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Nagetier-Genen werden klein und kursiv geschrieben.
Proteine werden groB und nicht kursiv geschrieben.
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1. Einleitung
1.1 Proteinkinasen

Proteinkinasen katalysieren in Eukaryoten die reversible Phosphorylierung von
Proteinen (Edelman et al., 1987; Cohen, 1992). Das humane ,Kinom*“ umfasst ca.
500 Proteinkinasen, die essenzielle zelluldre Prozesse steuern, z. B. Genexpression,
Zellteilung, Zelldifferenzierung und Apoptose (Manning et al., 2002). Ungeféahr 1,7%
der humanen Gene kodieren Proteinkinasen, deren groBe Anzahl auf die Vielfalt
ihrer regulatorischen Funktionen schlieBen lasst.

Die DYRK-Familie, deren Mitglieder DYRK1A und DYRK1B Gegenstand dieser
Arbeit sind, bildet einen Teil der CMGC-Gruppe (Manning et al., 2002), zu der z. B.
auch die Cyclin-abhangigen Kinasen (CDK), die MAP-Kinasen, die GSK3/CK2-
Familie und die CLK-Familie gehdren. Diese Kinasen regulieren beispielsweise den
Zellzyklus oder SpleiBvorgange.

Hinsichtlich ihrer Substratspezifitdt unterscheidet man Serin-/Threoninkinasen,
Tyrosinkinasen (Krebs & Beavo, 1979; Hanks & Quinn, 1991) sowie Proteinkinasen
mit dualer Spezifitat (Lindberg et al., 1992). Letztere katalysieren die Ubertragung
der endstandigen Phosphatgruppe des ATP sowohl auf alkoholische als auch auf
phenolische Hydroxylgruppen.

Proteinkinasen werden aktiviert durch ,second messengers” (z. B. cAMP (Taylor et
al., 1990), Ca®*-lonen (Azzi et al., 1992)), Phosphorylierung durch andere Kinasen
(z. B. Kinasen-Kinasen (z. B. MEK1/2) (Seger & Krebs, 1995)) oder Autophosphory-
lierung (z. B. DYRK1A (Becker & Joost, 1999), GSK3B (Cole et al., 2004)). Die
Inhibition von Proteinkinasen kann z. B. durch autoinhibitorische Sequenzabschnitte
(z. B. Proteinkinase A (Soderling, 1990)) oder durch Phosphorylierung (z. B. GSK3
(Sutherland et al., 1993)) geschehen.

Vor der pharmazeutischen Entwicklung spezifischer Proteinkinaseinhibitoren missen
zur Abschatzung der Hemmeffekte ihre Regulation(en) und Funktion(en) erforscht
werden (Cohen, 2002). Beispielsweise hemmt der duale Tyrosinkinaseinhibitor Lapa-
tinib die Rezeptoren EGFR (Epidermal Growth Factor Receptor) und HER2/neu und
wird bei fortgeschrittenem und metastasiertem Mammakarzinom eingesetzt, bei dem

diese Rezeptoren Uberexprimiert werden (Nelson & Dolder, 2006).
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1.2 Die DYRK-Familie

In dieser Arbeit werden die Proteinkinasen DYRK1A und DYRK1B naher charakte-
risiert. Sie sind Mitglieder der evolutionar konservierten DYRK-Familie, die mit
DYRK2, DYRK3 und DYRK4 noch drei weitere Vertreter in Sdugetieren zahlt (Becker
et al., 1998; Becker & Joost, 1999). MNB (,minibrain®) (Tejedor et al., 1995) und
dDYRK2 (Lochhead et al., 2003) in Drosophila melanogaster sowie Yak1p (Saccha-
romyces cerevisiae) (Garrett & Broach, 1989), Pomip (Schizosaccharomyces
pombe) (Bahler & Pringle, 1998) und YakA (Dictyostelium discoideum) (Souza et al.,
1998) in niederen Eukaryoten sind weitere Vertreter der DYRK-Familie. Den Namen
DYRK erhielt diese Proteinkinasefamilie aufgrund der engen Verwandtschaft von
DYRK1A mit Yaklp: ,Dual-Specificity Yak1-Related Kinase“. Aufgrund neuer
Erkenntnisse Uber die Autophosphorylierung dieser Kinasen steht DYRK mittlerweile
fur ,Dual-Specificity Tyrosine (Y) Phosphorylation-Regulated Kinase”. Die duale
Spezifitat der Mitglieder der DYRK-Familie auBert sich in der Phosphorylierung von
Serin- bzw. Threoninresten an ihren Substraten (Konsensussequenz RPx(S/T)P)’
sowie in der Autophosphorylierung des zweiten Tyrosinrestes im Sequenzmotiv
,YXY* in der Aktivierungsschleife, zwischen den Subdoménen VII und VIII ihrer
konservierten katalytischen Domane (Kentrup et al., 1996; Becker & Joost, 1999;
Himpel et al., 2001). Die strukturellen Gemeinsamkeiten der DYRK-Mitglieder
beschranken sich auf die katalytische Domane (Becker et al., 1998) und die DH-Box
(DYRK Homology-Box) mit der Konsensussequenz DDDNxDY (Becker & Joost,
1999) unmittelbar vor der katalytischen Domane. Voraussetzungen flur die volle
katalytische Aktivitdt sind die Autophosphorylierung an einem Tyrosinrest in der
Aktivierungsschleife, die zumindest in MNB und dDYRK2 intramolekular bereits
wahrend der Translation ablauft (Lochhead et al., 2005), und der in der Nahe der Au-
tophosphorylierungsstelle befindliche Glutaminrest (Wiechmann et al., 2003).

Das Expressionsmuster der Mitglieder der eukaryotischen DYRK-Familie ist hetero-
gen. Wahrend DYRK1A ubiquitér exprimiert wird, wurden DYRK1B, DYRK2, DYRKS3
und DYRK4 vornehmlich in Skelettmuskel und Hoden nachgewiesen (Becker et al.,
1998; Leder et al.,, 1999). DYRK3 wird auBerdem stark in erythroiden Progenitor-
zellen exprimiert (Geiger et al., 2001). Auch in ihrer subzelluldren Lokalisation

! x: beliebige Aminosaure
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unterscheiden sich die Vertreter der DYRK-Familie: wahrend DYRK1A und DYRK1B
aufgrund mindestens eines Kernlokalisationssignales hauptsachlich im Zellkern
nachgewiesen wurden, sind die tbrigen Mitglieder der DYRK-Familie im Zytoplasma
lokalisiert (Becker et al., 1998; Leder et al., 1999; Alvarez et al., 2003). Aufgrund
ihrer heterogenen Expressionsmuster und Substratspezifitdten sowie ihrer evolutio-
naren Konservierung vermutet man unterschiedliche, aber grundlegende zellulare
Funktionen der DYRK-Proteinkinasen (Becker et al., 1998). In niederen Eukaryoten
(z. B. in der Backerhefe) (Garrett et al., 1991) und auch in héheren Eukaryoten (z. B.
im menschlichen Organismus) sind sie an der Regulation von Zellwachstum und
-entwicklung beteiligt (Becker & Joost, 1999; Hammerle et al., 2003b).

1.3 Die Proteinkinasen DYRK1A und DYRK1B

1.3.1 DYRK1A - ein Kandidatengen flir die mentale Retardierung bei

Down-Syndrom

Die erste DYRK in Saugetieren, die kloniert und charakterisiert wurde, ist die ubi-
quitar exprimierte Proteinkinase DYRK1A (Kentrup et al.,, 1996). Das DYRK1A-Gen
umfasst ca. 150 kb genomischer DNA. Das full-length-DYRK1A-Transkript ist 5,2 kb
lang und umfasst 17 Exons. Zwei alternative Transkriptionsstarts in den nicht-kodie-
renden Exons 1 bzw. 2 vermitteln eine differenzielle Genexpression: das in Exon 2
beginnende Transkript wurde ubiquitér, das in Exon 1 startende Transkript jedoch
nur im Herz- und im Skelettmuskel nachgewiesen (Guimera et al., 1999).

Eine differenzielle DYRK1A-Expression wird in vitro an zwei Beispielen deutlich: in
Metastasen humaner Melanomzelllinien mit unterschiedlichem Metastasierungs-
verhalten (de Wit et al.,, 2002) und in metastatischen Neoplasien des endokrinen
Pankreas (Hansel et al., 2004) wird die DYRK1A-Expression im Vergleich zu den
entsprechenden Melanomzellen bzw. nicht-metastatischen Neoplasien deutlich
herunterreguliert.

Uber die DYRK1A-Promotorregion und die Regulation der DYRK1A-Expression ist

jedoch noch nichts bekannt.
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Das humane DYRK1A-Gen wurde in der 2 Mb groBen ,Down Syndrome Critical
Region” (DSCR) auf Chromosom 21 im Bereich der Bande 21g22.2 lokalisiert
(Guimera et al., 1996; Shindoh et al., 1996; Song et al., 1996; Ohira et al., 1997;
Chen & Antonarakis, 1997; Smith et al., 1997). Die vollstdndige Sequenzierung des
humanen Chromosoms 21 ergab, dass DYRK1A auf der Bande 21922.13 liegt
(Hattori et al., 2000). Das Down-Syndrom wurde erstmals 1866 von dem britischen
Arzt und Apotheker Dr. John Langdon Down beschrieben und tritt mit einer Haufig-
keit von 1 : 700 bis 1 : 1.000 auf. Es wird entweder durch vollstandige oder — in sehr
seltenen Fallen — partielle Trisomie 21 (drei Kopien des chromosomalen Segmentes
21922.2) verursacht und auBert sich in einem komplexen individuellen Phanotyp,
z. B. in geistiger Retardierung, Herzkrankheit, Anomalien des Gastrointestinaltraktes,
einem erhdéhten Leukamierisiko, Defekten des Immun- und Hormonsystems, friher
Alzheimer-Demenz und einer besonderen Physiognomie (Hassold & Jacobs, 1984;
Roper & Reeves, 2006). Durch die Korrelation von Phanotyp und Genotyp von
Patienten mit partiellen Trisomien wurde die ca. 20 Gene umfassende DSCR
definiert, die in dreifacher Kopienzahl fiir viele charakteristische Merkmale des Down-
Syndroms, beispielsweise geistige Retardierung und Hypotonie, verantwortlich ist
(Delabar et al., 1993; McCormick et al., 1989; Rahmani et al., 1989).

Bei transgenen Mausen, die ein 180 kb langes Fragment aus der humanen DSCR,
das nur das humane DYRK1A-Gen beinhaltet, zuséatzlich exprimieren, wurden deut-
liche Lern- und Gedachtnisdefizite sowie Hyperaktivitdt wahrend der Entwicklung
festgestellt, die an manche Stérungen bei Down-Syndrom erinnern (Smith et al.,
1997; Branchi et al., 2004). Da in diesem Tiermodell auch eine spezifische Gewichts-
zunahme des Gehirns und morphologische Veradnderungen an Neuronen auftraten,
scheint DYRK1A eine entscheidende Rolle im Gehirn zu spielen (Branchi et al.,
2004). Einen weiteren Hinweis darauf, dass die Uberexpression von DYRK1A
zumindest mit geistiger Retardierung korreliert, lieferte der Phanotyp transgener
Mause, die murines Dyrk1a Uberexprimieren: spezifische neuromotorische Entwick-
lungsdefizite, Hyperaktivitdt und Lerndefizite, einhergehend mit Verdnderungen in
Cerebellum und Cortex (Altafaj et al., 2001; Martinez de Lagran et al., 2004).

Da heterozygote Knockout-Mause (Dyrk1a™) eine verringerte neonatale Lebens-
fahigkeit, Hypoaktivitat und im Vergleich zu Wildtyp-Mausen eine signifikant kleinere
GroBe des Koérpers und bestimmter Gehirnregionen aufweisen, und da der homo-
zygote Knockout (Dyrk1a”) zu Wachstumsverzégerungen, Minderdurchblutung und
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schlieBlich zu embryonaler Letalitdt (zwischen dem 10,5. und dem 13,5. Tag der
Schwangerschaft) der Mause fihrt, wird der phylogenetisch konservierten Protein-
kinase DYRK1A eine wesentliche Bedeutung fir Wachstums- und Entwicklungs-
prozesse zugeschrieben (Fotaki et al., 2002).

In den heterozygoten (Dyrk1a*”) Knockout-Mausen erwiesen sich die Pyramidal-
zellen des Cortex als betrachtlich kleiner und weniger verzweigt als in den Kontroll-
tieren, was darauf hindeutet, dass DYRK1A die Fahigkeit der Informationsverarbei-
tung in Pyramidalzellen des Cortex, d. h. das Lernverhalten, beeinflusst (Benavides-
Piccione et al., 2005). Der Phanotyp dieser Mause ahnelt dem von Patienten mit
partieller Monosomie 21, deren Mikrocephalie und intrauterine Wachstumsstérung
auf die Deletion eines 1,2 Mb groBen 21922.2-Segments zurtickzufihren sind (Fotaki
et al., 2002; Matsumoto et al., 1997). Die Relevanz von DYRK1A bei der Entwicklung
und Funktion des Zentralen Nervensystems wird auch an einer deutlichen Volumen-
reduktion bestimmter Gehirnareale infolge fehlerhafter Neuroblastenproliferation
wahrend der postembryonalen Entwicklung von Drosophila melanogaster mit dem
unterexprimierten DYRK1A-Ortholog MNB deutlich (Tejedor et al., 1995).

All diese Erkenntnisse und die Tatsache, dass DYRK71A im Gehirn von Féten mit
Down-Syndrom 1,5-fach Uberexprimiert wird, sprechen fir einen ,Gendosis“-Effekt
von DYRK1A bzw. fir DYRK1A als Kandidatengen flr die mentale Retardierung bei
Down-Syndrom (Guimera et al., 1999; Song et al., 1996; Becker & Joost, 1999).

So entstand die Idee, DYRK1A-Hemmestoffe zu entwickeln. Roscovitin (ICsp 3,1 pM),
Purvalanol A (ICso 0,3 uM) und Epigallocatechin-3-gallat (ICso 0,33 pM) stellen
potente, aber unselektive und reversible DYRK1A-Inhibitoren dar (Bain et al., 2003).
Zwei weitere Hemmstoffe der Proteinkinase DYRK1A wurden durch eine Kombina-
tion von in silico-Screening, in vitro-Assay und zellbasierten Screenings identifiziert.
Eine weitere Optimierung dieser Substanzen kénnte zu einem neuen Arzneistoff
gegen Lern- und Gedéachtnisdefizite von Menschen mit Down-Syndrom fihren (Kim
et al., 2006).
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1.3.2 Das DYRK1A-Protein

Zwei Kernlokalisationssignale im N-Terminus bzw. in der Linker-Region zwischen
den Subdomanen X und Xl dirigieren DYRK1A in den Zellkern, wo sich die Kinase
aufgrund eines Sequenzmotivs aus 13 Histidinresten im C-Terminus und eines wei-
teren Motivs innerhalb der ersten 104 Aminosduren in ,nuclear speckles” anreichert,
d. h. mit der Kernmatrix assoziiert. Anhand der Fusionskonstrukte EGFP (Enhanced
Green Fluorescent Protein)-DYRK1A und EGFP-DYRK1A.176 wurde die nukleare
Lokalisation von DYRK1A (Kentrup et al, 1996) beispielsweise in COS-7-Zellen
bestatigt (Becker et al., 1998; Alvarez et al., 2003). Die im C-Terminus enthaltene
PEST-Region kénnte den schnellen Abbau des Proteins in der Zelle vermitteln
(Rogers et al., 1986) (Abb. 1.1).

7

Y319 Y321

Abb. 1.1: Schematische Darstellung der Proteinkinase DYRK1A in Sdugetieren

Griin: Kernlokalisationssignal; rot: DH-Box; kat: katalytische Doméane; Y*'°, Y**': konservierte Tyrosin-
reste in der Aktivierungsschleife; P: Phosphatrest; PEST: PEST-Region; Hi3: Motiv aus 13 repetitiven

Histidinresten.

Die durch alternatives SpleiBen entstehenden DYRK1A-Isoformen bestehen aus 754
bzw. 763 Aminosauren und weisen Proteinmassen von + 90 kDa auf (Kentrup et al.,
1996; Shindoh et al., 1996). Da die Proteinkinase DYRK1A ab dem Zeitpunkt ihrer
Biosynthese autophosphoryliert vorliegt, d. h. mdglicherweise konstitutiv aktiv ist,
kénnte das AusmalB ihrer Aktivitat Uber ihre Transkription, ihre Inhibition oder ihren
Abbau reguliert werden (Lochhead et al., 2005). Sie wird beispielsweise nur in be-
stimmten Phasen der Entwicklung des Zentralen Nervensystems des Huhnerkikens
exprimiert (Hammerle et al., 2002; Hammerle et al., 2003a). Mdglicherweise reguliert
die in vitro- und in vivo-Interaktion von DYRK1A mit dem Protein 14-3-3 die
DYRK1A-Kinaseaktivitat (Kim et al., 2004).

Die entscheidende Bedeutung von DYRK1A fur Zellwachstum bzw. -differenzierung

auBert sich beispielsweise in der DYRK1A-vermittelten Phosphorylierung der Trans-
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kriptionsfaktoren CREB und GLI1 (Glioma-Associated Oncoprotein) (Galceran et al.,
2003). DYRK1A und ARIP4 (Androgen Receptor-Interacting Protein 4) interagieren
ebenfalls miteinander und aktivieren synergistisch die Androgenrezeptor- und Gluko-
kortikoidrezeptor-abhangige Transkription, was fir eine Beteiligung von DYRK1A an
Hippocampus-abhangigem raumlichem Lernen und Gedachtnis spricht (Sitz et al.,
2004). Desweiteren stimuliert DYRK1A die FKHR (Forkhead in Rhabdomyosarco-
ma)-abhangige Expression der Glukose-6-Phosphatase (von Groote-Bidlingmaier et
al., 2003). Der Proteinsynthese-Initiationsfaktor elF2Be, das mit Mikrotubuli assozi-
ierte Protein Tau und das fir Endozytose bzw. synaptische Plastizitat bedeutsame
Dynamin1 sind in vitro-Substrate von DYRK1A (Woods et al., 2001a). DYRK1A hat
auch eine Funktion als ,priming kinase“fir GSK3: so wird z. B. der im Zellkern aktive
Transkriptionsfaktor NFAT (Nuclear Factor of Activated T Cells) erst durch DYRK1A
und anschlieBend durch GSK3 phosphoryliert, woraufhin NFAT aus dem Kern
exportiert wird und nicht mehr die Genexpression von Zytokinen oder neuronalen
Wachstumsfaktoren aktivieren kann. Die 1,5-fache DYRK1A-Gendosis bei Down-
Syndrom kénnte daher z. B. fir Immundefekte oder neuronale Wachstumsstérungen
infolge Dysregulation der NFAT-Signaltransduktion verantwortlich sein (Arron et al.,
2006).

Die Proteinkinase DYRK1A ist méglicherweise auch an der Regulation von Spleif3-
vorgangen beteiligt, da sie Cyclin L2 (de Graaf et al., 2004) sowie den SpleiBfaktor
SF3b1 (de Graaf et al., 2006) phosphorylieren kann.

1.3.3 DYRK1B-Gen und DYRK1B-Protein

Das auf dem humanen Chromosom 19 (19g12 - 13.11) lokalisierte DYRK1B-Gen
wird in hohem MaBe im Hoden und im Skelettmuskel, in anderen Geweben dagegen
nur relativ schwach transkribiert (Leder et al., 1999; Lee et al., 2000).

Die Proteinkinase DYRK1B in S&ugetieren weist in der katalytischen Doméne eine
Ahnlichkeit von 85% zu DYRK1A auf (Leder et al., 1999). Beispielsweise besitzt auch
sie ein N-terminales Kernlokalisationssignal, das fir ihre vornehmlich nukleére
Lokalisation verantwortlich ist (Becker et al., 1998) (Abb. 1.2).
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Abb. 1.2: Schematische Darstellung der Proteinkinase DYRK1B in Saugetieren
Griin: Kernlokalisationssignal; rot: DH-Box; kat: katalytische Doméane; Y*'°, Y**': konservierte Tyrosin-
reste in der Aktivierungsschleife; P: Phosphatrest; PEST bzw. hellblau: PEST-Region.

DYRK1B-p65, DYRK1B-p69 und DYRK1B-p75 repréasentieren drei SpleiBvarianten
von DYRK1B mit unterschiedlichen Expressionsmustern und Enzymaktivitaten in
héheren Eukaryoten (Leder et al., 2003). Trotz hoher Sequenzéhnlichkeit, subzellu-
larer Verteilung und teilweise identischer Gewebsverteilung haben die Kinasen
DYRK1A und DYRK1B offenbar unterschiedliche Funktionen, denn die homozygote,
fertile Dyrk1b”-Knockout-Maus weist im Gegensatz zur homozygoten Dyrk1a”-
Knockout-Maus keinen auffélligen Phanotyp auf (Leder, 2001). Da DYRK1B die
Myogenin-Expression auf indirekte Weise hochreguliert, wird die Kinase mit der
Differenzierung des nicht-embryonalen Skelettmuskels assoziiert (Deng et al., 2005).
Die nur wahrend der Go/Gi-Phase des Zellzyklus von Myoblasten stark exprimierte
DYRK1B stabilisiert den CDK-Inhibitor p27ki'°1 durch Phosphorylierung (Deng et al.,
2004) und destabilisiert Cyclin D1 durch Phosphorylierung (Zou et al., 2004),
wodurch Wachstumsstopp bzw. die Differenzierungsphase aufrecht erhalten werden.
In C2C12-Myoblasten gelangt der CDK-Inhibitor p21Cip1 nach Phosphorylierung
durch DYRK1B ins Zytoplasma, wo er proapoptotische Molekile hemmt (Mercer et
al., 2005).

Nach Aktivierung durch Rac1-MKKS3 vermittelt DYRK1B in Tumorzelllinien ebenfalls
eine antiapoptotische Wirkung (Jin et al., 2005). Zahlreiche Tumorzelllinien, z. B.
Kolonkarzinomzellen (Lee et al., 2000) oder duktale Adenokarzinomzellen des
Pankreas (Deng et al., 2006), exprimieren verstarkt die ihnen offenbar als Uber-
lebensfaktor dienende DYRK1B.
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1.4 Ziele der Arbeit

Regulation(en) und Funktion(en) der bereits vor zehn Jahren von unserer Arbeits-
gruppe erstmals beschriebenen DYRK-Proteinkinasen in Eukaryoten (Kentrup et al.,
1996) sind noch nicht hinreichend bekannt.

Ziel dieser Arbeit war die Charakterisierung der Promotorregion des humanen
DYRK1A-Gens, der Regulation der DYRK1A-Expression sowie der drei humanen
DYRK1B-SpleiBvarianten DYRK1B-p65, DYRK1B-p69 und DYRK1B-p75.

Da die Proteinkinase DYRK1A ab dem Zeitpunkt ihrer Biosynthese in der Aktivie-
rungsschleife autophosphoryliert und daher mdglicherweise konstitutiv aktiv ist,
kénnten z. B. ihre transkriptionelle und posttranskriptionelle Regulation, d. h. mRNA-
Synthese und mRNA-Abbau, ihre Funktion entscheidend beeinflussen.

Im Mittelpunkt dieser Arbeit steht die transkriptionelle Regulation von DYRK1A. Nach
der Bestimmung der Promotoranzahl und -aktivitat(en) in unterschiedlichen Sauge-
tier-Zelllinien sollte die DYRK1A-Expression in verschiedenen Tumorzelllinien sowie
in normalem Gewebe und Tumorgewebe verglichen werden. Desweiteren sollte
untersucht werden, ob Faktoren, die in den Zellzyklus eingreifen, die DYRK1A-
Expression in Tumorzelllinien beeinflussen. Vor dem Hintergrund, dass DYRK1A
eine wichtige Rolle bei Zellproliferation bzw. Zelldifferenzierung spielt, stellt sich die
Frage, ob die Transkriptionsfaktoren E2F1 und CREB, aber auch der Entzug von
Wachstumsfaktoren die DYRK1A-Expression regulieren. Von der Untersuchung der
DYRK1A-mRNA-Stabilitat wurden Hinweise darauf erwartet, ob die DYRK1A-Menge

und damit ihre Funktion schnell in der Zelle reguliert werden.

AuBerdem sollten Expression und Funktion der DYRK1B-SpleiBvarianten p65, p69
und p75 in Saugetier-Zelllinien ndher untersucht werden.
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2. Material und Methoden

2.1 Material

2.1.1 Chemikalien

Acrylamid/Bis-Acrylamid 37,5 : 1 (2,6% C, 30% w/v), ,Electrophoresis Purity Rea-
gent” (Bio-Rad)

Acrylamid/Bis-Acrylamid 19 : 1 (40% w/v) (Amresco, Bio-Rad)

Acryl Glide Glass Plate Coating (Amresco)

Agar ,Select-Agar” (Sigma)

Agarose SeaKem® LE (For gel electrophoresis) (BMA)

Aktinomycin D (Sigma)

Ammoniumpersulfat (APS) ,ultra pure” (Gibco BRL)

Ampicillin (Roche)

Aphidicolin (Calbiochem)

Aprotinin (Sigma)

Aqua bidest.

Biotinylated Protein Ladder Detection Pack (Cell Signaling Technology™)

Borsaure, zur Analyse (Merck)

Bovines Serumalbumin (BSA), ,acetylated”, [10 mg/ml] (Promega)

Bovines Serumalbumin (BSA) Fraktion V (Calbiochem)

Bromphenolblau (Merck)

Calciumchlorid-Dihydrat, zur Analyse (Merck)

p-Cumarinsaure (4-Hydroxy-Zimtsaure) (Sigma)

Diethylpyrocarbonat (DEPC) (Sigma)

Dimethylformamid (DMF) (Fluka)

Dimethylsulfoxid (DMSO), zur Analyse (Merck)

di-Natriumhydrogenphosphat-Dihydrat, zur Analyse (Merck)

D,L-Dithiothreitol (DTT) (MP Biomedicals)

DNA, ,MB grade”, aus Fischsperma, [10 mg/ml] (Roche Diagnostics)

dNTP-Set, 100 mM ,Solutions” (Amersham Pharmacia Biotech)

Doxycyclinhydrochlorid (Sigma)

Essigsaure 96%, zur Analyse (Merck)
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Ethanol absolut, zur Analyse (Sigma)

Ethidiumbromid, 100 mg , Tablets” (ICN Biomedicals)

Ethylendiamintetraessigsaure (EDTA), Dinatriumsalz, Dihydrat (Sigma)

Ethylenglykol-bis (B-Aminoethylether)-N, N, N", N"-Tetraessigsaure (EGTA) (Sigma)

Ficoll® 400 (Sigma)

5-Fluorouracil (5-FU), min. 99% (TLC) (Sigma)

Formalin (Formaldehyd) ,Molecular Biology Grade” (Calbiochem)

Formamid, ,ACS-Reagent” (Sigma)

Forskolin, aus Coleus forskohlii (Calbiochem)

FuGENE®6 Transfection Reagent (Roche Diagnostics)

GeneRuler™ 100bp Ladder Plus (MBI Fermentas)

GeneRuler™ 1kb DNA Ladder (MBI Fermentas)

D-(+)-Glucose, wasserfrei, fur biochemische Zwecke (Merck)

Glycerin, etwa 87%, zur Analyse (Merck)

Glycin-Puffersubstanz fiir die Elektrophorese (Merck)

Hefeextrakt, ,Yeast extract” (Sigma)

HEPES (N-[2-Hydroxyethyl]piperazin-N’-[2-ethansulfonsaure]), Minimum 99,5%
(Sigma)

Hexanukleotid-Primer (,pod (N)s Random Hexamer”) (Amersham Pharmacia Biotech)

IGEPAL CA-630 (entspricht NP-40, Nonidet P-40) (ICN Biomedicals)

Isopropanol, zur Analyse (Merck)

Kaliumacetat, reinst (Merck)

Kaliumchlorid, zur Analyse (Merck)

Kalium-Dihydrogenphosphat, zur Analyse (Merck)

Kaliumhydroxid, Platzchen, zur Analyse (Merck)

Kanamycin (Sigma)

Leupeptin (Serva)

LiChrosolv® Wasser fiir die Chromatographie (Merck)

6x Loading Dye Solution (MBI Fermentas)

Lovastatin (entspricht Mevinolin), aus Aspergillus sp., min. 98% (HPLC) (Sigma)

Luminol (5-Amino-2,3-Dihydro-1,4-Phthalazindion), Minimum 97% (HPLC) (Sigma)

Lysozym (Roche Diagnostics)

Magermilchpulver (AppliChem)

Magnesiumacetat, zur Analyse (Merck)
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Magnesiumchlorid-Hexahydrat, zur Analyse (Merck)

Magnesiumsulfat-Heptahydrat, zur Analyse (Merck)

Manganchlorid-Dihydrat (Merck)

MassRuler™ DNA Ladder, ,Mix, ready-to-use” (MBI Fermentas)

Methanol, zur Synthese, zur Analyse (Apotheke des Universitatsklinikums Aachen)

3-Morpholinopropansulfonsdure (MOPS), min. 99,5% (Sigma, AppliChem)

Natriumacetat-Trihydrat, reinst, Lebensmittelqualitat (Merck)

Natriumazid (Merck)

Natriumchlorid, zur Analyse (Merck)

Natriumdihydrogenphosphat-Monohydrat, zur Analyse (Merck)

Natriumdodecylsulfat (SDS) (ICN Biomedicals)

Natriumfluorid, zur Analyse (Merck)

Natriumhydroxid, Platzchen, zur Analyse (Merck)

Natriumorthovanadat (NazVO,), Minimum 90% (Sigma)

Natriumpyrophosphat-Decahydrat (Sigma)

Natriumpyruvat, 100 mM (Sigma)

Neomycin ,Geneticin G-418 Sulphate” (Gibco BRL)

Nocodazol, min. 99% (TLC) (Sigma)

NP-40 (s. IGEPAL CA-630)

Orange-G, Natriumsalz (Sigma)

Pepstatin A (Sigma)

Pepton, ,Select-Peptone 140” (Gibco BRL, ICN)

Roti®-Phenol/Chloroform fiir die DNA/RNA-Isolierung (Carl Roth)

Phenylmethansulfonylfluorid (PMSF), > 99% (Sigma)

ortho-Phosphorsdure 85%, zur Analyse (Merck)

Piperazin-N,N’-bis[2-ethansulfonsdure] (PIPES), =2 99% (Sigma)

Polybrene™ (Hexadimethrinbromid), min. 90% (titration) (Sigma)

PolydldC (Amersham Pharmacia Biotech)

Polyvinylpyrrolidon (PVP) Av. Mol. Wt 360.000 (Sigma)

Ponceau S, Natriumsalz (Sigma)

ProteinA-Sepharose® (Sigma)

Proteinstandard SDS6H (Sigma)

Radioaktive Substanzen: [y-**P]-ATP, [a-P]-dCTP ([10 pCi/ul], 10 MBg, spezifische
Aktivitat: 3.000 Ci/mmol) (Hartmann Analytics)
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Ready Protein*™ Liquid Scintillation Cocktail (Beckman Instruments)
RNase A (Roche Diagnostics)

Roentoroll 25, ,Part 1%, ,Part 2 (Entwickler fir Réntgenfilme) (Tetenal)
Salzsaure, rauchend, 37%, zur Analyse (Merck)

SDS (entspricht Natriumdodecylsulfat) (ICN Biomedicals)

Superfix 25, ,Part 17, ,Part 2” (Fixierer fir Réntgenfilme) (Tetenal)

N, N, N’, N’-Tetramethylethylendiamin (TEMED) (Bio-Rad)
Tri-Natriumcitrat-Dihydrat, kristallin, reinst (Merck)
Tris-(hydroxymethyl)-aminomethan (Tris(-Base)) (ICN Biomedicals)
Trypton (ICN Biomedicals)

Tween® 20 R NF (Polyoxyethylensorbitan) (MP Biomedicals)
Wasserstoffperoxid, 30%ige [v/v] Losung in Wasser (Sigma)

X-Gal (5-Bromo-4-chloro-3-indolyl-beta-D-galaktosid) (ICN)

2.1.2 Lésungen

1%-Agarosegel (klein, fur Northern blot):
0,8 g Agarose, 70 ml DEPC-Wasser, aufkochen, auf ca. 60°C durch Rihren
herunterkihlen, 8 ml 10x MOPS (pH 7,2), 2,4 ml Formaldehyd

APS-Lésung:
0,5 g Ammoniumpersulfat, 1 ml A. bidest.

Blocking-L6sung:
3% (w/v) BSA in 1x TBST

BPB/Glycerin:
0,1% (w/v) Bromphenolblau, 50% (v/v) Glycerin, DEPC-behandeltes Wasser

Bromphenolblau-Lésung:
2% (w/v) Bromphenolblau, 4% (w/v) SDS, A. bidest.
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BSA-Stammlésungen (Standards fiir Gesamtproteinbestimmung):
2 mg/ml BSA-L6sung (Kit); 1 mg bzw. 0,5 mg BSA (Kit)/ml A. bidest.

Cumarinsaure-Stammlésung:

90 mM p-Cumarinséure (= p-Hydroxyzimtsdure) in DMSO

100x Denhardt’s Losung:
2% (w/v) BSA, 2% (w/v) Ficoll® 400, 2% (w/v) Polyvinylpyrrolidon, A. bidest.

DEPC-behandeltes Wasser:
0,1% DEPC [v/v], in A. bidest, 2 - 3 h schitteln, dann autoklavieren

ECL-Substratkomponente I:
1 ml Tris [1 M] (pH 8,5), 12 pl H202[30% v/v], ad 10 ml A. bidest.

ECL-Substratkomponente II:
1 ml Tris [1 M] (pH 8,5), 100 pul Luminol-Stammlésung [250 mM], 44 ul p-Cumarin-
saure-Stammldsung [90 mM], ad 10 ml A. bidest.

EDTA [0,5 M] (pH 8,0):
18,61 g EDTA (Dinatriumsalz, Dihydrat) mit ca. 60 ml A. bidest. mischen, mit Hilfe
von NaOH-Platzchen I6sen, pH 8,0 mit HCI konz. einstellen, ad 100 ml A. bidest.

1x Elektrodenpuffer (fir Western blot):
25 mM Tris, 250 mM Glycin fur die Elektrophorese, 0,1% SDS, A. bidest.
(automatisch pH 8,4)

EMSA-Cocktail (Angaben fiir 1 Probe):

4 pl 5x GSB, 0,1 pl DTT [1 M in A. bidest.], 1 pl PolydldC-Stammlésung [1 pg/ul in
TE, pH 8,0], 2 ul BSA ,acetylated”[10 mg/ml], 2,33 ul A. bidest., 0,2 ul PMSF-Lésung
[200 mM in Ethanol]

Ethidiumbromid-Stammiésung:
10 mg Ethidiumbromid, 1 ml A. bidest.
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5x GLB (Orange G-Gel Loading Buffer):
30% (v/v) Glycerin, 0,25% Orange G, 1x TAE, ad 1 ml A. bidest.

5x GSB (Gel Shift Buffer):
50 mM HEPES, 5 mM EDTA, 25 mM MgCl, 50% (v/v) Glycerin, A. bidest. (pH 7,8)

2x HBS:
275 mM NaCl, 1,4 mM Na,HPO4 x 2 HO, 10 mM KCI, 12 mM Glucose, 40 mM
HEPES (pH 7,4), A. bidest. (pH 7,00 +/- 0,05), sterilfiltrieren

2x Hochsalz-Puffer:
840 mM NaCl, 40 mM HEPES (pH7,9), 2 mM EDTA, 2 mM EGTA (pH 8,0), 20% (v/v)
Glycerol, A. bidest.

Hochsalz-Puffer (mit Zuséatzen):

1x Hochsalz-Puffer, 20 mM NaF, 1 mM Na3zVOQO,4, 1 mM Natriumpyrophosphat, 1 mM
DTT, 0,5 mM PMSF, 1 pg/ml Aprotinin (in PBS), 1 ug/ml Leupeptin (in PBS), 1 pg/ml
Pepstatin (in PBS), A. bidest.

2x Hypotonischer Puffer:
40 mM HEPES (pH 7,9), 2 mM EDTA, 2 mM EGTA, A. bidest.

Hypotonischer Puffer (mit Zuséatzen):

1x Hypotonischer Puffer, 20 mM NaF, 1 mM NazVO4, 1 mM Natriumpyrophosphat,
1 mM DTT, 0,5 mM PMSF, 1 ug/ml Aprotinin (in PBS), 1 ug/ml Leupeptin (in PBS),
1 ug/ml Pepstatin (in PBS), A. bidest.

Hypotonischer Puffer (mit Zusatzen) + NP-40:
0,2% (v/v) NP-40, Hypotonischer Puffer mit Zusatzen

Inkubationslésung fiur sekundaren Antikorper (Western blot):
5% (w/v) Magermilchpulver in 1x TBST
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2x Kinasepuffer/DTT fur Substratmix:
100 mM HEPES (pH 7.,4), 20 mM MgCl, x 6 H>O, 20 mM MnCl, x 2 H>O, 2,0 mM
DTT, A. bidest.

LB-Agar mit Ampicillin (LB amp):
15 g Agar, 1 | LB-Medium, autoklavieren, 100 mg Ampicillin

LB-Medium:
10 g Pepton, 5 g Hefeextrakt, 10 g NaCl, ad 1 | A. bidest.

2x LSB (Lammli-Sample Buffer):
20% (v/v) Glycerin, 8% (w/v) SDS, 10 mM EDTA (pH 8,0), 250 mM Tris (pH 6,8),
5 ml (0,1%) Bromphenolblaulésung, ad 100 ml A. bidest.

