifade reagent with DAPI Invitrogen GmbH, Karlsruhe
SuperSignal® Chemolumineszenz Substrat Pierce, Rockford, USA
Tetramethylethylendiamin (TEMED) Fluka Chemie, Taufkirchen
Thymidin Sigma-Aldrich Chemie, Taufkirchen
Tris(hydroxymethyl)aminomethan (TRIS) Roth, Karlsruhe

Triton X-100 Sigma-Aldrich Chemie, Taufkirchen
Trockenmilchpulver Fluka Chemie, Taufkirchen
Trypanblau Invitrogen GmbH, Karlsruhe
Tween 20 Fluka Chemie, Taufkirchen
Ubiquitin Fluka Chemie, Taufkirchen
Ubiquitinaldehyd Biomol, Hamburg

Ziegenserum Sigma-Aldrich Chemie, Taufkirchen

2.2 Medien und Supplemente fiir die Zellkultur

DMEM, Zellkulturmedium Invitrogen GmbH, Karlsruhe

DOTAP, Transfektionsreagenz Roche, Mannheim

FCS Gold PAA, Pasching, Osterreich

Gene Porter, Transfektionsreagenz Gene Therapy Systems, San Diego (USA)
Hygromycin B Invitrogen GmbH, Karlsruhe
Lipofectamine™ 2000, Transfektionsreagenz Invitrogen GmbH, Karlsruhe

Opti-MEM® I, Serum-reduziertes Medium Invitrogen GmbH, Karlsruhe
Phosphat buffered saline (PBS), 10-fach, steril Invitrogen GmbH, Karlsruhe

Penicillin/ Streptomycin Losung Invitrogen GmbH, Karlsruhe
Trypsin-EDTA-L6sung, 10-fach Invitrogen GmbH, Karlsruhe
Zeocin, 100 mg/ml Invitrogen GmbH, Karlsruhe

2.3 Proteasominhibitoren

MG132 (Z-Leu-Leu-Leu-al)  Sigma-Aldrich, Taufkirchen

2.4 Radiochemikalien

35S-Methionin Hartmann Analytic, Braunschweig

2.5 Molekulargewichtsmarker fiir DNA und Proteine

1 kb Plus DNA-Molekulargewichtsmarker  Invitrogen GmbH, Karlsruhe
100 bp DNA-Molekulargewichtsmarker Invitrogen GmbH, Karlsruhe
Rainbow Protein-Molekulargewichtsmarker =~ Amersham Biosciences, Braunschweig
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2.6 Enzyme

2.6 Enzyme

2.6.1 Restriktionsenzyme

Die fiir die Klonierungen verwendeten Restriktionsenzyme (Ascl, BamHI, Dpnl, NotI, Spel
und Xhol) wurden von der Fermentas GmbH in St. Leon-Rot bezogen.

2.6.2 DNA Polymerasen

Pfu-DNA Polymerase Fermentas GmbH, St. Leon-Rot
Taq-DNA Polymerase Fermentas GmbH, St. Leon-Rot

2.6.3 Enzyme fiir Ubiquitinierungs-Reaktionen und Degradationsversuche

Kreatin Phosphokinase Sigma-Aldrich Chemie, Taufkirchen
E1l (human, rekombinant, His6-tagged) Biomol, Hamburg
UbcH10 (human, rekombinant, His6-tagged) Biomol, Hamburg

2.6.4 weitere Enzyme

RNasin, Ribonuclease Inhibitor Promega, Heidelberg
Shrimp Alkalische Phosphatase Amersham, Braunschweig

2.7 Antikorper

Anti-#-Aktin (AC-15), monoklonal, Maus IgG1 Sigma-Aldrich, Taufkirchen
Anti-Cdhl (Ab-2), monoklonal, Maus IgG1 Calbiochem, Darmstadt
Anti-Cdc20 (H175), polyklonal, Kaninchen IgG Santa Cruz, Heidelberg
Anti-Cdc27 (AF3.1), monoklonal, Maus IgG2b Santa Cruz, Heidelberg
Anti-c-myc (9E10), monoklonal, Maus IgG Sigma-Aldrich, Taufkirchen

Anti-Cyclin A1 (H-230), polyklonal, Kaninchen IgG Santa Cruz, Heidelberg
Anti-Cyclin B1 (H-433), polyklonal, Kaninchen IgG Santa Cruz, Heidelberg

Anti-Flag (M2), monoklonal, Maus IgG1 Sigma-Aldrich, Taufkirchen

Anti-Flag (M2), Agarose gekoppelt Sigma-Aldrich, Taufkirchen

Anti-HA (Y-11), polyklonal, Kaninchen IgG Santa Cruz, Heidelberg
Anti-Kaninchen IgG, HRP-konjugiert, Esel IgG Amersham, Braunschweig

Anti-Maus IgG, HRP-konjugiert, Esel IgG Amersham, Braunschweig

Anti-Maus, Alexa Fluor® 594-konjugiert, Ziege IgG  Invitrogen GmbH, Karlsruhe
Anti-Mdm2 (SMP14), monoklonal, Maus IgG1 Santa Cruz, Heidelberg

Anti-NIPA, polyklonal, Maus Davids Biotechnologie, Regensburg [124]
Anti-NIPA phospho S354, polyklonal, Kaninchen IgG ~ Abcam, Cambridge, UK

Anti-p53, polyklonal, Kaninchen IgG Novocastra, Newcastle upon Tyne, UK
Anti-Skpl, polyklonal, Kaninchen IgG Zymed, San Francisco
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2 Materialien

2.8 Bakterienstamme

Escherichia Coli DH5a™ Invitrogen GmbH, Karlsruhe
F-®80dlacZAM15, A(lacZYA-argF)U169, deoR,

recAl, endAl, hsdR17(rx~, mg ™), phoA, supE44,

A-thi-1, gyrA96, relAl

Epicurian Coli™ XL-1 Blue Supercompetent Cells Stratagene, Heidelberg
recAl, endAl, gyrA96, thi-1, hsdR17, supEd4,
relAl, lac [F’proAB, lacl?ZAM15 Tnl0 (Tet")]

OneShot® BL21 Star™ (DE3) Chemically Competent E.coli Invitrogen GmbH, Karlsruhe
F- ompT, hsdSB(rg~ mp™), gal, dem, rnel31 (DE3)

2.9 Zelllinien

293T humane embryonale Nierenkarzinom-Zelllinie

Cos-1 Nierenepithel-Zelllinie der griinen Meerkatze, SV-40 transformiert

GM18366 Fibroblasten eines Patienten mit Seckel-Syndrom

GMO09607 pSVori-transformierte Fibroblasten eines Patienten mit Ataxia
Telangiectasia

GeneSwitch™ -3T3 murine embryonale Fibroblasten Zelllinie, die stabil mit pSwitch
transfiziert wurden

HCT 116 humane Kolonkarzinom-Zelllinie

Hela humane Zervixkarzinom-Zelllinie

MEFs NIPA*/+ immortalisierte murine embryone Fibroblasten, wildtyp
MEFs NIPA~/~ immortalisierte murine embryone Fibroblasten, NIPA~/—
NIH3T3 murine embryonale Fibroblasten-Zelllinie

U20S humane Osteosarkom Zelllinie

Die Seckel- und Ataxia Telangiectasia Fibroblasten wurden beim Coriell Institute for
Medical Research in Camden (USA) erworben, die restlichen Zelllinien wurden von der
Deutschen Sammlung von Mikroorganismen und Zellkulturen GmbH in Braunschweig be-
zogen. Die immortalisierten MEF-Zelllinien wurden in dieser Abteilung von A.L. Illert
generiert.

2.10 Molekularbiologische Kitsysteme

APO-DIRECT™ Kit BD Biosciences, Heidelberg
QIAGEN® Plasmid Maxi Kit Qiagen, Hilden

QIAprep® Spin Miniprep Kit Qiagen, Hilden

QIAquick® Gel Extraction Kit Qiagen, Hilden

QIAquick® Spin Purification Kit Qiagen, Hilden

QuikChange™ Site-Directed Mutagenesis Kit Stratagene, Heidelberg

Rapid DNA Ligation Kit Roche, Penzberg

Rediprime® II DNA Labeling System Amersham Biosciences, Braunschweig

18



2.11 Vektoren und DNA-Konstrukte

2.11 Vektoren und DNA-Konstrukte

pcDNA3.1 Zeo (+) Invitrogen GmbH, Karlsruhe
pCMV-Vektoren Invitrogen GmbH, Karlsruhe
pGene/V5-His Invitrogen GmbH, Karlsruhe
pGex-4T2 Pharmacia, Freiburg

HA-Cdhl in pCMV

Myc-Cdhl in pCMV

HA-Cdc20 in pCMV

Flag-NIPA wt in pCDNA 3.1/Zeo

Flag-NIPA Dbox1 in pCDNA 3.1/Zeo

Flag-NIPA Dbox2 in pCDNA 3.1/Zeo

Flag-NIPA Dbox1+42 in pCDNA 3.1/Zeo
Flag-NIPA F-Box Mutante in pCDNA 3.1/Zeo
Flag-NIPA Ser354Ala in pCDNA3.1/Zeo
Flag-NIPA AAA (Ser354,359,395Al1a) in pCDNA3.1/Zeo
Flag-NIPA DDD (Ser354,359,395Asp) in pCDNA3.1/Zeo
Flag-NIPA RKK (NLS-Mutante) in pCDNA3.1/Zeo
Flag-NIPA ZF (Zinkfinger-Mutante) in pCDNA3.1/Zeo
Myc- NIPA wt in pCMV

Flag-NIPA wt in pGene/V5-His

Flag-NIPA S354A in pGene/V5-His

GST-NIPA wt in pGEX

GST-NIPA 1-402 in pGEX

GST-NIPA 1-302 in pGEX

GST-NIPA 1-202 in pGEX

GST-NIPA 1-102 in pGEX

GST-NIPA 302-402 in pGEX

GST-NIPA 327-377 in pGEX

GST-NIPA 302-352 in pGEX

GST-NIPA 352-402 in pGEX

GST-NIPA 352-394 in pGEX

GST-NIPA 352-397 in pGEX

GST-NIPA 352-399 in pGEX

GST-NIPA 352-502 in pGEX

GST-NIPA 352-502 A375-402 in pGEX

GST-NIPA 352-502 A395-402 in pGEX

Skpl in pcDNA3.1

GST-Skpl in pGEX

HA-Ubiquitin in pCMV

pGene/V5-His/lacZ

M. Pagano, New York

diese Arbeit

M. Pagano, New York

T. Ouyang, diese Abt. [117]
diese Arbeit

diese Arbeit

diese Arbeit

F.Bassermann, diese Abt. [124]
T. Ouyang, diese Abt. [117]

F. Bassermann, diese Abt. [127]
diese Arbeit

T. Ouyang, diese Abt. [117]
diese Arbeit

T. Ouyang, diese Abt. [117]
diese Arbeit

diese Arbeit

. Bassermann, diese Abt. [127]
Bassermann, diese Abt. [127]
Bassermann, diese Abt. [127]
Bassermann, diese Abt. [127]
Bassermann, diese Abt. [127]
Bassermann, diese Abt. [127]
Bassermann, diese Abt. [127]
Bassermann, diese Abt. [127]
. Bassermann, diese Abt. [127]
. Bassermann, diese Abt. [127]
diese Arbeit

diese Arbeit

diese Arbeit

diese Arbeit

diese Arbeit

7.-Q. Pan, New York
F.Bassermann, diese Abt. [124]
W. Krek, Ziirich

Invitrogen GmbH, Karlsruhe
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2

Materialien

2.12 Oligonukleotide

Die verwendeten Oligonukleotide wurden bei der Firma MWG (Ebersberg) in

gegeben.

2.12.1 Primer fiir Klonierungen

Flag-F-Spel
NIPA-352-F-BamHI
NIPA-390-F-BamHI
NIPA-395-F-BamHI
NIPA-397-R-Xhol
NIPA-399-R-Xhol
NIPA-R-Notl
NIPA-R-Xhol

5-TCCACTAGTCATGGATTACAAGGATGAC-3’
5-GTCGGATCCCGGAGCTGGGACTCTTCCAG-3’
5-CTGGGATCCCTGGAGGTACCATCTAGC-3’
5’-CTGGGATCCAGCCCTCTGCGGAAAGCC-3
5-GTACTCGAGCAGAGGGCTAGATGGTACC-3
5’-GTACTCGAGTTTCCGCAGAGGGCTAGATGG-3’
5-GACCTCGAGCGGCCGCTCAGCATGAGCACAGAGA-3
5-CTGCTCGAGTCAGCATGAGCACAGAGATTC-3’

2.12.2 Primer fiir Mutagenese mittels PCR

20

Ascl-375-F
Ascl-375-R
Ascl-395-F
Ascl-395-R
Ascl-402-F
Ascl-402-R
Dbox1-F
Dbox1-R
delDbox1-F
delDbox1-R
Dbox2-F
Dbox2-R
delDbox2-F
delDbox2-R
C117A,C120A-F
C117A,C120A-R
H152A,C156A-F
H152A,C156A-R
S354D-F
S354D-R
S359D-F
S359D-R
S395D-F
S395D-R

5-CCCACCACCAGGGCGCGCCCAGTGACC-3
5-GGTCACTGGGCGCGCCCTGGTGGTGGG-3’
5-CCTGGAGGTACCGGCGCGCCCTCTGCGGA-3’
5-TCCGCAGAGGGCGCGCCGGTACCTCCAGG-3’
5-AAAGCCAAGCGGGCGCGCCTCTGCTCC-3’
5-GGAGCAGAGGCGCGCCCGCTTGGCTTT-3’
5-GCGACCAGAGGCCTTACCTGCGGTGCCTGAAT-3’
5-ATTCAGGCACCGCAGGTAAGGCCTCTGGTCGC-3’
5-GAGGGGCGACCAGAGGTGCCTGAATCTCCT-3’
5-AGGAGATTCAGGCACCTCTGGTCGCCCCTC-3’
5-GAAAGCCAAGGCAGCTCGCGCCTGCTCCTCCA-3’
5-TGGAGGAGCAGGCGCGAGCTGCCTTGGCTTTC-3’
5-CTGCGGAAAGCCAAGTGCTCCTCCAGCAGT-3’
5-ACTGCTGGAGGAGCACTTGGCTTTCCGCAG-3’
5-TATGCTCAAGGCCTCTAGCGCTCAAGCTTTTC-3’
5-GAAAAGCTTGAGCGCTAGAGGCCTTGAGCATA-3’
5-GTGTACTGCCGCTGAGAAGTTCGCTTTCTGGCC-3’
5-CTGGCCAGAAAGCGAACTTCTCAGCGGCAGTACAC-3’
5-TCTCGAACTCGGGACTGGGACTCTTCC-3’
5-GGAAGAGTCCCAGTCCCGAGTTCGAGA-3’
5-TGGGACTCTTCCGATCCTGTTGACCGTCC-3’
5-GGACGGTCAACAGGATCGGAAGAGTCCCA-3’
5-GAGGTACCATCTGACCCTCTGCGGAAAGCC-3
5-GGCTTTCCGCAGAGGGTCAGATGGTACCTC-3’

Auftrag



2.13 Standardgeriéte

2.12.3 Primer fiir Sequenzierungen

T3

T7

BGH rev

pGene for
pGex for

pGex rev

5-AATTAACCCTCACTAAAGGG-3’
5-TAATACGACTCACTATAGGG-3’
5-GGCAACTAGAAGGCACAGTC-3’
5-CTGCTATTCTGCTCAACCT-3
5-ATAGCATGGCCTTTGCAGG-3’
5-GAGCTGCATGTGTCAGAGG-3’

NIPA-495-F 5’CATCCCCAGACCGATTTGGGATGTTGCC-3’

2.12.4 siRNA Oligonukleotide

Die in dieser Arbeit verwendeten siRNA-Molekiile wurden bei der Firma Proligo (Paris) in
Auftrag gegeben. Es handelt sich hierbei um synthetisch hergestellte, 21 Nukleotide lange
dsRNA Molekiile mit einzelstringigen dTdT-Uberhiéngen an den 3’-Enden. Die Zielsequen-
zen der verwendeten siRNAs sind untenstehend aufgefiihrt:

ATM
ATR
Cdh1
Luziferase

2.13 Standardgerite

Agarosegel Elektrophoresekammer
Analysenwaage BP 2218

COgy -Inkubator SW J 500 TV BB
Digitalwaage LC 1200 S
Durchflusszytometer (EPICS® XL)
Entwickler Hyperprocessor
Fluoreszenzmikroskop

Geltrockner SG200

Heizblock 5436

Incubator-Shaker Innova 4000
Kiihlzentrifuge J2-HS

Kiihlzentrifugen 5417R, 5810R
Lichtmikroskop Axiovert 25

LKB Ultraspec 111, Spektralphotometer
Magnetriihrgeriat IKAMG RH
Mikroskop V 200

Mini-Gel Elektrophoresekammer
Multi-Gel Long Elektrophoresekammer
Neubauer-Zahlkammer
PCR-Thermocycler

AACAUACUACUCAAAGACAUU [151]
AACCUCCGUGAUGUUGCUUGA [152]
AAUGAGAAGUCUCCCAGUCAG [153]
CGUACGCGGAAUACUUCGA [154]

Kodak, New Haven, USA

Satorius, Gottingen

Nunc, Wiesbaden

Satorius, Gottingen

Beckman-Coulter, Krefeld

Amersham, Braunschweig

Olympus Optical Co. GmbH, Hamburg
Savant

Eppendorf, Hamburg

New Brunswick Scientific, Edison, USA
Beckman, Fullerton, USA

Eppendorf, Hamburg

Zeiss, Jena

Pharmacia, Uppsala, Schweden

Janke & Kunkel, Staufen

Hund, Wetzlar

Biometra, Gottingen

Biometra, Gottingen

Reichert, New York, USA
MWG-Biotech, Ebersberg
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2 Materialien

pH-Meter ®32

Schiittler WT 12

Sterile Werkbank, Laminar-Flow 1.8
Stratalinker 2400
Stromgenerator, Powerpack P25
Tischzentrifuge 5417 R
Transphor Electrophoresis Unit
Trio-Thermoblock

Vortex REAX-Top

Varioklav Dampfsterilisator
Wasserbad 1083

Zentrifuge GS-6K

Beckman, Fullerton, USA
Biometra, Gottingen

Holten, Gydewang, Déanemark
Stratagene, Heidelberg
Biometra, Gottingen
Eppendorf, Hamburg

Hoefer, San Fransisco, USA
Biometra, Gottingen
Heidolph, Niirnberg

H+P Labortechnik, Oberschleilheim
GFL, Burgwedel

Beckman, Fullerton, USA

2.14 Software

FlowJo Flow Cytometry Analysis Software, Version 4.6.2 Tree Star, Ashland, USA

2.15 Standard Losungen und Puffer

Amidoschwarz-Farbelosung:

Amidoschwarz-Entfirbelosung:

Blockierlosung fiir Westernblot:

Coomassie-Farbelosung:

Coomassie-Entfiarbelosung:

Degradationspuffer (5-fach):

0,2% Naphtol Blau Schwarz
25% Isopropanol
10% Essigséaure

25% Isopropanol
10% Essigsiure

5% (w/v) Trockenmilchpulver
0,1% Tween 20 in PBS

0,25% Brilliant Blau
45% Methanol
10% Essigsiure

45% Methanol
10% Essigséure

7,5 mg/ml Ubiquitin

5mM ATP

5mM MgCl,

0,5 mg/ml CHX

37,5 mM Phosphokreatin

1 mg Kreatin Phosphokinase
0,1M DTT



2.15 Standard Lésungen und Puffer

Denaturierungspuffer (2-fach):

DNA Probenpuffer (10-fach):

Elutionspuffer (fiir GST-Fusionsproteine):

GST-Pulldown Puffer:

Lysis-Puffer:

Lysis-Puffer fiir APC-Aufreinigung:

2mM DTT

100 mM Tris/HCI (pH 7,5)
1mM EDTA

2% SDS

60% Glycerol
0,2% Bromphenol Blau
0,2M EDTA in A.d.

20 mM reduziertes Glutathion
100 mM Tris/HCI (pH 8,0)
120 mM NaCl

10 mM Tris/HCI (pH 7,5)

100 mM NaCl

5mM EDTA

0,1% Triton X-100

20mM NayHPO,4/NaHoPOy4 (pH 7,5)
10 mM Natriumpyrophosphat (pH 7,0)
1 mM Natriumorthovanadate

20 mM Natriumfluorid

1mM Glycerol-2-Phosphat

1 Protease-Inhibitor Cocktail Tablette
ad 10ml A.d.

10 mM Tris/HCI (pH 7,5)

130 mM NaCl

5mM EDTA

0,5% Triton X-100

20mM NayHPO,/NaHoPO4 (pH 7,5)
10 mM Natriumpyrophosphat (pH 7,0)
1 mM Natriumorthovanadate

20 mM Natriumfluorid

1mM Glycerol-2-Phosphat

1 Protease-Inhibitor Cocktail Tablette
ad 10ml A.d.

50 mM Tris/HC1 (pH 7,5)

250 mM NaCl

0,1% Triton 100

1mM EDTA

50mM NaF

1 mM Natriumorthovanadat

1 Protease-Inhibitor Cocktail Tablette
ad 10ml A.d.
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NETN-Puffer:

QA-Puffer:

Sammelgelpuffer fiir SDS-Gele (4-fach):

SDS-Elektrophoresepuffer:

SDS-Probenpuffer (2-fach):

TAE-Puffer (10-fach):

Transferpuffer:

Trenngelpuffer fiir SDS-Gele (4-fach):

0,5% (v/v) NP40

20mM Tris/HCI (pH 8,0)
100 mM NaCl

1mM EDTA

1mM PMSF

1 mM Benzamidin

1 Protease-Inhibitor Cocktail Tablette

ad 10ml A.d.

10 mM Tris/HCI (pH 7,5)
100 mM KCl1

1mM NaCl

1mM MgCls

0,1 mM CaCl,

1mM DTT

0,5M Tris (pH 6,8<9)
0.4% SDS in A.d.

25 mM Tris
192 mM Glycin
0,1% SDS in A.d.

1M Tris/HCI (pH 6,8)
200mM DTT

4% SDS

0,2% Bromphenolblau
20% Glycin in A.d.

0,4 M Tris
1,1% Essigsdure
10mM EDTA (pH 8,0) in A.d.

25mM Tris

192 mM Glycin
20% Methanol
0,1% SDS in A.d.

1,5M Tris (pH 8,8)
0,4% SDS in A.d.



3 Methoden

3.1 Molekularbiologische Methoden

3.1.1 Restriktionsverdau

Um fiir Klonierungsansétze geeignete DNA-Fragmente zu erhalten oder zur Charakterisie-
rung von Plasmiden wurden Restriktionsendonukleasen eingesetzt. Diese Enzyme erkennen
kurze Palindrome in doppelstringiger DNA und fithren Briiche im Zucker-Phosphat Riick-
grat an diesen Sequenzabschnitten ein [155]. Dabei entstehen je nach Enzym komplemen-
tére, iiberhéingende Enden (sticky ends) oder glatte Enden (blunt ends). Die Aktivitdt der
Enzyme wird in units (U) angegeben. Ein unit entspricht der Menge an Restriktionsenzym,
die bendtigt wird, um 1 pug Lambda-DNA in einer Stunde an allen vorhandenen Schnitt-
stellen zu schneiden. Eine vollstdndige Spaltung der DNA wird sichergestellt, indem die
Restriktionsendonuklease im Uberschuss zugegeben wird.

Die verwendeten Restriktionsenzyme wurden in dem vom Hersteller empfohlenen Puffer
inkubiert. In der Regel erfolgt die Inkubation bei 37°C fiir 2 h. Nach erfolgter Reaktion wird
das Enzym durch Erhitzen auf 65°C denaturiert oder durch Aufreinigung im Agarosegel
aus dem Reaktionsansatz entfernt.

3.1.2 Dephosphorylierung von Plasmid DNA

Vektoren, die zu Klonierungszwecken nur mit einem Restriktionsenzym geschnitten werden,
miissen zur Verhinderung der Rezirkularisierung vor der Ligationsreaktion mit alkalischer
Phosphatase behandelt werden. Dieses Enzym entfernt an den von der Restriktionsendo-
nuklease erzeugten Enden die 5’-Phosphatgruppe. Somit ist die Ligase nicht mehr in der
Lage, die Vektorstringe wieder kovalent zu schlieffen. Eine kovalente Verkniipfung ist daher
nur mit dem Insert moglich, da es intakte 5’-Phosphatgruppen besitzt.

Nach dem Restriktionsverdau wurde die alkalische Phosphatase CIP (calf intestinal phos-
phatase) direkt in den Restriktionsansatz gegeben und fiir 1 h bei 37°C inkubiert. Anschlie-
Bend wurde das Enzym durch Inkubation bei 65°C fiir 10 min inaktiviert.

3.1.3 Gelelektrophoretische Auftrennung von DNA

Zur Analyse sowie zur préparativen Isolierung von zirkuldrer Plasmid-DNA und DNA-
Fragmenten werden native Agarosegele eingesetzt. Agarose ist ein aus Meeresalgen aufge-
reinigtes Polysaccharid und bildet nach Aufkochen in Pufferlésung beim anschliefenden
Abkiihlen eine Matrix aus. Aufgrund der negativen Ladung ihrer Phosphatgruppen wan-
dern Nukleinsduren im elektrischen Feld zur Anode. Wird die angelegte Spannung gering
gehalten, so ist die Wanderungsgeschwindigkeit der DNA dem Logarithmus ihres Molekular-
gewichts umgekehrt proportional [156]. Die Zugabe DNA-interkalierender Fluoreszenzfarb-
stoffe, wie z.B. Ethidiumbromid, ermdglicht die Visualisierung der DNA-Fragmente nach
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Anregung des Farbstoffs mit UV-Licht der Wellenldnge 320 nm. Zur Gréflenbestimmung
werden DNA-Molekulargewichtsmarker mit aufgetrennt.

Fiir die Herstellung eines Agarosegels wird die Agarose in TAE-Puffer (Kap. 2.15) vor-
sichtig aufgekocht, bis die Losung klar und schlierenfrei ist. Nach Abkiihlen auf 50°C wird
die Losung mit 0.5 pug/ml Ethidiumbromid versetzt und auf einem Geltriager mit Taschen-
schablone ausgegossen. Die Auftrennung der mit DNA-Probenpuffer versetzten DNA er-
folgt in einer mit TAE-Puffer gefiillten DNA-Elektrophoresekammer durch Anlegen einer
Spannung von 20-210V. Nach erfolgter Elektrophorese werden die Nukleinsduremolekiile
visualisiert und fotografisch dokumentiert oder zur priparativen Isolierung ausgeschnitten.

3.1.4 Isolierung von DNA-Fragmenten aus Agarosegelen

Zur préparativen Isolierung von DNA-Fragmenten nach ihrer elektrophoretischen Trennung
in Agarose-Gelen wurden diese unter UV-Bestrahlung aus dem Agarosegel ausgeschnitten
und anschlieBend mit Hilfe des “QIAquick® Gel Extraction Kit” nach Angaben des Her-
stellers aus der Agarose extrahiert.

3.1.5 Ligation von DNA-Doppelstrang-Fragmenten

Linearisierte DNA-Molekiile kénnen durch die Bildung von Phosphodiesterbindungen zwi-
schen benachbarten 3’-Hydroxyl- und 5’-Phosphatenden miteinander verbunden werden.
Die T4-DNA-Ligase katalysiert diese Reaktion unter Hydrolyse von ATP. Zur Herstellung
rekombinanter DNA-Molekiile wird die linearisierte Vektor-DNA mit dem Restriktions-
fragment der Fremd-DNA kovalent verkniipft [155]. Der Ligationsansatz enthélt 50-100 ng
linearisierte Vektor-DNA und einen 3-10-fachen molaren Uberschufl des zu integrierenden
DNA-Fragments und wird nach dem Protokoll des “Rapid DNA Ligation Kit” durchgefiihrt.

3.1.6 Photometrische Bestimmung der Konzentration von Nukleinsduren

Die Konzentration von Nukleinsduren in wéssriger Losung kann durch Messung der Lichtab-
sorption bei 260 nm bestimmt werden. Eine Absorption von 1,0 bei 260 nm entspricht einer
DNA-Konzentration von 50 mg/ml fiir Doppelstrang-DNA oder 40 mg/ml fiir Einzelstrang-
DNA und RNA [155]. Aromatische Aminosduren und Phenol haben ein Absorptionsmaxi-
mum bei 280 nm. Der Quotient der Absorptionswerte bei 260 nm und 280 nm kann daher
als Maf} fiir die Reinheit der Nukleinsédurelsung verwendet werden. Relativ saubere DNA-
bzw. RNA-Losungen besitzen einen Quotient ODggg/ODagy von 1,8-2.0.

3.1.7 Polymerase-Kettenreaktion

Mit Hilfe der Polymerase-Kettenreaktion (PCR, polymerase chain reaction) ist es moglich,
in vitro Nukleotidsequenzen enzymatisch zu vervielfiltigen [157]. Die PCR ist ein zyklischer
Prozess, bei dem sich die Zahl der synthetisierten DNA-Molekiile mit jedem durchlaufenden
Zyklus verdoppelt. Im ersten Schritt eines Zyklus wird die doppelstringige DNA, welche
als Matrize dient, durch Erhitzen denaturiert. Daraufthin wird der Reaktionsansatz soweit
abgekiihlt, dass sich die eingesetzten Oligonukleotid-Primer jeweils an die komplementéren
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DNA-Abschnitte anlagern kénnen. Die Oligonukleotide sind so gewihlt, dass sie flankie-
rend zu dem zu amplifizierenden DNA-Abschnitt jeweils mit dem kodierenden bzw. dem
nicht-kodierenden DNA-Strang hybridisieren kénnen. Die DNA-Polymerase verldngert im
letzten Schritt eines Zyklus diese Startermolekiile durch den Einbau von Deoxynukleotiden.
Erneute Denaturierung leitet den nichsten Zyklus ein. Durchgefiihrt wird die PCR in einem
Thermozykler, dessen automatische Steuerung ein individuell programmierbares zyklisches
Temperaturprogramm regelt.

