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Einleitung | 1
1 Einleitung

1.1 Der Zellkern eukaryontischer Zellen

1.1.1 Ein Uberblick tber die Architektur und Funktionen des Zellkerns

Der Zellkern ist die erste intrazellul&re Struktur, die 1802 von Franz Bauer beschrieben
wurde [1]. Der Zellkern eukaryontischer Zellen hat einen Durchmesser von ca. 10 um und stellt die
Schaltzentrale fir alle Funktionen innerhalb einer Zelle dar. Er ist ein hoch dynamisches
Zellorganell [2] und steuert die Zellfunktionen durch die Ubermittlung der Informationen fir die
RNA- und DNA-Synthese. Seine vielseitigen Aufgaben reichen unter anderem von der Teilung der
Zelle Uber den Erhalt der lebenswichtigen Stoffwechselprozesse bis hin zum programmierten
Zelltod. Nur eine komplexe Architektur kann gewahrleisten, dass diese Vielzahl an sehr
unterschiedlichen Prozessen koordiniert werden kann [3, 4]. Zu diesem Zweck ist der Zellkern in
Kompartimente unterteilt. Diese Aggregate sind gleichmé&Big im Nukleus verteilt, was den Schluss
zulésst, dass sie eine wichtige regulatorische Aufgabe in der Organisation des Zellkerns
ubernehmen [5]. Die Kerndoménen sind nicht von einer definierten Membran umgeben, sondern in
einer sogenannten Kernmatrix verankert [6]. Auch wenn die Anordnung und Ausbildung der
Kernkompartimente noch nicht ausreichend geklért ist, existieren weitreichende Kenntnisse uber

einzelne von ihnen.

1.1.2  Die nuklearen Kompartimente, ihre mikroskopische Darstellung und

Organisation

Zu den nukledaren Kompartimenten des Zellkerns gehoren unter anderem die Kernhdlle
mit ihren nukledren Porenkomplexen, der Nukleolus [7], die promyelocytic leukemia nuclear bodies
(PML-NBs) [8], die Splicing-Faktor-Kompartimente (SFCs) [9] und die Cajal Korperchen [10]. All
diese Kerndomanen sind seit den 1980er Jahren durch Fluoreszenzmikroskopie darstellbar [11] und
erscheinen als rundliche, voneinander abgetrennte Aggregate. Jedoch sind diese Kompartimente
keinesfalls statische Objekte, sondern sie unterliegen einem konstanten Durchfluss [12], der sich auf
bestimmte zellulare Stimuli hin verandern kann. Eine unzureichende Organisation oder
Instandhaltung dieser Kompartimente steht hdufig in Verbindung mit Krankheiten [13]. Man hat
herausgefunden, dass die Organisation zu solchen Kompartimenten in vielen Féllen mit der

Funktion des entsprechenden Proteins in Zusammenhang steht. Ist dieses zum Beispiel beschadigt
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und dadurch inaktiviert, so findet man es haufig nicht gruppiert in nukledren Domanen, sondern
diffus verteilt im Kernplasma. So akkumuliert sich auch die in dieser Arbeit untersuchte
Homeodomain-interacting Protein Kinase 2 (HIPK2) in ihrer nattrlichen, aktiven Form im Zellkern
zu HIPK-Doménen [14], die dann als sogenannte Speckles durch  Anféarben
fluoreszenzmikroskopisch sichtbar gemacht werden kdnnen. Eine inaktive Punktmutante von
HIPK2 bildet hingegen keine Speckles mehr [15]. Der Begriff Speckles hat sich durch ihr
zerstreutes und formloses Erscheinungsbild ergeben. In eukaryontischen Zellen ist die Struktur und
Funktionalitat sehr stark vom transkriptionalen Stadium der Zelle abhéngig [16]. Es gibt viele
Hinweise dafur, dass Speckles als Speicher-, Versammlungs- oder Modifikationsort fur Splicing-
Faktoren dienen. Sie sind hdufig in der Nahe von hoch aktiven Transkriptionsorten aufzufinden.
Man weil}, dass Speckles neben pra&-mRNA-Splicing-Faktoren viele davon unabhdngige Proteine
enthalten, und dass sie in ihrer GroRe und Anzahl sehr stark variieren konnen [4]. Der Aufbau, die
Funktion und die eventuell benétigten Stimuli zur Akkumulation der HIPK2-Speckles sind bislang

unzureichend geklart.

Alle Kompartimente des Zellkerns agieren in einer koordinierten Art und Weise
untereinander durch Signalmechanismen. Die posttranslationale Modifikation von Proteinen ist ein
wichtiger regulatorischer Mechanismus in der Strukturierung subnuklearer Kompartimente [16]. Es
gibt unzéhlige Arten, wie ein Protein posttranslational modifiziert werden kann, zum Beispiel durch
Abspaltung  bestimmter Reste, Phosphorylierung, Ubiquitinierung, Acetylierung oder
Sumoylierung. Diese Modifikationen haben enormen Einfluss auf die Struktur und Funktion der
nukledren Untereinheiten. Zum Beispiel gibt es Kinasen, die erst phosphoryliert werden missen,
um aktiv zu sein, wie die dual-specificity tyrosine-phosphorylation-regulated kinases (DYRKS)
[17]. Dann gibt es wiederum Tumorsuppressoren wie p53, welche erst eine Kaskade aus
Phosphorylierung und Acetylierung durchlaufen miissen um vollstdndig aktiviert zu sein [18]. Um
alle Interaktionen zwischen den einzelnen Kompartimenten des Zellkerns und ihre Bedeutung fiir
den Organismus zu ergriinden und zu verstehen sind weitere Forschungsanstrengungen erforderlich.
So sind auch die genauen Mechanismen und Modifikationen zur Aktivierung und Akkumulation
von HIPK2 bisher noch weitgehend unbekannt.

1.2 HIPK2 - Homeodomain-interacting Protein Kinase 2

1.21 Die HIPK-Familie

Die Homeodomain-interacting Protein Kinasen bilden eine Familie aus Korepressoren
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fir Homeoproteine. Zu ihnen gehdren die Serin-Threonin-Kinasen HIPK1-3 und HIPK4. Die erste
Entdeckung dieser neuen Familie gelang 1998 mittels eines Hefe-Zwei-Hybrid-Systems, durch das
die HIPKSs 1-3 identifiziert werden konnten [14]. Diese zeigen untereinander eine Ubereinstimmung
in den Aminoséuren ihrer Kinase-Domane von Uber 85 % [19]. Kim et al. fanden damals bereits
heraus, dass es sich bei dieser neuen Kinase-Familie um Korepressoren fir Transkriptionsfaktoren
handelt [14]. Aufgrund der hohen Ahnlichkeit von vor allem HIPK1 und -2, besteht eine erhohte
Maoglichkeit, dass sie funktionell redundant sind. Knockout-Experimente zeigten, dass Mause,
denen entweder HIPK1 oder HIPK2 fehlte, weitgehend normal entwickelt waren, wahrend Méuse,
denen sowohl HIPK1 als auch -2 fehlten, zwischen E9,5 und E12,5 starben [19, 20]. Dass HIPK1
und -2 in ihrer Funktion jedoch nicht véllig identisch sind, konnte an HIPK2-/- Méuse gezeigt
werden. Bei ihnen kam es zu einem selektiven Verlust der dopaminergen Neuronen im Gehirn, so
dass diese HIPK2-/- Mutanten eine Reihe an psychomotorischen Missbildungen aufwiesen [21].
AuBerdem entwickelten HIPK2-/- Mause schneller Hauttumore als Wildtyp-Mause [22]. HIPK1

kann also in Abwesenheit von HIPK2 bestimmte Funktionen nicht Gbernehmen.

Erst 2002 stieR man auf das letzte Mitglied der Familie, HIPK4. Diese weist jedoch nur
zu 50 % ldentitat in der Kinasedomane mit HIPK1-3 auf. Die grokte Ahnlichkeit hat HIPK4 zu
HIPK1 [19]. Alle HIPKSs sind in Wirbeltieren, wie Méausen, Hunden, Kihen, Fréschen und dem
Menschen konserviert [20]. Als erstes wurden sie in Mausen identifiziert. HIPK2 wurde zusétzlich
von Hamstern [23] und Menschen geklont [24, 25]. Desweiteren sind sie aber auch in wirbellosen
Tieren, wie Drosophila melanogaster und C. elegans, konserviert. Die Mitglieder der HIPK-Familie
scheinen eine groRe Rolle in der transkriptionalen Regulation, der Signaltransduktion und der

Regulation der Proteinstabilitat zu spielen [20].

1.2.2 Die Lokalisation der HIPKs

Die HIPKs 1-3 formieren sich im Nukleus zu Einheiten, den sogenannten HIPK-
Speckles [14]. Diese HIPK-Kdrperchen haben eine variable GrofRe zwischen 0,1 und 1 uM. Sie
befinden sich im gesamten Kern, zeigen jedoch eine Tendenz sich vermehrt in der Peripherie des
Nukleus anzuhdufen [26]. Die Kinasefunktion der HIPKSs ist relevant fur ihre Lokalisierung in
Speckles. So zeigt eine Punktmutante, deren Kinasefunktion inaktiviert ist, eine diffuse Verteilung
im Kernplasma [15]. Neben den markanten nukledren Speckles tritt HIPK2 im Zytoplasma
zusétzlich vereinzelt als Mikrospeckles in Erscheinung. Die Funktion dieser zytosolischen HIPK2
ist noch ungeklart [20]. Im Gegensatz zu den anderen HIPKs befindet sich HIPK4 in ihrer aktiven

Form stets tiberwiegend im Zytoplasma und zeigt nur ein schwaches Vorkommen im Nukleus [19].
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1.2.3 Die Struktur von HIPK2

HIPK2 besteht aus multiplen funktionalen Doménen, zu denen die N-terminal gelegene
Kinase-Doméne (KD) gehort. Im Zentrum des Proteins befindet sich eine Korepressordoméane,
welche eine Interaktionsdoméne (ID) fir Homeoproteine darstellt. Auf diese folgt eine PEST-
Sequenz, welche reich an Prolin, Glutamat, Serin und Threonin ist und der sich eine Sequenz mit
starkem Vorkommen von Tyrosin und Histidin (YH) anschlieBt [27]. An Lys25 kann HIPK2
kovalent von small ubiquitin-like modifier-1 (SUMO-1) modifiziert werden [28]. Ein speckle
retention signal (SRS) wurde am C-Terminus beim Maus-HIPK2 an 860-967aa gefunden. Ohne
dieses SRS st eine Speckle-Bildung nicht moglich. Zuséatzlich befinden sich zwei nuclear
localization signals (NLS1, NLS2) in HIPK2, die flr ihre Lokalisation im Kern verantwortlich sind
[L. de la Vega (im Druck)]. Der SRS folgend schlief3t sich eine autoinhibitory domain (AID) und
eine Region reich an Serin, Glutamin und Alanin (SQA) an. Das Gen fur die menschliche HIPK2
befindet sich auf dem Chromosom 7032-934. Bei Mausen befindet sich HIPK2 auf dem
Chromosom 6B, welches homolog zum menschlichen Chromosom 7 ist [24]. Eine schematische

Darstellung von HIPK2 ist in Abbildung 1.1 gezeigt.

SUMO-1

; / 9 & & SN

™y
KD | ID | SRS SQA

NLS1
NLS2

Abb. 1.1: Schematische Struktur von HIPK2. Die einzelnen Doméanen von HIPK2 sind durch unterschiedliche
Farben gekennzeichnet. Zusatzlich ist deren Position innerhalb der Aminosdurensequenz angegeben.
KD=Kinase-Domane, ID=Interaktionsdoméane, SRS=speckle retention signal, AlD=autoinhibitory domain,
SQA=Ser-, GIn-, Ala-Wiederholungen, SUMO-1=small ubiquitin-like modifier-1, NLS=nuclear localization
signal

1.2.4  Die Regulierung der HIPK2-Aktivitat

1.2.4.1 Posttranslationale Modifizierung - Sumoylierung von HIPK2

Posttranslationale Modifizierung kann auf verschiedene Art und Weise geschehen und
ist ein Mechanismus, der eine wichtige Rolle in der Regulation der zellularen Proteinfunktion spielt

[27]. Durch diese Modifikationen kdnnen unter anderem Kinasen aktiviert oder deaktiviert werden.
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Im Falle von HIPK2 sind die Sumoylierung [27] und die Ubiquitinierung [29-31] bekannt. HIPK2

wiederum phosphoryliert viele ihrer Interaktionsproteine um diese zu regulieren [32-34].

Kim et al. haben gezeigt, dass SUMO-1 kovalent an Lysin 25 von HIPK2 anheften kann
[27]. Lysin 25 ist ein SUMO-modifizierungs-Motiv, dass sowohl in menschlichen HIPK-Proteinen,
als auch in denen von Mausen konserviert ist [35].Wahrend einige Proteine von mehreren SUMO-
Isoformen modifiziert werden konnen, ist die Sumoylierung bei HIPK2 nur durch SUMO-1
maoglich. SUMO-2 und -3 kénnen HIPK2 nicht modifizieren [36]. Mittlerweile ist bekannt, dass
HIPK2 an multiplen Stellen sumoyliert werden kann und dass dies ihre Interaktion mit
Partnerproteinen beeinflusst [37]. So verhindert die Sumoylierung von HIPK2 deren vermittelte
Aktivierung des JNK-Pfads (c-Jun NH(2)-terminal kinase pathway) sowie ihre p53-unabhéngige
antiproliferative Funktion [35]. Auch die Stabilitat von HIPK2 und ihre Versammlung in PML-NBs
unterliegen einem Einfluss durch Sumoylierung [28, 38].

1.2.4.2 Die Regulierung der HIPK2-Proteinmenge durch das Ubiquitin-Proteasomen-System

Die vorhandene Proteinmenge von HIPK2 in der Zelle wird streng durch das Ubiquitin-
Proteasomen-System Uberwacht. Die Ubiquitin E3 Ligase MDM2 (mouse double minute 2) sorgt
durch die Ubiquitinierung von HIPK2 fur deren Degradation. MDM2 wird durch p53 aktiviert,
welches so seine eigene Phosphorylierung durch HIPK2 am Serin 46 unterdriickt und dadurch
seinen eigenen proapoptotischen Aktivator ausschaltet. Dies geschieht als Folge von leichten,
reparablen DNA-Schéden, auf die p53 mit einem Arrest des Zellzyklus reagiert und verhindert, dass
eine Uberreaktion der Apoptose-Kaskade erfolgt [39].

Eine weitere Ubiquitin E3 Ligase, die die Stabilitat von HIPK2 kontrolliert, ist WSB-1.
WSB-1 ist ein WD40-repeat/SOCS Box Protein, welches unter normalen Bedingungen in der Zelle
HIPK2 ubiquitiniert und somit deren Menge in der Zelle auf einem niedrigen Level halt. Kommt es
jedoch zu einem irreparablen DNA-Schaden, wird dieser Prozess verhindert, so dass die
intrazellulare HIPK2-Menge ansteigt. Daraus resultiert als Antwort auf den DNA-Schaden eine

erhohte Apoptoserate [29].

In gleicher Weise verhélt sich die Interaktion zwischen HIPK2 und der Ubiquitin E3
Ligase Siah-1 (Seven in absentia homologue-1). Auch hier fiihrt die Ubiquitinierung von HIPK2
durch Siah-1 zur Inaktivierung von HIPK2. Unter normalen zelluldren Bedingungen bilden Siah-1
und HIPK2 Komplexe, die als Antwort auf starke DNA-Schaden aufgelGst werden, so dass die

HIPK2-Menge ansteigt und die Apoptose eingeleitet wird [30, 40].
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Siah-2 (Seven in absentia homologue-2) hingegen ist ein Interaktionspartner von
HIPK2, der unter hypoxischen Bedingungen verstarkt mit HIPK2 interagiert und eine
Polyubiquitinierung hervorruft. Unter normoxischen Bedingungen befinden sich nur wenige
HIPK2s an Siah-2 gebunden. Da HIPK2 eine wichtige Rolle in der Unterdrickung der
Genexpression spielt, kann durch ihre Hemmung, ausgelost durch eine Hypoxie, sicher gestellt
werden, dass eine gewisse Menge an Hypoxie-induzierten Genen produziert werden kann, so dass

die Zelle in der Lage ist, diesem Zustand maoglichst schnell entgegenzuwirken [41].

1.2.4.3 Die Entfernung der AID durch Caspasen

Die Aktivitat von HIPK2 kann auch durch Caspasen reguliert werden. Diese spalten als
Antwort auf DNA-Schaden in der Aminoséurensequenz von HIPK2 die Asparaginsduren an
Position 916 und 977, wodurch HIPK2 seine autoinhibitory domain (AID) verliert [42]. Die somit
am C-Terminus verkirzte HIPK2 weist eine verstarkte Aktivitdt auf, wodurch die
Phosphorylierungsrate des Serins 46 durch p53 gesteigert wird [43]. Gresko et al. haben gezeigt,
dass eine frihe Einleitung der p53-Antwort auf DNA-Schaden einen feed-forward loop auslost,
durch den p53 die Aktivitdit von HIPK2 steigert, wodurch diese wiederum eine erhohte
Phosphorylierungsrate von p53 aufweist. Somit kann zu Beginn der Apoptose die entsprechende
Kaskade schneller anlaufen. Ist der apoptotische Prozess angelaufen, verringert sich die HIPK2-
Menge wieder bis hin zum Ende der Apoptose. Durch diesen Mechanismus wird sichergestellt, dass
nur zu Beginn der Apoptose in sehr kurzer Zeit eine grof3e Menge an HIPK2 vorhanden ist und die
Kaskade schnell anlaufen kann [42].

1.2.4.4 Die Aktivierungsschleife der DYRK-Kinasen und ihre Aktivierung durch cis-
Autophosphorylierung

HIPK2 gehort zu der Proteinkinase-Familie DYRK [24], welche wiederum zu der
CMGC-Gruppe der Kinasen gehort [17]. Zu den DYRKSs z&hlen mindestens sieben in S&ugetieren
vorkommende Isoformen [44]. Alle Mitglieder der DYRK-Familie haben eine konservierte Kinase-
Domane und eine daran angrenzende N-terminale DH-Box gemeinsam [17]. Das Abgleichen der
Kinase-Doméne von HIPK2 und verschiedenen Mitgliedern der DYRK-Familie hat gezeigt, dass
mehrere evolutiondr konservierte Regionen bestehen, die untereinander sehr homolog sind. Somit
ergab sich eine Unterteilung der DYRK-Kinasen und die Festlegung einer neuen Untergruppe, der

unter anderem auch HIPK2 angehort. Des Weiteren beinhaltet die Aminosdurensequenz von HIPK2
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ein konserviertes Lysin an Position 221, das bei allen DYRK-Kinasen vorhanden ist und fur die
ATP-Bindung der Kinasen wichtig ist [24].

DYRK steht fur dual-specificity tyrosine-phosphorylation-regulated protein kinases.
Dieser Name beschreibt bereits die Art ihrer Aktivierung. DYRKs besitzen eine
Aktivierungsschleife, in der sie ein Tyrosin autophosphorylieren, wodurch die Kinase in den
aktiven Zustand Uberflhrt wird [17]. Die Phosphorylierung innerhalb der Aktivierungsschleife ist
die héufigste Methode um die Kinaseaktivitdt zu regulieren [45]. Des Weiteren spielt die
Aktivierungsschleife aber auch eine einflussreiche Rolle in der Interaktion zwischen Proteinen, was
sowohl Einfluss auf die Lokalisation und die Regulierung der Kinase haben kann, als auch die
Interaktion mit ihren Bindungspartnern beeinflusst [46]. Die Aktivierungsschleife ist ein kurzes
Peptid mit variabler Lange von ca. 20 bis 30 Aminosdureresten. Sie wird von zwei konservierten
Regionen eingerahmt, die als N- und C-terminale Ankerregionen bezeichnet werden. Als Ganzes
kann die Aktivierungsschleife mit ihren beiden Ankerregionen als Aktivierungssegment identifiziert
werden, da sie zwischen dem DFG- und APE-Motiv liegt [47]. Vom N- zum C-Terminus liegt als
erstes die kinase-konservierte DFG-Sequenz, die sich innerhalb der Magnesium-Bindungsschleife
befindet, dann folgt die Aktivierungsschleife und in C-terminaler Richtung schlief3t sich die APE-
Sequenz an, die in die P+1-Schleife integriert ist [45] (Abb. 1.2).

Aktivierungssegment

Mg- Aktivierungs-
Bindungsschleife schleife P+1-Schleife

HIPK2 TIHADLKPENIMLVDPSRQPYRVKVIDFGSASHVSKA--VCSTYLQSRYYRAPEIILGLPFCEAIDMWSLGC
HIPK1 TIHADLKPENIMLVDPVRQPYRVKVIDFGSASHVSKA--VCSTYLQSRYYRAPEIILGLPFCEAIDMWSLGC
HIPK3 IHADLKPENIMLVDPVRQPYRVKVIDFGSASHVSKT--VCSTYLQSRYYRAPEITILGLPFCEAIDMWSLGC
HIPK4 TIHADLKPENIMLVDQTRCPFRVKVIDEFGSASIFSEVRYVKEPYIQSREFYRAPEILLGLPFCEKVDVWSLGC
DYRK2 TIHCDLKPENILLKQQGRS--GIKVIDFGSSCYEHQR---VYTYIQSRFYRAPEVILGARYGMPIDMWSLGC
DYRK3 TIHCDLKPENILLKHHGRS--STKVIDEFGSSCFEYQK---LYTYIQSRFYRAPEIILGSRYSTPIDIWSFGC
YAK1 ITHCDLKPENILLCAPDKP--ELKIIDFGSSCEEART---VYTYIQSRFYRAPEITILGIPYSTSIDMWSLGC
DYRK4 TIHCDLKPENIVLYQKGQA--SVKVIDEFGSSCYEHQK---VYTYIQSRFYRSPEVILGHPYDVAIDMWSLGC
DYRKla IHCDLKPENILLCNPKRS--AIKIVDFGSSCQLGQR---IYQYIQSRFYRSPEVLLGMPYDLAIDMWSLGC
DYRK1b THCDLKPENILLCNPKRS--AIKIVDEGSSCQLGQR---IYQYIQSRFYRSPEVLLGTPYDLAIDMWSLGC

*k kkkkkk ok ook koo o kK kKk oo *ekkhk o kkokkookk . ok e kk ok Kk

Abb. 1.2: Der Aufbau der Aktivierungsschleife von HIPK2 und verwandten Kinasen. Die Ankerregionen sind
in rot und griin dargestellt. Die phosphorylierten Tyrosine sind fett gedruckt und weitere mogliche
Phosphorylierungsstellen sind unterstrichen. Der Grad der Homologie zwischen den einzelnen Sequenzen
ist in der untersten Zeile angegeben. Identische Aminosauren sind mit einem Stern gekennzeichnet.
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Es sind drei verschiedene Wege bekannt, die zur Phosphorylierung der
Aktivierungsschleife fihren kénnen (Abb.1.3): (I) Die Aktivierung im Zuge einer Signalkaskade
durch eine bereits im vorangegangenen Schritt aktivierte Kinase. Das klassische Beispiel fir diesen
Weg ist die MAP-Kinase-Aktivierung. (II) Durch eine Trans-Autophosphorylierung, in der eine
aktive Kinase eine noch inaktive Kinase autophosphoryliert, wie zum Beispiel bei Src [48]. (111) Die
Cis-Autophosphorylierung, die wéhrend der Bildung einer Kinase am Ribosom vollzogen wird oder
durch einen Bindungspartner erfolgen kann. Diese Art der Aktivierung ist bisher nur von CMGC-
Kinasen wie DYRK, p38 und GSK-3 bekannt [47]. Alle DYRKSs autophosphorylieren ein Tyrosin
in ihrer Aktivierungsschleife, wahrend sie bei ihren Bindungspartnern die Phosphorylierung nur an
Serinen und Threoninen durchfuhren [49, 50]. Da HIPK2 ebenfalls eine solche Aktivierungsschleife
in seiner Aminoséurensequenz aufweist und Mitglied der DYRK-Familie ist, liegt es nahe, hier den
gleichen oder zumindest einen &hnlichen Weg zur Aktivierung der Kinase zu vermuten. Eine
Bestatigung dieser Vermutung ist bisher noch nicht erfolgt und bedarf weiterer Forschungsprojekte.