2x LSB/DTT:
60 mg DTT/ml 2x LSB

2x LSB ohne SDS:
26% Glycerin, 13 mM EDTA, 325 mM Tris (pH 6,8), 6,5 ml (0,13%) Bromphenolblau-
I6sung, ad 100 ml A. bidest.

2x LSB ohne SDS/mit DTT:
60 mg DTT/ml 2x LSB ohne SDS

Luminol-Stammlésung:
250 mM Luminol in DMSO

Lysepuffer flir denaturierende Lyse:
20 mM Tris (pH 7,4), 1% (w/v) SDS, ad 100 ml A. bidest.

Lysepuffer fiir native Lyse:

50 mM HEPES (pH 7,4), 150 mM NaCl, 25 mM NaF, 2 mM EDTA, 30 mM Natrium-
pyrophosphat, 1% NP-40, 1 mM PMSF, 1 mM NazVO4, 1 pg/ml Pepstatin A (in PBS),
2 pg/ml Leupeptin (in PBS), 1 ug/ml Aprotinin (in PBS), A. bidest.
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10x MOPS (pH 7,2):
400 mM MOPS, 27 mM Natriumacetat-Trihydrat, 10 mM EDTA, A. bidest. (pH 7,2)

Natriumorthovanadat-Lé6sung [100 mM]:

184 mg NazVO4 mit 8 ml A. bidest. mischen, pH 10,0 mit NaOH einstellen (Gelb-
farbung), aufkochen (bis zur Transparenz), erneut pH 10,0 mit NaOH einstellen, ad
10 ml A. bidest.

Northern blot-(Pra-)Hybridisierungspuffer:
50% (v/v) Formamid, 5x SSPE pH 7,4, 5x Denhardt’s Lésung, 0,5% SDS (w/v),
0,1 mg/ml (0,01% (w/v)) DNA (,MB grade*) aus Fischsperma, A. bidest.

Oberer Gelpuffer:
0,5 M Tris, 0,4% SDS, A. bidest. (pH 6,8)

10x OLB fiir dCTP:
500 mM Tris (pH 6,9), 100 mM MgSO4x 7 H,O, 1 mM DTT, 0,6 mM dATP, 0,6 mM
dGTP, 0,6 MM dTTP, A. bidest.

4,5% PAA/Glycerin-Gel fur EMSA:
6,75 ml Acrylamid/Bis-Acrylamid-Mischung [40%, 19 : 1], 1,50 ml 10x TBE (pH 8,0),
49,25 ml A. bidest., 2 ml Glycerin [87% (v/v)], 40 ul TEMED, 400 ul APS [10% (w/v)]

PBS (pH 7,4):
137 mM NacCl, 2,7 mM KCI, 10 mM NasHPO,4 x 2 H.0, 1,8 mM KH.PO,, A. bidest.

PBS + V:
1 mM N8.3VO4, PBS (pH 7,4)

PBS +V + F:
1 mM NazVO,, 5 mM NaF, PBS (pH 7,4)

PMSF-Stammlésung [100 mM]:
17,5 mg PMSF/ml Ethanol absolut
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Ponceau S-Farbelosung:
0,25 g Ponceau S in 40 ml Methanol teilweise 16sen, 15 ml Essigsaure 96%,
ad 100 ml A. bidest., filtrieren

RNA-Probenpuffer (Angaben fiir 1 Probe):
39 ul DEPC-behandeltes Wasser, 32 ul 10x MOPS, 200 ul Formamid, 56 ul Form-
aldehyd, 80 ul BPB/Glycerin, 5 ul Ethidiumbromid-Stammlésung [10 pg/ul]

Sammelgel (fir SDS-PAGE):
520 pl Oberer Gelpuffer, 260 pl Acrylamid/Bis-Acrylamid (30%, 37,5 : 1), 1,22 ml A.
bidest., 2 ul TEMED, 4 ul APS-Lésung

10% SDS (w/v):
10 g SDS, 100 ml A. bidest.

SOC-Medium:
20 g Trypton, 5 g Hefeextrakt, 0,5 g NaCl, 0,19 g KClI, A. bidest ad 1 |, autoklavieren,
dann Zugabe von 10 ml MgCl, [1 M] und 10 ml Glucose [20%)], sterilfiltrieren

20x SSC (pH 7,0):
3 M NaCl, 300 mM Tri-Natriumcitrat-Dihydrat, A. bidest. (pH 7,0)

20x SSPE (pH 7,4):
3 M NaCl, 200 mM mM NaH,PO4 x H,0O, 20 mM EDTA, A. bidest. (pH 7,4 mit NaOH)

Substratmix (fiir Kinase-Assay):
5 ul 2x Kinasepuffer/DTT, 0,4 pl ATP [500 pM], 2 pl DYRKtide [2 mM], 1 uCi [y-*2P]-

ATP, ad 15 pl A. bidest. (20 pl Reaktionsvolumen inklusive Pellet)

50x TAE (pH 8,0):
2 M Tris, 5,5% (v/v) Essigsaure 96 %, 50 mM EDTA, A. bidest. (pH 8,0)
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TB (pH 6,7):
1,512 g PIPES, 7,5 ml CaCl, [1 M], 125 mI KCI [1 M], pH 6,7 mit KOH [1 M], Zugabe
von 11 ml MnCl,[2,5 M], ad 0,5 | A. bidest., sterilfiltrieren

10x TBE (pH 8,0):
890 mM Tris (pH 7,5), 890 mM Borsaure, 20 mM EDTA, A. bidest. (pH 8,0)

10x TBS (pH 7,6):
0,2 M Tris, 1,37 M NaCl, A. bidest. (pH 7,6)

1x TBST (pH 7,6):
0,1% (v/v) Tween® 20 R NFin 1x TBS

TE (pH 8,0):
10 mM Tris, A. bidest., pH 8,0 einstellen, dann 1 mM EDTA (pH 8,0)

Transferpuffer (Western blot):
25 mM Tris, 192 mM Gilycin flr die Elektrophorese, 20% (v/v) Methanol, A. bidest.

Trenngel (8 %) (fur SDS-PAGE):
1,56 ml Unterer Gelpuffer, 1,6 ml Acrylamid/Bis-Acrylamid (30%, 37,5 : 1, entspricht
8%), 2,84 ml A. bidest., 6 ul TEMED, 12 pl APS-Lésung

Unterer Gelpuffer:
1,5 M Tris, 0,4% (w/v) SDS, A. bidest. (pH 8,8)

Waschpuffer fir DYRK1B-Western blots:
1x TBS, 1% IGEPAL CA-630, 0,1% SDS, A. bidest.

1x Waschpuffer mit NP-40 (fir Immunprazipitation):

50 mM HEPES, 150 mM NaCl, 2 mM EDTA (pH 8,0), 0,1% NP-40, A. bidest.
(PH 7,4)
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1x Waschpuffer ohne NP-40 (fur Immunprazipitation):
50 mM HEPES, 150 mM NaCl, 2 mM EDTA (pH 8,0), A. bidest. (pH 7,4)

X-Gal-Lésung:
2% (w/v) X-Gal in Dimethylformamid (DMF)

2.2 Molekularbiologische Grundtechniken

Molekularbiologische Standardmethoden, wie z. B. Ethanolfallung und Restriktions-
verdau, wurden nach ,Molecular Cloning: A Laboratory Manual“ (Sambrook et al.,
1989) durchgefuhrt. Desoxyribonukleinsdure wurde mit Restriktionsenzymen der
Firmen MBI Fermentas (Vilnius, Litauen) und Promega (Madison, USA) nach
Herstellerangaben in geeigneten Puffern verdaut. Beim diagnostischen Verdau von
Plasmid-DNA, die nach der ,Rapid boiling“Methode (Holmes & Quigley, 1981)
isoliert wurde, wurde zum Abbau stérender Ribonukleinsduren RNase A (200 ng/ul

Restriktionsansatz) zugesetzt.

2.2.1 Sterilisierung

Kulturmedien, Puffer und Pipettenspitzen wurden — sofern es die chemische Zusam-
mensetzung zulieB — durch Autoklavieren (20 min/121°C) sterilisiert. Bei hitze-
empfindlichen Substanzen wurde die Lésung durch ein 0,2 um-Filter sterilfiltriert.
Mégliche Keime und Enzyme an Glasgeraten, wie Erlenmeyer-Kolben, Reagenzgla-
sern und Messzylindern wurden durch 5-stlindige Inkubation in einem Heizschrank
bei 200°C zerstort.

2.2.2 Herstellung kompetenter E. coli DH5a (Hanahan, 1983)

Da in dem Bakterienstamm E. coli DH5a (F~, A™, supE44, lacU169 (®80lacZ M15),
hsdR17, gyrA96, thi-1, relA1 (Hanahan, 1983)) die Wahrscheinlichkeit der Rekombi-
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nation innerhalb der klonierten DNA und die Endonukleaseaktivitdt (endA’) sehr
gering sind, wurde er routinemaBsig zur Transformation eingesetzt.

Nicht-kompetente E. coli DH5a wurden auf einer LB-Platte mit einer Impfése als Ver-
diinnungsausstrich ausplattiert und UN bei 37°C wachsen gelassen. Einer der zahl-
reichen Klone wurde in 3 ml SOC-Medium als Vorkultur UT bei 37°C/ca. 200 rpm
inkubiert. Abends wurden 400 pl Vorkultur zu 400 ml SOC-Medium gegeben und UN
bei RT/100 rpm inkubiert. Am nachsten Tag wuchsen die Bakterien unter starkem
Schitteln bei RT bis zu einer OD (A = 600 nm) von ca. 0,74 (Eppendorf, Hamburg).
Das durch 5-miniitige Zentrifugation bei 2.500 g/4°C (,Avanti™ J-25% Beckman,
USA) erhaltene Bakterienpellet wurde in 50 ml kaltem TB aufgenommen, gevortext
und nach 10-mindtiger Inkubation auf Eis nochmals unter denselben Bedingungen
wie zuvor zentrifugiert. Das Pellet wurde in 15 ml TB aufgenommen, gevortext und
auf Eis gestellt. Nach Zugabe von DMSO in einer Endkonzentration von 7% wurde
die Mischung 10 min lang auf Eis inkubiert, bevor sie in 1,5 ml-Mikroreaktions-
gefaBen (Eppendorf, Hamburg) aliquotiert, sofort in flissigem Stickstoff schockge-
froren und schlieBlich bei -72°C gelagert wurde. Um die Kompetenz der E. coli DH5q,
d. h. ihre Fahigkeit zur Aufnahme von DNA, zu testen, wurden 50 pl E. coli DH5a mit
0,1 ng pWZL-neo? transformiert: nach einem Hitzeschock bei 42°C/30 s/60 s/90 s
(Wasserbad) wurden sie kurz ins Eis gestellt, mit 450 pl LB-Medium vermischt und
30 min lang bei 37 °C/ca. 200 rpm inkubiert. Nachdem 450 pl der Mischung verworfen
worden waren, wurden die verbleibenden 50 pl auf LBamp-Platten ausgestrichen und
UN bei 37°C wachsen gelassen. Am nichsten Tag wurden infolge 60-sekiindigem
Hitzeschock bei der Transformation ca. 1,5 x 10’ cfu (Kolonie-bildende Einheiten)/pg
DNA gezahlt, was die erworbene Kompetenz der Zellen bewies.

2.2.3 Chemische Transformation kompetenter E. coli und Isolierung von
Plasmid-DNA
Kompetente E. coli-Zellen (100 pl) wurden auf Eis aufgetaut und mit der DNA 15 min

lang auf Eis inkubiert, einem 60- bis 90-seklindigen Hitzeschock bei 42°C ausge-

setzt und mit 500 pl LB-Medium (ohne Ampicillin) versetzt. Diese Suspension wurde

2 http://www.stanford.edu/group/nolan/retroviral_systems/retsys.html
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30 bis 40 min lang bei 37°C/ca. 200 rpm inkubiert und kurz zentrifugiert (ca.
30 s/Héchstgeschwindigkeit/RT, Tischzentrifuge ,Sigma 112% Laborzentrifugen
GmbH, Osterode/Harz). Nachdem maximal 500 pl der Mischung verworfen worden
waren, wurde die verbleibende Bakteriensuspension auf LBamp-Platten aus-
gestrichen. Die Inkubation erfolgte UN bei 37 °C.

Zur Praparation von Plasmid-DNA wurde auf die ,,Rapid boiling“Methode (Holmes &
Quigley, 1981) zurlickgegriffen (Mini-Praparation). GroBere Mengen RNA-freier
Plasmid-DNA (ca. 25 bis 900 pg) wurden mittels Midi- oder Maxi-Praparationskit
(Qiagen, Hilden) gewonnen (Zentrifugation in ,Avanti™ J-25“und ,J2-21“ Beckman,
USA). Die Konzentration der DNA wurde UV-photometrisch (A=260 nm,
»,GeneQuant II*, Amersham Pharmacia Biotech, Piscataway, USA) bestimmt.

2.2.4 Agarosegelelektrophorese und Gelextraktion zur Analyse von DNA

Die elektrophoretische Auftrennung (8 V/cm) von durch Restriktionsverdau entstan-
denen DNA-Fragmenten in 1x Orange G-Gelloading Buffer und PCR-Produkten er-
folgte in 0,7% - 1,5% (w/v)-Agarosegelen in 1x TAE, denen 0,5 pg/ml Ethidiumbromid
zugesetzt wurde. Als GréBenstandards dienten die Fragmente der ,GeneRuler™ 1kb
DNA-Ladder“ der ,GeneRuler™ 100bp Ladder Plus* bzw. der ,MassRuler™ DNA
Ladder, Mix, ready-to-use“. Nach der Elektrophorese wurde das erwinschte Frag-
ment Gber UV-Licht mittels Skalpell ausgeschnitten. Die DNA wurde dann mit Hilfe
des ,QIAquick Gel Extraction Kits* (Qiagen, Hilden) nach Angaben des Herstellers

eluiert. Zur Elution wurden Gblicherweise 30 bzw. 50 ul A. bidest. verwendet.

2.2.5 Ligation von DNA-Fragmenten

Die Ligation von verdauten DNA-Fragmenten erfolgte in unterschiedlichen Endvolu-
mina, bestehend aus 2 u (bei Gberhangenden Enden) bzw. 4 u (bei glatten Enden)
T4-DNA-Ligase, 1x ,Ligation Buffer” (beide MBI Fermentas, Vilnius, Litauen) und
unterschiedlichen Mengen verdauter Vektor- und Insert-DNA in A. bidest. Zur Be-
stimmung der Rate der Transformanden, die das Plasmid ohne Insert besaBen,

wurde A. bidest. anstatt cDNA-/nsert zugegeben, sodass die Vektor-DNA religierte.
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Mit den UN bei 16°C inkubierten Ansatzen wurden kompetente E. coli-Zellen
transformiert, aus denen schlieBlich das gewlinschte Konstrukt mittels Mini- und
Midi- bzw. Maxipraparation gewonnen wurde. Zur Kontrolle folgten ein Restriktions-
verdau und eine elektrophoretische Auftrennung der DNA-Fragmente im Agarosegel.

2.2.6 Sequenzierung von Plasmid-DNA

Die Sequenzierung von mittels Ethanolfallung aufgereinigter Plasmid-DNA (Maxi-
Praparation) wurde nach der Didesoxynukleotid-Methode (Sanger et al., 1992) mit
Fluoreszenz-markierten Nukleotiden (ABI-Methode) durchgeflihrt. Zur Sequenzie-
rung wurde das ,ABl PRISM BigDye® Primer Cycle Sequencing Kit“ (Applied Bio-
systems, Foster City, USA) benutzt: 0,5 ug DNA (Maxi-Préaparation), 4 ul Premix,
5 pmol Primer (forward- oder reverse-Primer), gegebenenfalls DMSO (3% - 9%),
LiChrosolv® Wasser fiir die Chromatographie ad 10 pl (25x (30 s/96°C, 15 s/58°C,
4 min/60°C), bis zur Ausschaltung des Gerates 4°C). Nach der PCR erfolgte eine
Ethanolfallung und die Aufnahme des DNA-Pellets in 20 pl LiChrosolv® Wasser fiir
die Chromatographie. Die Auftrennung der Fragmente erfolgte Uber eine Kapillare im
Sequenziergerat ,ABI PRISM™ 310 Genetic Analyzer” (Applied Biosystems, Weiter-
stadt).

2.2.7 Isolierung genomischer DNA aus Saugetier-Zelllinien

Zur Isolierung genomischer DNA aus den humanen Zelllinien HEK 293 und SAOS-2
wurde das ,/nViSorb™ Genomic DNA Kit II“ (InViTek GmbH, Berlin) verwendet. Das
Hersteller-Protokoll fur die DNA-Isolierung aus Mausschwanz wurde hierzu etwas
modifiziert. Ungefahr zu 75% konfluente Zellen auf einer 6 cm-Platte (NUNC™, Ros-
kilde, Danemark) wurden mit 3 ml eiskaltem PBS gewaschen, bevor sie in einer
Mischung aus 300 ul ,Lysis Buffer G* (zuvor 5 min/50°C) und 20 ul Proteinase K
abgeschabt und in ein Mikroreaktionsgefa3 Gberfuhrt wurden. Nach kurzem Vortexen
und Zentrifugieren erfolgte eine zweistiindige Inkubation bei 60°C unter zeitweise
leichtem Schutteln im Heizblock (,Thermomixer compact®, Eppendorf, Hamburg). Zur
Pelletierung unléslicher Partikel wurde zweimal zentrifugiert (1 min/14.000 rpm/RT,
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Eppendorf-Tischzentrifuge ,5417R*) und der Zelliberstand in ein neues Mikroreak-
tionsgefa Uberfihrt. Nach Zugabe von 600 pl gut durchmischtem Bindungspuffer
wurde kurz gevortext und 3 min lang bei RT inkubiert, bevor die Pelletierung des
Tragermaterials (1 s/Héchstgeschwindigkeit/RT, Tischzentrifuge ,Sigma 112, Labor-
zentrifugen GmbH, Osterode/Harz) erfolgte. Der Uberstand wurde abgesaugt, das
weiBe Pellet mit 1 ml Waschpuffer kurz gevortext (keine vollstandige Resuspendie-
rung) und abzentrifugiert (1 s/H6chstgeschwindigkeit/RT, ,Sigma 112“, Laborzentri-
fugen GmbH, Osterode/Harz). Der Uberstand wurde abgesaugt und die Waschung
wiederholt. Nach der Absaugung des Uberstandes wurde das MikroreaktionsgefaB
mit dem DNA-Pellet bei offenem Deckel einige Minuten lang im Heizblock (s. 0.) bei
60°C inkubiert, um eine Verflichtigung des Alkohols zu erzielen. Das noch nicht
eingetrocknete Pellet wurde mit 320 pl ,Elution buffer D* (60°C warm) versetzt, kurz
gevortext und 3 min lang bei 60°C inkubiert. Nach Zentrifugation (1 min/14.000
rpm/RT, Eppendorf-Tischzentrifuge ,5417R*) wurden 300 ul des DNA-haltigen Uber-
standes in ein neues MikroreaktionsgefaB Uberfihrt und zentrifugiert (2 min/14.000
rom/RT, Eppendorf-Tischzentrifuge ,5417R“), um eine hohe Reinheit des Uber-
standes zu gewahrleisten. Die Konzentration der DNA wurde UV-photometrisch
(A=260 nm, ,GeneQuant II", Amersham Pharmacia Biotech, Piscataway, USA)

bestimmt. Eine Stammlésung der Konzentration 50 ng/ul wurde bei -20°C gelagert.

2.2.8 Isolierung von Gesamt-RNA aus Saugetier-Zelllinien

Zur Isolierung von Gesamt-RNA aus Saugetier-Zelllinien wurde das ,RNeasy Mini
Kit* (Qiagen, Hilden) nach Herstellerangaben benutzt. Es wurde die Tischzentrifuge
,Sigma 112" (Laborzentrifugen GmbH, Osterode/Harz) genutzt. Die Konzentration
der RNA wurde bei einer Wellenlange von A=260 nm UV-photometrisch

(,GeneQuant II*, Amersham Pharmacia Biotech, Piscataway, USA) bestimmt.

2.2.9 Agarosegelelektrophorese zur RNA-Analyse

15 ug RNA wurden mit dem 0,1-fachen Volumen 3 M Natriumacetat pH 5,2 und dem
auf das entstandene Volumen bezogenen 2,5-fachen Volumen Ethanol absolut UN
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bei ca. -80°C gefallt. Das durch Zentrifugation (mindestens 15 min/14.000 rpm/4 °C,
Eppendorf-Tischzentrifuge ,5417R") entstandene RNA-Pellet wurde in 20 ul RNA-
Probenpuffer aufgenommen und 45 bis 60 min lang bei 63°C unter kraftigem
Schitteln (,Thermomixer compact®, Eppendorf, Hamburg) und mehrmaligem
Vortexen und Abzentrifugieren bei RT (Tischzentrifuge ,Sigma 112% Laborzentri-
fugen GmbH, Osterode/Harz) denaturiert. Die RNA wurde in einem 1%-Agarosegel
fir Northern blot aufgetrennt. Die Agarose wurde in 218 ml (Endvolumen 250 ml)
bzw. in 70 ml (Endvolumen 80 ml) DEPC-behandeltem A. bidest. aufgekocht, unter
Rahren auf 60°C abgekihlt und vor dem GieBen mit 25 ml bzw. 8 ml 10x MOPS und
7,5 ml bzw. 2,4 ml Formaldehyd (pH 4,0) versetzt. Die gelelektrophoretische
Auftrennung erfolgte 3 h lang in 1x MOPS-Laufpuffer in einer Gelkammer mit den
Abmessungen 6,5 cm x 9 cm bei ca. 100 V (Biometra, Géttingen) oder in einer

groBen Gelkammer mit den Abmessungen 16 cm x 30 cm bei ca. 125 V.

2.3 Klonierungen

2.3.1 Umklonierung von drei DYRK1B-SpleiBvarianten

Zur Erzeugung von Retroviren, die die cDNAs der SpleiBvarianten DYRK1B-p65,
-p69 bzw. -p75 der humanen Proteinkinase DYRK1B (Leder et al., 2003) tragen, war
die Klonierung dieser cDNAs in die ,multiple cloning site“ (MCS) des retroviralen
Vektors pWZL-neo® erforderlich. Er wurde unserer Arbeitsgruppe freundlicherweise
von Herrn Dr. Andreas Barthel zur Verfiigung gestellt.

Aus dem Plasmid pGEX-2TK-hDyrk1B short (Leder et al., 1999) wurde die cDNA der
humanen DYRK1B-p65, einer SpleiBvariante von DYRK1B-p69, der die Basenpaare
1.376 bis 1.495 fehlen, mit BamHI und EcoRI herausgeschnitten und in den zuvor mit
BamH| und Munl verdauten Vektor pWZL-neo kloniert (Abb. 2.1).

8 http://www.stanford.edu/group/nolan/retroviral_systems/retsys.html
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BamH|I
I
---TAGGCGCCGGCCG GATCCACCATGGCCGTCCCA---
M'" A V P
<+— pWZL-neo —> «— DYRK1B-p65 bp 278 bis

—EcoRiHAur—
I
---CAGCCAGCTCGTGA---GAAGCCATAG AATTGAAG---
A S 8589 *
bp 2206 (ohne bp 1376 bis bp 1495) —» <« pWZL-neo—»

Abb. 2.1: Schema von pWZL-neo-DYRK1B-p65
Die intake Restriktionsschnittstelle ist kursiv und unterstrichen dargestellt. *: Stoppcodon.

Die Aminosauresequenz von DYRK1B-p65 steht unterhalb der Nukleotidsequenz.

Aus dem Plasmid pGEX-2TK-hDyrk1B (GenBank®-Nr. Y17999) (Leder et al., 1999)
wurde die cDNA der humanen DYRK1B-p69 mit BamH|l und EcoRl herausge-
schnitten und in den zuvor mit BamH|l und EcoRIl verdauten Vektor pWZL-neo
kloniert (Abb. 2.2).

BamHlI
I
---TAGGCGCCGGCCG GATCCACCATGGCCGTCCCA---
M"A V P
+— pWZL-neo —> «— DYRK1B-p69 bp 278 bis

EcoRl
I
---CAGCCAGCTCGTGA---GAAGCCATAG AATTCACTC---
A S g8+
bp 2206 — < pWZL-neo »

Abb. 2.2: Schema von pWZL-neo-DYRK1B-p69
Intake Restriktionsschnittstellen sind kursiv und unterstrichen dargestellt. *: Stoppcodon.

Die Aminosauresequenz von DYRK1B-p69 steht unterhalb der Nukleotidsequenz.
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Aus dem Plasmid pCMV+-SPORT6-DYRK1B-p75 (GenBank® ,Nucleotide Sequence
Database accession number” AL524061, Research Genetics, Huntsville, USA), das
den gesamten Offenen Leserahmen (ORF) von DYRK1B-p75 (EST aus humanem
Neuroblastom) enthalt, wurde die DYRK1B-p75-cDNA mit EcoRI und Xhol herausge-
schnitten und in den zuvor mit EcoRI und Xhol verdauten Vektor pWZL-neo kloniert.
Vor dem Startcodon befinden sich ca. 10 bp unbekannter Sequenz (Abb. 2.3).

EcoRl —EcoRY-
I I
---GGATCCAG AATTCCCGGGAT---ATGCTGGCCGCTCGCCCA---
M L A A R P
<+pWZL-neo» «pCMV-SPORT6><+— DYRK1B-p75 bp 1 bis

Xhol
I
---GCAGCCAGCTCGTGA---TTCTCAC(A),GGGC---GTATCCC TCGAGATA---
A A S 8889 =
bp 3531 (mit Poly-A-Schwanz) —» < pCMV-SPORT6> *+pWZL-neo—*>

Abb. 2.3: Schema von pWZL-neo-DYRK1B-p75
Intake Restriktionsschnittstellen sind kursiv und unterstrichen dargestellt. *: Stoppcodon.

Die Aminosauresequenz von DYRK1B-p75 steht unterhalb der Nukleotidsequenz.

2.3.2 Klonierung von DYRK1A-Promotorfragmenten

Die drei moéglichen Promotoren des DYRK1A-Gens, d. h. der Bereich vor Exon 1
nach Guimera und Kollegen (1999) (,Exon1G") sowie die Regionen upstream von
den durch 5°-RACE-PCR identifizierten Transkriptionsstarts (TS) A bzw. B, wurden
fir die Klonierung in die MCS des Reportergenvektors pGL3-Basic (Promega, Madi-
son, USA) mittels PCR (Polymerasekettenreaktion) (Mullis et al., 1986) auf genomi-
scher DNA (Template) aus HEK 293-Zellen amplifiziert (Abb. 2.4, Tab. 2.1, Tab. 2.2).
Die Konstrukte pGL3-hDYRK1A-226, -114 und -23 wurden von Frau Ana-Lena
Reiners hergestellt (s. Forschungsbericht dieser Forschungspraktikantin).

Die Promotorkonstrukte wurden folgendermaBen benannt: pGL3-hDYRK1A-(Anzahl
der auf Promotoraktivitdt getesteten Basenpaare upstream von TS B) bzw. pGL3-
hDYRK1A-A oder -B bzw. pGL3-hDYRK1A-Exon1G (827 bp upstream von Exon1G).
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A

Abb. 2.4: Schemata des pGL3-Basic-Reportergenvektors mit DYRK1A-Promotor-Insert und der
in pGL3-Basic klonierten DYRK1A-cDNA-Sequenzen

A: Amp-R: Gen fir Ampicillin-Resistenz; DYRK1A-Prom: Nukleotidsequenz der DYRK1A-Promotor-
region; Nhel bzw. Hindlll: Restriktionsschnittstellen der Enzyme Nhel bzw. Hindlll; luc™: Luciferase-
Gen.

B: TS B: Transkriptionsstart B; schwarze Pfeile: mutmaBliche Transkriptionsstarts (links: TS in
Exon1G, Mitte: TS A, rechts: TS B (+1)); Zahlen: Lange der Inserts in Bezug auf TS B.
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Tab. 2.1: Oligonukleotide zur Klonierung und Sequenzierung der DYRK1A-Promotorkonstrukte

In Klammern sind die laborinternen Bezeichnungen angegeben. Fett gedruckte Buchstaben markie-

ren Basen, die zur Klonierung eingefigt wurden. Unterstrichene Basen sind Erkennungssequenzen

fur die angegebenen Restriktionsenzyme. (Seq.): weiterer Primer zur Sequenzierung; VS: Vorstufe.

. Konstrukt-
Oligonukleotid Sequenz 5’ —s 3° :?gzg_'k' name
(Primer) 9 - enzym | (PGL3-
y hDYRK1A-...)
Exon1G/-VS
PromoEx1G.for AATTGCTAGCTTGGTTGTATAGGTGGAAGC Nhel
- (Exon1Gk/f)
Exon1G-VS
PromoEx1G.rev AATTAAGCTTCAGAGTCTTAATTCGCCTGC Hindlll
(Exon1Gf)
Exon1G
Exon1G.rev AATTAGATCTCAGAGTCTTAATTCGCCTGC Bgll
(Exon1Gk)
BMaPromoD1A.for | AATTGCTAGCTTCGAAGAACCGGCTCCACG
(a.for)
1453 bzw. A
BMaPromoD1Aneu. | ACGTGCTGACGTCCTCCTCC (Seq.) Nhel
(abzw. A)
rev
BM_a_rev_0805 AATTGTGAAGGATAAATTCGGAGC (Seq.)
BMbPromoD1A.for
(b.for) AATTGCTAGCGAACGGAATCTGCCGTTACC Nhel 904 (b)
for
hD1A900forBM
(w.for) AATTGCTAGCGAGGACGTCAGCACGTCAGC Nhel 839 (w)
w.for
D1A-700r (A.rev) TTAAAAGCTTCAACAAAATGGCGAC Hindlll A
hD1A800forBM
(B.for) AATTGCTAGCTAAACCCTTTCGCTTCCCGC Nhel B (x)
for
hD1A700forBM
(y.for) AATTGCTAGCACTGCTGCTGTCGCTGCTGC Nhel 647 (y)
y.for
hD1A600forBM
(2.fo) AATTGCTAGCCCTGCTGCTGCTGTTGGTGC Nhel 541 (2)
z.for
BMcPromoD1A.for
(c.for) AATTGCTAGCGAGTGTCTGTCTGTCTGTGC Nhel 418 (c)
c.for
cD1A400for
(dfor) AATTGCTAGCCGCTGCGCAGGTTCGGAGC Nhel 324 (d)
for
cD1A300for
(e.for) AATTGCTAGCGCCGACGCCGCCCTCTGC Nhel 226 (e)
e.for
cD1A100for
(fon) AATTGCTAGCGCCGCTGGAACCGCGAGC Nhel 114 (f)
for
cD1A100for (g.for) | AATTGCTAGCGCGCTGGCTGCG Nhel 23 (9)
BMPromoD1A.rev ) alle auBer A,
AATTAAGCTTTTCCTCCGGTGAGTCTCAGC Hindlll
(B.rev) Exon1G/-VS
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Die Klonierung von Exon1G in pGL3-Basic startete mit folgendem PCR-Ansatz:
1x Puffer fir ,JumpStart REDAccu Tag™ DNA Polymerase“ (Sigma), 500 pM dNTP,
1 uM PromoEx1G.for, 1 uM PromoEx1G.rev, 36,5 pl A. bidest., 0,125 u ,JumpStart
REDAccu Tag™ DNA Polymerase*” (Sigma), 200 ng genomische DNA aus HEK 293-
Zellen (Tab. 2.1, Tab. 2.2). Aufgrund dreier Hindlll-Restriktionsschnittstellen im Insert
Exon1G konnte keine Klonierung mit Gberhangenden Enden in pGL3-Basic durch-
gefiihrt werden. Stattdessen erhielt das PCR-Produkt mittels ,Sure Clone™ Ligation
Kit“ (Amersham Pharmacia Biotech, Piscataway, USA) glatte Enden und eine
Phosphorylierung am 5°-Ende und wurde nach Aufreinigung nach Herstelleranga-
ben mit der glatte, unphosphorylierte Enden aufweisenden Vektor-DNA (pGL3-Basic)
ligiert. Nach der Transformation kompetenter E.coli DH5a lieferte der Kontrollverdau
der Mini-Praparation mit Hindlll aufgrund der drei im Insert befindlichen Hindlll-
Restriktionsschnittstellen keine Aussage Uber die Orientierung des Exon1G-Inserts
im Vektor pGL3-Basic. Die entsprechende Maxi-Praparation diente als Template
einer neuen PCR (4 ng DNA, Primer-Annealing 1 min/55°C, 35 Zyklen, sonst gleiche
Bedingungen wie zuvor), allerdings mit dem Rickwarts-Primer Exon1G.rev, der eine
Bglll-Schnittstelle statt einer Hindlll-Schnittstelle aufweist. Nun war eine Klonierung
mit Gberhdngenden Enden in pGL3-Basic nach einer Zwischenklonierung in pUC18
mit dem ,Sure Clone™ Ligation Kit“ nach Herstellerangaben méglich (Tab. 2.1,
Tab. 2.2, Abb. 3.1). Nach Blau-WeiB-Selektion (2% X-Gal auf der LBamp-Platte)
wurden Mini-Praparationen durchgefiihrt. Das /nsert wurde mit pGL3-Basic mit
tberhangenden Enden ligiert (Abb. 2.5). Der Kontrollverdau der Mini- und Maxi-
praparation ergab eine korrekte Orientierung des Exon1G-Inserts im Vektor. Das
Konstrukt wurde komplett sequenziert (Tab. 2.3).

Nach obigem Schema — allerdings mit 9% DMSO zusétzlich, da dies das Annealing
der Primer (Oligonukleotide) (Tab. 2.1) bei GC-reichen Nukleotidsequenzen erleich-
tert — wurden die PCRs zur Klonierung von pGL3-hDYRK1A-1453, -904 und -418
durchgefiihrt (Tab. 2.2, Abb. 3.1). Die PCR-Produkte wurden mit dem ,Sure Clone™
Ligation Kit“in pUC18 zwischenkloniert (s. 0., Blau-WeiB-Selektion). Die Konstrukte
pGL3-hDYRK1A-1453 und -418 wurden komplett sequenziert, pGL3-hDYRK1A-904
wurde teilsequenziert (Tab. 2.4). Das auf der cDNA des Konstruktes pGLS-
hDYRK1A-1453 mit -1453.for und A.rev (Tab. 2.1) sowie ebenfalls 9% DMSO
amplifizierte A-Insert wurde auf direktem Weg mit Gberhdngenden Enden mit pGL3-
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Basic ligiert (Tab. 2.2, Abb. 2.6 A, Abb. 3.1). Das Konstrukt pGL3-hDYRK1A-A wurde
komplett sequenziert (Tab. 2.4).

Die mit PCR auf 2,5 ng pGL3-hDYRK1A-1453 mit 9% DMSO und ,7x REDTaq™
ReadyMix™ PCR Reaction Mix With MgCl.“ (Sigma) nach Herstellerangaben amplifi-
zierten restlichen Inserts wurden mittels ,Sure Clone™ Ligation Kit“ in pUC18
zwischenkloniert (s. 0., Blau-WeiB-Selektion) und mit Uberhangenden Enden mit
pGL3-Basic ligiert (Tab. 2.1, Tab. 2.2, pGL3-hDYRK1A-B in Abb. 2.6 B, Abb. 3.1).
Die Konstrukte pGL3-hDYRK1A-B, -226, -114 und -23 wurden komplett sequenziert,
pGL3-hDYRK1A-839, -647, -541 und -324 wurden teilsequenziert (Tab. 2.4). Die
PCRs wurden im ,Thermocycler” (,Primus 96 plus“, MWG Biotech, Ebersberg) durch-
gefihrt. Die erste Denaturierung erfolgte 5 min lang bei 95°C, die Denaturierung
wahrend der Zyklen erfolgte 60 s lang bei 95°C, die End-Elongation 5 min lang bei
72°C, gefolgt von einer Phase unbestimmter Lange bei 4°C. Die Resultate der
Sequenzierungen sind in Tab. 2.3 und Tab. 2.4 dargestellt.

Tab. 2.2: PCR-Bedingungen zur Klonierung der drei mutmaBlichen Promotoren des humanen
DYRK1A-Gens
Angegeben sind die Labor-internen Primer-Bezeichnungen.

, DMSO Annealing
Konstrukt Primer-Paar Template (9%) Elongation (Zyklenzahl)
pGL3-hDYRK1A- PromoEx1G.for %‘?\l”:r;‘:;"he i 60 s 58°C
Exon1G-Vorstufe PromoEx1G.rev HEK 293 60 s 72°C (35)
pGL3-hDYRK1A- PromoEx1G.for ECEOL%G nein 60 s 55°C
Exon1G Exon1G.rev Vorstufe 60 s 72°C (35)
GLs3-
-1453 for/ b . 60 s 55°C
pGL3-hDYRK1A-A Ao r114DFIgRK1A- ja 60 8 72°C (35)
pGL3-hDYRK1A- -1453.for/ %‘?\l”:r;‘:;"he a 60 s 58°C
1453 B.rev HEK 593 J 90 s 72°C (35)
PGL3-hDYRK1A-904 | -904.for/B.rev %?\l”:r;‘:]ss"he a 60 s 58°C
bzw. -418 -418forBrev | i ooo J 60 s 72°C (35)
-839.for/B.rev
B.for/B.rev
PGLENDYRK1AB3, | 2,1 00Per | pGLS: S(()EESS-LDCYS%%J 14
-B, -647, -541, -324, 304 torBray | NDYRKIA- ja D 23)
-226, -114 bzw. -23 226 forBrev | 1493 60 s 72°C (30)
-114 for/B.rev
-23.for/B.rev
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Nhel
I
---ACGCGTG CTAGCTTGGTTGTATAGGTGGAAGCTTG---
<+ pGL3-—>» <«— vor/in Exon1G bp -1954 (TS A) bis
Basic

Balll
+1 (Exon1G) |
---CQCAGGA--GCGAATTAAGACTCTGA GATCTGCGATC---
bp -1071 (TS A) — <«— pGL3-Basic—»

Abb. 2.5: Schema von pGL3-hDYRK1A-Exon1G

Intake Restriktionsschnittstellen sind kursiv und unterstrichen dargestellt;
(TS A): bezieht sich auf TS A.