3.1.8 Mutagenese mittels PCR

Um spezifisch Punktmutationen oder kleine Deletionen in DN A-Molekiile einzufiihren, wur-
de der “QuickChange™ Site-Directed Mutagenesis Kit” verwendent. Dieses Kit basiert auf
der Technik der PCR-Mutagenese. Hierbei werden zwei zueinander komplementére Primer
verwendet, welche die neue (mutierte) Sequenz flankiert von 10-20 Basen auf jeder Seite
enthalten. Somit wird das komplette doppelstriangige zirkuldre Plasmid amplifiziert.

Der PCR-Reaktionsansatz ist wie folgt zusammengestellt:

5 ul 10x Reaktionspuffer
50ng dsDNA-Matrize
125ng  3’-Primer

125ng  5-Primer

2,5mM dNTP Mix

2,5U Pfu DNA Polymerase

Ablauf der PCR-Reaktion:

1x 95°C, 30s
95°C, 30
16-18x 55-62°C, 1 min
68°C, 2 min/kb Matrizen-DNA
1x 68°C, 10 min

Im Anschlufl an die PCR-Reaktion wird der Ansatz mit dem Restriktionsenzym Dpnl
verdaut. Hierfiir werden 10 units des Enzyms zu dem PCR-Produkt gegeben und 1h bei
37°C inkubiert.

Dpnl schneidet ausschliellich methylierte Erkennungssequenzen. DN A-Molekiile, die mit-
tels PCR vervielfiltigt wurden, sind im Gegensatz zu in vivo amplifizierten DNA-Plasmiden
nicht methyliert. Somit wird durch den Dpnl-Verdau spezifisch die methylierte, nicht mu-
tierte Matrizen-DNA aus dem Gemisch entfernt.

Das Dpnl-verdaute PCR-Produkt wird mit Hilfe des “QIAquick® Spin Purification Kits”
aufgereinigt, bevor es in in Epicurian Coli™ XL-1 Blue-Bakterien transformiert wird. Die
erfolgreiche Einfithrung der Mutation wird durch Sequenzierung iiberpriift.
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3.1.9 Herstellung von Deletionsmutanten

Um groflere Deletionen in DNA-Molekiile einzufiithren, wurden durch PCR-Mutagenese
flankierend an das zu deletierende Fragment Schnittstellen fiir ein Restriktionsenzym ein-
gefiigt, welches nicht in dem entsprechenden Gen oder dem verwendeten Vektor vorhanden
ist. Nach erfolgreicher Mutagenese wurde das Plasmid mit dem Restriktionsenzym geschnit-
ten, durch Gelelektrophorese von dem deletierten Fragment getrennt, aufgereinigt und re-
ligiert. Die erfolgreiche Einfithrung der Deletion wurde anschliefend durch Sequenzierung
tiberpriift.

Um Deletionen in NIPA einzufiihren, wurden in pCDNA3.1-Flag-NIPA mit Hilfe der ent-
sprechenden Primer (Kap. 2.12.2) Schnittstellen fiir das Restriktionsenzym Ascl eingefiigt
und anschliefend wie oben beschrieben weiter verfahren.

3.2 Arbeiten mit Bakterien

3.2.1 Kulturbedingungen

Die Anzucht einer Bakterienkultur sollte in Gegenwart eines Antibiotikums stattfinden, um
sicherzustellen, dass nur Zellen wachsen koénnen, die ein Resistenz-vermittelndes Plasmid
enthalten. Dem LB-Medium und den Kulturplatten wird deshalb je nach Resistenz des
verwendeten Plasmids 50 ug/ml Ampicillin oder 30 ug/ml Kanamycin zugefiigt. Fliissig-
kulturen werden bei 37°C mit 250 Upm geschiittelt.

3.2.2 Lagerung von E.coli Stammen

Zur dauerhaften Lagerung einzelner Zellklone wurden Zellen einer frischen Kultur mit 30%
sterilem Glycerol versetzt und bei -80°C eingefroren und aufbewahrt.

3.2.3 Transformation von Bakterien durch Hitzeschock

Durch kurzzeitige Hitzebehandlung kann Vektor-DNA in chemisch kompetente Bakterien
eingeschleust werden. Hierfiir werden 50 ul der kompetenten Zellen auf Eis aufgetaut, mit
5 ul eines Ligationsansatzes oder 0,1-1 pug Plasmid-DNA versetzt und 30 min auf Eis inku-
biert. Anschlieflend erfolgt der Hitzeschock fiir 45s bei 37°C, wonach die Bakterien erneut
fiir 2 min auf Eis inkubiert werden. Danach wird der komplette Transformationsansatz auf
LB-Agar-Platten mit den entsprechenden Antibiotika ausplattiert.

3.2.4 Isolierung von Plasmid-DNA (Miniprep/Maxiprep)

Die Aufreinigung von Plasmid-DNA aus F.coli Kulturen erfolgt je nach erwiinschter DNA-
Menge mit dem “QIAprep® Spin Miniprep Kit” oder dem “QIAGEN® Plasmid Maxi Kit”
nach Angaben des Herstellers. Die Aufreinigung der Plasmide mit Qiagen-Séulen basiert
auf einer alkalischen Lyse der Bakterien, gefolgt von einer Bindung der Plasmid-DNA an
eine Anionenaustausch-Sdule. Kontaminationen wie RNA, Proteine und weitere niedrig-
molekulare Verunreinigungen werden durch eine Erhohung der Salzkonzentration entfernt.
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AnschlieSend wird die Plasmid-DNA durch einen Puffer hoher Salzkonzentration eluiert
und dann durch Prézipitation mit Isopropanol sowie Waschen mit 70% Ethanol entsalzt.

3.2.5 Induktion und Aufreinigung rekombinanter GST-Fusionsproteine

Zur Expression und Aufreinigung rekombinanter Fusionsproteine wurde das Glutathion
S-Transferase (GST) Genfusionssystem verwendet. Hierfiir wird das entsprechende Gen
oder Genfragment so in den GST-Expressionsvektor pGEX kloniert, dass es im gleichen
Leseraster wie die GST aus Schistosoma japonicum liegt. Dieses 26 kDa grofie Enzym
katalysiert die Reduktion der Disulfidbriicke im oxidierten Glutathion zu jeweils freien
SH-Gruppen und besitzt eine sehr hohe Affinitdt zu seinem Substrat. Die Expression des
GST-Fusionsgens erfolgt unter der Kontrolle des kiinstlichen tac Promotors, der durch das
Lactose Analog Isopropyl-3-D-Thiogalactosid (IPTG) induziert wird. Das fertige Fusions-
protein akkumuliert im F.coli Cytoplasma, wobei sich am N-Terminus das GST und am
C-Terminus das gewiinschte Protein befindet. GST Fusionsproteine kénnen aus Bakterien-
lysaten leicht durch Affinitdtschromatographie mithilfe von Glutathion gereinigt werden.
Dabei ist das Glutathion an eine Matrix (z.B. Sepharose) immobilisiert. Die Fusionsprote-
ine binden an den Liganden (Glutathion) wihrend die unspezifischen Proteine aus E.coli
durch Waschen mit einem Bindungspuffer beseitigt werden kénnen.

Die Klonierung der NIPA-Fragmente in den GST-Expressionsvektor pGex erfolgte durch
eine PCR mit entsprechenden Klonierungs-Primern (Kap. 2.12.1). Hierdurch wurden Schnitt-
stellen fiir die Restriktionsenzyme BamHI und Xhol an die entsprechenden NIPA Sequenzen
angehédngt. Anschlieflend wurde das PCR-Produkt mit diesen beiden Restriktionsenzymen
geschnitten und in den ebenso geschnittenen pGex-4T2 Vektor ligiert.

Fiir die Expression der Fusionsproteine wird der pGEX Vektor mit dem entsprechenden
Fusionsgen in den E.coli-Stamm BL21 transformiert. Nach der Transformation wird mit ei-
nem Klon eine 5 ml Vorkultur angeimpft und {iber Nacht inkubiert. Die Vorkultur wird zur
Proteinexpression in 50-200 ml LB-Medium (Kap. 2.15) mit Ampicillin tiberfithrt und bis
zu einer ODggo von 0,4-0,6 kultiviert. In dieser logarithmischen Wachstumsphase wird die
Expression der Fusionsproteine durch Zugabe von 1mM IPTG induziert. Nach zweistiin-
diger Induktion wird die Bakterienkultur abzentrifugiert und das Zellpellet fiir mindestens
15 Minuten bei -80°C weggefroren.

Fiir die Aufreinigung der GST-Fusionsproteine werden die Zellpellets in NETN-Puffer
(Kap. 2.15) resuspendiert und anschliefend fiir 30 Minuten mit 100 pug/ml Lysozym auf
Eis inkubiert. Lysozym spaltet die glycosidischen Bindungen in den Zuckerketten des Pep-
tidoglucangeriists der Bakterienzellwand und bewirkt somit einen Abbau der bakteriellen
Zellwand. Nach weiterem Zellaufschluss mittels Ultraschallbehandlung (10 Impulse bei 50%
Leistung), werden die Zell-Lysate zentrifugiert, um die unlésliche Proteinfraktion (Pel-
let) von der 1sslichen Proteinfraktion (Uberstand) zu trennen. Durch Zugabe von 30 ul
Glutathion-Sepharose zum Uberstand und anschlieBender halbstiindiger Inkubation auf
dem Rollrad bei 4°C werden die GST-Fusionsproteine an das Sepharose-gekoppelte Gluta-
thion gebunden. Nach dieser Inkubation kann das an Sepharose gebundene Protein durch
Zentrifugation pelletiert werden. Das Pellet wird dreimal mit NETN-Puffer gewaschen, um
unspezifische an die Sepharose gebundene Proteine zu entfernen und wird anschlieffend in
100 ] NETN-Puffer resuspendiert und bei 4°C gelagert. Zur Uberpriifung der erfolgrei-
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chen Induktion und Aufreinigung des Fusionsproteins wird ein Aliquot der Probe in einem
Test-SDS-Gel aufgetrennt und mittels Coomassie-Féarbung (Kap. 3.4.10) detektiert.

Die Elution der GST-Fusionsproteine von der Sepharose erfolgt mit einem Elutionspuffer
(Kap. 2.15), der eine hohe Konzentration reduziertes Glutathion enthilt. Durch den Uber-
schuss an freiem Glutathion wird GST kompetitiv von der Glutathion-Sepharose verdriangt.
25 pl des Elutionspuffers werden auf die fast trockene Sepharose gegeben und etwa 10 min
auf dem Rollrad bei 4°C inkubiert. Dieser Vorgang wird 3—4 mal wiederholt und die Eluate
konnen bei -80°C gelagert werden.

3.3 Arbeiten mit eukaryoten Zelllinien

3.3.1 Kultivierung der Zelllinien

Alle Zelllinien werden in einem Brutschrank bei 37°C, 5% COy und einer relativen Luft-
feuchtigkeit von 95% kultiviert. Sie werden in DMEM-Kulturmedium mit 10% fetalem
Kilberserum (FCS) und 2% Penicillin/Streptomycin-Losung in liegenden Zellkulturfla-
schen gehalten. Seckel-Zellen werden in DMEM-Kulturmedium mit 20% FCS und Pe-
nicillin/Streptomycin kultiviert. Bei 90%-iger Konfluenz werden die Zellen mittels einer
Trypsin/EDTA-Losung durch enzymatischen Abbau vom Boden abgelost. Hierzu wéscht
man die Zellen vorsichtig mit PBS, versetzt sie anschlieBend mit einigen Tropfen der
Trypsin/EDTA-Losung und inkubiert die Zellen 1-5 min bei 37°C. Nach sichtbarem Ablo-
sen der Zellen werden diese mit Medium abgespiilt und 5 min bei 1200 Upm zentrifugiert.
Durch das im Medium enthaltene FCS und die Verdiinnung wird das Trypsin inaktiviert.
Anschlielend werden die Zellen in frischem Kulturmedium aufgenommen und auf neue
Kulturflaschen verteilt.

3.3.2 Bestimmung der Zellzahl

Um die Anzahl lebender und toter Zellen zu bestimmen, werden die Zellen mit Trypan-
blau angefiarbt und in einer Neubauer Zahlkammer mikroskopiert. Trypanblau ist ein sau-
rer Farbstoff, dessen Anion an Zellproteine bindet. Der Farbstoff diffundiert ausschliellich
durch die Membran toter Zellen, die dadurch blau angefarbt werden. Vitale Zellen sind in
der Lage, den Farbstoff auszuschlieen und erscheinen unter dem Mikroskop leuchtend hell.

Die Neubauer-Zahlkammer ist eine Glasplatte mit einer um 0,1 mm vertieften Mittelfla-
che, auf der 9 Grofquadrate mit einer Fliche von 1 mm? eingeiitzt sind. Ein GroBquadrat
besitzt somit im gefiillten und mit einem Deckglas versehenen Zustand ein Gesamtvolumen
von 1x10~4 ml. Gleiche Volumina einer Zellsuspension und einer 0,5%-igen Trypanblauls-
sung werden gemischt und in eine Neubauer-Zihlkammer gegeben. Unter dem Mikroskop
werden 4 Groflquadrate ausgezihlt, wobei man nur vitale, nicht angefarbte Zellen bertick-
sichtigt. Die Zellkonzentration (Zellzahl pro ml Zellsuspension) wird ermittelt, indem man
die durchschnittliche Zellzahl pro Grofiquadrat mit dem Verdiinnungsfaktor 2 und dem
Faktor 10* multipliziert.
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3.3.3 Kryokonservierung von Zellen

Zellkulturen konnen in fliissigem Stickstoff dauerhaft vital gelagert werden. Als Schutzsub-
stanz dient Dimethylsulfoxid (DMSO), welches die Kristallbildung innerhalb der Zellen und
die partielle Dehydratation des Cytoplasma verhindert.

Von einer dichten Zellsuspension wird etwa 1ml entnommen, mit gleichem Volumen
Einfriermedium (20% DMSO, 80% FCS) vermischt und in einem Kryordhrchen sofort bei
-80°C eingefroren. Nach 12h kénnen die Zellen in fliissigen Stickstoff iiberfithrt werden.

Zum Auftauen wird das Kryordhrchen dem Stickstoffbehélter entnommen und unmittel-
bar in ein 37°C warmes Wasserbad iiberfiihrt. Sobald die Suspension aufgetaut ist, wird
die Kultur in vorgewédrmtem Medium aufgenommen und zentrifugiert, um das DMSO zu
entfernen. Daraufhin wird der Uberstand abgesaugt, die Zellen in entsprechendem Kultur-
medium resuspendiert und in eine Kulturflasche iiberfiihrt.

3.3.4 Transfektionsmethoden
3.3.4.1 Lipofektion adharenter Zellen

Bei der Lipofektion verwendet man kationische Lipide, um DNA in die Zellen einzuschleu-
sen. Die kationischen Kopfgruppen der Lipide greifen an der polyanionischen DNA an und
bilden einen Liposom-DNA-Komplex mit positiver Gesamtladung. Diese Komplexe binden
an die negativ geladene Zellmembran und die DNA gelangt durch Fusion der Vesikel mit
der Cytoplasmamembran in die Zelle.

Fiir die verschiedenen Zelllinien wurden unterschiedliche Transfektions-Reagenzien ein-
gesetzt. So wurden Cos-1 und 293-Zellen mit Dotap transfiziert, wihrend fiir Hela-Zellen
Geneporter® und fiir NIH/3T3 Lipofectamine™ 2000 Transfektionsreagenzien verwendet
wurden. Die Transfektionen wurden jeweils nach Angaben des Herstellers durchgefiihrt.

3.3.5 RNA-Interferenz

Mit Hilfe der RNA-Interferenz (RNA1i) kann spezifisch die Expression bestimmter Prote-
ine herunterreguliert werden [158]. Hierfiir werden so genannte “small interfering RNAs”
(siRNAs), synthetisch hergestellte 21nt lange RNA-Molekiile, in die Zelle eingebracht. Die-
se siRNAs sind in ihrer Sequenz komplementéir zum Ziel-Gen und konnen somit an die
entsprechende mRNA binden. Dies fithrt zur Spaltung der Ziel-mRNA oder zum Methy-
lieren und Abschalten des entsprechenden Gens und infolge dessen zu einer spezifischen
Herabregulation des gewiinschten Proteins. Die siRNA wurde durch Lipofektion mit Lipo-
fectamine™ 2000 nach Angaben des Herstellers in die Zellen eingebracht (etwa 1nmol pro
10 cm-Platte). 24 h nach Transfektion wurden die Zellen geerntet oder fiir weitere Versuche
eingesetzt.

3.3.6 Induzierbare Expression mit Hilfe des GeneSwitch Systems

Das GeneSwitch™ System von Invitrogen erlaubt die induzierbare Expression eines be-
stimmten Proteins in Sdugetierzellen [159]. Die Zellen werden mit zwei unterschiedlichen
Plasmiden stabil transfiziert. Von einem Plasmid wird ein regulatorisches Fusionsprotein
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bestehend aus einer GAL4 DNA-Bindungsdoméne aus der Hefe, einer trunkierten Liganden-
Bindungsdoméne des humanen Progesteron-Rezeptors und der Aktivierungsdoméne des
humanen NF-xB Proteins exprimiert. Das zweite, induzierbare Plasmid kodiert fiir das zu
untersuchende Gen unter der Kontrolle eines hybriden Promoters, der aus der TATA-Box
des Adenovirus E1B-Gens [160] und GAL4 5’ liegenden aktivierenden Sequenzen (upstream
activating sequences, UAS) aus S. cerevisiae [159, 161] besteht.

Werden die tansfizierten Zellen mit Mifepriston inkubiert, bindet dieses synthetische
Steroid an die Liganden-Bindungsdoméne des humanen Progesteron-Rezeptors im regula-
torischen Fusionsprotein und induziert hierdurch eine Konformationséinderung und Dime-
risierung dieses Fusionsproteins. Das so aktivierte regulatorische Protein interagiert nun
iiber seine GAL4 DNA-Bindungsdoméne mit den GAL4-Bindungsstellen im Promoter des
induzierbaren Plasmids und aktiviert die Transkription des zu untersuchenden Gens.

Durch eine PCR mit den Primern Flag-F-Spel und NIPA-R-Notl wurden die Schnitt-
stellen fiir die Restriktionsenzyme Spel und Notl an die Flag-NIPA Sequenz angehéngt.
Anschliefend wurde das PCR-Produkt mit diesen beiden Restriktionsenzymen geschnitten
und in den ebenso geschnittenen induzierbaren Vektor pGene/V5-His ligiert. Hierbei wur-
de das Stop-Codon der NIPA-Sequenz beibehalten, so dass keine C-terminale Fusion des
V5 Epitops und Polyhistidin-Signals an das NIPA-Protein zustande kommt. Das so gene-
rierte pGene-Flag-NIPA Konstrukt wurde mit Dotap in GeneSwitch™ -3T3 Fibroblasten
transfiziert und die Zellen wurden mit einer Endkonzentration von 180 ug/ml Zeocin und
50 pg/ml Hygromycin B selektioniert.

Die Expression des Flag-NIPA Proteins wurde durch Zugabe von Mifepriston (1x10~8 M)
in das Zellkulturmedium induziert.

3.3.7 Synchronisierung
3.3.7.1 Synchronisierung in der S-Phase

Um Zellen in der S-Phase zu synchronisieren, wird dem Kulturmedium exponentiell wach-
sender Zellen eine hohe Konzentration Thymidin (2mM) beigegeben. Dies fiihrt zu einer
Anreicherung von Thymidin Trisphosphat in der Zelle, welches die Reduktion von Cytidin
Diphosphat durch die Ribonukleotid-Reduktase allosterisch hemmt. Somit kommt es zu ei-
nem Mangel an Deoxycytidin Triphosphat an der Replikationsgabel und die DNA-Synthese
kann nicht fortgefithrt werden. Checkpoint-Mechanismen der Zelle, die gewéhrleisten sol-
len, dass Zellen mit unvollstéindig replizierter DNA nicht in die Mitose gehen, arretieren
den Zellzyklus in der S-Phase. Nach etwa 24 h Inkubation mit Thymidin sind die Zellen in
S-Phase synchronisiert und kénnen entweder durch Auswaschen des Thymidins aus dem
Block entlassen werden oder direkt fiir Versuche geerntet werden.

3.3.7.2 Synchronisierung in Mitose

Fiir eine Synchronisierung der Zellen in der Mitose wird Methyl-(5-[2-thienylcarbonyl] -
1 H-benimidazol-2-yl)carbamate (Nocodazol) verwendent, ein Spindelgift, welches Zellen
durch Destabilisierung der Mikrotubule in Prometaphase arretiert. Da langere Inkubation
der Zellen mit Nocodazol zu einem irreversiblen Mitose-Block fiihrt, werden die Zellen
zunéchst mit Hilfe von Thymidin in der S-Phase synchronisiert. Anschlieend wird das
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Thymidin durch Waschen der Zellen mit PBS entfernt und die Zellen werden weitere 10—
12h in Kulturmedium mit 500 ng/ml Nocodazol inkubiert.

Da sich adhérente Zellen bei Eintritt in die Mitose abrunden und von der Zellkultur-
platte ablosen, konnen die mitotischen Zellen einfach von den nicht synchronisierten Zellen
getrennt werden.

3.3.7.3 Synchronisierung in Gy

Kultivierte Zellen kénnen durch Serumentzug in der Go-Phase des Zellzyklus synchronisiert
werden. Hierfiir werden die Zellen bei etwa 75% Konfluenz fiir 72h in Medium mit 0,5%
FCS inkubiert. Um die Zellen aus dem Go-Block zu entlassen, werden sie trypsiniert und
in einer geringeren Dichte in Medium mit 20% FCS neu ausplattiert.

3.3.8 Behandlung von Zellen mit Proteasominhibitoren

MG132 (N-carbobenzoxyl-Leu-Leu-leucinal) ist ein Peptid-Aldehyd Inhibitor, der die pro-
teolytische Aktivitdt des Proteasoms durch Bindung an die Untereinheit 55(MB1) hemmt
[162].

Um den proteasomalen Abbau ubiquitinierter Proteine zu inhibieren, wurde MG132 in
einer Endkonzentration von 10 uM dem Kulturmedium zugegeben.

3.3.9 Behandlung von Zellen mit Kinase-Inhibitoren

Caffein ist ein Methylxanthin, das die katalytische Aktivitit der Kinasen ATM und ATR
inhibiert [163]. Das Caffein wurde in einer Endkonzentration von 2 mM direkt in vorgewérm-
tem Zellkulturmedium aufgenommen und 2h vor UV-Bestrahlung auf die Zellen gegeben.

Das Staurosporin-Analog SB218078 ist ein Inhibitor der Checkpointkinase Chkl [164,
165]. SB218078 wurde in DMSO geldst und in einer Endkonzentration von 5 uM zwei Stun-
den vor UV-Bestrahlung in das Kulturmedium der Zellen gegeben.

3.3.10 Hemmung der Proteinsynthese mit Cycloheximid

Cycloheximid gehort zur Gruppe der Glutarimid-Antibiotika und wurde aus Streptomy-
ces griseus isoliert. Fs konkurriert mit ATP um die Bindung an die 60S Untereinheit der
Ribosomen und wirkt somit als Elongations Inhibitor wihrend der Proteinsynthese in Eu-
karyoten.

Um die Proteinsynthese zu hemmen, wurde Cycloheximid in einer Endkonzentration von
50 pg/ml in das Kulturmedium der Zellen gegeben.

3.3.11 Bestrahlung von Zellen mit ultraviolettem Licht

Um adhérente Zellen mit UV zu bestrahlen, wurde das Medium abgenommen und die Zell-
kulturschale ohne Deckel in einem UV Stratalinker 2400 (Stratagene) mit der angegebenen
Intensitit an UVC (254 nm) bestrahlt. Anschliefend wurde neues, vorgewédrmtes Medium
auf die Zellen gegeben und die Zellen wurden fiir die angegebene Zeit weiterkultiviert.
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3.3.12 Zellzyklusbestimmung
3.3.12.1 Durchflusszytometrie (FACS-Analyse)

Die Durchflusszytometrie (FACS-Analyse, fluoreszenzaktivierte Zellanalyse) ist ein Verfah-
ren zur quantitativen Bestimmung von Oberflichenmolekiilen und intrazelluldren Protei-
nen.

Grundlage ist die Antigen-Antikorper-Reaktion, die mit Fluoreszenzmarkierten Antikor-
pern durchgefiihrt wird. Zur Analyse werden die Zellen einer Einzelzellsuspension an einem
gebiindelten Laserstrahl geeigneter Wellenldnge vorbeigeleitet. Bei exakter Anregung der
Elektronen des Fluoreszenzfarbstoffes durch den monochromatischen Laserstrahl werden
diese auf ein hoheres Energieniveau gehoben. Nach dem Laserpuls fallen die Elektronen
unter Abgabe von Energie (in Form von Photonen) auf ihr Ursprungsenergieniveau zuriick.
Die emittierte Photonenkonzentration, die durch einen Photonendetektor registriert wird,
verhilt sich proportional zur Menge an gebundenen Antikérpern/Zelle. Eine gleichzeitige
FACS-Messung mit verschiedenen Fluoreszenzfarbstoffen ist moglich, da sich eingesetzte
Farbstoffe zwar bei einer gemeinsamen Wellenlédnge anregen lassen aber iiber unterschied-
liche, fiir den jeweiligen Farbstoff charakteristische Emmissionsspektren verfiigen.

Die in der Durchflusszytometrie erhaltenen Daten wurden mit der “FlowJo Flow Cyto-
metry Analysis Software” analysiert.

3.3.12.2 Propidiumiodid Farbung

Mit Hilfe der Propidiumiodid (PI) Férbung kann der DNA-Gehalt einer Zelle und somit
deren Zellzyklusstadium bestimmt werden. Das Propidiumiodid interkaliert in die grofle
Furche doppelstrangiger DNA und bildet ein stark fluoreszierendes Addukt, wobei die Fluo-
reszenzintensitit der PI-Farbung direkt proportional zum DNA-Gehalt der Zelle ist (siehe
Abb. 3.1a). Da PI auch in doppelstringige RNA interkaliert, ist es wichtig, die Zellen vor
der Messung mit RNase zu behandeln um ein optimales DNA-Profil zu erhalten.

Fiir die Zellzyklus-Messung wurden die Zellen durch Abschaben geerntet, einmal mit PBS
gewaschen, in 70% Ethanol resuspendiert und fiir mindestens 12 h bei 4°C fixiert. Die fixier-
ten Zellen wurden 30 min mit 200 pug/ml RNaseA inkubiert, mit 10 pug/ml Propidiumiodid
versetzt und im Durchflusszytometer analysiert.

Wihrend der Apoptose werden Calcium- und Magnesium-abh#ngige Nucleasen aktiviert
und degradieren die DNA der apoptotischen Zelle. Die durch diese Degradation entstan-
denen DNA-Fragmente werden beim Waschen der Zellen mit PBS aus den Zellen eluiert,
so dass apoptotische Zellen einen kleineren DNA-Gehalt haben als nicht-apoptotische Zel-
len. Somit kénnen nach PI-Farbung apoptotische Zellen als sogenannte sub-G; Fraktion
detektiert werden (siehe Abb. 3.1D).

3.3.12.3 BrdU Farbung

Bromodesoxyuridin (BrdU) ist ein Uridinderivat und kann somit anstelle von Thymidin in
die DNA eingebaut werden. Die zu analysierenden Zellen werden fiir eine sehr kurze Zeit
mit BrdU im Kulturmedium inkubiert. Ausschliellich diejenigen Zellen, welche gerade DNA
synthetisieren, sich also in der S-Phase des Zellzyklus befinden, bauen BrdU in die DNA ein.
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Abbildung 3.1: Durchflusszytometrische Zellzyklusbestimmung. Darstellung der Zellzy-
klusmessung durch Propidiumiodid Firbung in a) und b), sowie durch BrdU Farbung in c).

Das eingebaute BrdU kann anschliefend mit Fluoreszenz-markiertem Antikérper gebunden
und durchflusszytometrisch detektiert werden. Zusétzlich werden die Zellen mit Propidi-
umiodid angefirbt, wodurch sich der Gesamt-DNA Gehalt einer Zelle bestimmen l&sst.
Somit kann man bei BrdU-negativen Zellen zwischen G; und Gz/M-Phase unterscheiden,
sowie bei BrdU-positiven Zellen zwischen frither und spéter S-Phase differenzieren (siehe
Abb.3.1¢).

Das BrdU wurde den Zellen in einer Endkonzentration von 10 uM zugegeben und die Zel-
len wurden fiir weitere 60 min inkubiert. Nach dieser Inkubation wurden die Zellen durch
Abschaben geerntet, einmal in PBS mit 1% BSA gewaschen, in 70% Ethanol resuspendiert
und fiir mindestens 12 h bei 4°C fixiert. Die fixierten Zellen wurden 30 min in 2 N Salzséu-
re mit 0,5% Triton X-100 inkubiert, um die DNA zu denaturieren, dann abzentrifugiert
und in 1 M Natriumtetraborat resuspendiert, um die Sdure zu neutralisieren. Anschliefend
wurden die Zellen in PBS mit 1% BSA und 0,5% Tween® 20 aufgenommen und 30 min
bei Raumtemperatur mit FITC-markiertem Anti-BrdU Antikorper geférbt. Die gefarbten
Zellen wurden einmal in PBS gewaschen, 30 min mit 200 ug/ml RNaseA inkubiert, mit
10 pug/ml Propidiumiodid versetzt und im Durchflusszytometer analysiert.

3.3.13 Apoptosemessung (TUNEL)

Die Abkiirzung TUNEL steht fiir “Terminal Deoxynucleotidyl-Transferase mediated dUTP
Nick End Labeling”. Bei dieser Technik werden Einzel- und Doppelstrangbriiche in der geno-
mischen DNA nachgewiesen, die durch die Aktivitdt von Endonukleasen wiahrend der Apop-
tose entstehen. Hierfiir wird das Enzym TdT (Terminale Deoxynucleotidyl-Transferase)
verwendet, das dUTP-Nukleotide an die entstehenden 3’-Hydroxyl-Enden anhingt. Durch
die Konjugation der dUTP-Nukleotide mit dem Fluoreszenzfarbstoff FITC ist die Detektion
im Durchflusszytometer moglich.

Um den Anteil apoptotischer Zellen zu bestimmen, wurden die Zellen durch Abschaben
geerntet, pelletiert und zunichst mit 1% PFA fiir 15 min bei 4°C inkubiert, einmal mit
PBS gewaschen und dann in 70% Ethanol resuspendiert und fiir mindestens 12 h bei -20°C
fixiert. Anschlielend wurden die fixierten Zellen nach Angaben des Herstelles mit Hilfe des
“APO-DIRECT™ Kit” gefiarbt und im Durchflusszytometer analysiert.