Ein Schritt in diese Richtung war eine der Zielsetzungen der nachfolgend beschriebenen Studie.

Transphosphorylierung Trans-Autophosphorylierung Cis-Autophosphorylierung
aktive Kinase Y r®\
X oo

Y

Pe® Pe

®

Y

®
Y

Abb. 1.3: Drei mogliche Wege zur Phosphorylierung der Aktivierungsschleife von HIPK2.

1.2.5  Der Einfluss von HIPK2 auf den Zellzyklus und die Apoptose

HIPK2 beteiligt sich an der Regulierung des Zellwachstums und der Apoptose. Wird es
aus Zellen entfernt, sinkt die Apoptoserate, wahrend ein verstarktes Vorkommen an HIPK2

entsprechend haufiger Apoptose hervorruft [20].



Einleitung | 9
1.2.5.1 HIPK2 als Transkriptionsrepressor

HIPK2 wurde 1998 durch seine Bindung an die NK-Homeoproteine entdeckt. Die NK-
Homeobox-Gene sind besonders wichtig wahrend der Embryogenese und der Organentwicklung.
Durch HIPK2 wird die DNA-Bindungsaktivitat des Transkriptionsfaktors NK-3 gefordert, was zu
einer Potenzierung seiner Repressor-Aktivitat fihrt. Also kann HIPK2 als Korepressor von NK-3
fungieren. Des Weiteren kann HIPK2 aber auch mit anderen Mitgliedern der NK-Homeoprotein-
Familie interagieren, wie zum Beispiel dem NK-1 und -3 der Drosophila und dem Nkx-2.5, HoxD4
und HoxC4 der Maus [14]. Die Bedeutung dieser Interaktionen ist noch unbekannt. Dariiber hinaus
interagiert HIPK2 mit TTF-1, welcher bei der Entwicklung der Lunge, der Schilddriise und des
Vorderhirns eine Rolle spielt. Jedoch zeigt diese Interaktion keinen Effekt bezogen auf die
transkriptionale Aktivitdat von TTF-1 [51]. Zusatzlich scheint HIPK2 Teil eines Korepressor-
Komplexes zu sein, dem auch Groucho, mSin3A und eine Histon-Deacetylase angehéren [52].
Auch die Interaktion mit dem transkriptionalen Korepressor CtBP weist auf eine Aktivitat HIPK2s
als Transkriptionsrepressor hin. CtBP steht fur carboxyl-terminal binding protein und hat eine
antiapoptotische Funktion. HIPK2 phosphoryliert CtBP am Serin 422, woraufhin dieses
proteasomal abgebaut wird. Somit fordert HIPK2 die Apoptose [53]. Auch die Gene brn3a, trkA
und bcl-xL weisen eine antiapoptotische Aktivitdt auf. HIPK2 reguliert die brn3a-vermittelte
Genexpression dieser drei Gene herunter und begunstigt dadurch ebenfalls die Apoptose. Dieses
Phédnomen wurde getestet, indem Wiggins et al. in kultivierten sensorischen Neuronen HIPK2
uberexprimiert haben, so dass es zum Abbau der antiapoptotischen Proteine kam. Das Gleiche
wurde ein weiteres Mal an sich entwickelnden sensorischen Ganglien durchgefihrt und es kam
ebenfalls zu einer erhdhten Apoptoserate. HIPK2-defiziente Ganglien zeigten eine gesteigerte
Expression der oben genannten antiapoptotischen Proteine, wodurch es zu einer erhohten Anzahl an
Neuronen in den betroffenen Ganglien kam. Somit resultiert in Abwesenheit von HIPK2 eine
verringerte Apoptoserate [54]. Zusammengefasst zeigen diese Daten, dass HIPK2 ein sehr potenter
Transkriptionsrepressor ist, deren vermehrtes Auftreten die Apoptose beginstigt und bei deren
verminderter Produktion die Apoptoserate drastisch sinkt.

1.2.5.2 Mechanismus der HIPK2-vermittelten Regulierung von Zellzyklus und Apoptose

DNA-Schéden l6sen im Korper verschiedene Signalkaskaden aus. Eine davon setzt
HIPK2 durch die Aktivierung von p53 in Gang. Diese Aktivierung durch HIPK2 fihrt nicht zur
Hemmung des Zellzyklus, sondern bewirkt die Apoptose der Zelle [32, 55-57]. Die HIPK2-

Konzentrationen in Tumorzellen der Brust und der Schilddriise sind stark reduziert. Aufgrund
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dieser Ergebnisse beschreiben Pierantoni et al. HIPK2 als einen mdglichen Tumorsuppressor [55].
Auch Hofmann et al. und D’Orazi et al. kommen 2002 zu dhnlichen Ergebnissen. Sie finden heraus,
dass HIPK2 als Antwort auf DNA-Schéden p53 am Serin 46 phosphoryliert, wodurch dessen
apoptotische Aktivitat herbeigefuhrt wird [32, 56]. Zusétzlich bindet HIPK2 auch an p73, einem
Mitglied der p53-Familie [58]. Als Folge der Phosphorylierung von p53 am Serin 46 durch HIPK2
kann die CBP-vermittelte (CREB-binding protein) Acetylierung und die HAUSP-abhangige
(herpesvirus-associated ubiquitin-specific protease) Deubiquitinierung von p53 stattfinden. Die
Acetylierung von p53 am Lysin 373 und 382 durch CBP fiihrt zu einem Anstieg der p53-
abhangigen Genexpression, wodurch die Apoptose begiinstigt und die Zellalterung beschleunigt
wird [32, 59]. HIPK2 gibt mit ihrer p53-Phosphorylierung den ersten AnstoR flr eine
Signalkaskade, die zur Einleitung der Apoptose fiihrt (Abb.1.4). Alle oben beschriebenen Prozesse
finden in promyelocytic leukemia nuclear bodies (PML-NBs) statt [15]. PML rekrutiert HIPK2 und
p53 in PML-NBs [32, 60], wo sie dann untereinander und mit CBP und HAUSP interagieren
konnen. Zusétzlich schitzt HIPK2 p53 vor dem Export aus dem Kern, indem sie die Menge an
Mdm2-Protein verringert. Das Mdm2-Protein ubiquitiniert p53 und vermittelt seine Auslagerung
aus dem Kern [61, 62]. HIPK2 fordert als proapoptotischer Aktivator [63] also das Potential einer
Zelle den programmierten Zelltod zu erleiden, indem sie die Anwesenheit und Funktionalitat von

p53 sichert und dieses auf gewisse Stimuli hin aktiviert.

DNA-Schaden

S46 + CBP Q K382
o HPK ) 22 rhcetd,

Aktivierung

Apoptose <: proapoptotischer Gene

(Puma, Bax, Noxa)

Abb. 1.4: HIPK2 phosphoryliert p53 an Ser 46 als Antwort auf DNA-Schaden. Hierdurch kommt es zur CBP-
vermittelten Acetylierung von p53 und zum Anstieg der proapoptotischen Genexpression, woraus eine
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gesteigert Apoptoserate resultiert. ATP=Adenosin-Triphosphat, P=Phosphat, Puma=p53-upregulated
modulator of apoptosis, Bax=Bcl2-associated X protein, Noxa=phorbol-12myristate-13-acetate-induced
protein 1

HIPK2 kann auch unabhangig von p53 das Zellwachstum hemmen und die Apoptose
einleiten. Hofmann et al. zeigten, dass HIPK2 bei der transforming growth factor (TGF)-
induzierten Aktivierung der c-Jun NH(2)-termial kinase (JNK) beteiligt ist. Diese Signalkaskade
wird durch die mitogen-aktivierten Proteinkinasen MKK4 and MKK?7 vermittelt, welche dann zur
Aktivierung der JNK flhren. Diese Versuche sind alle in menschlichen Lebertumorzellen
durchgefuhrt worden, denen der Tumorsuppressor p53 fehlt [64]. Somit zeigten Hofmann et al. die

Unabhéngigkeit der HIPK2-induzierten Apoptose von p53.

1.2.5.3 HIPK2 sichert das Uberleben von dopaminergen Neuronen

Alle unter 1.3.7 aufgefiihrten Interaktionen von HIPK2 in der Zelle fiihren zur
Hemmung des Zellzyklus bis hin zur Apoptose. Es gibt jedoch auch Hinweise, dass HIPK2 nicht
nur als Apoptose-einleitende Kinase aktiv ist, sondern auch das Uberleben bestimmter Zellen
sichern kann. Untersucht wurde diese Eigenschaft von Zhang et al. an dopaminergen Neuronen des
Mesencephalons von Mausen. HIPK2 fungiert hier als Kofaktor fir das TGFp-vermittelte
Uberleben dieser Neurone. Bei HIPK2-/- Mutanten kam es zu einem selektiven Verlust der Neurone
durch eine erhohte Apoptoserate. Als Folge litten die betroffenen Maduse an einer Reihe
psychomotorischer Anomalitaten. In dopaminergen Neuronen des Mesencephalons von Méausen ist
die Anwesenheit von HIPK2 also erforderlich, um das Uberleben dieser Neurone zu sichern [21].

1.2.6  Die moglichen Auswirkungen der intrazellularen Lokalisation von HIPKs auf

die Regulierung der Gentranskription und die zellulare Antwort auf Stress

Die HIPKs (HIPK1-3) erfullen eine Vielzahl an sehr unterschiedlichen Aufgaben. Eine
groBe Rolle fir diese Vielfalt scheint ihre komplex strukturierte Lokalisation in subnuklearen
Domdnen zu spielen [26]. Bereits mehrfach wurden die Uberexprimierten HIPKS
fluoreszenzmikroskopisch durch verschiedene Epitop-Tags, wie GFP, Flag, HA oder Myc in vom
Menschen oder von Mé&usen stammenden Zellen sichtbar gemacht [14, 65-67] so dass man ihre
Lokalisationen innerhalb der Zelle dokumentieren konnte. Bisher ist weder bekannt, was fur eine
Funktion die HIPK-Doménen haben, noch ob in ihnen die HIPK2-Aktivitat hoch oder niedrig ist.
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Die bisher bekannten Auswirkungen der intrazelluldaren Lokalisation der HIPKs auf ihre Funktion

sind in den folgenden Abschnitten zusammengefasst.

1.2.6.1 Die Bedeutung von SUMO und SUMO-bindenden Motiven in HIPK2 flr die
intrazelluldre Lokalisation und Protein / Protein-Wechselwirkungen

Der Zellkern beinhaltet viele hochstrukturierte Kompartimente, zu denen der Nukleolus,
die Cajal Korperchen und die PML-NBs gehoren [15]. PML ist ein Tumorsuppressor, der zu
Kdrperchen im Kern akkumuliert [59]. Diese PML-NBs beinhalten eine Vielzahl an Proteinen, die
an der Regulierung des Zellwachstums, der Apoptose und der genetischen Stabilitat beteiligt sind.
Dauerhaft befinden sich PML und SP100 in PML-NBs. Weitere Proteine kdnnen rekrutiert werden.
Zu diesen z&hlen p53, CBP und auch HIPK2. Mdller et al. fanden 2003 heraus, dass viele
Funktionen von HIPK2 an den Aufenthalt in PML-NBs gebunden sind. So findet zum Beispiel die
Phosphorylierung von p53 durch HIPK2 in PML-NBs statt und auch seine antiproliferative
Funktion ist strikt an diese Kdrperchen gebunden. Allerdings hat man herausgefunden, dass die
Isoform PML-111 HIPK2 nicht rekrutieren kann, wahrend PML-IV eine vollstandige Rekrutierung
in PML-NBs erreicht. Die Frage, ob PML auch fir die Bildung der HIPK-Doménen essentiell ist,
wurde Uberpruft, indem Fibroblasten untersucht wurden, denen PML fehlt. Aber auch in diesen
PML-/- Fibroblasten traten HIPK-Domanen auf. Demnach findet also die Bildung von HIPK-
Doménen unabhangig von PML statt, wahrend einige Funktionen von HIPK2 von dem Aufenthalt
in PML-NBs abhéngig sind [15].

Um die HIPK2-Doménen zu formieren ist die C-terminale Region von HIPK2
notwendig [32]. Des Weiteren wird sie aber auch flr die Interaktion von HIPK2 mit anderen
Proteinen bendtigt. So stellten Rinaldo et al. die Hypothese auf, dass die Féahigkeit, zu Speckles zu
akkumulieren, von der Féhigkeit der Kinase abhdngt, mit anderen Proteinen interagieren zu kénnen
[68]. Roscic et al. haben herausgefunden, dass sich die HIPK-Domaéanen unter anderem auch mit

PcG-Kadrperchen (polycomb group) uberlappen [69].

Zusétzlich kénnen die HIPKs mit SUMO-1 in ihrer N-terminalen Region sumoyliert
werden [35]. SUMO-1 gehort zur Gruppe der mit Ubiquitin verwandten Polypeptide. Sumoylierung
findet in vielen Bereichen wie der Regulierung der Transkription, der Proteinstabilitat oder bei der
Bildung von PML-NBs statt [70, 71]. Die Sumoylierung der HIPKs kann von UBC9 (ubiquitin-like
protein conjugating enzym) [27] und Pc2 (polycomb group SUMO (E3) ligase) durchgefuhrt werden
[69]. Diese Sumoylierung beeinflusst zwar nicht von alleine die Speckle-Bildung von HIPK2 und
ist unabhéngig von ihrer Fahigkeit p53 zu aktivieren, jedoch wirkt sie auf die Korepressor-Aktivitat
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von HIPK2 ein und beeinflusst ihre Interaktion mit Groucho und die Aktivierung des JNK [28, 35,
37]. Roscic et al. haben gezeigt, dass die Pc2 SUMO E3 Ligase an HIPK2 bindet und mit dieser
kolokalisiert. Des Weiteren zeigten Roscics Arbeiten, dass die Formierung zu HIPK-Domanen
sowohl von der Sumoylierung von HIPK2 als auch seiner Kinaseaktivitat abhangt [69]. Wie bereits
in 1.3.7.2 erléutert, phosphoryliert HIPK2 p53 als Antwort auf DNA-Schéden. Durch den gleichen
Stimulus phosphoryliert sie aber auch Pc2 an verschiedenen Stellen, unter anderem am Threonin
495, wodurch dessen Fahigkeit gesteigert wird, sich selbst und HIPK2 zu sumoylieren. Durch diese
Sumoylierung von HIPK2 wird wiederum seine Aktivitat als transkriptionaler Repressor gesteigert
[31, 69]. Also hat die Kolokalisation der HIPK-Domanen mit PcG-Korperchen einen Einfluss auf
die Repressoraktivitat von HIPK2 als Antwort auf DNA-Schéaden.

1.2.6.2 Die Lokalisation von HIPK2 im AML1-Multiprotein-Komplex

AML1 (acute myeloid leukemia 1) ist ein Transkriptionsfaktor, der einen Multiprotein-
Komplex bildet, in dem unter anderem p300, CBP, PML, MOZ und HIPK2 vorzufinden sind.
Dieser Komplex kann an DNA-Sequenzen binden, um die Transkription bestimmter Gene zu
beschleunigen oder zu unterdriicken [72]. HIPK2 kann an AML1b und p300 binden und diese und
MOZ phosphorylieren [73]. Li et al. fanden heraus, dass zwei Punktmutanten von HIPK2 (R868W
und N958I) auffallend héufig in Krankheitsfallen mit AML und MDS (Myelodysplastisches
Syndrom) aufgetreten sind [74]. Diese Mutationen befinden sich in der SRS-Region und
beeinflussen so die intrazellulére Lokalisation von HIPK2.

1.2.7  HIPK2 und seine Interaktionspartner

HIPK2 kann mit vielen verschiedenen Proteinen interagieren. Die meisten der
Partnerproteine binden am C-Terminus der Kinase. Die immer langer werdende Liste an
Interaktionspartnern kann in verschiedene Gruppen unterteilt werden, bezogen auf die jeweilige
Funktion. Zu nennen sind hier unter anderem die Regulation des Zellwachstums und der Apoptose,
die transkriptionalen Funktionen und die Beeinflussung der hé&matopoetischen Differenzierung.
Wiéhrend einige Proteine fast stochiometrisch an ihre Partner binden, scheint HIPK2 auf hdchst
flexible und dynamische Art und Weise mit seinen Partnerproteinen zu interagieren. Dies konnte
ein Indiz fir die Relevanz von HIPK2 sein, die Uber so ein grolles Repertoire von verschiedensten
biologisch relevanten Funktionen verfligt. Die schematische Darstellung in Abbildung 1.5 gibt

einen Uberblick tber die Interaktionspartner von HIPK2.
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Abb. 1.5: HIPK2 und seine Interaktionspartner. Die Proteine sind ihren Funktionen entsprechend gruppiert
und farblich gekennzeichnet.

1.3 Der Zellzyklus eukaryontischer Zellen

1.3.1  Der Zellzyklus — seine Funktion und die verschiedenen Phasen

Der Zellzyklus ist eine Abfolge zelluldrer Ereignisse, die eine Kdrperzelle durchléuft,
um sich in zwei identische Tochterzellen zu teilen [75]. Dieser Ablauf beinhaltet das Zellwachstum,
die Verdopplung der DNA und die darauffolgende exakte Aufteilung der entstandenen Materie
[76]. Tritt ein Fehler in diesem Ablauf auf, kann es zu genetischer Instabilitdt kommen und dadurch
zur Entwicklung von Tumoren [77]. Um diese Abfolge genau koordinieren zu kdnnen, ist sie in
verschiedene, zeitlich voneinander getrennte Phasen unterteilt, die Interphase und die Mitose (M-
Phase). Diese sind wiederum in verschiedene Abschnitte gegliedert [78]. In der Mitose findet die
Auftrennung in zwei Tochterzellen statt. Sie dauert zwischen 30 und 60 min und wird in Pro-,

Meta-, Ana- und Telophase unterteilt [79]. Die Interphase befindet sich zwischen zwei
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Zellteilungen und wird in drei Stadien gegliedert: Die G1- / GO-Phase, die S-Phase und die G2-
Phase. Die G1-Phase ist die erste Phase und dauert, abhangig von der Art der Zelle, ca. 6 — 12 h. Sie
ist durch intensives Zellwachstum mit hoher Protein- und RNA-Synthese gekennzeichnet. Wahrend
der G1-Phase kann die Zelle auch in einen Ruhezustand Ubergehen, in welchem sie dann
zwischenzeitlich in der sogenannten GO-Phase verweilt. Auf die G1-Phase folgt die S-Phase
(Synthese-Phase), in welcher die Replikation der DNA vollzogen wird. In den ca. 6 - 8 h, die diese
Phase andauert, ist die Proteinsynthese gleichbleibend hoch wie zuvor in der G1-Phase, jedoch liegt
nun der Schwerpunkt in der Synthese von Histonen. Als letztes folgt die G2-Phase. Wéhrend dieser
ca. 3 - 4 h andauernden Phase werden die Proteine synthetisiert, die anschlieBend fir die
Kondensierung der Chromosomen bendtigt werden. Des Weiteren erfolgt ein Korrekturlesen der
DNA und gegebenenfalls die Reparatur fehlerhafter Stellen. Daran ist das Protein p53 zentral
beteiligt, welches als Folge von DNA-Schéden aktiviert wird und einen Arrest des Zellzyklus
hervorruft oder, bei irreparablen Schaden, sogar die Apoptose der Zelle einleitet [80]. Der DNA-
Gehalt in der Zelle nimmt wahrend des Zellzyklus stetig zu. Dies ist wichtig fiir das Verstandnis der

unter anderem in dieser Arbeit verwendeten Durchflusszytometrie.

S-Phase

Abb. 1.6: Der Zellzyklus. Seine einzelnen Phasen sind farblich gekennzeichnet. Die durchschnittliche Dauer
der Phasen und der DNA-Gehalt sind angegeben. n=Anzahl der Chromosomensatze, C=Anzahl der
Chromatiden pro Chromosom
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1.3.2  Die Regulation des Zellzyklus

Sogenannte Cyclin-Cdk-Dimere sind fiir das Voranschreiten in einem bestimmten
Abschnitt des Zellzyklus verantwortlich [76]. Die cyclin-dependent kinases (Cdks) gehdren zu der
Familie der Serin / Threonin-Kinasen und spielen eine zentrale Rolle in der Regulation des
Zellzyklus. Damit die Cdks ihre Substrate phosphorylieren kénnen, missen sie an bestimmte
Proteine der Cyclin-Familie binden und mit diesen Komplexe bilden. Die Cycline werden an
bestimmten Kontrollpunkten des Zellzyklus synthetisiert und abgebaut [81]. Der Ablauf der G1-
Phase wird von D-Typ-Cyclinen (Cyclin D1, D2 und D3) reguliert, indem diese die Cdks 4 und 6
aktivieren und so ein CyklinD-Cdk4/6-Komplex entstent [82, 83]. Dieser ubertragt
Phosphatgruppen  auf  verschiedene  Proteine  welche die  DNA-Replikation  und
Zentriolenverdopplung steuern. Dann erfolgt der Ubergang von der G1- zur S-Phase. Auch an
diesem scheint der CyclinD-Cdk4/6-Komplex beteiligt zu sein [84]. Zusatzlich steigt am Ende der
G1-Phase der Gehalt an CyclinE-Cdk2-Komplexen stark an und flacht erst wieder ab, nachdem der
Eintritt in die S-Phase erfolgt ist. Somit ist auch das Cyclin E ein vermeintliches G1-Cyclin, dass
zusammen mit dem Cdk2 elementar am Ubergang von der G1- zur S-Phase beteiligt ist [85, 86].
Die G2-Phase wird durch das Cdk2 gesteuert, welches mit Cyclin A einen Komplex bildet, dessen
Konzentration wahrend der gesamten G2-Phase hoch bleibt [87, 88]. Gleichzeitig bildet sich in der
G2-Phase auch der CyclinB-Cdk1-Komplex. Dieser wird allerdings erst gegen Ende der G2-Phase
aktiviert und steuert so den Ubergang von der G2-Phase zur Mitose [89, 90]. Durch die
beschriebene Herauf- und Herab-Regulation ergeben sich in den verschiedenen Phasen des
Zellzyklus jeweils unterschiedlich hohe Konzentrationen fur die einzelnen Cycline [91], wie in der
nachfolgenden Abbildung schematisch gezeigt wird. Diese unterschiedlich hohen Cyclin-

Konzentrationen kann man unter anderem zur Analyse der Zellzyklusphasen nutzen.