Nhel

I
---ACGCGTG CTAGCTTCGAAGAACCGGCTCCACGCGC---
<+—pGL3- —> «— bp -681 (TS A) bis
Basic

A Hindlll
+1 (Mdnz) |
---GGTCGGT|;(:GTCGCCATTTTGTTGA AGCTTGGCATT---
bp +17 (TS A) —> «— pGL3-Basic —

Nhel
I

---ACGCGTG CTAGCTAAACCCTTTCGCTTCCCGCCCG---
<«—pGL3- —> «— bp -742 (TS B) bis
Basic

1 (AF108830)

Hindlll
+ +1 (AB015284)
- GGA---GE(:TGAGACTCACCGGAGGAAA AGCTTG---
bp +44 (TS B) — « pGL3- >

Basic

Abb. 2.6: Schemata von pGL3-hDYRK1A-A und pGL3-hDYRK1A-B
Intake Restriktionsschnittstellen sind kursiv und unterstrichen dargestellt;
(TS A): bezieht sich auf TS A; (TS B): bezieht sich auf TS B; AF.../AB...: GenBank®-Nummern.
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Tab. 2.3: Sequenzierungen von pGL3-hDYRK1A-Exon1G und dessen Vorstufe

5 -3

3 -5

Fehler-

Ort / Art des

Konstrukt sequenziert | sequenziert | zahl Fehlers Bemerkungen
Exon1G- * Orientierung
Vorstufe 2562 C statt T, des Inserts

a ja 3 -2393 T fehlend, unklar

Template:

genomische 2375 G statt A * komplett

DNA sequenziert

(HEK 293)

Exoni1G -2562 C statt T, * Insert korrekt
orientiert

Template: ja ja 3 -2393 T fehlend,

Exorﬁ G ' » komplett

-2375 G statt A sequenziert
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Tab. 2.4: Sequenzierungen von pGL3-hDYRK1A-A, -B, der Konstrukte mit beiden Transkrip-

tionsstarts sowie der 5°-Deletionskonstrukte von DYRK1A-Promotor B

553 3 -5 Fehler- Ort [bp] / Art
Konstrukt sequenziert | sequenziert | zahl des Fehlers Bemerkungen
A -1292 T statt C, komplett
Template: ja ja 3 -938 C statt T, se upenziert
-1453 -808 C statt G q
B komplett
Template: ja ja 1 -684 A statt G pett
1453 sequenziert
-1453
Temp lz?te: . . -938 Cstatt T komplett
genomische ja ja 1 .
DNA sequenziert
(HEK 293)
-904
Template: -501 bis TS B nicht
genomische ja nein 1 676 T statt C sequenziert
DNA
(HEK 293)
* am 5’-Ende ca.
sequenziert
Template: ja nein 0 / +-543 bis TS B
1e4mp ate: nicht sequenziert
-1453 - -627/-628 keine
Aussage moglich
647 -301 G fehlend 5'-Ende bis -307
Template: nein ja 1 ich :
1453 nicht sequenziert
541 zwischen -276
Template: nein ja 2 und"-2|7_5hC SI-Ende bis -301
1453 zusatzlich, nicht sequenziert
-11 G fehlend
-418
Template: -179 A statt G, —
genomische ja nein 2 13T c piett
DNA - statt sequenziert
(HEK 293)
324 491 Cstattg, | ~S0kene
. . . . Aussage moglich
Template: nein ja 2 zwischen -9 und | | 5'-Ende bis -220
-1453 -8 T zusétzlich . .
nicht sequenziert
-226
Template: ja nein 0 / komplett.
1453 sequenziert
-114
Template: nein ja 0 / komplett
1453 sequenziert
-23
Template: nein ja 0 / komplett
1453 sequenziert
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2.4 Kultivierung von Saugetier-Zelllinien
2.4.1 Saugetier-Zelllinien

Tab. 2.5: Ubersicht der kultivierten adharenten Zelllinien

Zelllinie Organismus/Gewebe Herkunft
o _ ATCC (CRL-1651),
COS-7 Afrikanische Grine Meerkatze/Niere
Manassas, USA
Prof. H. Jarry,
GT1-7 Maus/Hypothalamus o
Goéttingen
Prof. A. Schiirmann,
HEK 293 Mensch/embryonale Niere
Nuthetal
Dr. A. Barthel,
HelLa Mensch/Zervixkarzinom
Dusseldorf
_ Dr. H. Neye,
INS-1 Ratte/Insulinom (Betazellen) }
Munster
_ Prof. A. Schiirmann,
NIH-3T3 Maus/embryonale Fibroblasten
Nuthetal
Dr. R. Hausmann,
PC-12 Ratte/Phaochromocytom
Aachen
. DSMZ (Acc 465),
PC-3 Mensch/Adenokarzinom der Prostata .
Braunschweig
Mensch/embryonale Niere, Dr. A. Barthel,
Phoenix™ .
,verpackungs-Zelllinie® Dusseldorf
Mensch/Osteosarkom, Prof. K. Vousden,
SAOS-2 Tet-On-System fur E2F1: stabil transfizierter Glasgow
Doxycyclin-responsiver E2F1-Promotor (Bates et al., 1998)

Dariber hinaus wurden mir freundlicherweise native Zelllysate aus HIT-T15-Zellen
(Hamster) und RINm5F-Zellen (Ratte) fir Western blots von Frau Simone Bamberg-
Lemper und Herrn Dr. Paul Hekerman zur Verfligung gestellt.
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2.4.2 Medien und allgemeine Kulturbedingungen

Die adharenten Saugetierzellen wurden in einer wasserdampfgesattigten Atmospha-
re (5% CO,) bei 37°C kultiviert. Die Zellen wurden in 80 cm?-Kulturflaschen (,Nunc-
lon™A-Surface®, NUNC, Roskilde, Danemark) mit 10 ml sterilfiltriertem Zellkultur-
medium gehalten (Tab. 2.6). Das Medium wurde in einem zwei- bis dreitagigen Inter-
vall erneuert. ,DMEM (1x) High Glucose With Sodium Pyruvate and L-Glutamine®,
~RBPMI 1640 (1x) With L-Glutamine®, ,Ham’s F-12 without L-Glutamine®, ,Fetal Calf
Serum (FCS), virus screened” und ,Horse Serum*” wurden von PAA Laboratories
(Linz, Osterreich) bezogen, , Trypsin-EDTA Solution (10x)“ von Gibco BRL (Eggen-
stein) und 2-Mercaptoethanol von Merck (Darmstadt). Allen Zellkulturmedien wurde
1% ,Penicillin/Streptomycin Solution” (Invitrogen, Karlsruhe) zugesetzt.

Tab. 2.6: Ubersicht der verwendeten Zellkulturmedien (Normalmedien)

Zelllinie Zellkulturmedium
cOS.7 +DMEM (1x) High Glucose With Sodium Pyruvate and
L-Glutamine”,10% FCS
GT1-7 +DMEM (1x) High Glucose With Sodium Pyruvate and
L-Glutamine”,10% FCS
HEK 293 +DMEM (1x) High Glucose With Sodium Pyruvate and

L-Glutamine”,10% FCS
HelLa ~RPMI 1640 (1x) With L-Glutamine“,10% FCS
~RPMI 1640 (1x) With L-Glutamine”, 50 uM 2-Mercapto-

INS-1
ethanol, 10 mM HEPES, 1 mM Natriumpyruvat, 10% FCS
NIH-3T3 +DMEM (1x) High Glucose With Sodium Pyruvate and
L-Glutamine”, 10% FCS
PCA2 +DMEM (1x) High Glucose With Sodium Pyruvate and
L-Glutamine®, 10% ,Horse serum”und 5% FCS
PC.3 ~APMI 1640 (1x) With L-Glutamine” mit 44,5% ,Ham’'s F-12
without L-Glutamine”, 10% FCS
_ +DMEM (1x) High Glucose With Sodium Pyruvate and
Phoenix™
L-Glutamine”, 10% FCS
+DMEM (1x) High Glucose With Sodium Pyruvate and
SAOS-2

L-Glutamine”, 10% FCS
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2.4.3 Kryokonservierung

Auftauen

Ein zuvor in flissigem Stickstoff gelagertes Kryokonservierungsrohrchen (NUNC,
Roskilde, Ddnemark) wurde zum Schutz vor Kontaminationen mit Parafilm umklebt
und/oder mit Ethanol 70% desinfiziert, bevor die Zellen einige Minuten lang im
Wasserbad bei 37°C auftauten. AnschlieBend wurden sie in ein 15 ml-Réhrchen
(Sarstedt, Nimbrecht) Gberfiihrt, in 10 ml Kulturmedium aufgenommen und 5 min
lang bei ca. 1.000 rpm/RT in einer Tischzentrifuge (,Sigma 3E-1, Sigma Laborzentri-
fugen GmbH, Osterode/Harz) pelletiert. Die Zellen wurden in 10 ml frischem Kultur-

medium in einer 80 cm?-Kulturflasche ausgest.

Einfrieren (Kryokonservierung)

Zur Aufrechterhaltung méglichst gleicher Versuchsbedingungen wurden Zellen nied-
riger Passagenzahl eingefroren. Nach Waschen mit 10 ml PBS (37°C) wurden die
Zellen mit 1 ml ,Trypsin-EDTA Solution® (1x in PBS; 37°C) vom Boden der Zell-
kulturflasche abgelést und in 10 ml Kulturmedium resuspendiert. Die Zellsuspension
wurde in ein 15 ml-Réhrchen Uberfihrt und 5 min lang bei ca. 1.000 rpm/RT in einer
Tischzentrifuge (,Sigma 3E-1¢, Sigma Laborzentrifugen GmbH, Osterode/Harz)
pelletiert. Der Uberstand wurde abgesaugt und das Zellpellet in 2 ml FCS mit 10%
(v/v) DMSO aufgenommen und resuspendiert. Je 1 ml der Zellsuspension wurde in
ein Kryokonservierungsréhrchen pipettiert. Die Zellen wurden in einem Einfrier-
behalter (,Freezing Container”, Nalgene, Rochester, USA) bei -80°C gelagert und am

nachsten Tag oder nach 2 bis 3 Tagen in flissigen Stickstoff Uberfihrt.

2.4.4 Subkultivierung

Die in Kultur befindlichen Zellen wurden vor Erreichen der Konfluenz passagiert, d. h.
subkultiviert, um eine Kontaktinhibition zu vermeiden. Zur Passagierung wurden die
Zellen einer 80 cm?®-Kulturflasche zunéchst mit 10 ml PBS (37°C) gewaschen, dann
mit 1 ml ,Trypsin-EDTA Solution” (1x) ca. 3 min lang bei 37°C inkubiert. Die Trypsi-
nierung wurde durch Zugabe von 10 ml Kulturmedium gestoppt. Die Zellen wurden
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durch mehrmaliges Hoch- und Herunterpipettieren grindlich resuspendiert. Je nach
gewulnschter Verdinnung wurde ein Teil der Zellsuspension auf neue KulturgefaBe
fir die fortlaufende Kultur oder zur Kryokonservierung verteilt. Sollten Versuche in
Kulturschalen (z. B. 10 cm-Platten oder 6-Well-Platten; NUNC, Roskilde, Danemark)
stattfinden, wurde vor der Aussaat der Zellen die Zellzahl eines Aliquots mit Hilfe
einer Neubauer-Kammer (Engelbrecht, Edermtnde) bestimmt.

2.5 Transfektion von Saugetier-Zelllinien

2.5.1 Transiente Transfektion von Saugetierzellen mit dem ,,FUGENE®6

Transfection Reagent” (Roche Diagnostics Corporation, Mannheim)

Etwa 2 h vor der Transfektion erhielten die Zellen neues Zellkulturmedium.
,FUGENE®6 Transfection Reagent“wurde in serumfreies Medium pipettiert und durch
mehrmaliges, vorsichtiges Klopfen auf den Handballen gemischt. Nach Zugabe der
Plasmid-DNA und vorsichtigem Mischen nach obiger Klopfmethode wurde der
,FUGENE®6 Transfection Reagent“DNA-Komplex (100 il Gesamtvolumen) 35 bis
40 min lang bei RT inkubiert und anschlieBend tropfenweise in das Kulturmedium

des KulturgeféaBes mit den zu transfizierenden Zellen pipettiert.

2.5.2 Stabile Transfektion der Saugetier-Zelllinie NIH-3T3 durch

transgene Retroviren

Prinzip

Retroviren transkribieren ihre RNA nach der Infektion der Wirtszelle mit Hilfe ihrer im
Viruskapsid enthaltenen Reversen Transkriptase in DNA und integrieren diese dann
ins Wirtsgenom. Daher werden sie zur stabilen Transfektion von Zelllinien eingesetzt.
Im pWZL-System werden zur Virenherstellung sogenannte ,Verpackungs-Zelllinien*
(,poackaging cell lines®) benutzt, die bereits einen Teil der Virushillproteine syntheti-
sieren. Nach Transfektion dieser Linien mit dem pWZL-neo-Plasmidkonstrukt werden
die vollstandigen Virionen gebildet, die zusammen mit dem Kulturmediumiberstand
gewonnen werden. Das Plasmid pEGFP-C1 (Clontech Laboratories, Palo Alto, USA)

38



Material und Methoden

wird kotransfiziert, um unter dem Fluoreszenzmikroskop die Transfektionseffizienz
anhand der Expression des ,Enhanced Green Fluorescent Protein“ (EGFP) zu kon-
trollieren. Mit dem virenhaltigen Zellkulturmedium (Uberstand) sind Nagetier-Ziel-
zellen transfizierbar, die aufgrund der durch pWZL-neo vermittelten Neomycin-
resistenz selektioniert werden.

Im Rahmen dieser Arbeit wurde die Maus-Zelllinie NIH-3T3 stabil mittels Retroviren
transfiziert, die die cDNA von DYRK1B-p65, DYRK1B-p69 bzw. DYRK1B-p75 ent-
hielten.

Transfektion der ,,Verpackungs-Zelllinie“ Phoenix™ und Ernte der Retroviren

Die Transfektion der Phoenix™-Zellen erfolgte nach der Calciumphosphatprazipita-
tionsmethode (Graham & van der Eb, 1973). Am Tag vor der Transfektion wurde
eine ca. 80% konfluente Zellpopulation im Verhaltnis 1 : 8 mit Zellkulturmedium ver-
dinnt und in 140 mm-Kulturschalen (NUNC, Roskilde, Ddnemark) ausgeséat. Vier
Stunden vor der Transfektion erfolgte ein Mediumwechsel. Pro Kulturschale wurden
50 pg pWZL-neo-Konstrukt und 200 ng pEGFP-C1 zur Kontrolle der Transfektions-
effizienz eingesetzt. Die DNA wurde mit 366 ul CaCl, [2 M] in einem 15 ml Poly-
styrolrbhrchen (Sarstedt, Nimbrecht) gemischt und mit A. bidest. auf 3 ml aufgefulit.
Zu dem DNA-CaCl,-Gemisch wurden 3 ml 2x HBS tropfenweise zugegeben. An-
schlieBend wurde 25s lang mittels Pipette mit Luft begast und zuletzt durch
Pipettieren grindlich gemischt. Innerhalb von 20 min bildete sich ein Prazipitat, das
als tribe FlUssigkeit in die entsprechende 140 mm-Platte getropft wurde. Am
nachsten Tag erhielten die Zellen frisches Kulturmedium. Die Transfektionseffizienz
wurde anhand der EGFP-Expression mikroskopisch kontrolliert. Da die Virionen bei
32°C stabiler als bei 37°C sein sollen, wurde ab dem 2. Tag nach der Transfektion
die weitere Inkubation bei 32°C/5% CO. durchgefihrt. Am 3. und 5. Tag nach der
Transfektion wurde jeweils der virenhaltige Zellkulturlberstand abgenommen, Gber
ein 0,45 pM-Filter gegeben, um eventuell im Uberstand befindliche transfizierte
Phoenix™-Zellen zu entfernen, und in sterilen Rdhrchen bei -20°C gelagert. Die
Platten mit den unterschiedlich transfizierten Phoenix™-Zellen wurden mit 20 ml 4°C-
kaltem PBS gewaschen und einer denaturierenden Lyse in ca. 2 ml Lysepuffer

unterzogen, um die Transfektionseffizienz im Western blot zu kontrollieren.
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Infektion von NIH-3T3-Zellen mit Retroviren und Selektion mit Neomycin

NIH-3T3-Zellen wurden in finf ,6-Well-Multidish*-Platten (NUNC, Roskilde, Dane-
mark) so ausgesat, dass sie am Tag der Infektion eine Flache von 30% - 40%
bedeckten (Aussaat von 80.000 Zellen/Well am Vortag). Zur Infektion wurden 10 ml
Retrovirensuspension und 5 ml Normalmedium (10% FCS, 1% ,Penicillin/Strepto-

™« Stammldsung [5 mg/ml A. bidest.] gemischt.

mycin Solution®) mit 15 ul ,,Polybrene
Mit dieser Mischung wurden die Zellen in den Wells Nr. 1 bis 5 der entsprechenden
Platte nach Entfernung des Zellkulturmediums Uberschichtet. Well Nr. 6 diente als
Negativkontrolle und wurde mit 3 ml virusfreiem Zellkulturmedium bedeckt. Am
nachsten Tag wurden die Zellen erneut transfiziert. Die Inkubation der Zellen mit den
virushaltigen Uberstanden erfolgte bei 32°C und 5% CO,. Zur Selektion der
infizierten Zellen wurden die Zellen 10 Tage lang mit 2 mg/ml Neomycin behandelt,
bis in dem Well der Negativkontrolle keine lebenden Zellen mehr mikroskopisch
detektierbar waren. Die stabil transfizierten, Neomycin-resistenten Zellen wurden
subkultiviert und zur weiteren Lagerung in flissigem Stickstoff kryokonserviert. Zur
Subkultivierung wurden die Zellen jedes Wells mit 2 ml PBS (37°C) gewaschen, ca.
15 min lang mit 200 pl , Trypsin-EDTA Solution“ (1x) inkubiert und in 2 ml Neomycin-
haltigem Zellkulturmedium (2 mg/ml Neomycin) grindlich gemischt. Mit Zellkultur-
medium wurde eine 20 ml-Zellsuspension hergestellt, die auf zwei Zellkulturflaschen
aufgeteilt wurde, nachdem je transfizierter Zelllinie 500 ul Zellsuspension abgezweigt
und 30 s lang bei 14.000 rpm/RT (,Sigma 1-13%, Sigma Laborzentrifugen GmbH,
Osterode/Harz) pelletiert wurden. Das Zellpellet wurde mit PBS gewaschen, mit 40 pl
2x LSB/DTT gemischt und nach einer 5-minttigen 96 °C-Denaturierung bei -20°C
gelagert, um spater die Transfektionseffizienz im Western blot zu kontrollieren.

2.6 Isolierung von Proteinen aus Saugetierzelllinien

2.6.1 Kernextrakte

Die Extraktion der Kernproteine aus S&ugetier-Zelllinien erfolgte weitgehend wie in
der Primarliteratur beschrieben (Sadowski & Gilman, 1993). Dazu wurden die nahezu

konfluent gewachsenen Zellen auf Eis nach folgendem Schema gewaschen: 1x mit
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kaltem PBS, 1x mit PBS + V + F und 1x mit Hypotonischem Puffer (mit Zuséatzen).
Die Zellen wurden daraufhin in 500 pl Hypotonischem Puffer (mit Zusatzen) + NP-40
abgeschabt und in kalte MikroreaktionsgefaBe Uberfithrt. Die Uberstande mit
Membranen und Cytosol wurden nach Zentrifugation (20 s/14.000 rpm/4°C, Eppen-
dorf-Tischzentrifuge ,5417R*") abgenommen und bei -80°C zwecks spaterer Kontrolle
im Western blot gelagert. Das Pellet mit Zellkernen wurde in 150 ul (oder weniger)
Hochsalz-Puffer (mit Zuséatzen) resuspendiert und 30 min lang bei 4°C im Uberkopf-
rotator (,Reax 2%, Heidolph, Schwabach) inkubiert. Durch den Hochsalz-Puffer (mit
Zuséatzen) wurden die Kerne aufgeschlossen und die Kernproteine in Lésung
gebracht. Unerwilinschte Zellfragmente wurden durch Zentrifugation (20 min/12.000
rpm/4°C, Eppendorf-Tischzentrifuge ,5417R*) als Pellet entfernt. Der Uberstand, der
den Kernextrakt darstellt, wurde in kalten MikroreaktionsgefaBen aliquotiert und bei
-80°C gelagert.

2.6.2 Denaturierende Lyse (,,SDS-Lyse*)

Denaturierende Lysebedingungen verhindern Dephosphorylierung durch Phosphata-
sen sowie eine nachtragliche Phosphorylierung durch Kinasen im Lysat. Zur Ex-
pressionsanalyse von DYRK1B und DYRK1A in verschiedenen Zelllinien wurde die
Zellkulturplatte nach Entfernung des Zellkulturmediums mit kaltem PBS gewaschen.
Die Zellen wurden auf Eis mit 1 ml (10 cm-Platte), 0,5 ml (6 cm-Platte) bzw. 200 pl
(6-Well) kochendem Lysepuffer flr denaturierende Lyse benetzt, abgeschabt und in
einem MikroreaktionsgeféaB 5 min lang im Wasserbad gekocht. AnschlieBend wurde
das Lysat 30 s lang mit Ultraschall (ca. 60% Output, ,Sonifier 450, Branson Ultra-
sonics, Danbury, USA) behandelt und nach Entfernung unléslicher Bestandteile
mittels Zentrifugation (ca. 2 min/Héchstgeschwindigkeit/RT, ,Sigma 112“, Sigma
Laborzentrifugen GmbH, Osterode/Harz) bis zum Gebrauch bei -20°C gelagert.

2.6.3 Native Lyse

Saugetierzellen in 6 cm- bzw. 10 cm-Platten (NUNC, Roskilde, Danemark), die z. T.

transient transfiziert worden waren, wurden vor einer Immunprazipitation mit an-
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schlieBendem Immunkomplex-Kinase-Assay nativ lysiert. Das Medium wurde abge-
saugt, die Zellen 2-mal mit kaltem PBS + V gewaschen und schlieBlich in 0,5 ml bzw.
1 ml Lysepuffer flr native Lyse nach 5 min Inkubation auf Eis abgeschabt. Die
Zellsuspension wurde in ein Mikroreaktionsgefa3 tGberfihrt und 3-mal 15 s lang mit
Ultraschall (ca. 60% Output, ,Sonifier 450, Branson Ultrasonics, Danbury, USA)
behandelt. Zelltrimmer wurden durch Zentrifugation (10 min/14.000 rpm/4°C, Eppen-
dorf-Tischzentrifuge ,5417R*) abgetrennt. Der Uberstand stellte das native Lysat dar.

2.7 Immunprazipitation

Nach der nativen Lyse wurde das Lysat (mindestens 250 ug Gesamtprotein) mit 1 pl
DYRK1B-Praimmunserum (Kaninchen 8228, letzte Blutung, 2000) bzw. mit 1 pl
DYRK1B-Antiserum (Kaninchen 8228, letzte Blutung, 2000) versetzt und nach kur-
zem Vortexen 1 bis 1,5 h lang auf Eis inkubiert. AnschlieBend wurden die entspre-
chenden Immunkomplexe an 30 ul ProteinA-Sepharose® tiber Nacht im Uberkopf-
rotator (Stufe 2,5) bei 4°C gebunden. Nach einer 5-minltigen Zentrifugation (14.000
rpm/4°C, Eppendorf-Tischzentrifuge ,5417R“) wurde der Uberstand vorsichtig ab-
genommen und verworfen. Das Sepharose-Immunkomplex-Pellet wurde zweimal mit
1 ml kaltem Waschpuffer mit 0,1% (w/v) NP-40 und zweimal mit Waschpuffer ohne
NP-40 gewaschen, d. h. 1 min bei 14.000 rpm/4°C (s. 0.) abzentrifugiert. Der Uber-
stand wurde mdoglichst vollstdndig abgehoben. Die an die Sepharose gebundene
Proteinkinase DYRK1B wurde in einem Kinase-Assay eingesetzt.

2.8 Kinase-Assay

Die katalytische Aktivitat von DYRK1B wurde anhand einer in vitro-Phosphorylierung
des synthetischen Peptids DYRKtide (RRRFRPASPLRGPPK) bestimmt, einem opti-
mierten Substrat von DYRK1A (Himpel et al., 2000).

Nach der oben beschriebenen Immunprazipitation wurden 15 pl Substratmix (zuvor
5 min lang bei 30°C in einem Heizblock vorgewarmt) auf das Sepharose-Pellet

pipettiert. Nach 5-sekiindigem Vortexen und 10-seklndiger Zentrifugation (14.000
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rom/RT, ,Sigma 1-13%, Sigma Laborzentrifugen GmbH, Osterode/Harz) wurde der
Reaktionsansatz 10 min lang bei 30°C inkubiert. Die Enzymreaktion wurde abge-
stoppt, indem 3x 4 pl jedes Ansatzes auf Anionenaustauscherpapier (,Whatman
DES81*, Maidstone, UK) pipettiert und die Ansatze entweder bei -20°C zwecks
spaterer Kontrolle im Western blot eingefroren oder direkt denaturiert wurden. Das
Papier wurde 7x in 5% Phosphorsaure gewaschen (1x 15 min, 5x 10 min, 1x 15 min).
Nach kurzen Waschungen in A. bidest. bzw. Ethanol 70% (v/v) wurden die
Anionenaustauscherpapiere 25 min lang bei 60°C getrocknet (Trockenschrank),
bevor der Einbau von %P in DYRKtide in fliissigem Szintillationscocktail (,Ready
Protein*™ Liquid Scintillation Cocktail“, Beckman Instruments, Fullerton, USA) im
Beta-Counter (,LS6000SC*, Beckman, Fullerton, USA) gemessen wurde (Himpel et
al., 2000). Die Reaktionsanséatze (Pellets) wurden in 25 pl 0,5x LSB/DTT denaturiert
(5 min/95°C). Die Reaktionsprodukte wurden in einem 8%-SDS-Polyacrylamidgel
elektrophoretisch aufgetrennt und mittels Western blot auf eine Nitrozellulose-
Membran (Protran®, Schleicher & Schuell, Dassel) transferiert. Nach Ponceau S-
Farbung und Entfarbung durch 2x 10 min 1x TBS wurde die Membran ca. 25 min
lang bei 68°C im Trockenschrank getrocknet und mit Transparentfolie bedeckt. Die
radioaktiven Signale wurden am folgenden Tag auf einem Uber Nacht auf der
Membran exponierten Phosphor-Screen (,Cyclone™ Storage Phosphor Screen*
Packard, Meriden, USA) mit Hilfe des Phosphoimagers (,Storm™ 820 Amersham
Biosciences, Freiburg) in Form eines Autoradiogramms detektiert. AnschlieBend
wurde die Membran 2x in 1x TBS gewaschen und Uber Nacht bei 4°C (Kihlschrank
im Isotopenlabor) in 3% BSA/1x TBS inkubiert (Blocking). Am nachsten Tag wurde
die Western blot-Membran 1 h lang bei RT mit DYRK1B-Antiserum (C-Terminus; s.
S. 57) inkubiert und 2x 10 min lang mit Waschpuffer fir DYRK1B-Western blots
gewaschen. Nach 2x 10 min Absattigung unspezifischer Antikdrper-Bindungsstellen
durch 5% Magermilch/1x TBST erfolgte eine einstlindige Inkubation der Membran mit
sekundarem Anti-Kaninchen-lgG-POD-Antikérper (,,ImmunoPure® Goat Anti-Rabbit
I9G, Fc Fragment Specific, Peroxidase Conjugated®, Pierce, Rockford, USA), der
1 :5.000 mit 5% Magermilch/1x TBST verdinnt wurde. Nach viermaliger Waschung
des Blots mit 1x TBST (jeweils 15 bzw. 30 min lang) wurden die immunprazipitierten
DYRK1B-SpleiBvarianten bzw. GFP-DYRK1B-p69 mittels Peroxidase-vermittelter
Chemilumineszenz auf einem Réntgenfilm detektiert (s. S. 59).
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2.9 DNA-Retardierungs-Assay (EMSA)

Zur Untersuchung der Bindungsfahigkeit des Transkriptionsfaktors CREB (cAMP
Response Element Binding Protein) an DYRK1A-Promotor A wurden DNA-Retardie-
rungs-Assays (Electrophoretic Mobility Shift Assays, EMSAs) mit Kernextrakten aus
unstimulierten oder ca. 30 min lang mit Forskolin [10 uM] stimulierten und zuvor
einen Tag lang serumfrei bzw. serumhaltig gewachsenen PC-12-Zellen durchgeflhrt.
Die Kernextrakte wurden mit **P-markierten, doppelstrangigen DNA-Oligonukleotiden
inkubiert, die die CREB-Konsensussequenz (cAMP Response Element, CRE)
5-TGACGTCA-3", mutiertes CRE 5-TGTGGTCA-3" oder das CRE-Motiv aus
DYRK1A-Promotor A enthielten (Tab. 2.7), und anschlieBend auf ein Polyacrylamid
(PAA)-Gel aufgetragen. Die Sequenz des Oligonukleotides mit CRE stammt von
Promega (Madison, USA), die Sequenz des Oligonukleotides mit mutiertem CRE von

Pharmacia Biotech (Uppsala, Schweden).

Tab. 2.7: Liste der in EMSAs genutzten Oligonukleotide

Oligonukleotid Sequenz 5" — 3’
APr_D1A_BM_for GGCGGGAGGAGGACGTCAGCACGTCAG
APr_D1A_BM_rev CTGACGTGCTGACGTCCTCCTCCCGCC
CRE_BM_for AGAGATTGCCTGACGTCAGAGAGCTAG
CRE_BM_rev CTAGCTCTCTGACGTCAGGCAATCTCT
CREmut_BM_for CAGGTAGATCTGTGGTCAAGAGATGGC
CREmut_BM_rev GCCATCTCTTGACCACAGATCTACCTG

Die Oligonukleotide wurden nach der ,End labeling“Methode markiert. Sie sind so
konstruiert, dass sie zu Doppelstrangen mit glatten Enden hybridisieren (ohne
Uberhénge). Vor dem Retardierungsversuch wurden zunachst die zueinander gehé-
renden einzelstrangigen DNA-Oligonukleotide zu doppelstrangigen Oligonukleotiden
hybridisiert und radioaktiv markiert. Dazu wurden je 30 pl einer wassrigen 2 pmol/ul-
Verdinnung gemischt und 2 min lang in einem Heizblock (,Thermomixer compact,
Eppendorf, Hamburg) bei 95°C inkubiert. Nach Abschalten des Heizblocks wurden
die Oligonukleotide bei einer somit kontinuierlich bis auf RT abnehmenden Tempe-
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ratur inkubiert (Endvolumen: 60 pl, Endkonzentration: 1 pmol/pl). Ca. 10 pmol Oligo-
nukleotid wurden mit , 70x Buffer A“ (fiir Polynukleotidkinase), 90 uCi [y->*P]-ATP und
10 u T4-Polynukleotidkinase (MBI Fermentas, Vilnius, Litauen) in einem Endvolumen
von 20 pl UN bei RT inkubiert. Die markierten Fragmente wurden mit dem ,QIAquick
Nucleotide Removal Kit“ (Qiagen, Hilden) aufgereinigt und jeweils in 50 pl A. bidest.
eluiert. Das 4,5% PAA/Glycerin-Gel fir EMSA wurde bei 175 V einem einstiindigen
Vorlauf in 0,25x TBE unterzogen, um das ungebundene APS herauslaufen zu
lassen. Zur Bindung von CREB wurden 9,5 pl Kernextrakt, der zuvor mit kaltem A.
bidest. 1 : 3 verdinnt wurde, mit 9,5 pl EMSA-Cocktail versetzt und 5 min lang bei
RT inkubiert. Um die Spezifitdt der CREB/DNA-Bindung zu untersuchen, wurde diese
Mischung mit unmarkiertem (,kaltem®) Oligonukleotid im 10-fach oder 100-fach
molaren Uberschuss inkubiert.

Im elektrischen Feld (Elektrophorese) wandern die markierten DNA-Oligonukleotide
zur Anode. lhre Laufgeschwindigkeit ist jedoch verzégert (retardiert), wenn ein
Protein daran bindet, was im Autoradiogramm zu erkennbaren Banden fihrt. Ein
Supershift der retardierten Bande entsteht durch spezifische Bindung eines Anti-
kOrpers an das Protein im Protein/DNA-Komplex (Abb. 2.7).

9,5 ul Kernextrakt (zuvor mit kaltem A. bidest. 1 : 3 verdinnt) aus Forskolin-stimulier-
ten PC-12-Zellen (CREB-Phosphorylierung) wurden mit 9,5 ul EMSA-Cocktail und
polyklonalem P-CREB-spezifischen Antikdrper (2 pl; Upstate, Charlottesville, USA)
oder polyklonalem E2F1-spezifischen Antikérper als Negativkontrolle (3 ul; Active
Motif, Rixensart, Belgien) versetzt und 5 h lang bei 4°C im Uberkopfrotator ,Reax 2"
(Heidolph, Schwabach) inkubiert. Nach Zugabe des Ansatzes zu 1 pl (40.000 cpm,
entsprach ca. 0,1 bis 0,3 ng) radioaktiver Oligonukleotid-DNA wurde das Gemisch
nochmals ca. 20 min lang bei RT inkubiert und mehrere Stunden lang im 4,5%
PAA/Glycerin-Gel fir EMSA aufgetrennt. Die farbigen Banden der ,6x Loading Dye
Solution” (MBI Fermentas, Vilnius, Litauen) in zwei separaten Gelspuren dienten zur

Kontrolle der DNA-Laufstrecke wahrend der Elektrophorese.
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Abb. 2.7: Schema eines EMSAs am Beispiel von CREB

In der ersten Spur des Autoradiogramms befindet sich nur freies, radioaktiv markiertes, doppelstrangi-
ges Oligonukleotid, wohingegen Spur 2 die durch (P-)CREB*-Bindung retardierte DNA-Bande und
Spur 3 die durch Phospho-CREB/Antikérper-Bindung (Supershift) noch starker retardierte DNA-Bande

zeigen.

Nach dem Gellauf (ca. 3,5 h bei 175 V in 0,25x TBE) wurde das Gel 20 min lang bei
RT in Fixierpuffer (10% Methanol, 10% Essigsaure, A. bidest.) inkubiert und an-
schlieBend auf einem dinnen Filterpapier (Schleicher & Schuell, Dassel) unter
Transparentfolie ca. 1 h lang bei ca. 63°C auf dem Geltrockner (Biometra, Géttingen)
getrocknet. Die Auswertung der Daten erfolgte mit Hilfe des Phosphoimagers
(,Storm™ 820“ Amersham Biosciences, Freiburg) nach ein- oder mehrtagiger Expo-
sition eines Phosphor-Screens (,Imaging Plate BAS-MS 2325 Fuji Photo Film,
Kanagawa, Japan).

* phosphoryliertes bzw. unphosphoryliertes CREB
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2.10 Reportergen-Assay, Gesamtproteinbestimmung und Beta-
Galaktosidase-Assay

2.10.1 Reportergen-Assay

Um die 5°-flankierenden Sequenzbereiche von Exon 1 bzw. Exon 2 (Guimera et al.,
1999) des DYRK1A-Gens auf Promotoraktivitat zu untersuchen, wurden die besag-
ten cDNA-Fragmente in den Vektor pGL3-Basic (Promega, Madison, USA) upstream
einer cDNA (Reportergen) kloniert, die das Enzym Firefly (Photinus pyralis)-Lucifera-
se kodiert. Nach transienter Transfektion diverser eukaryotischer Zelllinien mit diesen
Konstrukten wurde das exprimierte Reportergen durch den Umsatz des Substrates
Luciferin im Ro&hrchen-Luminometer (,Lumat LB 9507%, EG&G Berthold, Bad
Wildbad) quantifiziert. Je héher die gemessene Luciferase-Aktivitat ist, desto gréBer
ist die Promotoraktivitat des zu untersuchenden DNA-Bereiches. Es handelt sich um
eine schnelle und sensitive Methode. Zum Einsatz kamen das ,Luciferase Assay
System with Reporter Lysis Buffer” (Promega, Madison, USA) oder das ,Dual-
Luciferase® Reporter Assay System“ (Promega). Bei Einsatz des erstgenannten
Systems wurden die in 6-Wells wachsenden Zellen 1 oder 2 Tage nach der
Transfektion (eventuelle Behandlung mit Chemikalien s. Ergebnisteil) 1x oder 2x mit
kaltem PBS gewaschen und anschlieBend mit 100 ul ,Reporter Lysis Buffer” (1x)
lysiert, indem sie 5 min lang auf Eis schittelnd inkubiert wurden. Die Zellen wurden
abgeschabt und im MikroreaktionsgefaB3 2x 10 s lang gevortext. Nach Zentrifugation
(1 min/14.000 rpm/4°C, Eppendorf-Tischzentrifuge ,5417R*) wurden die Uberstande
(Lysate) auf Eis gelagert und u. a. im Reportergen-Assay eingesetzt. Bei der zweiten
Methode, die fir eine zusatzliche Messung eines weiteren Reportergens zwecks
Bestimmung der Transfektionseffizienz konzipiert ist, wurden die transfizierten Zellen
1x mit PBS (RT) gewaschen und mit 250 pl ,Passive Lysis Buffer* (PLB; minimale
Hintergrundlumineszenz) sofort lysiert und abgeschabt (aktive Lyse). Die
homogenisierte Zellsuspension wurde in ein MikroreaktionsgefaB Gberfihrt und
zentrifugiert (30 s/14.000 rpm/4°C). Von diesen Lysaten wurden 4 pl zu 20 ul
LLuciferase Assay Reagent II” (LAR Il, enthalt u. a. Luciferin) gegeben und durch
Hoch- und Herunterpipettieren gemischt, bevor sie einer 10-sekindigen Messung im
Réhrchen-Luminometer (s. 0.) unterzogen wurden. Die Lysate, die mit Hilfe des
LLuciferase Assay System with Reporter Lysis Buffer-Kits generiert wurden, wurden
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mit dem ,Luciferase Assay Substrate” anstatt mit LAR Il inkubiert, wobei auch hier
Licht (gemessen als Relative Luciferase-Einheiten, RLU) emittiert wurde. Die
Luciferase-Aktivitdt wurde durch Normierung von RLU auf Gesamtprotein (s. u.)
und/oder auf Beta-Galaktosidase (Beta-Galaktosidase-Assay, Transfektionseffizienz,
s. S. 49) erhalten.