35



3 Methoden

3.3.14 Indirekte Immunfluoreszenz

Mit Hilfe dieser Methode ldsst sich die Lokalisation von Proteinen in der intakten Zelle
definieren. Hierfiir wird das entsprechende Protein mit Fluoreszenz-markierten Antikorpern
spezifisch markiert und anschliefend im Fluoreszenzmikroskop detektiert.

Die Zellen wurden auf Objekttrigern ausplattiert, zum gewiinschten Zeitpunkt zum Ern-
ten griindlich mit PBS gewaschen und anschlieend mit 4% Paraformaldehyd fiir 10 min bei
Raumtemperatur fixiert. Anschlieflend wurden die fixierten Zellen erneut mit PBS gewa-
schen und durch 2 min Inkubation in Methanol permeabilisiert. Nach der Permeabilisierung
folgte ein weiterer Wasch-Schritt mit PBS bevor die Zellen zur Abséttigung unspezifischer
Bindungsstellen eine Stunde in 1:10 mit PBS verdiinntem Ziegenserum schiittelnd inku-
biert wurden. Der Priméarantikérper, der spezifisch gegen ein Epitop des zu untersuchen-
den Proteins gerichtet ist, wurde 1:1000 in verdiinntem Ziegenserum angesetzt und fiir
2h bei Raumtemperatur auf die Zellen gegeben. Nach griindlichem Waschen in PBS zur
Entfernung ungebundener Primérantikorper wurden die Zellen 1h abgedunkelt mit dem
in Ziegenserum verdiinntem, Fluoreszenz-gekoppeltem Sekundér-Antikorper schiittelnd in-
kubiert. Vor dem Eindeckeln der Objekttrager wurden die Zellen kurz mit einem Anti-
Fading-Mittel (Slow Fade® Gold antifade reagent) inkubiert, um das Ausbleichen der
Fluorophore zu verzdgern. Dieses Anti-Fading-Mittel enthélt den Fluoreszenzstoff DAPI
(4’,6 Diamidino-2-phenylindol), welcher in die AT-reichen Regionen der DNA interkaliert
und somit die kondensierten Chromosomen, beziehungsweise wihrend der Interphase den
Zellkern sichtbar macht.

Die an die Antikorper gekoppelten Fluoreszenz-Farbstoffe, sowie der in die DNA inter-
kalierte Farbstoff DAPT lassen sich bei bestimmten Wellenléngen anregen. Die hierdurch
von den Farbstoffen emittierte Fluoreszenz kann dann im Fluoreszenzmikroskop detektiert
werden.

3.4 Proteinbiochemische Methoden

3.4.1 Herstellung von Zelllysaten

Nach Zentrifugation der zu lysierenden Zellen wird das Kulturmedium vollstéindig abgenom-
men und das Zellpellet wird in frisch hergestelltem, eiskaltem Lysis-Puffer (Kap. 2.15) re-
suspendiert und 20 min auf Eis inkubiert. Nach anschliefender Zentrifugation (14.000 Upm,
20 min, 4°C) wird der Uberstand in ein neues Reaktionsgefif iiberfithrt und entweder fiir
weitere Versuche verwendet oder mit SDS-Probenpuffer (Kap.2.15) versetzt und durch
Inkubation fiir 10 min bei 95°C denaturiert.

3.4.2 Konzentrationsbestimmung von Proteinen

Die Proteinkonzentration der Zelllysate wurde nach der Methode von Bradford [166] be-
stimmt. Diese Methode beruht auf der Bindung des Farbstoffs Coomassie Brilliant Blue
G-250 an basische und aromatische Aminosduren von Proteinen in saurer Losung und einer
damit verbundenen Verschiebung des Absorptionsmaximums des Farbstoffs von 465 nm zu
595 nm.

Die Proteinkonzentrationen wurden unter Verwendung des “Bio-Rad Proteinassays” nach
Angaben des Herstellers bestimmt.
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3.4.3 Immunprazipitation

Durch Immunprézipitation kénnen einzelne Proteine aus einem Zelllysat isoliert werden.
Hierbei bindet ein spezifischer Antikorper ein Antigen des zu prézipitierenden Proteins. Die
Prézipitation erfolgt durch Adsorption des Antikérper-Protein-Konjugats an Sepharose-
gekoppeltes Protein A bzw. Agarose-gekoppeltes Protein G. Aufgrund der Masse der Se-
pharose/Agarose lassen sich die Komplexe durch Zentrifugation aus dem Lysat separieren.

Das Zelllysat wird mit 20 ul Protein A- oder Protein G-Beads versetzt und 30 min bei
4°C auf dem Rollrad inkubiert, um unspezifisch an Protein A oder Protein G bindende
Proteine aus dem Lysat zu entfernen. Die Beads werden abzentrifugiert und verworfen.
Der verbleibende Uberstand wird mit 2 ug des spezifischen Antikérpers versetzt und bei
4°C fiir 2-4 h rotierend inkubiert. Anschliefend werden die Lysate mit 30 ul Protein A /G-
Losung bei 4°C 30 min auf dem Rollrad inkubiert. Die gebundenen Immunkomplexe werden
abzentrifugiert und 3x mit jeweils 500 ul Lysis-Puffer gewaschen. Das verbleibende Sediment
wird mit SDS-Probenpuffer versetzt und bei 95°C fiir 10 min erhitzt, um die prazipitierten
Proteine zu denaturieren und sie von den Beads abzul6sen. Nach kurzer Zentrifugation
konnen die Proteine durch SDS-Gelelektrophorese weiterverarbeitet werden.

3.4.4 In vitro Translation von Proteinen

Proteine kénnen im zellfreien System in Gegenwart von RNA-Polymerase, Aminoséduren
und zirkuldrer Plasmid-DNA translatiert und bei Bedarf durch Zugabe von 33S-Methionin
radioaktiv markiert werden. Die verwendete RNA-Polymerase erkennt den viralen T7- bzw.
T3-Promotor. Somit kénnen Gene aus Vektoren, die diese Promotoren vor ihrer Multiklo-
nierungsstelle besitzen translatiert werden.

Die in wvitro Translation (IVT) erfolgte unter Verwendung des “TNT Reticulocyte Ly-
sate Systems” nach Angaben des Herstellers. Als Matrize fiir die IVT-Reaktionen wurden
pCMV-Myc-Cdhl bzw. verschiedene pCDNA3.1-Flag-NIPA Konstrukte verwendet.

3.4.5 Bindungsexperimente mit GST-Fusionsproteinen (GST-pulldown)
3.4.5.1 Interaktion von GST-Fusionsproteinen mit Proteinen aus Zelllysaten

Mit Hilfe von GST-pulldowns kénnen Protein-Interaktionen in vitro nachgewiesen werden.
Dabei kann die Bindung an endogene oder an ektop exprimierte Proteine untersucht wer-
den. Die Zelllysate werden hierfiir zunéchst mit 30 ul Glutathion-Sepharose versetzt und
30min bei 4°C auf dem Rollrad inkubiert, um unspezifisch an die Sepharose bindende
Proteine aus dem Lysat zu entfernen. Die Sepharose wird abzentrifugiert und verworfen.
Anschlieflend werden die Zelllysate mit zuvor aufgereinigtem Sepharose-gekoppeltem GST-
Fusionsprotein fiir 3h bei 4°C auf dem Rollrad inkubiert. Das Pellet wird dreimal mit
Lysis-Puffer gewaschen, um unspezifisch an die Sepharose bindende Proteine zu entfernen.
Danach wird es mit SDS-Probenpuffer (Kap.2.15) versetzt und fiir 10 min bei 95°C er-
hitzt, um die gebundenen Proteine zu denaturieren und sie von den Beads abzuldsen. Die
gebundenen Proteine werden nach gelelektrophoretischer Auftrennung im Western Blot
nachgewiesen (Kap. 3.4.11). Anschliefend werden die Proteine auf der Polyvinylidendifluo-
rid (PVDF)-Membran mit Amidoschwarz angefarbt (Kap.3.4.11.2), um die eingesetzten
Mengen an GST-Fusionsprotein und GST-Protein zu dokumentieren.
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3.4.5.2 Interaktion von GST-Fusionsproteinen mit in vitro translatierten Proteinen

Alternativ zu Bindungsexperimenten mit Proteinen aus Zelllysaten kann auch die Interakti-
on von GST-Fusionsproteinen mit in vitro translatierten, radioaktiv markierten Proteinen
untersucht werden. Hierfiir werden 10-20 ul des mit 3°S-Methionen radioaktiv markier-
ten IVT-Produkts mit etwa 500 ul GST-pulldown Puffer (Kap. 2.15) aufgefiillt, mit 30 ul
Glutathion-Sepharose versetzt und 30 min bei 4°C auf dem Rollrad inkubiert, um unspezi-
fisch an die Sepharose bindende Proteine aus dem Lysat zu entfernen. AnschlieBend werden
die Bindungsexperimente wie in Kapitel 3.4.5.1 beschrieben durchgefiihrt. Die gebunde-
nen Proteine werden nach gelelektrophoretischer Auftrennung autoradiographisch darge-
stellt. Die eingesetzten Mengen an GST-Fusionsprotein und GST-Protein werden durch
Coomassie-Fiarbung (Kap. 3.4.10) des Gels dokumentiert.

3.4.6 In vivo Ubiquitinierung

Um zu untersuchen, ob ein bestimmtes Protein in der Zelle unter bestimmten Bedingun-
gen oder in bestimmten Zellzyklusphasen ubiquitiniert wird, werden sogenannte in wvi-
vo Ubiquitinierungs-Experimente durchgefiihrt. Hierfiir wird Hemagglutinin Epitop (HA)-
markiertes Ubiquitin in grofler Menge in die Zellen transfiziert, damit es anstelle des en-
dogenen Ubiquitins in die Polyubiquitin-Ketten eingebaut wird und die Zellen werden vor
dem Ernten mit Proteasominhibitoren behandelt, damit die ubiquitinierten Proteine nicht
abgebaut werden und anreichern kénnen. Nach Herstellung der Zelllysate werden diese
durch Zugabe eines SDS-haltigen Denaturierungspuffers und Aufkochen denaturiert, um
die Bindung an eventuelle ubiquitinierte Bindungspartner aufzulésen und somit die Detek-
tion unspezifischer Ubiquitinierungen zu minimieren. Anschlieend wird das zu untersu-
chende Protein immunprézipitiert und die eventuelle Ubiquitinierung mittels Westernblot
mit einem HA-Antikérper nachgewiesen.

293-Zellen wurden mit 5 pg pCMV-HA-Ubiquitin und als Kontrolle mit 5 ug pCDNA3.1
Leervektor oder mit 5 ug pCDNA-Flag-NIPA wildtyp oder einer angepassten Menge einer
NIPA Mutante transfiziert. 24 h nach der Transfektion wurden die Zellen fiir 6 h mit MG132
behandelt, anschlieBend geerntet, und in mit MG132 versetztem Lysispuffer lysiert. Die
Lysate wurden daraufhin mit Denaturierungs-Puffer (Kap. 2.15) versetzt und fiir 10 min
bei 90°C denaturiert. Anschlielend wurde NIPA mit einem an Agarose gekoppelten anti-
Flag Antikorper immunprézipitiert. Die Ubiquitinierung der Immunprézipitate wurde im
Westernblot mit einem HA-Antikérper nachgewiesen.

3.4.7 In vitro Degradations-Assay

Mit Hilfe von in vitro Degradationsversuchen wird die Stabilitét eines radioaktiv markier-
ten, in vitro translatierten Proteins in Zelllysaten untersucht.

HeLa Zellen wurden durch Entlassen aus einem Prometaphase-Block in der frithen G-
Phase des Zellzyklus synchronisiert und in Lysispuffer lysiert. Falls angegeben, wurde der
APC vor dem Degradations-Versuch mit einem Antikérper gegen die APC-Untereinheit
Cdc27 aus dem Lysat depletiert. Das Substrat fiir die Degradationsreaktion (Flag-NIPA)
wurde durch in wvitro-Translation synthetisiert (Kap.3.4.4) und durch Zugabe von 3°S-
Methionin in die Reaktion radioaktiv markiert.
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Der Reaktionsansatz setzt sich wie folgt zusammen:
4 pl radioaktiv markierte NIPA TVT
20 pl Zelllysat
8 ul 5x Degradationspuffer (Kap. 2.15)
8 ul Cdhl IVT

Der Ansatz wurde bei 30°C schiittelnd inkubiert. Zu den angegebenen Zeitpunkten wurden
10 pl-Aliquots aus dem Reaktionsansatz entfernt, mit SDS-Ladepuffer versetzt und dena-
turiert um die Degradation zu beenden.

3.4.8 In vitro Ubiquitinierung

Fiir in wvitro Ubiquitinierungsversuche wurde zunéchst der APC-Komplex aufgereinigt.
Hierfiir wurden exponentiell wachsende HeLa Zellen geerntet und in APC-Lysispuffer (Kap.
2.15) lysiert. Aus etwa 10mg Zellextrakt wurde der APC mit 15 ug anti-Cdc27 Antikor-
per 4h bei 4°C immunprézipitiert. AnschlieBend wurde der an die Sepharose-Beads ge-
bundene Komplex 3 mal mit QA-Puffer (Kap. 2.15) gewaschen. Der somit aufgereinigte
APC-Komplex wurde auf 3—4 Reaktionsanséitze aufgeteilt. Das Substrat fiir die Ubiqui-
tinierungsreaktion (Flag-NIPA) wurde durch in vitro-Translation synthetisiert und durch
Zugabe von %3S-Methionin in die Reaktion radioaktiv markiert. Alternativ wurde Flag-
NIPA in 293-Zellen tiberexprimiert und anschliefend mit einem Agarose-gekoppelten anti
Flag-Antikorper immunprézipitiert. Dieses Immunprézipitat wurde dann in die in wvitro
Ubiquitinierungs-Reaktionen eingesetzt.
Der Reaktionsansatz setzt sich wie folgt zusammen:

APC-Beads

Flag-NIPA Beads oder 0.5 ul NIPA IVT
40 mM Tris-Hel (pH7,6)

0,7mM DTT

5mM MgCl,

2mM ATP

10 mM Kreatinphosphat

24 U/ml Kreatin Phosphokinase
1 mg/ml Ubiquitin

10 ug/ml Ubiquitin-Aldehyd
0,84 pug/ml E1

10 pug/ml E2 (UbcH10)

0,1 ug/pl Cycloheximid

8 ul Cdh1-IVT

ad 40 pl A.d.

Der Ansatz wurde bei 37°C schiittelnd inkubiert. Zu den angegebenen Zeitpunkten wur-

den 10 pl-Aliquots aus dem Reaktionsansatz entfernt, mit SDS-Ladepuffer versetzt und
denaturiert um die Ubiquitinierungs-Reaktion zu beenden.
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3.4.9 SDS-Gelelektrophorese

Die SDS-Polyacrylamidgel-Elektrophorese (SDS-PAGE) wird standardméfig zur Trennung
von Proteingemischen eingesetzt. Das anionische Detergenz Natriumdodecylsulfat (SDS)
wird von Proteinen in grofler Menge gebunden und iiberdeckt ihre Eigenladung so effektiv,
dass Mizellen mit konstanter negativer Ladung pro Masseneinheit entstehen (1,4 g SDS pro
1 g Protein) [167]. Bei der Probenvorbereitung werden die Proben mit einem Uberschuss
von SDS auf 95°C erhitzt und so die Tertidr- und Sekundérstrukturen durch Aufspalten der
Wasserstoftbriicken und durch Streckung der Molekiile aufgeltst. Disulfidbriickenbindun-
gen zwischen Cysteinen werden durch Zugabe einer reduzierenden Thiolverbindung, z.B.
B-Mercaptoethanol oder Dithiotreitol (DTT), aufgespalten. Hierdurch wird gewéhrleistet,
dass nur die molare Masse des Proteins als Trennkriterium wirkt. Im diskontinuierlichen Sy-
stem passieren die Proteine zunédchst das Sammelgel mit grofier Polyacrylamid-Porenweite.
Die Zusammensetzung des Elektrophoresepuffers und des Sammelgels bewirkt eine Fokus-
sierung des Proteingemisches im Sammelgel. Beim Einwandern der Proteine in das Trenn-
gel, das eine geringere Porengréfie und einen hoheren pH-Wert als das Sammelgel besitzt,
werden die Proteine aufgrund ihrer molekularen Gréfle getrennt.

Fiir die Herstellung eines Polyacrylamidgels wird das Trenngel je nach gewiinschter Auf-
trennung der Proteine mit 5-15% Polyacrylamid-Losung angesetzt, in die Gelvorrichtung
gegossen und mit Methanol iiberschichtet. Nach vollstéindiger Polymerisation des Trenngels
wird das Methanol entfernt, das Sammelgel auf das Trenngel gegossen und der Kamm fiir
die Probentaschen eingesetzt. Nachdem das Sammelgel polymerisiert ist, wird der Kamm
entfernt und das Gel in eine SDS-Elektrophoresekammer eingesetzt. Anschliefend wird die
Kammer mit Elektrophoresepuffer (Kap. 2.15) gefiillt. Die vorbereiteten hitzedenaturierten
Proteine und ein Molekulargewichtsmarker werden in die Probentaschen gefiillt und durch
Anlegen einer Spannung (25-120 Volt) aufgetrennt.

3.4.10 Farben der Polyacrylamidgele

Proteinbanden in PAGE-Gelen werden mit Coomassie Brilliant Blue angefarbt. Das Fér-
ben geschieht in saurer Losung (Essigsdure/Methanol), wobei eine erhohte Temperatur den
Féarbungsprozess beschleunigt. Durch die Essigsdure werden die Proteine im Gel fixiert
und positiv geladen. Die positive Ladung bewirkt eine verstiarkte Farbstoffbindung, aller-
dings machen hydrophobe Wechselwirkungen den Hauptteil der Proteinbindungskapazitét
an den Farbstoff aus. An den Farbungsvorgang schlieit sich ein Entfarbungsprozef3 des
Gelhintergunds an. Dabei wird aus dem Gelbereich, der kein Protein enthélt, der Farbstoff
ausgewaschen, der proteingebundene Farbstoff bleibt im Gel, wodurch letztlich die Proteine
als blaue Banden sichtbar werden. Die Sensitivitédt der Coomassie-Farbung liegt bei etwa
0,05 ug/Bande.

Das Gel wird 30-60 min in der Coomassie-Férbelosung (Kap. 2.15) bei Raumtemperatur
geschwenkt. AnschlieBend wird das Gel so lange in Coomassie-Entfirbelosung (Kap. 2.15)
entfirbt, bis der Gelhintergrund so weit entfirbt ist, dass die Proteinbanden gut sichtbar
sind.
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3.4 Proteinbiochemische Methoden

3.4.11 Western Blotting

Zum spezifischen Nachweis von Proteinen in Proteingemischen werden die in einem SDS-Gel
aufgetrennten Proteine elektrophoretisch auf eine Membran iibertragen und anschliefend
immunchemisch nachgewiesen.

3.4.11.1 Transfer der Proteine auf eine PVDF-Membran (Western-Blot)

Der Transfer der Proteine aus der Gelmatrix auf die Membran erfolgt nach dem “Wet-Blot”-
Verfahren in einer mit Transferpuffer (Kap. 2.15) gefiillten Elektrophoresekammer. Hierfiir
wird die zugeschnittene PVDF-Membran zunéchst mit Methanol benetzt, dann luftblasen-
frei auf das SDS-Gel gelegt und zwischen zwei Schichten Cellulosefilterkarton (Whatman-
Paper) eingespannt. AnschlieBend werden die Schichten entsprechend der Polung der Ap-
paratur (Membran zur Anode, Gel zur Kathode weisend) in die mit Transferpuffer gefiillte
Transferkammer eingesetzt. Der Transfer erfolgt unter stdndiger Kiihlung bei konstanter
Stromstérke (1 Ampere). Die Dauer des Transfers ist abhéngig von der molaren Masse der
zu transferierenden Proteine (etwa 1min pro kDa).

3.4.11.2 Amidoschwarz-Farbung der PVDF-Membran

Die Effizienz des Blotvorgangs kann mit Hilfe von Firbereagenzien, die generell Proteine
anfirben, iiberpriift werden. Hierfiir wird die PVDF-Membran fiir 15 min in Amidoschwarz-
Farbelosung (Kap. 2.15) gefiirbt und anschlieffend in der Entfirbelosung inkubiert, bis die
Proteinbanden erkennbar sind. Nach der Farbung kann die Membran weiter fiir den im-
munchemischen Nachweis von Proteinen verwendet werden.

3.4.11.3 Immunchemische Farbung von transferierten Proteinen

Zum Nachweis spezifischer Proteine auf der Membran, werden diese mit einem spezifischen
Antikorper markiert und anschlieBend durch Chemolumineszenz detektiert. Zur Absétti-
gung der freien Bindungsbereiche der Membran, die nicht durch die aus dem Gel trans-
ferierten Proteine belegt sind, wird die Membran nach dem Transfer 30 min bei 37°C in
Blockierlosung (Kap. 2.15) schiittelnd inkubiert. Hierdurch wird eine unspezifische Bindung
der Antikorper an die Membran verhindert. Da einige Milchproteine in phosphorylierter
Form vorliegen und somit eine Reaktion mit phosphospezifischen Antikorpern eingehen
konnen, wird bei der Detektion phosphorylierter Proteine eine Blockierlosung mit Rinder-
serumalbumin (BSA) verwendet. Der Primérantikorper, der spezifisch gegen ein Epitop des
zu untersuchenden Proteins gerichtet ist, wird nach Angaben des Herstellers in Blockierls-
sung verdiinnt und fiir 1-3h bei RT oder iiber Nacht bei 4°C auf die Membran gegeben.
Nach dreimal 10-miniitigem Waschen in PBS mit 0,1% Tween 20 (PBST) zur Entfernung
der ungebundenen Primérantikérper wird die Membran 30-60 min in Blockierlosung mit
Meerrettich-Peroxidase-gekoppeltem Sekundéarantikérper bei RT inkubiert. Dieser Antikor-
per, der spezifisch an den Fc-Teil des Primérantikérpers bindet, wird in einer Verdiinnung
von 1:10.000 eingesetzt. Darauthin wird die Membran zweimal mit PBST und einmal mit
PBS je 10 min gewaschen und anschlieffend in einer Chemolumineszenz-Substratlésung in-
kubiert. Das Substrat wird durch die an den Sekundérantikoérper gekoppelte Peroxidase in
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einer Chemolumineszenz-Reaktion umgesetzt. Ein Chemilumineszenz-Film wird durch das
bei der Reaktion emittierte Licht belichtet, entwickelt und anschlielend analysiert.

3.4.11.4 Entfernung des gebundenen Erstantik6rpers von der Membran

Die Blot-Membran wird zur Entfernung der Antikorper etwa 15min mit Amidoschwarz-
Entfarbelosung (Kap. 2.15) schiittelnd bei Raumtemperatur inkubiert und anschlieflend
mit A.d. gewaschen. Danach kann die Western Blot-Membran erneut geblockt und mit
Antikorper inkubiert werden, um weitere Zielproteine zu detektieren.
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4 Ergebnisse I: Regulation von NIPA durch den APC

4.1 NIPA wird in der spaten Mitose abgebaut

4.1.1 Die phosphorylierte Form von NIPA wird abgebaut, nicht
dephosphoryliert

NIPA wird in der spédten S-Phase/Go-Phase des Zellzyklus an den Serinresten Ser354,
Ser359 und Ser395 phosphoryliert [127]. Diese Phosphorylierung fithrt zu einer Dissoziation
vom SCF Kernkomplex und somit zu einer Inaktivierung der SCFNPA Ubiquitin Ligase
[124]. Die Phosphorylierung ist als scheinbare Erhshung der molekularen Masse, also als
hoher laufende Bande im Westernblot zu erkennen.

In Zellen, die durch einen Thymidin-Nocodazol Block in Prometaphase synchronisiert
wurden, liegt NIPA ausschliellich in phosphorylierter Form vor (Abb. 4.1 a, Spur 1). Wer-
den die Zellen durch Auswaschen des Nocodazols synchron aus dem Prometaphase-Block
entlassen, nimmt in der spiten Mitose, etwa zeitgleich mit dem Abbau von Cyclin B1, die
Intensitidt der phosphorylierten Form von NIPA stark ab, bis schliellich kein phosphory-
liertes Protein mehr vorhanden ist (Abb.4.1a, Spur 1-5). Etwa zum gleichen Zeitpunkt
im Zellzyklus erscheint eine Bande auf der Hohe von unphosphoryliertem NIPA, die im
weiteren Verlauf des Zellzyklus an Intensitdt zunimmt (Abb. 4.1a, Spur 4 und 5).

Um zu untersuchen, ob die phosphorylierte Form von NIPA abgebaut wird und es sich bei
der unphosphorylierten Bande um neu synthetisiertes Protein handelt, oder ob NIPA in der
spaten Mitose dephosphoryliert wird, wurde der Translations-Inhibitor Cycloheximid ver-
wendet. Hierfiir wurden NIH/3T3 Fibroblasten, die wildtyp Flag-NIPA stabil exprimieren,
durch einen Thymidin-Nocodazol-Block in Prometaphase synchronisiert und anschliefend
durch Waschen aus dem Zellzyklus-Block entlassen. Die Zellen wurden in Medium mit oder
ohne Cycloheximid neu ausplattiert und zu den angegebenen Zeitpunkten geerntet. In Ab-
bildung 4.1 a ist zu sehen, dass in unbehandelten Zellen etwa 2h nach dem Entlassen aus
dem Prometaphase-Block eine Bande auf Hohe von unphosphoryliertem NIPA erscheint.
In Cycloheximid-behandelten Zellen hingegen nimmt zwar wie in den unbehandelten Zel-
len die Intensitédt der phosphorylierten Form von NIPA ab, es ist jedoch kein Erscheinen
einer unphosphorylierten Form von NIPA im weiteren Verlauf der Mitose zu sehen (verglei-
che Spur 3-5 mit Spur 8-10). Somit findet am Ubergang von der Mitose in die Gi-Phase
Protein-Neusynthese von NIPA statt, die durch Cycloheximid inhibiert werden kann. Die
vergleichbare Kinetik des Abbaus von Cyclin B1 (Abb. 4.1 Mitte) sowie die FACS-Analyse
der Propidiumiodid-gefirbten Zellen in Abbildung 4.1 b zeigen, dass die Behandlung mit
Cycloheximid keinen Einfluss auf das Fortschreiten der Zellen durch die Mitose ausiibt.

Aus diesen Daten lasst sich schlussfolgern, dass in spater Mitose die phosphorylierte Form
von NIPA abgebaut wird.
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Abbildung 4.1: Die phosphorylierte Form von NIPA wird in spater Mitose abgebaut.
NIH/3T3 Zellen, die stabil Flag-NIPA wt exprimieren, wurden in Prometaphase synchronisiert.
AnschlieBend wurden die Zellen aus dem Zellzyklusblock entlassen, in Medium mit oder ohne
Cycloheximid neu ausplattiert und zu den angegebenen Zeitpunkten geerntet. a) Die aus den
Zellen gewonnenen Lysate wurden gelelekrophoretisch aufgetrennt. Die Abbildung zeigt die
immunchemische Darstellung der Proteine im Westernblot mit einem anti Flag-Antikorper,
einem anti Cyclin B1-Antikorper und als Ladungskontrolle einem anti 3-Aktin-Antikorper auf
der gleichen Membran. b) Ein Teil der Zellen aus a) wurde in 70% Ethanol fixiert, mit Propi-
diumiodid gefarbt und durchflusszytometrisch analysiert.



4.2 Der APC/Cdhl vermittelt den Abbau von NIPA

4.1.2 NIPA wird in vivo ubiquitiniert

Der Abbau intrazellulérer Proteine erfolgt in den meisten Féllen durch das 26S Proteasom.
Hierfiir miissen die zum Abbau bestimmten Proteine zunéchst mit Polyubiquitin-Ketten
markiert werden, damit sie durch das Proteasom als Substrate erkannt werden (siche Ein-
leitung, Kap. 1.2.1).

Um zu untersuchen, ob NIPA in der Zelle ubiquitiniert wird, wurden so genannte in vi-
vo Ubiquitinierungs-Versuche durchgefiihrt. Hierfiir wurden 293-Zellen entweder mit Flag-
NIPA, mit HA-Ubiquitin oder mit beiden Konstrukten zusammen transfiziert. Das HA-
markierte Ubiquitin wird in grofler Menge in die Zellen transfiziert, damit es anstelle des
endogenen Ubiquitins in die Polyubiquitin-Ketten eingebaut wird. Auf diese Weise lassen
sich in vivo gebildete Polyubiquitin-Ketten spezifisch mit einem anti HA-Antikérper nach-
weisen. Die Zellen wurden vor dem Ernten mit Proteasominhibitoren behandelt, um den
Abbau von NIPA zu verhindern und somit die ubiquitinierte Form von NIPA anzureichern.
Nach Herstellung der Zelllysate wurden diese zunéchst durch Zugabe eines SDS-haltigen
Denaturierungspuffers und Aufkochen denaturiert, um die Bindung von NIPA an seine Bin-
dungspartner aufzulésen und somit auszuschlieffen, dass weitere ubiquitinierte Proteine,
wie zum Beispiel Substrate des SCFNPA Komplexes zusammen mit NIPA immunprizipi-
tiert werden. AnschlieBend wurde Flag-NIPA mit einem agarosegekoppelten monoklonalen
anti-Flag Antikorper immunprizipitiert. Die Immunkomplexe wurden denaturiert, mittels
Gelelektrophorese aufgetrennt und auf eine PVDF-Membran transferiert.

In dem Ansatz, in dem die mit Flag-NTPA und HA-Ubiquitin transfizierten Zellen mit
Proteasominhibitoren behandelt wurden (Abb. 4.2, Spur 8), ist im Flag-Blot eine Akkumu-
lierung verschiedengrofler hochmolekularer NIPA-Konjugate in der Immunprézipitation zu
sehen. Da dieser “smear” auch im HA-Blot zu sehen ist (Spur 4), handelt es sich hierbei
tatséchlich um polyubiquitinierte NIPA-Konjugate. In den Kontrollen (Spur 1-3 und 5-7)
ist hingegen keine oder eine sehr schwache Polyubiquitinierung von NIPA zu sehen.