A
CyclinE CyclinA |
S /—\ ] CyclinB
)
©
—
+—
c
& CyclinD \
c
(®]
~

G1-Phase S-Phase G2-Phase M-Phase

Abb. 1.7: Die Cyclinexpression. Die einzelnen Cycline sind mit unterschiedlichen Farben gekennzeichnet und
ihre Konzentration tGber den Verlauf des Zellzyklus dargestellt.
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1.4 Ziele der Studie

Der erste Teil der Arbeit beschaftigt sich mit dem endogenen HIPK2 und der besten
Methode, dieses fluoreszenzmikroskopisch — darzustellen. Hierzu wurden verschiedene

Fixierungsmethoden und Antikorper getestet, um eine optimale Darstellung zu erreichen.

Da der Aktivierungsloop von HIPK2 bisher nicht untersucht ist, sollten verschiedene
Punktmutanten mit phosphorylierbaren Aminoséuren der Aktivierungsschleife beziglich ihrer

intrazellularen Lokalisierung untersucht werden.

Des Weiteren wurde analysiert, ob eine charakteristische GroRe, Form und Verteilung der Speckles
bei den einzelnen Mutanten existiert. Zu diesen Punkten erfolgte eine fluoreszenzmikroskopische
Auswertung. Zusatzlich stellte sich die Frage, ob es unter Verwendung einer anderen

Fixierungsmethode zu einem abweichenden Ergebnis kommt.

Zum Schluss erfolgte eine Versuchsreihe, in der untersucht wurde, ob die Zellzyklusphasen einen
Einfluss auf die Lokalisierung des HIPK2-Proteins haben.



2 Material und Methoden

2.1 Chemikalien
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Produkt Firma
Aceton Merck
Acrylamid Roth
Ammoniumpersulfat (APS) Bio-Rad
Ampicillin Sigma
Aphidicolin Fluka
Aprotinin Sigma
Bromphenolblau Merck
Calciumchlorid (CaCl,) Sigma

DMEM high glucose medium

Cell concepts

Ethanol

Merck

Fetales Kalberserum (FCS)

Cell concepts

Glycerol Roth
Glycin Roth
Hoechst 33342 Invitrogen
Isopropanol Merck
Kaiser’s Glycerol Gelatine Merck
Kaliumchlorid (KCI) Fluka
Leupeptin Sigma
L-Glutamin PAA
Magnesiumchlorid (MgCl,) Merck
Methanol Merck
Natriumchlorid (NaCl) Roth
Natriumfluorid (NaF) Roth
Natriumorthovanadat (NazVVOy,) Sigma
N,N,N',N'-Tetramethylethylenediamin (TEMED) Bio-Rad
Nonidet P40 (NP40) Roche
Penicillin/Streptomycin PAA
Phenylmethansulfonylfluorid (PMSF) Fluka
Plasmocin Amaxxa
Propidiumjodid Sigma
Roti-Fect Roth
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Produkt Firma
SDS Bio-Rad
Magermilchpulver Merck
Thymidin Sigma
Tris Roth
Triton X-100 Sigma
Trypsin/EDTA PAA
Trypton Roth
Tween 20 Gerbu
R-Mercaptoethanol Fluka
2.2 Puffer und Losungen
PBS137 mM NaCl
8,1 mM Na;HPO,
2,7mM KCI
1,5mM KH,PO, pH 7,4
TBS-T (10x fiir Westernblot) 250 mM Tris
1,37 mM NaCl
50 mM KCI
7 mM CaCl,
1mM MgCl,
0,1 % (v/v) Tween 20 pH 7,4
SDS-Probenpuffer (5x) 3125 mM Tris-HCI, pH 6,8
25 % (vIv) B-Mercaptoethanol
50 % (v/v) Glycerol
10 % (w/v) SDS

0,01 % (wiv)

Bromphenolblau




SDS-Trenngel

SDS-Sammelgel (5 %)

SDS-Laufpuffer (5x)

Transferpuffer Westernblot

NP-40 Lysepuffer

350 mM
7,5-15 % (v/v)
0,1 % (w/v)
0,04 % (v/v)
0,075 % (v/v)

125 mM
5% (vIv)
0,1 % (w/v)
0,04 % (v/v)
0,3 % (v/v)

125 mM
960 mM
0,5 % (w/v)

50 mM

40 mM

20 % (v/v)
0,038 % (w/v)

20 mM
1% (viv)
150 mM
1mM

10 % (v/v)
25 mM
1mM
1mM

10 pg/ml
10 pg/ml

Tris-HCI, pH 8,8
Acrylamid

SDS

APS

TEMED

Tris-HCI, pH 6,8
Acrylamid

SDS

APS

TEMED

Tris
Glycin
SDS

Tris
Glycin
Methanol
SDS

Tris-HCI, pH 7,5
NP-40

NaCl

MqgCl,

Glycerol

NaF

NasVO,

PMSF

Aprotinin
Leupeptin
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2.3 Nahrmedien

2.3.1 Bakterielle Nahrmedien

Zur Kultivierung von E. coli wurde LB-Medium (benannt nach Luria und Bertani)
verwendet.

Zusammensetzung LB-Medium : 10 g/l Trypton
59/ Hefeextrakt
59/l NaCl
Folgende Antibiotika wurden bei Bedarf beigemischt:
Antibiotikum Konzentration
Ampicillin 100 pg/ml
Kanamycin 50 pg/mi

Fur die Verwendung auf Agarplatten wurde dem LB-Medium 1,6 % (w/v) Agar zugeftigt.

2.3.2 DMEM-Medium zur Kultivierung eukaryontischer Zellen

Eukaryontische Zellen wurden mittels DMEM (Dulbecco’s Modified Eagle Medium)
kultiviert, dem stets folgende Substanzen hinzugefiigt wurden:

10 % (v/v) FCS (hitzeinaktiviert)
1% (vIv) Penicillin/Streptomycin
2mM L-Glutamin

5 pg/mi Plasmocin

2.4 Biologisches Material

241 Bakterienstamm

Stamm Genotyp Herkunft

TOP10 F- mcrA A(mrr-hsdRMS-mcrBC) ¢80lacZAM15 AlacX74 deoR recAl|Invitrogen
endAl araA139 A(ara,leu) 7697 galU galK A-rpsL (Str?) nupG
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2.4.2  Eukaryontische Zellen

Zellen Herkunft

U20S humane Osteosarkomzelllinie
Hela humane Zervixkarzinomzelllinie
A-549 humane Lungenkarzinomzelllinie
Hel a-Eucci humane Zervixkarzinomzelllinie;

modifiziert von Sakaue-Sawano et al. (2008)

2.5 HIPK2-Konstrukte

Vektor Epitop-Tag |[Name Herkunft
pcDNA3 Flag HIPK2-wt M. L. Schmitz, GieRen
pcDNA3 Flag HIPK2-K221A M. L. Schmitz, GieRen
pcDNA3 Flag HIPK2-Y354F V. V. Saul, GieRen
pcDNA3 Flag HIPK2-Y354/359F V. V. Saul, Gielen
pcDNA3 Flag HIPK2-Y354/360F V. V. Saul, Giel3en
pcDNA3 Flag HIPK2-Y359/360F V. V. Saul, Gielen
pcDNA3 Flag HIPK2-3Y/F (Y354/359/360F) V. V. Saul, Giel3en
pcDNA3 Flag HIPK2-3Y/E (Y354/359/360E) V. V. Saul, Giel3en
pcDNA3 Flag HIPK2-3Y/T (Y354/359/360T) V. V. Saul, Gielen
pcDNA3 Flag HIPK2-T353A V. V. Saul, Giel3en
pcDNA3 Flag HIPK2-T353A/Y354F V. V. Saul, GieRen
pcDNA3 Flag HIPK2-S357A V. V. Saul, Giel3en
pcDNA3 Flag HIPK2-Y354F/S357A V. V. Saul, GieRen
pcDNA3 Flag HIPK2-T353A/S357A V. V. Saul, GieRRen
pcDNA3 Flag HIPK2-ST/A V. V. Saul, Gielen
(S342/344/347/352/357A und T353A)
pcDNA3 Flag HIPK2-3Y/F+ TS V. V. Saul, GieBRen
(Y354/359/360F, T353A und S357A)
pcDNA3 Flag HIPK2-allISTY V. V. Saul, GieRen
(S342/344/347/352/357A, T353A und
Y354/359/360F)




2.6 Antikorper

2.6.1  Primarantikorper
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Bezeichnung

Spezies

Herkunft/Referenz

anti-Flag (M2)

Maus (monoklonal)

Sigma

anti-HIPK2 Kaninchen (polyklonal) T.G. Hofmann et al. (2002)
Kontoll-19G-Maus Maus (monoklonal) Santa Cruz Biotech
ACK 121 Meerschwein (polyklonal) M.L. Schmitz

AC K 442 Meerschwein (polyklonal) M.L. Schmitz
anti-Cyclin B1 (D-11) Maus (monoklonal) Santa Cruz Biotech
anti-Tubulin (tub2.1) Maus (monoklonal) Sigma

2.6.2  Sekundarantikorper fur Immunfluoreszenz

Bezeichnung Spezies Herkunft/Referenz
anti-Kaninchen 1gG Cy3 Ziege Dianova

anti-Maus 1gG Cy3 Ziege Dianova
anti-Mehrschwein 1gG Cy3 Ziege Dianova

2.6.3  Sekundarantikorper fur Westernblot

Bezeichnung Spezies Herkunft/Referenz
anti-Maus IgG Ziege Dianova

2.7 Molekularbiologische Methoden

2.7.1  Herstellung kompetenter Bakterien

Chemisch kompetente E. coli wurden mittels der CaCl,-Methode hergestellt. Hierzu

wurde eine Einzelkolonie von der Agarplatte entfernt und in einen mit 20 ml LB-Medium befllten

Erlenmeyerkolben uberfiihrt. Der Kolben wurde tGber Nacht bei 37 °C auf dem Schiittler inkubiert.

Am folgenden Tag wurde der Inhalt durch weitere 120 ml LB-Medium verdinnt und wiederum fir

eine Stunde bei 37 °C auf dem Schuttler inkubiert. Hiernach erfolgte das Abkuhlen fir 15 min auf
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Eis mit anschlieRendem Abzentrifugieren bei 4 °C und 4000 x g fur 15 min. Der Uberstand wurde
entfernt, das entstandene Bakterienpellet in 25 ml einer 0,1 M CaCl,-Lésung suspendiert und dann
fir 30 min auf Eis inkubiert. Ein weiteres Mal wurde die Lésung fur 15 min bei 4 °C und 4000 x g
zentrifugiert, der Uberstand verworfen und das verbliebene Bakterienpellet mit 2,5 ml einer sterilen
0,1 M CaCl,-Ldsung mit 10 % (v/v) Glycerol auf Eis resuspendiert. Die entstandenen chemisch
kompetenten E. coli wurden zu je 100 pl in ReaktionsgefaRRe Uberfuhrt und in flissigem Stickstoff

schockgefroren, bevor sie dann bei -80 °C eingelagert wurden.

2.7.2 Transformation von Bakterien

Nach erfolgter Herstellung chemisch kompetenter E. coli konnten diese zur
Vervielfaltigung verschiedener Plasmide verwendet werden. Ein Reaktionsgefal mit 100 pl der bei
-80 °C gelagerten kompetenten Bakterien wurde auf Eis aufgetaut und dann mit 1-3 pl der zu
vervielféaltigenden DNA zusammengebracht, vorsichtig gemischt und fiir 30 min auf Eis gelagert.
Im Anschluss erfolgte das kurze Erhitzen der Losung auf 42 °C fir 2 min. Durch diesen Vorgang
des Hitzeschockens erfolgte die Aufnahme der DNA durch die Bakterien. Weitere 2 min auf Eis
folgten und dann wurden 800 pl antibiotikafreies LB-Medium hinzugefligt. Die L6sung wurde fur
eine Stunde bei 37 °C auf einem Schuttler inkubiert und dann fiir 2 min abzentrifugiert. 600 pl des
entstandenen Uberstands wurden entfernt und das Pellet dann im verbliebenen LB-Medium
resuspendiert. Im Anschluss wurde die Losung auf vorbereiteten Agarplatten ausplattiert und bei 37
°C Uber Nacht inkubiert. Am darauffolgenden Tag konnten die entstandenen Einzelkolonien zur

Isolierung der Plasmid-DNA verwendet werden.

2.7.3  lIsolierung von Plasmid-DNA aus E. coli

Nach der erfolgten Transformation der DNA in Bakterien missen diese kultiviert
werden, um dann die gewinschte DNA in vervielfaltigter Menge wieder isolieren zu kénnen. Dies
geschah mithilfe des JETSTAR Plasmid Kits der Firma GENOMED. Zur Plasmid-Préparation im
Maxi-Malstab wurden 150 ml antibiotikahaltiges LB-Medium (2.1.2) mit Bakterien angeimpft und
tber Nacht bei 37 °C geschiittelt. Die Ubernachtkultur wurde fiir 10 min bei 12.000 x g und 4 °C
abzentrifugiert und das Zellpellet in 10 ml E1-Puffer resuspendiert. Zur Lyse der Zellen wurde der
Zellsuspension 10 ml E2-Puffer zugegeben und 5 min bei Raumtemperatur inkubiert. Als nachstes
wurden zur Neutralisation 10 ml des E3-Puffers dazugegeben, der Inhalt durch Schwenken gut
gemischt und dann fiir 10 min bei 12.000 x g und 4 °C abzentrifugiert. Zwischenzeitlich wurde die
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Anionenaustauschersaule des oben genannten Kits mit 30 ml E4-Puffer aquilibriert. Nach dem
Zentrifugieren wurde der Uberstand (iber ein Filterpapier auf die Saule gegeben. Diese wurde, nach
dem vollstdndigen Durchtropfen der DNA-LOsung, mit 60 ml des ES5-Puffers gewaschen.
AnschlieRend wurde die Plasmid-DNA mit 15 ml E6-Puffer eluiert, in einem Zentrifugenréhrchen
aufgefangen und durch die Zugabe von 11 ml Isopropanol gefallt. Weiterfiihrend wurde die
gesammelte Flissigkeit in dem Rdéhrchen wieder bei 12.000 x g und 4 °C fir 30 min zentrifugiert.
Nach dem Zentrifugieren wurde dem ROhrchen 10 ml 70%iges Ethanol zugefligt, wieder
zentrifugiert und dann der Uberstand entfernt. Das Reaktionsgef4a wurde zum Trocknen auf den
Kopf gestellt. Als von der DNA nur noch ein weilRer Punkt zu sehen war, wurde sie in 200 pl
ddH,0O aufgenommen und in ein 1,5-ml-Reaktionsgefal} Gberfihrt. Nun erfolgte die Bestimmung

der DNA-Konzentration mittels Photometrie.

2.8 Zellbiologische Methoden

2.8.1  Kultivierung eukaryontischer Zellen

2.8.1.1 Allgemeine Arbeitsbedingungen

Um Kontaminationen zu vermeiden wurden alle Arbeiten mit den oben genannten
humanen Tumorzellen ausschlieBlich unter der sterilen Werkbank durchgefiihrt. Des Weiteren
wurden nur Zellkulturmaterialien verwendet, die zuvor sterilisiert wurden oder steril verpackte

Einmalartikel.

2.8.1.2 Kultivierung von adharent wachsenden Zellen

Die Kultivierung der genannten Zelllinien (2.1.4.2) erfolgte in DMEM in
Zellkulturflaschen. Die Zellen wurden bei 37 °C, 97 % Luftfeuchtigkeit und 5 % CO, gezichtet.
Alle zwei bis drei Tage erfolgte die Aufteilung und erneute Aussaat der Zellen. Daflr wurde das
Medium entfernt, die Zellen einmal mit vorgewarmtem PBS gewaschen und dann mit 3 ml
Trypsin/EDTA bedeckt und so ca. 3 min im Inkubator bei 37 °C belassen. Eine Kontrolle der
Abldsung aller Zellen erfolgte unter dem Mikroskop, um dann im Anschluss die Aktivitat des
uberschissigen Trypsins mit 7 ml DMEM abzustoppen. Zwischen 10 und 20 % der Zellsuspension
wurden in eine neue Zellkulturflasche tberfiihrt und mit DMEM auf ein Gesamtvolumen von 10 ml

aufgefillt.
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2.8.1.3 Einfrieren und Auftauen von Zellen

Zum Einfrieren wurde ein Einfriermedium mit 1 ml 90 % (v/v) FCS und 10 % (v/v)
DMSO auf Eis vorbereitet. Die einzufrierenden Zellen wurden fiir 5 min bei 200 x g abzentrifugiert.
Das entstandene Zellpellet, mit einem minimalen Volumen von 100 pl, wurde in 1 ml des
vorbereiteten Einfriermediums resuspendiert und in ein Kryo-Reaktionsgefal? dberfihrt. Im
Anschluss erfolgte das Einfrieren bei -80 °C fur zwei Tage. Nach diesen zwei Tagen erfolgte die

Lagerung beim -150 °C.

Zum Auftauen der Zellen wurde das entsprechende Kryo-Reaktionsgefal? direkt nach
der Entnahme aus dem Gefrierschrank in ein 37 °C warmes Wasserbad Uberfuhrt. Sobald der Inhalt
flissig war, wurde dieser in ein Schraubdeckelréhrchen mit 9 ml DMEM uberfihrt und fir 3 min
abzentrifugiert (200 x g). Das Uberschissige Medium wurde entfernt, das Zellpellet in 10 ml
frischem DMEM resuspendiert und dann der gesamte Inhalt des Schraubdeckelréhrchens in eine
Zellkulturflasche uberfiihrt und bei 37 °C inkubiert.

2.8.2 Transfektion von Zellen

Zur Transfektion aller genannten Zelllinien wurde Roti-Fect verwendet. Es wurde
gemal den Herstellerangaben (Roth) angewendet. Roti-Fect ist eine Liposomenformulierung eines
polykationischen Lipids. Es bildet Komplexe mit der DNA, nachdem diese zu kompakten
Strukturen kondensiert wurde. Durch diese Kondensierung und anschlieBende Komplexbildung
wird eine hocheffiziente Aufnahme in eukaryontische Zellen ermdéglicht. StandardméaRig wurden
zur Transfektion von 1ug DNA 2 ul Roti-Fect verwendet. Die Zellen wurden ca. 24 h vor der
Transfektion in einer 12-Loch-Platte auf Deckglédschen ausgesdt, so dass sie am Tag der
Transfektion eine Dichte von 50 bis 80 % erreicht hatten. Es wurden zwei Ansatze vorbereitet. Der
Erste enthielt 75 pul DMEM (ohne FCS, L-Glutamin und Antibiotikum) gemischt mit 0,8 bis 1,2 ug
der zu transfizierenden DNA. Der zweite Ansatz bestand aus 75 ul DMEM (ohne FCS, L-Glutamin
und Antibiotikum) gemischt mit 2 pl Roti-Fect. Die beiden Ansédtze wurden vereinigt und durch
vorsichtiges Auf- und Abpipettieren miteinander gemischt. Danach folgte eine 20-minitige
Inkubationszeit bei Raumtemperatur. In dieser Zeit wurden die zu transfizierenden Zellen
vorbereitet, indem das alte Medium abgesaugt wurde, die Zellen einmalig mit vorgewarmtem PBS
gewaschen wurden und dann jede Vertiefung mit 500 pl DMEM (plus 10 % FCS) beftllt wurde.
Nach Ablauf der 20 min konnte die Losung mit den Nukleinsdure-Lipidkomplexen vorsichtig auf
die Zellen geben werden. Die 12-Loch-Platte wurde im Anschluss fir 2 — 6 h bei 37 °C inkubiert.
Nach dieser Inkubationszeit wurde das Medium abgesaugt und pro Vertiefung durch 1 ml DMEM
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(mit FCS, L-Glutamin und Antibiotikum) ersetzt. 24 bis 48 h nach der Transfektion wurden die

Zellen fir die Immunfluoreszenz (2.2.3.2) fixiert.

2.8.3  Synchronisation

Bei der Synchronisation von Zellen werden diese in ihrem normalen Zellzyklus
angehalten, so dass sie sich alle in der gleichen Phase befinden, um dann synchron in die nachste
Phase einzuwandern. Bei der Synchronisation mit Thymidin und Aphidicolin wird die Aktivitéat der
DNA-Polymerase reversibel gehemmt, was zur Folge hat, dass die Zellen an der Grenze zwischen
der G1- und der S-Phase (1.3.2) in ihrem Zellzyklus gestoppt werden. Nach dem Entfernen der
Polymerasehemmer treten die Zellen in die S-Phase ein und durchlaufen wieder ungehindert den

Zellzyklus.

Die zu synchronisierenden Zellen wurden 24 h zuvor auf Deckglaschen in 12-Loch-
Platten oder 6 cm-Schalen ausgesat, so dass ihre Dichte zum Zeitpunkt der Synchronisation 5070
% betrug. Die nachfolgenden Angaben entsprechen der Arbeit mit 12-Loch-Platten, wobei jeweils
die Mengen fir eine Vertiefung angegeben sind. Bei der Arbeit mit 6-cm-Schalen wurde identisch
verfahren, jedoch mit entsprechend erhohten Mengen pro Schale. Das vorhandene Medium wurde
entfernt und durch 700 pul DMEM mit 2 mM Thymidin ersetzt, worin die Zellen 14 h bei 37 °C
inkubiert wurden. Nach dieser Zeit erfolgten drei Waschvorgénge mit je 1 ml PBS, bevor dann pro
Vertiefung 1 ml DMEM fir 11 h appliziert wurde. Im Anschluss wurde das Medium wieder
entfernt und durch 1 ml Medium mit 1 pg/ml Aphidicolin ersetzt. Es folgte eine Inkubation fir
wiederum 14 h bei 37 °C. Danach wurden die Zellen erneut dreimal mit 1 ml PBS gewaschen und
zu verschiedenen Zeitpunkten fixiert. Die Fixierung der Zellen mit Paraformaldehyd auf den
Deckgléaschen ist im Abschnitt 2.9.1 beschrieben. Das Vorgehen bei der Fixierung mit 6-cm-
Schalen ist im folgenden Abschnitt dargestellt.

2.8.4  Durchflusszytometrie (FACS-Analyse)

Die Durchflusszytometrie ist ein Messverfahren, mit dem Zellen gez&hlt werden kénnen
und gleichzeitig ihre Grélie und ihr DNA-Gehalt bestimmt werden. Hierzu werden die Zellen der
Reihe nach durch eine Messzelle gesaugt und dort mit einem Laser bestrahlt. Es gibt zwei
sogenannte Streulichtdetektoren, die die dabei entstehende Streuung messen. Der Forward-Scatter

misst die GroRRe der bestrahlten Zellen. In einem 90°-Winkel dazu befindet sich der Side-Scatter,
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der sowohl die GroRe der Zellen, als auch deren DNA-Gehalt misst. Zusatzlich kann mit der
Durchflusszytometrie auch ein Fluoreszenzsignal erkannt werden. Dies funktioniert allerdings bei
den meisten Zellen nur, wenn zuvor bestimmte Strukturen in diesen Zellen durch einen

Fluoreszenzfarbstoff markiert wurden.