Das Promotorkonstrukt der Glukose-6-Phosphatase wurde unserer Arbeitsgruppe
freundlicherweise von Herrn Dr. Dieter Schmoll (Institut fir Medizinische Biochemie

und Molekularbiologie, Universitat Greifswald) zur Verfligung gestellt.

2.10.2 Gesamtproteinbestimmung

Um die Relativen Luciferase-Einheiten (RLU) von Zelllysaten fiir Reportergen-Assays
auf Gesamtprotein zu normieren oder um ein SDS-Polyacrylamidgel nach Gesamt-
proteinangleich der einzelnen Lysate gleichmaBig beladen zu kdnnen, wurde eine
Gesamtproteinbestimmung mit Hilfe des ,BCA Protein Assay Reagent Kits”
durchgefihrt (PIERCE, Rockford, USA). Diese Methode kombiniert die Biuret-Reak-
tion (Reduktion von Cu? zu Cu* durch Protein in alkalischem Milieu) mit der hoch
sensitiven und selektiven kolorimetrischen Detektion von Cu® infolge Chelatisierung
durch Bicinchonsaure (BCA). Der wasserldsliche, purpurfarbene Komplex weist eine
starke Absorption bei A = 562 nm auf. Diese erlaubt eine zuverlassige Quantifizierung
von Gesamtprotein mit ¢ = 0,02 bis 2 mg/ml (fast lineare Konzentrations-(OD-Blank)-
Kurve des BSA-Standards). In je zwei Wells einer 96-Well-Mikrotiterplatte, deren
Kavitaten im unteren Bereich abgerundet sind (Greiner-Bio One, Frickenhausen),
wurden 5 pl Lysat bzw. Leerwert (Lysepuffer) bzw. Negativkontrolle (A. bidest.) bzw.
BSA-Stammldésung mit 100 pl Reaktionsmix (50 Teile Reagenz A, 1 Teil Reagenz B)
30 min lang bei 37°C inkubiert. Danach wurde die Absorption als OD bei A = 595 nm
im Mikrotiterplattenleser (,Lambda E“, MWG, Ebersheim) gemessen. Nach Subtrak-
tion des gemittelten Leerwertes von den einzelnen OD-Werten wurden die Mittel-
werte aus den erhaltenen (OD - Leerwert-)Werten berechnet. Diese Mittelwerte
dienten zur Normierung im Reportergen-Assay (Ahnlichkeit der Mittelwerte als
Kriterium flr eine gleichméaBige Lyse der Zellen in allen Wells) oder zum Angleich der

Gesamtproteinmengen der Lysate fir die SDS-PAGE.
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Wert des Luminometers (RLU)

Gesamtprotein ((OD - Leerwert)-Mittelwert)

Luciferase-Aktivitat =

Zur Signifikanzbestimmung von Verhaltnissen (ratios) von Luciferase-Aktivitdten zu-
einander wurde mit Hilfe der SEM und der Freiheitsgrade (n-1) der gepaarte,
zweiseitige t-Test (Colton, 1974) durchgeflhrt, falls n = 3. Dazu wurde dem t-Wert
((ratio - 1)/SEM) mit Hilfe einer Tabelle (Colton, 1974) der entsprechende p-Wert
(Signifikanz) zugeordnet.

2.10.3 Beta-Galaktosidase-Assay

Neben den Promotorkonstrukten wurde zur Uberpriifung der Transfektionseffizienz
oft der Expressionsvektor pSV-B-Galactosidase (Promega, Madison, USA) kotrans-
fiziert, welcher eine cDNA enthalt, die das bakterielle Enzym Beta-Galaktosidase
kodiert. Dieses Enzym spaltet vom in der ,Reaction Buffer Mixture”des ,Luminescent
f-galactosidase Detection Kit II* (BD Biosciences Clontech, Palo Alto, USA) enthalte-
nen Substrat Galacton-Star einen Galaktosidrest ab, sodass ein Dioxetan-Anion ent-
steht, dessen weiterer Abbau mit Lichtemission einhergeht (Bronstein et al., 1989).
Diese wird binnen 5 s im Rdhrchen-Luminometer (,Lumat LB 9507“, EG&G Berthold,
Bad Wildbad) gemessen, nachdem 4 ul Lysat mit 40 ul ,Reaction Buffer Mixture“1 h
lang bei RT in einem Luminometer-Réhrchen (Sarstedt, Nimbrecht) inkubiert worden
waren. Je groBer die Aktivitadt der exogenen, als interner Standard dienenden Beta-
Galaktosidase, desto mehr Lichtemission, desto héher die Transfektionseffizienz. Im
Gegensatz zur Aktivitat dieses internen Standards wird die Aktivitdt der eukaryoti-
schen (endogenen) Beta-Galaktosidase durch den speziell formulierten ,Reaction
Buffer” unterdrtcki.

Wert des Luminometers (RLU)
Beta-Galaktosidase-Aktivitat

Luciferase-Aktivitat =
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2.11 Northern blot und Arrays
2.11.1 Northern blot

Beim Northern blot wird Gesamt-RNA, die zuvor mittels Agarosegelelektrophorese
aufgetrennt wurde, auf eine Nylonmembran transferiert und fixiert. Mit einer spezifi-
schen, radioaktiv markierten cDNA-Sonde lasst sich eine bestimmte mRNA als
Bande auf einem Phosphor-Screen nachweisen, deren Signalstarke mit dem mRNA-
Gehalt korreliert.

Von der zu untersuchenden Gesamt-RNA wurden 15 pg nach einer ethanolischen
Fallung (-80°C, UN), Pelletierung (1 h/14.000 rpm/4°C) und Denaturierung (ca. 1 h/
ca. 400 rpm/63°C, ,Thermomixer compact”, Eppendorf, Hamburg) in einem de-
naturierenden Agarosegel aufgetrennt. Das anschlieBend auf dem UV-Tisch
(,FLUO_LINK", Biometra, Goéttingen) mit der Kamera ,Herolab E.A.S.Y 429 K*
(Herolab, Wiesloch) aufgenommene Gelfoto (Ethidiumbromidfarbung) diente als
Ladungskontrolle. Die Ubertragung der RNA auf die Nylonmembran ,Hybond™-N+*
(Amersham Pharmacia Biotech, Piscataway, USA) erfolgte durch Kapillar-Blot-
Technik mit 10x SSC als Blotting-Puffer. Nach dem Transfer UN wurde die Nylon-
membran auf dickem Filterpapier (Schleicher & Schuell, Dassel) angetrocknet,
wahrend die beiden durch Ethidiumbromid angefarbten 18 S und 28 S rRNAs (Ratte:
1.874 bp bzw. 4.718 bp, Mensch: 1.868 bp bzw. 5.025 bp; erkennbar an der orangen
Farbung durch interkaliertes Ethidiumbromid) als GréBenmarker mit einem Kugel-
schreiber eingezeichnet wurden. Die Membran wurde 5 min lang in 2x SSC ge-
schwenkt und nochmals auf dickem Filterpapier an der Luft angetrocknet, bevor die
RNA mittels UV-Licht (0,4 J/cm? A =312 nm, ,FLUO_LINK®, Biometra, Géttingen)
kovalent und irreversibel an die Membran gebunden wurde. AnschlieBend wurden
auf der Membran befindliche Salze durch 5-minltiges Schiitteln in A. bidest. entfernt.
Die Membran wurde an der Luft getrocknet und bis zur Hybridisierung trocken und
lichtgeschutzt zwischen zwei dicken Filterpapieren aufbewahrt.

2.11.2 Radioaktive Markierung von cDNA-Sonden mit 3P

Bei der DYRK1A-Sonde handelte es sich um eine HA-hDYRK1A-cDNA von Frau

Ménica Alvarez (Centre de Regulacié Genomica-CRG, Barcelona, Spanien), die mit
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EcoRI verdaut und durch Agarosegelelektrophorese/Gelextraktion gereinigt wurde
(Datenbank-Zugangsnummer NM_001396, EcoRI-Restriktionsschnittstellen am 5°-
Ende und ca. 1.475 bp downstream). Die rGAPDH-Sonde (ca. 1.400 bp) und die
hDHFR-Sonde (ca. 700 bp, RZPD, IMAG p958M043025Q2) wurden mir freund-
licherweise von Herrn Dr. Paul Hekerman zur Verfligung gestellit.

Die radioaktive Markierung von cDNA-Fragmenten mit [a-SZP]-dCTP erfolgte nach
dem Verfahren des ,Random primed labeling” (Feinberg & Vogelstein, 1983). 35 bis
50 ng cDNA wurden mit 0,4 bis 1,0 ug Hexanukleotid-Primer (Amersham Pharmacia
Biotech, Piscataway, USA) gemischt. Die DNA wurde 10 min lang bei 100°C im
Wasserkocher oder bei 98°C im ,Thermomixer® denaturiert, 5 bis 10 min lang auf Eis
inkubiert und abzentrifugiert (,Sigma 112%, Sigma Laborzentrifugen GmbH, Ostero-
de/Harz). Nach Zugabe von ca. 40 - 70 pCi [a-*2P]-dCTP, 5 u ,Klenow-Fragment,
exo “ (MBI Fermentas, Vilnius, Litauen) und 1x OLB fir dCTP erfolgte nach kurzem
Vortexen die Synthese des neuen, komplementaren cDNA-Stranges UN bei RT.
AnschlieBend wurde die markierte cDNA mit Hilfe des ,Nucleotide Removal Kits*
(Qiagen, Hilden) aufgereinigt und mit 200 pl ,EB*Puffer von der S&ule eluiert. Die
Markierungseffizienz wurde durch Messung eines 1 pl-Aliquots im Beta-Counter
(,LLS6000SC*, Beckman, Fullerton, USA) bestimmt. Laut Herstellerangaben sollte die
Sonde fiir die Array-Hybridisierung eine Gesamtaktivitat von 10 bis 20 x 10° cpm

besitzen. Dieses Kriterium wurde erfullt.

2.11.3 Hybridisierung und Waschung von Arrays und Northern blots

,,Cancer Profiling Array I und ,,Cancer Cell Line Profiling Array”
(BD Biosciences Clontech, Palo Alto, USA):

Der ,,Cancer Profiling Array I“ beinhaltet neben Positivkontrollen (humane Krebszell-
linien) und Negativkontrollen (z. B. E. coli-DNA) 241 cDNA-Paare aus Gesamt-RNA
verschiedener humaner Gewebetypen, wobei jedes Paar die cDNAs aus Tumorge-
webe (T) und aus normalem Gewebe (N) eines einzelnen Patienten repréasentiert.
Die Normierung seitens des Herstellers erfolgte gegen vier Housekeeping-Gene.

Auf dem ,Cancer Cell Line Profiling Array” befinden sich neben den Negativkontrol-
len (z. B. E. coli-DNA) und Ubiquitin-cDNA die gegen zwei Housekeeping-Gene nor-
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mierten Gesamt-cDNAs 26 verschiedener humaner Tumorzelllinien, von denen jede
Linie wiederum zuvor 26 unterschiedlichen Behandlungen unterzogen wurde: Hitze-
schock, UV- oder Gamma-Strahlung, oxidativem Stress (Wasserstoffperoxid),
Serumarmut (0,5% FCS) oder Chemotherapeutika (z. B. 5-Fluorouracil). In der
zweiten Spalte wurde jeweils die Kontroll-Gesamt-cDNA der entsprechenden unbe-
handelten Zelllinie aufgetragen. Die 48 h-Dosis des jeweiligen Chemotherapeutikums
bzw. die Zeit des Hitzeschocks (44°C) oder der UV-Strahlung, die eine 50%-ige
Wachstumshemmung (ICso) bewirkt, wurde vom Hersteller in einem MTT-Assay fir
jede Zelllinie ermittelt und angewendet.

Die mit A. bidest. angefeuchteten Arrays wurden ca. 1 h (,Cancer Profiling Array I
bzw. 0,5 h (,Cancer Cell Line Profiling Array) lang bei 68°C im Hybridisierungsofen
(,Shake 'n” Stack®, Thermo Hybaid, Ashford, UK) auf einer Gaze in einer sich
drehenden Réhre (Biometra, Géttingen) mit 10 bzw. 5 ml ,BD ExpressHyb Hybridi-
zation Solution/0,01% (w/v) DNA (,MB grade®) aus Fischsperma (bereits geschert
und denaturiert) prahybridisiert. Die cDNA-Sonde wurde mit 100 bis 150 ug DNA aus
Fischsperma (s. 0.) gemischt, die zur Abséattigung unspezifischer Bindungsstellen auf
der Membran diente, 5 min lang im Wasserkocher aufgekocht und 2 bis 4 min lang
auf Eis inkubiert, bevor die Array-Membranen damit in 5 bis 6 ml ,BD ExpressHyb
Hybridization Solution/0,01% (w/v) DNA (,MB grade) aus Fischsperma (s. 0.) UN
bei 68°C (bzw. 42 °C bei GAPDH-Sonde auf ,Cancer Profiling Array I*) im Hybridisie-
rungsofen (s. 0.) hybridisiert wurden (ca. 3 x 108 cpm/ml Hybridisierungslésung). Die
Arrays wurden nach Entnahme der Hybridisierungslésung bei 68°C in der Réhre 30
min lang mit 12 bzw. 15 ml Waschlésung 1 (2x SSC/0,5% SDS (w/v)) sowie 1 h bzw.
30 min lang und erneut 30 min lang mit ca. 100 ml Waschlésung 1 gewaschen. Es
folgte eine 30-minltige Waschung mit Waschlésung 1 bei 60 bzw. 50°C in einer
Metallschale im schittelnden Wasserbad (,SW-21C*, Julabo Labortechnik GmbH,
Seelbach) und eine 30-mindtige Waschung mit Waschlésung 2 (0,2x SSC/0,5% SDS
(w/v)) unter denselben Bedingungen. AnschlieBend wurde die Membran 5 min lang
bei RT in 2x SSC geschuttelt, um SDS-Reste zu entfernen. Bei einer mit dem
Geigerzahler (,LB 1210 B*, Berthold) gemessenen Aktivitdt der Membran von ca.
10 s wurde sie in Transparentfolie gelegt und mit Klebeband in einer Réntgen-
kassette befestigt, bevor ein Phosphor-Screen (,Cyclone™ Storage Phosphor
Screen*®, Packard, Meriden, USA bzw. ,Imaging Plate BAS-MS 2325*, Fuji Photo
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Film, Japan) aufgelegt wurde (RT), der nach einigen Tagen mit dem Phosphoimager

(s. 0.) gescannt wurde.

Northern blots:

Die mit A. bidest. angefeuchtete Northern blot-Membran wurde mit 12 ml Northern
blot-(Pra-)Hybridisierungspuffer auf einer Gaze in einer Réhre (Biometra, Gottingen)
ca. 4,5 h bei 42°C im Hybridisierungsofen (,Shake 'n” Stack®, Thermo Hybaid, Ash-
ford, UK) prahybridisiert. Die cDNA-Sonde wurde 10 min lang im Wasserkocher
aufgekocht und nach zehnminutiger Inkubation auf Eis mit 11 ml Northern blot-(Pra)-
Hybridisierungspuffer gemischt. Nach Entnahme von etwa 11 ml der Prahybridi-
sierungslésung aus der Rohre erfolgte die Hybridisierung der cDNA-Sonde mit der
entsprechenden mRNA in einem Endvolumen von ca. 12 ml bei 42°C UN im Hybridi-
sierungsofen (s. 0.). Der Northern blot wurde nach Entnahme der Hybridisierungs-
l6sung ca. 10 min lang mit 15 ml 2x SSC/0,1% SDS (w/v) bei 42°C in der Rdéhre
gewaschen. Daran schlossen sich zwei 20-minutige Waschungen mit 0,8x SSC/0,1%
SDS (w/v) bei 55°C in einer Metallschale im schiittelnden Wasserbad an. Nach einer
20-minGtigen Waschung mit 0,3x SSC/0,1% SDS (w/v) unter denselben Be-
dingungen wurde die Membran bei einer mit dem Geigerzahler (,LB 1210 B*,
Berthold) gemessenen Aktivitdt von ca. 10 s in Transparentfolie gelegt und mit
Klebeband in einer Rontgenkassette fixiert. Ein Phosphor-Screen (s. 0.) wurde bei
RT einige Tage lang bis zur Detektion mit Hilfe des Phosphoimagers (s. 0.) auf der

Membran exponiert.

2.11.4 Quantitative Auswertung von Northern blot-Hybridisierungen

Die elektronische Auswertung der Northern blot-Hybridisierungen wurde mit Hilfe der
Software ,AIDA Advanced Image Data Analyzer” (Raytest, Straubenhardt) durchge-
fuhrt. Die Signalstarke jeder Bande wurde (ber die Flache integriert. Nachdem
automatisch von diesen Werten die Hintergrundwerte (Intensitaten der ober- und
unterhalb einer Bande gelegenen Bereiche) subtrahiert worden waren, wurden die so
bestimmten mRNA-Mengen auf den Mittelwert der mRNA-Mengen der unbehandel-
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ten Zellen bezogen und im Diagramm semilogarithmisch gegen die Dauer der Aktino-
mycin D-Behandlung aufgetragen.

2.12 RNA-Interferenz

Zur selektiven Hemmung der Genexpression von TP53 ° wurden doppelstringige
RNA-Molekile (siRNA, ,short interfering RNA®) in HelLa-Zellen (TP53 +/+) einge-
bracht. Hierzu wurde das ,SignalSilence™ p53 siRNA Kit (Human Specific) (Cell
Signaling Technology, Danvers, USA) benutzt (Abb. 2.8). Zur Visualisierung der
Transfektionseffizienz mittels Fluoreszenzmikroskopie und zum Nachweis der
Spezifitdt der TP53-siRNA wurden Zellen in separaten Wells mit Fluorescein-
konjugierter ,SignalSilence™ Control siRNA“ transfiziert, einer nicht-zielgerichteten,
doppelstrangigen RNA (Negativkontrolle).

Abb. 2.8: Schema der RNA-Interferenz
RISC: RNA-Induced Silencing Complex.

® Gen, das p53 kodiert
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Es wurden 80.000 bzw. 100.000 HelLa-Zellen/ml Normalmedium nach Angaben des
Herstellers in zwei 12-Well-Platten (NUNC, Roskilde, Danemark) ausgesat. Am
nachsten Tag wurden die zu ca. 60% konfluenten Zellen mit 500 pul Normalmedium
versorgt. In einem MikroreaktionsgefaB3 wurden 100 pl serumfreies Medium mit 2 pl
Transfektionsreagenz versetzt. Nach Mischung durch Herauf- und Herunterpipettie-
ren wurde der Ansatz 5 min lang bei RT inkubiert, bevor die TP53-siRNA (in einer
Endkonzentration von 50 nM oder 100 nM) bzw. die Kontroll-siRNA (in einer
Endkonzentration von 100 nM) zugegeben und durch Herauf- und Herunterpipettie-
ren gemischt wurden. Nach einer 5-minutigen Inkubation bei RT wurden 100 ul der
jeweiligen Mischung in die entsprechenden Wells gegeben und durch mehrmaliges
+<Achtenfahren” und anschlieBendes 1-minttiges Schitteln bei ca. 200 rpm (Schittler
»Swip“, Firma Edmund Buihler) mit dem Normalmedium auf den Zellen gemischt. Die
weiteren Versuchsbedingungen im Falle der 5-FU-Behandlung sind dem Ergebnisteil
zu entnehmen.

Am Tag nach der Transfektion wurde das Zellkulturmedium erneuert und die
Transfektionseffizienz anhand der mit Fluorescein gekoppelten Kontroll-siRNA
transfizierten HelLa-Zellen mit Hilfe des Fluoreszenzmikroskops (,Axiovert 200 M,
Zeiss, Gottingen; Exzitationswellenldange A = 470 nm, Filter 470/40) Gberprift. Min-
destens 70% der fast konfluent gewachsenen Zellen wurden transfiziert. Daraufhin
wurden die Zellen auf der ersten Platte lysiert: nach zweimaliger Waschung mit
kaltem PBS (1 ml/Well) wurden die Zellen in 50 ul 1x LSB/DTT abgeschabt, in
MikroreaktionsgefaBen auf Eis gelagert und 15s lang mit Ultraschall behandelt.
Nach 5-mindtiger Denaturierung bei 95 bzw. 97°C wurden die Lysate auf Eis
gelagert, 5 min lang zentrifugiert (14.000 rpm/4°C, Eppendorf-Tischzentrifuge
,D417R") und bei -20°C eingefroren. Zwei Tage nach der Transfektion erfolgte die
Lyse der Hela-Zellen auf der zweiten Platte analog zum Vortag. Die Zelllysate
wurden per SDS-PAGE aufgetrennt und im Western blot analysiert (s. S. 56 - 58).
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2.13 Western blot und immunchemische Detektion von Proteinen

2.13.1 Western blot

Die zu untersuchenden Proteine wurden zunachst mittels SDS-Polyacrylamidgel-
elektrophorese (SDS-PAGE) aufgetrennt. Das SDS-Polyacrylamid-Gel bestand aus
einem Sammelgel (oben) und einem Trenngel (unten). Bei einer ,8%-SDS-PAGE"
enthalt das Trenngel 8% Acrylamid, bei einer ,10%-SDS-PAGE*" analog dazu 10%
Acrylamid. Die Proben wurden in Gegenwart von 0,4x LSB ohne SDS/mit DTT
(»,SDS-Lysate“) bzw. 0,5x LSB/DTT (Lysate ohne SDS, z. B. Kernextrakte) 3 bis 5
min lang bei 95°C im Heizblock (,Thermomixer compact”, Eppendorf, Hamburg)
denaturiert, auf Eis abgekuhlt, kurz abzentrifugiert (,Sigma 112“ Laborzentrifugen
GmbH, Osterode/Harz) und auf das Gel aufgetragen. Der Gellauf erfolgte in 1x Elek-
trodenpuffer bei 10 mA (Sammelgel) bzw. 20 mA (Trenngel) in einer Gelkammer
(Biometra, Gottingen), bis die blau gefarbte Front herauslief. Fir die Detektion von
kleinen Proteinen mit Massen von ca. 20 kDa wurde die Elektrophorese etwas friiher
gestoppt. Der Transfer aufgetrennter Proteine aus dem SDS-Polyacrylamid-Gel auf
eine Nitrozellulose-Membran (Protran®, Schleicher & Schuell, Dassel) erfolgte im
Tankblot-Verfahren (,Tankblot TE 22 Mighty Small™ Transphor*, Hoefer Scientific
Instruments, San Francisco, USA). Die Membran wurde zu Beginn kurz in Transfer-
puffer aquilibriert. Die Transfereinheit wurde wie folgt zusammengebaut (von
Kathode zu Anode): ein dicker und ein diinner Schwamm, ein dickes Filterpapier
(Schleicher & Schuell, Dassel), ein diinnes Filterpapier (s. 0.), das Gel, die blasenfrei
aufgelegte Membran, ein dinnes und ein dickes Filterpapier, ein dinner und ein
dicker Schwamm. Geblottet wurde 2 h lang in der mit Transferpuffer gefillten
Apparatur unter Wasserkihlung bei 200 mA. Die transferierten Proteine wurden
mehrere Minuten lang mit Ponceau S-Farbelésung angefarbt. Nach Entfarbung durch
kaltes Wasser wurde die Laufhéhe der Standardproteine mit einem Kugelschreiber
eingezeichnet. Die mit Ponceau S geférbte Nitrozellulosemembran wurde durch
kurzes Schitteln in 1x TBS entfarbt. Zur Abséattigung unspezifischer Antikérper-
Bindungsstellen wurde die Membran ca. 1 h lang bei RT in Blocking-Losung ge-

schwenkt (Wipptisch ,Polymax 1040% Heidolph, Schwabach).
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Der Nachweis spezifischer Proteine in Kernextrakten, Zelllysaten oder Immun-
prazipitaten wurde immunchemisch mittels Antikérpern (Tab. 2.8) und Peroxidase-

vermittelter Chemilumineszenz gefihrt (s. S. 58 - 59).

Tab. 2.8: Liste der Antikérper fiir Western blot-Hybridisierungen

Ver-
Antikorper Quelle Zielorganismus .
dinnung
Aktin (monoklonal) Sigma Maus 1:10.000
Transduction
DYRK1A (monoklonal) Laboratories, Lexington, Maus 1:250
USA
DYRK1B-CT (polyklonal) BioScience, Géttingen Kaninchen 1:5.000
Cell Signaling Technology, .
E2F1 (polyklonal) Kaninchen 1:1.000
Danvers, USA
p21 Waf1/Cip1 . _
Cell Signaling Technology Maus 1:1.000
(monoklonal)
p42 MAPK (monoklonal) Cell Signaling Technology Maus 1:1.000
p53 (polyklonal) Cell Signaling Technology Kaninchen 1:1.000
Phospho-CREB (Ser133) Upstate, Charlottesville, _
Kaninchen 1:1.000
(polyklonal) USA
Phospho-Rb (Ser807/811) . _ _
Cell Signaling Technology Kaninchen 1:1.000
(polyklonal)

Der DYRK1A-Antikérper (Transduction Laboratories, Lexington, USA) bindet an die
Aminosauren 588 bis 746 der Proteinkinase DYRK1A (Kentrup et al., 1996).

Das DYRK1B-CT-Antiserum wurde im Auftrag unseres Labors von der Firma
BioScience (Goéttingen) hergestellt und erkennt die im C-terminalen Bereich der
Proteinkinase DYRK1B lokalisierten 15 Aminosduren RLGLHGVPQSTAASS. Es
wurden in dieser Arbeit sowohl das Pra-Immunserum (PIS) als auch das Antiserum
(AS) der Endblutung des Kaninchens 8228 eingesetzt.

Die Antikérper wurden mit 1x TBST verdinnt, welches 5% (w/v) BSA (Ausnahmen:
DYRK1A und DYRK1B: 3% (w/v) BSA) und 0,02% (w/v) Natriumazid enthielt, und bei
4°C gelagert.
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2.13.2 Immunchemische Detektion mittels Peroxidase (POD)-vermittelter

Chemilumineszenz

Immunchemische Detektion (auBer DYRK1B):

Nach der Blockade unspezifischer Antikérper-Bindungsstellen durch ca. einstiindige
Inkubation des Western blots mit Blocking-L6sung (RT) erfolgte die Inkubation der
Membran mit primdrem Antikérper UN bei 4°C auf dem Wipptisch (s. 0.). Zur Entfer-
nung Uberschissigen Antikdrpers wurde die Membran dreimal je 5 bis 15 min bei RT
in 1x TBST auf dem Wipptisch (s. 0.) gewaschen, bevor sie 1 h lang auf dem Schitt-
ler (s.o0.) bei RT mit sekundarem Anti-Kaninchen-IgG-POD-Antikérper (,/mmu-
noPure® Goat Anti-Rabbit IgG, Fc Fragment Specific, Peroxidase Conjugated”
Pierce, Rockford, USA) oder mit sekundarem Anti-Maus-lg-POD-Antikérper (,Anti-
Mouse Ig, horseradish peroxidase linked whole antibody (from sheep)®, Amersham
Pharmacia Biotech, Piscataway, USA) in einer Verdinnung von 1 :1.000 bis
1:5.000 in 5% (w/v) Magermilch/1x TBST inkubiert wurde. Die Membran wurde eine
Minute lang in der Detektionsldsung (einer frisch hergestellten Mischung aus den
ECL-Substratkomponenten | und Il) vorsichtig von Hand geschittelt, wodurch die
POD-vermittelte Chemilumineszenz-Reaktion startete. Bei zu schwacher Banden-
intensitat gelang der Nachweis von DYRK1A nur mit dem ,ECL Advance™ Western
Blotting Detection Kit“ nach Herstellerangaben (Amersham Pharmacia Biotech). Die
Chemilumineszenz wurde auf einem auf der Membran exponierten Réntgenfilm
(,Hyperfilm™ MP* Amersham Pharmacia Biotech, Freiburg) oder im ,Luminescent
image analyzer LAS-3000" (Fuji Photo Film, Tokyo, Japan) detektiert. Der Film wurde
mittels Entwickler und Fixierer (s. S. 13) mit Hilfe der Entwicklermaschine ,OPTIMAX
X-Ray Film Processor* (PROTEC Medizintechnik GmbH & Co. KG, Oberstenfeld)
entwickelt und spater mittels Scanner digitalisiert. Die elektronische Auswertung
einiger Western blots wurde mit Hilfe der Software ,AIDA Advanced Image Data
Analyzer” (Raytest, Straubenhardt) durchgefihrt. Wurde danach der Nachweis eines
anderen Proteins angestrebt, erfolgte vor der Inkubation mit dem entsprechenden
Antikdrper eine mindestens einstindige Behandlung der Membran mit 3% (w/v)
BSA/1x TBST zur Absattigung unspezifischer Bindungsstellen.
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Immunchemische Detektion von DYRK1B:

Der Nachweis der in verschiedenen Zelllinien endogenen oder Uberexprimierten
Kinase DYRK1B konnte mittels Peroxidase (POD)-vermittelter Chemilumineszenz
erbracht werden. Die Nitrozellulose-Membran mit den transferierten Proteinen wurde
nach kurzem Anfeuchten mit 1x TBS UN bei 4°C in 3% (w/v) BSA/1x TBST geblockt
und nachfolgend 2 h lang bei RT mit dem DYRK1B-Antiserum inkubiert (Schuttler
»owip“, Firma Edmund Buhler). Zur Entfernung ungebundenen Antikdrpers wurde die
Membran 2x 10 min lang mit Waschpuffer fir DYRK1B-Western blots (mit 1% NP-40
und 0,1% (w/v) SDS; zur Senkung der Intensitat unspezifischer Signale beim Einsatz
des DYRK1B-CT-Antiserums) gewaschen und 2x 10 min lang mit 5% Magermilch/1x
TBST aquilibriert. Es folgte eine halbstlindige Inkubation der Membran mit Anti-
Kaninchen-IgG-POD-Antikérper (,/mmunoPure® Goat Anti-Rabbit IgG, Fc Fragment
Specific, Peroxidase Conjugated”, Pierce, Rockford, USA) in einer Verdiinnung von
1:5.000 in 5% (w/v) Magermilch/1x TBST, bevor sie viermal 15 min lang in 1x TBST
geschwenkt (Wipptisch, s. 0.) wurde. Nach einmintiger Schiittel-Inkubation in oben
beschriebener Detektionslésung wurde die Chemilumineszenz auf einem auf der
Membran exponierten Réntgenfim (,Hyperfilm™ MP“ Amersham Pharmacia Bio-
tech, Freiburg) detektiert (s. 0.).

2.14 Quantifizierung der Lebensfahigkeit von Zellen

Mit dem ,Quick Cell Proliferation Assay Kit” (BioVision, Mountain View, USA) wurde
die Lebensfahigkeit von Zellen schnell und sensitiv quantifiziert. Der Assay basiert
auf der Spaltung des Tetrazoliumsalzes WST-1 zum Formazan durch zellulare
mitochondriale Dehydrogenasen. Je gréBer die Anzahl lebensfahiger Zellen (Prolife-
ration und ,Viabilitat) ist, desto mehr mitochondriale Dehydrogenasen sind aktiv und
desto mehr Formazanfarbstoff wird gebildet, dessen Absorption photometrisch
bestimmt wird. Der Test ist schneller und sensitiver als MTT-basierte Assays.

In mehreren 96-Well- Microtiter®-Platten mit Abdeckplatten, TC, steril“ mit planem
Boden (Greiner Labortechnik, Frickenhausen) wurden in einem Endvolumen von
100 pl NIH-3T3-Zellen, DYRK1B-p69 stabil Gberexprimierende NIH-3T3-Zellen (je
Zelllinie 2.000, 4.000 bzw. 8.000 Zellen pro Well) oder SAOS-2-Zellen (12.000 bzw.
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24.000 Zellen pro Well) ausgeséat. DYRK1B-p75 stabil Gberexprimierende NIH-3T3-
Zellen (20.000 Zellen pro Well) wurden in mehreren 24-Well-Platten (NUNC, Roskil-
de, Danemark) in einem Endvolumen von 500 pl ausgesat. AuBerdem wurden in
separate Wells die Blanks, d. h. Normalmedium bzw. serumfreies DMEM-Medium,
pipettiert. Die genauen Versuchsbedingungen befinden sich im Ergebnisteil. Nach
Zugabe von 10 ul WST-1 (4-(3-(4-lodophenyl)-2-(4-nitrophenyl)-2H-5-tetrazolio)-1,3-
benzol-disulfonat)/ECS (,Electro Coupling Solution®) je 96-Well bzw. 50 ul WST je
24-Well wurde die Platte 1 bis 2,5 h lang bei 37°C/5% CO, inkubiert und danach
1 min lang bei ca. 200 rpm bei RT geschuttelt (Schiittler, s. 0.). Die photometrische
Absorptionsmessung im Mikrotiterplattenleser (,Lambda E*, MWG, Ebersheim)
erfolgte bei einer Wellenlange von A = 450 nm und einer Referenzwellenlange von
A=610 nm.

2.15 Datenbankrecherchen

Die Datenbank-Recherchen wurden mit der HUSAR-Software des Deutschen Krebs-
forschungszentrums (DKFZ, Heidelberg)®, mit PubMed, OMIM, UniGene’, mit
~Human May 2004 (hg17) assembly“ der ,UCSC Genome Bioinformatics Group,
University of Califoria“, Santa Cruz, USA%, mit den CAGE-Datenbanken ,CAGE
primary Database“und ,Promoter Database® und mit der Datenbank JASPAR'™ fiir
die E2F1-Konsensussequenz durchgefihrt. AuBerdem dienten die Datenbanken der
Deutschen Sammlung von Mikroorganismen und Zellkulturen, Abteilung Menschliche
und Tierische Zellkulturen (DSMZ, Braunschweig)'', der ,American Type Culture
Collection“ (ATCC, Manassas, USA)' und des Deutschen Ressourcenzentrums fir
Genomforschung GmbH (RZPD, Berlin)'® der Datenrecherche.

® http://genius.embnet.dkfz-heidelberg.de/

" http://www.ncbi.nlm.nih.gov/

® http:/genome.ucsc.edu/

® http://fantom3.gsc.riken.jp/

"% http://mordor.cgb.ki.se/cgi-bin/jaspar2005/jaspar_db.pl/
" http://www.dsmz.de/

' http://www.lgcpromochem-atcc.com/

' http://www.rzpd.de/
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2.16 CAGE-Tag-Analyse

Die Recherche in den CAGE-Datenbanken des FANTOM-Konsortiums und der
,RIKEN Genome Exploration Research Group and Genome Science Group“* diente
der Kartierung der zahlreichen Transkriptionsstarts des humanen DYRK1A-Gens.

Die systematische Klonierung kurzer Sequenz-Tags der 5°-Enden von cDNAs mit
dem Ziel der High-throughput-Sequenzierung und Identifizierung von Transkriptions-
starts wird als ,,Cap Analysis of Gene Expression” (CAGE) bezeichnet (Kodzius et al.,
2006) (Abb. 3.2). Ein CAGE-Tag ist definiert als 20 bis 21 bp langer cDNA-Sequenz-
abschnitt der Region, die der Cap-Struktur am 5°-Ende eines individuellen mRNA-
Molekiils benachbart ist. Durch die Kartierung von CAGE-Tags in einzigartigen geno-
mischen Regionen werden Transkriptionsstarts identifiziert (CAGE-Tag-Analyse). In
41 unterschiedlichen humanen full-length-cDNA-Bibliotheken wurden insgesamt
5.312.921 Transkriptionsstarts durch CAGE identifiziert (Carninci et al., 2006). Der
5’-Startpunkt eines CAGE-Tags wird CTSS (CAGE-Tag Starting Site) genannt.
CAGE-Tags, die einander auf demselben DNA-Strang Uberlappen, bilden ein Tag-
Cluster (TC) (Carninci et al., 2006).