Diese Daten zeigen, dass NIPA in vivo ubiquitiniert wird und geben somit einen weiteren
Hinweis darauf, dass NIPA iiber den Ubiquitin-Proteasom Signalweg abgebaut wird.

4.2 Der APCC! yermittelt den Abbau von NIPA

Die in der Mitose und frithen Gi-Phase wichtigste E3-Ubiquitin Ligase ist der sogenannte
“Anaphase-promoting Complex” (APC). Da der Abbau von NIPA wihrend dieser Zellzy-
klusphase stattfindet, wurde in den folgenden Experimenten untersucht, ob es sich hierbei
um einen APC-abhéngigen Prozess handelt. Desweiteren wurde untersucht, welcher der bei-
den in der Mitose relevanten APC-Aktivatoren (Cdc20 oder Cdhl) den Abbau von NIPA
vermittelt.

4.2.1 Der Abbau von phosphoryliertem NIPA erfolgt zeitgleich mit bekannten
mitotischen APC-Substraten

Um den genauen Zeitpunkt des Abbaus von NIPA zu ermitteln, wurden HeLa-Zellen durch
einen Thymidin-Nocodazol-Block in Prometaphase synchronisiert und anschliefend durch
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Abbildung 4.2: NIPA wird in vivo ubiquitiniert. Flag-NIPA wurde zusammen mit HA-
Ubiquitin in 293-Zellen koexprimiert. 24 h nach Transfektion wurden die Zellen fiir 6 h mit
Proteasominhibitoren inkubiert. Die Lysate wurden denaturiert und Flag-NIPA wurde mit ei-
nem an Agarose-beads gekoppelten Flag-Antikorper immunprézipitiert. Die Abbildung zeigt
die immunchemische Darstellung der Lysate im Western Blot mit einem anti Flag-Antikdrper
sowie der Immunprézipitationen mit einem anti Flag-Antikorper und einem anti HA-Antikorper

NIPA
(anti Flag)

auf der gleichen Membran. IP: Immunprazipitation; Ub,: Ubiquitin-Konjugate.



4.2 Der APC/Cdhl vermittelt den Abbau von NIPA
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Abbildung 4.3: Der Abbau von phosphoryliertem NIPA erfolgt zeitgleich mit bekann-
ten mitotischen APC-Substraten. Hela-Zellen wurden in Prometaphase synchronisiert. An-
schlieBend wurden die Zellen aus dem Zellzyklusblock entlassen und zu den angegebenen Zeit-
punkten geerntet. Die Abbildung zeigt die immunchemische Darstellung der Lysate im Western
Blot mit den angegebenen Antikérpern auf der gleichen Membran.

Waschen aus dem Zellzyklus-Block entlassen. Die Zellen wurden neu ausplattiert und zu
den angegebenen Zeitpunkten geerntet.

In Abbildung 4.3 ist zu sehen, dass in HeLa Zellen 2h nach dem Entlassen aus dem
Prometaphase-Block keine phosphorylierte Form des endogenen NIPA mehr vorhanden ist.
Etwa zur gleichen Zeit werden die beiden APC-Substrate Cdc20 und Cyclin B1 abgebaut,
wohingegen Cyclin A schon 1h nach dem Entlassen aus dem Prometaphase-Block fast
vollstandig degradiert ist.

Cyclin A ist ein Substrat des APC®°20 ynd wird in der spéten Prometaphase ubiqui-
tiniert und abgebaut [168], withrend Cyclin B1 zunichst auch ein Substrat des APC¢420
ist, jedoch erst in der spiten Metaphase durch den APC®IM! yollstindig degradiert wird
[169]. Cdc20 wiederum wird in der spiten Anaphase ausschlieflich durch den APCCdh!
ubiquitiniert [170] und anschliefend abgebaut.

Somit wird die phosphorylierte Form von NIPA etwa zeitgleich mit den beiden AP
Substraten Cyclin B1 und Cdc20 abgebaut.

Cthl_

4.2.2 Der APC Komplex degradiert NIPA in vitro

In einem weiteren Experiment sollte untersucht werden, ob NIPA in einem Lysat aus Gi-
synchronisierten Zellen in wvitro degradiert werden kann. Hierfiir wurde radioaktiv mar-
kiertes NIPA IVT Produkt in einem Lysat aus Gi-synchronisierten HeLa-Zellen inkubiert,
welches zuvor mit Degradationspuffer und Cdhl-IVT versetzt wurde. Wie im linken Teil
der Abbildung 4.4 zu sehen ist, nimmt die Intensitit der radioaktiven Bande, also die
Konzentration von NIPA im Reaktionsansatz im Verlauf des Versuchs stark ab (Spur 4-6).

Dieser Versuch zeigt, dass NIPA in vitro mit Hilfe einer E3-Ligase, die in Gi-synchroni-
sierten Zellen aktiv ist, abgebaut werden kann.

Um zu untersuchen, ob dieser Abbau abhingig vom APC-Komplex ist, wurde in einem
weiteren Ansatz Cdc27, eine Untereinheit des APC-Kernkomplexes, aus dem eingesetzten
Lysat depletiert. Die Depletion von Cdc27 fithrt zu einer Depletion des gesamten APC
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Abbildung 4.4: In vitro Degradation von NIPA ist APC-abhangig. HelLa-Zellen wurden
durch Entlassen aus einem Nocodazol-Block in friiher Gi-Phase synchronisiert. Die Lysate
wurden mit einem anti Cdc27 Antikdrper oder als Kontrolle mit Preimmunserum (Pl) de-
pletiert. AnschlieBend wurde radioaktiv markiertes NIPAwt IVT-Produkt in den depletierten,
mit Degradationspuffer versetzten Lysaten bei 37°C schiittelnd inkubiert. Zu den angegebe-
nen Zeitpunkten wurden Aliquots aus dem Reaktionsansatz entnommen, mit SDS-Ladepuffer
versetzt, denaturiert und gelelektrophoretisch aufgetrennt. Im linken Teil der Abbildung ist
die Autoradiographie der NIPA IVT dargestellt, rechts ist die immunchemische Darstellung
der depletierten Lysate im Western Blot mit den angegebenen Antikdrpern auf der gleichen
Membran zu sehen. Pl: Preimmunserum.

Kernkomplexes und somit zu einer Verminderung der APC-Aktivitdt [59]. Im rechten Teil
der Abbildung 4.4 ist gezeigt, dass Cdc27 erfolgreich aus dem eingesetzten Lysat depletiert
wurde. In diesem depletierten Lysat konnte NIPA nicht mehr erfolgreich degradiert werden
(Abb. 4.4 links, Spur 1-3).

Somit ist die in vitro Degradation von NIPA in Lysaten aus Gi-synchronisierten Zellen
abhéingig von der Aktivitdt des APC-Komplexes.

4.2.3 NIPA interagiert in vivo mit Cdhl, jedoch nicht mit Cdc20

Fiir mehrere APC-Substrate wurde bereits gezeigt, dass sie direkt an die APC Adapter-
Proteine Cdc20 oder Cdhl binden (zum Beispiel [87, 171, 172]). Um zu untersuchen, ob
NIPA mit einem der APC-Aktivatoren interagiert, wurden Koimmunprézipitationsstudien
durchgefiihrt. Hierfiir wurde Flag-NIPA zusammen mit HA-Cdhl oder HA-Cdc20 in der
humanen Nierenzellkarzinom-Zelllinie 293 transient koexprimiert. Die Zellen wurden vor
dem Ernten mit Proteasominhibitoren behandelt, um einen verstirkten Abbau von NIPA
durch die Uberexpression von Cdhl zu verhindern. Nach Herstellung der Zelllysate wur-
de Flag-NIPA mit einem agarosegekoppelten monoklonalen Anti-Flag Antikorper immun-
préazipitiert. Als Negativkontrolle wurde eine Immunprézipitation mit einem unspezifischen
Kaninchen-Antiserum durchgefiihrt. Die Immunkomplexe wurden denaturiert, mittels SDS-
Gelelektrophorese aufgetrennt und auf eine PVDF-Membran transferiert. Wie der Western
Blot mit einem HA-Antikérper zeigt, wurden HA-Cdhl und HA-Cdc20 etwa gleich stark
exprimiert, jedoch koimmunoprézipitierte nur HA-Cdh1, nicht aber HA-Cdc20 mit Flag-
NIPA (Abb. 4.5a). Der Flag-Blot zeigt, dass vergleichbare Mengen NIPA immunprizipitiert
wurden. Die Immunprizipitation ist spezifisch, da die Kaninchenserumkontrolle keinerlei
unspezifische Reaktionen zeigte.

Als Kontrolle wurde in einem weiteren Experiment Myc-NIPA zusammen mit HA-Cdhl
oder HA-Cdc20 in 293 Zellen koexprimiert, welche anschliefend mit Proteasominhibitoren
behandelt wurden. AnschlieBend wurde diesmal HA-Cdh1 bzw. HA-Cdc20 mit einem HA-
Antikorper immunprizipitiert. Wie Abbildung 4.5 b zeigt, wurden HA-Cdhl und HA-Cdc20
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Abbildung 4.5: NIPA interagiert in vivo mit Cdhl. a) Flag-NIPA wurde zusammen mit
HA-Cdhl oder HA-Cdc20 in 293-Zellen transfiziert. 24 h nach Transfektion wurden die Zel-
len fiir 6 h mit Proteasominhibitoren inkubiert. Die Ko-Immunprazipitation wurde mit einem
an Agarose-beads gekoppelten Flag-Antikorper durchgefiihrt. Die gebundenen Proteinkomple-
xe wurden gelelektrophoretisch aufgetrennt. Die Abbildung zeigt die immunchemische Dar-
stellung der Proteine im Western Blot mit einem anti HA-Antikdrper und einem anti Flag-
Antikorper. b) Myc-NIPA wurde zusammen mit HA-Cdh1 oder HA-Cdc20 in 293-Zellen transfi-
ziert. 24 h nach Transfektion wurden die Zellen fiir 6 h mit Proteasominhibitoren inkubiert. Die
Ko-Immunprazipitation wurde mit einem anti Myc-Antikorper durchgefiihrt. Die gebundenen
Proteinkomplexe wurden gelelektrophoretisch aufgetrennt. Die Abbildung zeigt die immunche-
mische Darstellung der Proteine im Western Blot mit einem anti HA-Antikdrper und einem
anti Myc-Antikorper. IP: Immunprazipitation
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in vergleichbaren Mengen immunprézipitiert. Jedoch ist nur in der Cdhl-Immunprézipita-
tion eine gute Ko-Immunprézipitation von Myc-NIPA zu erkennen, wihrend Myc-NIPA
nur sehr schwach mit HA-Cdc20 ko-immunprézipitiert.

Aus diesen Daten ldsst sich schlussfolgern, dass NIPA in vivo selektiv mit dem APC-
Aktivator Cdhl, jedoch nicht mit Cdc20 interagiert.

4.2.4 I|dentifizierung der Bindungsdomane an Cdhl in NIPA

Um die Region in NIPA zu identifizieren, die die Bindung an Cdh1 vermittelt, wurden GST-
Pulldown Studien mit verschiedenen GST-NIPA-Deletionsmutanten durchgefiihrt. Hierfiir
wurde Cdhl durch in vitro Translation synthetisiert, radioaktiv markiert und in die GST-
Bindungsexperimente eingesetzt. Ein erstes Experiment wurde mit GST-NIPA-Fragmenten
mit den Aminoséduren 1-102, 1-202, 1-302, 1-402 und dem wildtyp GST-NIPA-Protein (1-
502) durchgefiihrt (Abb. 4.6 a rechts). Ein Pulldown mit GST diente als negativ Kontrolle,
um die Spezifizitdt der Bindung von NIPA an Cdhl zu iiberpriifen. Die Coomassie-Firbung
des Gels zeigt, dass in die Pulldowns etwa gleiche Mengen GST-NIPA Protein eingesetzt
wurde (Abb. 4.6 a links unten). Wéhrend die Cdh1 IVT an wildtyp NIPA und das Fragment
mit den Aminoséuren 1-402 bindet (Spuren 1 und 5), ist keine Bindung an die kiirzeren
NIPA-Fragmente 1-102, 1-202 und 1-302 zu sehen (Spuren 2-4, Abb. 4.6 a links oben).
Aus diesem Experiment lisst sich schlussfolgern, dass die Bindung von Cdhl in der Region
302-402 in NIPA stattfindet. Da dieses Experiment im zellfreien System durchgefiihrt wird,
kann davon ausgegangen werden, dass die nachgewiesene Interaktion zwischen NIPA und
Cdh1l nicht iiber dritte Proteine vermittelt wird.

Um die Region, an die Cdhl bindet, genauer zu bestimmen, wurden in weiteren Ex-
perimenten GST-Pulldowns mit kleineren GST-NIPA-Fragmenten in der Region 302—402
durchgefiihrt (Abb.4.6b und c). Auch hier zeigt die Coomassie-Féarbung der Gele, dass
in etwa gleiche Mengen GST-NIPA Protein in die Pulldowns eingesetzt wurde. Wie nach
dem vorherigen Experiment zu erwarten war, bindet Cdh1 an das NIPA-Fragment mit den
Aminoséuren 302-402 (Abb. 4.6b, Spur 2). Eine weitere Unterteilung dieses Fragments
zeigt, dass die Bindungsstelle von Cdhl an NIPA in der Region 352-402 von NIPA liegt
(Abb. 4.6 b, Spur 4). Da des Weiteren die Fragmente 352-402 und 395-502 in der Lage
sind, an Cdhl zu binden (Abb. 4.6 ¢), kann man aus diesen Experimenten folgern, dass die
Bindung von Cdhl in der Region 395-402 von NIPA stattfindet.

Eine Deletionsmutante von NIPA, in der diese Aminosduren 395402 deletiert wurden,
ist dementsprechend in Pulldown-Experimenten nicht mehr in der Lage, an Cdhl zu binden
(Abb. 4.7, vergleiche Spur 2 und 3)

4.2.5 in vitro Ubiquitinierung von NIPA durch den APC ist abhdngig von Cdhl

Da NIPA in vitro APC-abhéngig degradiert wird und an das APC-Adapterprotein Protein
Cdh1 bindet, sollte im Folgenden untersucht werden, ob der APCC4M! in der Lage ist, NIPA
zu ubiquitinieren.

Fiir die in vitro Ubiquitinierungs-Experimente wurde an Agarose gebundenes Flag-NIPA
eingesetzt, welches zuvor aus transfizierten 293-Zellen immunprézipitiert wurde. Der APC-
Kernkomplex wurde mit einem Antikorper gegen die Untereinheit Cdc27 aus dem Ly-

50



4.2 Der APC/Cdhl vermittelt den Abbau von NIPA

Cdh1
(Autoradio- C3HC F-Box NLS
gramm)

NIPA
(Coomassie)  1.402] [ [ [

wt | \ [T i

1-302] \ [
L = 1-202] [ [T
222888
493 9% 8 9 1-102 ]
£ Z 2 Z2 2
223233
T T T T g
A @ N o &
8 S B S
b) 1 2 3 4 NLS
] Cdht1 302-402 | | ]
— (Autoradiogramm) Ser354 Ser395
| NIPA _
7 | (Coomassie) 302-395 ! |
o 0 000 0 302352 ]
© e e nd
4223 Zz 352-402 I
TIZETIR 329-379 I
W W oW w W
S8 8
O
S8R &
c)
: Cdh1 : B Cdh
_ (Autoradiogramm) . (Autoradiogramm)

NIPA

NIPA
(Coomassie)

(Coomassie)

Q0 0 0 O

w »u u u ou

Tz z z 85 88 & &

S 35 53 Sl - -

> > > > e z z =z z

W W W W

8 8 8 § 22 2 3

e N N D WwW W W W

a b WO W ~NO1r o © ©

B B I 8 9 ¢ ¢ ¢

von 88 & &
NN N N DN

Abbildung 4.6: ldentifizierung der Cdhl-Bindungsdomane in NIPA. GST-Pulldown Ex-
perimente mit in vitro translatiertem, mit 355_Methionin markiertem Cdhl und verschiedenen
GST-fusionierten NIPA Fragmenten. Die Proteinkomplexe wurden gelelektrophoretisch aufge-
trennt und die radioaktiv markierten Proteine autoradiographisch dargestellt. In der Coomassie-
Farbung der Gele sind die in die Pulldowns eingesetzten GST und GST-NIPA Fragmente darge-
stellt. Auf der rechten Seite der Abbildung ist die schematische Darstellung der in die Pulldowns
eingesetzten GST-NIPA Fragmente zu sehen. Bindende Fragmente sind durch dickere Schrift
hervorgehoben. 51
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Abbildung 4.7: Deletion der Aminosduren 395-402 in NIPA beeintrichtigt die Inter-
aktion mit Cdhl. GST-Pulldown Experimente mit in vitro translatiertem, mit 3°S-Methionin
markiertem Cdh1 und verschiedenen GST-fusionierten NIPA Fragmenten. Die Proteinkomplexe
wurden gelelektrophoretisch aufgetrennt und die radioaktiv markierten Proteine autoradiogra-

phisch dargestellt. In der Coomassie- Farbung der Gele sind die in die Pulldowns eingesetzten
GST und GST-NIPA Fragmente dargestellt.

sat exponentiell wachsender Hela-Zellen imunprézipitiert. Diese beiden Immunpréazipitate
wurden zusammen mit aufgereinigtem Ubiquitin-aktivierendem Enzym (E1), Ubiquitin-
konjugierendem Enzym (E2), Ubiquitin und einem ATP-regenerierenden System in Ubi-
quitinierungs-Puffer inkubiert (siehe Kap. 3.4.8). Hierbei wurde einem Ansatz in vitro trans-
latiertes Cdhl-Protein zugegeben, wihrend dem Kontroll-Ansatz kein APC-Aktivator bei-
gefiigt wurde. Zu den angegebenen Zeitpunkten wurden Aliquots aus dem Reaktionsansatz
entnommen, mit SDS-Ladepuffer versetzt und denaturiert. AnschlieBend wurden die Pro-
ben gelelektrophoretisch aufgetrennt.

In Abbildung 4.8 a wurde das in die Ubiquitinierungs-Reaktionen eingesetzte NIPA mit
einem anti Flag-Antikorper im Western-Blot nachgewiesen. In dem Ansatz, in dem der
APC-Aktivator Cdhl zugegeben wurde, werden nach 30 Minuten héhermolekulare Banden
von NIPA sichtbar, deren Intensitét zu spéteren Zeitpunkten zunimmt (Spur 1-3). In der
Kontrollreaktion ohne Cdhl ist hingegen keine Akkumulation solcher héhermolekularen
Konjugate zu erkennen (Spur 4-6).

In einem weiteren Versuch wurde anstatt des an Agarose gebundenen, immunprizipi-
tierten Flag-NIPA radioaktiv markiertes, in vitro translatiertes (IVT) NIPA-Protein als
Substrat eingesetzt. Die in vitro Ubiquitinierungs-Reaktionen wurden wie oben beschrie-
ben durchgefiihrt. Auch in diesem Versuch werden in dem Ansatz, in dem Cdhl zugegeben
wurde, nach 30 Minuten hohermolekulare Banden von NIPA sichtbar, deren Intensitit nach
90 Minuten stark zunimmt (Abb. 4.8 b, Spur 1-3). In diesem Versuch sind die unterschied-
lich langen hohermolekularen Ubiquitin-Konjugate sehr schon als “smear” zu erkennen. In
der Kontrollreaktion ohne Cdhl ist die Ubiquitinierung von NIPA wesentlich schwécher
ausgeprigt, aber nicht vollstdndig aufgehoben. Dies liegt vermutlich daran, dass in dem
Retikulozyten-Lysat, das fiir die in vitro Translation des Substrates verwendet wird, eine
hohe APC-Aktivitat und auch Cdhl Protein vorliegt.
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Abbildung 4.8: in vitro Ubiquitinierung von NIPA durch den APC ist abhangig von
Cdhl. a) Flag-NIPA wurde transient in 293-Zellen iiberexprimiert und anschlieBend mit einem
Agarose-gekoppelten anti Flag-Antikorper immunprazipitiert. Dieses Immunprazipitat wurde
in APC in vitro Ubiquitinierungs-Reaktionen eingesetzt, denen Cdhl IVT zugesetzt wurde
oder nicht. Zu den angegebenen Zeitpunkten wurden Aliquots aus dem Reaktionsansatz ent-
nommen, mit SDS-Ladepuffer versetzt, denaturiert und gelelektrophoretisch aufgetrennt. Die
Abbildung zeigt die immunchemische Darstellung der aus den Ubiquitinierungsansétzen ent-
nommenen Flag-NIPA Immunprézipitate mit einem anti Flag-Antikdrper. b) Radioaktiv mar-
kiertes IVT-Produkt des wildtyp NIPA Proteins wurde in die APC in vitro Ubiquitinierungs-
Reaktionen eingesetzt, die wie in a) durchgefiihrt wurden. Dargestellt ist die Autoradiographie
der Ubiquitinierungs-Versuche. Ub,: Ubiquitin-Konjugate.
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Abbildung 4.9: Uberexpression von Cdh1 fiihrt zu einem verstirkten Abbau von NIPA.
a) 293-Zellen wurden mit HA-Cdc20, HA-Cdh1 oder als Kontrolle mit Leervektor transfiziert
und 48 h nach der Transfektion geerntet. Die Abbildung zeigt die immunchemische Darstellung
der Proteine im Western Blot mit den angegebenen Antikdrpern auf der gleichen Membran. b)
NIH/3T3 Zellen, die stabil Flag-NIPA wt exprimieren, wurden mit HA-Cdh1l oder Leervektor
transfiziert und 24 h nach Transfektion in Prometaphase synchronisiert. AnschlieBend wurden
die Zellen aus dem Zellzyklusblock entlassen und zu den angegebenen Zeitpunkten geerntet.
Die Zell-Lysate wurden gelelektrophoretisch aufgetrennt. Die Abbildung zeigt die immunche-
mische Darstellung der Proteine im Western Blot mit einem anti Flag-Antikorper, einem anti
Cdh1-Antikorper und als Ladungskontrolle einem anti 3-Aktin-Antikorper.

Diese Daten zeigen, dass der APC-Komplex in der Lage ist, NIPA in vitro zu ubiquiti-
nieren und dass dieser Prozess durch das APC Adapterprotein Cdhl reguliert wird.

Somit vermittelt der APCCIM_Komplex in vitro sowohl die Ubiquitinierung als auch den
Abbau von NIPA. Ob der APCCdM_Komplex jedoch auch die E3-Ligase ist, die in vivo fiir
den Abbau der phosphorylierten Form von NIPA in der spiten Mitose verantwortlich ist,
soll in den folgenden Experimenten untersucht werden.

4.2.6 Uberexpression von Cdhl fiihrt zu einem verstirkten Abbau von NIPA

Cdh1 liegt in limitierenden Mengen in der Zelle vor, so dass Uberexpression von Cdhl
zu einer Steigerung der APC-Aktivitdt fithren kann [173]. Um zu untersuchen, ob Cdhl
ein limitierender Faktor fiir den Abbau von NIPA ist, wurden 293-Zellen transient mit
HA-Cdhl oder als Kontrolle mit HA-Cdc20 oder Leervektor transfiziert und 48 h nach
Transfektion geerntet. Im HA-Blot ist zu sehen, dass sowohl Cdh1 als auch Cdc20 erfolgreich
iiberexprimiert wurden (Abb. 4.9 a, mittleres Bild). Die Uberexpression von Cdhl, jedoch
nicht von Cdc20 fiihrt zu einer verminderten Expression des endogenen NIPA-Proteins
(Abb.4.9a, oben).

In einem weiteren Experiment wurden NIH/3T3 Zellen, die stabil humanes Flag-NIPA
iiberexprimieren, transient mit HA-Cdhl oder als Kontrolle mit Leervektor transfiziert.
Anschlielend wurden die Zellen durch einen Thymidin-Nocodazol Block in Prometaphase
synchronisiert, die mitotischen Zellen wurden durch Auswaschen des Nocodazols aus dem
Block entlassen und zu den angegebenen Zeitpunkten geerntet. Wie in Abbildung 4.9b zu
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Abbildung 4.10: Herrunterregulierung von Cdh1 fiihrt zu einer Stabilisierung der phos-
phorylierten Form von NIPA. Hela Zellen wurden mit Cdhl-spezifischer siRNA oder mit
Luziferase siRNA transfiziert, 12 h nach Transfektion wurden die Zellen in Prometaphase syn-
chronisiert, aus dem Zellzyklusblock entlassen und zu den angegebenen Zeitpunkten geerntet.
Die aus den Zellen gewonnenen Lysate wurden gelelektrophoretisch aufgetrennt. Die Abbildung
zeigt die immunchemische Darstellung der Proteine im Western Blot mit den angegebenen
Antikorpern auf der gleichen Membran.

sehen, wird phosphoryliertes NIPA in Cdhl-iiberexprimierenden Zellen zu einem fritheren
Zeitpunkt in der Mitose abgebaut, als in den parentalen Kontrollzellen. Auch hier ist zu
sehen, dass die Uberexpression des Cdh1-Proteins generell zu einer verminderten Expression
NIPAs fiihrt (vergleiche Spur 1 und Spur 6).

Aus diesen Daten lésst sich schlussfolgern, dass Cdhl einen limitierenden Faktor fiir den
Abbau von phosphoryliertem NIPA in der spiten Mitose darstellt.

4.2.7 Durch RNA-Interferenz vermittelte Herrunterregulation von Cdh1 fiihrt
zu einer Stabilisierung der phosphorylierten Form von NIPA in spater
Mitose

Um die Bedeutung von Cdhl fiir den Abbau von NIPA in der Mitose weiter zu untersu-
chen, wurden RNA-Interferenz Experimente durchgefiihrt. Mit Hilfe dieser Methode kann
spezifisch die Expression eines bestimmten Proteins herunterreguliert werden [158]. Um zu
untersuchen, ob die reduzierte Expression von Cdhl einen Einflul auf den Abbau von phos-
phoryliertem NIPA in spiter Mitose hat, wurden HeLa-Zellen entweder mit Cdhl-siRNA
oder als Kontrolle mit Luziferase-siRNA transfiziert. 24 h nach der Transfektion wurden die
Zellen durch einen Thymidin-Nocodazol-Block in Prometaphase synchronisiert, die mito-
tischen Zellen wurden durch Auswaschen des Nocodazols aus dem Block entlassen und zu
den angegebenen Zeitpunkten geerntet.

Im Cdhl-Blot ist zu sehen, dass die Cdhl-Expression durch Transfektion der siRNA
erfolgreich herrunterreguliert werden konnte (Abb.4.10). Diese Herunterregulierung von
Cdhl fithrt zu einer Verzogerung des Abbaus der phosphorylierten Form von NIPA im
Vergleich zu den mit Luciferase-siRNA transfizierten Kontrollzellen.

Diese Daten geben einen weiteren Hinweis darauf, dass Cdhl den Abbau von phospho-
ryliertem NIPA in der spidten Mitose vermittelt.
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Abbildung 4.11: Die NIPA-Sequenz enthilt zwei Dbox-Motive. a) Schematische Dar-
stellung des humanen NIPA Proteins mit Kennzeichnung der potentiellen Dbox-Motive. C:
C-Terminus; C3HC: Zink Finger Doméane; Dbox: destruction box; F-Box: F-Box Doméne;
N: N-Terminus; NLS: Kernlokalisierungs-Signal (nuclear localisation signal); S: Serin-Rest b)
Alignment der potentiellen D-Box-Motive in verschiedenen Spezies.

4.3 Identifizierung des Degradations-Motivs in NIPA

4.3.1 Die NIPA-Sequenz enthidlt zwei potentielle Dbox-Motive

Die meisten Substrate des APC enthalten kurze Erkennungssequenzen, wie zum Beispiel die
destruction box (Dbox), RxxLxxxxN [112]oder die KEN-box, KENxxxN [113]. Substrate,
die eine Dbox enthalten, werden von APC®4°20 ubiquitiniert, wihrend der APCYIM sowohl
Substrate mit einer Dbox, als auch Substrate mit einer KEN-box erkennt (siche Einleitung,
Kap.1.2.4).

Die humane NIPA Sequenz enthélt im C-terminus zwei RxxL Motive, jedoch keine ande-
ren bisher beschriebenen Erkennungssequenzen (Abb. 4.11a). Eines dieser beiden Motive
(Dbox1) ist auch in der Sequenz von Xenopus laevis zu finden, wihrend das zweite Mo-
tiv (Dbox2) sowohl in der murinen Sequenz, als auch in Xenopus laevis konserviert ist
(Abb. 4.11D). Die Arginin- und Leuzinreste dieser beiden potentiellen Dbox Motive wur-
den mit Hilfe der PCR Mutagenese zu Alaninresten mutiert um in weiteren Versuchen die
Abhéngigkeit des Abbaus von NIPA von diesen Motiven zu untersuchen.

4.3.2 Mutation der Dbox Motive hat keinen Einfluss auf die Bindung von
NIPA an Cdhl

Die APC-Koaktivatoren Cdc20 und Cdhl binden in vielen Féllen direkt an die Erken-
nungsmotive (Dboxen und KEN-Boxen) ihrer Substrate [90, 174]. Um zu untersuchen, ob
die Mutation der Dbox Motive in NIPA die Bindung an Cdhl beeinflusst, wurden Ko-
Immunprézipitationen durchgefiihrt. Hierfiir wurde HA-Cdhl zusammen mit Flag-NIPA
wt oder den Dbox-Mutanten in 293-Zellen transient koexprimiert. Als Kontrolle wurde
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Abbildung 4.12: Mutation der Dbox-Motive in NIPA hat keinen EinfluB auf die Bin-
dung an Cdhl. HA-Cdh1 wurde zusammen mit Flag-NIPAwt oder einer der Dbox-Mutanten
in 293-Zellen koexprimiert. 24 h nach der Transfektion wurden die Zellen fiir 6 h mit Pro-
teasominhibitoren inkubiert. Die Ko-Immunprazipitation wurde mit einem an Agarose-beads
gekoppelten Flag-Antikorper durchgefiihrt. Die gebundenen Proteinkomplexe wurden gelelek-
trophoretisch aufgetrennt. Die Abbildung zeigt die immunchemische Darstellung der Proteine
im Western Blot mit einem anti HA-Antikorper und einem anti Flag-Antikorper.