Zur Bestimmung der Zellzyklus-Phasen wurde die DNA mittels Propidiumjodid (PI)
angefarbt. Zundchst wurden die entsprechenden Zellen (HeLa-Zellen) auf 6-cm-Schalen ausgeséat
und synchronisiert (2.8.2). Nach der Synchronisation erfolgte die Fixierung der Zellen zu
verschiedenen Zeitpunkten. Die Fixierung der ersten Probe fand direkt nach dem Abstoppen der
Synchronisation statt (0 h), die weiteren nach 3 h, 6 h, 8 h und 10 h. Zuséatzlich gab es einen
asynchronen Satz Zellen, der ebenfalls fir die Messung fixiert wurde. Zum Fixieren der Zellen
wurden diese auf ihrer 6-cm-Schale trypsiniert (1 ml). Das tiberschiissige Trypsin wurde nach 3 min
mit 4 ml DMEM inaktiviert. Die Zellsuspension wurde in ein Reaktionsgefal3 uberfiihrt und 3 min
bei 200 x g abzentrifugiert. Das Zellpellet wurde zweimal mit PBS gewaschen und dann in 1 mli
PBS resuspendiert. Tropfchenweise wurden 3 ml 70%iges Ethanol (-20 °C) dazugegeben und die
Probe dann bei -20 °C eingefroren. Zum Zeitpunkt der Messung wurden alle sechs Reaktionsgefalie
wieder aufgetaut und abzentrifugiert. Der Uberstand wurde entfernt und die Zellpellets jeweils in 2
ml PBS resuspendiert. Jede Probe wurde auf zwei ReaktionsgefélRe aufgeteilt, so dass je zwei
Rdéhrchen mit 1 ml suspendierten Zellen vorhanden waren. Ein Probensatz wurde ungefarbt
gemessen, der andere wurde vor der Messung mit P1 angefarbt (siehe unten). Alle Proben wurden in
ihren ReaktionsgefaRen noch einmal abzentrifugiert und der Uberstand entfernt. Die Zellen, mit
denen die ungefarbte Messung durchgefihrt wurde, wurden in 400 pl PBS resuspendiert und dann
in das Durchflusszytometer eingespannt und gemessen. Bei den sechs anderen Proben wurden die
Zellen in 400 pl einer Férbelésung suspendiert und bei Raumtemperatur fir 30 min unter
Ausschluss von Licht inkubiert. Der Farbemix bestand aus 5,58 ml PBS, 120 pul RNase und 300 pl
Pl. Das Pl lagert sich zwischen die Basen der DNA ein und macht diese so fur die
Streulichtdetektoren des FACS-Gerétes sichtbar. Durch diesen roten Farbstoff kann die DNA in den
verschiedenen Phasen des Zellzyklus quantifiziert werden, wobei die geringste Menge an DNA in
der GO / G1-Phase auftritt und die hochste Menge in der G2- und M-Phase. Die Menge an DNA
wird in den Histogrammen auf der X-Achse dargestellt (FL2-A), wahrend die gezéhlten Events
(Counts), also die Anzahl der Zellen, die mit der entsprechenden Menge an DNA vorhanden sind,
auf der Y-Achse abgebildet sind.
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2.8.5  Herstellen von Zelllysaten

Um die Proteine mittels Westernblot (2.10.2) analysieren zu kdnnen, missen die
entsprechenden Zellen lysiert und die Proteine extrahiert werden. Die Zellen wurden hierzu,
abhéngig von ihrer Adhésion, entweder mit 1 ml PBS von den 6-cm-Schale abgespult oder mit
einem Schaber abgekratzt und in ein Reaktionsgefal} uberfuhrt, das auf Eis gelagert war. Danach
wurden sie fir 2 min bei 800 x g abzentrifugiert und der Uberstand im Anschluss vorsichtig
entfernt. Auf das verbliebene Zellpellet wurden dann, abhangig von dessen Grofze, 50-100 pl
NP40-Lysepuffer gegeben. Das Zellpellet wurde im Lysepuffer vorsichtig auf- und abpipettiert,
ohne dabei Schaum zu erzeugen, bis es sich aufgeldst hatte und dann fir 20 min auf Eis inkubiert.
AnschlieRend wurden die Reaktionsgefalie bei 16.000 x g und 4 °C fur 10 min zentrifugiert. Der
Uberstand wurde abgenommen und in ein neues ReaktionsgefaR tiberfiihrt, welches bereits 5-fach
SDS-Puffer enthielt, mit diesem gemischt und fur 3 min bei 95 °C aufgekocht. An dieser Stelle
konnten die Proben entweder auf ein Polyacrylamidgel aufgetragen werden oder zur spateren
Verwendung bei -20 °C eingefroren werden.

2.9 Immunfluoreszenz

2.9.1  Verschiedene Fixierungen

Die zu untersuchenden Uberexprimierten Proteine wurden mittels Transfektion in die
genannten eukaryontischen Zellen eingebracht (2.1.8.4), durch fluoreszierende Antikdrper markiert
und unter einem Mikroskop analysiert. Die adhérenten Zellen wurden in 12-Loch-Platten auf
Deckglaschen kultiviert. Um diese Zellen und die berexprimierten Proteine adaquat unter dem
Mikroskop betrachten zu kénnen, mussten sie auf dem Deckglaschen fixiert werden und dann mit
diesem auf einen Objekttrager Gberfiihrt werden. In der Literatur sind verschiedene Methoden zur
Fixierung von Zellen fur die Immunfluoreszenz beschrieben. Drei dieser Methoden wurden

verwendet und sind nachfolgend beschrieben.

2.9.1.1 Fixierungsmethoden

Bei der Methanol / Acetonfixierung wurden die Zellen zundchst zweimal mit PBS
gewaschen und dann fiur 1 min in einer 1:1 Ethanol:Aceton-L6sung (-20 °C) inkubiert. Danach

wurde die Losung wieder abgesaugt und die Zellen auf den Deckglaschen getrocknet. Im Anschluss
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erfolgte die Rehydrierung mit PBS fir 10 min.

Eine weitere angewandte Methode ist die Fixierung in 100%igem Methanol. Auch hier
wurden die Zellen, wie bei allen drei Methoden, vor dem Fixieren zweimal mit PBS gewaschen. Es
folgte die Inkubation in 100%igem Methanol fur 5 min bei -20 °C. Im Anschluss wurden die Zellen

erst getrocknet und dann, wie oben bereits beschrieben, mit PBS fur 10 min rehydriert.

Die dritte verwendete Methode ist die Fixierung durch Paraformaldehyd. Die
Deckglaschen mit den Zellen wurden fir 15 min in frisch angesetztem 3%igem (w/v)
Paraformaldehyd inkubiert. Danach mussten sie zweimal fir 5 min in PBS gewaschen und fiir 10
min in 0,2%igem (v/v) Triton-X-100 (mit 0,5 % (v/v) Ziegenserum) inkubiert werden. Triton-X-
100 sorgt flr eine Permeabilisierung der Zellwand, damit bei der anschlieBenden Antikérperfarbung
die Antikorper in die Zelle eindringen kdnnen. Nach der 10-minttigen Inkubation mit Triton-X-100
erfolgten zwei weitere 5-minitige Waschvorgange mit PBS, bevor die Zellen geblockt werden

konnten.

2.9.2  Antikorperfarbung

Nach der Fixierung folgte der Blockvorgang mit 10 % (v/v) Ziegenserum in PBS, in
dem die Zellen fir eine halbe Stunde bei Raumtemperatur inkubiert wurden. Dieser und alle
nachfolgenden Schritte wurden auf einem Schttler durchgefiihrt. Nach Entfernen der Blockldsung
wurden die Zellen mit dem Primarantikérper (2.6.1) in einer Losung aus PBS und 1 % (v/v)
Ziegenserum inkubiert. Dies geschah entweder fiir zwei Stunden bei Raumtemperatur oder tber
Nacht bei 4 °C. Im Anschluss wurden die Zellen dreimal fur 10 min mit PBS gewaschen und dann
mit dem Sekundarantikérper (2.6.2) in 1 % (v/v) Ziegenserum in PBS flir zwei Stunden bei
Raumtemperatur oder ber Nacht bei 4 °C inkubiert. Es folgten zwei weitere 10-minditige
Waschschritte mit PBS und dann in den meisten Fallen die Kernfarbung mit Hoechst. Hierzu
wurden die Zellen fir 8 min in PBS mit 1 pg/ml Hoechst bei Raumtemperatur inkubiert.
AnschlieBend wurden die Zellen wieder zweimal fur 10 min in PBS gewaschen und die
Deckgldschen dann auf einen Objekttrager iiberfiihrt. Hierzu wurde Kaiser’s Glycerol Gelatine
angewarmt, ein Tropfen auf den Objekttréager gegeben, das Deckgléschen auf die Gelatine gelegt
und leicht angedriickt. Damit die Gelatine sich wieder verfestigen konnte, wurden die Objekttrager
anschlief’en tUber Nacht bei 4 °C gelagert. Am ndchsten Tag wurden die Objekttrager mit 70%igem
Ethanol geséubert und die Deckglaschen mittels Nagellack auf dem Objekttréager fixiert. Nun
erfolgte die Betrachtung der Zellen und die Analyse der angefdrbten Uberexprimierten Proteine
unter einem Nikon Eclipse 2000E Mikroskop.
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2.10 Statistische Auswertung der Experimente

Zur Auswertung der UGberexprimierten HIPK2 wurden pro HIPK2-Mutante jeweils drei
unabhéngige Férbungen durchgefiihrt. Die Auswertung erfolgte an insgesamt mindestens 100
Zellen, die aus diesen drei Farbungen ausgewéhlt wurden. Apoptotische und mitotische Zellen
sowie Zellen mit einer auffallend hohen Menge an HIPK2 wurden hierbei nicht bertcksichtigt, da
sie im Bezug auf die Fragestellung die Ergebnisse verfalscht hatten. Nur augenscheinlich intakte
und gesunde Zellen wurden einbezogen. Zur statistischen Auswertung wurde die
Standardabweichung fur jeden auftretenden Phénotyp jeder Mutante ermittelt. Diese lag jeweils
unter 20% und ist daher in den nachfolgend gezeigten Abbildungen nicht mehr zusétzlich
aufgefuhrt. Bei der Auswertung der Diagramme wurden nur starke Veranderungen diskutiert und
bewertet, da die verwendete Methode der hier durchgefiihrten Experimente keine Schlisse tber

kleinere Abweichungen zul&sst.

2.11 Proteinbiochemische Methoden

2.11.1 SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese (SDS-PAGE)

Die SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese ist eine Methode um Proteine ihrer GroRe
nach aufzutrennen. Bei normalen Gelelektrophoresen werden die Molekile durch ihre
unterschiedliche Ladung aufgetrennt. Bei der SDS-PAGE stehen die Ladungen jedoch im
Hintergrund, da durch die Zugabe von Natriumdodecylsulfat (SDS) zu den Proben die Eigenladung
der Proteine (iberdeckt wird und sie alle eine einheitlich negative Ladung aufweisen. So kénnen sie
anhand ihrer GroRe getrennt werden, ohne dass die Ladungen einen Einfluss nehmen. Die kleinen
Proteine kdnnen hierbei schneller durch die Gitternetzstruktur des Gels laufen als die groRen
Proteine und befinden sich so bei der Betrachtung weiter unten auf dem Gel. Je nachdem, wie grof3
das Protein ist, das von Interesse ist, werden Trenngele zwischen 8 % und 15 % gegossen. Die
Zusammensetzungen der Trenn- und Sammelgele sowie des bendétigten SDS-Laufpuffers sind unter
2.2 aufgefuhrt. Nach dem Zusammenbauen der Gelkammer wurde zuerst das sogenannte Trenngel
gegossen, indem sich die Proteine der GroRe nach auftrennen. Nach dem GielRen wurde das Gel mit
einer Schicht Isopropanol Uberdeckt, damit es zu einem sauberen Abschluss kam. Sobald das Gel
auspolymerisiert war, wurde das Isopropanol entfernt, der obere Rand des Gels mit Wasser
abgespiilt und dann mit einem Tuch abgetupft. Im Anschluss erfolgte das Giellen des Sammelgels
oberhalb des Trenngels. In das Sammelgel wurde noch im fliissigen Zustand ein Kamm gesteckt,
der die spateren Ladetaschen fur die Proben ausformt. Nach abgeschlossener Polymerisation des
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Sammelgels wurden die bereits vorbereiteten, zu untersuchenden Proben in die Taschen geladen.
Das Gel wurde bei einer Spannung von 100 bis 140 V laufen gelassen, bis eine deutliche Trennung

der Proteine erfolgt war.

2.11.2 Westernblot

Der Westernblot ist eine Methode um die zuvor in der SDS-PAGE aufgetrennten
Proteine auf eine Membran zu Ubertragen, um sie dann dort mittels immunologischer Methoden
nachzuweisen. Dieser VVorgang erfolgte in einer Transferkammer nach dem Semi-Dry-Verfahren, in
der das Polyacrylamidgel auf die entsprechende Membran gelegt wurde. Durch ein elektrisches
Feld erfolgt die Ubertragung der Proteine auf die Membran, wo sie dann durch hydrophobe
Wechselwirkungen haften bleiben. Sobald dies geschehen ist, konnen die Proteine auf der Membran
durch verschiedene Methoden dargestellt werden. Vor dem Einbringen in die Transferkammer
wurde die Membran fur 15-30 sec in Methanol inkubiert und anschliefend in Transferpuffer
getaucht. Die Blotkammer wurde zwischenzeitlich vorbereitet, indem die Platinelektroden mit
Transferpuffer befeuchtet wurden und zwei mit Transferpuffer getrankte Whatman-Papiere
aufgelegt wurden. Auf diese wurde dann die angefeuchtete Membran gelegt, gefolgt von dem
Polyacrylamidgel, welches die aufgetrennten Proteine enthielt. Zum Schluss wurde dieser Stapel
von zwei weiteren in Transferpuffer getrankten Whatman-Papieren bedeckt und die Kammer
geschlossen. Zum Transfer der Proteine wurden 24 V fiir ca. zwei Stunden angelegt. Im Anschluss
wurde die Membran fur 20 min in einer Blocklosung (5 % (w/v) Magermilchpulver in TBS-T)
inkubiert. Danach erfolgte die Inkubation mit dem Priméarantikbrper (2.6.1) in 2 % (w/v)
Magermilchpulver in TBS-T bei 4 °C ber Nacht. Am nédchsten Tag wurde die Membran dreimal
fur 10 Minuten in TBS-T gewaschen, bevor sie dann mit dem sekundéren Antikorper (2.6.3) in 2 %
(w/v) Magermilchpulver in TBS-T fur 1 h bei Raumtemperatur inkubiert wurde. Nach erneutem
dreimaligem Waschen mit TBS-T konnten die mit Antikdrpern versehenen Proteine mithilfe eines

Chemolumineszenz-Verfahrens auf einem Rontgenfilm dargestellt werden.
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3 Ergebnisse

3.1 Die fluoreszenzmikroskopische Darstellung der endogenen HIPK2

Die Darstellung der endogenen HIPK2 unter dem Mikroskop mittels Immunfluoreszenz
gestaltet sich schwierig. Um eine optimale Darstellung zu erlangen, wurde mit verschiedenen Arten
der Fixierung gearbeitet. Des Weiteren erfolgte die Verwendung verschiedener Antikorper zur
Anférbung, wobei jeweils auch die Konzentration variiert wurde. Da A-549-Zellen (2.4.2)
naturgemal eine hohere Expression an HIPK2 aufweisen als die anderen in dieser Arbeit

verwendeten Zelllinien, wurde diese humane Lungenkarzinomzelllinie hier verwendet.

3.1.1 Bestimmung der optimalen Fixierungsmethode zur Darstellung der endogenen
HIPK2

Die Fixierung mit Methanol / Aceton ist sehr einfach und schnell durchzufuhren
(2.9.1.1) und man erhalt flr die Uberexprimierte HIPK2 gute Ergebnisse (3.2.2). Um die ideale
Fixierung flr die Darstellung der endogenen HIPK2 zu finden, wurde hier die Inkubationszeit mit
Methanol / Aceton variiert. Die Zellen wurden sowohl fir 1 min als auch fir 5 min in der
entsprechenden LoOsung inkubiert und dann, nach erfolgter spezifischer Farbung, auf einen
Objekttrager Uberfihrt und unter dem Mikroskop mittels Immunfluoreszenz ausgewertet. Die fiir 1
min inkubierten Zellen zeigten bei relativ geringem Hintergrundrauschen keine spezifische
Anfarbung der endogenen HIPK2. Auch eine Inkubationszeit von 5 min zeigte keine Verbesserung.

Trotz des starken Hintergrundsignals war die endogene HIPK2 nicht angefarbt.

Bei der Fixierung mit 100%igem Methanol (2.9.1.2) wurden ebenfalls zwei
unterschiedliche Inkubationszeiten getestet. Sowohl bei der 5-minitigen, als auch bei der 10-
mindtigen Inkubation ergab sich ein starkeres Hintergrundrauschen als bei der einmindtigen
Fixierung mit Methanol / Aceton. Zusatzlich war auch hier keine erkennbare spezifische Féarbung

der endogenen HIPK2 aufgetreten.

Als weitere Alternative wurden die Zellen mit Paraformaldehyd (PFA) und Triton-X-
100 fixiert (2.9.1.3). Unterschiedliche Konzentrationen von Paraformaldehyd (2% und 4%), wurden
mit verschiedenen Konzentrationen von Triton-X-100 (0,1 %, 0,3 % und 0,5 %) getestet. Bei allen
Fixierungen mit 2%igem PFA zeigte sich ein wesentlich héheres Hintergrundsignal als bei 4%igem
PFA. Des Weiteren wirkten die Zellen bei 4%igem PFA klarer abgegrenzt. Bei der Verwendung

von 0,5%igem Triton-X-100 kam es auf den Préparaten immer wieder zum Auftreten von
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unspezifischen Farbflecken. 0,5%iges Triton-X-100 scheint demnach bei einer Inkubationszeit von
10 min zu stark zu sein, so dass vermehrt Artefakte auftreten. Bei 0,1- und 0,3%igem Triton-X-100
kam es nicht zu den erwahnten Farbflecken. Die beiden Konzentrationen zeigten ein gleich gutes
Ergebnis. Somit waren bei der Fixierung mit PFA die beiden einzigen Praparate, die ein
ausreichend scharfes Bild gezeigt haben und nur sehr wenig Hintergrundrauschen aufwiesen, die
Fixierungen mit 4%igem PFA in Verbindung mit 0,1%igem und 0,3%igem Triton-X-100. Bei
manchen Zellen dieser Deckglaschen waren vereinzelt kleine angefarbte Punktchen im Zellkern
erkennbar, was auf eine Farbung der endogenen HIPK2 hindeuten konnte. Jedoch waren diese
Speckles nicht in allen Zellen zu finden, so dass offen bleibt, ob es sich tatsdchlich um spezifisch
angefarbte endogene HIPK2 handelt. Festzuhalten ist, dass die beiden oben genannten
Kombinationen aus PFA und Triton-X-100 ein gutes Fixierungsergebnis geliefert haben, und dass
dies die einzige Methode ist, bei der nukleare Speckles zu sehen waren.

3.1.2 Identifizierung der geeigneten HIPK2-Antikorper

Alle im Folgenden erlduterten Versuche wurden mit den drei oben genannten Arten der
Fixierung durchgeflhrt, wobei die hier aufgelistete Auswertung sich nur auf die mit PFA und
Triton-X-100 fixierten Zellen bezieht, da sich diese Methode als die effektivste herausgestellt hat
(3.1.1). Die hier aufgefiihrten Primér- und Sekundarantikérper wurden zuvor am Uberexprimierten
HIPK2-Wildtyp getestet um sicherzustellen, dass sie funktionieren. Als erstes kam der
Priméarantikorper anti-HIPK2 (2.6.1) in den Verdinnungen 1:50, 1:100, 1:500 und 1:1000 in
Kombination mit dem Sekundérantikorper anti-Kaninchen IgG Cy3 (2.6.2) zum Einsatz. Bei keiner
der verwendeten Konzentrationen war eine spezifische Anfarbung der endogenen HIPK2 zu
erkennen. Als néchstes wurden die Primérantikbrper AC K 121 und AC K 442 (2.6.1) in den
Verdinnungen 1:300, 1:1500, 1:2000 und 1:4000 getestet. Der entsprechende Sekundarantikorper
war hier jeweils anti-Mehrschwein 1gG Cy3 (2.6.2) in den Verdinnungen 1:1500, 1:3000 und
1:5000. Bei der Konzentration 1:300 der Primérantikbrper waren die Préparate viel zu hell
angefarbt und es entstand ein sehr hohes Hintergrundrauschen, so dass keine Aussage Uber
eventuell angefarbte endogene HIPK2 getroffen werden konnte. Bei den Konzentrationen 1:1500,
1:2000 und 1:4000 waren bei beiden Primarantikérpern einzelne Zellen zu finden, in deren Kern
kleine angefarbte Punktchen zu erkennen waren. Allerdings nahm diese Beobachtung ab, je starker
die Verdinnung des Sekundérantikorpers wurde. Bei einer Verdiinnung von 1:5000 des

Sekundarantikorpers war keine Farbung mehr erkennbar.
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3.1.3 Die geeignetste Kombination aus Fixierungsmethode und Antikorperfarbung

In Abschnitt 3.1.1 wurde gezeigt, dass die Fixierung mit 4%igem PFA und 0,1- oder
0,3%igem Triton-X-100 die Methode der Wahl ist. Um die endogene HIPK2 darzustellen wurden
im Anschluss die verschiedenen Primar- und Sekund&rantikorper getestet. Bei keinem der oben
aufgefuhrten Versuche war ein vollstandig zufriedenstellendes Ergebnis zu vermerken. Jedoch
waren bei den Farbungen mit den Priméarantikérpern AC K 121 und AC K 442 (1:1500 bis 1:4000)
in Kombination mit dem Sekundéarantikérper anti-Mehrschwein 1gG Cy3 (1:1500) in mit PFA
fixierten Zellen, kleine angefarbte Pinktchen im Kern einzelner Zellen erkennbar. Allerdings waren
diese Speckles nicht bei allen Zellen zu sehen. Zudem war das Signal so schwach, dass ein gutes
Foto nicht zu verwirklichen war. Demnach bleibt festzuhalten, dass die oben genannte Kombination
aus Fixierung und Antikérpern eine sehr vielversprechende ist, die Ergebnisse aber nicht
ausreichen, um eine eindeutige Farbung der endogenen HIPK2 reproduzierbar verwirklichen zu

kdnnen.

3.2 Die fluoreszenzmikroskopische Analyse der intrazelluldaren Lokalisation

von HIPK2 nach Mutationen innerhalb der Aktivierungsschleife

HIPK2 stellt sich in seiner aktiven Form in eukaryontischen Zellen in sogenannten
Speckles im Zellkern dar [14]. Die Entstehung und Bedeutung dieser Kdérperchen wurde im
Abschnitt 1.1 erléutert. Des Weiteren ist bekannt, dass eine Punktmutation des Lysins an der Stelle
221 eine Inaktivierung der Kinasefunktion von HIPK2 verursacht. Diese HIPK2-Mutante bildet
keine Speckles mehr, sondern kommt im Kernplasma verteilt vor [15]. Aufgrund des
Zusammenhangs zwischen Kinaseaktivitat und intrazelluldrer Lokalisierung war es interessant zu
untersuchen, inwieweit sich Mutationen in der HIPK2-Aktivierungsschleife auf die Lokalisation der

entsprechenden Mutante in eukaryontischen Zellen auswirken.