Zunachst wurde die humane CAGE-,Promoter Database” mit dem Suchbegriff
,DYRK1A" durchsucht. Diese Datenbank (Stand: September 2005, erst 15 Gewebe
mit 3.106.472 CAGE-Tags) stltzte sich auf die genomische Nummerierung ,,Human
May 2004 (hg17) assembly” der ,UCSC Genome Bioinformatics Group® und er-
fasste noch nicht alle humanen Gewebe: z. B. fehlten Herz- und Skelettmuskel. Uber
die TU (,Transcriptional Unit") 1D 723 wurde die TC-Liste angezeigt, die jedem Tag-
Cluster die Anzahl der CTSSs und der darin enthaltenen CAGE-Tags samt Expres-
sionsmuster zuordnet. Uber ein beliebiges dieser TC wurde nach Uberleitung zur
,CAGE primary Database” das entsprechende ,TC Summary” mit einer Liste der im
TC enthaltenen CTSSs angezeigt. Nach Auswahl einer beliebigen CTSS erschien
das entsprechende ,CTSS Summary“ mit der Gewebsverteilung ihrer Tags. Uber den
blau markierten DYRK1A-EST AB015282 (Wang et al., 1998) erschienen schlieBlich
alle DYRK1A-CTSSs mit der Anzahl ihrer CAGE-Tags, ihrer genomischen Position
und ihrer TC-Zugehdrigkeit. Die CTSSs mit der Anzahl ihnrer CAGE-Tags wurden nun
in die genomische DYRK1A-Sequenz eingetragen (Abb. 3.1).

" http://fantom3.gsc.riken.jp/
' http://genome.ucsc.edu/
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3. Ergebnisse

3.1 Lokalisation der DYRK1A-Promotoren

3.1.1 Alternative Transkriptionsstarts des humanen DYRK1A-Gens

Zwei alternative Transkriptionsstarts des humanen DYRK71A-Gens wurden von
Guimera und Kollegen (1999) durch eine Kombination von cDNA-Bibliothek-
Screening und RACE-PCR nachgewiesen. Der Transkriptionsstart der flir Herz und
Skelettmuskel typischen DYRK1A-SpleiBvariante MNBHb liegt im ersten von
Guimera und Kollegen (1999) definierten Exon, welches in der vorliegenden Arbeit
als ,Exon1G" bezeichnet wird. Die ubiquitéar exprimierte DYRK1A-SpleiBvariante
MNBHa (GenBank®-Nr. AF108830) dagegen wird ab dem 1.899 bp downstream vom
Transkriptionsstart in Exon1G gelegenen zweiten Exon (,Exon2G®) transkribiert. In
unserer Arbeitsgruppe wurde mit 5-RACE-PCR mit der ,BD™ Marathon-Ready
cDNA* (BD Biosciences Clontech, USA) der humanen Prostataadenokarzinom-
Zelllinie PC-3 als Template der Transkriptionsstart in Exon2G bestatigt, der im
Folgenden mit TS B (Transkriptionsstart B) bezeichnet wird. Desweiteren wurde ein
alternativer Transkriptionsstart A (TS A) 772 bp upstream vom Transkriptionsstart in
Exon2G identifiziert. In Exon1G dagegen wurde in PC-3-Zellen kein Startpunkt der
Transkription durch RACE-PCR nachgewiesen (Daten nicht gezeigt). In PC-3-Zellen
startet demzufolge die Transkription des DYRK1A-Gens an TS A mit dem nur 17 bp
langen ,Exon 1A* oder — alternativ —an TS B mit dem 72 bp umfassenden ,Exon 1B*
(Abb. 3.1, Abb. 3.3). Das alternative SpleiBen der DYRK1A-Pra-mRNA ist in Abb.
3.44 schematisch dargestellt.

Wang und Kollegen (1998) identifizierten zwei weitere DYRK1A-Transkriptionsstarts
in der hier untersuchten Promotorregion (Abb. 3.1).

AuBerdem starten in der in Abb.3.1 dargestellten DYRK1A-Promotorregion drei ESTs
aus Cerebellum, Endothelzellen bzw. Prostata (Datenbank UniGene). Die groBe
Anzahl und weitldufige Verteilung der Transkriptionsstarts des DYRK1A-Gens wird
anhand der mit CAGE- Tag-Analyse ermittelten Transkriptionsstarts noch deutlicher
(s. S.65-66).
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CAATTTTTAG
TACTTGGGTT
AGAAGGGGTA

AGTTTTGATG
AAGGTGTATA

CAGCACAAGG
CGCCCCGAA%

GCGTGCACTg
ACGCTGGTICT
GCCAGCCTCA
GTCTGGGGCG

GCATTTTCCG

CGCGGACGGT

GCCCGGACCG
CCCGGGTCCC
GCCCGGGGCA
GACGCGGAAG

CGCGCGCGCT
CGGCCGGGAG
CCCCCTTCCC
CCCCTCCcCCC
CGAGCTCCGA
TGGGGACAGA
GAGCAACAGG

CREB

GGA

v v
GATTGACAGT

TGthATAFCG

TGGTTTTTTT
16 1

Yvvy
CCCATTGGAG

GGGGAQ&CT?

T|§éACCCTT
1 B 1
v v
TGAGGCGGGG

CTGCTGTCGC

AC GTC2 CACGT

w 16

181
vvy
ACCGGGTCGG

TCGCTTCCCG

GTGGCGGCGG

TGCTGCTGAT

GTTGTATAGG

Exon1G

CTCTGAATAA
AGTTGACCGT
TCCGAAAGAA
AGCCTGAAAG
GGTITTAGTCA
GTAATTACTT
AGTCTGTGCT
TGTAGCAAGG
TCATGTAGCA
TGTTTATAAG
TTGGTTACGA
TAGTGACTICT
GTATACATTT
CTGGTGGCTC
TTCAAGCCTC

GGGAGAAGCGA

GTTAAGGACA

GAAAAGAAAA CCAGAGAGCT
+1 (DA110201)

GGATTCRATCT
GGTGGGGAGA

CCTGAAAAAG
CGGGCGCCAC
GGGCCGCCGG
CGGCGGTGGC

GCTAGGAGGC

CGCGGCCGCC

CGGTGAGAGC
CGCCCGAAGG

CGCGGGGCGC
2

v
CCCCGGGCCG

GCGGCGGGCG
CAGCCCCTAC
GGGCGAATCA
ATTTATCCTT
GGGGGAGACG

CAGCCGGGGT

A
+1 (Manz)
CGTCGCCA
1 5
v v
CCCGAATAAT

CAACCGCGGC

+1 (Wang, AB015282)
GCGGCCCAG GTCGGCCTCA 37.661.125

- Fortsetzung s. nachste Seite! -

TGGAAGCTTG 37.659.025
GGGGCGCTCT 37.659.075
GGACCTTAAT 37.659.125
CTTTTGCCAG 37.659.175
CAAGCTATTT 37.659.225
GGTTTCTTCC 37.659.275
TTTGACTAAT 37.659.325
AATCTGAATG 37.659.375
ACATTTTTGC 37.659.425
TAGACAGCGG 37.659.475
ATTTTATCTG 37.659.525
ACACTATCAC 37.659.575
GCTGTAAAAT 37.659.625
ATTAAATGCC 37.659.675
TCTACCGATT 37.659.725
GGGAGCTCAC 37.659.775
37.659.825
AGCAGGCGAA 37.659.875
37.659.925
AAAGGGCATT 37.659.975
GGTTGGAAGC 37.660.025
TTTTCATGAT 37.660.075
AAAACCTGGG 37.660.125
GCCCGGCGCA 37.660.175
TCCTCCCCGC 37.660.225
CCGCCAGCCC 37.660.275
GCGCTTCCCG 37.660.325
CCTCCAGGCC 37.660.375
CCGCGGCGCC 37.660.425
CCCCCCGGCG 37.660.475
TAGGGCTGCG 37.660.525
CAGTCGGCGC 37.660.575
ATCGCGCACA 37.660.625
CCTCCCTCGG 37.660.675
CGCGCCCTCC 37.660.725
ACGTGACCT 37.660.775
GAAAGGAGG[z ,37.660.825
CGGCTCGGGG 37.660.875
TTTGCGTTTT 37.660.925
TTTTGTTG[T 37.660.975
3 Ende Promotorfragment A
AATAAAAAGC 37.661.025
GGGGGTATCC 37.661.075
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2 1 1 1

v v v v

-603 GAGAGC%GAC ACCCC(%AG%G GGG%(%EG%GG C_iCG(%CGCCGCZ CGCCGCZTTCT 37.661.175

yv v vV v v

T G CCGCCGGCGA 37.661.225
1

vV Vv v
-503 GCAGG%G?GA CCGGTGTGAG TGCGAGTIGTG TGTGCGAGGG AGCGTGTGCG 37.661.275

v L A /
-553 GCTGCTGCTG TTECIGCTGC T
121

vy
-453 AGGGCGATTG TGCGCGCGAG TGTGCGGGTG TGTGCE&GTG TCTGTCTGTC 37.661.325

-403 TGTGCGGGGA CTCGGGGGCG GGCGGTTCGG GCTCTCCTGG CGGAGGAGCC 37.661.375
................... 1

4
-353 GCCGCCGCCG CCCGGGCCCC GGCGCTTCTL GC(IZTGCGCAGG TTCGGAGCGC 37.661.425
2 1 1

v v v
-303 GCGCCATTTT GTGAGATTITA CAAAATCCTC CTCGGGAAGA AGCCGCCGGC 37.661.475
3 CpG-Insel

v .
-253 AGCAGCCGCC GCTCGGCGCC CGGCCTC CC GACG:CCGCCCE TCTGCGCCGG 37.661.525

G, (Wang, Manz) +1 (DN999925)
-203 GCOGGCCGTG CGGCCCABECC GCCTGGAATC GGGGCCCGGG GACTGCGGTA 37.661.575
E2F1

-153 |TTTGCCGGG AGGGGGCTGT CGCCTCCCCG GCCCCGGGCE CCf?GCTGGAAC 37.661.625

-103 CGCGAGCCGA GGAGAGACTG AGCAGGCIGC GGCGCGGCCA GGZ—\GCCGGAG 37.661.675
9 E2F1 11

V.
-53 CGCCGG GGE GGAGAGAGGC TGCCGBIEGCG CGCTGGCTG CGGAGGCCGC 37.661.725

Guimer a’ 1 8830: Manz +1(Wang, ABO15283/4) +1(DR005900)
-3 GG GG&AGC GCGGG GCCCGAGGCT GAGACTCACC GAGGAZEGCG 37.661.775
Ende der Promotorfragmente (auBer A)

Abb. 3.1: Promotorregion des humanen DYRK1A-Gens

Die genomische DYRK1A-Sequenz wurde aus ,Human May 2004 (hg17) assembly” (UCSC)
Ubernommen. Am rechten Bildrand befindet sich die genomische Nummerierung, am linken Bildrand
die Nummerierung in Bezug auf den Transkriptionsstart B, der mit einem blauen Pfeil markiert ist. Der
Transkriptionsstart A ist mit einem roten Pfeil markiert, die zwei von Wang und Kollegen (1998) identi-
fizierten Startpunkte der Transkription kennzeichnen schwarze Pfeile. Der Start des in Herz und
Skelettmuskel nachgewiesenen Transkriptes MNBHb (Guimera et al., 1999) sowie die Startpunkte der
ESTs mit den GenBank®-Nummern DA110201 (Cerebellum), DN999925 (Endothel) und DR005900
(Prostata) sind ebenfalls mit schwarzen Pfeilen gekennzeichnet. Die Ziffern Uber schwarzen Drei-
ecken (Transkriptionsstartpunkte; CTSSs) reprasentieren die mit Hilfe der CAGE-Datenbanken er-
mittelten CAGE-Tags. Sowohl von Wang und Kollegen (1998; GenBank®-Nummer AB015282) als
auch in der vorliegenden Arbeit (HEK 293-Zellen) wurde zwischen -201 bp und -200 bp ein
zusatzliches Guanosin (G) nachgewiesen, was auf einen Polymorphismus hindeutet. Beginn und
Ende der in Reportergen-Assays charakterisierten Promotorfragmente sind mit grauen Pfeilen in/unter
der Sequenz gekennzeichnet. MutmaBliche TATA- und CAAT-Boxen sind als schwarze Boxen, mut-
maBliche E-Boxen als graue Boxen dargestellt. Der von Yamada und Kollegen (2004) eingesetzte
PCR-forward-Primer zur Charakterisierung der von ihnen als unmethyliert identifizierten CpG-Insel ist
bei -285 bp mit einem schwarzen Pfeil in/unter der Sequenz markiert. Fir TATA-Box-lose Promotoren
typische GC-Boxen, an die der Transkriptionsfaktor SP-1 binden kann, sind mit schwarz gestrichelten
Boxen umrandet. MutmaBliche Bindungsstellen der Transkriptionsfaktoren E2F1 bzw. CREB sind von

violetten Kasten bzw. einem griinen Kasten umgeben.
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3.1.2 CAGE-Tag-Analyse der DYRK1A-Promotorregion

Die CAGE-Datenbanken-Recherche des FANTOM-Konsortiums und der ,RIKEN
Genome Exploration Research Group and Genome Science Group“(s. S. 60) diente
der Kartierung der Transkriptionsstarts des humanen DYRK1A-Gens. Die syste-
matische Klonierung kurzer Sequenz-Tags der 5"-Enden von cDNAs mit dem Ziel der
High-throughput-Sequenzierung und Identifizierung von Transkriptionsstarts wird als
.Cap Analysis of Gene Expression” (CAGE) bezeichnet (Kodzius et al., 2006) (Abb.
3.2 in Anlehnung an Kodzius und Kollegen (2006)). Ein CAGE-Tag ist definiert als 20
bis 21 bp langer cDNA-Sequenzabschnitt der Region, die der Cap-Struktur am
5’-Ende eines individuellen mRNA-Moleklls benachbart ist (Carninci et al., 2006).

Durch die Zuordnung von CAGE-Tags zu eindeutigen genomischen Regionen
(CAGE-Tag-Analyse, s. S. 61) wurden 55 DYRK1A-Transkriptionsstarts innerhalb
der 1.700 bp upstream von TS B identifiziert. Innerhalb der 900 bp-Region upstream
von DYRK1A-TS B starten 105 Transkripte ohne Gewebsspezifitdt an 22 verschie-

denen Positionen, wohingegen nur 30 Transkripte gewebsspezifisch sind (Abb. 3.1).

(AAAAAA)n « reverse Transkription
—
Ny
%@ (AAAAAA), . Selektion der full-length-cDNA
» ssDNA-Freisetzung

H-T + I - Ligation der ssSDNA mit CAGE-Linker

1
|

XmaJl 5Ibp\ Mmel - Zweitstrangsynthese

—— e, + Mmel-Verdau der dsDNA

N
-0
T s

XmaJl 5b, Mmel

%_ e + E . Ligation der dsDNA mit 2. Linker
/ 1\ |
XmaJl 5Ibp Mmel Xmadl

Mmel-PCR

T%

HEH — « PCR-Amplifikation

] i
20 bp-Tag Uni-PCR %

H =% « Freisetzung des CAGE-Tags

1
|

- Konkatemerisierung
« Fraktionierung
| Tag 1 Tag 2 Tag 3 Tag4 | « Klonierung
XmaJl Xmall - Sequenzierung

Abb. 3.2: Schema der Herstellung einer CAGE-Bibliothek

65



Ergebnisse

Von Carninci und Kollegen (2006) werden vier Promotorgruppen hinsichtlich der
CAGE-Tag-Verteilung innerhalb eines Tag-Clusters unterschieden: die ,single
dominant peak class” (SP), die ,general broad distribution class” (BR), die ,broad
distribution with a dominant peak class“ (PB) und die ,bi- or multimodal distribution
class” (MU). Zwei der neun Tag-Cluster innerhalb der 900 bp upstream von
DYRK1A-TS B (Abb. 3.1) liegen nahe bei den durch 5-RACE-PCR in PC-3-Zellen
ermittelten Transkriptionsstarts A bzw. B (Abb. 3.3).

t /

TS A TS B

Abb. 3.3: CAGE-Tag-Verteilung innerhalb der 900 bp upstream von TS B im DYRK1A-Gen
Die mit der CAGE- Tag-Analyse ermittelten Tag-Cluster (TC) sind in unterschiedlichen Farben
dargestellt. TS: Transkriptionsstart.

Es wurde in silico und mit PCR eine unmethylierte CpG-Insel in der DYRK1A-
Promotorregion um TS B herum nachgewiesen (Yamada et al., 2004) (Abb. 3.1). Bei
Promotor B handelt es sich in der Tat um einen GC-reichen Promotor ohne
apparente TATA-Box. Finf der neun einzelnen Datenbank-definierten Tag-Cluster
der 900 bp umfassenden DYRK1A-Promotorregion lassen sich in die fur TATA-Box-
lose Promotoren typische MU- bzw. PB-Klasse einordnen. Das Tag-Clustervor TS A
(rot) spricht fir einen bimodalen Promotor A (MU-Klasse), die CAGE-Tags vor TS B

(blau) verteilen sich breit mit einem dominanten Peak (PB-Klasse; Abb. 3.3).
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3.1.3 Kein Promotor upstream von Exon1G in SAOS-2- und COS-7-Zellen

Es existieren noch keine CAGE-Bibliotheken von Herz-und Skelettmuskel. Um nun
die 5°-flankierende Region des Exons1G auf Promotoraktivitdt zu untersuchen,
wurden Reportergen-Assays in transient transfizierten COS-7-Zellen (Niere der Afri-
kanischen Grinen Meerkatze) und SAOS-2-Zellen (humanes Osteosarkom) durch-
gefihrt. Jede der beiden Zelllinien wurde in einer Dichte von 200.000 Zellen/Well
einer Multidish-Platte mit 6 Wells ausgesét, einen Tag spater mit 1 ug pGL3-Basic-
Leervektor (Kontrolle) bzw. 1 ug pGL3-hDYRK1A-Exon1G transient transfiziert und
nach weiteren zwei Tagen mit dem ,Dual-Luciferase® Reporter Assay System*
lysiert. Die ,Aktivitat“ des 827 bp umfassenden Bereichs upstream von Exon1G be-
trug in Relation zum Leervektor (= 1 gesetzt) in COS-7-Zellen 0,136 + 0,001 und in
SAQS-2-Zellen 0,116 = 0,045 (jeweils RLU-Mittelwert zweier Wells pro Promotor-
konstrukt = Abweichung der beiden Messwerte vom Mittelwert; Daten nicht gezeigt).
Dies bedeutet, dass die DYRK1A-Transkription weder in COS-7- noch in SAOS-2-
Zellen mit Exon1G startet.

3.1.4 Promotoraktivitdten der 5'-flankierenden Bereiche der Transkrip-

tionsstarts A und B des DYRK1A-Gens

Zunachst wurden die 1.453 bp-Region upstream von Transkriptionsstart B (-1453 bp)
des DYRK1A-Gens sowie funf Deletionsfragmente abnehmender Lange im Reporter-
genvektor pGL3-Basic nach transienter Transfektion von SAOS-2-Zellen von Frau
Ana-Lena Reiners auf Promotoraktivitat untersucht. Die -1.453 bp- bzw. -904 bp-
Regionen zeigten die groBten Promotoraktivitaten. Sie beinhalten allerdings beide
Transkriptionsstarts (TS A bei - 772 bp und TS B bei +1 bp), sodass eine eindeutige
Aussage Uber die Promotoraktivitat upstream von TS B nur anhand von Konstrukten
mit Fragmenten kirzer als -772 bp getroffen werden konnte. Die -418 bp-Region
wies ca. 23% der Promotoraktivitat des 1.453 bp-Bereiches mit zwei Transkriptions-
starts auf und nahm mit zunehmender 5°-Deletion ab (Abb. 3.4). Die -23 bp-
Nukleotidsequenz zeigte keine Promotoraktivitdt mehr, d. h. der minimale Promotor B
umfasst mindestens 24 bp. Ein ahnliches Ergebnis wurde in COS-7-Zellen erzielt
(Daten nicht gezeigt).
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Abb. 3.4: DYRK1A-Regulation durch zwei Promotoren A und B in SAOS-2-Zellen

SAOS-2-Zellen (200.000/Well einer 6-Well-Multidish-Platte) wurden am Tag nach der Aussaat mit
0,5 pug Leervektor (Kontrolle) bzw. pGL3-hDYRK1A-Promotorkonstrukt in je 2 Wells transient transfi-
ziert. Nach zwei Tagen erfolgten Lyse und Messung der RLU mit dem ,Dual-Luciferase® Reporter
Assay System”. Da die Gesamtproteinbestimmung durch den PLB-Lysepuffer gestdrt wurde, wurden
die RLU-Werte nicht auf Gesamtprotein normiert. Angegeben sind die Mittelwerte eines Versuches
t Abweichung der beiden Messwerte vom Mittelwert. Als Bezug diente der Mittelwert der mit pGL3-
hDYRK1A-418 transfizierten Zellen.

Um nun die Promotoren A und B zu charakterisieren, wurde die Luciferase-Aktivitat
der 681 bp upstream von TS A (mutmaBliche Promotor A) in SAOS-2-Zellen im
Reportergen-Assay mit den Luciferase-Aktivitaten der beide Transkriptionsstarts um-
fassenden Region, der -742 bp-Region (mutmaBlicher Promotor B) und der suk-
zessive 5°-deletierten -742 bp-Region verglichen (Abb. 3.5). Promotor A war in
SAOS-2-Zellen 14,4 + 3,6-fach aktiver als Promotor B (Mittelwert + SEM, n = 6). Die
Basalaktivitaten von Promotor B, -647 bp, -541 bp, -418 bp bzw. -324 bp waren recht
konstant, nahmen jedoch bei 5°-Deletion auf -226 bp bzw. -114 bp um ca. 90% ab. In
Gegenwart beider Transkriptionsstarts hingegen stieg die Promotoraktivitat sprung-
haft auf das ca. Flnf- bis Siebenfache von Promotor B an (Abb. 3.5).

Dies bedeutet, dass die Transkription des DYRK1A-Gens von zwei unabhangigen,

alternativen Promotoren reguliert wird.
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Abb. 3.5: Hohere Aktivitat von Promotor A im Vergleich zu Promotor B in SAOS-2-Zellen

SAQS-2-Zellen wurden in 6-Well-Platten ausgesat (200.000/Well) und am nachsten Tag mit 0,1 pg
Leervektor (Kontrolle) bzw. pGL3-hDYRK1A-Promotor(fragment) und 0,25 pg pSV-B-Galactosidase in
je 2 Wells transient transfiziert. Nach 2 Tagen erfolgten Lyse und Messung der RLU mit dem ,Luci-
ferase Assay System with Reporter Lysis Buffer”. Die RLU wurden auf Beta-Galaktosidase normiert.
Angegeben sind die Mittelwerte aus n unabhéngigen Versuchen £ SEM (falls n > 2) bzw. £ Abwei-
chung vom Mittelwert (falls n < 2). Als Bezug diente in jedem Versuch der Mittelwert der mit pGL3-

hDYRK1A-B transfizierten Zellen. *: signifikant (p < 0,05) gegeniiber Promotor B.

Um eine Zelllinienspezifitdt der Promotoraktivitdten zu Uberprifen, wurden die
Aktivitdten der Promotoren A und B in zwei weiteren eukaryotischen Zellllinien in
Reportergen-Assays untersucht. In der humanen Prostataadenokarzinom-Zelllinie
PC-3 war Promotor A 10,0 + 2,8-fach aktiver als Promotor B ((RLU/Gesamtprotein)-
Mittelwert aus zwei unabhangigen Versuchen mit je 2 Wells pro Promotorkonstrukt
+ Abweichung vom Mittelwert; Daten nicht gezeigt). In der Phdochromozytom-Zell-
linie PC-12 (Ratte) war Promotor A um den Faktor 3,4 *+ 0,4 aktiver als Promotor B
((RLU/Beta-Galaktosidase)-Mittelwert zweier Wells pro Promotorkonstrukt + Abwei-

chung der beiden Messwerte vom Mittelwert; Daten nicht gezeigt).
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3.2 Einfluss von Serum auf die Aktivitaten der beiden alternativen

DYRK1A-Promotoren

Die in der murinen Fibroblasten-Zelllinie NIH-3T3 wahrend eines dreitagigen Ent-
zuges von Serum zunehmende DYRK1A-Proteinmenge (s. S. 112 - 113) ware z. B.
durch eine erhdhte Promotoraktivitdt durch Serumentzug erklarbar. Um dies zu
untersuchen, wurden die Aktivitdten der DYRK1A-Promotoren A und B in ca. 17 h
lang serumfrei bzw. unter Normalbedingungen gewachsenen SAQOS-2-Zellen im
Reportergen-Assay ermittelt. Im Vergleich zu Wachstum unter Normalbedingungen
erhéhte der Serumentzug die Aktivitdt von Promotor A signifikant ca. 1,7-fach, die
Aktivitat von Promotor B sogar fast 3-fach (Mittelwerte aus 3 bzw. 5 unabhangigen
Versuchen mit je zwei Wells pro Promotorkonstrukt; Abb. 3.6).

Abb. 3.6: Erhdhte Aktivititen der DYRK1A-Promotoren A und B in SAOS-2-Zellen bei Serum-
entzug

SAOS-2-Zellen (200.000/6-Well) wurden am Tag nach der Aussaat mit 0,1 pg des angegebenen
Promotorkonstruktes und 0,25 pg pSV-B-Galactosidase in je 4 Wells transient transfiziert. Finf
Stunden nach der Transfektion wurde das Medium durch serumfreies Medium bzw. Normalmedium
(Kontrolle) ersetzt. Nach ca. 17 h erfolgten Lyse und Messung mit dem ,Luciferase Assay System with
Reporter Lysis Buffer”. Die RLU wurden auf Beta-Galaktosidase normiert. Angegeben sind die Mittel-
werte aus n unabhangigen Versuchen + SEM. Als Bezug diente jeweils der Mittelwert der analog
transfizierten, in Normalmedium (Kontrolle) gewachsenen Zellen. *: signifikant (p < 0,05) gegenlber

der Kontrolle.
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Der Effekt des Serums auf die Aktivitdt von Promotor B wurde in den humanen
Zelllinien SAOS-2 und PC-3 naher untersucht. In SAOS-2-Zellen war die Aktivitat des
DYRK1A-Promotors B nach ein- bzw. zweitdgigem Wachstum unter Serumentzug
bzw. Serumarmut (1% statt 10% FCS) im Vergleich zum Wachstum in Normal-
medium (10% FCS, Kontrolle) erhéht. Nach zwei Tagen Serumentzug bzw. -armut
war der Effekt etwas abgeschwéacht (Abb. 3.7 A).
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Abb. 3.7: Erhohte Aktivitdt von DYRK1A-Promotor B bei Serumarmut bzw. Serumentzug

A: SAOS-2-Zellen (200.000/6-Well) wurden am Tag nach der Aussaat mit 0,1 pg pGL3-hDYRK1A-B
und 0,25 pg pSV-B-Galactosidase in 12 Wells transient transfiziert. Finf Stunden nach der Transfek-
tion wurde das Medium durch serumfreies Medium, serumarmes Medium (1% FCS) bzw. Normal-
medium (Kontrolle) ersetzt. Am Tag danach erfolgten Lyse und Messung der RLU mit dem ,Luciferase
Assay System with Reporter Lysis Buffer”. Die RLU wurden auf Beta-Galaktosidase normiert. Ange-
geben sind die Mittelwerte eines Versuches + Abweichung der beiden Messwerte vom Mittelwert. Als
Bezug diente der Mittelwert von analog transfizierten, in Normalmedium (Kontrolle) gewachsenen
Zellen.

B: Analoger Versuch in PC-3-Zellen.
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Auch in PC-3-Zellen aktivierte Serumarmut Promotor B, wohingegen der vollstandige
Entzug des Serums Promotor B nach einem Tag aktivierte und nach zwei Tagen
hemmte (Abb. 3.7 B). Zusammenfassend deuten diese Ergebnisse auf eine Aktivie-
rung des DYRK1A-Promotors B nach eintagiger Serumarmut (1% FCS) in humanen
Zelllinien, aber auf eine unterschiedlich starke Aktivierung des Promotors B nach
eintdgigem Serumentzug hin. Wurden SAQOS-2-Zellen zwei Tage lang mit weniger
oder keinen Wachstumsfaktoren etc. versorgt, war Promotor B immer noch aktiver
als unter normalen Wachstumsbedingungen (10% FCS). In PC-3-Zellen dagegen
galt dies nur nach Serumarmut, nicht jedoch nach Serumentzug.

3.3 Auswirkungen des DNA-Synthese-Inhibitors 5-Fluorouracil
(5- FU) auf DYRK1A-mRNA und DYRK1A-Protein
3.3.1 Differentielle Genexpression von DYRK1A in humanen Tumoren

(,,Cancer Profiling Array 1)

Zum Vergleich der DYRK1A-Expression in gesundem und malignem Gewebe wurde
der ,Cancer Profiling Array I“ mit einer DYRK1A-cDNA-Sonde hybridisiert (s. S. 50 -
53). Der Array beinhaltet neben Positivkontrollen (humane Krebszelllinien) und
Negativkontrollen (z. B. E. coli-DNA) 241 cDNA-Paare aus Gesamt-RNA verschiede-
ner humaner Gewebetypen, wobei jedes Paar die cDNAs aus Tumorgewebe (T) und
normalem Gewebe (N) eines einzelnen Patienten reprasentiert. Bei einigen Patien-
ten war sogar ein Vergleich der DYRK1A-Genexpression in normalem Gewebe, in
Metastasen und im Tumorgewebe mdglich: von den umrandeten cDNAs entstammt
die linke cDNA normalem Gewebe, die rechte cDNA metastatischem Gewebe und
die cDNA darunter dem Tumorgewebe.

Die von Kentrup und Kollegen (1996) publizierte ubiquitare DYRK1A-Expression be-
statigte sich und variierte sowohl in gesundem Gewebe als auch in Tumor- und
Metastasengewebe zu stark von Patient zu Patient, um eine eindeutige Aussage zu
treffen (Abb. 3.8). Die unspezifische Hybridisierung der DYRK1A-cDNA-Sonde mit
den Kontrollen (E. coli-DNA und humane genomische DNA) deutete auf eine Konta-
mination der DYRK1A-Sonden-cDNA mit E. coli-DNA bzw. repetitive Sequenzen in
der DYRK1A-Sonde hin. Da sich Tumorzellen der meisten Gewebe nicht wesentlich
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in ihrer DYRK1A-Expression unterschieden (Abb. 3.8), wurde untersucht, ob sich
Tumorzelllinien in ihrer DYRK1A-Expression unterscheiden (s. S. 74 - 76).
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Abb. 3.8: Schema des ,,Cancer Profiling Arrays I (oben bzw. s. Text) und Regulation der
DYRK1A-mRNA in humanen Tumorzellen bzw. Tumorzelllinien (unten rechts) diverser Gewebe

auf diesem Array (unten)
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3.3.2 Gewebsspezifische Hochregulation der DYRK1A-mRNA durch 5-FU

(,,Cancer Cell Line Profiling Array*)

Um herauszufinden, ob humane Tumorzelllinien unterschiedlicher Gewebe in ihrem
DYRK1A-mRNA-Gehalt variieren, und ob exogene Faktoren, wie z. B. Antimetaboli-
ten, die Expression von DYRKT1A in diesen unterschiedlichen Tumorzelllinien beein-
flussen, wurde der ,Cancer Cell Line Profiling Array” (BD Biosciences Clontech, Palo
Alto, USA) mit einer hDYRK1A-cDNA-Sonde (s. S. 50 - 53) hybridisiert. Auf dem
Array befinden sich die nach Herstellerangaben gegen mehrere Housekeeping-Gene
normierten Gesamt-cDNAs 26 verschiedener humaner Tumorzelllinien. Jede dieser
Linien wiederum wurde zuvor 26 unterschiedlichen Behandlungen unterzogen:
Hitzeschock, UV- oder Gamma-Strahlung, oxidativem Stress (Wasserstoffperoxid),
Serumarmut (0,5% FCS) oder Chemotherapeutika (z. B. 5-Fluorouracil). In der zwei-
ten Spalte ist jeweils die Gesamt-cDNA der entsprechenden unbehandelten Zelllinie
als Kontrolle aufgetragen. Die Konzentration des jeweiligen Chemotherapeutikums
bzw. die Dauer des Hitzeschocks (44°C) oder der UV-Bestrahlung, die eine 50-
prozentige Wachstumshemmung nach 48 h bewirkte (ICsg), wurde vom Hersteller in
einem ,Viabilitats“-Assay (MTT-Assay) fur jede Zelllinie ermittelt und angewendet
(Abb. 3.10).

Ein erhdéhter DYRK1A-mRNA-Gehalt war fir die humane Kolonkarzinom-Zellline
HCT116 (TP53 -/ und fir die humane Prostataadenokarzinom-Zelllinie PC-3
(TP53 -/-) charakteristisch, denn die DYRK1A-Sonde hybridisierte vornehmlich mit
den Kontroll-cDNAs dieser beiden Linien (Abb. 3.10). Die unspezifische Hybridisie-
rung der DYRK1A-cDNA-Sonde mit den Kontrollen E. coli-DNA und humaner geno-
mischer DNA deutete auf eine Kontamination der DYRK1A-Sonden-cDNA mit E. coli-
DNA bzw. repetitive Sequenzen in der DYRK1A-Sonde hin. Besonders interessant
erschien, dass die S-Phase-Inhibitoren 5-Fluorouracil (5-FU, 80 uM, 48 h) und L-
Mimosin (3 mM, 48 h) sowie der RNA-Syntheseinhibitor PALA ((N-Phosphonacetyl)-
L-aspartat, 0,5 mM, 48 h) die DYRK1A-mRNA speziell in PC-3-Zellen hochregulier-
ten. Der S-Phasen-Hemmstoff Methotrexat (Amethopterin bzw. MTX, 2 uM, 48 h)
stimulierte die DYRK1A-Expression in PC-3- und HCT116 (TP53 -/-)-Zellen (Abb.
3.10).

'8 TP53: Gen, das p53 kodiert
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Bei 5-FU (Abb. 3.9) handelt es sich um ein Prodrug, dessen Metabolit Fluorodesoxy-
uridinmonophosphat (FAUMP) die Thymidylatsynthase (TS) inhibiert, sodass die
DNA-Synthese gehemmt wird. AuBerdem werden die 5-FU-Metaboliten Fluorouridin-
triphosphat (FUTP) bzw. Fluorodesoxyuridintriphosphat (FAUTP) in die RNA bzw.
DNA schnell wachsender Zellen eingebaut, sodass diese so geschadigt werden,

dass sie nicht mehr funktionstiichtig sind.

0O

e
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H

Abb. 3.9: Strukturformel des 5-Fluorouracils (5-FU)

75



Ergebnisse

Abb. 3.10: Schema des ,,Cancer Cell Line Profiling Arrays“ (oben bzw. s. Text) und Regulation

der DYRK1A-mRNA in humanen Tumorzelllinien diverser Gewebe auf diesem Array (unten)
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3.3.3 Hochregulation der DYRK1A-mRNA durch 5-FU

Um diese starke Wirkung von 5-FU naher zu untersuchen, wurden PC-3- bzw.
Phoenix™-Zellen (modifizierte HEK 293T-Zelllinie) drei Tage lang mit 5-FU [100 uM]
(Dosis, die laut MTT-Assay fur den ,Cancer Cell Line Profiling Array” die Lebens-
fahigkeit der PC-3-Zellen nach zwei Tagen um mehr als die Halfte senkt) bzw.
DMSO als Kontrolle behandelt und ihre DYRK1A-Expression in Northern blots
analysiert. Sowohl die DYRK1A-mRNA als auch die DHFR (Dihydrofolatreduktase,
ein als S-Phasen-Marker dienendes E2F1-Target-Gen, Positivkontrolle)-mRNA wur-
den durch 5-FU in beiden Zelllinien hochreguliert. Die mRNA des Housekeeping-
Gens GAPDH diente als Ladungskontrolle (Abb. 3.11).

A B

Abb. 3.11: Hochregulation der DYRK1A- und der Dihydrofolatreduktase (DHFR)-Expression
durch dreitagige Behandlung von PC-3- bzw. Phoenix™-Zellen mit 5-FU

A: Subkonfluente PC-3-Zellen auf 10 cm-Platten wurden 3 Tage lang mit 5-FU [100 pM] bzw. DMSO
(analoges Volumen des Lésungsmittels von 5-FU als Kontrolle) in Normalmedium behandelt. Dann
wurde die Gesamt-RNA isoliert und ein Northern blot mit Gesamt-RNAs aus zwei unabhangigen
Versuchen angefertigt. Gezeigt sind die Hybridisierungen des Northern blots mit DYRK1A-, GAPDH-
bzw. DHFR-cDNA (Positivkontrolle) sowie die Ethidiumbromidfarbung (unten), die — wie die GAPDH-
mRNA — als Ladungskontrolle diente.