HA-Cdhl zusammen mit Leervektor transfiziert. Die Zellen wurden vor dem Ernten fiir
6 h mit Proteasominhibitoren behandelt, um den Abbau von NIPA zu verhindern. Nach
Herstellung der Zelllysate wurde Flag-NIPA mit einem agarosegekoppelten monoklonalen
Anti-Flag Antikoérper immunprézipitiert. Die Immunkomplexe wurden denaturiert, mittels
SDS-Gelelektrophorese aufgetrennt und auf eine PVDF-Membran transferiert.

Wie der Western Blot mit einem HA-Antikorper zeigt, wurde HA-Cdh1 sowohl mit Flag-
NIPA wt, als auch mit den NIPA-Dbox-Mutanten koimmunpréizipitiert (Abb. 4.12). Die
Mutation der D-box Motive in NIPA hat somit keinen Einfluss auf die Bindung von NIPA
an Cdhl. Die Bindung von Cdhl an NIPA ist spezifisch, da in der Kontrolle ohne NIPA
kein Cdhl in der Ko-Immunprézipitation vorhanden ist.

4.3.3 Mutation der Dbox-Motive in NIPA vermindert die APC“!_vermittelte
Ubiquitinierung in vitro

Wie bereits erwihnt, findet bei vielen Substraten des APC die Bindung an Cdhl oder
Cdc20 iiber das Degradationsmotiv im Substrat statt. Fiir einige Substrate wurde hingegen
gezeigt, dass der Abbau, jedoch nicht die Bindung an Cdhl von der Integritit des Dbox
Motives abhéngig ist (zum Beispiel [87, 175]). Somit wére es moglich, dass trotz der Dbox-
unabhingigen Bindung von NIPA an Cdhl die Ubiquitinierung durch den APC®"! und der
anschlieende Abbau der phosphorylierten Form von NIPA abhéingig von einem der beiden
Dbox-Motive ist. Deshalb soll nun im Folgenden untersucht werden, ob die Mutation der
Dbox-Motive einen Einfluss auf die in vitro Ubiquitinierung durch den APCCh! hat.
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Abbildung 4.13: Mutation der Dbox-Motive vermindert die APC"!-vermittelte Ubi-
quitinierung in vitro. Radioaktiv markiertes IVT-Produkt des wildtyp NIPA Proteins oder
der Dbox1+2-Mutante wurde in APC in vitro Ubiquitinierungs-Reaktionen eingesetzt. Zu
den angegebenen Zeitpunkten wurden Aliquots aus dem Reaktionsansatz entnommen, mit
SDS-Ladepuffer versetzt, denaturiert und gelelektrophoretisch aufgetrennt. Dargestellt ist die
Autoradiographie der Ubiquitinierungs-Versuche. Ub,: Ubiquitin-Konjugate.

Die in wvitro Ubiquitinierungsreaktion wurde wie bereits in Kapitel 4.2.5 beschrieben
durchgefiihrt. Jedoch wurde diesmal nicht nur wildtyp NIPA in die Reaktion eingesetzt,
es wurde auch eine Ubiquitinierungsreaktion mit einer Mutante von NIPA, in der beide
potentiellen D-Box Motive mutiert sind (Dbox1+2), durchgefiihrt.

Wie bereits in Kapitel 4.2.5 gezeigt wurde, wird wildtyp NIPA in wvitro durch den
APCC! ybiquitiniert (Abb. 4.13, Spur 1-4). Bei der Mutante, in der beide potentiellen
Dbox-Motive mutiert sind, ist auch eine schwache Ubiquitinierung zu erkennen (Spur 5-
8). Diese Ubiquitinierung ist allerdings wesentlich weniger stark ausgeprigt, als bei dem
wildtyp NIPA Protein.

Diese Daten zeigen, dass eines der Dbox-Motive - oder beide - essentiell fiir die AP
vermittelte in wvitro Ubiquitinierung ist und somit als Degradationsmotiv in NIPA dient.
Da die Mutation dieser Motive jedoch die Ubiquitinierung zwar abschwécht, aber nicht
vollstindig aufhebt, ist es wahrscheinlich, dass noch weitere Degradationsmotive in NIPA
vorhanden sind.

Cthl_

4.3.4 Mutation der Dbox-Motive hat keinen Einfluss auf die Stabilitit der
phosphorylierten Form von NIPA in der spaten Mitose

Da die Mutation der Dbox-Motive in NIPA zu einer verminderten in vitro Ubiquitinierung
durch den APC®4! fiihrt, sollte nun im Folgenden untersucht werden, ob eines der beiden
Dbox-Motive als Degradationsmotiv fiir den Abbau der phosphorylierten Form von NIPA
in der spéten Mitose eine Rolle spielt. Hierfiir wurden NIH/3T3-Zellen mit Flag-NIPA wild-
typ oder mit einer Mutante, in der beide Dbox-Motive mutiert wurden, transfiziert. Die
transfizierten Zellen wurden durch einen Thymidin-Nocodazol-Block in Prometaphase syn-
chronisiert und anschliefend durch Waschen synchron aus dem Zellzyklusblock entlassen.
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Abbildung 4.14: Mutation der Dbox-Motive hat keinen Einfluss auf die Stabilitdt der
phosphorylierten Form von NIPA in der spaten Mitose. NIH/3T3-Fibroblasten, die sta-
bil Flag-NIPA wildtyp oder die Dbox1+2 Mutante iiberexprimieren, wurden in Prometaphase
synchronisiert. AnschlieBend wurden die Zellen aus dem Zellzyklusblock entlassen, neu ausplat-
tiert und zu den angegebenen Zeitpunkten geerntet. Die Abbildung zeigt die immunchemische
Darstellung der Proteine im Western Blot mit den angegebenen Antikorpern.

NLS .

wpPSSPLRKAKRARLCSSS™
Dbox 2

Abbildung 4.15: Uberlappung des Dbox2 Motives in NIPA mit dem
Kernlokalisierungs-Signal. Dargestellt ist die Region der Aminosiuren 390-409 des
humanen NIPA-Proteins. Farblich hervorgehoben sind die fiir die nukledre Lokalisation wich-
tigen Aminosiuren (in grau), sowie die beiden essentiellen Aminosduren des Dbox2-Motives
(in rot). NLS: Kernlokalisierungs-Signal (nuclear localisation signal).

In Abbildung 4.14 ist zu sehen, dass etwa zwei Stunden nach Entlassen aus dem Zellzy-
klusblock die phosphorylierte Form des NIPA wildtyp Proteins fast vollstindig degradiert
ist. Auch bei der Mutante, in der beide Dbox-Motive mutiert wurden, ist zum gleichen
Zeitpunkt so gut wie kein phosphoryliertes Protein mehr vorhanden. Die vergleichbare Ki-
netik des Abbaus von Cyclin B1 zeigt, dass die Uberexpression der Dbox-Mutante keinen
Einfluss auf das Fortschreiten der Zelle durch die Mitose ausiibt. Somit hat die Mutation
der Dbox-Motive keinen Einfluss auf die Stabilitdt der phosphorylierten Form von NIPA in
der spaten Mitose.

4.3.5 Mutation der Dbox Motive beeinflusst die zelluldre Lokalisation von
NIPA

Das zweite D-box Motiv in NIPA {iberschneidet sich teilweise mit dem Motiv, das fiir
die nukledre Lokalisation von NIPA notwendig ist (nuclear localisation signal, NLS, siehe
Abb. 4.15). Die Mutation eines einzigen Aminoséure-Restes im NLS (K399P) fiihrt zu einer
teilweise cytoplasmatischen Expression von NIPA, wihrend bei einem Austausch von drei
Aminoséure-Resten (R395A, K399A, K401A) NIPA nur noch im Cytoplasma lokalisiert ist
[117).
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Abbildung 4.16: Mutation der Dbox-Motive beeinflusst die nukledre Lokalisation von
NIPA Gezeigt ist die Immunfluoreszenz-Aufnahme von Cos-1 Zellen, die transient Flag-NIPA
wt, Flag-NIPA Dbox1, Flag-NIPA Dbox2 oder die NLS-Mutante Flag-NIPA RKK iiberexpri-
mieren. Die Zellen wurden mit einem anti Flag-Antikorper und anschlieBend mit einem Alexa
Fluor® 594-markierten Sekundarantikorper gefirbt. Die Zellkerne wurden mit DAPI angefarbt.

Es wire moglich, dass eine falsche Lokalisation der Dbox-Mutante zu einem APC-un-
abhéngigen Abbau aufgrund dieser Fehl-Lokalisation fithrt. Um auszuschliefen, dass die
Mutation des Dbox-Motives auch das NLS abschwicht oder inaktiviert, wurde die zellu-
ldre Lokalisation der NIPA-Mutante mit Hilfe von indirekter Immunfluoreszenz iiberpriift.
Hierfiir wurden Cos-1 Zellen auf Objekttragern ausplattiert, mit Flag-NIPA wt, der Dbox1-
Mutante oder der Dbox2-Mutante transfiziert und 24 h nach der Transfektion geerntet. Als
Kontrolle wurden Zellen mit einer Mutante von NIPA transfiziert, die sich aufgrund einer
Mutation im NLS (R395A, K399A, K401A) ausschlieflich im Cytoplasma befindet. Nach
Fixierung und Permeabilisierung wurden die Zellen mit einem anti-Flag Antikérper und
anschlieBend mit einem Alexa Fluor® 594-markierten Zweitantikorper inkubiert.

Wie bereits beschrieben wurde, ist das wildtyp NIPA Protein ausschliellich im Zellkern
lokalisiert, wohingegen sich die NLS-Mutante (RKK) ausschliefllich im Cytoplasma befin-
det (Abb. 4.16, oben). Die Mutation des ersten Dbox-Motives hat keinen Einfluss auf die
Lokalisation des NIPA-Proteins. Bei der Dbox2-Mutante befindet sich hingegen ein Grof-
teil des Proteins im Cytoplasma. Diese cytoplasmatische Lokalisation ist jedoch nicht so
ausgeprigt, wie bei der NLS-Mutante (Abb. 4.16, unten).
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Da die Proteine mit Hilfe eines anti Flag-Antikorper detektiert wurden, ist in diesem Ver-
such ausschliellich die tiberexprimierte Dbox-Mutante, jedoch nicht das endogene wildtyp
Protein zu sehen. Aufgrund einer relativ niedrigen Transfektionseffizienz ist die Expression
von Flag-NIPA nur in einem Teil der Zellen zu sehen.

Diese Ergebnisse zeigen, dass die Mutation des Dbox2-Motives aufgrund seiner Nahe zum
NLS die Lokalisation von NIPA stark beeinflusst. Somit wire es moglich, dass die phospho-
rylierte Form der Dbox-Mutante in der spdten Mitose aufgrund der falschen Lokalisation
durch APC-unabhingige Mechanismen degradiert wird, so dass keine Stabilisierung dieser
Mutante zu beobachten ist.

4.4 Regulation der Ubiquitinierung von NIPA

Der APC®h1 st in der Mitose ab der spiten Anaphase und wihrend der gesamten anschlie-
Benden Gi-Phase aktiv (siehe Einleitung, Kap. 1.2.4). Da wihrend dieser Zellzyklusphase
die unphosphorylierte Form von NIPA akkumulieren kann, muss es einen Regulationsme-
chanismus geben, der gewihrleistet, dass die phosphorylierte Form von NIPA abgebaut wer-
den kann, wihrend unphosphoryliertes NIPA vor der Ubiquitinierung durch den APCCdh!
geschiitzt ist.

In den folgenden Experimenten soll deshalb untersucht werden, wie der Abbau von NIPA
durch den APC-Komplex reguliert wird.

4.4.1 Die Phosphomimick-Mutante von NIPA bindet an Skpl

Zunéichst wurde untersucht, ob der Phosphorylierungsstatus von NIPA direkt einen Ein-
fluss auf die Stabilitdt des Proteins hat. Als Phosphorylierungsstellen in NIPA wurden
die Serinreste 354, 359 und 395 identifiziert [127]. Diese Serinreste wurden mit Hilfe der
PCR-vermittelten Mutagenese (Kap. 3.1.8) zu Aspartatresten mutiert. Die Seitenkette der
Aminosdure Aspartat ist bei physiologischem pH-Wert negativ geladen und imitiert somit
die negative Ladung des Phosphat-Rests einer phosphorylierten Aminosdure. Die somit
erzeugte Phosphomimick-Mutante von NIPA (S354D, S359D, S395D oder "DDD*) wur-
de zunéchst auf seine Funktionalitéit untersucht. Phosphorylierung von NIPA in der Go-
Phase fithrt zur Dissoziation der NIPA-Skpl Bindung und somit zu einer Inaktivierung des
SCFNPA_Komplexes [124]. Um zu untersuchen, ob die Phosphomimick-Mutante noch in der
Lage ist, an Skpl zu binden, wurden GST-Bindungsstudien durchgefiihrt. Hierfiir wurde
Flag-NIPA wt oder die Phosphomimick-Mutante (DDD) transient in 293-Zellen iiberex-
primiert und die Lysate wurden in GST-Pulldown Experimente mit GST-Skpl oder als
Negativkontrolle GST eingesetzt.

Im linken Teil der Abbildung 4.17 sind die in den GST-Bindungsexperimenten eingesetz-
ten Lysate dargestellt. Wie der Western Blot mit einem anti Flag-Antikorper zeigt, sind
NIPA wt und die DDD-Mutante etwa gleich stark exprimiert. Der rechte Teil der Abbil-
dung zeigt die Bindung von Flag-NTPA an die GST-Skpl Sepharose. Hier ist zu sehen, dass
sowohl wildtyp NIPA, als auch die Phosphomimick-Mutante an Skpl binden.

Die Bindung von NIPA an Skpl ist spezifisch, da in der Kontrolle mit GST-Sepharose
kein NTPA im Pulldown vorhanden ist. Die Amidoschwarzfarbung der Membran im rechten
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Abbildung 4.17: Die Phosphomimick-Mutante von NIPA bindet an Skpl. 293-Zellen
wurden transient mit Flag-NIPA wt oder der Phosphomimik-Mutante, in der die Serine Ser354,
Ser359 und Ser395 zu Aspartat mutiert wurden (DDD), transfiziert. Die Lysate wurden mit
GST- oder GST-Skpl-Sepharose inkubiert und die gebundenen Proteinkomplexe gelelektro-
phoretisch aufgetrennt. Die Abbildung zeigt die immunchemische Darstellung der Proteine
in den Lysaten (links) und in den gebundenen Proteinkomplexen (rechts oben), sowie eine
Amidoschwarzfarbung der Membran (rechts unten).

unteren Teil der Abbildung belegt, dass in beiden Ansétzen gleiche Mengen an GST-Skpl
eingesetzt wurden.

Dieses Experiment zeigt, dass die Phosphomimick-Mutante von NIPA, in der die drei
Serinreste Ser354, Ser 359 und Ser395 zu Aspartat mutiert wurden, noch in der Lage ist,
an Skpl zu binden. Dies lasst darauf schlieflen, dass entweder weitere Aminoséurereste in
NIPA phosphoryliert werden miissen, um die Bindung von NIPA an Skpl zu l6sen, oder
die Mutation der Serinreste zu Aspartat imitiert die Phosphorylierung von NIPA nicht gut
genug, um eine Dissoziation von Skpl zu induzieren.

4.4.2 Phosphorylierung von NIPA an den Serinen Ser354, Ser359 und Ser395
hat keinen Einfluss auf die Bindung von NIPA an Cdhl

Um zu untersuchen, ob die Phosphorylierung von NIPA an den Serinresten Ser354, Ser359
und Ser395 einen direkten Einfluss auf die Bindung von NIPA an Cdhl hat, wurden Ko-
Immunprézipitationen mit einer Mutante durchgefiihrt, in der die Serinreste Ser354, Ser359
und Ser395 gegen nicht phosphorylierbare Alanine ausgetauscht wurden (Ser354,359,395Ala,
AAA). Neben dieser phosphorylierungs-defizienten Mutante wurde des weiteren die Phos-
phomimik-Mutante (DDD, Kap. 4.4.1) auf Bindung an Cdhl untersucht. HA-Cdhl wurde
zusammen mit Flag-NIPA wt, der phosphorylierungs-defizienten NIPA-Mutante AAA oder
der Phosphomimik-Mutante DDD transient in 293-Zellen koexprimiert. Als Kontrolle wur-
de HA-Cdh1 zusammen mit Leervektor transfiziert. Die Zellen wurden vor dem Ernten mit
Proteasominhibitoren behandelt, um einen verstiarkten Abbau von NIPA durch die Uber-
expression von Cdhl zu verhindern. Nach Herstellung der Zelllysate wurde Flag-NTPA mit
einem agarosegekoppelten monoklonalen anti Flag-Antikorper immunprézipitiert. Wie der
Westernblot mit einem Flag-Antikoérper zeigt, wurden vergleichbare Mengen NIPA immun-
prézipitiert. Die Expression von HA-Cdhl ist in den Zellen mit wildtyp NIPA etwas gerin-
ger, als in den Zellen, die die Mutanten exprimieren. Entsprechend ko-immunprézipitiert
wildtyp NIPA im Vergleich zu NIPA-AAA und NIPA-DDD etwas weniger HA-Cdhl. Die
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Abbildung 4.18: Phosphorylierung von NIPA an den Serinresten Ser354, Ser359 und
Ser395 hat keinen Einfluss auf die Bindung von NIPA an Cdhl. HA-Cdhl wurde zu-
sammen mit Flag-NIPA, der phosphorylierungs-defizienten Ser354,359,395Ala (AAA) Mutan-
te oder der Phosphomimik-Mutante Ser354,359,495Asp (DDD) in 293-Zellen koexprimiert.
24 h nach Transfektion wurden die Zellen fiir 6 h mit Proteasominhibitoren inkubiert. Die Ko-
Immunprazipitation wurde mit einem an Agarose-beads gekoppelten Flag-Antikorper durch-
gefiihrt. Die gebundenen Proteinkomplexe wurden gelelektrophoretisch aufgetrennt. Die Ab-
bildung zeigt die immunchemische Darstellung der Proteine im Western Blot mit einem anti
HA-Antikorper und einem anti Flag-Antikorper.

Flag-IP

Immunprézipitation ist spezifisch, da in der Kontrolle, in der kein Flag-NIPA exprimiert
wurde, kein HA-Cdh1 ko-immunprézipitiert wurde.

Diese Daten zeigen, dass die phosphorylierungsdefiziente Mutante von NIPA, sowie die
Phosphomimik-Mutante etwa gleich gut an Cdh1 binden wie wildtyp NIPA. Dies weist dar-
auf hin, dass vermutlich die Phosphorylierung von NIPA nicht direkt zu einer verstirkten
Bindung von NIPA an Cdhl und somit zur Degradation von phosphoryliertem NIPA fiihrt.
Es besteht allerdings die Mo6glichkeit, dass weitere Aminoséurereste neben den drei bekann-
ten Serinen in der Mitose phosphoryliert werden und auch diese mutiert werden miissten,
um einen Unterschied in der Bindung an Cdh1 herbeizufiihren.

4.4.3 Die F-Box Mutante ist instabiler als wildtyp NIPA

Neben der direkten Erkennung von ausschliefSlich phosphoryliertem NIPA durch den APC,
wére eine weitere Moglichkeit, dass die Ubiquitinierung von NIPA iiber die Bindung an
Skpl reguliert wird. Dies wiirde heiflen, dass die unphosphorylierte Form von NIPA durch
seine Bindung an Skp1 vor dem Abbau durch den APCYIM Komplex geschiitzt ist, wihrend
die Phosphorylierung in der Mitose zu einer Dissoziation von Skpl fithrt und NIPA somit
durch den APC®IP! ybiquitiniert werden kann.

F-Box Proteine binden iiber ihr F-Box Motiv an Skpl [37]. Fiir diese Bindung ist ein
konserviertes Leucin-Prolin Dipeptid im F-Box Motiv essentiell [35]. Eine Mutante von
NIPA, in der diese beiden konservierten Aminoséduren Leul70 und Prol171 zu Alanin mutiert
wurden (F-Box Mutante), ist nicht mehr in der Lage, an Skpl zu binden [124].

Im Folgenden sollte nun untersucht werden, ob der Abbau von NIPA iiber die Bindung
an Skpl reguliert wird. Hierfiir wurde zun#chst die Stabilitit der F-Box Mutante, die nicht
mehr in der Lage ist, an Skpl zu binden, untersucht. Zu diesem Zweck wurden 293-Zellen
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Abbildung 4.19: Die F-Box Mutante ist instabiler als wildtyp NIPA. a) Je 10 ug Flag-
NIPA wt oder die F-Box Mutante wurden in 293-Zellen transfiziert. 24 h nach Transfektion
wurden die Zellen geerntet. Die Abbildung zeigt die immunchemische Darstellung der Proteine
im Western Blot mit den angegebenen Antikdrpern auf der gleichen Membran. b) 293-Zellen
wurden mit 1 ug Flag-NIPA wt oder 10 ug der F-Box Mutante transfiziert. 24h nach der
Transfektion wurden die Zellen trypsiniert und auf 3 Zellkulturschalen aufgeteilt. Weitere 24 h
spater wurden die Zellen mit dem Translationsinhibitor Cycloheximid behandelt und zu den
angegebenen Zeitpunkten geerntet. Die Abbildung zeigt die immunchemische Darstellung der
Proteine im Western Blot mit einem anti Flag-Antikorper und einem anti 8-Aktin Antikor-
per auf der gleichen Membran. Aufgrund der unterschiedlich starken Expression der beiden
NIPA Konstrukte sind fiir die Entwicklung mit dem anti Flag-Antikorper zwei verschiedene
Expositionszeiten abgebildet.

transient mit Flag-NTPA wt oder der F-Box Mutante transfiziert. In Abbildung 4.19 a ist zu
sehen, dass trotz gleicher Mengen transfizierter DNA die F-Box Mutante in einem wesentlich
geringeren Maf} exprimiert wird, als wildtyp NIPA.

Um nun zu untersuchen, ob diese geringere Expression auf eine verminderte Stabilitét
der Mutante zuriickzufiihren ist, wurde die Halbwertszeit der beiden Proteine mit Hilfe des
Translationsinhibitors Cycloheximid bestimmt. Hierfiir wurden Flag-NIPA wt oder die F-
Box Mutante in 293-Zellen transfiziert, anschlieend wurden die Zellen trypsiniert und auf
3 Zellkulturschalen aufgeteilt. Dem Medium wurde Cycloheximid zugegeben, um die Neu-
synthese der Proteine zu hemmen und die Zellen wurden zu den angegebenen Zeitpunkten
geerntet. Wie in Abbildung 4.19b zu sehen ist, hat die F-Box Mutante eine Halbwertszeit
von weniger als 3 Stunden, wihrend bei wildtyp NIPA selbst nach 6 Stunden noch ein
Grofiteil des Proteins vorhanden ist.

Diese Experimente zeigen, dass die F-Box Mutante von NIPA eine verminderte Stabilitét
aufweist. Dies weist darauf hin, dass die Bindung von NIPA an Skpl die Stabilitdt von NIPA
beeinflusst.

4.4.4 Die F-Box Mutante wird in vivo stadrker ubiquitiniert als wildtyp NIPA

Da die F-Box Mutante eine kiirzere Halbwertszeit aufweist, als wildtyp NIPA, sollte im
Folgenden untersucht werden, ob dies auf eine verstéirkte Ubiquitinierung dieser Mutante
zuriickzufithren ist.

Hierfiir wurden #hnlich wie in Kap. 4.1.2 beschrieben in vivo Ubiquitinierungs-Experi-
mente durchgefithrt. Zu diesem Zweck wurde HA-Ubiquitin zusammen mit Flag-NIPAwt
oder der F-Box Mutante oder als Kontrolle alleine transient in 293 Zellen transfiziert. Hier-
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Abbildung 4.20: Die F-Box Mutante wird in vivo starker ubiquitiniert als wildtyp NI-
PA. Flag-NIPA wt oder die F-Box Mutante wurden zusammen mit HA-Ubiquitin in 293-Zellen
transient koexprimiert. 24 h nach Transfektion wurden die Zellen fiir 6 h mit Proteasominhibi-
toren inkubiert. Die Lysate wurden denaturiert und Flag-NIPA wurde mit einem an Agarose-
beads gekoppelten Flag-Antikorper immunprazipitiert. Die Abbildung zeigt die immunchemi-
sche Darstellung der Immunprazipitationen mit einem anti HA-Antikérper und einem anti
Flag-Antikorper auf der gleichen Membran. IP: Immunprazipitation; Ub,: Ubiquitinkonjugate.

bei wurde im Vergleich zum NIPAwt-Konstrukt die 10-fache Menge an DNA der F-Box
Mutante transfiziert, um eine vergleichbare Expression der beiden Proteine zu gewéhr-
leisten. Die Zellen wurden vor dem Ernten mit Proteasominhibitoren behandelt, um die
ubiquitinierte Form von NIPA anzureichern. Nach Herstellung der Zelllysate wurden diese
denaturiert und Flag-NIPA wurde mit einem agarosegekoppelten monoklonalen anti-Flag
Antikorper immunprizipitiert.

Im linken Teil der Abbildung 4.20 sind die Ubiquitinkonjugate in den Immunprézipitaten
mit einem anti HA-Antikorper dargestellt. Hier ist deutlich zu sehen, dass in dem Ansatz
mit der F-Box Mutante wesentlich mehr ubiquitiniertes Protein vorliegt, als im Immun-
préazipitat des wildtyp NIPA. Auch in der immunchemischen Darstellung mit einem anti
Flag-Antikorper wird deutlich, dass die F-Box Mutante mehr hochmolekulare Konjugate
bildet, als wildtyp NIPA (Abb. 4.20 rechts oben). Bei kurzer Exposition ist zu sehen, dass
in beiden Ansitzen vergleichbare Mengen Protein immunprézipitiert wurden (Abb. 4.20
rechts unten).

Aus diesem Experiment ldsst sich schlussfolgern, dass die verminderte Stabilitéit der NTPA
F-Box Mutante im Vergleich zum wildtyp Protein auf eine stérkere Ubiquitinierung dieser
Mutante zuriickzufiihren ist. Dies bedeutet, dass die Mutante, die nicht an Skpl binden
kann, ein besseres Substrat des APCCM_Komplexes zu sein scheint, als wildtyp NIPA.
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Abbildung 4.21: Die F-Box Mutante wird starker abgebaut, als NIPA wt. Flag-NIPA wt
oder die F-Box Mutante wurden transient in 293-Zellen {iberexprimiert. 24 h nach Transfektion
wurden die Zellen fiir 6 h mit Proteasominhibitoren inkubiert. Die aus den Zellen gewonnenen
Lysate wurden gelelektrophoretisch aufgetrennt. Die Abbildung zeigt die immunchemische
Darstellung der Lysate mit einem anti Flag-Antikorper und einem anti 8-Aktin Antikorper auf
der gleichen Membran.
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Abbildung 4.22: Skpl schiitzt NIPA vor Degradation in vitro. Radioaktiv markiertes
Flag-NIPAwt IVT-Produkt wurde zundchst mit aufgereinigtem GST-Skpl oder GST fiir 1 h
in Lysispuffer schiittelnd inkubiert und anschlieBend mit einem agarosegekoppelten Flag-
Antikorper immunprazipitiert. Diese Immunprazipitate wurden in Degradations-Ansitze mit
Lysaten aus Gi-Phase synchronisierten Hela-Zellen eingesetzt. Zu den angegebenen Zeitpunk-
ten wurden Aliquots aus den Reaktionsansdtzen entnommen, mit SDS-Ladepuffer versetzt,
denaturiert und gelelektrophoretisch aufgetrennt. Dargestellt ist die Autoradiographie der
Degradations-Versuche.

Entsprechend fithrt auch die Behandlung der Zellen mit einem Proteasominhibitor zu
einer Akkumulierung der F-Box-Mutante von NIPA, w#hrend sie keinen Einfluss auf die
Expression des wildtyp Proteins hat (Abb. 4.21). Auch dieses Experiment zeigt, dass die
F-Box Mutante stédrker durch das Proteasom abgebaut wird, als wildtyp NIPA.

4.4.5 Skpl schiitzt NIPA vor Degradation in vitro

Um nun zu untersuchen, ob die Bindung an Skpl tatséchlich die Stabilitdt von NIPA
beeinflusst, wurden #hnlich wie in Kapitel 4.2.2 Degradationsversuche durchgefiihrt. Je-
doch wurde das radioaktiv markierte Flag-NIPA ITVT-Produkt zunéchst mit aufgereinigtem
GST-Skpl Fusionsprotein in Lysispuffer schiittelnd inkubiert, damit das Skp1l an NTPA bin-
det. Anschliefend wurde das an GST-Skpl gebundene NIPA mit einem agarosegekoppelten
Flag-Antikorper immunprézipitiert und in Degradationsversuche eingesetzt. Als Kontrolle
wurde NIPA vor der Immunprézipitation mit GST inkubiert.

In Abbildung 4.22 ist die Autoradiographie der Degradationsversuche dargestellt. In dem
Kontrollansatz, in dem NIPA zuvor mit GST inkubiert wurde, nimmt die Intensitéit der
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Abbildung 4.23: Uberexpression von Skp1 verhindert die Bindung von NIPA an Cdhl.
HA-Cdh1 wurde zusammen mit Flag-NIPA, mit Flag-NIPA und Skp1 oder als Kontrolle alleine
in 293-Zellen transfiziert. Die Ko-Immunprazipitation wurde mit einem an Agarose-beads ge-
koppelten Flag-Antikorper durchgefiihrt und die gebundenen Proteinkomplexe wurden gelelek-
trophoretisch aufgetrennt. Die Abbildung zeigt die immunchemische Darstellung der Proteine
in den Lysaten, sowie in den Immunprazipitationen mit den angegebenen Antikdrpern.

radioaktiven Bande, also die Konzentration von NIPA im Reaktionsansatz im Verlauf des
Versuchs stark ab (Spur 1-3). NIPA wird also in diesem Ansatz abgebaut. Wird jedoch
Skpl-gebundenes NIPA in dem Versuch eingesetzt, wird NIPA kaum abgebaut (Spur 4-6).
Die Bindung an Skpl scheint also NIPA vor Degradation in wvitro zu schiitzen.

4.4.6 Uberexpression von Skpl verhindert die Bindung von NIPA an Cdhl

Die vorherigen Experimente zeigen, dass die Bindung an Skpl NIPA vor dem Abbau durch
den APCCPIM! schiitzt. Dies konnte bedeuten, dass Skpl-gebundenes NIPA nicht mehr durch
den APC-Aktivator Cdhl gebunden und somit zum APC-Kernkomplex rekrutiert werden
kann. Alternativ wire es moglich, dass Cdhl zwar an Skpl-gebundenes NIPA bindet, dieses
aber nicht durch den APC ubiquitiniert werden kann.