3.2.1 Die auftretenden Phanotypen

Die zu untersuchenden HIPK2-Mutanten (2.5) wurden mittels Transfektion in U20S-
Zellen eingebracht. Die mikroskopische Immunfluoreszenz-Analyse ergab beziiglich der Verteilung
in der Zelle verschiedene Phanotypen. Die vier am haufigsten aufgetretenen Varianten sind hier
kurz beschrieben. In der Abbildung 3.1 ist als erstes der Phanotyp 1 gezeigt (a), der vom HIPK2-
Wildtyp bisher bekannt ist. Hier zeigen sich fast ausschlieBlich Speckles im Kern. Bei der zweiten
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aufgefuhrten Variante (b) befinden sich wieder Speckles im Kern, aber zusétzlich treten auch noch
Speckles im Zytoplasma auf, die jedoch etwas kleiner ausfallen und weniger stark fluoreszieren als
die Speckles des Nukleus (Phanotyp 2). In der dritten dargestellten Bildserie (c) verteilt sich HIPK2
im Kernplasma ohne zu Speckles zu akkumulieren. Wie bereits aus vielen vorangegangenen
Studien bekannt, korrespondiert dieses typische Bild mit kinase-inaktiven HIPK2-Mutanten
(Phanotyp 3). Die letzte aufgetretene Variante (d) zeigt die diffuse Verteilung von HIPK2 sowohl
im Kern- als auch im Zytoplasma, wobei auch hier das Zytoplasma wieder etwas weniger stark
fluoresziert als der Kern (Phénotyp 4). Es ergaben sich zwischenzeitlich auch Mischformen der hier
aufgefuhrten Phanotypen, allerdings lag deren H&ufigkeit stets weit unter 10 %, so dass sie in der
Auswertung nicht mit aufgefiihrt werden. Dies ist fur die spéateren Auflistungen zu berticksichtigen,

da die einzelnen Mutanten dadurch nicht immer auf 100 % in ihrer Verteilung kommen.

anti-Flag Hoechst Merge

Abb. 3.1: Beispielbilder fiir die einzelnen Phanotypen. Die Klassifizierung der Phanotypen mit
schematischen Abbildungen ist links gezeigt, wahrend rechts beispielhafte fluoreszenzmikroskopische Fotos
von U20S-Zellen diesen zugeordnet sind. Flag-HIPK2 wurde in U20S-Zellen exprimiert und mit einem
Priméarantikorper (anti-Flag M2) und dem entsprechenden Sekundarantikérper anti-Maus IgG Cy3
angefarbt. HIPK2 ist rot dargestellt und die DNA in den Zellkernen wurde mit Hoechst blau angefarbt. Rechts
ist die Uberlagerung beider Bilder gezeigt.

Phanotyp 2 (e

Phanotyp 3

Phanotyp 4

_HONCNC
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3.2.2 Der mogliche Einfluss der Fixierungsmethode auf die Verteilung der Speckles

Wie bereits im Abschnitt 3.1.1 beschrieben, wurden auch bei der berexprimierten
HIPK2 die verschiedenen Fixierungsmethoden getestet um die effektivste und gleichzeitig
effizienteste zu bestimmen. Im Gegensatz zu dem oben beschriebenen Ergebnis fiir die endogene
HIPK2 (fir die eine Fixierung mit PFA und Triton-X-100 optimal war), erwies sich eine
einminitige Fixierung mit Methanol / Aceton fur die Darstellung der berexprimierten HIPK2 als
gleichwertig. Bei allen drei Arten der Fixierung stellte sich eine dhnliche HIPK2-Verteilung ein, so
dass ein signifikanter Unterschied bei den drei Methoden nur darin lag, dass das
Hintergrundrauschen bei der Fixierung mit 100%igem Methanol viel héher war als bei den anderen
beiden Methoden. Somit kam nur noch die Fixierung mit Methanol / Aceton oder mit PFA und
Triton-X-100 in Frage. Allerdings erwies sich die Verwendung von PFA als wesentlich
zeitintensiver, sodass bei gleichwertiger Darstellung der Zellen die Fixierung mit Methanol /
Aceton die effizientere Methode war. Demnach wurde im weiteren Vorgehen ausschlieBlich die

Fixierung mittels Methanol / Aceton-Methode angewandt.

3.2.3 Die Phanotypen der einzelnen HIPK2-Mutanten

Die zu untersuchenden HIPK2-Konstrukte (2.5) wurden, wie bereits oben erwéhnt,
mittels Transfektion in U20S-Zellen eingebracht. Die Antikorperfarbung erfolgte mit dem
Priméarantikorper anti-Flag (M2) (1:5000) und dem Sekundarantikorper anti-Maus 1gG Cy3
(1:10000). Die dargestellten Fotos dokumentieren die intrazellulare HIPK2-Lokalisation unter
fluoreszenzmikroskopischer Betrachtung. Pro Mutante wurden mindestens 100 Zellen ausgezahlt
und jeweils einem der definierten Phanotypen (3.2.1) zugeordnet. So ergaben sich die nachfolgend
gezeigten Verteilungen fur die einzelnen HIPK2-Mutanten (Abb. 3.2a-f). Die Angaben erfolgen
jeweils in Prozent, bezogen auf die Gesamtzahl der ausgezéhlten Zellen je Mutante.
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Abb. 3.2a: Phanotypen der einzelnen HIPK2-Konstrukte. Flag-HIPK2-wt und die gekennzeichneten Mutanten
wurden in U20S-Zellen exprimiert und mit einem Primérantikorper (anti-Flag M2) und dem entsprechenden
Sekundarantikérper anti-Maus 1gG Cy3 angefarbt. HIPK2 ist rot dargestellt und die DNA in den Zellkernen
wurde mit Hoechst blau angefirbt. Rechts ist die Uberlagerung beider Bilder gezeigt. Die Anteile der
dominierenden Phanotypen sind fiir jedes HIPK2-Konstrukt in Prozent angegeben.
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Abb. 3.2b: Phdnotypen der einzelnen HIPK2-Konstrukte. Die gekennzeichneten HIPK2-Mutanten wurden in
U20S-Zellen exprimiert und mit einem Primarantikorper (anti-Flag M2) und dem entsprechenden
Sekunddarantikérper anti-Maus 1gG Cy3 angefarbt. HIPK2 ist rot dargestellt und die DNA in den Zellkernen
wurde mit Hoechst blau angefarbt. Rechts ist die Uberlagerung beider Bilder gezeigt. Die Anteile der
dominierenden Phanotypen sind fiir jedes HIPK2-Konstrukt in Prozent angegeben.
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Abb. 3.2c: Phanotypen der einzelnen HIPK2-Konstrukte. Die gekennzeichneten HIPK2-Mutanten wurden in
U20S-Zellen exprimiert und mit einem Primarantikdrper (anti-Flag M2) und dem entsprechenden
Sekundarantikérper anti-Maus 1gG Cy3 angefarbt. HIPK2 ist rot dargestellt und die DNA in den Zellkernen
wurde mit Hoechst blau angefirbt. Rechts ist die Uberlagerung beider Bilder gezeigt. Die Anteile der
dominierenden Phanotypen sind fiir jedes HIPK2-Konstrukt in Prozent angegeben.
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Abb. 3.2d: Phanotypen der einzelnen HIPK2-Konstrukte. Die gekennzeichneten HIPK2-Mutanten wurden in
U20S-Zellen exprimiert und mit einem Primarantikorper (anti-Flag M2) und dem entsprechenden
Sekunddarantikérper anti-Maus 1gG Cy3 angefarbt. HIPK2 ist rot dargestellt und die DNA in den Zellkernen
wurde mit Hoechst blau angefarbt. Rechts ist die Uberlagerung beider Bilder gezeigt. Die Anteile der
dominierenden Phanotypen sind fiir jedes HIPK2-Konstrukt in Prozent angegeben.
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Abb. 3.2e: Phanotypen der einzelnen HIPK2-Konstrukte. Die gekennzeichneten HIPK2-Mutanten wurden in
U20S-Zellen exprimiert und mit einem Priméarantikdrper (anti-Flag M2) und dem entsprechenden
Sekundarantikérper anti-Maus 1gG Cy3 angefarbt. HIPK2 ist rot dargestellt und die DNA in den Zellkernen
wurde mit Hoechst blau angefirbt. Rechts ist die Uberlagerung beider Bilder gezeigt. Die Anteile der
dominierenden Phanotypen sind fiir jedes HIPK2-Konstrukt in Prozent angegeben.
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Abb. 3.2f: Phanotypen der einzelnen HIPK2-Konstrukte. Die gekennzeichneten HIPK2-Mutanten wurden in
U20S-Zellen exprimiert und mit einem Primarantikorper (anti-Flag M2) und dem entsprechenden
Sekundarantikorper anti-Maus 1gG Cy3 angefarbt. HIPK2 ist rot dargestellt und die DNA in den Zellkernen
wurde mit Hoechst blau angefirbt. Rechts ist die Uberlagerung beider Bilder gezeigt. Die Anteile der
dominierenden Phanotypen sind fir jedes HIPK2-Konstrukt in Prozent angegeben.

Um einzelne wichtige HIPK2-Mutanten hervorzuheben, wird fir diese die Verteilung
der aufgetreten Phanotypen in den folgenden Diagrammen gesondert aufgefiihrt (Abb. 3.3). Zu
sehen sind funf Kreisdiagramme im direkten Vergleich zueinander. In der oberen Reihe ist die
Verteilung der aufgetretenen Phénotypen fur den Wildtyp und die inaktive Punktmutante K221A
dargestellt. Beim Wildtyp ist deutlich zu erkennen, dass 90 % der Zellen den Phanotyp 1 aufweisen,
nur 9 % den Phanotyp 2 und 1 % den Phanotyp 3. Bei der inaktiven Punktmutante hingegen stellen
sich 82 % der Zellen als Phanotyp 3 dar, 9 % als Phanotyp 1, 4 % als Phénotyp 4 und 2 % als
Phanotyp 2. In der unteren Reihe sind zum Vergleich die 3Y/F-Mutante und die ST/A-Mutante
aufgefihrt. Es ist deutlich zu sehen, dass sowohl bei der Mutation aller drei Tyrosine, also auch bei
der Mutation der finf Serine und des Threonins innerhalb der Aktivierungsschleife, bei beiden
Mutanten immer noch Uber die Halfte der Zellen den Phanotyp 1 aufweisen und der Phanotyp 2 als
zweithdufigster erscheint. Damit tendieren diese beiden Mutanten von der Verteilung her eher zum
Wildtyp als zu der inaktiven Punktmutante. Bei der allSTY-Mutante, die eine Mutation aller
Tyrosine, Serine und Threonine innerhalb der Aktivierungsschleife beinhaltet, zeigt sich hingegen
eine Verteilung, die der inaktiven Punktmutante dhnelt. Hier stellen sich 81 % der Zellen als
Phénotyp 3 dar, 13 % als Phanotyp 4 und nur 5 % als Phanotyp 1. Der Phanotyp 2 mit weniger als 1

% kann vernachldssigt werden.
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Abb. 3.3: Vergleichende Analyse der intrazellularen Lokalisation ausgewahlter HIPK2-Konstrukte. Die
gezeigten HIPK2-Mutanten wurden in U20S Zellen exprimiert und mittels indirekter Immunfluoreszenz
analysiert. Die statistische Auswertung einiger Mutanten ist als Kreisdiagramme gezeigt. Abgebildet ist die
intrazelluldre Verteilung von HIPK2-wt, HIPK2-K221A, HIPK2-allSTY, HIPK2-3Y/F und HIPK2-ST/A. Die
dunkelblauen Felder zeigen den Anteil des Phanotyps 1, rot steht fir Phanotyp 2, griin fir Phanotyp 3,
violett fir Phanotyp 4 und hellblau zeigt den Anteil anderer Phanotypen. Es wurden 100 Zellen fiir jedes
HIPK2-Konstrukt ausgewertet.

Um die Mutanten untereinander besser vergleichen zu kénnen, erfolgt eine Darstellung
von einzelnen zusammengefassten Gruppen in Saulendiagrammen. Der Wildtyp ist als Bezug
jeweils mit aufgefuhrt. Die erste Gruppe bilden die Tyrosin-Mutanten (Abb. 3.4). Neben dem
Wildtyp erscheint als erstes die Darstellung der Y354F-Mutante. Die Veranderungen gegenuber der
Phénotyp-Verteilung des Wildtyps sind nur schwach. Anschlieend ist die Mutante Y354/359F
gezeigt. Diese weist eine Mutation der Tyrosine an Position 354 und 359 auf. Die Verteilung
gegeniiber dem Wildtyp zeigt sich hier etwas starker verandert als bei der alleinigen Mutation des
Tyrosins 354. Als nachstes dargestellt ist die Mutante Y354/360F, bei der die Tyrosine 354 und 360
gleichzeitig mutiert sind. Auch hier ist eine etwas starkere Veranderung der Verteilung gegentiber
dem Wildtyp erkennbar, als bei den beiden zuvor beschriebenen Mutanten. Nun erfolgt die
Betrachtung der Y359/360F-Mutante, die also eine Mutation der Tyrosine 359 und 360 in
Kombination beinhaltet. Die Verteilung der Ph&notypen hier unterscheidet sich wiederum starker
vom Wildtyp, als bei den zuvor genannten Mutanten. Jedoch behdlt der Phanotyp 1 bei allen bis
hierhin beschriebenen Mutanten die Mehrheit in der Verteilung. Bei den drei zuletzt gezeigten
Mutanten sind jeweils alle drei Tyrosine der Aktivierungsschleife mutiert. Im ersten Fall befindet
sich an deren Stelle jeweils ein Phenylalanin (F), im zweiten Fall ein Glutamat (E) und im dritten
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Fall ein Threonin (T). Die Auswirkungen auf die Verteilung der Phanotypen sind beim Austausch
der Tyrosine gegen Threonine am starksten. Diese Mutante ist die einzige Tyrosin-Mutante, bei der
der Phanotyp 1 nicht mehr die Mehrheit ausmacht, sondern der Phénotyp 2 mit 51 % uberwiegt.
Beim Austausch gegen Glutamat sind die geringsten Verdnderungen zu sehen. Der Austausch gegen
Phenylalanin sorgt fir eine starke Verminderung des Phanotyps 1, jedoch behélt er immer noch die

Mehrheit in der Verteilung mit 56 % gegenuber dem Phanotyp 2 mit 40 %
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Abb. 3.4: Vergleichende Analyse der intrazelluldaren Lokalisation der Tyrosin-Mutanten. Die gezeigten HIPK2-
Mutanten wurden in U20S Zellen exprimiert und mittels indirekter Immunfluoreszenz analysiert. Das
Saulendiagramm zeigt die Ergebnisse der Analyse der intrazelluldren Lokalisation von HIPK2-wt, HIPK2-
Y354F, HIPK2-Y354/359F, HIPK2-Y354/360F, HIPK2-Y359/360F, HIPK2-3Y/F, HIPK2-3Y/E und HIPK2-3Y/T. Die
unterschiedlichen Farben stehen wie gezeigt fir die unterschiedlichen Phanotypen. Es wurden 100 Zellen
flr jedes HIPK2-Konstrukt ausgewertet.

Im direkten Vergleich der Threonin- und Serin-Mutanten zueinander ist nach dem
Wildtyp zuerst die Mutante T353A gezeigt, bei der das Threonin an 353 gegen Alanin ausgetauscht
wurde (Abb. 3.5). Leichte Veranderungen zum Wildtyp sind erkennbar, jedoch behélt der Phénotyp
1 eindeutig die Mehrheit in der Verteilung mit 69 %. Bei der Kombination der Mutanten T353A
und Y354F (T353A/Y354F) zeigt sich, verglichen zur alleinigen Mutation des Threonins 353, eine
geringere Veranderung zum Wildtyp. Die Mutante S357A weist ebenfalls keine sehr starken
Veranderungen gegeniiber dem Wildtyp auf. Der Phénotyp 2 hat, wie auch bei der Mutante
T353A/Y354F, leicht zugenommen, jedoch bestimmt der Ph&notyp 1 mit 70 % nach wie vor das
Verteilungsbild. Im Anschluss sind die Mutanten Y354F/S357A und T353A/S357A gezeigt. Bei
beiden Uberwiegt der Anteil des Phénotyps 2 mit 97 % bzw. 90 %. In der Kombination der
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Mutation aller fiinf Serine und des Threonins (ST/A) hingegen zeigt sich wieder der Phanotyp 1 in
der Mehrheit mit 68 %, wahrend der Phanotyp 2 nur 32 % der Verteilung ausmacht.
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Abb. 3.5: Vergleichende Analyse der intrazelluldren Lokalisation der in Threoninen und/oder Serinen
mutierten HIPK2-Versionen. Die gezeigten HIPK2-Mutanten wurden in U20S Zellen exprimiert, mittels
indirekter Immunfluoreszenz analysiert und sind im Sdulendiagramm dargestellt. Die unterschiedlichen
Farben stehen wie gezeigt flr die unterschiedlichen Phanotypen. Es wurden 100 Zellen fir jedes HIPK2-
Konstrukt ausgewertet.

Als letztes werden die HIPK2-Konstrukte gezeigt, die multiplen Mutationen unterzogen
wurden (3.6). Im nachfolgenden Diagramm ist erneut der Wildtyp und zusétzlich auch die inaktive
Punktmutante K221A mit aufgefiihrt. Darauf folgt die Darstellung der Mutante 3Y/F+TS, bei der
eine Mutation aller drei Tyrosine zu Phenylalanin und des Threonins 353 und des Serins 357 zu
Alanin vorliegt. Es zeigt sich deutlich, wie stark die Phanotyp-Verteilung hier von der des Wildtyps
abweicht. 74 % aller Zellen zeigen den Phéanotyp 2 und nur noch 20 % weisen Phénotyp 1 auf.
Daneben ist das HIPK2-Konstrukt allSTY gezeigt. Hier liegen die Mutationen aller Serine,
Threonine und Tyrosine der Aktivierungsschleife gemeinsam vor. Der Phénotyp 3 dominiert mit 81
% das Erscheinungsbild der Zellen. Die starke Anndherung zur Verteilung der inaktiven
Punktmutante ist gut zu sehen. Zusétzlich erscheinen 13 % der Zellen als Ph&notyp 4 wéhrend, nur

noch 5 % der Zellen den Phanotyp 1 darstellen.
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Abb. 3.6: Vergleichende Analyse der intrazellularen Lokalisation von HIPK2-wt, HIPK2-K221A, HIPK2-3Y/F+TS
und HIPK2-alISTY. Die gezeigten HIPK2 Konstrukte wurden in U20S Zellen exprimiert und mittels indirekter
Immunfluoreszenz analysiert. Die statistische Auswertung fiir alle Konstrukte ist im Saulendiagramm
gezeigt. Die unterschiedlichen Farben stehen wie gezeigt fir die unterschiedlichen Phanotypen. Es wurden
100 Zellen fiir jedes HIPK2-Konstrukt ausgewertet.

3.2.4 Beeinflussung der Grolie, Form und Verteilung der Speckles durch Mutationen

in der Aktivierungsschleife von HIPK2

Auffallig bei der Auswertung war, dass die GroRe der Speckles in den einzelnen Zellen
zum Teil sehr unterschiedlich ausfallen konnte. Des Weiteren kamen sowohl exakt runde Formen
mit klarer Abgrenzung zur Umgebung als auch ovale Formen oder solche mit leicht
verschwommenen oder ausgefransten Grenzen vor. Zudem erschien die Verteilung der Speckles im
Kern manchmal nicht ganz zufallig, sodass die Vermutung aufkam, dass bei den einzelnen HIPK2-
Mutanten Unterschiede bezuglich dieser Kriterien bestehen kdnnten. Zunéchst wurden die Speckles
bezuglich ihrer GroRRe beurteilt. Die groflen Speckles traten markant hervor und hatten eine
symmetrische Form. Bei den kleinen Speckles handelte es sich um sehr kleine und fein verteilte
Plinktchen. Hier war oft bereits ein Ubergang zur diffusen Verteilung im Kern vorhanden. Die

Abbildung 3.7 zeigt beispielhaft Fotos von Zellen mit auffallend gro3en und kleinen Speckles.
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Abb. 3.7: Einteilung der Speckle-GréRe von HIPK2. Flag-HIPK2 wurde in U20S-Zellen exprimiert und mit
einem Primarantikérper (anti-Flag M2) und dem entsprechenden Sekundarantikérper anti-Maus 1gG Cy3
angefarbt. HIPK2 ist rot dargestellt und die DNA der Zellkerne wurde mit Hoechst blau angefarbt. Rechts ist
die Uberlagerung beider Bilder gezeigt. Die obere Reihe zeigt beispielhaft Speckles, die als groR klassifiziert
wurden und in der unteren Reihe sind typische kleine Speckles abgebildet.

Auch hier wurden immer mindestens 100 Zellen jeder Mutante ausgezahlt. Hierzu
wurden die bereits vorhandenen Deckgléschen verwendet, mit denen auch der Phanotyp bestimmt
wurde. Es ergaben sich jedoch keine signifikanten Unterschiede zwischen den einzelnen HIPK2-
Mutanten bezlglich der drei oben genannten Kriterien. Den Hauptteil machten immer die normal
grofRen Speckles mit mindestens 90 % aus. Bei allen Mutanten traten Speckles unterschiedlicher
Form auf und es kamen immer wieder aufféllige Verteilungen im Kern vor, jedoch erschienen diese
Merkmale so vereinzelt, dass sie fiir keine HIPK2-Mutante als charakteristisch angesehen werden

konnten.

3.3 Die intrazellulare Lokalisation von HIPK2 in Abhangigkeit vom Zellzyklus

3.3.1 Thymidin/Aphidicolin Synchronisation

Der Erfolg der Synchronisationsmethode mittels Thymidin und Aphidicolin wurde
mittels Western blotting und FACS-Analyse tberprift. Als erstes ist hier die Uberpriifung mittels
Western blotting beschrieben. Der Ablauf des Zellzyklus eukaryontischer Zellen und die Bedeutung
der Cycline fir diesen sind unter 1.3 erldutert worden. Wie oben beschrieben steigt die
Konzentration der einzelnen Cycline wahrend des Zellzyklus zu unterschiedlichen Zeitpunkten an

und fallt dann wieder ab. Diese Eigenschaft kann man sich zu Nutzen machen, um mittels Western
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blotting die Zellzyklusphase zu bestimmen, in der sich Zellen gerade befinden. Zu diesem Zweck
wurden HelLa-Zellen synchronisiert (2.8.3). Das Augenmerk liegt in diesem Experiment auf dem
Cyclin B1. Der Westernblot zeigt die Cyclin B1-Konzentrationen zum Zeitpunkt O h, als die Zellen
frisch synchronisiert waren, sowie 3 h, 8 h und 12 h nach Beendigung der Synchronisation (Abb.
3.8). Wie unter 2.8.3 erklart, bewirken Thymidin und Aphidicolin, dass die Zellen wahrend ihres
Zellzyklus am Ubergang von der G1- zur S-Phase gestoppt werden. Also befinden sich die Zellen
zum Zeitpunkt 0 h am Beginn der S-Phase. Die Menge an Cyclin im Westernblot steigt
kontinuierlich an, bis sie ihren Hohepunkt nach 8 h, also am Ende der G2-Phase, hat. Nach 12 h ist
die Konzentration bereits stark abgefallen. Die Zellen befinden sich hier in der M-Phase, in der die
Konzentration des Cyclins B1 schlielich wieder bis auf null absinkt. Somit zeigt der Westernblot,
dass die Synchronisation der HelLa-Zellen mittels Thymidin und Aphidicolin erfolgreich

durchgefuhrt wurde.