B: Analoger Versuch in Phoenix™-Zellen. Hier wurde das Normalmedium mit 5-FU bzw. DMSO (s.0.)
nach 2 Tagen erneuert. Gezeigt sind die Hybridisierungen (s. 0.) eines Northern blots mit Gesamt-

RNAs eines Versuches mit je zwei identisch behandelten Platten.
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In diesen beiden humanen Zelllinien wurde desweiteren ein dosisabhangiger Anstieg
der DYRK1A- und DHFR-Genexpression durch ein-, zwei- bzw. dreitdgige Behand-
lung mit 5-FU [10/30/90 uM] in Northern blots nachgewiesen, wobei die DYRK1A-
MRNA-Kinetik im Vergleich zur Kinetik der DHFR-mRNA etwas verzogert war (Abb.
3.12, Abb. 3.13).
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Abb. 3.12: Hochregulation der DYRK1A- und der Dihydrofolatreduktase (DHFR)-Expression
durch ein-, zwei- bzw. dreitdgige Behandlung von PC-3-Zellen mit 5-FU

Subkonfluente PC-3-Zellen auf 10 cm-Platten wurden 1, 2 bzw. 3 Tage lang mit 5-FU [10 uM], [30 pM]
bzw. [90 uM] oder DMSO (Kontrolle) in Normalmedium behandelt. Nach 2 Tagen wurde das Normal-
medium mit 5-FU bzw. DMSO (s. 0.) erneuert. Nach Isolierung der Gesamt-RNA wurde ein Northern
blot angefertigt. Gezeigt sind die Hybridisierungen des Northern blots mit DYRK1A-, GAPDH- bzw.
DHFR-cDNA (Positivkontrolle) sowie die Ethidiumbromidfarbung (unten), die — wie die GAPDH-

mRNA- als Ladungskontrolle diente.
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Abb. 3.13: Hochregulation der DYRK1A- und der Dihydrofolatreduktase (DHFR)-Expression
durch ein-, zwei- bzw. dreitagige Behandlung von Phoenix"-Zellen mit 5-FU

Subkonfluente Phoenix™-Zellen auf 10 cm-Platten wurden 1, 2 bzw. 3 Tage lang mit 5-FU [10 pM],
[30 uM] bzw. [90 uM] oder DMSO (Kontrolle) in Normalmedium behandelt. Nach 2 Tagen wurde das
Normalmedium mit 5-FU bzw. DMSO (s. 0.) erneuert. Nach Isolierung der Gesamt-RNA wurde ein
Northern blot angefertigt. Gezeigt sind die Hybridisierungen des Northern blots mit DYRK1A-,
GAPDH- bzw. DHFR-cDNA (Positivkontrolle) sowie die Ethidiumbromidfarbung (unten), die — wie die
GAPDH-mRNA — als Ladungskontrolle diente.

Die Behandlung mit 5-FU in diesen drei Konzentrationen verminderte die Zellprolife-
ration von PC-3- und Phoenix™-Zellen. Das Zytostatikum veranderte in zunehmen-
der Konzentration speziell die Morphologie der Phoenix™-Zellen: sie wurden rund-
licher und aufgeblaht. Das Aussehen der PC-3-Zellen hingegen wurde wenig be-
einflusst (Abb. 3.14 A und B; nur Effekte der héchsten 5-FU-Konzentration gezeigt).
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A

Abb. 3.14: Mikroskopische Durchlichtaufnahmen von unterschiedlich lang mit 5-FU [90 uM]
bzw. Kontrolle (DMSO) behandelten PC-3- bzw. Phoenix "-Zellen

A: PC-3-Zellen.

B: Phoenix™-Zellen.

Die Gesamt-RNA dieser Zellen wurde in Northern blots (Abb. 3.12, Abb. 3.13) untersucht.
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3.3.4 Kein Einfluss von 5-FU auf die beiden DYRK1A-Promotoren

Um zu klaren, ob die unter 5-FU-Behandlung beobachtete ernéhte Expression von
DYRK1A auf eine stimulierende Wirkung des Zytostatikums auf die Transkription von
DYRK1A zurlckzufihren ist, wurden Reportergen-Assays in PC-3- und SAQOS-2-
Zellen durchgefuhrt. In keiner der beiden Zelllinien erhdhte eine eintagige Behand-
lung mit 5-FU [100 uM] die Aktivitat der DYRK1A-Promotoren A (PC-3-Zellen) bzw. B
(SAOS-2- und PC-3-Zellen; Abb. 3.15; nur Daten in PC-3-Zellen gezeigt).

Abb. 3.15: Kein Einfluss von 5-FU auf die Aktivitdten der Promotoren A und B in PC-3-Zellen

PC-3-Zellen (200.000/6- Well) wurden am Tag nach der Aussaat mit 0,1 pug Leervektor (Kontrolle) bzw.
dem angegebenen Promotorkonstrukt und 0,25 pug pSV-B-Galactosidase in je 4 Wells transient
transfiziert. Am nachsten Tag wurde das Normalmedium gegen Normalmedium mit 5-FU [100 pM]
bzw. Kontrolle (DMSO) ausgetauscht. Nach ca. 17 h erfolgten Lyse und Messung der RLU mit dem
sLuciferase Assay System with Reporter Lysis Buffer”. Die RLU wurden auf Beta-Galaktosidase
normiert. Angegeben sind die Mittelwerte aus n unabhangigen Versuchen £ SEM (falls n > 2) bzw.
+ Abweichung vom Mittelwert (falls n < 2). Als Bezug diente jeweils der Mittelwert der analog

transfizierten, mit DMSO (Kontrolle) behandelten Zellen.
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3.3.5 Kein Anstieg der DYRK1A-Proteinmenge durch 5-FU

Die im ,Cancer Cell Line Profiling Array” und in Northern blots beobachtete Hochre-
gulation der DYRK1A-mRNA durch 5-FU flhrte wider Erwarten nicht zu einer nach-
weisbaren Erhéhung der DYRK1A-Proteinmenge: sowohl in PC-3-Zellen als auch in
Phoenix™-Zellen, die im subkonfluenten Zustand mehrere Tage lang mit 5-FU
[100 uM] behandelt wurden (Abb. 3.16).

A
& A
S
Kontrolle 5-FU [100 uM] & ¢
DA —| o e o * - - o +«— DYRK1A
66 kDa — - W W e - —— <«— unspezifisch
T —— - - == | «+— unspezifisch
97 kDa —| pE - & /DYRK1B-p75
' e " * DYRK1B-p69
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1 2 3 451 2 3 4 5 [d]
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Abb. 3.16: Kein Anstieg der DYRK1A-Proteinmenge durch 5-FU [100 pM]-Behandlung von PC-3-
bzw. Phoenix™-Zellen

A: Subkonfluente PC-3-Zellen auf 6 cm-Platten wurden 5 Tage lang mit 5-FU [100 pM] bzw. DMSO
(Kontrolle) behandelt. Endogene DYRK1A, DYRK1B-p65 und -p69 (zum Vergleich mit DYRK1A) in
den denaturierten Lysaten wurden nach 8%-SDS-PAGE im Western blot analysiert. Lysate aus
RINm5F- und GT1-7-Zellen dienten zur korrekten Zuordnung der Banden. DYRK1A (ca. 90 kDa) er-
schien als typische Doppelbande, die mdglicherweise durch alternatives SpleiBen (27 fehlende
Nukleotide bei gleichem Translationsstart) der DYRK1A-Pra&-mRNA zustande kommt (Kentrup et al.,
1996; Okui et al., 1999; Shindoh et al., 1996).

B: Subkonfluente Phoenix -Zellen auf 6 cm-Platten wurden 2 bzw. 3 Tage lang mit 5-FU [100 pM]
bzw. DMSO (Kontrolle) behandelt. Nach 2 Tagen wurde das Normalmedium mit 5-FU bzw. DMSO
(s. 0.) erneuert. Endogene DYRK1A in den denaturierten Lysaten wurde nach 8%-SDS-PAGE im
Western blot analysiert.
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Nach dreitagiger Behandlung fast konfluenter PC-3-Zellen mit 5-FU [100 uM] lieB
sich in den entsprechenden denaturierten Lysaten ebenfalls keine erhéhte DYRK1A-

bzw. DYRK1B-Biosyntheserate im Western blot nachweisen (Daten nicht gezeigt).

Auch in Phoenix™-Zellen, die nach flinftagigem Wachstum vollkommen konfluent
gewachsen waren, dann in 1/5 ihrer Dichte replattiert und zwei Tage lang mit 5-FU
[100 uM] behandelt worden waren, lie3 sich keine Hochregulation der DYRK1A-
Proteinmenge im Western blot nachweisen (Daten nicht gezeigt). Ein Zeichen fir die
Wirksamkeit von 5-FU war ein deutlich erhéhter Gehalt der Zellen an phosphorylier-
tem Transkriptionsfaktor Rb (Retinoblastom-Protein), einem Marker fur die frihe S-
Phase des Zellzyklus (Abb. 3.17).
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97 kDa — «— DYRK1A

— | «— Uynspezifisch

Abb. 3.17: DYRK1A- und Phospho-Rb-Protein nach 5-FU [100 uM]-Behandlung von Phoenix™-
Zellen

Voll konfluente Phoenix™-Zellen auf 6 cm-Platten wurden in 1/5 ihrer Dichte replattiert und 8 h spater
mit DMSO (Kontrolle) bzw. 5-FU [100 pM] behandelt. Nach 2 Tagen wurden die Zellen denaturierend
lysiert. Nach 8%-SDS-PAGE wurden endogene DYRK1A und das als S-Phasen-Marker dienende
Phospho-Rb-Protein (P-Rb, Ser807/811-phosphoryliertes Retinoblastom-Protein) im Western blot

analysiert.

Im ,Cancer Cell Line Profiling Array* zeichnete sich die humane Zervixkarzinomzell-
linie HeLa durch eine eher geringe Expression des DYRK1A-Gens aus, welche auch
nicht durch zweitagige Behandlung mit 5-FU [80 uM] hochreguliert wurde (Abb. 3.10,
unten). Eine eintagige, hochdosierte 5-FU-Behandlung [200 uM] flhrte ebenfalls
nicht zu einem im Western blot nachweisbaren Anstieg der DYRK1A-Proteinmenge

(Daten nicht gezeigt).
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3.4 DYRK1A- und TP53-Status humaner Tumorzelllinien

Der ,Cancer Cell Line Profiling Array*lieB vermuten, dass die DYRK1A-Expression in
Tumorzelllinien erhéht ist, denen das regulatorische Protein p53 (Synonym: TP53)
fehlt, das z. B. an apoptotischen Vorgangen beteiligt ist. Im Vergleich aller unbe-
handelten Zelllinien des Arrays exprimierte z. B. die Kolonkarzinom-Zelllinie HCT116
(TP53 -/-), deren TP53 durch homologe Rekombination ausgeschaltet wurde (Bunz
et al., 1998), mehr DYRK1A als HCT116-Zellen mit p53-Wildtyp. Auch in der p53-
defizienten Prostataadenokarzinom-Zelllinie PC-3 wurde mehr DYRK1A transkribiert
als z. B. in der Prostatakarzinomzelllinie DU 145, die p53 synthetisiert. Betrachtete
man allerdings die Lungenkarzinom-Zelllinie NCI-H1299 und die Ovaradenokarzi-
nom-Zelllinie SK-OV-3, denen p53 fehlt, so fiel keine erhdhte DYRK1A-Genexpres-
sion auf.

Um zu ergrinden, ob eine Korrelation zwischen TP53-Mangel und erhdhter
DYRK1A-Genexpression besteht, wurden die Aktivitaten der DYRK1A-Promotoren in
PC-3-Zellen mit denen TP53 Uberexprimierender PC-3-Zellen in Reportergen-Assays
verglichen. Bei TP53-Uberexpression war DYRK1A-Promotor A nur noch etwa halb
so aktiv wie in p53-negativen PC-3-Zellen. Promotor B war in TP53 Uberexprimie-
renden PC-3-Zellen sogar nur noch ca. 36% so aktiv wie in PC-3-Zellen, die mit dem
entsprechenden Leervektor transient transfiziert worden waren (Abb. 3.18 A). Die
p53-Uberexpression wurde im Western blot kontrolliert (Abb. 3.18 B). Dieses
Ergebnis legt die Vermutung nahe, dass zumindest in manchen Tumorgeweben eine

Korrelation zwischen TP53-Mangel und starker DYRK1A-Expression besteht.
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Abb. 3.18: Verminderte Aktivititen der DYRK1A-Promotoren A und B in TP53 liberexprimie-
renden PC-3-Zellen

A: PC-3-Zellen (200.000/6-Well) wurden am Tag nach der Aussaat mit 0,1 pg des angegebenen
Promotorkonstruktes, 0,5 pg pCMV.SPORT6-TP53 (RZPD, Berlin; GenBank®Nr. BI832654) bzw.
0,5 ug pCMV.SPORT6 (Invitrogen, Karlsruhe) und 0,25 pg pSV-B-Galactosidase in je 2 Wells
transient transfiziert. Nach 2 Tagen erfolgten Lyse und Messung der RLU mit dem ,Luciferase Assay
System with Reporter Lysis Buffer”. Die RLU wurden auf Beta-Galaktosidase normiert. Angegeben
sind die Mittelwerte eines Versuches + Abweichung der beiden Messwerte vom Mittelwert. Als Bezug
diente jeweils der Mittelwert der Zellen, die mit 0,1 pg des angegebenen Promotorkonstruktes, 0,5 g
pCMV.SPORT6 (Leervektor) und 0,25 pg pSV-B-Galactosidase in je 2 Wells transient transfiziert
worden waren (Kontrolle, d. h. TP53-Mangel).

B: Aliquots der in A beschriebenen Lysate und von denaturierten Lysaten aus PC-3-Zellen, die mit
0,5 ug pCMV+<SPORT6-TP53 bzw. 0,5 ug pCMV+SPORT®6 transient transfiziert und zwei Tage spéater
lysiert worden waren, wurden in einer 10%-SDS-PAGE aufgetrennt. Die p53-Uberexpression wurde
im Western blot kontrolliert. A: Promotor A; B: Promotor B; ¢: pGL3-hDYRK1A-418. Nach der Lyse mit
JLuciferase Assay System with Reporter Lysis Buffer” lag ein Teil des Uberexprimierten p53 frag-

mentiert vor.
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Der Einfluss des TP53-Status auf die DYRK1A-Proteinmenge wurde in HelLa-Zellen,
einer humanen, gut transfizierbaren und p53-positiven Zervixkarzinom-Zelllinie unter-
sucht. Die starke Herunterregulation der TP53-Expression durch RNA-Interferenz,
die durch Herunterregulation des p53-Targets p21 Waf1/Cip1 kontrolliert wurde, zog
wider Erwarten keinen im Western blot nachweisbaren Anstieg der DYRK1A-Syn-
these nach sich (Abb. 3.19).

A

Abb. 3.19: Kein Anstieg der DYRK1A-Proteinmenge bei reduzierter TP53-Expression in HelLa-
Zellen

A: Hela-Zellen (80.000 bzw. 100.000 (Spur 5)/12-Well) wurden am Tag nach der Aussaat (ca. 60%
Konfluenz) nicht transfiziert oder mit Fluorescein-gekoppelter, unspezifischer Kontroll-siRNA [100 nM]
bzw. p53-siRNA [50 nM]/[100 nM] (,SignalSilence™ p53 siRNA Kit (Human Specific)*) transient trans-
fiziert. Nach 1 bis 2 Tagen wurden die Zellen denaturierend in 1XLSB/DTT lysiert. DYRK1A, p53 und
p21 wurden nach 10%-SDS-PAGE im Western blot analysiert. p42 MAPK diente als Ladungskontrolle
und zur Kontrolle der Spezifitat der p53-siRNA.

B: Hela-Zellen (150.000/12-Well) wurden am Tag nach der Aussaat mit Fluorescein-gekoppelter
Kontroll-siRNA [100 nM] transient transfiziert und einen Tag spater mikroskopiert (Transfektions-
effizienz). Links: Durchlichtaufnahme, rechts: Fluorescein-Fluoreszenz-Aufnahme.
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3.5 Auswirkungen der Zellzyklus-aktiven Substanzen Aphidicolin,

Nocodazol und Lovastatin auf die DYRK71A-mRNA

Da der Antimetabolit 5-FU, der den Zellzyklus in der S-Phase anhélt, die DYRK1A-
Genexpression in PC-3- und Phoenix ™-Zellen hochregulierte (s. S. 76 - 79), war nun
von Interesse, ob dieser Effekt auch durch Behandlung von PC-3-Zellen mit den in
den Zellzyklus eingreifenden Substanzen Aphidicolin, Nocodazol bzw. Lovastatin
(Abb. 3.20) erzielt wird.

Aphidicolin halt den Zellzyklus in der frihen S-Phase an, indem es — unabhangig
vom p53- bzw. p21 Waf1/Cip1-Status der Zelle — die DNA-Polymerase A und damit
die DNA-Replikation inhibiert. Nocodazol (auch Onkodazol genannt) halt dagegen
den Zellzyklus am Gz-/M-Phasen-Ubergang an, indem es die Dynamik der Mikro-
tubuli hemmt, und induziert in mehreren normalen Zelllinien und Tumorzelllinien
Apoptose. Das Statin Lovastatin (Mevinolin) kommt als Metabolit in Aspergillus-
Spezies vor und hemmt die HMG-CoA-Reduktase, weshalb es gegen Hyper-
cholesterindmie eingesetzt wird. Es kann den Zellzyklus in der Gi-Phase bzw. am
Go-/M-Phasen-Ubergang arretieren, unabhéngig vom p53-, Rb-, p21- und p27-Status
der Zelle. In Tumorzelllinien, z. B. in PC-3-Zellen, induziert Lovastatin Apoptose,

moglicherweise aufgrund einer Hemmung der Isoprenylierung von Proteinen.

A B Cc

Abb. 3.20: Strukturformeln von Aphidicolin (A), Nocodazol (B) und Lovastatin (C)

In zu 60% konfluenten PC-3-Zellen regulierte Aphidicolin [10 uM] innerhalb von zwei
Tagen die im Northern blot nachweisbare DYRK1A-Expression nicht hoch (Abb. 3.21
A). Unter eintdgiger Nocodazol [0,25 pg/ml]-Behandlung blieb die DYRK1A-mRNA-
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Menge konstant, wohingegen sie nach zwei Tagen Lovastatin [10 uM] geringfiigig
hochreguliert wurde (Abb. 3.21 A). Nocodazol IGste bereits nach einem Tag ca. die
Halfte der PC-3-Zellen von der Platte ab, sodass die RNA-Isolierung aller mit
Nocodazol behandelten Zellen schon nach einem Tag erfolgte. Lovastatin lieB die
PC-3-Zellen klein und spindelférmig bis rundlich werden und |6ste ebenfalls ca. 50%
der Zellen von der Platte ab. Auch in diesem Fall wurde die RNA aller Zellen isoliert.

A B

Abb. 3.21: Regulation der DYRK1A-Expression in PC-3-Zellen durch Nocodazol, Aphidicolin
bzw. Lovastatin

A: Subkonfluente PC-3-Zellen auf 10 cm-Platten wurden einen Tag lang mit Nocodazol [0,25 pg/ml]
bzw. 2 Tage lang mit Aphidicolin [10 uM], Lovastatin [10 uM] bzw. DMSO (Kontrolle) in Normalmedium
behandelt. Gezeigt sind die DYRK1A- und GAPDH-cDNA-Hybridisierungen des Northern blots mit
Gesamt-RNAs eines Versuchs mit je zwei identisch behandelten Platten sowie die Ethidiumbromid-
farbung (unten), die — wie die GAPDH-mRNA — als Ladungskontrolle diente. Bei ,Nocodazol* war nur
eine Bande jeder Hybridisierung auswertbar.

B: Voll konfluente Phoenix™-Zellen in 6-Wells wurden in 1/5 ihrer Dichte replattiert und nach 8 h mit
Aphidicolin [10 pM] bzw. DMSO (Kontrolle) behandelt. Nach zwei Tagen wurden die Zellen denaturie-
rend lysiert. Nach 8%-SDS-PAGE wurde das als S-Phasen-Marker dienende Phospho-Rb-Protein
(P-Rb, Ser807/811-phosphoryliertes Retinoblastom-Protein) im Western blot analysiert.
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Die Tatsache, dass sich unter der Nocodazol- bzw. Lovastatin-Behandlung etwa die
Halfte aller PC-3-Zellen von den Platten abléste, deutet auf Apoptose hin und besta-
tigte die Wirksamkeit dieser Substanzen in den gewahlten Konzentrationen. Die
erhdhte Syntheserate des S-Phasenmarkers Rb in Phoenix™-Zellen (Abb. 3.21 B)
zeugte von der Wirksamkeit des Aphidicolins, das die Zellen kugelférmig und auf-

geblaht werden lie3 und sie zu ,verketten“ schien.

3.6 DYRK1A — ein Target-Gen des Transkriptionsfaktors E2F1?
3.6.1 Hochregulation der DYRK1A-Expression durch exogenes E2F1

Der Transkriptionsfaktor E2F1 bindet als Heterodimer mit DP1 (E2F Dimerisation
Partner 1) an DNA mit der Konsensussequenz 5°-TTT(C/G)(G/C)CG(C/G)-3" und
vermittelt den Ubergang der G- in die S-Phase des Zellzyklus, d. h. Zellproliferation.
E2F1 kann aber auch Apoptose ausldésen. Ob E2F1 als Onkoprotein oder Tumor-
suppressorprotein fungiert, hangt wahrscheinlich vom zellularen Kontext ab. In
gesunden Zellen wird das Retinoblastom-Protein Rb in der spaten Gi-Phase des
Zellzyklus durch den aktiven CDK2/Cyclin E-Komplex mehrfach phosphoryliert,
woraufhin es nicht mehr an seinen Bindungspartner E2F1 bindet. Nur der freie, nicht
an Rb gebundene Transkriptionsfaktor E2F1 ist aktiv: er reguliert als Heterodimer mit
dem Transkriptionsfaktor DP1 die Transkription von Genen hoch, die Enzyme der
DNA-Synthese kodieren, sodass der Ubergang von der Gi- in die S-Phase
gewahrleistet ist.

Tritt jedoch ein DNA-Schaden auf, wird die TP53-Expression hochreguliert. Der
Transkriptionsfaktor p53 wiederum stimuliert die TP21-Expression. Das Protein p21
inaktiviert den CDK2/CyclinE-Komplex, sodass die oben beschriebene Signalkaska-
de des Gi-/S-Phasen-Ubergangs unterbrochen wird, d. h. es kommt zum Stillstand
des Zellzyklus am Kontrollpunkt zwischen G- und S-Phase bzw. zu Apoptose.

In Microarrays wiesen Miller und Kollegen (2001) in U20S-Zellen (humane Osteo-
sarkom-Zelllinie) bzw. Ma und Kollegen (2002) in NIH-3T3-Fibroblasten (Maus-Zell-
linie), die in der Go-Phase des Zellzyklus E2F1 durch adenovirale Infektion Uber-

exprimierten und 30 h spéter in die S-Phase eintraten, eine 4,3-fache bzw. 3,3-fache
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Hochregulation der DYRK1A-mRNA durch den Uberexprimierten Transkriptions-
faktor E2F1 nach.

Da die Nukleotidsequenz des DYRK1A-Promotors B mit 5-TTTGCCGG-3 " bei
-153 bp bzw. 5-TGCCGG-3" bei -33 bp zwei mdgliche E2F1-Bindungsstellen auf-
weist (Abb. 3.1), wurde zunachst in Northern blots untersucht, ob Uberexprimiertes
E2F1 die DYRK1A-Genexpression in SAOS-2- bzw. Phoenix™- Zellen hochreguliert.
Die eingesetzten SAOS-2-Zellen exprimieren ein Tet-On-System (Gossen & Bujard,
1992) fur E2F1, d. h. die E2F1-Expression war aufgrund eines stabil exprimierten,
Doxycyclin-responsiven Promotors mit Doxycyclin induzierbar (Bates et al., 1998)
(Abb. 3.22). Mit diesem Tet-On-System lieB sich die Induktion des E2F1-Gens

sowohl zeitlich als auch quantitativ steuern.

Abb. 3.22: Schema des Tet-On-Systems fiir E2F1 in SAOS-2-Zellen

pCMV: CMV (Cytomegalie-Virus)-Promotor; min: minimal (ohne Enhancer); rTetR: reverses Tet-
Repressorprotein (bindet nur in Anwesenheit von Doxycyclin an das TRE); AD: VP16-Aktivierungs-
domane des Herpes simplex-Virus; rtTA: reverser Tet-kontrollierter Transaktivator; TRE: Tetracyclin-
responsives Promotorelement (steuert in Tetracyclin-resistenten E. coli die Expression des Tetra-

cyclin-Resistenzgens).
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In einem WST-Assay wurde die Toxizitat des Doxycyclins in den SAOS-2-Zellen un-
tersucht. Diese Zelllinie vertrug problemlos eine Doxycyclindosis von 2 pg/ml, die

daher in den folgenden Experimenten eingesetzt wurde (Abb. 3.23 bis Abb. 3.27).

Abb. 3.23: WST-Assay zur Uberpriifung der Toxizitat von Doxycyclin in SAOS-2-Zellen
SAQOS-2-Zellen (12.000 bzw. 24.000/96-Well) wurden einen Tag nach der Aussaat ca. 17 h lang mit
Doxycyclin [0,5 pg/ml], [1 pg/ml], [2 pg/ml] bzw. A. bidest. (Kontrolle) in Normalmedium behandelt.
Nach ca. 2,5-stiindiger Inkubation mit WST-1/ECS bei 37°C/5% CO, wurde die OD photometrisch
bestimmt. Normalmedium (100 pl) diente als Hintergrund (Blank). Die OD - Blank-Werte waren ein
MaB flr die Lebensfahigkeit (,Viabilitat“/Proliferation) der Zellen.

In SAOS-2-Zellen rief eine 18-stlindige Behandlung mit Doxycyclin [2 pg/ml] eine ca.
1,6-fache Hochregulation der DYRK71A-mRNA hervor (Abb. 3.24 A). Dass Doxycyclin
[2 ug/ml] hier tatsachlich die E2F1-abhangige Genexpression hochregulierte, wurde
an der (geringen) Hochregulation des E2F1-Target-Gens DHFR deutlich (Abb. 3.24
A). Innerhalb von zwei Tagen regulierte der transient Gberexprimierte Transkriptions-
faktor E2F1 auch in Phoenix™-Zellen die DYRK1A-Expression hoch (Abb. 3.24 B).
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Abb. 3.24: Hochregulation der DYRK1A- und der Dihydrofolatreduktase (DHFR)-Expression
durch den {iberexprimierten Transkriptionsfaktor E2F1 in SAOS-2- bzw. Phoenix™-Zellen

A: SAOS-2-Zellen (270.000/10 cm-Platte) wurden bei ca. 75% Konfluenz 18 h lang mit Doxycyclin
[2 pg/ml] bzw. A. bidest. (Kontrolle) in Normalmedium behandelt. Nach Isolierung der Gesamt-RNA
dieses reprasentativen Versuches mit je zwei identisch behandelten Platten wurde ein Northern blot
angefertigt. Gezeigt sind die Hybridisierungen des Northern blots mit DYRK1A-, GAPDH- bzw. DHFR-
cDNA sowie die Ethidiumbromidfarbung (unten), die — wie die GAPDH-mRNA — als Ladungskontrolle
diente.

B: Phoenix "-Zellen (500.000/10 cm-Platte) wurden bei ca. 75% Konfluenz mit 2 pg pCMV+SPORT6-
E2F1 (RZPD, Berlin; GenBank®-Nr. BC050369) und 1 pg pEGFP-C1 (Clontech, Palo Alto, USA) bzw.
nur mit 1 ug pEGFP-C1 (Kontrolle der Transfektionseffizienz) transient transfiziert. Zwei Tage spater
wurde die Gesamt-RNA dieses repréasentativen Versuches isoliert und ein Northern blot angefertigt.
Gezeigt sind die Hybridisierungen des Northern blots mit DYRK1A-, GAPDH- bzw. DHFR-cDNA sowie
die Ethidiumbromidfarbung (unten), die — wie die GAPDH-mRNA — als Ladungskontrolle diente.

Da die Nukleotidsequenz des DYRK1A-Promotors B, wie bereits erwahnt, zwei
mogliche Bindungsstellen fir E2F1 aufweist und die Expression des DYRK1A-Gens
in zwei Zelllinien durch E2F1 hochreguliert wurde (s. 0.), sollten nun Reportergen-
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Assays Aufschluss Uber eine mégliche Stimulation des DYRK1A-Promotors B durch
den Transkriptionsfaktor E2F1 geben. Die Aktivitdt der 418 bp langen Region
upstream von Transkriptionsstart B, in der beide mutmaBlichen E2F1-Bindungs-
stellen liegen (Abb. 3.1), stieg in SAOS-2-Zellen mit zunehmender E2F1-Menge
(Abb. 3.25). In Reportergen-Assays und Northern blots wurde Doxycyclin in einer
Konzentration von 2 pg/ml (Plateauphase in Abb. 3.25) zur gezielten E2F1-Uber-

expression mit Hilfe des Tet-On-Systems in SAOS-2-Zellen eingesetzt.

Abb. 3.25: Stimulation der Aktivitidt des 418 bp langen 5’-Deletionsfragmentes des DYRK1A-
Promotors B durch Doxycyclin-induziertes E2F1 in SAOS-2-Zellen

SAOS-2-Zellen (152.000/6- Well) waren zwei Tage nach der Aussaat ca. 75% konfluent und wurden
mit 0,1 ug pGL3-hDYRK1A-418 bzw. 0,1 ug pGL3-Basic (Kontrolle) in je 12 Wells transient transfiziert.
Ca. 5 h spater wurden die Zellen mit PBS (37°C) gewaschen und ca. 17 h lang mit Doxycyclin in den
angegebenen Dosen bzw. A. bidest. (Kontrolle) in Normalmedium behandelt. Lyse und Messung der
RLU erfolgten mit dem ,Dual-Luciferase® Reporter Assay System”. Da die Gesamtproteinbestimmung
durch den PLB-Lysepuffer gestért wurde, wurden die RLU-Werte nicht auf Gesamtprotein normiert.
Oben: angegeben sind die RLU-Mittelwerte eines Versuches * Abweichung der beiden Messwerte
vom Mittelwert; unten: durch Doxycyclin induziertes E2F1 in den Lysaten des Reportergen-Assays im
Western blot.

93



Ergebnisse

Reportergen-Assays in SAOS-2-Zellen zeigten, dass durch Doxycyclin induziertes
E2F1 ausschlieBlich DYRK1A-Promotor B und dessen 5°-Deletionsfragmente akti-
vierte, die geringere Basalaktivitaten als Promotor A und die Konstrukte mit beiden
Transkriptionsstarts besaBen (Abb. 3.26, Abb. 3.27 A und B).

Abb. 3.26: Aktivierung des DYRK71A-Promotors B und eines seiner 5°-Deletionsfragmente
durch Doxycyclin-induziertes E2F1 in SAOS-2-Zellen

SAQOS-2-Zellen (200.000/6- Well; Ausnahme: in einem Versuch 152.000 Zellen/6- Well) wurden im sub-
konfluenten Zustand mit 0,1 ug des angegebenen Promotorkonstruktes in je 4 Wells transient transfi-
ziert. Ca. 5 h spater wurden die Zellen mit PBS (37°C) gewaschen und ca. 17 h lang mit Doxycyclin
[2 pg/ml] bzw. A. bidest. (Kontrolle) in Normalmedium behandelt. Lyse und Messung der RLU erfolg-
ten mit dem ,Dual-Luciferase® Reporter Assay System”. Da die Gesamtproteinbestimmung durch den
PLB-Lysepuffer gestért wurde, wurden die RLU-Werte nicht auf Gesamtprotein normiert. Angegeben
sind die Mittelwerte aus n unabh&ngigen Versuchen + SEM (falls n > 2) bzw. + Abweichung vom
Mittelwert (falls n = 2). Als Bezug diente in jedem Versuch der Mittelwert der mit pGL3-hDYRK1A-904
transfizierten, mit A. bidest. (Kontrolle) behandelten Zellen. Die mutmaBlichen E2F1-Bindungsstellen

sind als schwarze Kreuze dargestellt.

Der Uberexprimierte Transkriptionsfaktor E2F1 stimulierte die Aktivitdten der beiden
kirzesten Promotorfragmente sogar 2,5-fach in Bezug auf die Kontrolle, was auf eine
mogliche E2F1-Bindung innerhalb -226 bp hindeutete (Abb. 3.27). Da die Beta-Ga-
laktosidasewerte unter der Doxycyclin-Behandlung teilweise stark sanken, wahrend
die Gesamtproteinmenge recht konstant blieb, erfolgte eine Normierung der RLU-
Werte auf Gesamtprotein. Abb. 3.27 B zeigt zum Vergleich die Auswertung dieser

Versuchsreihe mit den auf Beta-Galaktosidase bezogenen RLU-Werten.
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Abb. 3.27: Aktivierung des DYRK1A-Promotors B und dessen 5’-Deletionsfragmenten durch
Doxycyclin-induziertes E2F1 in SAOS-2-Zellen

A: SAOS-2-Zellen (200.000/6-Well) wurden am Tag nach der Aussaat mit 0,1 ug des angegebenen
Promotorkonstruktes und 0,25 ug pSV-B-Galactosidase in je 4 Wells transient transfiziert. Ca. 5 h
spater wurden die Zellen mit PBS (37°C) gewaschen und ca. 17 h lang mit Doxycyclin [2 pg/ml] bzw.
A. bidest. oder Normalmedium (Kontrolle) behandelt. Lyse und Messung der RLU erfolgten mit dem
JLuciferase Assay System with Reporter Lysis Buffer”. Die RLU-Werte wurden auf Gesamtprotein
normiert. Angegeben sind die Mittelwerte aus n unabhangigen Versuchen £ SEM (falls n > 2) bzw.
+ Abweichung vom Mittelwert (falls n = 2). Als Bezug diente jeweils der Mittelwert der analog trans-
fizierten, mit A. bidest./Normalmedium (Kontrolle) behandelten Zellen. *: signifikant (p < 0,05) gegen-
Uber der Kontrolle.

B: Dieselbe Versuchsreihe, bezogen auf Beta-Galaktosidase.
Die Aktivierung von DYRK1A-Promotor B durch den Transkriptionsfaktor E2F1 wurde

auch in anderen Zellsystemen nachgewiesen. So aktivierte lberexprimiertes E2F1
(0,5 ug pCMV-SPORT6-E2F1) in transient transfizierten HeLa-Zellen die Aktivitat des
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Promotors B ca. 1,8-fach, wohingegen es die Aktivitdt des Leervektors pGL3-Basic
drastisch senkte (Daten nicht gezeigt). Vor diesem Hintergrund war die Aktivierung
des Promotors B bedeutsam und in ihrem AusmaB wohl aufgrund der starken
Hemmung der Aktivitat des Leervektors durch derart Uberexprimiertes E2F1 noch un-
terschatzt. Ahnliches kénnte auch fiir PC-3-Zellen gelten, in denen (berexprimiertes
E2F1 (0,25 pg pCMV-SPORT6-E2F1) weder DYRK1A-Promotor A noch B aktivierte
(drei unabhangige Versuche; Daten nicht gezeigt). In PC-3-Zellen wurde der Effekt
von Uberexprimiertem E2F1 auf den Leervektor nicht untersucht.

3.6.2 Kein Anstieg der DYRK1A-Proteinmenge durch exogenes E2F1

Da DYRK1A in SAOS-2-Zellen fur einen Nachweis im Western blot zu schwach
exprimiert wurde (Daten nicht gezeigt), wurde der Effekt von E2F1 auf die Transla-
tion der DYRK1A-mRNA in Phoenix™-Zellen untersucht. Die in Phoenix™-Zellen be-
obachtete Hochregulation der DYRK1A-mRNA durch Uberexprimiertes E2F1 (Abb.
3.24 B) wirkte sich nicht auf den DYRK1A-Proteingehalt der Zellen aus (Abb. 3.28).
Auffallig war die Verringerung der Zellzahl unter dem Einfluss von Gberexprimiertem
E2F1 (1,0 ug pCMV-SPORT6-E2F1), was auf eine Schadigung der Zellen hindeu-

tete.

E2F1 E2F1 Kontrolle untrans-
[1.0 yal [0,5pg]l [1,0 pg] fiziert

97 kDa — DYRK1A
= - = = = - = = unspezifisch
66 kDa —
66 kDa — L o «— E2F1
g (B e el <+— unspezifisch
45 kDa — !
it

Abb. 3.28: Kein Anstieg der DYRK1A-Proteinmenge durch iiberexprimiertes E2F1 in Phoenix™-
Zellen

Phoenix™-Zellen (80.000/6-Well) wurden am Tag nach der Aussaat mit 1,0 pg pCMV+-SPORT6-E2F1
(RZPD, Berlin; GenBank®-Nr. BC050369), 0,5 ug pCMV-SPORT6-E2F1 + 0,5 pug pCMV-SPORT6
(Kontrolle) bzw. 1,0 pg pCMV-SPORT6 (Kontrolle) in je 2 Wells transient transfiziert oder nicht trans-
fiziert. Zwei Tage spater erfolgte eine denaturierende Lyse der Zellen. Nach 8%-SDS-PAGE wurden
die endogene DYRK1A und Uberexprimiertes E2F1 im Western blot nachgewiesen.
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3.7 DYRK1A — ein mogliches Target-Gen des Transkriptionsfaktors
CREB

Im Rahmen einer SACO (Serial Analysis of Chromatin Occupancy; Kombination aus
Chromatinimmunoprazipitation und modifizierter SAGE)- und Affymetrix-Analyse
cAMP-regulierter Gene in PC-12-Zellen (Phdochromozytom-Zelllinie der Ratte) wur-
de DYRKT1A als Target-Gen des Transkriptionsfaktors CREB (cyclic AMP Response
Element Binding Protein) identifiziert. CREB, das u. a. eine wichtige Rolle bei neuro-
naler Differenzierung und synaptischer Plastizitat spielt, bindet downstream von der
DYRK1A-3-UTR und reguliert nach Forskolin-induzierter Aktivierung der Adenylat-
cyclase die DYRK1A-Genexpression hoch (Impey et al., 2004).

Da der DYRK1A-Promotor A ein CRE (cyclic AMP Response Element)-Motiv
aufweist (5'-GGACGTCA-3" statt 5'-TGACGTCA-3") (Abb. 3.1), wurde zunachst im
DNA-Retardierungs-Assay (EMSA) tberprift, ob CREB an den DYRK1A-Promotor A
bindet. Forskolin bewirkt als Aktivator der Adenylatcyclase einen cAMP-Anstieg, eine
Aktivierung der Proteinkinase A und demzufolge eine Phosphorylierung von CREB,
welches wiederum erst als Phospho-CREB die Expression seiner Target-Gene hoch-
reguliert. Im unphosphorylierten Zustand kann CREB an DNA binden, aber keine
Transkription stimulieren.