Um zu untersuchen, durch welchen dieser Mechanismen Skpl NIPA vor dem Abbau
schiitzt, wurden NIPA /Cdhl Ko-Immunprézipitationen mit und ohne gleichzeitiger Skpl-
Uberexpression durchgefithrt. Hierfiir wurden HA-Cdhl und Flag-NIPA zusammen mit
Skpl oder mit einem Leervektor in 293-Zellen transfiziert. Als Kontrolle wurde in einem
Ansatz nur HA-Cdhl transfiziert. Nach Herstellung der Zelllysate wurde Flag-NIPA mit
einem agarosegekoppelten monoklonalen Anti-Flag Antikorper immunprézipitiert.

Wie der Western Blot mit einem Flag-Antikorper zeigt, wurde Flag-NTPA in beiden
Ansétzen gleich gut immunprézipitiert (Abb. 4.23, Spur 2 und 3). In dem Ansatz, in dem
Skpl ko-exprimiert wurde, ist eine Bindung von Skpl an NIPA zu sehen (Spur 3). HA-
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Cdhl wurde in allen Ansétzen gleich stark exprimiert. Jedoch ist eine Bindung von Cdhl
an NIPA nur in dem Ansatz zu sehen, in dem nicht gleichzeitig Skpl {iberexprimiert wurde
(vergleiche Spur 2 und 3). Die Ko-Immunprizipitation von Cdhl ist spezifisch, da in dem
Kontroll-Ansatz ohne NIPA kein Cdhl immunprézipitiert wurde (Spur 1).

Aus diesen Daten lésst sich schlussfolgern, dass Skpl und Cdhl um die Bindung an NIPA
kompetitieren und Cdhl somit nur an freies, nicht Skpl-gebundenes NIPA binden kann.
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5 Ergebnisse Il: Regulation von NIPA nach
Schadigung der DNA

Treten in einer Zelle Schidigungen an der DNA auf, so wird der Zellzyklus arretiert, bis
die geschidigte DNA repariert ist. Dieser Zellzyklusarrest wird durch negative Regulati-
on der Cyclin-CDK-Komplexe an den verschiedenen Zellzyklus-Ubergéingen gewihrleistet
(siehe Einleitung, Kap. 1.4). Die einzelnen Komponenten der Signalkaskaden, die zu die-
ser Inhibierung der Cyclin-CDK-Komplexe fithren, sind weitgehend Proteine, die auch im
ungestorten Zellzyklus an der Regulation der Cyclin-CDK-Komplexe beteiligt sind.

Im Folgenden soll deshalb untersucht werden, ob das F-Box Protein NIPA eine Rolle in
der Signaltransduktion nach DNA-Schidigung spielt. Insbesondere wurde in dieser Arbeit
die Regulation von NIPA nach Bestrahlung der Zellen mit ultravioletter Strahlung (UVC,
254nm) analysiert. Die Bestrahlung von Zellen mit UVC fiihrt zu DNA-Schidigungen in
Form von Cyclobutan Pyrimidin-Dimeren (CPDs) und (6-4)-Photoprodukten, die zu Quer-
verbindungen benachbarter DNA Basen fithren [176]. Diese “crosslinks” benachbarter Basen
haben Verzerrungen der DNA Helix zur Folge, die zu einer Blockierung der Replikations-
gabel und Einzelstrangbriichen der DNA fiihren [177].

5.1 NIPA wird nach UVC-Behandlung phosphoryliert

Die Funktion von NIPA wird im normalen Zellzyklus durch Phosphorylierung am Go/M-
Ubergang reguliert. Infolgedessen wurde hier zunichst untersucht, ob auch in Folge von
DNA-Schidigungen eine Phosphorylierung von NIPA stattfindet.

5.1.1 NIPA wird nach UVC-Behandlung dosis- und zeitabhangig phosphoryliert

Um zu untersuchen, ob NIPA nach UV-Bestrahlung phosphoryliert oder andersweitig re-
guliert wird, wurden NIH/3T3-Fibroblasten, die stabil Flag-NIPA iiberexprimieren mit
verschiedenen Intensitdten UV bestrahlt. In Abbildung 5.1 a sieht man, dass in den unbe-
handelten Zellen NIPA fast ausschliefllich in unphosphorylierter Form vorliegt. Auch nach
Bestrahlung der Zellen mit relativ niedrigen Intensitéiten UV (10 und 20 J/m?) ist NIPA
nicht phosphoryliert. Werden die Zellen hingegen mit 50 J/m? bestrahlt, liegt ein GroBteil
des NIPA-Proteins in phosphorylierter Form vor, wiahrend bei noch hoheren Intensititen
ausschlieBlich phosphoryliertes NIPA vorhanden ist. Bestrahlung der Zellen mit 150 .J/m?
induziert eine schwache zusitzliche, etwas hoher laufende Bande, die bei 300J/m? noch
ausgepragter ist. Bei diesen hohen UV-Intensititen wird NIPA somit vermutlich an einer
oder mehreren zusédtzlichen Aminosduren phosphoryliert.

Um nun die Kinetik der Phosphorylierung von NIPA nach der UV-Bestrahlung zu un-
tersuchen, wurden die Zellen mit 100J/m? bestrahlt und zu verschiedenen Zeitpunkten
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5 Ergebnisse II: Regulation von NIPA nach Schédigung der DNA
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Abbildung 5.1: NIPA wird nach UVC-Behandlung dosis- und zeitabhingig phospho-
ryliert. a) NIH/3T3-Fibroblasten, die stabil Flag-NIPA iiberexprimieren wurden mit den an-
gegebenen Intensitdten UV bestrahlt und 2h nach der Bestrahlung geerntet. b) Flag-NIPA
iiberexprimierende NIH/3T3-Zellen wurden mit 100 J/m? UVC bestrahlt und zu den angege-
benen Zeitpunkten nach der Bestrahlung geerntet.

nach der Bestrahlung geerntet. Abbildung 5.1b zeigt, dass bereits 10 min nach der Be-
strahlung etwa die Halfte des NIPA-Proteins in phosphorylierter Form vorliegt, wahrend
nach einer halben Stunde ausschlieBlich phosphoryliertes NIPA vorhanden ist. Auch im
weiteren Zeitverlauf liegt NIPA nur in der phosphorylierten Form vor, jedoch nimmt die
Expressionsstiarke mit der Zeit ab, bis 8 h nach der Bestrahlung keine NIPA-Expression
mehr vorhanden ist.

Diese Daten zeigen, dass NIPA nach Bestrahlung von Zellen mit UVC-Strahlung durch
Phosphorylierung reguliert wird. Diese Phosphorylierung findet relativ schnell nach der
UV-Bestrahlung statt und bleibt iiber mehrere Stunden erhalten. Die Stérke und auch die
Art der Phosphorylierung ist hierbei abhéngig von der Intensitéit der Bestrahlung.

5.1.2 NIPA wird nach UVC-Behandlung an Serin 354 phosphoryliert

NIPA wird am Gy /M Zellzyklus-Ubergang an den Serinen 354, 359 und 395 phosphoryliert
[127]. Um zu untersuchen, an welchen Aminoséure-Resten die Phosphorylierung NIPAs
nach Behandlung der Zellen mit UVC stattfindet, wurden Flag-markierte NIPA-Mutanten,
in denen die Serine 354, 359 oder 395 zu Alanin mutiert wurden, transient in Cos-1 Zellen
transfiziert. Diese Zellen wurden, falls angegeben mit 100 J/m? UV-bestrahlt und 2h nach
der Bestrahlung geerntet.

Wie die immunchemische Darstellung mit einem Flag Antikérper in Abbildung 5.2 a
zeigt, wurden NIPAwt und die S359A und S395A-Mutanten durch Bestrahlung der Zellen
mit UV phosphoryliert. Substitution des Ser354 durch Alanin hingegen inhibiert die UV-
induzierte Phosphorylierung NIPAs. Dies weist darauf hin, dass NITPA nach Behandlung mit
dieser Intensitdt UVC an Serin 354, jedoch nicht an den Serinen 359 oder 395 phosphoryliert
wird. Auch in einem weiteren Experiment mit NIH/3T3 Fibroblasten, die stabil Flag-NIPA
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Abbildung 5.2: NIPA wird nach UVC-Behandlung an Serin 354 phosphoryliert. a) Cos-1
Zellen wurden transient mit Flag-NIPA wt oder einer der phosphorylierungsdefizienten Mu-
tanten Ser3b4Ala, Ser359Ala oder Ser395Ala transfiziert. 24 h nach Transfektion wurden die
Zellen trypsiniert und auf zwei Zellkulturschalen aufgeteilt. Weitere 24 h spater wurden die
Zellen, falls angegeben, mit 100J/m? bestrahlt und nach einer Stunde geerntet. Die Ab-
bildung zeigt die immunochemische Darstellung der Proteine im Westernblot mit einem anti
Flag-Antikérper und einem 3-Aktin-Antikérper auf der gleichen Membran. b) NIH/3T3-Zellen,
die stabil Flag-NIPAwt oder die Ser354Ala Mutante exprimieren, wurden mit 100J/m2 be-
strahlt oder unbehandelt gelassen und nach einer Stunde geerntet. Die Abbildung zeigt die
immunochemische Darstellung der Proteine mit den angegebenen Antikdrpern auf der gleichen
Membran.

wt oder die S354A Mutante exprimieren, ist deutlich zu sehen, dass in der Mutante die
UV-induzierte Phosphorylierung vollstdndig inhibiert ist (Abb. 5.2b). Diese vollstéindige
Inhibierung der Phosphorylierung durch Substition des Ser354 durch Alanin weist darauf
hin, dass dieser Serinrest entweder die einzige Phosphorylierungsstelle nach UV-Bestrahlung
ist, oder als erste Phosphorylierungsstelle essentiell fiir die anschlieBende Phosphorylierung
weiterer Aminosdurereste.

Des Weiteren zeigen Versuche mit einem phosphorylierungs-spezifischen Antikérper, dass
NIPA nach UV-Bestrahlung an Serin 354 phosphoryliert wird. U20S-Zellen wurden mit
verschiedenen Intensitédten UV bestrahlt und zwei Stunden nach der Bestrahlung geerntet.
Abbildung 5.3 a zeigt, dass bei hoheren Intensitidten eine Phosphorylierung von NIPA an
Serin 354 stattfindet. Diese Phosphorylierung tritt etwa 30 Minuten nach der Bestrahlung
auf und bleibt iiber mehrere Stunden erhalten (Abb. 5.3b).

5.1.3 Die Akkumulierung von phosphoryliertem NIPA nach UVC-Bestrahlung
ist zellzyklus-abhangig

Um zu untersuchen, ob in allen Zellzyklusphasen eine Phosphorylierung von NIPA statt-
findet, wurden synchronisierte Zellen UV-bestrahlt und der Phosphorylierungsstatus von
NIPA im Western-Blot analysiert.

NIH/3T3-Fibroblasten, die stabil Flag-NIPA exprimieren wurden in der Go-Phase des
Zellzyklus synchronisiert und anschliefend aus dem Zellzyklusblock entlassen. Zu den an-
gegebenen Zeitpunkten nach dem Entlassen aus dem Zellzyklusblock wurden die Zellen mit
100 J/m? UVC bestrahlt und 45 min spiter geerntet. Der Anteil der Zellen, die sich zum
Zeitpunkt der UV-Bestrahlung in S-Phase befanden, wurde durch BrdU-Farbung durch-
flusszytometrisch bestimmt.

Wihrend den ersten 12h nach der Synchronisierung sind so gut wie alle Zellen BrdU-
negativ (Abb. 5.4b). Dies bedeutet, dass diese Zellen noch nicht in die S-Phase eingetreten
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Abbildung 5.3: NIPA wird nach UV-Bestrahlung an Ser354 zeit- und dosisabhingig
phosphoryliert. a) U20S-Zellen wurden mit den angegebenen Intensititen UV bestrahlt und
2h nach der Bestrahlung geerntet. b) U20S-Zellen wurden mit 100 J/m? UVC bestrahlt und
zu den angegebenen Zeitpunkten nach der Bestrahlung geerntet.
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Abbildung 5.4: Die Akkumulierung von phosphoryliertem NIPA nach UVC-
Bestrahlung ist zellzyklus-abhdngig. a) NIH/3T3-Zellen, die stabil Flag-NIPA exprimieren,
wurden durch Serumentzug in der Go-Phase des Zellzyklus synchronisiert und anschlieBend
aus dem Zellzyklus-Block entlassen. Die Zellen wurden zu den angegebenen Zeitpunkten mit
100 J/m? bestrahlt oder unbehandelt gelassen und 45min spiter geerntet. Die Abbildung
zeigt die immunochemische Darstellung der Proteine im Western Blot. In Abbildung b) sind
die Zellen aus dem gleichen Experiment gezeigt, jedoch nur UV-behandelte Zellen zu mehreren
Zeitpunkten. Der Anteil der Zellen, die sich zum Zeitpunkt der UV-Bestrahlung in S-Phase
befanden, wurde durch BrdU-Farbung durchflusszytometrisch bestimmt.
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Abbildung 5.5: UVC-induzierte Phosphorylierung von NIPA fiihrt zu Dissoziation der
Bindung an Skpl. NIH/3T3-Zellen, die stabil Flag-NIPA wt exprimieren, wurden mit den an-
gegebenen Intensitdten UVC bestrahlt und 2 h nach Bestrahlung geerntet. Die Lysate wurden
mit GST- oder GST-Skpl-Sepharose inkubiert und die gebundenen Proteinkomplexe gelelek-
trophoretisch aufgetrennt. Die Abbildung zeigt die immunchemische Darstellung der Proteine
in den Lysaten (links), sowie in den gebundenen Proteinkomplexen (rechts oben), sowie eine
Amidoschwarzfiarbung der Membran (rechts unten).

sind, sich also in der Go/Gi-Phase des Zellzyklus befinden. In diesen Zellen liegt NIPA
in unphosphorylierter Form vor. Nach UV-Bestrahlung ist in diesen Zellen jedoch keine
Expression von NIPA mehr zu erkennen. Erst gegen Ende der Gi-Phase (9,5h) kommt es
zu einer leichten Akkumulierung von phosphoryliertem NIPA (Abb. 5.4 a+b). Zu spéteren
Zeipunkten hingegen, wenn sich ein signifikanter Anteil der Zellen zum Zeitpunkt der UV-
Bestrahlung in S-Phase befindet (15h nach der Synchronisierung) kommt es infolge der
Bestrahlung zu einer ausgeprigten Akkumulierung der phosphorylierten Form von NIPA
(Abb. 5.4b).

Aus diesen Ergebnissen ldsst sich schlieBen, dass NIPA durch UV-Bestrahlung in der G-
und S-Phase des Zellzyklus fast vollstdndig phosphoryliert wird und die phosphorylierte
Form von NIPA in diesen Zellzyklusphasen nach der Bestrahlung akkumuliert. Werden
hingegen Zellen in der Gi-Phase bestrahlt, kommt es zu einer Degradation des NIPA Pro-
teins.

5.1.4 UVC-induzierte Phosphorylierung von NIPA fiihrt zu Dissoziation der
Bindung an Skpl

Phosphorylierung von NIPA in der Go-Phase fiihrt zur Dissoziation der NIPA-Skpl Bin-
dung und somit zu einer Inaktivierung des SCFN'PA Komplexes [124]. Um zu untersuchen,
ob auch die UV-induzierte Phosphorylierung von NIPA zu einer Inaktivierung des SCFNPA
Komplexes fiihrt, wurden GST-Bindungsstudien durchgefiihrt. Hierfiir wurden subkonflu-
ente stabile Flag-NIPA wt exprimierende NIH/3T3-Zellen mit 20.J/m? oder 150 J/m? UVC
bestrahlt und 2h nach Bestrahlung geerntet oder als Kontrolle unbehandelt gelassen. An-
schliefend wurden die entsprechenden Lysate in GST-Bindungsexperimenten mit GST-
Skpl oder als Negativkontrolle GST eingesetzt.

Im linken Teil der Abbildung 5.5 sind die in den GST-Bindungsexperimenten eingesetzten
Lysate dargestellt. Wie der Western Blot mit einem Flag-Antikorper zeigt, liegt NIPA in
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Abbildung 5.6: Das Zinkfingermotiv in NIPA, jedoch nicht die nukledre Lokalisierung
von NIPA, ist wichtig fiir die UV-induzierte Phosphorylierung. a)+b) Cos-1 Zellen wur-
den transient mit Flag-NIPA wt (wt), der Zinkfingermutante (ZF) oder einer Mutante, in
der das NLS mutiert wurde (RKK) transfiziert. 24 h nach der Transfektion wurden die Zellen
trypsiniert und auf 2 Zellkulturschalen aufgeteilt. Weitere 24 h spater wurden die Zellen, falls
angegeben, mit 100 J/m? bestrahlt und nach einer Stunde geerntet. Die Abbildung zeigt die
immunochemische Darstellung der Proteine im Westernblot mit einem anti Flag-Antikorper
und einem (-Aktin-Antikorper auf der gleichen Membran

den mit 150 J/m? bestrahlten Zellen ausschlieflich in phosphorylierter Form vor. In den
unbestrahlten Zellen, sowie in den mit 20.J/m? bestrahlten Zellen hingegen ist sowohl die
unphosphorylierte, als auch die phosphorylierte Form von NIPA vorhanden. In allen Lysaten
ist Flag-NIPA in vergleichbaren Mengen exprimiert. Der rechte Teil der Abbildung zeigt
die Bindung von Flag-NIPA an die GST-Skpl-Sepharose. In den unbestrahlten Zellen,
sowie in den mit 20.J/m? Zellen, bindet NIPA an Skpl. Hingegen ist nach Bestrahlung mit
150 J/m?, wenn NIPA ausschlieBlich in phosphorylierter Form vorliegt, keine Bindung an
Skpl zu sehen. Die Bindung von NIPA an Skpl ist spezifisch, da in der Kontrolle mit GST-
Sepharose kein NIPA im Pulldown vorhanden ist. Die Amidoschwarzfirbung der Membran
im rechten unteren Teil der Abbildung zeigt, dass in allen Ansétzen gleiche Mengen an
GST-Skpl eingesetzt wurden.

Die Ergebnisse dieses Experiments zeigen, dass UV-induzierte Phosphorylierung von NI-
PA ebenso wie die zellzyklus-abhéingige Phosphorylierung in der Gs-Phase zu einer Dis-
soziation der Bindung an Skpl und somit zu einer Inaktivierung des SCFNPA Komplexes
fiihrt.

5.1.5 Das Zinkfingermotiv in NIPA ist wichtig fiir die UV-induzierte
Phosphorylierung

Im C-Terminus von NIPA befindet sich eine potentielle Zinkfingerdoméne. Derartige Zink
bindenden Motive vermitteln in vielen Proteinen die spezifische Bindung an DNA, RNA
oder andere Proteine. Um zu untersuchen, ob das Zinkfingermotiv in NIPA wichtig fiir
dessen Phosphorylierung nach UV-Bestrahlung ist, wurden die konservierten Aminoséu-
ren (Cys117, Cys120, His152 und Cys156), die vermutlich durch die koordinative Bindung
eines Zn’*-Ions an der Ausbildung eines Zinkfingers beteiligt sind, zu Alaninen mutiert.
Diese Zinkfingermutante (ZF) oder wildtyp NIPA wurden transient in Cos-1 Zellen iiber-
exprimiert. Die Zellen wurden mit 100 J/m? UVC bestrahlt oder als Kontrolle unbehandelt
belassen und eine Stunde spéter geerntet. Wie in Abbildung 5.6 a zu sehen ist, liegen in
den unbehandelten Zellen sowohl wildtyp NIPA als auch die Zinkfingermutante ausschlie3-
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5.2 Die UV-induzierte Phosphorylierung von NIPA ist ATR-abhéngig

lich in nicht phosphorylierter Form vor. Die UVC-Bestrahlung der Zellen induziert eine
Phosphorylierung des wildtyp Proteins, jedoch nicht der Zinkfingermutante. Somit scheint
die Integritét des Zinkfingermotivs in NIPA wichtig fiir die Phosphorylierung des Proteins
nach UVC-Bestrahlung zu sein.

Viele Proteine, die an der Signaltransduktion nach Schidigung der DNA beteiligt sind,
werden an die Stelle der DNA-Schédigung rekrutiert, um dort phosphoryliert und aktiviert
zu werden [178]. Falls NIPA mit seinem potentiellen Zinkfinger an DNA binden sollte
und diese DNA-Bindung Voraussetzung fiir die UV-induzierte Phosphorylierung von NIPA
wére, sollte eine Mutante von NIPA, die nicht im Zellkern lokalisiert ist, nicht phosphoryliert
werden konnen.

Der Austausch von drei Aminoséure-Resten im NLS-Motiv (R398A, K399A, K401A)
fithrt zu einer ausschlielich cytoplasmatischen Lokalisierung von NIPA [117]. Ein weite-
res Experiment zeigt, dass diese Mutante (RKK) in der Lage ist, nach UV-Bestrahlung
phosphoryliert zu werden (Abb. 5.6b). Demzufolge ist die nukledre Lokalisierung und so-
mit eine etwaige Zinkfinger-vermittelte Bindung an die DNA keine Voraussetzung fiir die
UV-induzierte Phosphorylierung von NIPA.

5.2 Die UV-induzierte Phosphorylierung von NIPA ist
ATR-abhdngig

Unter den wichtigsten Kinasen in der Regulierung der Signalantwort nach DNA-Schédi-
gungen sind die beiden Phosphatidylinositolkinase-dhnlichen Kinasen ATM und ATR (siehe
Einleitung, Kap. 1.4). Deshalb sollte nun untersucht werden, ob die Phosphorylierung von
NIPA abhiingig von der Aktivitit einer dieser beiden Checkpointkinasen ist.

5.2.1 Caffein inhibiert die Phosphorylierung von NIPA in der Mitose und nach
UV-Bestrahlung

Zunéchst wurde untersucht, ob ein Inhibitor der beiden Kinasen ATM und ATR die UV-
induzierte Phosphorylierung von NIPA beeinflusst. Hierfiir wurde das Methylxanthin Caf-
fein verwendet, welches sowohl die katalytische Aktivitidt von ATM als auch von ATR
inhibiert [163].

NIH/3T3-Fibroblasten, die stabil Flag-NIPAwt exprimieren, wurden 3 h vor UV-Bestrah-
lung mit 2mM Caffein behandelt oder unbehandelt belassen. In den unbehandelten Zellen
induziert die UV-Bestrahlung eine Phosphorylierung von NIPA (Abb. 5.7, Spur 1). Inkuba-
tion mit dem ATM/ATR-Inhibitor Caffein hingegen verhindert die Phosphorylierung von
NIPA durch UV-Bestrahlung (Spur 2).

Desgleichen liegt NIPA in mitotischen Zellen ausschliellich in phosphorylierter Form vor,
wéhrend eine Behandlung der Zellen mit Caffein diese Zellzyklus-induzierte Phosphorylie-
rung von NIPA inhibiert (vergleiche Spur 3 und 4)

Die Inhibierung der Phosphorylierung von NIPA durch Caffein weist darauf hin, dass
ATM und/oder ATR die Phosphorylierung von NIPA sowohl nach Schidigung der DNA,
als auch im ungestérten Zellzyklus am Go/M-Ubergang regulieren konnte.
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Abbildung 5.7: Caffein inhibiert die Phosphorylierung von NIPA in der Mitose und
nach UV-Bestrahlung. NIH/3T3-Fibroblasten, die stabil Flag-NIPAwt exprimieren, wurden
mit 2mM Caffein versetzt oder unbehandelt belassen, 3 h spiter mit 100 J/m? UVC bestrahlt
und 1h nach der Bestrahlung geerntet. Alternativ wurden die Zellen durch einen Thymidin-
Nocodazol Block in Mitose synchronisiert. Falls angegeben, wurde das Caffein 5h nach dem
Nocodazol den Zellen zugegeben. Die Synchronisierung der Zellen wurde mit Hilfe einer Pro-
pidiumiodidfarbung kontrolliert (nicht gezeigt).
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Abbildung 5.8: Inhibierung der UV-induzierte Phosphorylierung von NIPA durch
siRNA-vermittelte Herrunterregulation von ATR. Hctl16 Zellen wurden transient mit
Flag-NIPA wt und entweder mit Luziferase Kontroll siRNA (Luc.), ATM siRNA oder ATR
siRNA transfiziert. 24 h nach Transfektion wurden die Zellen mit 100 J/m? bestrahlt und eine
Stunde nach Bestrahlung geerntet. Die Abbildung zeigt die immunochemische Darstellung der
Proteine im Western Blot mit den angegebenen Antikorpern auf der gleichen Membran.

5.2.2 Durch RNA-Interferenz vermittelte Herunterregulation von ATR fiihrt
zu einer Inhibierung der UV-induzierten Phosphorylierung von NIPA

Da Caffein sowohl die Kinaseaktivitit von ATM als auch von ATR inhibiert, sollte nun
genauer untersucht werden, welche dieser beiden Kinasen die Phosphorylierung von NIPA
nach UV-Bestrahlung vermittelt. Hierfiir wurden Hct116-Zellen mit Flag-NIPAwt und ent-
weder mit ATM-siRNA, ATR-siRNA oder als Kontrolle mit Luziferase siRNA transfiziert.
24h nach Transfektion wurden die Zellen mit 100J/m? bestrahlt und eine Stunde nach
Bestrahlung geerntet.

Im Westernblot mit einem ATM-Antikorper ist zu sehen, dass in den mit ATM-siRNA
behandelten Zellen die Expression von ATM stark reduziert ist (Abb. 5.8, mittlere Spur). In
diesen Zellen wird NIPA genau wie in den mit Luziferase siRNA behandelten Kontrollzellen
durch die UV-Bestrahlung phosphoryliert. Die Expression von ATR wird durch Behandlung
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Abbildung 5.9: In Seckel-Zellen wird NIPA nicht nach UVC-Strahlung phosphoryliert.
Seckel-Zellen, A-T Zellen oder U20S-Zellen wurden mit 0J/m?, 50 J/m? oder 150 J/m? UVC
bestrahlt und eine Stunde nach Bestrahlung geerntet. Die aus den Zellen gewonnenen Lysate
wurden gelelektrophoretisch aufgetrennt. Die Abbildung zeigt die immunchemische Darstellung
der Proteine im Western Blot mit den angegebenen Antikorpern auf der gleichen Membran.

der Zellen mit ATR-siRNA um nur etwa 50% reduziert (letzte Spur). Diese Reduktion der
ATR-Expression reicht jedoch aus, um die Phosphorylierung von NIPA fast vollsténdig zu
inhibieren.

Aus diesen Daten lésst sich schlussfolgern, dass die UVC-induzierte Phosphorylierung
von NIPA ATR-abhéngig und nicht ATM-abhéngig ist.

5.2.3 In Seckel-Zellen wird NIPA nicht nach UV-Strahlung phosphoryliert

Das Seckel Syndrom ist eine seltene Erbkrankheit, die autosomal-rezessiv vererbt wird.
Symptome des Seckel Syndroms sind unter anderem extreme pri- und postnatale Klein-
wiichsigkeit, Mikrozephalie und geistige Retardierung der Betroffenen [179]. Eine Form des
Seckel-Syndroms ist mit Mutationen im ATR-Gen assoziiert [180, 181]. Um die Rolle des
ATR Proteins in der Phosphorylierung von NIPA weiter zu untersuchen, wurden immorta-
lisierte Fibroblasten eines Patienten mit Seckel Syndrom verwendet. In diesen Seckel-Zellen
fithrt eine Mutation im ATR-Gen zur Aktivierung zweier kryptischer Splicestellen in Exon
9 und infolgedessen zur Generierung eines Stop-Codons im néchsten Exon. Dies resultiert
in einer stark reduzierten Expression des ATR-Proteins in diesen Zellen [181].

Als Kontrolle wurden Fiboblasten eines Patienten mit Ataxia Telangiectasia (A-T) ver-
wendet. In diesen Zellen tragen beide Allele des ATM-Gens Mutationen, die zu einem
trunkierten und somit nicht funktionellen ATM-Protein fithren [182]. Ataxia Telangiectasia
ist ebenso wie das Seckel Syndrom eine seltene, autosomal-rezessive Erbkrankheit und ist
durch &hnliche Symptome, wie physischer und geistiger Retardierung, Mikrozephalie und
einer Préadisposition fiir Leukdmien und Hodgkin-Lymphome gekennzeichnet. Kennzeich-
nend und namengebend sind des weiteren eine zerebelldre Ataxie und Erweiterungen der
kleinen Arterien (Teleangiektasien) vor allem im Gesicht und auf der Bindehaut des Auges.

Subkonfluente Seckel-Zellen, A-T Zellen oder als Kontrolle U20S Zellen, wurden mit
0J/m?2, 50J/m? oder 150J/m? UVC bestrahlt und eine Stunde nach Bestrahlung geern-
tet. In den Kontrollzellen fiihrt die UV-Bestrahlung zu einer Phosphorylierung von NI-
PA (Abb. 5.9 Spur 2 und 3). Erstaunlicher Weise liegt in den ATM-defekten A-T Zellen
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Abbildung 5.10: Ser354 in NIPA liegt in einer Konsensus-Phosphorylierungsstelle der
Checkpointkinasen Chk1/Chk2. Alignment der Chk1/Chk2 Phosphorylierungsstellen in ver-
schiedenen Substraten. Die fiir die Phosphorylierungsreaktion wichtigen Aminosaurereste sind
rot hervorgehoben.

bereits ohne Bestrahlung ein Grofiteil von NIPA in phosphorylierter Form vor (Spur 4).
Dennoch ist deutlich zu sehen, dass UV-Bestrahlung dieser Zellen zu einer vollstdndigen
Phosphorylierung von NIPA fiihrt, diese UV-induzierte Phosphorylierung von NIPA also
nicht inhibiert ist. Wie die immunchemische Darstellung mit einem ATR-Antikorper zeigt,
ist in den Seckel-Zellen die Expression von ATR stark reduziert. In diesen Zellen wird keine
Phosphorylierung durch UV-Bestrahlung induziert (Spur 8 und 9).

Diese Daten geben einen weiteren Hinweis darauf, dass die UV-induzierte Phosphorylie-
rung von NIPA ATR-abhéngig ist.