Oh 3h 8h 12h nachdem Eintritt in die S-Phase

WB: anti-Cyclin B1 | s s | <+— Cyclin B1

WB: anti-Tubulin | = sss—" s s <4— Tubulin

Abb. 3.8: Analyse der Cyclin B1 Menge im Zellzyklus. HelLa-Zellen wurden mittels Thymidin und Aphidicolin
am G1/S-Ubergang arretiert. Der Wiedereintritt in den Zellzyklus wurde fiir die angegeben Zeitrdume und
Zellextrakte mittels Westernblot auf die Expression von Cyclin B1 und der Ladekontrolle Tubulin analysiert.

Eine weitere Methode um den Erfolg der Synchronisation zu kontrollieren ist die unter
2.8.4 beschriebene Durchflusszytometrie. Hierzu wurden die HelLa-Zellen wieder synchronisiert
(2.8.3) und 0 h, 3 h, 6 h, 8 hund 10 h nach der Synchronisation fixiert, um dann ihren DNA-Gehalt
mittels FACS-Analyse zu bestimmen. Zusétzlich wurde zum Vergleich eine Probe mit asynchronen
Zellen gemessen. Die nachfolgenden Diagramme bestétigen, dass die Synchronisation erfolgreich
durchgefiihrt wurde (Abb. 3.9). Auf der X-Achse (FL2-A) der Diagramme wird die Menge an
vorhandener DNA vermerkt, wahrend die Y-Achse (Counts) die Anzahl der Zellen dokumentiert.
Das erste Histogramm zeigt den asynchronen Zellsatz und die naturliche Verteilung der Zellen im
Zellzyklus mit dem Hauptanteil in der GO- / G1-Phase. In den weiteren Histogrammen ist die
Verteilung zu den verschiedenen Stopp-Zeitpunkten dargestellt. Es ist erkennbar, dass sich direkt
nach der Synchronisation fast alle Zellen am Ubergang von der G1- zur S-Phase befinden und im
weiteren Verlauf relativ synchron die folgenden Phasen durchlaufen, bis sie 10 h nach der

Synchronisation wieder breiter gefachert in den einzelnen Stadien verteilt sind.
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Mengenanteil der Zellen in den einzelnen Phasen in Prozent (%)

A G0/ G1 S G2/ M

asynchron 0,66 53,44 15,54 25,13
Oh 0,90 75,33 18,22 4,77
3h 1,00 9,25 78,82 6,60

6h 0,89 2,85 32,67 56,69

8h 1,41 3,75 11,28 76,69

10 h 2,05 6,86 7,08 74,41

Abb. 3.9: FACS-Analyse der Zellzyklusphasen synchronisierter Hela-Zellen. Hela-Zellen wurden mittels
Thymidin und Aphidicolin synchronisiert und zu verschiedenen Zeitpunkten nach der Synchronisation fixiert.
Die DNA wurde mittels Propidiumjodid angefarbt, der DNA-Gehalt der Zellen gemessen und anhand dessen
konnte bestimmt werden in welcher Zellzyklusphase sich diese befinden. Die x-Achse zeigt die Intensitat der
DNA-Farbung, welche der DNA-Menge entspricht und die y-Achse gibt die Anzahl der Zellen an. Gezeigt sind
asynchron wachsende Zellen sowie Zellen, die arretiert waren (0 h) bzw. fir die gezeigten Zeitraume
proliferieren konnten. Zusatzlich ist eine Tabelle angegeben, welche in Prozent angibt, wie die
Mengenanteile der Zellen in den einzelnen Zellzyklusphasen sind.



Ergebnisse | 51
3.3.2 Erfolgreiche Synchronisation der HeLa-Fucci-Zellen

Die unter 2.4.2 aufgefiihrte humane Zervixkarzinomzelllinie HelLa-Fucci hat eine
besondere Eigenschaft. Die Zellkerne dieser Zellen leuchten unter Fluoreszenzlicht betrachtet
wéhrend der G1-Phase rot und waéhrend der S-Phase grin. Fucci steht fur fluorescent
ubiquitination-based cell-cycle indication und basiert auf der Zellzyklus-abhé&ngigen Proteolyse der
Proteine Geminin und Cdtl [92]. Diese beiden Proteine sind unter anderem im Zellzyklus fur das
Voranschreiten in den unterschiedlichen Phasen verantwortlich. Bekannt war, dass die
Proteinkonzentrationen von Geminin und Cdtl wahrend des Zellzyklus gegenphasig schwanken.
Mittels Westernblot wurde nachgewiesen, dass Cdtl seine maximale Konzentration in der G1-Phase
erreicht, wahrend Geminin das hdchste Level in der S-, G2- und M-Phase erlangt [93]. Die beiden
Proteine wurden mit den Fluoreszenzfarbstoffen mKO2 (monomeric version of Kusabira Orange 2)
und mAG (monomeric version of Azami Green) fusioniert. Die so konzipierten Konstrukte mKO2-
Cdt1(30/120) und mAG-hGem(1/110) wurden in HelLa-Zellen transfiziert, sodass die hier
verwendeten HeLa-Fucci-Zellen entstanden. Durch die Stabilisierung von mKO2-Cdt1(30/120)
wéhrend der G1-Phase und der gleichzeitigen Ubiquitin-vermittelten Proteolyse von mAG-
hGem(1/110) leuchten die Zellkerne in dieser Phase rot. Am Ubergang von der G1- zur S-Phase
sind kurzfristig beide Konstrukte in geringem Malie noch bzw. schon stabil, sodass sich fur die
Zellkerne ein temporar gelber Farbton ergibt. In der S-Phase ist mKO2-Cdt1(30/120) dann
vollstandig abgebaut und mAG-hGem(1/110) ist stabil. Dieser Zustand hélt Giber die G2- und M-
Phase an, sodass die Zellkerne in diesem gesamten Abschnitt griin leuchten. Am Ubergang von der
M- zur G1-Phase erlischt das Fluoreszenzsignal dann kurzzeitig, da hier beide Konstrukte abgebaut
sind [92].

Die Synchronisation der HeLa-Fucci-Zellen erfolgte auch hier wieder mittels Thymidin
und Aphidicolin (2.8.3). Die Zellen wurden auf ihren Deckgléaschen 0 h, 3 h, 8 h und 11 h nach
erfolgter Synchronisation mittels Paraformaldehyd und Triton X-100 fixiert (2.9.1.3) und auf
Objekttrager uberfuhrt. Zusétzlich wurde ein Deckglédschen mit asynchronen Zellen fixiert. Die
nachfolgenden Fotos zeigen die Darstellung unter dem Mikroskop zu den unterschiedlichen
Zeitpunkten (Abb. 3.10). Die erste Bildserie zeigt die asynchronen Zellen, deren Zellkerne
hauptsachlich rot leuchten, da sich die meisten in der G1-Phase befinden. Die weiteren Bilder
zeigen die Farbverteilung der Zellkerne zu den oben genannten Stopp-Zeitpunkten. Es ist eindeutig
zu erkennen, dass die Zellen nach erfolgter Synchronisation gemeinsam in die S-Phase eingetreten
sind, da die Zellkerne hier griin leuchten. Nach 11h ist dann fiir viele Zellen der Ubergang von der
M- zur G1-Phase erfolgt. Der Anteil roter Zellkerne nimmt hier merklich zu. Somit ist gezeigt, dass
das hier verwendetet Synchronisationsprotokoll auch fur die HeLa-Fucci-Zellen erfolgreich
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eingesetzt werden kann.

Zeitpunkt nach Zellenin Zellenin
dem Eintritt in G1-Phase S/G2-Phase Merged
die S-Phase
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Abb. 3.10: Zellzyklusanalyse der Hela-Fucci-Zellen. Hela-Fucci-Zellen wurden mittels Thymidin und
Aphidicolin am G1 / S-Ubergang arretiert, zu verschiedenen Zeitpunkten nach der Synchronisation fixiert
und fluoreszenzmikroskopisch ausgewertet. In der ersten Spalte sind die Zellen der G1-Phase gezeigt,
welche unter Fluoreszenzlicht rot leuchten, die zweite Spalte zeigt die griin leuchtenden Zellen der S- und
G2-Phase und in der letzten Spalte ist die Uberlagerung der beiden ersten Fotos zu sehen. Die Fotos sind 0
h, 3 h, 6 h, 8 h und 10 h nach erfolgter Synchronisation entstanden. Zusatzlich ist eine Fotoserie eines
asynchronen Zellsatzes gezeigt.
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3.3.3 Die Lokalisation der tberexprimierten HIPK2 in eukaryontischen Zellen in

Abhangigkeit vom Zellzyklus

Fur diese Versuchsreine wurden ausgewahlte HIPK2-Konstrukte in HeLa-Zellen
transfiziert, welche zuvor auf Deckglaschen kultiviert wurden. Die Zellen wurden synchronisiert
und im Abstand 0 h, 3 h, 6 h, 8 h und 10 h nach der Synchronisation fixiert. Die Uberexprimierten
HIPK2-Mutanten wurden mittels Antikorperfarbung mit anti-Flag (M2) (1:5000) und anti-Maus
IgG Cy3 (1:10000) sichtbar gemacht. Die Auswertung erfolgte unter dem Mikroskop, wobei
zwischen 60 und 100 Zellen pro Mutante und Zeitpunkt ausgezahlt wurden und den unter 3.2.1
beschriebenen Phénotypen zugeordnet wurden.

Die intrazellulare HIPK2-Verteilung des Wildtyps zeigt im Laufe des Zellzyklus eine
unterschiedliche Verteilung. Bei den synchronisierten HelLa-Zellen ist direkt nach der
Synchronisation (0 h) der Phénotyp 1, bei dem sich fast ausschlielRlich Speckles im Kern befinden,
mit 94 % vertreten und nimmt bis zum Zeitpunkt 8 h kontinuierlich ab bis auf 70 %. Zum Zeitpunkt
10 h ist sein Vorkommen wieder auf 75 % angestiegen. Gegensétzlich verhalt sich der Phénotyp 3,
bei dem HIPK2 diffus im Kernplasma vorliegt. Zum Zeitpunkt 0 h liegt seine Haufigkeit bei knapp
4 %, wahrend er nach 8 h 26 % ausmacht. Der Phanotyp 2, mit Speckles im Kern und Zytoplasma,
ist mit einer Haufigkeit zwischen 1 und 4 % uber den gesamten Zeitraum nicht signifikant. Zum
Vergleich ist die Verteilung der Phanotypen bei asynchronen Zellen gezeigt (Abb. 3.11). Der
Phénotyp 4, bei dem sich HIPK2 diffus im Kern und Zytoplasma verteilt, erscheint hier zu keinem
Zeitpunkt.

100
80 i
60 o @
40
“(®
20
(=
N\ A\ A\ N
N O B> S \éo(‘
<«
,b‘o

Abb. 3.11: Die intrazellulare Lokalisation von HIPK2-wt in Abhadngigkeit vom Zellzyklus. HIPK2-wt wurde in
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Hela-Zellen transfiziert und nach Farbung mit addquaten Antikorpern beziiglich seiner intrazelluldren
Lokalisation untersucht. Das Sdaulendiagramm zeigt die intrazellulare Verteilung der HIPK2 0, 3, 6, 8 und 10 h
nach erfolgter Synchronisation. Zusatzlich ist ein asynchroner Zellsatz dargestellt.

Ein Blick auf die Mutante HIPK2-Y354F zeigt, dass der Zeitpunkt 8 h auch hier eine
merkliche Veranderung in der Verteilung der Phanotypen hervorruft, ahnlich wie beim Wildtyp.
Der Phénotyp 1 sinkt von 68 % zum Zeitpunkt 0 h auf sein Minimum von 48 % nach 8 h ab.
Gegenléufig verhélt sich hierzu der Phénotyp 2, der sein Minimum mit 31 % zum Zeitpunkt 0 h
aufweist und sein Maximum nach 8 h mit 53 % erreicht (Abb. 3.12). Der Phénotyp 3 ist hier
aufgrund seiner geringen Prozentzahlen zu vernachldssigen, wéhrend der Phanotyp 4 bei dieser

Mutante gar nicht auftritt.
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Abb. 3.12: Die intrazelluldre Lokalisation von HIPK2-Y354F in Abhangigkeit vom Zellzyklus. HIPK2-Y354F
wurde in Hela-Zellen transfiziert und nach Farbung mit adaquaten Antikérpern beziglich seiner
intrazellularen Lokalisation untersucht. Das Sdulendiagramm zeigt die intrazelluldre Verteilung der HIPK2 O,
3, 6, 8 und 10 h nach erfolgter Synchronisation. Zusatzlich ist ein asynchroner Zellsatz dargestellt.

Die Mutante HIPK2-Y359/360F zeigt eine grundlegend andere Verteilung der
Phénotypen als die beiden zuvor beschriebenen Konstrukte. Jedoch ist auch hier der Zeitpunkt 8 h
nach erfolgter Synchronisation, wie bereits bei den beiden vorangegangenen HIPK2-Konstrukten,
ein Zeitpunkt, an dem die Verteilung ihre extremste Verénderungen verglichen zum Zeitpunkt 0 h
zeigt. Beim HIPK2-Y359/360F nimmt die Anzahl des Phanotyps 1 im Verlauf zu und erreicht bei 8
h ihr Maximum mit 61 % wahrend sie zum Zeitpunkt O h bei 46 % liegt. Stattdessen sinkt der
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Phénotyp 3 bei dieser Mutante von anfangs 27 % auf 13 % zum Zeitpunkt 8 h ab. Der Phéanotyp 2
schwankt in seiner Haufigkeit zwischen 18 und 30 %, zeigt aber keine Regelméligkeit bezuglich
der Ab- und Zunahme. HIPK2-Y359/360F ist die einzige Mutante, bei der der Phanotyp 4 zu jedem
Zeitpunkt vertreten ist. Er hat sein Maximum zum Zeitpunkt O h mit 4 % und mit 1 % zum
Zeitpunkt 8 h sein Minimum, ist aber aufgrund des geringen Anteils an der Gesamtverteilung der

Zellen zu vernachlassigen (Abb. 3.13).
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Abb. 3.13: Die intrazelluldre Lokalisation von HIPK2-Y359/360F in Abhangigkeit vom Zellzyklus. HIPK2-
Y359/360F wurde in HelLa-Zellen transfiziert und nach Farbung mit addquaten Antikérpern beztiglich seiner
intrazelluldren Lokalisation untersucht. Das Saulendiagramm zeigt die intrazelluldre Verteilung der HIPK2 O,
3, 6, 8 und 10 h nach erfolgter Synchronisation. Zusatzlich ist ein asynchroner Zellsatz dargestellt.

Bei der Mutante HIPK2-3Y/F scheint der Zeitpunkt 8 h nicht wie bei allen bisher
betrachteten Konstrukten eine relevante Veranderung hervorzurufen. Hingegen zeigt sich hier die
deutlichste Anderung bei der Verteilung der Phanotypen 3 h nach Beendigung der Synchronisation.
Wahrend der Phénotyp 1 zu allen anderen Messpunkten einen Anteil von ungefahr 60 % hat, sinkt
er zum Zeitpunkt 3 h auf 33 % ab. Hingegen vertritt der Phanotyp 2 stets zwischen 36 und 38 %,
schnellt aber nach 3 h auf 63 % hoch. Der Phanotyp 3 spielt bei dieser Mutante eine untergeordnete
Rolle, da die Haufigkeit nie tber 5 % ansteigt. Der Ph&notyp 4 tritt hier zu keinem Zeitpunkt auf
(Abb. 3.14).
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Abb. 3.14: Die intrazelluldre Lokalisation von HIPK2-3Y/F in Abhdngigkeit vom Zellzyklus. HIPK2-3Y/F wurde
in Hela-Zellen transfiziert und nach Farbung mit addaquaten Antikdrpern bezlglich seiner intrazelluldren
Lokalisation untersucht. Das Sdulendiagramm zeigt die intrazellulare Verteilung der HIPK2 0, 3, 6, 8 und 10 h
nach erfolgter Synchronisation. Zusatzlich ist ein asynchroner Zellsatz dargestellt.

Als letztes wurde die Mutante HIPK2-T353A betrachtet. Diese ist von besonderem
Interesse, da sie in der Datenbank Phosida (www.phosida.com) als Zellzyklus-reguliert beschrieben
wird. In den hier synchronisierten HeLa-Zellen ist, bezogen auf die intrazellulére Lokalisation der
HIPK2-T353A-Mutanten, eine ahnliche Verteilung wie beim HIPK2-Wildtyp zu erkennen. Auch
hier steigt die Haufigkeit des Phanotyps 3 an und erreicht bei 8 h ihr Maximum mit 20 %. Zum
Zeitpunkt 0 h lag die Haufigkeit bei 7 %. Gegenléaufig verhalt sich auch hier der Phénotyp 1, der bei
0 h sein Maximum mit 90 % hat und zum Zeitpunkt 8 h bis auf 76 % abfallt. Der Ph&notyp 2, der
Speckles im Kern und Zytoplasma aufweist, schwankt in der Haufigkeit seines Auftretens zwischen
2 und 9 %, verfolgt jedoch kein aussagekraftiges Muster. Der Phanotyp 4, bei dem HIPK2 im Kern-
und Zytoplasma diffus verteilt auftritt, erscheint hier mit 2 % nur einmal nach 8 h (Abb. 3.15).
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Abb. 3.15: Die intrazelluldre Lokalisation von HIPK2-T353A in Abhangigkeit vom Zellzyklus. HIPK2-T353A
wurde in Hela-Zellen transfiziert und nach Farbung mit adaquaten Antikérpern beziglich seiner
intrazellularen Lokalisation untersucht. Das Sdulendiagramm zeigt die intrazelluldre Verteilung der HIPK2 O,
3, 6, 8 und 10 h nach erfolgter Synchronisation. Zusatzlich ist ein asynchroner Zellsatz dargestellt.

Somit ist abgesehen von der Mutante HIPK2-3Y/F bei allen hier getesteten Konstrukten
der Zeitpunkt 8 h nach der Synchronisation durch eine merkliche Veranderung in der Verteilung der
Phénotypen aufgefallen. Zu diesem Zeitpunkt befanden sich die meisten Zellen in der G2- oder M-
Phase und es gab eine signifikante Verschiebung der Haufigkeiten verglichen mit der S-Phase zum
Zeitpunkt 0 h. Demnach scheint ein gewisser Einfluss des Zellzyklus auf die intrazellulare
Verteilung der auftretenden Phanotypen zu existieren, wobei vier der hier verwendeten Konstrukte
8 h nach der Synchronisation die starkste Veranderung aufweisen und nur bei HIPK2-3Y/F diese
bereits nach 3 h auftritt.
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4 Diskussion

4.1 Die fluoreszenzmikroskopische Darstellung der endogenen HIPK2

Zur fluoreszenzmikroskopischen Darstellung nuklearer Kompartimente werden in der
Literatur verschiedene Methoden zur Fixierung eukaryontischer Zellen beschrieben. Die am
haufigsten genannten Fixierungen sind Methanol / Aceton (1:1) [15, 32], 100 % Methanol [94, 95]
und Paraformaldehyd in unterschiedlichen Konzentrationen [94, 96, 97]. Welche dieser Methoden
am geeignetsten ist, um die endogene HIPK2 mittels Immunofluoreszenz darzustellen, und welcher
Antikorper am effektivsten ist, wurde im ersten Teil dieser Arbeit untersucht. Es ergab sich, dass
die Fixierung mit 4 %igem PFA das klarste Bild zeigte und am wenigsten Hintergrundrauschen
aufwies. Die notwendige Permeabilisierung der Zellwand wurde am effektivsten mit 0,1 %igem und
0,3 %igem Triton X-100 durchgefuhrt. Nach Identifizierung der optimalen Fixierungsmethode
erfolgte die Analyse der Primér- und Sekundarantikorper. Die besten Ergebnisse wurden mit den
Priméarantikdrpern AC K 121 und AC K 442 (1:1500 bis 1:4000) in Kombination mit dem
Sekundarantikdrper anti-Mehrschwein 1gG Cy3 (1:1500) erzielt. Hierbei zeigten sich Zellen in
deren Kernen fluoreszierende Plnktchen auszumachen waren. Allerdings wiesen nicht alle Zellen
diese Speckles auf und das Signal war zudem sehr schwach. Es I&sst sich also nur vermuten, dass es
sich hier um spezifisch angeféarbte endogene HIPK2 handelt. Hofmann et al. zeigten 2002 die
endogene HIPK2 in U20S-Zellen. Die Fixierung der Zellen erfolgte durch 5-mindtige Inkubation in
Methanol / Aceton (1:1) bei — 20 °C [32]. Die in dieser Arbeit fir diese Versuchsreiche
verwendeten A-549-Zellen zeigen naturgemald eine hohere Expression an HIPK2 als U20S-Zellen,
so dass die Vermutung bestand, durch Verwendung dieser Zelllinie ein stérkeres fluoreszierendes
Signal der endogenen HIPK2 zu erlangen. Dieser gewiinschte Effekt blieb jedoch aus, obwohl die
verwendete Fixierung mit PFA und Triton ansonsten durchweg gute Fixierungsergebnisse gezeigt
hat. Der friher von Hofmann et al. erfolgreich zur Darstellung der endogenen HIPK2 verwendete
Primarantikorper [32], zeigte in dieser Arbeit keine spezifische Féarbung nuklearer Speckles.
Stattdessen wurden die besten Ergebnisse mit den in Meerschweinchen generierten
Priméarantikdrpern AC K 121 und AC K 442 erzielt. Somit lasst sich sagen, dass die beschriebene
Fixierungsmethode und die dazu verwendeten Antikoérper zwar ein fluoreszierendes Signal im Kern
einzelner Zellen hervorgerufen haben, jedoch war dieses nicht in allen Zellen auszumachen. Zudem
war das Signal so schwach, dass keine eindeutige Analyse der endogenen HIPK2 erfolgen konnte.
Somit konnte die Analyse der zellzyklus-abhdngigen HIPK2-Verteilung nicht mit der endogenen
HIPK2 durchgeflihrt werden und es wurden stattdessen exprimierte und Epitop-markierte HIPK2-

Konstrukte verwendet.
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4.2 Die fluoreszenzmikroskopische Analyse der intrazellularen Lokalisation

von HIPK2 nach Mutationen innerhalb der Aktivierungsschleife

Seit der Entdeckung der Serin / Threonin-Kinase HIPK2 1998 ist ihre Eigenschaft
bekannt, sich im Kern zu Speckles zu akkumulieren [14]. Bereits einige Jahre spater wurde gezeigt,
dass eine inaktive Punktmutante dieser Kinase keine Speckles ausbildet [15]. Diese Beobachtung
lasst den Schluss zu, dass die Lokalisation von HIPK2 innerhalb der Zelle mit der Aktivitat dieser
Kinase korreliert. Die genauen Mechanismen zur Regulierung der Aktivitat von HIPK2 sind bislang
nur unzureichend geklart. HIPK2 gehdort zu der Proteinkinase-Familie der DYRK-Kinasen [24]. Die
Aktivierungsschleife der DYRKSs enthdlt ein kritisches Tyrosin, das autophosphoryliert werden
muss um diese Kinasen zu aktivieren [17] (1.2.4.4). Auch HIPK2 enthélt eine Aktivierungsschleife,
jedoch sind die fur die HIPK2-Aktivitat wichtigen Aminosauren nicht bekannt. Somit mussten die
potentiellen Phosphorylierungsstellen der Aktivierungsschleife identifiziert werden um dann ihren

jeweiligen Einfluss auf die intrazellulére Lokalisation von HIPK2 zu testen.