In 24 h lang serumfrei (vgl. 12 bis 16 h bei Impey und Kollegen, 2004) oder unter
Normalbedingungen gewachsenen PC-12-Zellen fihrte eine ca. 30-minitige Be-
handlung mit Forskolin [10 pM] zu einer deutlichen Phosphorylierung von CREB
(Abb. 3.29), die fur den Supershift (s. S. 99 und 100) erforderlich war.

Abb. 3.29: cAMP-induzierte Phosphorylierung von CREB in PC-12-Zellen

In den Kernextrakten (KE) von PC-12-Zellen, die vor ihrer ca. 30-minitigen Forskolin [10 uM]- bzw.
DMSO (Kontrolle)-Behandlung 24 h lang ohne Serum bzw. in Normalmedium gewachsen waren
(s. Abb. 3.30, Abb. 3.31), wurde an Serin 133 phosphoryliertes CREB (P-CREB, Ser133) nach 10%-
SDS-PAGE im Western blot nachgewiesen.
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In EMSAs (Electrophoretic Mobility Shift Assays) wurde eine schwache Bindung von
P-CREB'" an den DYRK1A-Promotor A nachgewiesen (Abb. 3.30, Abb. 3.31). Die
Spezifitat der Bindung von P-CREB an das doppelstrangige CRE-Oligonukleotid
wurde an zwei unterschiedlich groBen (P-)CREB'®/CRE-Komplexen deutlich, aus
denen (P-)CREB durch 100-fach molaren Uberschuss unmarkierten, konkurrieren-
den CRE-Oligonukleotides (5°-...TGACGTCA...-3") verdrangt wurde, nicht jedoch
durch 100-fach molaren Uberschuss unmarkierten, mutierten CRE-Oligonukleo-
tides (5"-...TGTGGTCA...-3"; Tab. 2.7, Abb. 3.30). Der 100-fach molare Uberschuss
an unmarkiertem CRE-Motiv-Oligonukleotid des DYRK71A-Promotors A flihrte zu
einer partiellen Verdrangung von (P-)CREB aus seiner Bindung an das radioaktiv
markierte CRE-Oligonukleotid. Dies bedeutet, dass (P-)CREB zwar schlechter an
den DYRK1A-Promotor als an CRE bindet, aber auch, dass es besser an den
DYRK1A-Promotor als an mutiertes CRE bindet. Auch der Supershift in Form eines
Komplexes aus P-CREB (Ser133) I/ll, CRE-Oligonukleotid und P-CREB-Antikérper
bewies die Existenz zweier unterschiedlich groBer (P-)CREB/CRE-Komplexe, deren
Banden im Gel nach Bindung an den P-CREB (Ser133)-spezifischen Antikérper ver-
schwanden und in Form einer retardierten Einzelbande erschienen. Der Phospho-
CREB-Antikérper shiftete auch den Komplex aus P-CREB (Ser133) /Il und
DYRK1A-Promotor A-Oligonukleotid, der schwéacher erschien als der P-CREB
(Ser133) I/ll/CRE-Komplex und aus dem sich ebenfalls das DYRK1A-Promotor A-
Oligonukleotid durch konkurrierendes unmarkiertes CRE-Oligonukleotid im 100-fach
molaren Uberschuss, nicht jedoch durch mutiertes unmarkiertes CRE-Oligonukleotid

im 100-fach molaren Uberschuss verdréngen lieB (Abb. 3.30).

' Phospho-CREB
'® phosphoryliertes bzw. unphosphoryliertes CREB
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Abb. 3.30: (P-)CREB/DYRK1A-Promotor A-Bindung in PC-12-Zellen (Normalmedium)

PC-12-Zellen (1.000.000/10 cm-Platte) waren nach dreitdgigem Wachstum in Normalmedium sub-
konfluent. Nach ca. 30-minltiger Behandlung mit Forskolin [10 puM] bzw. DMSO (Kontrolle) wurden die
Zellkerne extrahiert (Pool aus je drei identisch behandelten Platten) und im EMSA analysiert. A:
Oligonukleotidsequenz aus DYRK1A-Promotor A; AK: Antikérper (2 pl, 5 h, 4°C); 10 bzw. 100:
unmarkiertes (,kaltes) Oligonukleotid im 10-fach bzw. 100-fach molaren Uberschuss im Vergleich

zum **P-markierten (,heiBen®) Oligonukleotid. Freie Sonde: ungebundenes markiertes Oligonukleotid.

Die starke Bindung von (P-)CREB an das CRE-Oligonukleotid und die schwache
Bindung von (P-)CREB an das Oligonukleotid mit dem CRE-Motiv des DYRK1A-Pro-
motors A wurde auch in Kernextrakten von PC-12-Zellen nachgewiesen, die 24 h vor

der Forskolin-Behandlung ohne Serum gewachsen waren (Abb. 3.31). Wahrend der
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Phospho-CREB-spezifische Antikérper die (P-)-CREB/DNA-Komplexe retardierte,
ging der E2F1-spezifische Antikdrper keine Bindung mit den P-CREB/DNA-Komple-
xen ein und fuhrte nicht zu Supershifts. Das Promotor A-Oligonukleotid lieB sich
durch unmarkiertes CRE, nicht jedoch durch mutiertes CRE (jeweils im 100-fach
molaren Uberschuss) aus der (P-)CREB-Bindung verdréngen (Abb. 3.31).

CRE (32P) A (32P)
CRE ""@'\“Q"" ""\“»\“Q""
CREmMut - - - - - = 8- - - - - - - - o .
A """"\Q\QQ""----\Q,\QQ
P-CREB-AK - - + = = = = =« =« =« o o # = = = = = = =
E2F1-AK = = =% = = == = = mm= Fm = === .
Forskolin[10pM] - + + + + + + + + + - ++ + + + + + + +
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Abb. 3.31: (P-)CREB/DYRK1A-Promotor A-Bindung in PC-12-Zellen (Serumentzug)

PC-12-Zellen (1.000.000/10 cm-Platte) waren nach zweitdgigem Wachstum in Normalmedium sub-
konfluent. Nach 24 h Serumentzug und darauffolgender ca. 30-minttiger Behandlung mit Forskolin
[10 uM] bzw. DMSO (Kontrolle) wurden die Zellkerne extrahiert (Pool aus je drei identisch behandel-
ten Platten) und im EMSA analysiert. A: Oligonukleotidsequenz aus DYRK1A-Promotor A; AK:
Antikdrper; P-CREB-AK: 2 ul, 5 h, 4°C; E2F1-AK: 3 pl, 5 h, 4°C; 10 bzw. 100: unmarkiertes (,kaltes")
Oligonukleotid im 10-fach bzw. 100-fach molaren Uberschuss im Vergleich zum *P-markierten

(,heiBen®) Oligonukleotid. Sonde: ungebundenes markiertes Oligonukleotid.
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Da das CRE-Oligonukleotid nicht vollstandig durch einen 100-fach molaren Uber-
schuss an unmarkiertem DYRK1A-Promotor A-Oligonukleotid aus seiner Bindung mit
(P-)CREB verdrangt werden konnte, wird auch bei Serumentzug von einer schwa-
chen Bindung von (P-)CREB an den DYRK1A-Promotor A ausgegangen (Abb. 3.31).

Nun wurde in Reportergen-Assays untersucht, oo DYRK1A cAMP-responsiv ist. Die
Effektivitat des Forskolins (die cAMP-vermittelte Phosphorylierung von CREB) wurde
anhand der Stimulation der CRE-gesteuerten Luciferaseaktivitat in Reportergen-
Assays nachgewiesen: das CRE-Luc-Plasmid (Stratagene®, La Jolla, USA) diente als
Positivkontrolle und enthalt das CRE in vierfacher Kopienzahl. In PC-12-Zellen (Abb.
3.32) und PC-3-Zellen (Abb. 3.33) stimulierte Forskolin [10 uM] die CRE-kontrollierte
Luciferaseaktivitat ca. 3-fach, in SAOS-2-Zellen sogar ca. 10-fach (Daten nicht ge-

zeigt).

Abb. 3.32: Kein Effekt von P-CREB auf die Aktivitaten der Promotoren A und B in PC-12-Zellen

PC-12-Zellen (600.000/6-Well) wurden am Tag nach der Aussaat mit 0,1 ug des DYRK1A-Promotor
A- bzw. DYRK1A-Promotor B-Konstruktes bzw. 0,1 pg pCRE-Luc (Positivkontrolle) und 0,25 pg pSV-
B-Galactosidase in je 4 Wells transient transfiziert. Einen Tag spéter (ca. 90% Konfluenz) wurden die
Zellen mit Forskolin [10 uM] bzw. DMSO (Kontrolle) behandelt. Am Tag danach erfolgten Lyse und
Messung der RLU mit dem ,Luciferase Assay System with Reporter Lysis Buffer”. Die RLU-Werte
wurden auf Beta-Galaktosidase normiert. Angegeben sind die Mittelwerte eines Versuchs * Abwei-
chung der beiden Messwerte vom Mittelwert. Als Bezug diente jeweils der Mittelwert der analog
transfizierten, mit DMSO (Kontrolle) behandelten Zellen. Das CRE-Motiv ist als schwarzes Kreuz

dargestellt.
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Nach Forskolin-induzierter Aktivierung der Adenylatcyclase aktivierte CREB Promo-
tor A jedoch weder in PC-12-Zellen noch in PC-3- bzw. SAOS-2-Zellen (Abb. 3.32,
Abb. 3.33; Daten in SAOS-2-Zellen nicht gezeigt).

Abb. 3.33: Kein Effekt von P-CREB auf die Aktivitdten der Promotoren A und B in PC-3-Zellen

PC-3-Zellen (200.000/6-Well) wurden am Tag nach der Aussaat mit 0,1 pg des angegebenen
Promotorkonstruktes bzw. 0,5 pg pCRE-Luc (Kontrolle) und 0,25 ug pSV-B-Galactosidase in je 4
Wells transient transfiziert. Einen Tag spater wurden die Zellen mit Forskolin [10 pM] bzw. DMSO
(Kontrolle) behandelt. Am Tag danach erfolgten Lyse und Messung der RLU mit dem ,Luciferase
Assay System with Reporter Lysis Buffer”. Die RLU-Werte wurden auf Beta-Galaktosidase normiert.
Angegeben sind die Mittelwerte aus n unabhangigen Versuchen = SEM (falls n > 2) bzw.
t Abweichung der beiden Messwerte vom Mittelwert (falls n = 2). Als Bezug diente jeweils der Mittel-
wert der analog transfizierten, mit DMSO (Kontrolle) behandelten Zellen. Das CRE-Motiv ist als

schwarzes Kreuz dargestellt. *: signifikant (p < 0,05) gegentber der Kontrolle.
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3.8 Stabilitat der DYRK71A-mRNA

Die untranslatierte Region am 3"-Ende der DYRK1A-mRNA (3°-UTR) beinhaltet sie-
ben AU-reiche Elemente (AREs, A/U-Rich Elements) mit der Sequenz 5°-AUUUA-3’,
die einen schnellen Abbau der DYRK1A-mRNA nahe legen (Wilson & Treisman,
1988; Caballero et al., 2004) (Abb. 3.34). Ein Vergleich der murinen und der huma-
nen 3°-UTR-Sequenz des DYRK1A-Gens ergab eine Konservierung von vier AU-
reichen Sequenzen, sodass in beiden Spezies eine relativ kurze Halbwertszeit der
DYRK1A-mRNA vermutet wurde.

Zur Untersuchung der Stabilitat der endogenen DYRK1A-mRNA wurden die humane
Prostataadenokarzinom-Zelllinie PC-3 und die murine Fibroblasten-Zelllinie NIH-3T3
mit dem Transkriptionsinhibitor Aktinomycin D [5 pg/ml] bzw. DMSO (Kontrolle) be-
handelt. Vor der Behandlung bzw. nach 30, 60, 120 bzw. 240 min wurde die Gesamt-
RNA isoliert. Der Verlauf des Abbaus der DYRK1A-mRNA und der GAPDH-mRNA
(Ladungskontrolle) wurde in Northern blots analysiert. Die Halbwertszeit endogener
DYRK1A-mRNA betrug in PC-3-Zellen ca. 120 min, in NIH-3T3-Zellen ca. 240 min
(Abb. 3.34 bis Abb. 3.36). Dies bedeutet, dass sowohl die humane als auch die
murine DYRK1A-mRNA — mdéglicherweise aufgrund mehrerer AU-reicher Sequenz-
elemente in der 3"-UTR — im Vergleich zur GAPDH-mRNA relativ instabil ist. Die
kirzere Polyadenylierungsvariante ohne die AU-reichen Elemente, die fur die Maus
typisch ist, aber im humanen Organismus nicht gebildet wird, war stabiler als die
murine DYRK1A-mRNA normaler Lange, lag aber in der Bandenintensitat nahe am
Hintergrund, sodass keine Quantifizierung méglich war (Abb. 3.36).

In PC-3-Zellen wurde die GFP-DYRK1A-mRNA (Labor-interne Bezeichnung fur die
EGFP-DYRK1A-mRNA), der die 2,3 kb umfassende Teilsequenz der 3 -UTR mit den
sieben AU-reichen Sequenzelementen fehlen, deutlich langsamer abgebaut als das
endogene DYRK1A-Transkript. Sie war langer als vier Stunden stabil, d. h. ahnlich
stabil wie die GAPDH-mRNA (Abb. 3.35).

Dies deutet darauf hin, dass die 3-UTR der DYRK71A-mRNA fir deren schnellen
Abbau von Bedeutung ist.
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Abb. 3.34: 3'-Nukleotidsequenz der humanen DYRK1A-cDNA mit der GenBank®-Nr. NM_101395
Das Stoppcodon (*) trennt die kodierende Nukleotidsequenz (Aminosduresequenz dariber ange-
geben) der DYRK1A-cDNA mit der GenBank®-Nr. NM_101395 von ihrer 3’-UTR, die mit einem Poly-
A-Schwanz endet (n: unbestimmte Adenin-Anzahl). Die 3’-Enden der GFP-DYRK1A-mRNA und der
Polyadenylierungsvariante in Maus und Ratte sind griin bzw. blau gekennzeichnet. Die AREs sind in

roter, fetter Schrift und gelb unterlegt dargestellt. Die in Mensch und Maus konservierten AREs sind

Q Q S
CAACAGAGTC
TTTTATAGAA
AGATTAACAC
ATTGCAAAGG
CTCAGAGGTA
GTTTTTTTGT
CAACTAATTT

PV A S
CTGTAGCTAG
GTGGTGTTTT
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TCCTCTTTTT
CTTTCTATTC
TﬁéﬂGTAAAA

S x
CTCGTGACTA
TTTTCCAAAA
TACAAGAGGG
TGTTTAAAAG
GCTCCCCCAT
AGCAAAAGTT
GGCACTGCAC

3’-Ende der GFP-DYRK1A-mRNA

TTTTTTTTTT
TTTGGGTGGG
AATGCAGTAC
GAAAGGGACG
AGAACTCTCC
TCTCCCGTTG
TGCACTGAGA
TCTTTGGGAT
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AATGGGTAAT
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TAACGTTAAA
AAACAGTTGA

von einem Kasten umgeben.
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Abb. 3.35: Stabilitdt der DYRK1A-mRNA in PC-3-Zellen

A: PC-3-Zellen (350.000/10 cm-Platte) erreichten nach 4 Tagen ca. 70% Konfluenz. Die Zellen auf je
zwei Platten wurden mit Aktinomycin D [5 pg/ml] bzw. DMSO (Kontrolle) behandelt. Die RNA-Isolation
erfolgte nach 0 min (unbehandelt), 30, 60, 120 bzw. 240 min. Gezeigt sind die Hybridisierungen eines
Northern blots mit DYRK1A- bzw. GAPDH-cDNA sowie die Ethidiumbromidfarbung (unten), die — wie
die GAPDH-mRNA — als Ladungskontrolle diente.

B: DYRK1A- bzw. GAPDH-mRNA-Mengen unter Aktinomycin D-Behandlung (,AIDA*Software). An-
gegeben ist jeweils der Mittelwert + Abweichung vom Mittelwert. t;.: mMRNA-Halbwertszeit.
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A 240

[min] Kontrolle

[min] Aktinomycin D [5 pg/ml]

DYRK1A-mRNA

GFP-DYRK1A-mRNA

GFP-DYRK1A-mRNA
(geringere Intensitét)

Abb. 3.36: Stabilitat der GFP-DYRK1A-mRNA ohne AU-reiche Elemente in PC-3-Zellen

A: PC-3-Zellen (350.000/10 cm-Platte) wurden nach 3 Tagen mit 2 uyg pEGFP-C1-DYRK1A (unsere
Arbeitsgruppe) transient transfiziert und waren einen Tag spéter fast konfluent. Die Zellen auf je 2
Platten wurden mit Aktinomycin D [5 pg/ml] bzw. DMSO (Kontrolle) behandelt. Die RNA-Isolation
erfolgte nach 0 min (unbehandelt), 30, 60, 120 bzw. 240 min. Gezeigt sind Hybridisierungen (vgl. Abb.

3.35) eines Northern blots sowie die Ethidiumbromidférbung (unten) als weitere Ladungskontrolle.

B: Quantifizierungen analog zu Abb. 3.35; zuséatzlich GFP-DYRK1A-mRNA. t;,2: mMRNA-Halbwertszeit.
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Abb. 3.37: Stabilitdt der DYRK1A-mRNAs in NIH-3T3-Zellen

A: NIH-3T3-Zellen (400.000/10 cm-Platte) wurden nach 5 Tagen auf je zwei Platten mit Aktinomycin D
[5 pg/ml] bzw. DMSO (Kontrolle) behandelt. Die RNA-Isolation erfolgte nach 0 min (unbehandelt), 30,
60, 120 bzw. 240 min. Gezeigt sind die Hybridisierungen eines Northern blots mit DYRK1A- und
GAPDH-cDNA sowie die Ethidiumbromidfarbung (unten), die — wie die GAPDH-mRNA — als Ladungs-
kontrolle diente.

B: DYRK1A- bzw. GAPDH-mRNA-Mengen unter Aktinomycin D-Behandlung (,AIDA*Software). An-
gegeben ist jeweils der Mittelwert £ Abweichung vom Mittelwert. Fir ,240 min Aktinomycin D* wurde

aufgrund nur einer auswertbaren Bande keine Quantifizierung durchgefiihrt. t;,.: mRNA-Halbwertszeit.
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3.9 Expression und Funktion von DYRK1B-SpleiBvarianten

3.9.1 SpleiBvarianten der Proteinkinase DYRK1B in adharenten Zelllinien

Die Proteinkinase DYRK1B tritt in mindestens drei SpleiBvarianten unterschiedlicher
GréBe auf: DYRK1B-p65, -p69 und -p75, wobei ,p“ fir ,Protein” steht und die Zahl
die jeweilige Proteinmasse in [kDa] reprasentiert. Die Kinase-inaktive SpleiBvariante
DYRK1B-p65 ist in der katalytischen Domane um 40 Aminosauren armer als die
Kinase-aktive SpleiBvariante DYRK1B-p69, da fast die erste Halfte von Exon 9
herausgespleiBt wird. Die katalytisch aktive SpleiBvariante DYRK1B-p75 dagegen ist
aufgrund eines alternativen Transkriptions- und Translationsstarts in Exon 1B 60
Aminosauren langer als DYRK1B-p69, deren Transkription in Exon 1A bzw. Trans-
lation erst in Exon 2 beginnt (Leder et al., 2003).

Alle drei SpleiBvarianten lieBen sich in den Nagetier-Insulinoma-Zelllinien RINm5F,
HIT-T15 und INS-1 in Western blots nachweisen (Abb. 3.38 A). In der Maus-Fibro-
blasten-Zelllinie NIH-3T3 (Abb. 3.41 A, Abb. 3.42 B) und in der humanen Prostata-
adenokarzinom-Zelllinie PC-3 (Abb. 3.38 B) wurden dagegen nur DYRK1B-p65 und
DYRK1B-p69 identifiziert. Die SpleiBvariante DYRK1B-p75 wurde auch bereits im
Skelettmuskel der Maus, in der murinen Hypothalamus-Zelllinie GT1-7 (s. auch Abb.
3.38 B) sowie in differenzierten, Adipozyten-ahnlichen 3T3-L1-Zellen nachgewiesen
(Leder et al., 2003).

il
Q(;

«.\f‘ unspezifisch

<+— DYRK1B-p75
<+«— DYRK1B-p69
<+<—DYRK1B-p65

’ « DYRK1B-p75
«— DYRK1B-p69
B8 kDa— ™ | «<— DYRK1B-p65 66 kDa —

Abb. 3.38: DYRK1B-SpleiBvarianten in adhdrenten Zelllinien

A: Die DYRK1B-SpleiBvarianten p65, p69 und p75 in nativen Lysaten aus RINm5F-, HIT-T15- bzw.
INS-1-Zellen wurden nach 8%-SDS-PAGE im Western blot mit DYRK1B-Antiserum nachgewiesen.

B: Die DYRK1B-SpleiBvarianten p65 und p69 in denaturierten Lysaten aus PC-3- und GT1-7-Zellen
wurden nach 8%-SDS-PAGE im Western blot mit DYRK1B-Antiserum nachgewiesen. DYRK1B-p75

dagegen wurde nur in GT1-7-Zellen nachgewiesen.

unspezifisch
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3.9.2 Funktionelle Charakterisierung von DYRK1B-SpleiBvarianten

Die Proteinkinase DYRK1A interagiert mit dem Transkriptionsfaktor FKHR (Forkhead
in Rhabdomyosarcoma) (Woods et al., 2001b) und stimuliert, ebenso wie DYRK1B,
die FKHR-abhangige Glukose-6-Phosphatase-Promotoraktivitait (von Groote-
Bidlingmaier et al., 2003). Zur Untersuchung funktioneller, Uber die Kinaseaktivitat
hinausgehender Unterschiede zwischen den DYRK1B-SpleiBvarianten, wurden in
COS-7-Zellen die cDNAs von DYRK1B-p65, -p69 bzw. -p75, FKHR und des
Glukose-6-Phosphatase-Promotors kotransfiziert. In Reportergen-Assays aktivierten
DYRK1B-p65, -p69 und -p75 den FKHR-abhangigen Glukose-6-Phosphatase-
Promotor, DYRK1B-p65 allerdings recht schwach (Abb. 3.39) (Leder et al., 2003).

- “ : — pT5
‘ ‘.- | «— p69
TO® -

Abb. 3.39: Unterschiedlich starke Stimulation der FKHR-abhéngigen Glukose-6-Phosphatase-
Promotoraktivitat durch DYRK1B-SpleiBvarianten in COS-7-Zellen

COS-7-Zellen (100.000/6-Well) wurden mit dem Glukose-6-Phosphatase-Promotor als Reportergen-
Konstrukt (0,6 pg), FKHR-Plasmid (0,2 pg) und pCMV+.SPORT6-DYRK1B-p75 (s. S. 27), -p69 bzw.
-p65 (unsere Arbeitsgruppe) oder/und Kontrolle (oCMV+SPORT6; max. 0,8 ug) in je 2 Wells transient

66 kDa —

transfiziert. Nach 2 Tagen erfolgten Lyse und Messung der RLU mit dem ,Luciferase Assay System
with Reporter Lysis Buffer”. Die RLU wurden auf Gesamtprotein normiert. Angegeben sind die Mittel-
werte aus 3 Versuchen £ SEM. Als Bezug diente der Mittelwert der mit 0,8 ug Kontrolle transfizierten
Zellen. *: signifikant (p < 0,05) gegeniiber der Kontrolle. Die Uberexpression der jeweiligen SpleiB-
variante wurde in vereinigten Aliquots der Lysate zweier identisch transfizierter Wells eines Versuches
(ca. 6 ug Gesamtprotein) nach 8%-SDS-PAGE mit DYRK1B-Antiserum im Western blot kontrolliert.
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3.9.3 Erzeugung von DYRK1B-p65, -p69 bzw. -p75 stabil Giberexprimierenden

NIH-3T3-Zellen

Um beispielsweise zu untersuchen, ob die drei SpleiBvarianten DYRK1B-p65, -p69
und -p75 die Lebensfahigkeit von Zellen bei Serumentzug erhéhen, wurde die murine
NIH-3T3-Fibroblasten-Zelllinie mit Hilfe von Retroviren mit der cDNA je einer
DYRK1B-SpleiBvariante stabil transfiziert. Die Produktion der Retroviren erfolgte in
der mit pWZL-neo-DYRK1B-p65, -p69 bzw. -p75 transient transfizierten Zelllinie
Phoenix™ (Abb. 3.40 A). Nach der Infektion von NIH-3T3-Fibroblasten mit den
transgenen Retroviren wurde die stabile Transfektion der Nagetierzellen mit pWZL-
neo-DYRK1B-p65, -p69 bzw. -75 im Western blot nachgewiesen (Abb. 3.40 B).

A liberexprimierte DYRK1B-
p65 p69 p75
| /
97 kDa —
d <«— unspezifisch
66 kDa —
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45 kDa — | e v e p [+— Aktin
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|
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Abb. 3.40: Uberexprimierte DYRK1B-SpleiBvarianten in Phoenix™- bzw. NIH-3T3-Zellen

A: Die transiente Uberexpression von DYRK1B-p65, -p69 bzw. -p75 in Phoenix™-Zellen wurde nach
8%-SDS-PAGE mit DYRK1B-Antiserum im Western blot kontrolliert.

B: Die durch retrovirale Infektion erzielte stabile Uberexpression von DYRK1B-p65, -p69 bzw. -p75 in
NIH-3T3-Zellen wurde nach 8%-SDS-PAGE mit DYRK1B-Antiserum im Western blot kontrolliert. Leer-
vektor: pWZL-neo; Positivkontrolle: transient tberexprimierte DYRK1B-p69 in Phoenix™-Zellen (s. A).

Aktin diente in A und B als Ladungskontrolle.
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Im Gegensatz zu INS-1-Zellen exprimierten NIH-3T3-Zellen keine DYRK1B-p75.
Dies wurde sowohl in denaturierten Lysaten als auch nach DYRK1B-Immunprazipita-
tion nativer Lysate im Western blot mit DYRK1B-Antiserum nachgewiesen (Abb. 3.41
A und B). In einem Kinase-Assay lieBen sich die katalytischen Aktivitaten endogener
und Uberexprimierter DYRK1B nicht nachweisen. Hier katalysierte nur die als
Positivkontrolle dienende GFP-DYRK1B-p69 in COS-7-Zellen die Phosphorylierung
des synthetischen Peptides DYRKItide, einem optimierten Substrat von DYRK1A
(Himpel et al., 2000) (Daten nicht gezeigt).

A

Abb. 3.41: DYRK1B-SpleiBvarianten in den Zelllinien INS-1 und NIH-3T3

A: Im SDS-Lysat aus INS-Zellen wurden endogene DYRK1B-p65, -p69 und -p75, im SDS-Lysat aus
DYRK1B-p69 stabil Gberexprimierenden NIH-3T3-Zellen dagegen nur endogene DYRK1B-65 und die
Uberexprimierte p69 mit DYRK1B-Antiserum im Western blot nach 8%-SDS-PAGE nachgewiesen.

B: Endogene und Uberexprimierte DYRK1B-SpleiBvarianten in nativen Lysaten aus NIH-3T3-Zellen
(500 pg Gesamtprotein), 3 Tage vor der Lyse serumarm (1% FCS) kultivierten INS-1-Zellen (ca. 1000
pHg Gesamtprotein), stabil DYRK1B-p69 Uberexprimierenden NIH-3T3-Zellen (500 pg Gesamtprotein)
bzw. transient GFP-DYRK1B-p69 (pEGFP-C1-DYRK1B-p69; Leder (2001)) tiberexprimierenden COS-
7-Zellen (ca. 250 ug Gesamtprotein) wurden mit DYRK1B-Antiserum immunprazipitiert. Als Negativ-
kontrolle (Hintergrund) diente die alternative Fallung mit unspezifischem DYRK1B-Pra-Immunserum.
Nachdem die enzymatische Aktivitdt der endogenen bzw. Uberexprimierten DYRK1B-SpleiBvarianten
in NIH-3T3- und INS-1-Zellen anhand der Phosphorylierung des synthetischen Peptides DYRKtide im
Kinase-Assay nicht nachgewiesen werden konnte (Daten nicht gezeigt), wurden die préazipitierten
Proteine aus dem Immunkomplex durch Denaturierung geldst. Nach 8%-SDS-PAGE wurde die
DYRK1B- bzw. GFP-DYRK1B-p69-Préazipitation mit DYRK1B-Antiserum im Western blot kontrolliert.
AS: DYRK1B-Antiserum, PIS: unspezifisches DYRK1B-Pra-Immunserum.
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3.9.4 Erhéhte DYRK1A- und DYRK1B-Mengen bei Serumentzug

Der Entzug von Wachstumsfaktoren arretiert in U9-Kolonkarzinomzellen den Zell-
zyklus in der Go/frihen Gi-Phase: mit sinkender ERK1/2 (MAP-Kinasen-)Aktivitat
wird der DYRK1B-Spiegel hochreguliert (Lee et al., 2000).

Zur Untersuchung des DYRK1A- bzw. DYRK1B-Gehalts in der Go/Gi-Phase des
Zellzyklus wurden NIH-3T3-Zellen in serumhaltigem Zellkulturmedium (Normal-
medium, ,SH®) bis zu ca. 90 - 95% Konfluenz kultiviert (,0 h“-Wert), woraufhin die
eine Halfte der Zellen auf den Ubrigen Platten ab diesem Zeitpunkt serumfrei (,SF*),
die andere Halfte weiterhin serumhaltig kultiviert wurde. Nach 3, 9, 24, 48 bzw. 72 h
wurden auch sie denaturierend lysiert und in Western blots analysiert. Denaturierte
GT1-7-Zelllysate dienten als Positivkontrolle, da sie DYRK1A und die drei DYRK1B-
SpleiBvarianten exprimierten (Abb. 3.16 A, Abb. 3.38 B). Durch den Serumentzug
wurden die Zellen mit hoher Wahrscheinlichkeit in der Go/G-Phase des Zellzyklus
arretiert. Die Zellen, die wieder mit frischem Normalmedium versorgt wurden, durch-
liefen zunachst weiterhin den Zellzyklus, bis auch sie — durch Konfluenz-bedingte
Kontaktinhibition — in der Go/G1-Phase des Zellzyklus arretiert wurden (Deng et al.,
2004). Dies ist eine mdgliche Erklarung dafir, dass die serumfrei gesetzten NIH-3T3-
Zellen etwa gleich viel endogene DYRK1A bzw. DYRK1B-p69 exprimierten wie fast
konfluente NIH-3T3-Zellen, die weiterhin mit Serum versorgt wurden.

Im Verlauf des dreitdgigen Serumentzuges (Ruhephase der Zellen), nahm die
DYRK1A- und DYRK1B-p69-Menge deutlich zu (Abb. 3.42 A und B).

Die Expression exogener DYRK1B-p69 (Abb. 3.42 C) und DYRK1B-p65 (Daten nicht
gezeigt) in fast konfluent gewachsenen NIH-3T3-Zellen anderte sich hingegen unter
Serumentzug nicht wesentlich und war ebenfalls vergleichbar mit den parallel dazu in
serumhaltigem Medium weiterwachsenden NIH-3T3-DYRK1B-p69/-p65-Zellen. Da
die stabile DYRK1B-p65/-p69-Expression durch den retroviralen Promotor im pWZL-
neo-Plasmid kontrolliert wurde, deutet dieser Unterschied zwischen endogener und
Uberexprimierter DYRK1B darauf hin, dass die Hochregulation von DYRK1B in der
Go- (bzw. friihen Gi-)Phase des Zellzyklus transkriptionell (Deng et al., 2003; Mercer
& Friedman, 2006), d. h. Uber die Stimulation ihrer Promotoraktivitat, reguliert wird.
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Abb. 3.42: Erhéhte DYRK1A- und DYRK1B-p69-Mengen in NIH-3T3-Zellen bei Serumentzug

A: Fast konfluente NIH-3T3-Zellen auf 6 cm-Platten wurden in 400 ul Lysepuffer denaturierend lysiert
(,0 h*), wohingegen die Ubrigen Zellen entweder in Normalmedium (SH) oder in serumfreiem DMEM-
Medium weiterkultiviert wurden und nach 3, 9, 24, 48 bzw. 72 h analog lysiert wurden. Nach Gesamt-
proteinbestimmung und -angleich wurden die Lysate (ca. 7 ug Gesamtprotein) in einem 8%-SDS-Gel
elektrophoretisch aufgetrennt und mit DYRK1A-Antikdrper im Western blot mit Hilfe des ,ECL
Advance™ Western Blotting Detection Kit* (Amersham Pharmacia Biotech) nach Herstellerangaben
detektiert. Ein SDS-Lysat aus GT1-7-Zellen diente als Positivkontrolle. Ein &hnliches Ergebnis lieferte
ein weiterer Versuch.

B/C: Fast konfluente NIH-3T3-Zellen (B) bzw. DYRK1B-p69 Uberexprimierende NIH-3T3-Zellen (C)
wurden wie die in A beschriebenen Zellen behandelt. Nach Gesamtproteinbestimmung und -angleich
wurden die Lysate (B: ca. 12 ug; C: ca. 14 ug Gesamtprotein) in einem 8%-SDS-Gel elektrophoretisch
aufgetrennt und mit DYRK1B-Antiserum im Western blot detektiert. Die Gelspur ,,72 h SH” (C) enthielt
offenbar weniger als 14 ug Gesamtprotein. Ein SDS-Lysat aus GT1-7-Zellen diente jeweils als Positiv-

kontrolle. Diese Ergebnisse wurden jeweils in einem weiteren Versuch bestatigt.
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Die Kolonkarzinom-Zelllinien U9 und HD3 proliferieren durch Uberexprimierte
DYRK1B unter funftagigem Entzug von Wachstumsfaktoren starker als die entspre-
chenden Zelllinien mit endogener DYRK1B (Lee et al., 2000). Um zu Uberprifen, ob
dieser Effekt auch in Fibroblasten auftritt, wurde der Einfluss Uberexprimierter im
Vergleich zu endogener DYRK1B-p69 auf die Lebensfahigkeit von NIH-3T3-Zellen in
Normalmedium (SH) bzw. bei Serumentzug (SF) untersucht. NIH-3T3-Zellen bzw.
DYRK1B-p69 stabil Uberexprimierende NIH-3T3-Zellen (NIH-3T3-DYRK1B-p69)
wurden in zwei unterschiedlichen Zelldichten ausgesat. Einen Tag spater (,0 Tage®-
Wert) wurde die Lebensfahigkeit bzw. Proliferation der Zellen in einem WST-Assay
gemessen. Die Zellen auf den Ubrigen Platten erhielten nun erneut serumhaltiges
bzw. erstmals serumfreies Zellkulturmedium und wurden ein bis finf Tage spater
ebenso getestet.

Im Gegensatz zu U9- und HD3-Kolonkarzinomzellen (Lee et al., 2000) nahm die
(Uber-)Lebensfahigkeit serumfrei wachsender NIH-3T3-Fibroblasten durch exogene
DYRK1B-p69 im Vergleich zur endogenen DYRK1B-p69 nicht zu (Abb. 3.43 B). Die
(OD - Blank-)Werte von NIH-3T3-DYRK1B-p69-Zellen in der héheren Zelldichte, die
vier bzw. finf Tage unter serumfreien Bedingungen kultiviert worden waren, lieBen
sich nicht reproduzieren (Daten nicht gezeigt) und stellten somit AusreiB3er dar. Auch
DYRK1B-p75 stabil Uberexprimierende NIH-3T3-Zellen Uberlebten den mehrtagigen
Serumentzug nicht (Daten nicht gezeigt). Ob der Serumentzug die Zellen wirklich in
der Go/G1-Phase arretierte, wurde nicht untersucht, wird aber von Deng und Kollegen
(2004) far NIH-3T3-Zellen beschrieben.

Auch unter normalen Wachstumsbedingungen, d. h. wenn die NIH-3T3-Zellen mit
Serum versorgt wurden und den Zellzyklus normal durchliefen, erhdhte Gberexpri-
mierte DYRK1B-p69 die Lebensfahigkeit der Zellen im Vergleich zur endogenen
DYRK1B-p69 nicht (Abb. 3.43 A).
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Abb. 3.43: Lebensfahigkeit von NIH-3T3-Zellen mit endogener bzw. exogener DYRK1B-p69 in
Normalmedium bzw. bei Serumentzug

A: Die Lebensfahigkeit von 2.000 NIH-3T3- bzw. NIH-3T3-DYRK1B-p69-Zellen/96- Well wurde am Tag
nach der Aussaat im WST-Assay bestimmt (,0 Tage SH/SF*): photometrische Messung der OD nach
1 h WST-1/ECS. Die Ubrigen Zellen erhielten nun frisches Medium. Nach 1, 2, 3, 4 bzw. 5 Tagen
folgten weitere WST-Assays. Es handelte sich um eine Einzelbestimmung (je 1 Well), deren Tendenz
sich in einem weiteren Versuch mit 4.000 bzw. 8.000 Zellen/Well bestatigte (Daten nicht gezeigt). OD:
Optische Dichte, Blank (Hintergrundwert): Normalmedium.