5.2.4 Die UV-induzierte Phosphorylierung von NIPA, jedoch nicht
Phosphorylierung in der Mitose wird durch einen Chk1 Inhibitor inhibiert

NIPA wird nach UV-Bestrahlung an Serin 354 phosphoryliert (Kap.5.1.2). Da in der
Konsensus-Phosphorylierungssequenz von ATR und ATM das phosphorylierte Serin oder
Threonin von einem Glutamin gefolgt wird (S/TQ Motiv, [183, 184]), dem Serin 354 in NI-
PA aber ein Tryptophan folgt, ist es unwahrscheinlich, dass NIPA direkt von ATR an Ser354
phosphoryliert wird. Dieser Serinrest liegt jedoch in einer Konsensus-Phosphorylierungsstelle
der Checkpointkinasen Chkl und Chk2 (Abb. 5.10). In dieser Konsensus-Sequenz liegt an
Position -3 vor dem phosphorylierten Serin ein Arginin und an Position -5 eine Aminoséure
mit einer hydrophoben Seitenkette (Valin 349 in NIPA) [185, 186].

Im folgenden Experiment wurde deshalb untersucht, ob NIPA durch die von ATR ak-
tivierte Checkpointkinase Chkl phosphoryliert wird. Hierfiir wurden die Zellen vor der
UV-Bestrahlung mit einem Chkl Kinase-Inhibitor (SB218078) behandelt. Die Inhibierung
der Checkpointkinase Chkl mit diesem Inhibitor fithrt ebenso, wie die Behandlung der
Zellen mit Caffein zu einer vollstéindigen Inhibierung der UV-induzierten Phosphorylierung
von NIPA (Abb. 5.11, Spur 1-3). Die Phosphorylierung von NIPA in der Mitose hingegen
wird zwar wie bereits gezeigt durch Caffein inhibiert, der Chk1 Inhibitor SB218078 hat je-
doch keinen Einfluss auf diese zellzyklusabhéngige Phosphorylierung von NIPA (Abb. 5.11,
Spur 4-6).

Aus diesen Daten lésst sich schlieflen, dass zwar sowohl die UV-induzierte, als auch die
zellzyklus-regulierte Phosphorylierung von NIPA abhéngig von der Aktivitdt der Kinasen
ATR und/oder ATM sind. Die direkt fiir die jeweilige Phosphorylierung verantwortlichen
Kinasen scheinen jedoch in der DNA-Schadensantwort und im normalen Zellzyklus un-
terschiedlich zu sein. Da die UV-induzierte Phosphorylierung von NIPA durch SB218078
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Abbildung 5.11: Der Checkpointkinase-Inhibitor SB218078 inhibiert Phosphorylierung
von NIPA nach UV-Bestrahlung, jedoch nicht in der Mitose. NIH/3T3-Fibroblasten, die
stabil Flag-NIPAwt iiberexprimieren, wurden mit 100 J/m? UVC bestrahlt oder durch einen
Thymidin-Nocodazol-Block in Mitose synchronisiert. Falls angegeben wurde den Zellen 2h
vor der UV-Bestrahlung bzw. 2h vor Ernte der mitotischen Zellen 2 mM Caffein oder 5 uM
SB218078 in das Zellkulturmedium zugegeben.

- - - MG132
- - + Caffein
- + + uv
NIPA
 S— w= (anti Flag)
q B-Aktin

1 2 3

Abbildung 5.12: Die UV-induzierte Degradation von NIPA in der G;-Phase wird durch
Caffein inhibiert. NIH/3T3-Zellen, die stabil Flag-NIPA exprimieren, wurden durch Serument-
zug in der Gop-Phase des Zellzyklus synchronisiert und anschlieBend aus dem Zellzyklus-Block
entlassen. Die Zellen wurden 2,5h spiter mit 100J/m? bestrahlt oder unbehandelt gelas-
sen und 45 min spater geerntet. Falls angegeben, wurde den Zellen 2 h vor der Bestrahlung
2mM Caffein in das Kulturmedium zugegeben. Die Abbildung zeigt die immunochemische
Darstellung der Proteine im Western Blot.

inhibiert wird, wére es moglich, dass die Checkpointkinase Chkl NIPA nach der UV-
Bestrahlung phosphoryliert.

5.2.5 Die UV-induzierte Degradation von NIPA in der G;-Phase wird durch
Caffein inhibiert

UV-Bestrahlung in der Gi-Phase des Zellzyklus fiihrt zu einer Degradation des NIPA Pro-
teins (Kap. 5.1.3). Um zu untersuchen, ob diese Degradation abhéngig vom Phosphory-
lierungsstatus von NIPA ist, wurde die UV-induzierte Phosphorylierung von NIPA durch
Zugabe von Caffein inhibiert und untersucht, ob dies einen Einfluss auf den Abbau von
NIPA in dieser Zellzyklusphase hat.

NIH/3T3-Fibroblasten, die stabil Flag-NIPAwt exprimieren, wurden in der Go-Phase des
Zellzyklus synchronisiert und anschlieend aus dem Zellzyklus-Block entlassen. 2,5 Stun-
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den spiiter wurden die Zellen mit 100J/m? UV bestrahlt oder unbehandelt belassen und
45 min spéter geerntet. Wie bereits gezeigt, liegt NIPA in den unbestrahlten Zellen aus-
schliefflich in unphosphorylierter Form vor und die UV-Bestrahlung dieser Zellen fiihrt zu
einer vollstdndigen Degradation von NIPA (Abb. 5.12, Spur 1 und 2). Wurden die Zellen
vor der UV-Bestrahlung jedoch mit Caffein behandelt, um die Phosphorylierung von NIPA
zu inhibieren, wurde auch die Degradation von NIPA teilweise inhibiert. In diesen Zellen
ist eine Expression der unphosphorylierten Form von NIPA zu erkennen (Abb. 5.12, Spur
3).
Diese Daten weisen darauf hin, dass NIPA in der G Phase durch die UV-induzierte Phos-
phorylierung fiir den darauf folgenden Abbau markiert wird und nur die phosphorylierte
Form von NIPA in dieser Zellzyklusphase abgebaut werden kann.

5.3 Einfluss der NIPA-Expression auf UVC-induzierte Apoptose

Zellen mit defekten DNA-Reparaturmechanismen oder auch funktionsunfihigen Check-
points weisen hiufig eine erhthte Apoptose nach Behandlung mit DNA-schiadigenden Sub-
stanzen auf [187]. Um zu untersuchen, ob NIPA eine funktionelle Rolle in der Signalant-
wort nach DNA-Schidigungen spielt, wurde deshalb zunéchst untersucht, ob die NIPA-
Expression einen Einfluss auf die Apoptoserate nach Schidigung der DNA hat.

5.3.1 Uberexpression von NIPA sensibilisiert Zellen gegeniiber
UVC-induzierter Apoptose

Zunichst wurde im folgenden Experiment untersucht, ob eine erhohte NIPA-Expression
einen Einfluss auf die Sensitivitéit der Zellen gegeniiber UV-induzierter Apoptose ausiibt.

Hierfiir wurden NIH/3T3-Fibroblasten, die stabil Flag-NIPAwt iiberexprimieren, oder
als Kontrolle Zellen mit Leervektor, mit 100.J/m? UV bestrahlt und 6h, 12h und 26 h nach
der Bestrahlung geerntet. Der Prozentsatz apoptotischer Zellen wurde mit der TUNEL-
Methode (Kap. 3.3.13) bestimmt.

Abbildung 5.13 zeigt, dass die Kontrollzellen (Leervektorzellen) relativ resistent gegen-
iiber UV-induzierter Apoptose sind. Selbst 26 h nach der Bestrahlung ist nur ein geringer
Anteil der Zellen TUNEL-positiv (schwarze Balken). Bei den NIPA-iiberexprimierenden
Zellen hingegen ist bereits 12h nach der Bestrahlung die Halfte der Zellen apoptotisch
(weiBe Balken).

Aus diesen Ergebnissen lisst sich schliefien, dass eine erhchte Expression von NIPA zu
einer erhdhten Sensitivitdt der Zellen gegeniiber UV-induzierter Apoptose fiihrt.

5.3.2 Uberexpression der S354A-Mutante von NIPA hat keinen Einfluss auf
die UVC-induzierte Apoptose

NIPA wird nach UVC-Bestrahlung am Serinrest Ser354 phosphoryliert. Substitution dieses
Serins durch Alanin (S354A) fiihrt zu einer vollstéandigen Inhibierung der NIPA-Phosphory-
lierung nach UVC-Bestrahlung (Kap. 5.1.2). Im folgenden Experiment wurde untersucht, ob
Uberexpression dieser phosphorylierungs-defizienten Mutante ebenso wie Uberexpression
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Abbildung 5.13: Uberexpression von NIPA sensibilisiert Zellen gegeniiber UVC-
induzierter Apoptose. NIH/3T3-Fibroblasten, die stabil Flag-NIPAwt {iberexprimieren, oder
als Kontrolle Zellen mit Leervektor, wurden mit 100 J/m? UVC bestrahlt und zu den angegebe-
nen Zeitpunkten nach Bestrahlung geerntet. Der Prozentsatz TUNEL-positiver Zellen wurde
durchflusszytometrisch bestimmt. Die Abbildung zeigt die Ergebnisse aus drei unabhingigen
Experimenten.

von wildtyp NIPA zu einer erhthten Sensitivitit gegeniiber UVC-induzierter Apoptose
fithrt.

NIH/3T3-Fibroblasten, die stabil Flag-NIPAwt oder Flag-NIPA S354A iiberexprimie-
ren, oder als Kontrolle Zellen mit Leervektor, wurden mit 100J/m? UVC bestrahlt oder
unbehandelt belassen. 24 h nach der Bestrahlung wurden die Zellen geerntet und der Pro-
zentsatz TUNEL-positiver Zellen wurde durchflusszytometrisch bestimmt. Wie bereits in
Kapitel 5.3.1 gezeigt wurde, ist ein Grofiteil der wildtyp NIPA-{iberexprimierenden Zellen
nach der UV-Bestrahlung TUNEL-positiv, wohingegen die Leervektorzellen auch nach der
UV-Bestrahlung fast ausschlieilich TUNEL-negativ sind (Abb. 5.14). Diejenigen Zellen, die
die phosphorylierungs-defiziente Mutante von NIPA (S354A) iiberexprimieren, sind nach
der UV-Bestrahlung ebenso wie die Leervektorzellen fast ausschliefilich TUNEL-negativ.

Diese Ergebnisse zeigen, dass nur Uberexpression von wildtyp NIPA, nicht der phosphory-
lierungs-defizienten Mutante, die Zellen gegeniiber UVC-induzierter Apoptose sensibilisiert.

Fiir ein weiteres Experiment wurden mit Hilfe des Geneswitch™ Systems 3T3-Fibroblasten
mit induzierbarer Flag-NIPA-Expression generiert (siehe Kap. 3.3.6). Abbildung 5.15 a zeigt,
dass in diesen Zellen die Expression von wildtyp NIPA und der S354A-Mutante durch die
Zugabe von Mifepriston etwa gleich stark induziert wird. In den nicht induzierten Zellen
ist hingegen keine Hintergrund-Expression von Flag-NIPA zu sehen.

In diesen Zellen wurde nun der Anteil apoptotischer Zellen mit und ohne induzierter
Expression von NIPA nach UV-Bestrahlung bestimmt.

In Abbildung 5.15b ist die NIPA Expression in den fiir die Apoptose-Messung verwende-
ten induzierten Zellen dargestellt. Das NIPA wildtyp-Protein und die Mutante werden etwa
gleich stark exprimiert, in den Kontrollzellen mit 5-Galactosidase Expression ist jedoch kei-
ne Flag-NIPA Expression zu sehen. Die UV-Bestrahlung fiihrt zu einer Phosphorylierung
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Abbildung 5.14: Uberexpression der S354A-Mutante von NIPA hat keinen EinfluB auf
die UVC-induzierte Apoptose. NIH/3T3-Fibroblasten, die stabil Flag-NIPAwt oder Flag-
NIPA S354A iberexprimieren, oder als Kontrolle Zellen mit Leervektor, wurden mit 100 J/m2
UVC bestrahlt oder unbehandelt belassen und 24 h nach der Bestrahlung geerntet. Der Pro-
zentsatz TUNEL-positiver Zellen wurde durchflusszytometrisch bestimmt. a) Exemplarische
Darstellung einer TUNEL-Messung UVC-bestrahlter Zellen b) Quantifizierung der Ergebnisse
aus drei unabhangigen Experimenten.

von NIPAwt, die S354A-Mutante wird hingegen wie erwartet nach der UV-Bestrahlung
nicht phosphoryliert.

In den Kontrollzellen bewirkt die Induktion der 8-Galactosidase-Expression durch Zuga-
be des Mifepristons keine erhthte Anzahl TUNEL-positiver Zellen. Auch die UV-Bestrahlung
der induzierten und der nicht-induzierten Zellen fithrt nicht zu einer erh6hten Apoptose in
diesen Zellen. Wird jedoch die Expression des wildtyp NIPA Proteins induziert, weisen die
Zellen nach UV-Bestrahlung eine wesentlich hohere Sensitivitédt auf (etwa 50% TUNEL-
positive Zellen). Bestrahlung der uninduzierten Zellen oder alleinig die Induktion der Ex-
pression des wildtyp NIPA Proteins fithren jedoch nicht zu einer erhthten Apoptoserate.
Wird die Expression der phosphorylierungsdefizienten S354A Mutante induziert, so weisen
diese Zellen nach UV-Bestrahlung entgegengesetzt zu den induzierten NIPA wildtyp Zellen
keine erhohte Sensitivitéit auf (Abb. 5.15¢).

Diese Daten zeigen, dass eine erhohte Expression des wildtyp NIPA Proteins, jedoch nicht
der S354A Mutante zu einer erhhten Sensitivitdt gegeniiber UV-induzierter Apoptose fiihrt
und untermauern somit die in den stabilen Zelllinien generierten Daten.

5.3.3 NIPA~/~ MEFs sind resistenter gegeniiber UV-induzierter Apoptose, als
NIPA*/* MEFs

Da eine erhohte Expression des NIPA-Proteins zu einer erhOhten Sensitivitdt der Zellen
gegeniiber UV-induzierter Apoptose fithrt, wurde im Folgenden untersucht, ob entsprechend
eine verminderte NIPA-Expression zu einer erhohten Resistenz der Zellen fiihrt.

Hierfiir wurde die Sensitivitit immortalisierter NTPA~/~ und NIPA*/* MEFs (murine
embryonische Fibroblasten) gegeniiber UV-induzierter Apoptose analysiert.
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Abbildung 5.15: Induktion der Expression von wildtyp NIPA, jedoch nicht der S354A-
Mutante sensibilisiert Zellen gegeniiber UV-induzierter Apoptose. a) Nachweis der indu-
zierbaren Expression von NIPA in den generierten GeneSwitch™ 3T3-Zellen 24 h nach Zugabe
von Mifepriston. b) NIPA-Expression der in c) verwendeten induzierten Zellen. c) Falls ange-
geben wurde die Expression des NIPA wildtyp Proteins, der Mutante oder als Kontrolle der
(-Galactosidase durch Zugabe von Mifepriston induziert. 24 h nach der Induktion wurden die
Zellen mit 100 J/m? UVC bestrahlt oder unbehandelt belassen und weitere 24 h spiter geern-
tet. Der Anteil TUNEL-positiver Zellen wurde durchflusszytometrisch bestimmt. ind.: indu-
zierte Expression durch Mifepriston-Zugabe; non-ind.: keine Mifepriston-Zugabe. Der Versuch
wurde zweimal durchgefiihrt, es ist exemplarisch die Auswertung eines Versuchs dargestellt.
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Abbildung 5.16: NIPA—/— MEFs sind resistenter gegeniiber UV-induzierter Apoptose,
als NIPA+/* MEFs. Immortalisierte murine embryonische Fibroblasten (MEFs) wurden mit
50J/m? UVC bestrahlt und zu den angegebenen Zeitpunkten geerntet. Der Prozentsatz an
sub-G; Zellen wurde nach Propidiumiodid-Farbung durchflusszytometrisch bestimmt.

Die subkonfluenten Zellen wurden mit 50 J/m? bestrahlt und 0h, 12h und 48 h nach der
UV-Bestrahlung geerntet. Anschliefend wurden die fixierten Zellen mit Propidiumiodid
gefarbt und der Anteil apoptotischer sub-G; Zellen durchflusszytometrisch bestimmt.

Wie die Auswertung der Experimente in Abbildung 5.16 zeigt, sind bei den wildtyp MEFs
48 h nach Bestrahlung etwa 40% der Zellen apoptotisch. Bei den NIPA-defizienten MEF's
hingegen ist nach dem gleichen Zeitintervall ein wesentlich geringerer Anteil der Zellen
apoptotisch (im Schnitt etwa 10%).

Diese Daten zeigen somit, dass eine geringere NIPA-Expression mit einer erhthten Resi-
stenz der Zellen auf UV-induzierter Apoptose assoziiert ist.

5.4 Einfluss der NIPA-Expression auf die Signaltransduktion nach
UVC-Bestrahlung

Da der Expressionslevel von NIPA einen Einfluss auf die Sensitivitit gegeniiber UVC-
induzierte Apoptose ausiibt, wurde in den folgenden Experimenten untersucht, welche Aus-
wirkung die Uberexpression von NIPA auf die Signaltransduktion nach DNA-Schidigung
hat.

5.4.1 Uberexpression von NIPA fiihrt zu einer verminderten Induktion von p53
nach UVC-Bestrahlung

Eines der wichtigsten Checkpointproteine in der Signalantwort nach UV-Bestrahlung ist das
Tumorsuppressorprotein p53. Deshalb wurde zunéichst der Einfluss der NIPA-Expression
auf die Stabilisierung von p53 nach UV-Bestrahlung untersucht.

Hierfiir wurden subkonfluente NIH/3T3-Fibroblasten, die stabil mit Flag-NIPA oder als
Kontrolle mit Leervektor transfiziert wurden, mit 50 J/m? bestrahlt oder unbehandelt gelas-
sen. Die Zellen wurden 2h nach Bestrahlung geerntet. Der Flag-Blot zeigt die Uberexpres-
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Abbildung 5.17: Uberexpression von NIPA fiihrt zu einer verminderten Induktion von
p53 nach UVC-Bestrahlung. Subkonfluente NIH/3T3-Fibroblasten, die stabil mit Flag-NIPA
oder als Kontrolle mit Leervektor transfiziert wurden, wurden wie angegeben mit 0J/m? oder
50 J/m? UVC bestrahlt und nach 2 h geerntet. Die aus den Zellen gewonnenen Lysate wurden
gelelektrophoretisch aufgetrennt. Die Abbildung zeigt die immunochemische Darstellung der
Proteine mit den angegebenen Antikorpern auf der gleichen Membran.

sion von Flag-NIPA ausschliellich in den mit Flag-NIPA transfizierten Zellen (Abb. 5.17).
Nach UV-Bestrahlung liegt NIPA fast ausschliellich in phosphorylierter Form vor, wihrend
NIPA in unbehandelten Zellen kaum phosphoryliert ist. In den unbehandelten Zellen ist
wie zu erwarten keine Expression von pb3 detektierbar. Nach UV-Bestrahlung akkumu-
liert p53 sowohl in den Leervektorzellen, als auch in den Flag-NIPA iiberexprimierenden
Zellen. In den NIPA-iiberexprimierenden Zellen ist die Stabilisierung von p53 nach der
UV-Bestrahlung jedoch deutlich weniger ausgeprégt, als in den bestrahlten Kontrollzellen.
Die Stabilitét von p53 wird durch die monomere E3-Ubiquitinligase Mdm2 reguliert [188,
189]. Der Western-Blot mit einem Mdm2-Antikérper zeigt, dass die NIPA-iiberexprimie-
renden Zellen eine hohere Mdm2-Expression aufweisen, als die Leervektor-Kontrollzellen.
Dieses Experiment zeigt, dass Uberexpression von NIPA zu einer erhéhten Mdm2-Ex-
pression und infolgedessen zu einer geringeren UV-induzierten p53-Akkumulierung fiihrt.

5.4.2 NIPA-iiberexprimierende Zellen haben keinen G;-Checkpoint-Defekt

Nach Schidigung der DNA in einer Zelle bewirkt das p53 Tumorsuppressorprotein einen
Zellzyklusarrest hauptsichlich am G /S-Ubergang, aber auch am Go/M-Ubergang des Zell-
zyklus [190]. Im Folgenden wurde deshalb untersucht, ob die verminderte Stabilisierung von
p53 nach UV-Bestrahlung in NIPA-iiberexprimierenden Zellen zu einem Defekt im Gi/S-
Checkpoint fiihrt.

Exponentiell wachsende NIH/3T3-Fibroblasten, die stabil Flag-NIPAwt iiberexprimie-
ren, oder als Kontrolle Zellen mit einem Leervektor, wurden mit 50J/m? UVC bestrahlt
oder unbehandelt belassen und direkt anschlieffend mit dem Spindelgift Nocodazol behan-
delt. 16 h spéter wurden die Zellen geerntet und fixiert und anschlieSend die Zellzyklusver-
teilung der Zellen nach Propidiumiodidfiarbung durchflusszytometrisch bestimmt.

In einer exponentiell wachsenden Zellpopulation befindet sich ein Grofiteil der Zellen in
der Gi-Phase des Zellzyklus (2n). Die Zugabe des Spindelgifts Nocodazol bewirkt eine Ak-
kumulierung der Zellen in der Mitose (4n). Wurden die Zellen jedoch vor Nocodazol-Zugabe
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Abbildung 5.18: NIPA-iiberexprimierende Zellen haben keinen G;-Checkpoint-Defekt.
Exponentiell wachsende NIH/3T3-Zellen, die stabil Flag-NIPAwt exprimieren oder Leervektor-
zellen wurden mit 0J/m? (rot) oder 50J/m? (blau) bestrahlt und direkt anschlieBend mit
50 ng/ml Nocodazol behandelt. 16 h spater wurden die Zellen geerntet, fixiert, mit Propidiu-
miodid gefarbt und durchflusszytometrisch analysiert.

mit UVC bestrahlt, wird der G;/S-Checkpoint aktiviert und die Zellen akkumulieren be-
reits am G;/S-Ubergang und sind nicht in der Lage, bis in die Mitose zu laufen und dort
zu akkumulieren. Zellen mit einem defekten Gi/S-Checkpoint hingegen passieren ungehin-
dert den Gq/ S-Ubergang und akkumulieren aufgrund der Nocodazol-Behandlung ebenso
wie unbehandelte Zellen in der Mitose.

Bei den Leervektorzellen (Abb. 5.18 links) erkennt man, dass die unbestrahlten Zellen
(rot) wie erwartet in der Mitose akkumulieren. Die UV-bestrahlten Zellen (blau) hinge-
gen arretieren bereits am Gi/S-Ubergang. GleichermaBen akkumulieren bei den NIPA-
iiberexprimierenden Zellen (Abb. 5.18 rechts) die unbestrahlten Zellen in der Mitose, wih-
rend die UV-bestrahlten Zellen am G1/S-Ubergang arretieren.

Diese Daten weisen darauf hin, dass NIPA-iiberexprimierende Zellen einen intakten Gy /S-
Checkpoint nach UV-Bestrahlung haben. Somit ist die erhchte Sensitivitéit dieser Zellen
nicht auf einen Defekt in diesem Checkpoint zuriickzufiihren.
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6 Diskussion

6.1 Regulation von NIPA durch den APC

NIPA wird in der spéten S-Phase/Gg-Phase des Zellzyklus an mehreren Serinresten phos-
phoryliert [127]. Diese Phosphorylierung fiihrt zu einer Dissoziation vom SCF Kernkomplex
und somit zu einer Inaktivierung der SCFNPA Ubiquitin Ligase. Spéter im Zellzyklus, in
der spiten Mitose nimmt die phosphorylierte Form von NIPA ab, wihrend etwa zeitgleich
nicht phosphoryliertes Protein akkumuliert. Im Rahmen dieser Arbeit konnte gezeigt wer-
den, dass das Abnehmen der phosphorylierten Form von NIPA in dieser Zellzyklusphase
auf Ubiquitin-abh#ngige Proteolyse zuriickzufiihren ist (Kapitel 4.1).

Es wurde bereits in fritheren Publikationen beschrieben, dass verschiedene F-Box Prote-
ine selbst Ubiquitin-abhéngig proteasomal abgebaut werden. Dies wurde zunéchst haupt-
sdchlich auf eine Auto-Ubiquitinierung der F-Box Proteine zuriickgefiihrt [191]. Jedoch wur-
de in den letzten Jahren fiir die zwei F-Box Proteine Skp2 und Tome-1 gezeigt, dass sie nicht
SCF-abhingig, sondern durch den APCCI"_Komplex abgebaut werden [175, 192, 193].
Die Ergebnisse dieser Arbeit zeigen, dass auch das F-Box Protein NIPA ein Substrat des
APCC_Komplexes ist (Kapitel 4.2).

6.1.1 Der APCc! yermittelt den Abbau von NIPA

Die Aktivitéit des APC wird in der Mitose hauptséchlich durch die Bindung einer der beiden
Substrat-bindenden Untereinheiten, Cdhl oder Cdc20, reguliert. Hierbei ist der APC©dc20
in der frithen Mitose, ab der Metaphase aktiv, wihrend anschliefend ab der spiten Ana-
phase bis zum G1/S-Ubergang der APCPIM! aktiv ist (siche Einleitung, Kap. 1.2.4).
Interessanter Weise bindet NIPA an das APC-Adapterprotein Cdhl, jedoch nicht an
Cdc20 (Kap. 4.2.3). Dies weist darauf hin, dass der Abbau von NIPA durch den APC®dhl
Komplex, jedoch nicht durch APC®420 yermittelt wird. Auch der Zeitpunkt des Abbaus
der phosphorylierten Form von NIPA ldsst vermuten, dass es sich hierbei um einen Cdhl-
abhingigen Prozess handelt (Kap. 4.2.1). Der SCFNPA_Komplex wird bereits am Gg /M-
Ubergang durch Phosphorylierung von NIPA und eine hierdurch induzierte Dissoziation des
Komplexes inaktiviert. Die Tatsache, dass die phosphorylierte Form von NIPA, die nach
bisherigem Wissensstand als SCF-Untereinheit ohnehin inaktiv ist, anschliefend abgebaut
wird, wirft die Frage auf, ob diese phosphorylierte Form von NIPA eine von der SCF E3-
Ligase unabhéngige Funktion ausiibt. Auch weist der Umstand, dass NIPA erst spét in der
Mitose durch den APCYdM und nicht bereits frither durch den APCC420 degradiert wird,
darauf hin, dass die Présenz der phosphorylierten Form von NIPA in der frithen Mitose von
Bedeutung sein kénnte. Einen weiteren Hinweis darauf, dass die phosphorylierte Form von
NIPA eine SCF-unabhiingige Funktion besitzen kénnte, geben Versuche, in denen die Uber-
expression des wildtyp NIPA Proteins, jedoch nicht einer phosphorylierungs-defizienten Mu-
tante zu einer erhdhten Sensitivitdt der Zellen gegeniiber UV-induzierter Apoptose fiihrt
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(siehe Diskussion, Kap. 6.2). Desweiteren wurde in einem Yeast-two-Hybrid Screen mit ei-
ner Phosphomimick-Mutante von NIPA (Ser354Asp) das nukleoldre Protein p78/MCRS1
(microspherule protein 1) als Interaktionspartner identifiziert (F. Bassermann, unversffent-
lichte Daten). Weitere Experimente zeigen, dass p78/MCRS1 tatséichlich spezifisch an die
phosphorylierte Form von NIPA bindet. Auch diese phosphorylierungs-abhéingige Interak-
tion konnte darauf hinweisen, dass phosphoryliertes NIPA andere Funktionen besitzt, als
die unphosphorylierte Form.

6.1.2 Regulation der Ubiquitinierung von NIPA

Der APCCdM_Komplex ist im Zellzyklus ab der spiten Anaphase bis mindestens zum Ende
der G1-Phase aktiv. Dennoch kann im Verlauf der G;-Phase unphosphoryliertes NIPA akku-
mulieren, wihrend die phosphorylierte Form von NIPA zu Beginn der Gi-Phase durch den
APCCIhLKomplex abgebaut wird. Diese Regulation des Abbaus eines Substrats des APC
durch Phosphorylierung ist bemerkenswert, da man lange Zeit der Ansicht war, dass zwar
SCF-vermittelte Ubiquitinierung abhéngig von der Phosphorylierung des Substrates ist,
wohingegen Phosphorylierung des Substrates keine Voraussetzung fiir die Ubiquitinierung
durch den APC ist [194]. In der letzten Zeit wurden jedoch mehrere Arbeiten versffentlicht,
die auch fiir Substrate des APC-Komplexes eine Regulation des Abbaus durch Phospho-
rylierung zeigen. So werden zum Beispiel die mitotische Kinase Aurora A [65], der Repli-
kationsfaktor Cdc6 [195], sowie das F-Box Protein Skp2 [196] durch Phosphorylierung vor
APC-vermittelter Ubiquitinierung geschiitzt. Phosphorylierung des Transkriptionsfaktors
AML1/RUNXI1 férdert hingegen dessen Ubiquitinierung durch den APC®4<20 [197, 198).