4.2.1 Die intrazellulare Lokalisation der verschiedenen HIPK2-Konstrukte

Die Aminosauren Serin, Threonin und Tyrosin sind phosphorylierbar, da sie eine
Hydroxylgruppe besitzen. Innerhalb der Aktivierungsschleife von HIPK2 kommen mehrere dieser
Aminoséuren vor. In verschiedenen Datenbanken ist das Threonin an Position 353 als
phosphoryliert gelistet. Zusétzlich hat L. de la Vega das Serin an Position 357 als
Phosphorylierungsstelle identifiziert. Unveroffentlichte Daten von V. V. Saul haben gezeigt, dass
ebenfalls die Tyrosine an Position 354, 359 und 360 phosphoryliert sind. Besonders stark wird
dabei das Tyrosin 354 phosphoryliert. Aufgrund des bekannten Einflusses der Kinaseaktivitat auf
die intrazellulare HIPK2-Lokalisation wurden verschiedene HIPK2-Mutanten beziiglich ihrer

Lokalisation untersucht, auch um damit Hinweise auf ihre relative Kinaseaktivitat zu erhalten.

4.2.1.1 Der Einfluss der Tyrosin-Mutationen innerhalb der Aktivierungsschleife von HIPK2

auf die intrazellulare Lokalisation der Kinase

Die Abbildung 3.2(a-f) zeigt die mikroskopische Darstellung mittels Immunfluoreszenz.
Hieraus und aus den darauffolgenden Diagrammen (Abb. 3.4 und 3.5) ist ersichtlich, dass der
Phénotyp 1 beim Wildtyp einen Anteil von 90 % an der Gesamtverteilung ausmacht. Bei der

inaktiven Punktmutante K221A zeigen sich hingegen 84 % der Zellen als Phanotyp 3. Der Einfluss
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der verschiedenen Tyrosin-Mutationen ist in Abbildung 3.4 gezeigt. Durch die Mutation des oben
erwéhnten Tyrosins 354 zu Phenylalanin (F) zeigt sich eine leichte Verschiebung in der Verteilung
der Phanotypen. Phenylalanin wurde gewahlt, da es in seiner Struktur dem Tyrosin am &hnlichsten
ist. 78 % der Zellen zeigen sich hier als Phénotyp 1 und 21 % als Phénotyp 2. Durch diese Daten ist
ersichtlich, dass das Tyrosin 354 alleine nur einen geringen Einfluss auf die Lokalisation von
HIPK2 hat und dass trotz seiner Mutation weiterhin eine Speckle-Bildung erfolgt. Der einzige
Unterschied zu der Wildtyp-Verteilung liegt darin, dass die Anzahl der Zellen zugenommen hat, die
zusétzlich zum Kern auch Speckles im Zytoplasma aufweisen. Geht man davon aus, dass die
intrazellulare Lokalisation von HIPK2 seinen Aktivitatsstatus reflektiert, zeigen diese Daten also,
dass Tyrosin 354 keinen grof3en Einfluss auf die HIPK2-Aktivitat hat.

Auch die kombinierten Mutationen der Tyrosine 354 und 359 oder 354 und 360 zu
Phenylalanin zeigen keine ausschlaggebende Veranderung in der Lokalisation. Erst bei der
Kombination der Mutationen an Y359 und Y360 erscheinen 19 % der Zellen als Phénotyp 3. Das
HIPK2-Konstrukt Y359/360F zeigt also eine Verschiebung in Richtung der Verteilung der
inaktiven Punktmutante, weist zudem aber immer noch zu 54 % Phénotyp 1 und zu 12 % Phéanotyp
2 auf. Auch hier zeigt sich also keine vollstandige Unterbindung der Speckle-Bildung aber eine

merkliche Zunahme der Zellen, in denen HIPK2 keine Speckles ausbildet.

Bei der Mutation aller drei Tyrosine der Aktivierungsschleife zu Phenylalanin,
erscheinen wieder mehr Zellen als Phénotyp 1 (56 %) und Phénotyp 2 (40 %). Der Anteil der
Phanotyp 3-ausbildenden Zellen ist hier verschwindend gering. Somit zeigt diese Mutation aller

drei Tyrosine eine Verschiebung der Gesamtverteilung hin zum Phanotyp 2.

Bei einem anderen Konstrukt wurden die drei Tyrosine zu Glutamat (E) mutiert. Durch
Glutamat entsteht eine phosphomimetische Mutante, bei der das entstehende Protein stets wirkt, als
sei es phosphoryliert. Aus dem Diagramm ist zu erkennen, dass diese Mutante in ihrer Verteilung
dem Wildtyp wesentlich &hnlicher ist, als die 3Y/F-Mutante. Somit zeigt die Phosphomimetik durch
Glutamat seine Wirkung darin, dass wieder 76 % der Zellen dem Phéanotyp 1 entsprechen. Hieraus
lasst sich schlieBen, dass die Speckle-Bildung und deren alleiniges Vorkommen im Kern mit der
Phosphorylierung des Proteins an den drei besagten Mutationsstellen zusammenhéngen.

Bei einer weiteren Mutante wurden die drei Tyrosine zu Threonin (T) mutiert, da
Threonin ebenfalls phosphorylierbar ist. Dieses Konstrukt zeigt eine signifikante Veranderung
gegeniiber dem Wildtyp, indem 51 % der Zellen sich als Phanotyp 2 darstellen und 44 % als
Phénotyp 1. Damit sehen wir bei dieser Mutante den geringsten Anteil des Phénotyps 1 an der

Gesamtverteilung und damit die bis jetzt starkste Veranderung verglichen zum Wildtyp.
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Das Diagramm in der Abbildung 3.4 zeigt die verschiedenen Tyrosin-Konstrukte im
direkten Vergleich zueinander. Es ist gut erkennbar, wie die Verteilung der Phanotypen sich bei den
einzelnen Mutanten verhélt. Sehr anschaulich zeigt sich, wie stark sich zum Teil einzelne
Mutationen im Vergleich zu multiplen Mutationen auf die intrazelluldre Lokalisation von HIPK2
auswirken. So zeigt sich die Mutante Y359/360F als die mit dem breitesten Spektrum, bezogen auf
die Phanotypen. Der Anteil des Phanotyps 3 betragt hier 19 %. Bei den Mutationen aller drei
Tyrosine hingegen weist keine der drei Mutanten einen so hohen Anteil des Ph&notyps 3 auf. Somit
ist es moglich, dass einige der Tyrosine aktivierend auf die Speckle-Bildung einwirken, wahrend
eins oder mehrere eher einen hemmenden Einfluss ausuben. Bei den Mutanten, bei denen das
Tyrosin 354 mutiert ist, zeigen sich stets die beiden Speckle-ausbildenden Phénotypen dominant,
wahrend die anderen Phanotypen gemeinsam nicht Uber 9 % ausmachen. Bei der Mutante
Y359/360F hingegen zeigen sich bereits 34 % der Zellen als nicht-Speckle-bildend. Also hat sich
das Tyrosin 354 zwar als stark phosphoryliert hervorgetan, ist aber unter Umstdnden nicht
ausschlaggebend fur die Speckle-Bildung, sondern kdnnte auch einen hemmenden Einfluss auf
diese ausuiben, wahrend die Tyrosine 359 und 360 die Speckle-Bildung positiv beeinflussen. Sind
diese ndmlich mutiert, kommt es zu einer stark verminderten Anzahl an Zellen mit Speckles. Eine
weitere Beobachtung zeigt, dass bei vielen der Mutanten das Vorkommen von Speckles im
Zytoplasma zugenommen hat. Am stérksten stechen die Mutanten 3Y/F und vor allem 3Y/T hervor.
Bei letzterer bildet der Phanotyp 2 mit 51 % die Mehrheit. Also muss mindestens ein Tyrosin an der
Rekrutierung der Speckles in den Kern beteiligt sein, da bei der Mutation dieses betroffenen
Tyrosins die alleinige Lokalisation im Kern stark beeinflusst wird und bei UGber der Halfte der
Zellen ausbleibt. Bei der Mutante 3Y/E zeigt sich dagegen kein wesentlicher Verlust der Speckle-
Bildung und vor allem auch kein Verlust der Lokalisation im Nukleus. Zwar sind leicht erhohte
Werte der Phanotypen 2 bis 4 zu verzeichnen, jedoch sind diese Anderungen so gering, dass man
bei dieser Mutante fast von einer identischen Verteilung wie beim Wildtyp sprechen kann. Diese
Daten zeigen also, dass die Lokalisation von HIPK2 zu Speckles im Nukleus auf gewisse Weise
von der Phosphorylierung des Proteins abhéngig ist. Es ist auRerdem hervorzuheben, dass im
Gegensatz zu den DYRK-Kinasen die phosphorylierbaren Tyrosine in der Aktivierungsschleife von
HIPK2 nicht essentiell fur die Lokalisation in Speckles und damit wahrscheinlich auch nicht
wichtig fir die Aktivitdt der Kinase sind. Daher ist zu vermuten, dass auch weitere

phosphorylierbare Aminoséuren die Aktivitat der HIPK2 steuern kénnen.



Diskussion | 62

4.2.1.2 Der Einfluss der Threonin- und Serin-Mutationen innerhalb der Aktivierungsschleife

von HIPK2 auf die intrazelluldre Lokalisation der Kinase

Der Einfluss der Threonin- und Serin-Mutationen auf die intrazellulare Lokalisation von
HIPK2 sind in der Abbildung 3.5 dargestellt. Bei der Mutation des Threonins an Position 353 zu
Alanin (A) zeigten sich 16 % der Zellen als Phanotyp 3, so dass eine Minderung der Aktivitat durch
diese Mutation zu vermuten ist. Der Anteil des Phanotyps 3 ist also vergleichbar hoch wie bei der
Mutante Y359/360F. Also scheint auch das Threonin 353 einen positiven Einfluss auf die Speckle-
Bildung auszutiben. Allerdings betrégt der Anteil des Phanotyps 1 bei diesem Konstrukt noch 69%,
worin zwar eine Verénderung gegeniiber dem Wildtyp erkennbar ist, aber auf keine komplette

Inaktivierung der Kinasefunktion geschlossen werden kann.

Bei der Kombination der Mutante T353 mit der Mutation am Tyrosin 354 ergab sich
eine geringere Abweichung vom Wildtyp. Die Mutante T353A/Y354F wies zu 73 % den Phanotyp
1 und zu 19 % den Phanotyp 2 auf. Die alleinige Mutation an T353 hat eine starkere Abweichung
zum Wildtyp hervorgerufen, als die kombinierte Mutation T353A/Y354F, so dass sich also wieder
das bereits weiter oben beschriebene Phanomen zeigt, dass ein Konstrukt, in dem das Tyrosin 354
mutiert ist, eine eindeutige Mehrheit der Speckle-bildenden Phénotypen (1 und 2) zur Folge hat.
Also scheint Y354 die Speckle-Bildung nicht positiv zu beeinflussen, denn sonsten missten bei

einer Mutation dieses Tyrosins weniger Zellen mit Speckles erscheinen. Dies ist nicht der Fall.

Als néchstes wurde die HIPK2-Mutante S357A auf ihre Phdnotypen untersucht. Es
zeigten sich auch hier 69 % der Zellen als Phénotyp 1 und 25 % als Phanotyp 2. Somit scheint auch
das Serin an Position 357 alleine keinen grofRen Einfluss auf die Speckle-Bildung auszuiiben. In der
Kombination von Y354F und S357A ergibt sich eine eindeutige Veranderung in der Verteilung,
indem bei dieser Mutante 97 % der Zellen als Phanotyp 2 auftreten. Die oben beschriebene
Eigenschaft, die eine Mutation des Tyrosins 354 hervorruft, zeigt sich auch hier wieder. Die
Speckle-Bildung ist durch die Mutation dieses Tyrosins in keiner Weise beeinflusst, jedoch wird die
ausschlieBlich nukleére Lokalisation der Speckles hierdurch unterbunden. Es zeigt sich bei dieser
Mutante zum ersten Mal eine fast vollige Abwesenheit des Phanotyps 1. Die gemeinsame Mutation
des Tyrosins 354 und des Serins 357 unterbindet also die vollstdndige Rekrutierung von HIPK2 in
den Nukleus, behindert jedoch nicht die Speckle-Bildung, so dass fast alle Zellen Speckles im Kern
und Zytoplasma zeigen. Es ist nicht mdglich, hieraus die Aktivitat des HIPK2-Konstrukts
abzuschatzen, da der Phanotyp 2 weder typisch fur den aktiven Wildtyp, noch fur die inaktive
Punktmutante K221A ist. Somit kann nur die Aussage getroffen werden, dass die kombinierten
Mutationen an Y354 und S357 eine grundlegende Veranderung der intrazellularen Lokalisation von

HIPK2 hervorrufen, ohne diese Daten jedoch im Bezug auf die Auswirkungen auf die vermutliche
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Aktivitat zu deuten.

Ahnlich verhalt es sich mit der Kombination der Mutationen T353A und S357A. Hier
erscheinen 90 % der Zellen als Phanotyp 2. Es l&sst sich also festhalten, dass die hier gezeigten
Kombinationen der Mutation an S357 mit einer Mutation einer anderen Aminosaure dazu fuhren,
dass HIPK2 sich, zusatzlich zu den nukledren Speckles, auch zu solchen im Zytoplasma
akkumuliert. Die alleinige Mutation des Serins 357 weist zwar auch ein verstarktes Auftreten des
Phanotyps 2 auf, jedoch liegen trotzdem 69 % der Zellen als Phanotyp 1 vor. Also ist das Serin 357
nicht alleine fir die Lokalisation der Speckles im Kern verantwortlich, sondern es scheinen weitere
Aminosauren, wie das Y354 und T353 zusatzlich nétig zu sein, um eine Akkumulation von HIPK2

ausschliefflich im Kern zu erreichen.

Es erfolgte die Untersuchung der Mutante ST/A, bei der alle Serine und Threonine, die
in der Aktivierungsschleife vorkommen, zu Alanin mutiert wurden. Hier entsprachen wieder 68 %
der Zellen dem Phanotyp 1 und nur 32 % dem Phéanotyp 2. Dieses Ergebnis ist kontrdr zu dem
zuvor genannten, bei dem durch die Kombination der Mutationen von T353A und S357A eine
eindeutige Verschiebung der Phanotypen aufgetreten ist. Dies zeigt, dass die erwartete Anderung
der Lokalisation von HIPK2 nicht mit der Anzahl an Mutationen zunimmt. Ganz im Gegenteil zeigt
sich, dass zum Teil wenige Mutationen an bestimmten Aminoséduren einen gréReren Effekt auf die
Speckle-Bildung und deren Lokalisation haben, als die Mutation vieler Aminoséuren auf einmal. In
dem Konstrukt ST/A sind im Vergleich zur Mutante T353A/S357A zusatzlich die Serine an
Position 342, 344, 347 und 352 mutiert worden. Eins oder mehrere dieser Serine kénnten im nicht-
mutierten Protein eine hemmende Wirkung auf die Speckle-Bildung haben, so dass jetzt durch
deren Mutation wieder zu hundert Prozent eine Speckle-Bildung erfolgt ist. Es scheint also, anders
als bei den DYRK-Kinasen, ein komplexes Spiel an Wirkung und Wechselwirkung der einzelnen
Aminoséuren untereinander zu existieren, um die natirliche nukledre Lokalisation von HIPK2 zu

Speckles zu ermdglichen.

4.2.1.3 Der Einfluss multipler Mutationen innerhalb der Aktivierungsschleife von HIPK2 auf

die intrazellulare Lokalisation der Kinase

Der Einfluss multipler Mutationen auf die intrazellulare Lokalisation von HIPK2 ist in
Abbildung 3.6 dargestellt. Das HIPK2-Konstrukt 3Y/F+TS, bei dem alle drei Tyrosine, das
Threonin an 353 und das Serin an 357 mutiert wurden, zeigt eine starke Verschiebung der
Verteilung hin zum Phéanotyp 2. Dieser erscheint hier zu 74 %, wahrend nur 20 % der Zellen als
Phanotyp 1 auftreten. Das Konstrukt T353A/S357A zeigt eine ahnliche, aber noch starker vom



Diskussion | 64

Wildtyp abweichende Verteilung. Die Kombination der Mutationen T353A und S357A weist also
bis jetzt die stdrkste Veranderung der intrazelluldren Lokalisation auf, wahrend zusatzliche

Mutationen der restlichen Serine oder der drei Tyrosine diesen Effekt wieder vermindern.

Als letztes erfolgte die Analyse einer Mutante, bei der alle Serine, Threonine und
Tyrosine innerhalb der Aktivierungsschleife mutiert wurden. Bei dem HIPK2-Konstrukt allSTY
zeigen 81% der Zellen sich als Phanotyp 3 und 13 % als Phanotyp 4. Die intrazellulére Lokalisation
verhalt sich also sehr &hnlich zu der der inaktiven Punktmutante und zeigt sogar einige Zellen, die
noch starker vom Erscheinungsbild des Wildtyps abweichen. Der Phanotyp 4 bildet weder
Speckles, noch beschrénkt sich die Lokalisation von HIPK2 auf den Kern. Somit stellt HIPK2-
allISTY eine noch starkere Abwandlung zum Wildtyp dar als die inaktive Punktmutante. Diese
extreme Verdnderung kann zwei Griinde haben. Die erste Mdglichkeit ist, dass alle potentiellen
Phosphorylierungsstellen innerhalb der Aktivierungsschleife gemeinsam agieren, um die normale
nukledre Lokalisation von HIPK2 in Speckles hervorzurufen. Somit wiirde die Mutation einzelner
dieser Stellen nur einen geringen Einfluss auf die Lokalisation austiben und erst die Mutation aller
zeigt eine Wirkung, &hnlich wie bei der inaktiven Punktmutante. Die zweite Mdglichkeit ist, dass
die groBe Zahl an Mutationen wie bei dem Konstrukt allSTY zu extreme Verénderungen im Protein
ausgeldst hat. Die hohe Anzahl an Mutationen konnte daftr sorgen, dass HIPK2 sich nicht mehr
richtig bilden kann und die Anderung der Lokalisation nicht alleine auf seine Inaktivierung
zuriickzufuhren ist, sondern darauf, dass die Struktur der Aktivierungsschleife gestort wurde, so
dass sie nicht mehr richtig gebildet wird.

AbschlieRend lasst sich sagen, dass anhand der hier durchgefiihrten Mutationen
innerhalb der Aktivierungsschleife von HIPK2 eine Reihe von Veranderungen, bezogen auf ihre
intrazellulare Lokalisation, aufgetreten ist. Jede Mutation hat die Lokalisation von HIPK2
spezifisch beeinflusst. Jedoch waren die Verdnderungen bei keiner der mutierten Aminoséuren so
ausschlaggebend, dass sich eine einzelne Aminosdure als kritischer Regulator der intrazelluléaren
Lokalisation hervorgetan hatte. Vielmehr hat sich gezeigt, dass bei bestimmten Mutationen, wie
zum Beispiel bei dem Konstrukt Y354F/S357A, die Speckle-Bildung in keiner Weise beeinflusst
wird, jedoch die alleinige Lokalisation der Speckles im Nukleus entfallt. Also scheinen die
verschiedenen Merkmale der naturlichen Wildtyp-Verteilung auf verschiedenen Aminosauren
festgelegt zu sein, so dass sich bei der Mutation einer solchen nicht gleich die gesamte Verteilung
andert. Die charakteristische Wildtyp-Verteilung ergibt sich also erst durch das Zusammenspiel
vieler einzelner Aminosauren. Inwieweit nun anhand der Lokalisation von HIPK2 eine Aussage
uber ihre Aktivitat moglich ist bleibt vorerst offen. Hierzu sollte mehr tber die eigentliche

Kinaseaktivitat der genannten Mutanten in Erfahrung gebracht werden, um ein Gesamtbild Uber die
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Bedeutung der einzelnen Aminosduren der Aktivierungsschleife zu erlangen und so den
Zusammenhang zwischen Lokalisation und Aktivitdt von HIPK2 abschliefend zu klaren. Es ist
auch moglich, dass einzelne Aminoséuren in der Aktivierungsschleife die Substratspezifitat der

HIPK2 regulieren, was in zukinftigen Experimenten zu tberpriifen ware.

4.2.1.4 Die GroRe, Form und Verteilung der Speckles stellt kein charakteristisches Merkmal

far die einzelnen Mutanten dar

Zusétzlich zu der intrazelluldren Lokalisation der HIPK2-Konstrukte wurden die
ausgebildeten Speckles genauer betrachtet. Es traten immer wieder Zellen auf, deren Speckles eine
markante Anordnung hatten. Des Weiteren gab es Zellen mit auffallend grofRen oder Kkleinen
Speckles, sowie besonders runde oder ovale Exemplare. Durch diese unterschiedlichen Formen
ergab sich die Frage, ob die verschiedenen HIPK2-Konstrukte Speckles ausbilden, die fur sie
charakteristisch sind. Hierzu erfolgte eine Analyse der Speckles der einzelnen Mutanten. Es ergab
sich, dass untypisch angeordnete und geformte Speckles fur alle Mutanten zu beobachten waren,
sodass dieses Phanomen unabhédngig von einzelnen Aminosauren in der Aktivierungsschleife ist

und somit kein charakteristisches Kriterium fir einzelne Mutanten darstellt.

4.3 Die intrazellulare Lokalisation von HIPK2 in Abhangigkeit vom Zellzyklus

Waéhrend des Zellzyklus durchlduft eine eukaryontische Zelle weitreichende
Veranderungen. HIPK2 hat groRen Einfluss auf den Verlauf des Zellzyklus und kann bei
auftretenden DNA-Schéden dessen Arrest veranlassen oder bei irreparablen Schaden sogar die
Apoptose der Zelle einleiten [32, 56]. Die in dieser Arbeit durchgefiihrten Untersuchungen wurden
unter anderem dadurch inspiriert, dass das Threonin an Position 353 in der Datenbank Phosida
(www.phosida.com) als Zellzyklus-reguliert beschrieben ist. Um dies zu untersuchen und
maoglicherweise weitere Phosphorylierungsstellen zu finden, die Zellzyklus-reguliert sein kdnnten,
wurden verschiedene HIPK2-Konstrukte in HelLa-Zellen transfiziert, welche dann synchronisiert
und zu verschiedenen Zeitpunkten nach der Synchronisation fixiert wurden (3.3.3). Der Zeitpunkt 0
h markiert den Eintritt in die S-Phase. Das Hauptaugenmerk liegt auf der intrazelluldren
Lokalisation von HIPK2 und wie diese sich tiber den Verlauf des Zellzyklus verédndert. Bei den
getesteten HIPK2-Mutanten ist von Interesse, ob sie sich &hnlich wie der Wildtyp verhalten, oder ob
die Mutation einzelner Aminosduren innerhalb der Aktivierungsschleife eine drastische

Verschiebung in der Lokalisation auslost. Die Regulation der intrazelluldren Lokalisation von
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verschiedenen Proteinen durch den Zellzyklus ist bereits seit einigen Jahrzehnten bekannt. So
veroffentlichten Milarski et al. 1986 Daten zur Zellzyklusregulation des Proteins HSP70 (major
heat shock and stress-induced protein), welches in menschlichen Zellen einem komplexen
Regulationsmechanismus unterliegt. Die synchronisierten Hela-Zellen wiesen einen starken
Anstieg der HSP70-Expression zu Beginn der S-Phase auf und eine darauffolgende starke
Verminderung der HSP70-Menge in der spaten S- und frilhen G2-Phase. Gleichzeitig erkannten
Milarski et al., dass sich die intrazelluldre Lokalisation von HSP70 tber den Verlauf des Zellzyklus
andert. So zeigt sich wahrend der G1- und G2-Phase eine diffuse Verteilung des Proteins im Kern

und Zytoplasma, wahrend es in der S-Phase ausschlie3lich im Kern vorzufinden ist [98].

Wie in der Abbildung 3.11 zu sehen ist, weist der HIPK2-Wildtyp ebenfalls eine
Schwankung in der Verteilung der verschiedenen Phanotypen tber den betrachteten Zeitraum auf.
Der Anteil des Phanotyps 1 an der Gesamtverteilung verringert sich vom Zeitpunkt 0 h bis zum
Zeitpunkt 8 h um 24 %. Also stellen sich beim Eintritt in die S-Phase 94 % der Zellen als Phénotyp
1 dar, wahrend es in der G2-Phase nur noch 70 % sind. Gegensétzlich verhalt sich der Phanotyp 3,
dessen Anteil im gleichen Zeitraum um 22 %, von 4 % auf 26 %, ansteigt. Es ist also eine klare
Veranderung zu sehen, die durch den Einfluss des Zellzyklus auf die Zelle und HIPK2 entsteht.

Der Anteil des Phéanotyps 1 sinkt vom Beginn der S-Phase bis hin zur G2-Phase,
wéhrend der Anteil des Phanotyps 3 in dieser Zeitspanne ansteigt. Ein Grund dafiir konnte die
Interaktion HIPK2s mit p53 sein. P53 wird sowohl in der G1-Phase als auch in der G2-Phase als
Antwort auf DNA-Schaden aktiv und sorgt fir den Arrest des Zellzyklus [99]. Da HIPK2 p53
aktiviert, indem sie es am Serin 46 phosphoryliert [32], muss die Kinase also zu diesen Zeitpunkten
wahrend des Zellzyklus in erhdhtem MaRe bereit sein zu agieren. Inwieweit HIPK2 zu den
gemessenen Zeitpunkten aktiv ist, geht aus diesem Experiment nicht hervor. Bisher ist unbekannt,
wie sich die intrazellulare Lokalisation von HIPK2 darstellt, wenn die Kinase mit p53 interagiert
und dieses phosphoryliert. Somit kann hier nur die Aussage getroffen werden, dass eine
Umverteilung der Lokalisation von HIPK2 wéhrend des Zellzyklus auftritt, die wahrscheinlich
funktionelle Griinde hat. Ob diese Umverteilung mit einer erhéhten Bereitschaft korreliert p53 zu
phosphorylieren, bleibt offen. Des Weiteren besteht die Moglichkeit, dass HIPK2 mit anderen
Proteinen interagiert, die fur die Zellzyklusregulation verantwortlich sind, wie den Cdks. Bekannt
ist eine solche Interaktion zum Beispiel fur Spl. Die Expression dieses Transkriptionsfaktors
unterliegt einer Regulation durch verschiedene Zellzyklusregulatoren wie Cdk4 und SKP2 [100].
Um zu analysieren, ob eine solche Interaktion auch zwischen HIPK2 und weiteren zellzyklus-
regulierenden Proteinen besteht, mussen weitere Untersuchungen folgen. Hierzu kénnte HIPK2

gemeinsam mit verschiedenen Zellzyklusregulatoren in Zellen transfiziert werden, um dann die
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daraus resultierende Auswirkung auf die intrazellulare Lokalisation von HIPK2 in den

entsprechenden Zellzyklusphasen zu erfassen.

Nach dem HIPK2-Wildtyp erfolgte die Analyse der Zellzyklusauswirkungen auf das
Konstrukt Y354F. Wie oben bereits erwéhnt ist das Tyrosin 354 stark und konstitutiv
phosphoryliert. Das zur Veranschaulichung der Daten erstellte Diagramm in Abbildung 3.12 zeigt
auch bei diesem HIPK2-Konstrukt eine eindeutige Veranderung der Phénotypverteilung im Verlauf
des Zellzyklus. Die Haufigkeit des Phanotyps 1 sinkt vom Zeitpunkt O h bis zum Zeitpunkt 8 h um
20 % ab, wahrend sich der Phénotyp 2 gegensétzlich verh&lt und sein Anteil im gleichen Zeitraum
um 20 % zunimmt. Zum Zeitpunkt 10 h ist die Verteilung jedoch fast wieder identisch mit der zum
Zeitpunkt 0 h. Da nur Daten fur die ersten 10 Stunden nach dem Eintritt in die S-Phase erhoben
wurden, wadre es interessant zu wissen, inwieweit sich die Lokalisation noch zu spateren
Zeitpunkten dndern kann. Wie bereits unter 4.2.2 erlautert, ruft die Mutation des Tyrosins 354 eine
Verschiebung der intrazelluldaren HIPK2-Lokalisation hervor. Betrachtet man die Zellzyklusdaten
des Konstrukts Y354F im Vergleich zum Wildtyp, ist eine vergleichbare Entwicklung zu erkennen,
ndmlich dass der Phanotyp 1 zum Zeitpunkt O h sein Maximum hat und nach 8 h seinen
Minimalwert erreicht. Beim Wildtyp verhélt sich der Phanotyp 3 dazu gegensétzlich und beim
Konstrukt Y354F der Phénotyp 2. Durch die Mutation des Tyrosins 354 kann Kkeine
Phosphorylierung an dieser Aminosaure erfolgen und trotzdem zeigen sich zellzyklusabhangige
Schwankungen in der Lokalisation. Geht man davon aus, dass die Phosphorylierung der Kinase ihre
Lokalisation bestimmt, mussen anderweitige Phosphorylierungsstellen existieren, deren
Phosphorylierungsgrad sich wahrend des Zellzyklus verdndert, so dass die gezeigten
Lokalisationsanderungen bei HIPK2-Y354F zustande kommen kdnnen. Mit dieser Versuchsreihe
lasst sich allerdings nur der Einfluss des Zellzyklus auf die Lokalisation untersuchen und man erhélt
keine Daten Uber den Grad der Phosphorylierung der Kinase zu den unterschiedlichen
Messpunkten. In weiteren Experimenten sollte neben der Aktivitit von HIPK2 auch der
Phosphorylierungsgrad in den verschiedenen Zellzyklusphasen untersucht werden. Geht man
allerdings davon aus, dass die Umverteilung der intrazellularen HIPK2-Lokalisation nicht durch die
Phosphorylierung verschiedener Aminoséuren innerhalb der Aktivierungsschleife hervorgerufen
wird, so mussen andere Mechanismen zu Grunde liegen. Eine Option ist die bereits weiter oben
besprochene Mdoglichkeit, dass die Lokalisation von HIPK2 durch Proteine beeinflusst wird, mit
denen HIPK2 wahrend des Zellzyklus interagiert. Aullerdem ist es moglich, dass die
posttranslationalen Modifikationen von HIPK2 sich wahrend des Zellzyklus &ndern und so die

Anderung der Lokalisation hervorgerufen wird.
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Die Mutante Y359/360F war in der vorangegangenen Versuchsreihe, bezogen auf ihre
Verteilung der Phanotypen, besonders aufgefallen, da sie von allen Tyrosin-Mutanten das breiteste
Spektrum an Phénotypen aufgewiesen und den hochsten Anteil des Phanotyps 3 mit 19 % gezeigt
hat. Die Zellzyklus-Analyse dieser Mutante ergab die im Diagramm in Abbildung 3.13 gezeigte
intrazellulare Verteilung. Auch hier sieht man bis zum Zeitpunkt 8 h nach der Synchronisation
einen entscheidenden Wandel. Der Phanotyp 1 nimmt bis zur G2-Phase hin um 15 % zu, wéhrend
gleichzeitig der Ph&notyp 3 um 14 % abnimmt. Also sehen wir bei diesem Konstrukt zwar auch die
extremsten Werte fur zwei Phanotypen zum Zeitpunkt O h und nach 8 h, jedoch mit der genau
umgekehrten Entwicklung als beim Wildtyp. Wahrend der Phanotyp 1 beim Wildtyp bis zum
Zeitpunkt 8 h abnimmt, steigt er bei HIPK2-Y359/360F an. Das gleiche Bild zeigt sich fur den
Phanotyp 3, der in dieser Zeitspanne beim Wildtyp zunimmt und bei der Mutante Y359/360F
absinkt.

Bei der Mutante 3Y/F, bei der alle drei Tyrosine durch Phenylalanin ersetzt wurden,
zeigt sich eine etwas abweichende Entwicklung, als bei den bisher gezeigten Mutanten (Abb. 3.14).
Hier sticht nicht der Zeitpunkt 8 h nach erfolgter Synchronisation hervor, sondern die starkste
Verénderung ist zum Zeitpunkt 3 h zu vermerken. Wéhrend tber den gesamten restlichen Verlauf
die Haufigkeit des Phénotyps 1 bei circa 60 % liegt, sinkt sie hier rapide auf 33 % ab. Gegenlaufig
verhalt sich hier der Phénotyp 2, welcher konstant bei circa 37 % liegt, aber zum Zeitpunkt 3 h auf
einen Anteil von 63 % ansteigt. 3 h nach der Synchronisation befindet sich die Zelle mitten in der
S-Phase, die durch eine hohe Proteinsynthese gekennzeichnet ist. Ob diese Tatsache die Anderung
der Verteilung hervorruft, oder ob andere Mechanismen hier eine entscheidende Rolle spielen, kann

mit denen in dieser Arbeit durchgefiihrten Experimenten nicht beantwortet werden.

Festhalten l&sst sich, dass der Wildtyp und die Mutanten Y354F und Y359/360F zum
Zeitpunkt 3 h keine groRen Verénderungen zeigen, dafur aber kontinuierlich bis zum Zeitpunkt 8 h
ein Anstieg bzw. Absinken einzelner Phanotyphaufigkeiten zu sehen ist. Die Ergebnisse, die sich
bei dem Konstrukt 3Y/F zeigen, passen nicht in dieses bisher erfasste Schema. Also scheinen die
Tyrosine der Aktivierungsschleife kollektiv zu den Verénderungen im Zellzyklus beizutragen, die
sich fiir den Wildtyp gezeigt haben. Ob sie durch ihren Phosphorylierungsgrad, die Interaktion mit
anderen Proteinen oder einen anderen, hier nicht betrachteten Mechanismus zu dieser Veranderung

beitragen, sollte in weiteren Experimenten untersucht werden.

Die letzte analysierte Mutante ist HIPK2-T353A (Abb. 3.15). Wie bereits erwahnt, wird
das Threonin an Position 353 als Zellzyklus-reguliert beschrieben (www.phosida.com). Bei der
Analyse zeigt sich, dass auch hier der Anteil des Phanotyps 3 vom Zeitpunkt 0 h bis 8 h ansteigt,

von 7 % auf 20 %. Dieser Anstieg gestaltet sich aber nicht so kontinuierlich und flieRend wie bei
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einigen zuvor betrachteten Mutanten. Der Anteil des Phanotyps 1 fallt im gleichen Zeitraum um 14
% ab. Somit zeigt sich fur das Konstrukt HIPK2-T353A eine &hnliche Veranderung in der
Lokalisation, wie sie bereits bei den meisten der zuvor besprochenen Konstrukten beobachtet
wurde. Die Aussage, dass alleine das Threonin 353 Zellzyklus-reguliert ist, kann also nicht
getroffen werden, sonst hatten sich die Daten hier von den anderen Konstrukten unterscheiden
missen. Allerdings muss darauf hingewiesen werden, dass mit diesem Experiment keine Daten
dartiber erfasst werden, ob sich der Phosphorylierungsgrad des Threonins 353 im Laufe des
Zellzyklus veréndert, oder ob es auf andere Art und Weise vom Zellzyklus beeinflusst wird.
Festzuhalten ist, dass die Lokalisationsdnderung von HIPK2, trotz der Mutation dieser Aminosaure,
ahnlich wie beim Wildtyp ist. Somit kann es sein, dass T353 in bestimmter Weise Zellzyklus-
reguliert ist, dies aber keinen Einfluss auf die intrazellulare Lokalisation von HIPK2 hat. Wie bei
den anderen Mutanten ist die Ursache fiir diese Anderung der intrazellularen Verteilung noch
ungeklart. Es ware interessant zu untersuchen, ob die verdnderte Lokalisation wahrend des
Zellzyklus wichtig fiir die Regulation desselbigen ist. Bekannt ist, dass HIPK2 sowohl als Regulator
fur die Genexpression fungiert, als auch fur die Phosphorylierung und Regulation der
Traskriptionsfaktoren p53 und IPF1/PDX (insulin promoter factor-1/pancreatic duodenal
homeobox-1) verantwortlich ist [32, 56, 101]. Hier stellt sich die Frage, ob sich durch die Anderung
der HIPK2-Lokalisation auch die Fahigkeit der Kinase verandert, diese Aufgaben zu erfullen und

den Zellzyklus zu beeinflussen.

AbschlieBend lasst sich sagen, dass bei allen getesteten HIPK2-Konstrukten eine
Veranderung in der intrazellularen Lokalisation im Verlauf des Zellzyklus zu beobachten war.
Abgesehen von der Mutante 3Y/F, waren bei allen Mutanten die Zeitpunkte 0 h und 8 h die mit den
gegensatzlich extremsten Verteilungen der Phanotypen. In weiteren Studien sollte Uberpriift
werden, inwieweit die Phosphorylierung und die Aktivitat von HIPK2 im Laufe des Zellzyklus
schwanken. VVon groRem Interesse ist auch, ob sich die posttranslationale Modifikation von HIPK2

wahrend des Zellzyklus verandert.

Zusétzlich sollten die Zellzyklus-regulierenden Proteine, die mit HIPK2 interagieren,
identifiziert werden um ihre moglichen Auswirkungen auf die intrazellulare Lokalisation der Kinase
zu Uberprufen. Die genauen Mechanismen die zur Versammlung von HIPK2 im Zellkern flhren,
sind bislang weitgehend unbekannt. Allerdings weil man, dass HIPK2 zwei Abschnitte in seiner
Aminosédurensequenz hat, bei deren Mutation die Rekrutierung in den Nukleus ausbleibt, und die
daher als NLS (nuclear localization signal) bezeichnet werden. Diese befinden sich an Position 795
bis 798 (NLS1) und 825 bis 828 (NLS2) [unvertffentlichte Daten L. de la Vega, et al.]. Keines der

in dieser Arbeit gezeigten HIPK2-Konstruke weist eine Mutation in diesen beiden Regionen auf.



Diskussion | 70

Trotzdem zeigen sich starke Lokalisationsanderungen, bei denen der Aufenthalt vieler HIPK2-
Mutanten sich nicht ausschlieflich auf den Kern beschrankt. Somit missen neben den beiden
identifizierten NLS noch weitere Aminoséuren einen Einfluss auf die intrazelluldre Lokalisation
von HIPK2 haben. Hat man die Ursachen fir die Lokalisationsanderung identifiziert, sollte die
daraus resultierende Funktion fur die Zelle untersucht werden. Zum Beispiel wére es interessant zu
wissen, ob die verdnderte Lokalisation innerhalb des Zellzyklus wichtig fiir die Fahigkeit von
HIPK2 ist, den Zellzyklus zu regulieren. So ist die Interaktion mit p53 vielleicht nur dann mdglich,
wenn HIPK2 zu Speckles akkumuliert ist, oder es ist n6tig, dass sich die Speckle-Formation auflost,
damit eine Interaktion mit p53 oder anderen Zellzyklus-regulierenden Proteinen stattfinden kann.
Auch ist noch nicht bekannt, was flr eine Funktion HIPK2 im Zytoplasma hat und inwieweit dort

eine Akkumulation zu Speckles essentiell oder hinderlich fur bestimmte Interaktionspartner ist.

All diese Aspekte sollten in Zukunft untersucht werden, um ein konkreteres Bild davon
zu erhalten, wie wichtig HIPK2 flr die intrazellularen Regulationsmechanismen ist. Der
medizinische Nutzen aus diesen Erkenntnissen ist zu diesem Zeitpunkt nicht absehbar. Jedoch gibt
es vielversprechende Hinweise, dass ein besseres Verstdndnis der Funktion und der
Regulationsmechanismen der Serin-Threonin-Kinase HIPK2 einen groBen Schritt in der

Krebsforschung bedeuten kénnte.
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5 Zusammenfassung

Der erste Teil der Dissertation befasst sich mit der fluoreszenzmikroskopischen
Darstellung der endogenen HIPK2. Diese Serin/Threonin-Kinase befindet sich Uberwiegend im
Zellkern in Speckles. Der Vergleich unterschiedlicher Fixierungsmethoden zeigte, dass die besten
Féarbungen durch die Fixierung mit 4 %igem Paraformaldehyd in Kombination mit 0,1 %igem
beziehungsweise 0,3 %igem Triton X-100 erzielt wurden. Als geeignete Primarantikdrper erwiesen
sich AC K 121 und AC K 442 (1:1500 bis 1:4000) in Kombination mit dem Sekundarantikorper
anti-Mehrschwein 1gG Cy3 (1:1500). Obwohl eine Reihe von Zellen bei der Betrachtung Speckles
im Kern aufwiesen, haben diese nur sehr schwach fluoresziert und waren nicht in allen Zellen
nachweisbar. Es bedarf weiterer Anstrengungen um eine zuverlassige Darstellung zu erreichen,
durch die die Arbeit mit der endogenen HIPK2 auch fluoreszenzmikroskopisch problemlos und

reproduzierbar moglich ist.

Da die Lokalisation der HIPK2 in nuklearen Speckles von der Kinaseaktivitat abhangt,
wurden unterschiedliche HIPK2-Punktmutanten beziiglich ihrer intrazellularen Verteilung
untersucht. Dazu wurden HIPK2-Varianten mit Mutationen in den phosphorylierbaren
Aminosauren der Aktivierungsschleife in Zellen exprimiert und mittels Fluoreszenzmikroskopie
dargestellt. Die Auswirkungen der verschiedenen Mutationen auf die Lokalisation von HIPK2
waren sehr unterschiedlich. Eine einzelne Aminoséure, die als An- und Ausschalter fiir die Aktivitat
und somit die typische Speckle-Bildung fungiert, konnte hierbei nicht identifiziert werden.
Vielmehr scheinen multiple Phosphorylierungen und ein komplexes Wechselspiel zwischen den
einzelnen Aminosduren die intrazelluldre Lokalisation von HIPK2 zu beeinflussen. Innerhalb dieses
Zusammenspiels Gbernehmen vermutlich einige Aminoséuren aktivierenden und andere
inaktivierenden Einfluss auf die Speckle-Bildung und die ausschliel}liche Lokalisation im Kern. In
weiteren Arbeiten zu diesem Thema sollte der genaue Zusammenhang zwischen der Aktivitat von
HIPK2 und der Mutation einzelner Aminosauren der Aktivierungsschleife erfasst werden. Da in
dieser Arbeit der Schwerpunkt auf der intrazellularen Lokalisation von HIPK2 lag, lasst sich keine
Aussage Uber die mogliche Aktivitatsanderung durch Mutationen treffen. Diese zusatzlichen Daten
sind n6tig um ein konkreteres Bild iber die Bedeutung der Aktivierungsschleife und ihre einzelnen

Aminosauren zu erhalten.

Da HIPK2 den Zellzyklus regulieren kann, wurde die intrazellulare Verteilung der
Kinase in unterschiedlichen Phasen des Zellzyklus fluoreszenzmikroskopisch dargestellt. Hierbei
zeigte sich fur den HIPK2-Wildtyp vom Beginn der S- bis in die G2-Phase hinein eine Abnahme

der Zellen, die ausschlieRlich Speckles im Kern bilden, um 24 %. Gleichzeitig stieg in diesem
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Zeitraum der Anteil der Zellen, die eine diffuse Verteilung von HIPK2 im Kern aufweisen, um 22
% an. Untersuchungen zur Zellzyklusregulation der intrazellularen Verteilung von HIPK2-
Varianten mit Punktmutationen in der Aktivierungsschleife wiesen keine Unterschiede zur
Verteilung im Vergleich zur Wildtyp-Kinase auf. Diese Ergebnisse zeigen, dass die Zellzyklus-
regulierte Verteilung der HIPK2 nicht durch Phosphorylierungsereignisse innerhalb der
Aktivierungsschleife reguliert wird, sondern durch andere Mechanismen die in zukinftigen Studien

untersucht werden konnen.
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6 Summary

The first part of this thesis gives attention to the exposition of the endogenous HIPK2
via fluorescence microscopy. This serine/threonine kinase is mainly found within the nucleus,
accumulated to speckles. The comparison of different fixation methods showed that the best
staining was achieved by fixing the cells with 4 % paraformaldehyde combined with 0,1 % or 0,3 %
Triton X-100. The most capable primary antibodies were AC K 121 and AC K 442 (1:1500 to
1:4000) in combination with the secondary antibody anti-guinea pig IgG Cy3 (1:1500). Even if a set
of cells showed speckles within the nucleus during the examination, the signal was weak and could
not be detected in all cells. It should be the effort of further experiments to achieve a reliable
exposition which makes the work with the endogenous HIPK2 in immunofluorescence

unproblematic and reproducible.

Since the accumulation of HIPK2 to nuclear speckles is regulated by its kinase activity,
the different HIPK2 point mutants were analyzed concerning their intracellular spreading. For this
purpose HIPK2 variants with mutations of the amino acids within the activation loop that can be
phosphorylated were expressed in cells and analyzed using immunofluorescence. The effects of the
different mutations upon the intracellular localization of HIPK2 were very variable. A single amino
acid which acts as a switch to turn the activity on or off and therefore has the control over the
typical formation to speckles could not be identified. It rather seems as if multiple phosphorylations
and a complex interplay between the different amino acids regulate the intracellular localization of
HIPK2. Within this interplay some amino acids probably have influence in an activating way and
some play an inactivating role by regulating the accumulation to speckles and the exclusive
localization within the nucleus. In further projects concerning this topic, the exact interaction
between the activity of HIPK2 and the mutations of different amino acids within the activation loop
should be detected. Since this thesis has its focus on the intracellular localization of HIPK2, it gives
no statement on the possible changes of kinase activity generated by mutations within the activation
loop. These further data are essential to draw a more precise picture of the meaning and importance
of the activation loop and its amino acids.

Since HIPK2 is able to regulate the cell cycle, the intracellular spreading of the kinase
was investigated during the different phases of the cell cycle using immunofluorescence. For the
HIPK2-wild type it showed from the entrance of the S-phase until the G2-phase a decrease of cells
with exclusively nuclear speckles from about 24 %. During the same time, the proportion of cells
with a diffuse spreading of HIPK2 within the nucleus increases about 22 %. Investigations about the

cell cycle regulation of the intracellular localization of HIPK2-variants with point mutations within
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the activation loop showed no differences concerning the intracellular spreading compared to the
wild type kinase. These results show that the changes of the intracellular localization of HIPK2
during the cell cycle are not regulated by phosphorylation events within the activation loop, but
have to be controlled by other mechanisms that should be explored in further studies.
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