Der Abbau von NIPA scheint jedoch nicht direkt vom Phosphorylierungsstatus von NI-
PA abzuhéngen. Vielmehr scheint die Degradation von NIPA {iber die Bindung an die
SCF-Komponente Skpl reguliert zu werden (Kapitel 4.4). Nach diesem Modell ist NIPA in
der Gi- und S-Phase durch seine Interaktion mit Skpl vor der APC-abhéngigen Ubiquiti-
nierung geschiitzt. Die mitotische Phosphorylierung von NIPA fiihrt zu einer Dissoziation
dieser Interaktion [124] und erlaubt hierdurch die Ubiquitinierung von NIPA durch den
APC-Komplex (siehe Schema in Abb. 6.1). Dies beschreibt einen neuen Regulationsmecha-
nismus der Erkennung eines Substrates durch den APC-Komplex. Wei et al. beschreiben
ebenso fiir das F-Box Protein Skp2, dass eine F-Box-Mutante, die nicht mehr an Skpl
binden kann, stirker in vivo durch den APCC4M_Komplex ubiquitiniert wird, als das wild-
typ Protein [192]. Dies ldsst vermuten, dass auch die Ubiquitinierung von Skp2 dhnlich
wie die Ubiquitinierung von NIPA iiber die Bindung an Skpl reguliert werden kann. Je-
doch wird zwar die APC®Plabhingige Ubiquitinierung von Skp2 ebenso wie diejenige von
NIPA durch Phosphorylierung reguliert, der Phosphorylierungsstatus von Skp2 scheint al-
lerdings keinen Einfluss auf die Bindung an den SCF Kernkomplex zu haben [196]. Somit
wird die zellzyklus-abhéngige Ubiquitinierung von Skp2 durch den APC-Komplex vermut-
lich iiber einen anderen Mechanismus und nicht {iber die Bindung an Skpl reguliert. Es
wére nichtsdestotrotz mdoglich, dass auch bei Skp2 und bei anderen Substraten nicht die
Phosphorylierung an sich, sondern eine phosphorylierungs-induzierte Modifikation von In-
teraktionen die APC-abhéngige Ubiquitinierung reguliert.
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Abbildung 6.1: Schematische Darstellung der Regulation des APC®I"!_vermittelten
Abbaus von NIPA. Wihrend der S-Phase des Zellzyklus ist NIPA an Skpl gebunden. Am
Gg/M—Ubergang wird NIPA durch eine bisher unbekannte Kinase phosphoryliert. Dies fiihrt
zu Dissoziation der Bindung an Skpl und Cyclin B1 und ermdglicht somit die Interaktion
mit Cdhl. Jedoch verhindert Cdk-vermittelte Phosphorylierung von Cdhl die Bindung an
den APC-Kernkomplex und somit eine Ubiquitinierung von NIPA, so dass die phosphorylierte
Form von NIPA zunichst stabil ist. Die Phosphorylierung von NIPA wird durch den nun
aktiven Cyclin B1/Cdk1-Komplex aufrecht erhalten. Aktivierung des APC©4°20 fiihrt in der
Mitose zu einer Degradation von Cyclin B1. Cdhl wird dephosphoryliert und der jetzt aktive
APCCdhI_Komplex kann nun das phosphorylierte NIPA-Protein ubiquitinieren. Das wihrend
der Gi-Phase neu synthetisierte NIPA bindet hingegen direkt an Skpl, ist somit vor dem
APCCdhl_yermittelten Abbau geschiitzt und kann in der Zelle akkumulieren.

Waihrend in der spiten Mitose und Gi-Phase aufgrund der Protektion von NIPA durch
Bindung an Skpl ausschlieBlich die phosphorylierte Form von NIPA durch den APCCdhl
abgebaut wird, konnte in vitro auch die APCCdM _abhingige Ubiquitinierung und der Ab-
bau der unphosphorylierten Form gezeigt werden (Kap. 4.2.5 und 4.2.2). Dies gibt einen
weiteren Hinweis darauf, dass die Phosphorylierung von NIPA an sich keinen Einfluss auf
die Ubiquitinierung oder die Degradation hat. Vielmehr liegt in diesen in vitro Versuchen
ungeniigend Skpl-Protein vor, um das gesamte eingesetzte, in vitro translatierte NIPA zu
binden und somit vor der Erkennung durch den APCCM! zu schiitzen. Wird NIPA vor
der in witro Degradation hingegen mit aufgereinigtem Skpl inkubiert, ist der Abbau von
NIPA stark reduziert (Kap.4.4.5). Dies unterstiitzt die auf weiteren Versuchen basierende
Theorie, dass Bindung an Skpl NIPA vor dem APC-vermittelten Abbau schiitzt.

Desweiteren konnte auch in vivo die Ubiquitinierung von NIPA und auch die Bindung
von NIPA an Cdhl in unsynchronisierten Zellen, also mit der unphosphorylierten Form
gezeigt werden (Kap. 4.1.2 und 4.2.3). Dies ist allerdings nur méglich, wenn relativ grofie
Mengen NIPA iiberexprimiert werden (Daten nicht gezeigt). Somit ldsst sich auch hier nur
eine Ubiquitinierung und Cdhl-Bindung der unphosphorylierten Form von NIPA zeigen,
wenn mehr NIPA-Protein als Skpl in der Zelle vorhanden ist und somit geniigend NIPA
Protein vorliegt, das zwar nicht phosphoryliert, aber nicht an Skpl gebunden ist.

Wie die Bindung von Skpl an NIPA die Interaktion zwischen NIPA und Cdhl regu-
liert, ist ein Punkt, der noch weiter untersucht werden muss. Die beiden Proteine binden

NIPA in relativ weit auseinanderliegenden Regionen: Skpl bindet das F-Box Motiv in NI-
PA (Aminoséuren 170-210 [124]), wéhrend Cdhl in der Region 395-402 von NIPA bindet
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(Kap. 4.2.4). Dennoch fiihrt die Bindung von Skpl an NIPA méglicherweise zu einer steri-
schen Hinderung der Interaktion zwischen NIPA und Cdhl.

Interessanter Weise liegt in der Region, in der NIPA mit Cdhl interagiert auch die Sub-
stratbindungsstelle fiir Cyclin B1 [127]. Da Cyclin B1 auch ein Substrat des APC©4°20 und
des APCCIM_Komplexes ist und somit auch mit Cdhl interagiert, wire es theoretisch mog-
lich, dass die gezeigte Bindung zwischen NIPA und Cdhl nicht direkt, sondern indirekt iiber
Cyclin B1 stattfindet und somit nicht physiologisch ist. Dies kann jedoch ausgeschlossen
werden, da gezeigt werden konnte, dass NIPA spezifisch mit Cdhl, jedoch nicht mit Cdc20
interagiert (Kap. 4.2.3).

6.1.3 Identifizierung der Degradationsmotive in NIPA

Die spezifische Erkennung der Substrate des APC durch seine aktivierenden Untereinheiten
Cdhl und Cdc20 findet {iber bestimmte Sequenzen, sogenannte Degrons im Substrat statt.
Die am weitesten verbreiteten Erkennungssequenzen sind die Dbox und die KEN-box (siehe
Einleitung, Kap. 1.2.4). In der Sequenz von NIPA wurden zwei potentielle Dbox-Motive
identifiziert, wobei das zweite Motiv konservierter als das erste ist (Kap. 4.3.1).

Die Mutation dieser Dbox-Motive in NIPA fithrt zwar zu einer verminderten Ubiqui-
tinierung in wvitro, jedoch ist die Ubiquitinierung durch diese Mutation nicht vollstindig
inhibiert. Dies ldsst vermuten, dass noch weitere Degradationsmotive in NIPA vorhan-
den sind. Das wire nicht ungewdhnlich, es sind einige Substrate des APC bekannt, in
denen mehrere Degrons zusammen wichtig fiir eine effiziente Ubiquitinierung sind (zum
Beispiel [68, 199, 200]). Dies ldsst sich vermutlich darauf zuriickfithren, dass neben den
APC-Aktivatoren Cdhl und Cdc20 auch Komponenten des APC Kernkomplexes an der
Bindung der Substrate beteiligt sind [201-203].

Neben den beiden potentiellen Dbox-Motiven sind keine weiteren bekannten Erkennungs-
sequenzen des APC in NIPA vorhanden, die als Degron dienen kénnten. Es wird allerdings
vermutet, dass Substrate des APC, die keine Dbox- oder KEN-box Motive besitzen, ein Mo-
tiv mit einer dreidimensionalen Interaktions-Oberfliche besitzen, die dhnlich zu der einer
Dbox oder KEN-box ist, aber eine abweichende Aminosiure-Sequenz besitzt [203]. Somit
wéire es moglich, dass sich in NIPA ein weiteres, bisher unbekanntes Degradationsmotiv
befindet.

Die Mutation der Dbox-Motive fiihrt trotz der verminderten in wvitro Ubiquitinierung
nicht zu einer Stabilisierung der phosphorylierten Form in der spédten Mitose. Dies ist
vermutlich teilweise darauf zuriickzufiihren, dass sich noch weitere Degradationsmotive in
NIPA befinden, deren Mutation fiir eine effiziente Inhibierung der Ubiquitinierung und der
Degradation wichtig sind. Aber moglicherweise fiithrt auch eine falsche Lokalisation der
Dbox-Mutante zu einer APC-unabhéngigen Degradation des Proteins. Das zweite Dbox-
Motiv in NIPA iiberschneidet sich teilweise mit dem NLS. Mit Hilfe von Immunfluoreszenz
konnte gezeigt werden, dass die Mutation dieses Dbox-Motives aufgrund seiner Nidhe zum
NLS zu einer cytoplasmatischen Lokalisierung dieser Mutante fithrt. Vermutlich fithrt diese
falsche Lokalisierung der Dbox-Mutante zu einem APC-unabhéngigen Abbau des Proteins,
so dass keine Stabilisierung dieser Mutante in der spidten Mitose zu beobachten ist. Um
untersuchen zu kénnen, ob die Mutation der Dbox-Motive bei richtiger Lokalisierung des
Proteins zu einer Stabilisierung fithren wiirde, wére es moglich, das NLS an eine andere
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Stelle in der NIPA Sequenz einzufiigen, um so eine Beeinflussung der Lokalisation durch
Mutation der Dbox-Motive zu unterbinden.

Die Identifizierung weiterer fiir die Degradation von NIPA wichtiger Motive, sowie der
Transfer des NLS an eine andere Stelle in der NIPA Sequenz wird es erlauben, eine stabile
Mutante von NIPA zu generieren und mit Hilfe dieser Mutante die Funktion des Abbaus
der phosphorylierten Form von NIPA néher zu untersuchen.
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6.2 Regulation von NIPA nach Schadigung der DNA

Treten in einer nicht transformierten Zelle Schidigungen an der DNA auf, so wird der Zellzy-
klus arretiert, bis die geschéddigte DNA repariert ist. Dieser Zellzyklusarrest wird grofiteils
durch negative Regulation der Cyclin-CDK-Komplexe an den verschiedenen Zellzyklus-
Ubergingen gewiihrleistet. Die einzelnen Komponenten der Signalskaskaden, die zu die-
ser Inhibierung der Cyclin-CDK-Komplexe fiihren, sind weitgehend Proteine, die auch im
ungestorten Zellzyklus an der Regulation der Cyclin-CDK-Komplexe beteiligt sind. Die
Ergebnisse dieser Arbeit zeigen, dass auch das F-Box Protein NIPA, das im ungestorten
Zellzyklus durch Ubiquitinierung von Cyclin B1 an der Regulation des Eintritts in die
Mitose beteiligt ist, durch die DNA-Schadensantwort der Zelle reguliert wird.

6.2.1 NIPA wird nach Induktion von DNA-Schadigungen phosphoryliert

Bestrahlung von Zellen mit UVC (254 nm) fiithrt zu einer scheinbaren Erhéhung der mo-
lekularen Masse des NIPA Proteins im Western Blot (Kapitel 5.1.1). Hierbei handelt es
sich um eine Phosphorylierung von NIPA, da sich diese scheinbare Erhéhung der moleku-
laren Masse durch Behandlung der Zelllysate mit alkaliner Phosphatase inhibieren l&sst
(Doktorarbeit E. Grogro, bisher unveroffentlichte Daten).

Da die Phosphorylierung von NIPA relativ schnell (bereits 10 Minuten nach der Bestrah-
lung) zu sehen ist, kann ausgeschlossen werden, dass sie sekundér durch eine Akkumulie-
rung der Zellen in der Go-Phase oder Mitose auftritt. Somit wird NIPA als Antwort auf
Schédigungen der DNA durch Phosphorylierung reguliert.

Diese durch Schidigung der DNA induzierte Phosphorylierung von NIPA ist nicht nur
spezifisch nach Bestrahlung der Zellen mit UVC-Strahlung zu beobachten. Sie wird vielmehr
auch durch weitere DNA-schidigende Substanzen, wie z.B. durch ionisierende Strahlung,
durch die Topoisomerase-Inhibitoren Etoposid und Doxorubicin oder das DNA-methylie-
rende Agens MMS (Methylmethansulfonat) induziert. Die Phosphorylierung von NIPA nach
Behandlung der Zellen mit diesen Agenzien ist allerdings nicht so ausgepragt, wie nach UV-
Bestrahlung (Doktorarbeit E. Grogro, bisher unveréffentlichte Daten).

Desweiteren ist die UV-induzierte Phosphorylierung von NIPA nicht nur spezifisch in
NIH/3T3-Fibroblasten, sondern auch in mehreren anderen Zelllinien zu beobachten. Ver-
suche, in denen die Expression des p53 Tumorsuppressorproteins durch microRNA (miR)
herunterreguliert wurden, zeigen auflerdem, dass die UV-induzierte Phosphorylierung von
NIPA unabhingig vom p53-Status der Zelle stattfinden kann (Doktorarbeit E. Grogro).

Das NIPA Protein besitzt eine potentielle Zinkfingerdoméne. Zwar wurde fiir dieses Mo-
tiv vorausgesagt, dass es sich hierbei um ein BIR-dhnliches Motiv handelt (siehe Einleitung,
Kap. 1.3), dennoch gibt es Hinweise, dass NIPA direkt an DNA bindet (Doktorarbeit E.
Grogro, bisher unveréffentlichte Daten). Somit wire es moglich, dass NIPA in Reparatur-
mechanismen involviert ist oder als Sensorprotein in der Signaltransduktion nach DNA-
Schidigungen funktioniert. Fiir mehrere Checkpoint-Proteine wurde beschrieben, dass sie
erst dann phosphoryliert werden, wenn sie an die geschidigte DNA gebunden haben [178].
Eine Bindung von NTPA an die DNA scheint jedoch nicht Voraussetzung fiir eine Phospho-
rylierung von NIPA zu sein, da zwar die Zinkfingermutante nicht phosphoryliert wird, aber
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die nukleéire Lokalisation von NIPA keine Voraussetzung fiir die UVC-induzierte Phospho-
rylierung ist (Kap. 5.1.5).

Interessanterweise wird NIPA auch durch die Expression verschiedener onkogener Tyro-
sinkinasen, wie zum Beispiel NPM-ALK, BCR-ABL oder FLT3-ITD phosphoryliert ([117]
und bisher unversffentlichte Daten). Uber die Signalwege, die in diesem Fall zur Phospho-
rylierung von NIPA fiihren, ist jedoch bisher wenig bekannt. Verschiedene Arbeiten zeigen,
dass Expression von FLT3-ITD oder BCR-ABL zu einer Anreicherung reaktiver Sauerstoft-
Verbindungen (ROS, reactive oxygen species) und hierdurch zu Doppelstrangbriichen der
DNA fiihrt [204, 205]. Auch die Expression verschiedener Seneszenz-induzierender Onko-
gene wie Cdc6, Cyclin E oder H-RasV12 induziert eine ATM-abhéngige Aktivierung der
DNA-Schadensantwort [206, 207]. Somit wire es denkbar, dass auch die durch Expression
von Onkogenen induzierte Phosphorylierung von NIPA iiber die durch die Schidigungen
der DNA aktivierten Signalkaskaden vermittelt wird.

6.2.2 Die UVC-induzierte Phosphorylierung von NIPA ist ATR-abhidngig

Unter den wichtigsten Kinasen in der Regulierung der Signalantwort nach DNA-Schédi-
gungen sind die beiden Phosphatidylinositolkinase-dhnlichen Kinasen ATM und ATR. Ver-
suche mit einem Inhibitor dieser beiden Kinasen und Experimente, in denen ATM oder
ATR mittels RNA-Interferenz herunterreguliert wurden, weisen darauf hin, dass die UV-
induzierte Phosphorylierung von NIPA abhéngig von der Kinaseaktivitdt von ATR, jedoch
nicht von ATM ist (Kap. 5.2). Dies stimmt mit bisherigen Versffentlichungen iiberein, die
beschreiben, dass ATR durch eine Blockade der Replikationsgabel aktiviert wird, wie dies
bei durch UV-induzierten DNA-Schidigungen der Fall ist, wihrend ATM hauptséchlich
durch Doppelstrangbriiche aktiviert wird [130].

NIPA wird jedoch auch nach Behandlung mit Agenzien, die DNA-Doppelstrangbriiche
induzieren, wie zum Beispiel ionisierender Strahlung oder Topoisomerase-Inhibitoren, phos-
phoryliert. Es wird interessant sein, herauszufinden, ob auch hier die Phosphorylierung
abhingig von ATR oder von der durch Doppelstrangbriiche aktivierten Kinase ATM ist.
Da die Phosphorylierung von NIPA nach Behandlung mit diesen Doppelstrangbruch-indu-
zierenden Agenzien nicht so ausgeprigt ist, wie nach UV-Bestrahlung, wire es allerdings
moglich, dass die geringe Aktivierung von ATR durch diese Agenzien verantwortlich fiir die
Phosphorylierung von NIPA ist.

6.2.3 Funktion der UV-induzierten Phosphorylierung von NIPA

In der Mitose wird NIPA an mindestens drei Serinresten (Ser354, Ser359 und Ser395) phos-
phoryliert [127]. Die Ergebnisse dieser Arbeit zeigen, dass die Phosphorylierung nach UV-
Bestrahlung hingegen nur an einem dieser Serinreste (Ser354) erfolgt (Kap.5.1.2). Auch
die Versuche mit einem Inhibitor der Checkpointkinase Chk1 zeigen, dass es sich um zwei
unterschiedliche Phosphorylierungen handelt. Wéhrend dieser Inhibitor die UV-induzierte
Phosphorylierung von NIPA hemmt, hat er keinen Einfluss auf die Phosphorylierung von
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NIPA am Gy/M-Ubergang (Kap. 5.2.4). Dennoch fithrt die UV-induzierte Phosphorylie-
rung von NIPA ebenso, wie die zellzyklus-abhéingige Phosphorylierung zu einer Dissoziie-
rung vom SCF-Kernkomplex (Kap. 5.1.4). Bis jetzt ist jedoch noch unklar, ob eine durch
diese Inaktivierung der SCFN'PA_Ligase hervorgerufene Akkumulierung von entsprechenden
Substraten eine Rolle in der DNA-Schadensantwort spielt. Es wurde bereits beschrieben,
dass in verschiedenen hematopoietischen Zellen durch v-Strahlung induzierte Apoptose mit
einer Akkumulierung von nukleirem Cyclin B1 assoziiert und abhingig von dieser Akku-
mulierung ist [208, 209]. Ob jedoch die Inaktivierung der SCFNPA_Ligase hierbei eine Rolle
spielt, muss noch untersucht werden. Alternativ oder zusétzlich wire es auch moglich, dass
die phosphorylierte Form von NIPA iiber eine Funktion in der Signaltransduktion nach
DNA-Schidigung verfiigt.

Erstaunlicherweise fithrt die UV-induzierte Phosphorylierung von NIPA in der G;-Phase
des Zellzyklus zu einer vollstindigen Degradation des NIPA Proteins (Kapitel 5.1.3). Hier-
bei ist die Phosphorylierung von NIPA Voraussetzung fiir diese Degradation, da die In-
hibierung der Phosphorylierung durch Caffein den Abbau von NIPA zumindest teilweise
inhibiert (Kapitel 5.2.5). Es wére interessant herauszufinden, ob diese Degradation eben-
so wie die Degradation der phosphorylierten Form von NIPA im ungestorten Zellzyklus
abhingig von einer Ubiquitinierung durch den APC-Komplex ist. Der APCCM! ist ab
der spdten Mitose bis zum Ende der Gi-Phase aktiv und wird zu Beginn der S-Phase
durch Cdk2-abhéngige Phosphorylierung inaktiviert [96, 210]. Dies wiirde erklidren, warum
UV-induzierte Phosphorylierung von NIPA in der Gi-Phase zu einer Degradation fiihrt,
wihrend in der S-Phase und Go-Phase die phosphorylierte Form von NIPA akkumulieren
kann. In diesem Zusammenhang wird es auch sehr interessant sein, zu untersuchen ob die
Expression einer Mutante, die nicht abgebaut werden kann, deren phosphorylierte Form
also auch in der G;-Phase nach UV-Bestrahlung akkumulieren kann, einen Einfluss auf die
Integritédt der DNA-Schadensantwort hat.

Die Expressionsstirke von NIPA bleibt unmittelbar nach UV-Bestrahlung der Zellen in
etwa konstant, nimmt aber 4h nach der Bestrahlung ab, bis 8 h nach Bestrahlung so gut
wie kein NIPA mehr in den Zellen vorhanden ist (Kap. 5.1.1). Nach Schédigung der DNA
durch UV-Strahlung werden die Zellen hauptséchlich am G1/S-Checkpoint arretiert. Somit
ldsst sich die starke Abnahme der NIPA-Expression durch eine Akkumulierung der Zellen
in der Gi-Phase und dem hier gezeigten Abbau der phosphorylierten Form von NIPA in
dieser Zellzyklusphase erkléren.

6.2.4 Einfluss der NIPA-Expression auf die UVC-induzierte Apoptose

Interessanterweise hat die Stéirke der NIPA-Expression einen grofien Einfluss auf die Sen-
sitivitdt der Zellen gegeniiber durch DNA-Schédigungen induzierter Apoptose. So fiihrt
die Uberexpression von NIPA in murinen NIH/3T3 Fibroblasten zu einem ausgeprigten
Anstieg der TUNEL-Positivitit nach UV-Bestrahlung, wihrend entsprechend NIPA~/~
MEFs eine hohere Resistenz gegeniiber UV-induzierter Apoptose aufweisen, als NIPA-
exprimierende MEFs (Kap. 5.3). Findet die Schiadigung der DNA in einer bestimmten Zell-
zyklusphase, zum Beispiel wihrend der DNA-Synthese statt, ist dieser Schaden fiir die Zelle
gravierender, als wenn die DNA-Schiadigung zum Beispiel wihrend der Gi-Phase im Zell-
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zyklus stattfindet [211, 212]. Da die Uberexpression von NIPA jedoch keinen Einfluss auf
die Zellzyklusverteilung der Zellen hat (Daten nicht gezeigt), kann ausgeschlossen werden,
dass die erhdhte Sensitivitdt der NIPA-iiberexprimierenden Zellen auf einen sekundéren
Effekt durch eine Akkumulierung der Zellen in einer bestimmten Zellzyklusphase wihrend
der DNA-Schidigung zuriickzufiihren ist.

Durch RNA-Interferenz vermittelte Herunterregulation der NIPA Expression fiithrt zu
einem verfrithten Mitoseeintritt, Akkumulierung der Zellen in Prometaphase und anschlie-
Bender Apoptose [124]. Aufgrund des durch den verfrithten Mitose-Eintritt induzierten
Zellzyklus-Arrests und der darauffolgenden Apoptose in den mit NIPA siRNA behandelten
Zellen, kann diese Methode leider nicht verwendet werden, um den Einfluss einer vermin-
derten NIPA-Expression auf die UV-induzierte Apoptose zu untersuchen. Embryone Fibro-
blasten aus NIPA~/~-Miusen weisen hingegen keine Zellzyklus-Defekte auf (Illert et al.,
submittiert) und kénnen somit fiir diese Versuche verwendet werden.

Die Uberexpression der phosphorylierungsdefizienten Mutante (Ser354Ala) von NIPA
hat im Gegensatz zur Uberexpression des wildtyp Proteins keinen Einfluss auf die Sensi-
tivitidt der Zellen gegeniiber UV-induzierter Apoptose (Kap. 5.3.2). Dies weist darauf hin,
dass vermutlich die phosphorylierte Form von NIPA eine Funktion besitzt, die fiir diese
Sensibilisierung der Zellen verantwortlich ist. Alternativ wére es allerdings auch moglich,
dass das in grofler Menge iiberexprimierte wildtyp NIPA Protein mit anderen wichtigen
Substraten um die Bindung an die Kinase und nachfolgende Phosphorylierung konkur-
riert und hierdurch die Signaltransduktion in einer unphysiologischen Weise beeinflusst.
Da eine Reduktion der NIPA-Expression jedoch entsprechend einen kontridren Effekt auf
die Sensitivitdt der Zellen hat, erscheint es unwahrscheinlich, dass es sich hierbei um einen
unphysiologischen Einfluss handelt.

Der Einfluss der NIPA-Expression auf die Sensitivitdt der Zellen scheint abhéingig vom
Apoptose-induzierenden Stimulus zu sein. So zeigen frithere Versuche, dass in der IL-3
abhingigen pro-B Lymphozyten Zelllinie Ba/F3 eine Uberexpression von wildtyp NIPA,
jedoch nicht der phosphorylierungs-defizienten Ser354Ala Mutante, zu einer verzdgerten
Apoptose nach Serumentzug fithrt [117]. Somit scheint die durch Uberexpression von NIPA
induzierte hohere Sensitivitit der Zellen spezifisch fiir die durch Schidigungen der DNA
induzierte Apoptose zu sein. Dies konnte darauf hinweisen, dass NIPA nicht direkt in einen
der Apoptose-Signalwege involviert ist, sondern vielmehr an verschiedenen anderen Prozes-
sen beteiligt ist, deren Fehlfunktion zu Apoptose fithren kann.

In Zellen mit NIPA-Uberexpression findet eine geringere Induktion der p53-Expression
statt (Kap. 5.4.1). Es wire demzufolge moglich, dass diese Zellen defizient in p53-abhéngigen
DNA-Reparaturmechanismen oder p53-abhéingigen Zellzyklus-Checkpoints sind. Der wich-
tigste p53-abhingige Checkpoint nach UV-Bestrahlung ist der G;/S-Checkpoint. Uberex-
pression von NIPA hat jedoch keinen Einfluss auf die Integritéit dieses Checkpoints (Ka-
pitel 5.4.2). Somit ist es wahrscheinlich, dass die Funktion des Ga/M-Checkpoints oder
pH3-abhéngige Reparaturmechanismen in diesen Zellen beeintréichtigt sind. Die erhchte
Sensitivitdt der NIPA-{iberexprimierenden Zellen auf UV-Bestrahlung ist aber moglicher-
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weise auch auf p53-unabhéingige Mechanismen zuriickzufiihren.

Zusammenfassend lésst sich festhalten, dass NIPA neben seiner Funktion als Zellzy-
klus Kontrollpunkt in der Regulation der S- und Gy-Phase im ungestorten Zellzyklus eine
funktionelle Rolle in der DNA-Schadensantwort spielt. NIPA wird nach UVC-Bestrahlung
ATR-abhéngig, vermutlich durch die Checkpointkinase Chk1 phosphoryliert. Dies fiihrt zu
einer Dissoziation von Skpl und somit zu einer Inaktivierung der SCFNPA_E3 Ligase.
Hierdurch kommt es vermutlich zu einer Akkumulierung von fiir die zellulire Stressantwort
relevanten Substraten. Zudem legen die gezeigten Daten nahe, dass die phosphorylierte
Form von NIPA eigenstindige und wahrscheinlich SCF-unabhéngige Funktionen in der
DNA-Schadensantwort einnimmt. Die Funktion als Checkpoint-Molekiil kénnte NTPA und
seine Substrate als attraktive Zielstrukturen bei molekularen Therapieanséitzen etablieren.
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7 Zusammenfassung

Das F-Box Protein NIPA (Nuclear Interaction Partner of Alk) bindet spezifisch an Skpl
und bildet mit weiteren Komponenten eine aktive SCF E3-Ubiquitinligase. Der SCFNPA_
Komplex ubiquitiniert nukledres Cyclin B1 wihrend der Interphase des Zellzyklus und
verhindert hierdurch einen verfrithten Mitoseeintritt der Zelle. Phosphorylierung von NI-
PA am Gy/ M-Ubergang des Zellzyklus fithrt zu einer Dissoziation der Bindung an Skpl
und somit zu einer Inaktivierung der SCFNPA_Ligase. Dies gewihrleistet, dass Cyclin Bl
zeitgerecht im Zellkern akkumulieren kann. Somit ist NIPA direkt an der Kontrolle eines
ordnungsgeméfen Ablaufs der Mitose beteiligt.

Im Rahmen dieser Arbeit wird gezeigt, dass die phosphorylierte Form von NIPA in der
spéten Mitose selbst durch den Proteasom-Ubiquitin Signalweg abgebaut wird. Hierbei wird
die Ubiquitinierung des phosphorylierten NIPA Proteins durch den APC®" (Anaphase
promoting complex) vermittelt.

Die Degradation von NIPA wird iiber die Bindung an die SCF-Komponente Skpl re-
guliert. Somit ist NIPA in der Gi- und S-Phase durch seine Interaktion mit Skpl vor der
APC-abhingigen Ubiquitinierung geschiitzt. Die mitotische Phosphorylierung von NIPA
fithrt zu einer Dissoziation dieser Interaktion und erlaubt hierdurch die Ubiquitinierung
von NIPA durch den APC-Komplex. Dies beschreibt einen neuen Regulationsmechanis-
mus der Erkennung eines Substrates durch den APC. Hierdurch wird gewihrleistet, dass
die phosphorylierte Form von NIPA in der spiten Mitose und Gi-Phase abgebaut wird,
wéhrend neu synthetisiertes, nicht phosphoryliertes NIPA in der G;-Phase akkumulieren
kann.

Es wurden zwei potentielle Dbox-Motive in NIPA identifiziert, deren Mutation zu einer
verminderten in vitro Ubiquitinierung durch den APCCIM! fithrt. Somit dienen diese Motive
als Degradationsmotive fiir den APC-vermittelten Abbau von NIPA.

Als wichtiger Zellzyklus Kontrollpunkt scheint NIPA auch bei Prozessen nach DNA-Sché-
digungen eine funktionell wichtige Rolle zu spielen.

In der vorliegenden Arbeit wird gezeigt, dass UVC-Bestrahlung von Zellen zu einer zell-
zyklusunabhéngigen Phosphorylierung von NIPA und somit zu einer Inaktivierung der
SCFNPA E3-Ligase fithrt. Diese Phosphorylierung ist abhingig von der Phosphatidylino-
sitolkinase-dhnlichen Kinase ATR und findet anders als im ungestorten Zellzyklus an nur
einem der Serinreste in NIPA statt. Wahrend der Gq-Phase des Zellzyklus fiihrt diese UV-
induzierte Phosphorylierung zu einer vollstéindigen Degradation des NIPA Proteins, so dass
nur wihrend der S- und Gy/M-Phase die phosphorylierte Form von NIPA akkumulieren
kann.

Uberexpression des NIPA Proteins fithrt zu einer erhohten Sensitivitit der Zellen ge-
geniiber UVC-induzierter Apoptose. NIPA knockout MEFs zeigen im Vergleich zu wild-
typ MEFSs eine erhohte Resistenz gegeniiber UVC. Somit scheint der SCFNPA die UVC-
induzierten Antworten der Zelle zu modulieren.
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