B: Die Lebensfahigkeit von 2.000 bzw. 4.000 NIH-3T3- bzw. NIH-3T3-DYRK1B-p69-Zellen/96-Well
wurde am Tag nach Aussaat im WST-Assay bestimmt (,0 Tage SH/SF*, vgl. A). Die (brigen Zellen
erhielten nun serumfreies Medium. Nach 1, 2, 3, 4 bzw. 5 Tagen folgten weitere WST-Assays. Dar-
gestellt sind die Mittelwerte aus je 2 identisch behandelten Wells. Kurven mit dhnlicher Tendenz
wurden in einem weiteren Versuch mit 4.000 bzw. 8.000 Zellen/Well erhalten (Daten nicht gezeigt).
Die (OD - Blank-)Werte fur NIH-3T3-DYRK1B-p69 (4.000 Zellen/Well) nach vier- bzw. fiinftagigem

Serumentzug stellten AusreiBer dar. Blank: serumfreies DMEM-Medium.
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4. Diskussion

4.1 Promotoren des DYRK1A-Gens

Im Mittelpunkt dieser Arbeit steht die Charakterisierung der Promotorregion und der
transkriptionellen Regulation des humanen DYRK1A-Gens.

Identifizierung der Transkriptionsstarts A und B des DYRK1A-Gens

Das DYRK1A-Gen besitzt in der humanen Prostataadenokarzinom-Zelllinie PC-3
zwei durch 5°-RACE-PCR identifizierte alternative Transkriptionsstarts A und B (TS A
und TS B). Die 5’-flankierenden Sequenzbereiche der jeweiligen Exons 1A und 1B
weisen voneinander unabhangige Promotoraktivitaten auf, d. h. die Transkription des
DYRK1A-Gens wird — zumindest in den untersuchten Tumorzelllinien PC-3, SAOS-2
(humanes Osteosarkom) und PC-12 (Phaochromozytom der Ratte) — durch zwei
alternative Promotoren A und B reguliert (s. S. 68 - 69, Abb. 3.44 C).

TS A wird in der Literatur noch nicht beschrieben. TS B dagegen entspricht dem von
Guimera und Kollegen (1999) mit RACE-PCR und cDNA-Bibliotheken-Screening
identifizierten Transkriptionsstart des Transkripts MNBHa (GenBank®-Nr. AF108830)
in Exon2G (Bezeichnung in Anlehnung an Guimera und Kollegen (1999)) (Abb. 3.44
A und C). Die differentielle Expression von MNBHa und ihrer Variante MNBHb (Abb.
3.44 B), die — im Gegensatz zu MNBHa — als ein einziger RACE-Klon (gesamter
Foétus) identifiziert wurde, wird in Northern blots deutlich: wahrend MNBHa in
verschiedenen adulten Geweben und in allen untersuchten fétalen Gehirngeweben,
d. h. ubiquitar, exprimiert wird, ist MNBHb mit Start in Exon1G nur im adulten Herz-
und Skelettmuskel nachweisbar, nicht jedoch z. B. in den untersuchten fétalen
Gehirngeweben (Guimera et al, 1999). Laut CAGE-Tag-Analyse der DYRK1A-
Promotorregion starten 31 Transkripte ohne Gewebsspezifitat innerhalb 31 bp up-
stream von TS A und 11 solcher Transkripte binnen 36 bp upstream von TS B, aber
in den CAGE-Bibliotheken (ohne Herz- und Skelettmuskelgewebe) liegt kein Trans-
kriptionsstart in Exon1G (Abb. 3.1). Die ca. 800 bp umfassende 5’-flankierende
Sequenz von Exon1G besitzt weder in COS-7-Zellen (Niere der Afrikanischen
Grunen Meerkatze) noch in SAOS-2-Zellen Promotoraktivitat (s. S. 67). Dies spricht
dafir, dass MNBHb im Gegensatz zu MNBHa gewebsspezifisch ist.
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Abb. 3.44: Alternatives SpleiBen der 5’-Region der DYRK1A-Pra-mRNA

A: Schematische Darstellung der DYRK1A-SpleiBvariante MNBHa, die ubiquitér exprimiert wird
(Guimera et al, 1999). Die nicht-kodierenden Exons sind durch weiBe Kasten dargestellt und
nummeriert wie von Guimera und Kollegen (1999), wobei G fir Guimera steht. Kodierende Regionen
sind schwarz dargestellt. Der Translationsstart ist mit dem ersten kodierenden Basentriplett ATG
gekennzeichnet. Die Verbindungen zwischen den Exons stellen Introns dar.

B: Das Transkript MNBHb dagegen ist nur fiir Herz und Skelettmuskel typisch (Guimera et al., 1999).
Die Beschriftung dieser schematischen Darstellung ist analog zu A.

C: Schema des alternativen SpleiBens der DYRK1A-Pra-mRNA der humanen Zelllinie PC-3, in der
mittels 5-RACE-PCR zwei unterschiedliche Transkriptionsstarts A und B (TS A und TS B) in zwei
alternativen Exons 1A und 1B identifiziert wurden. Die jeweils 5°-flankierenden Regionen wiesen Pro-
motoraktivitdten auf und wurden als Promotor A (rot) bzw. Promotor B (blau) bezeichnet. Die nicht-
kodierenden Exons sind durch weiBe Kéasten, die kodierenden Bereiche sind schwarz dargestellt. Die
Nummerierung der Exons orientiert sich an dem Exon, in dem TS A liegt. Der Translationsstart ist mit
dem ersten kodierenden Basentriplett ATG gekennzeichnet. Die Verbindungen zwischen den Exons

stellen Introns dar.
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Im Gegensatz zu DYRK1B (Leder et al., 2003) entstehen durch das alternative
SpleiBen der DYRK1A-Pra-mRNA keine unterschiedlichen Protein-SpleiBvarianten,
da der Translationsstart im Exon 2 (Exon4G nach Guimera und Kollegen (1999)) der
DYRK1A-Pra&-mRNA vom SpleiBen unberthrt bleibt (Abb. 3.44 C). Deshalb stellt
DYRK1A eine Besonderheit dar: es gehért zu den geschéatzen 7,1% der mindestens
zwei Transkriptionsstarts enthaltenden Gene, deren Translationsstart in allen oder
den meisten Transkripten gleich ist und die nicht gewebsspezifisch (nachgewiesene
Ausnahme: MNBHDb) transkribiert werden (Carninci et al., 2006). Obwohl die unter-
schiedlichen Aktivititen der DYRK1A-Promotoren A und B (s. S. 68 - 69) eine diffe-
rentielle, gewebsabhangige Promotornutzung vermuten lassen, lasst die CAGE-Tag-

Analyse eine breite Gewebsverteilung beider Transkripte erkennen (Abb. 3.3).

CAGE-Tag-Analyse der Promotorregion des DYRK1A-Gens

Die Komplexitat der ,Transkriptlandschaft von Saugetieren wird beispielsweise
daran deutlich, dass das , Transkriptom®“ mindestens zehnmal gr6Ber als die Anzahl
der Gene ist (Carninci et al., 2005). Die CAGE (Cap Analysis of Gene Expression)-
Tag-Analyse in Kombination mit der Kartierung von cDNAs, ESTs, GIS (Gene
Identification Signature)- und GSC (Gene Signature Cloning)-Tags soll der genom-
weiten Analyse von Transkription und transkriptioneller Genregulation und damit der
,Systematischen” Systembiologie dienen (Carninci et al., 2006).

Die breite Verteilung der 55 verschiedenen, durch CAGE-Tag-Analyse erhaltenen
DYRK1A-Transkriptionsstarts der 141 DYRK1A-Transkripte innerhalb der 1.700 bp
langen Nukleotidsequenz upstream von TS B (Abb. 3.1) Iasst die vielfaltigen Mdglich-
keiten der transkriptionellen Regulation von DYRK1A erahnen. Es existieren neun
Tag-Cluster zwischen -900 bp und TS B, von denen zwei Cluster mit 7 bzw. 4
Transkriptionsstarts in diversen Geweben unmittelbar proximal zu den durch 5°-
RACE-PCR in PC-3-Zellen ermittelten Transkriptionsstarts A bzw. B liegen (in
Abb. 3.3 rot bzw. blau markiert). Somit wird die Existenz von TS A und TS B durch
die CAGE-Tag-Analyse gestitzt.

Nimmt man eine Promotorklassifizierung nach Carninci und Kollegen (2006) vor (s.
S. 66), so spricht das Tag-Cluster upstream von TS A fiir einen bimodalen Promotor
mit zwei dominanten Transkriptionsstarts (MU-Klasse), die CAGE-Tags upstream

von TS B verteilen sich breit mit einem dominanten Transkriptionsstart (PB-Klasse)
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(Abb. 3.3). Finf der neun einzelnen Datenbank-definierten Tag-Cluster der in der
vorliegenden Arbeit charakterisierten DYRK1A-Promotorregion lassen sich in die
MU- bzw. PB-Klasse mit breiter Gewebsverteilung einordnen (Carninci et al., 2006).
Die vier Ubrigen Tag-Cluster fallen eher in die Promotorkategorie SP, da sie
innerhalb von ca. 1 bis 10 Basenpaaren nur einen einzigen dominanten Transkrip-
tionsstart aufweisen. Darlberhinaus sind drei dieser vier Cluster gewebsspezifisch,
d. h. die Transkripte darin stammen aus einem spezifischen CAGE-Gewebe. Vor
diesen SP-Clustern liegt untypischerweise weder eine apparente TATA-Box
(TATA(A/T)A(A/T)) (Breathnach & Chambon, 1981), noch eine CCAAT-Box (Benoist
et al., 1980; Efstratiadis et al., 1980).

Unabhangig von der Promotorklasse ist ein Pyrimidin-Purin-Motiv oft charakteristisch
fir die Positionen -1/+1, wobei +1 den Transkriptionsstart markiert: C/G, C/A und T/G
an -1/+1 sind bevorzugte Initiations-Dinukleotide und werden mit hoher transkriptio-
neller Aktivitat assoziiert (Carninci et al., 2006). In der Tat beginnen z. B. 27 von 31
DYRK1A-Transkripten unterschiedlicher Gewebe nahe TS A mit C/G (-1/+1). Auch
TS B selbst und 2 von 13 DYRK1A-Transkripten unterschiedlicher Gewebe nahe TS
B weisen dieses CG-Motiv auf (Abb. 3.1).

GC-Reichtum der DYRK1A-Promotoren A und B

Ungeféhr 50% aller humanen Gene besitzen CpG-Inseln im Bereich ihrer Promotor-
regionen. In den meisten Féllen entgehen diese GC-reichen Nukleotidsequenzen
(CpG/GpC-Verhéltnis > 0,6) (Bird, 1986; Gardiner-Garden & Frommer, 1987) einer
Cytosin-Methylierung, die ihre Aktivitdt aufheben wirde (Neumann et al., 1995).
Methylierte CpG-Inseln existieren jedoch auf einem der beiden weiblichen X-Chro-
mosomen und haufig in Krebszellen (Yamada et al., 2004).

Im Rahmen einer Analyse des allelischen Methylierungszustandes von CpG-Inseln
auf dem humanen Chromosom 21 wurde in silico und mittels PCR eine unmethy-
lierte CpG-Insel mit einem GC-Gehalt von 95% Uber eine Lange von 2.103 bp in der
DYRK1A-Promotorregion um TS B herum nachgewiesen (Yamada et al., 2004) (Abb.
3.1). Der Methylierungszustand des DYRK1A-Promotors A wurde jedoch nicht von
Yamada und Kollegen (2004) untersucht.

Bei Promotor B handelt es sich um einen GC-reichen Promotor (74% G/C innerhalb
von 742 bp) ohne TATA-Box; Promotor A enthalt eine TATA-Box-ahnliche Struktur
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und ist ebenfalls GC-reich (77% G/C innerhalb von 681 bp). Allgemein wird eine
breite Verteilung von Transkriptionsstarts in einer GC-reichen Nukleotidsequenz mit
ubiquitédrer Gewebsverteilung des Transkripts in Verbindung gebracht, wohingegen
TATA-Box-haltige Promotoren vom Typ SP die Genexpression in bestimmten Gewe-
ben regulieren (Carninci et al., 2006). Eine Ausnahme bilden GC-reiche Promotoren,
die ZNS-spezifisch sind. Die GC-reichen Promotoren kommen in Saugetieren
haufiger als TATA-Box-haltige Promotoren vor. Es wird spekuliert, dass GC-reiche
Promotoren mit multiplen Transkriptionsstarts durch epigenetische Regulation und
spezifische Nutzung der Initiationssignale der Evolution von Vertebraten dienen
(Carninci et al., 2006). Die breite Verteilung der Transkriptionsstarts (Abb. 3.3) und
der hohe GC-Gehalt in der DYRK1A-Nukleotidsequenz upstream von TS A bzw. B
kbnnten die ubiquitare DYRK1A-Expression (Becker et al., 1998) erklaren. Beide
Promotoren sind beispielsweise in zwei humanen Zelllinien und einer Ratten-Zelllinie

aktiv.

Unterschiedliche Aktivititen der DYRK1A-Promotoren A und B

Promotor A ist in PC-12-Zellen ca. dreifach aktiver als Promotor B, in PC-3-Zellen ca.
zehnfach aktiver und in SAOS-2-Zellen sogar ca. vierzehnfach aktiver als Promotor B
(s. S. 68 - 69). Eine Erklarung hierfir kdnnten funf potentielle Bindungsstellen des
Transkriptionsfaktors Sp-1 (GGGCGG bzw. CCGCCC) (Araki et al., 1987) in Promo-
tor A sein, wohingegen Promotor B nur vier dieser Konsensussequenzen enthalt
(Abb. 3.1). Denn der Transkriptionsfaktor Sp-1 kann nach Bindung an solche GC-
Box-Promotorelemente die Transkriptionsrate des entsprechenden Gens durch die
RNA-Polymerase Il zehn- bis finfzigfach erhéhen (Briggs et al., 1986; Kadonaga et
al., 1987).

Die Basalaktivitdten von -742, -647, -541, -418 bzw. -324 bp in Bezug auf TS B sind
in SAOS-2-Zellen recht konstant, nehmen jedoch bei 5°-Deletion auf 226 bp bzw.
114 bp um ca. 90% ab. Mdglicherweise bindet der Transkriptionskomplex aufgrund
der CpG-Insel, d. h. eventueller ,Haarnadel“-Struktur, von -285 bp downstream bis
weit hinter TS B nur schwach an die 226 bp lange Nukleotidsequenz upstream von
TS B, wohingegen an die ca. 100 bp lange Nukleotidsequenz zwischen -227 bp und
-324 bp ein oder mehrere Transkriptionsfaktoren binden kénnten, die die Basalakti-
vitat des DYRK1A-Promotors B bestimmen. Die Tatsache, dass die Promotoraktivitat
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zwischen -324 bp und -418 bp nicht weiter zunimmt, sondern 324 bp bereits die
basale Aktivitdt von Promotor B vermitteln, deutet darauf hin, dass Sp-1 nicht an das
GC-Box-Element GGGCGG in dieser Region bindet (Abb. 3.5, Abb. 3.1).

In Gegenwart der beiden Transkriptionsstarts A und B steigt die Promotoraktivitat
sprunghaft auf das Finf- bis Siebenfache von Promotor B an. Dies deutet darauf hin,
dass diese Konstrukte Uber Transkriptionsstart A reguliert werden. Mit einer mut-
maBlichen Bindung von hemmenden (Transkriptions-)Faktoren im Sequenzbereich
zwischen TS A und TS B, der im Promotor A-Konstrukt fehlt, Iasst sich erklaren,
warum Promotor A in SAOS-2-Zellen ca. doppelt so aktiv ist wie die Sequenzberei-
che von DYRK1A, die TS A und TS B enthalten. Die ersten 67 bp des Promotors A
vermitteln bereits eine deutliche Aktivitat dieses Promotors (Abb. 3.5, Abb. 3.1).

Die Expression vieler Gene wird durch alternative Promotoren reguliert. So werden
beispielsweise das Glukokinase-Gen (Magnuson & Shelton, 1989) und das Aroma-
tase-Gen durch gewebsspezifische Promotoren reguliert (Simpson, 2004); die Ex-
pression des Pax6-Gens kontrollieren entwicklungsabhangige Promotoren (Plaza et
al., 1995; Plaza et al., 1999).

5"-RACE-PCR, CAGE-Tag-Analyse und Reportergen-Assays zufolge existieren zwei
alternative Transkriptionsstarts bzw. Promotoren des DYRK1A-Gens. Da die Promo-
toren A und B in mehreren Saugetier-Zelllinien aktiv sind, konzentriert sich die
vorliegende Promotorstudie auf diese beiden Promotoren.

4.2 DYRK1A-Expression im Zellzyklus

4.2.1 DYRK1A — ein Zielgen des Transkriptionsfaktors E2F1?

Die Familie der E2F-Transkriptionsfaktoren spielt eine zentrale Rolle im Zellzyklus.
Unter physiologischen Bedingungen reguliert E2F1 die Expression von Genen hoch,
deren Produkte fiir die Zellzykluskontrolle (z. B. DNA-Synthese) wichtig sind (z. B.
CCNE fur Cyclin E, TS fir Thymidylatsynthase). Nach einer DNA-Schéadigung
stimuliert E2F1 beispielsweise die Expression von Apoptosegenen (z. B. Apafi,
TP73), aber auch von DNA-Schadigung-responsiven Kinasen (z. B. ATM, Chk1) im

Rahmen einer positiven Feedback-Schleife, was zum Anhalten des Zellzyklus bzw.
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zu Apoptose fuhrt. AuBerdem wird spekuliert, dass E2F1 durch Interaktion mit
anderen Proteinen (z. B. BRCA1, TopBP1) an der Erkennung und Reparatur von
DNA-Strangbriichen und an der Kontrolle der DNA-Replikation beteiligt ist (Stevens
& La Thangue, 2004). Da in Tumorzellen zwar haufig Mutationen in den Genen
auftreten, die Rb oder/und p53 kodieren, aber nicht im E2F1-Gen, wird vermutet,
dass E2F1 eine wesentliche Rolle in Krebszellen spielt (Stevens & La Thangue,
2004). Die meisten humanen Tumoren weisen aberrante (erhdhte) Transkriptmengen
E2F(1)-regulierter Gene auf, weil alle bekannten Mutationen im Rb/E2F(1)-Signalweg
zu deregulierter E2F(1)-Aktivitat fuhren (Muller et al., 2001).

In ,High density oligonucleotide microarrays” und Northern blots wurde sowohl in
asynchronen Populationen exponentiell wachsender U20S-Zellen (Mdiller et al.,
2001) als auch in murinen NIH-3T3-Fibroblasten in der Go-Phase (Ma et al., 2002)
DYRKT1A als Target-Gen des Uberexprimierten Transkriptionsfaktors E2F1 identifi-
ziert. Der endogene Transkriptionsfaktor E2F1 wird namlich am G1/S-Phasen-Uber-
gang und in der frihen S-Phase exprimiert, sodass exogenes E2F1 diese beiden
Zelltypen in die S-Phase Uberflhrt bzw. dort stabilisiert (Ma et al., 2002). Bei U20S
handelt es sich um eine humane Osteosarkom-Zelllinie, die — im Gegensatz zu
SAOS-2 — funktionelles Rb und p53 exprimiert.

Eine Hochregulation des bekannten E2F1-Target-Gens DHFR (Dihydrofolatredukta-
se) (Blais & Dynlacht, 2004) und der DYRK1A-mRNA durch Uberexprimiertes E2F1
ist auch in den humanen Zelllinien SAOS-2 (ca. 1,6-fach) und Phoenix™ (HEK 293T-
ahnliche Zelllinie) nachweisbar (Abb. 3.24 A und B). Dies deutet darauf hin, dass
E2F1 die DYRK1A-Expression unabhangig vom Rb- und p53-Status der Zelle regu-
liert.

In SAOS-2-Zellen aktiviert der induzierte Transkriptionsfaktor E2F1 selektiv
DYRK1A-Promotor B ca. 2,5-fach, méglicherweise aufgrund einer Bindung innerhalb
der 226 bp langen und zwei mutmaBliche E2F1-Bindungsstellen enthaltenden
Nukleotidsequenz upstream von Transkriptionsstart B. DYRK1A-Promotor A ist im
Gegensatz zu Promotor B nicht E2F1-responsiv und enthalt auch keine mdglichen
Bindungsstellen fir E2F1 (Abb. 3.27, Abb. 3.1). Ob DYRK1A ein direktes Zielgen von
E2F1 ist, oder ob die beschriebenen Effekte durch ein anderes Protein in der S-
Phase vermittelt werden, muss noch erforscht werden.

Desweiteren ist noch unklar, warum in Phoenix™-Zellen (iberexprimiertes E2F1 nicht
auch die DYRK1A-Proteinmenge deutlich erhdht (Abb. 3.28). Vielleicht lasst sich dies
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auf apoptotische Vorgange zurlickfiihren, denn nach zweitagiger E2F1-Uberexpres-
sion reduzierte sich die Zahl der Phoenix'-Zellen. Man geht davon aus, dass
Apoptose ein Ergebnis héherer E2F1-Konzentrationen sein kann, denn exogene
E2F1-Expression kann sowohl p53-abhangige als auch p53-unabhangige Apoptose
auslosen (Dyson, 1998; Denchi & Helin, 2005).

Der Rb/E2F-Signalweg ist nicht nur von Bedeutung fiir Zellproliferation und Apopto-
se, sondern steht auch im Fokus bei Differenzierung und friher Entwicklung: der
Transkriptionsfaktor E2F1 reguliert beispielsweise die Expression des Transkrip-
tionsfaktors HEY1 (Hairy/Enhancer of split related with YRPW motif 1) hoch (Muller
et al., 2001; Leimeister et al., 1999). Es ist vorstellbar, dass die durch E2F1 hoch-
regulierte DYRK1A-Expression wahrend der Gi/S-Phase des Zellzyklus beispiels-
weise die Neurogenese fordert.

4.2.2 DYRK1A - ein Fluorouracil-responsives Gen mit variablem

Expressionsmuster in humanen Tumorzellen bzw. Tumorzelllinien

Der ,Cancer Profiling Array I“ und der ,Cancer Cell Line Profiling Array“ (BD Bio-
sciences Clontech, Palo Alto, USA) verdeutlichen eine starke Variation der DYRK1A-
mRNA-Menge von Patient zu Patient — sowohl in gesundem Gewebe, als auch in
Tumor- und Metastasengewebe — bzw. in Tumorzelllinien. So exprimieren offenbar
die Prostataadenokarzinom-Zelllinie PC-3 (TP53 -/-) und die Kolonkarzinom-Zelllinie
HCT116 (TP53 -/-) mehr DYRK1A als beispielsweise die Prostatakarzinom-Zelllinie
DU 145 (mutiertes TP53) oder die Kolonkarzinom-Zelllinie HCT116 (TP53 +/+) (Abb.
3.10). Ein Reportergen-Assay in TP53 Uberexprimierenden PC-3-Zellen deutet auf
eine Korrelation von TP53-Mangel und hoher DYRK1A-Expressionsrate hin (Abb.
3.18 A). Das TP53-Gen zahlt zu den am haufigsten mutierten Genen humaner Tu-
moren und kodiert einen tumorsupprimierenden Transkriptionsfaktor (Nigro et al.,
1989; Hollstein et al., 1991). Mdglicherweise spielt DYRK1A in Krebszellen, die
mutiertes oder gar kein TP53 besitzen, eine wichtige Rolle bei proliferativen Vor-
gangen.

Der S-Phase-Inhibitor 5-Fluorouracil (5-FU) (Abb. 3.9) reguliert speziell in PC-3-
Zellen die DYRK1A-mRNA hoch (Abb. 3.10). 5-FU stellt ein Prodrug dar, dessen
Metabolit Fluorodesoxyuridinmonophosphat (FAUMP) die Thymidylatsynthase (TS)
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inhibiert, sodass die DNA-Synthese gehemmt wird. AuBerdem werden die 5-FU-
Metaboliten Fluorouridintriphosphat (FUTP) bzw. Fluorodesoxyuridintriphosphat
(FAUTP) in die RNA bzw. die DNA schnell wachsender Zellen eingebaut, sodass
diese so geschadigt werden, dass sie nicht mehr funktionstiichtig sind (Longley et al.,
2003).

Eine deutliche zeit- und dosisabhéngige Stimulation der DYRK1A-Expression unter
5-FU-Behandlung wird auch in Northern blots in PC-3-Zellen und den TP53-exprimie-
renden HEK 293T-dhnlichen Phoenix"™-Zellen nachgewiesen (Abb. 3.11 bis Abb.
3.13). Sie kann vermutlich mit einer Stabilisierung, d. h. einem verminderten Abbau
der kurzlebigen DYRK1A-mRNA (s. S. 103 - 106) erklart werden, da die Aktivitat bei-
der DYRK1A-Promotoren unter 5-FU nicht zunimmt (Abb. 3.15). Eine DNA-Schédi-
gung durch UV-Strahlung fihrt in humanen Osteosarkom-Zelllinien — unabhangig
vom p53- und Rb-Status — zu einer Induktion des E2F1-Proteins, welches allerdings
seine transkriptionelle Aktivitat einbtBt (O'Connor & Lu, 2000). Da auch 5-FU
aufgrund seiner DNA-schadigenden Wirkung mdglicherweise E2F1 stabilisiert und
inaktiviert, kénnte dies zwar erklaren, warum die Aktivitdten von Promotor A und B
durch 5-FU nicht ansteigen. Allerdings durfte keine erhdhte DYRK1A-Expression im
Northern blot nachweisbar sein, wenn 5-FU Uber E2F1 wirken sollte.

Es ist vorstellbar, dass DYRK1A in Analogie zur Proteinkinase PDPK Fa (Proline-
Directed Protein Kinase F,) eine wichtige Rolle bei der Regulation der ,multiple drug
resistance“ humaner Prostataadenokarzinomzellen (Yang et al,, 2000) spielt. Auch
das Gen MATS8, das einen Chloridionentransporter kodiert, wird in einer 5-FU-
resistenten Kolonkrebs-Zelllinie zeit- und dosisabhangig durch 5-FU hochreguliert
und kénnte einen guter Biomarker fir 5-FU-Resistenz darstellen (Longley et al.,
2003). Sowohl PC-3- als auch Phoenix™-Zellen proliferieren unter 5-FU weniger als
die Kontrollzellen. Allerdings werden Phoenix™-Zellen — im Gegensatz zu PC-3-
Zellen — offenbar durch 5-FU in ihrer Morphologie deutlich geschadigt, was mdogli-
cherweise ein Zeichen von Apoptose ist (Abb. 3.14 A und B). Vielleicht besteht
wirklich ein Zusammenhang zwischen p53-Mangel und 5-FU-Resistenz bzw. gerin-
ger Apoptoserate (Boyer et al., 2004).

Die Hochregulation der DYRK1A-mRNA durch 5-FU korreliert wider Erwarten nicht
mit einer nachweisbaren Erhéhung des DYRK1A-Proteingehalts im Vergleich zur
Kontrolle (Abb. 3.16 A und B). 5-FU fUhrt als Antimetabolit vermutlich zu einem un-
spezifischen Abbruch der DNA-Synthese und verminderter Zellproliferation, die sich
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beispielsweise in einem Rickgang der Expression von Translationsproteinen bzw.
Proteinstabilisatoren auBern konnten. In Analogie zur E2F1-Wirkung liegt auch die
Bedeutung der durch 5-FU hochregulierten DYRK1A-mRNA in humanen Tumorzell-
linien ohne die Folge einer erhéhten DYRK1A-Proteinmenge noch im Dunkeln. Es
wird jedoch deutlich, dass DYRK1A nicht nur in proliferierenden (Kontroll-)Zellen in
unterschiedlichen Phasen des Zellzyklus exprimiert wird, sondern auch speziell in
der S-Phase des Zellzyklus (5-FU, bestatigt durch Anstieg der Phospho-Rb-Menge,
Abb. 3.17; vgl. auch E2F1). Da DYRK1A mdéglicherweise in allen Phasen des Zell-
zyklus exprimiert wird, kann diese ubiquitare Proteinkinase wohl sehr unterschied-

liche zellulare Prozesse steuern.

4.2.3 DYRK1A - ein Zielgen des Transkriptionsfaktors CREB?

Im Rahmen einer SACO (Serial Analysis of Chromatin Occupancy; Kombination aus
Chromatinimmunoprazipitation und modifizierter SAGE)- und Affymetrix-Analyse
cAMP-regulierter Gene in 12 bis 16 h serumfrei gewachsenen PC-12-Zellen (Ph&o-
chromozytom der Ratte) wurde DYRK1A als Target-Gen des Transkriptionsfaktors
CREB (cyclic AMP Response Element Binding Protein) identifiziert: CREB bindet in
PC-12-Zellen downstream von der DYRK1A-3"-UTR und reguliert infolge cAMP-
Stimulus (Forskolin) die Expression eines Dyrk1a-Transkripts der Ratte (GenBank®-
Nr. BI303285) hoch (Impey et al., 2004).

Der Transkriptionsfaktor CREB reguliert nach Aktivierung durch zahlreiche Kinasen
(z. B. DYRK1A (Yang et al., 2001)) und Bindung an CBP (CREB-Binding Protein)
(Cha-Molstad et al., 2004) die Expression von etwa 5.000 humanen Genen
(Conkright & Montminy, 2005). Die Phosphorylierung von CREB an Serin 133 ist
zwar keine Voraussetzung fir die Bindung an ein CRE (cyclic AMP Response Ele-
ment) der Target-DNA, aber fir die transkriptionelle Aktivitdt von CREB. Die Beteili-
gung an neuronaler Entwicklung/Plastizitdt (Lernen und Gedéachtnis), Wachstums-
faktor-unabhangiger und -abhangiger Zellproliferation und Glukosehomdostase
zeichnet den Transkriptionsfaktor CREB aus (Lonze & Ginty, 2002; Conkright &
Montminy, 2005; Mayr & Montminy, 2001). Da CREB z. B. durch (indirekte) Hoch-
regulation von Cyclin A1, das u. a. die DNA-Synthese initiiert, den Eintritt der Zelle in
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die S-Phase des Zellzyklus forciert, ist eine Hochregulation der DYRK1A-Expression
durch CREB in Analogie zu E2F1 durchaus vorstellbar.

CREB bindet in PC-12-Zellen in DNA-Retardierungs-Assays (EMSAs) spezifisch an
das in DYRK1A-Promotor A lokalisierte CRE-Motiv 5'-GGACGTCA-3" (Abb. 3.1),
allerdings schwacher als an die CRE-Konsensussequenz 5°-TGACGTCA-3’
(Montminy et al., 1986), und zwar unabhangig davon, ob die Zellen zuvor in Normal-
medium oder ohne Serum gewachsen sind (Abb. 3.30, Abb. 3.31). Eine mégliche
Erklarung far diese — wenn auch schwache — Bindung wére die Tatsache, dass
CREB auch an die CRE-Teilsequenz 5 -CGTCA-3" bindet (Mayr & Montminy, 2001).

Forskolin bewirkt als Aktivator der Adenylatcyclase einen cAMP-Anstieg, eine Akti-
vierung der Proteinkinase A und demzufolge eine Phosphorylierung des Transkrip-
tionsfaktors CREB, der wiederum erst im phosphorylierten Zustand die Expression
seiner Target-Gene hochreguliert (Yamamoto et al., 1988). In PC-12-Zellen bindet
CREB zwar an den DYRK1A-Promotor A (Abb. 3.30), aktiviert ihn aber nach cAMP-
Stimulus (Forskolin) nicht (Abb. 3.32). Auch in PC-3- und SAOS-2-Zellen (s. S. 102)
ist nur das Luciferasegen unter der CRE-Kontrolle cAMP-responsiv. Méglicherweise
stimuliert CREB in den untersuchten Zelllinien infolge eines Nicht-cAMP-Stimulus
(z. B. Stress, Ca®*-lonen, Mitogene) die Aktivitit von Promotor A zusammen mit
weiteren Promotor-gebundenen Transkriptionsfaktoren, nicht jedoch mit CBP (Mayr
& Montminy, 2001). Oder aber Forskolin-induziertes Phospho-CREB kann die
ohnehin schon starke Aktivitat des DYRK1A-Promotors A nicht weiter erhdhen,
ahnlich wie bei dem in den meisten Zellen exprimierten MAPK1-Gen (Euskirchen et
al., 2004).

In JEG-3-Choriokarzinomzellen bewirkt eine T — A-Punktmutation der ersten Base
im CRE (5"-TGACGTCA-3") eine Uber 90% geringere transkriptionelle Aktivitat als
mit der CRE-Konsensussequenz. AuBerdem ist das AusmafB der CRE-vermittelten
transkriptionellen Aktivierung eines Gens stark von der das CRE umgebenden
Nukleotidsequenz abhangig (Deutsch et al, 1988). Die in drei unterschiedlichen
Zelllinien fehlende cAMP-Antwort des DYRK1A-Promotors A kdnnte sich auch damit
erklaren lassen, dass die erste Base seines CRE-Motivs 5'-GGACGTCA-3" nicht mit
der CREB-Konsensussequenz Ubereinstimmt und die angrenzenden Nukleotide eine
Transaktivierung durch Phospho-CREB nicht beglnstigen.

Interessanterweise besitzen 85% der Gene, an die CREB bindet, keine TATA-Box.

Eine zum CRE proximale TATA-Box ist notwendig fir die Rekrutierung des Koaktiva-
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tors TBP (TATA Box Binding Protein) fiur die cAMP-induzierte transkriptionelle
Aktivierung von CRE-haltigen Genen durch CREB (Conkright et al., 2003). DYRK1A-
Promotor A besitzt keine typische TATA-Box (s. S. 119) upstream von der CRE-
ahnlichen CREB-Bindungsstelle (Abb. 3.1) und ist méglicherweise deshalb in Repor-
tergen-Assays nicht CAMP-responsiv.

4.2.4 Erhohte DYRK1A-Expression bei Entzug von Serum

Der nach dreitdgigem Entzug von Serum in NIH-3T3-Fibroblasten beobachtete
Anstieg der DYRK1A-Proteinmenge (Abb. 3.42 A) I&sst sich mobglicherweise mit einer
erhéhten Transkriptionsrate des DYRK1A-Gens erklaren. Durch den Serumentzug
werden die Zellen mit hoher Wahrscheinlichkeit in der Go/Gi-Phase des Zellzyklus
arretiert. Erhalten die Zellen jedoch erneut Normalmedium (serumbhaltig), durchlaufen
sie zundchst weiterhin den Zellzyklus, bis auch sie — durch Konfluenz-bedingte
Kontaktinhibition — in der Go/G-Phase des Zellzyklus arretiert werden (Deng et al.,
2004).

In den humanen SAOS-2-Zellen weisen die beiden DYRK1A-Promotoren A und B
bereits nach 17 h ohne Wachstumsfaktoren deutlich hdhere Aktivitaten auf als in
SAQS-2-Zellen, die in Normalmedium kultivierten werden (Abb. 3.6). Interessanter-
weise variiert der Effekt des kompletten bzw. partiellen Serumentzuges auf die
Aktivitat von DYRK1A-Promotor B von Zelllinie zu Zelllinie und in Abhangigkeit von
seiner Dauer. So steigert beispielsweise ein eintagiger Serumentzug die Aktivitat von
Promotor B in SAOS-2-Zellen ca. 4,5-fach, in PC-3-Zellen dagegen nur ca. 1,5-fach
(Abb. 3.7 A und B).

Méglicherweise werden bestimmte DYRK1A-bindende Transkriptionsfaktoren bei
Serumentzug verstarkt exprimiert (Gos et al., 2005) bzw. binden eher als unter
normalen Wachstumsbedingungen an DYRK1A-Promotor A bzw. B. Oder aber im
Serum enthaltene (Wachstums-)Faktoren aktivieren einen MAPK-Signalweg, Uber
den beispielsweise ein Protein inhibiert wird, das an eine oder beide mutmalBlichen
E-Boxen in DYRK1A-Promotor A (Abb. 3.1) bindet (Konsensussequenz CANNTG, N:
beliebige Base) (Elnitski et al., 1997) und dadurch dessen Aktivitat stimuliert. So
reprimieren z. B. die MAPK-aktivierten Proteinkinasen 3pK und MK2 die Aktivitat des

E-Box-bindenden, beispielsweise fiir die Zelldifferenzierung bedeutsamen Transkrip-
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tionsfaktors E47 und damit die E47-abhangige (gewebsspezifische) Genexpression
(Neufeld et al., 2000).

Die Hochregulation von DYRK1A auf transkriptioneller und translationaler Ebene bei
Serumentzug — in Analogie zu DYRK1B, die auf Transkriptionsebene durch RhoA
und Cdc42 in der Go-Phase aktiviert und durch mitogene Aktivierung des MEK-ERK-
Signalweges in anderen Phasen des Zellzyklus herunterreguliert wird (Deng et al.,
2003) — deutet darauf hin, dass DYRK1A auch fir die Go-Phase des Zellzyklus von
Bedeutung ist.

4.3 Stabilitat der DYRK1A-mRNA

Neben der Transkription spielt die posttranskriptionelle Regulation, d. h. die mRNA-
Stabilitéat, eine wesentliche Rolle bei der Genexpression in S&ugetieren. Viele
Zytokine, Wachstumsfaktoren, Onkogene und Zellzyklusregulatoren und damit die
Prozesse, die sie vermitteln, werden schnell und kontextspezifisch tber die Stabilitat
ihrer mRNA-Transkripte reguliert (Gingerich et al., 2004). Eine geringe mRNA-
Stabilitat (Halbwertszeit < 2 h) beeinflusst die Transkriptmenge nach transkriptioneller
Induktion oder Repression starker als eine hohe mRNA-Stabilitat (Ross, 1995). AU-
reiche Elemente (AREs) in der 3"-UTR instabiler Sdugetier-mRNAs vermitteln deren
raschen Abbau, beispielsweise eine mRNA-Deadenylierung durch Bindung sequenz-
spezifischer, destabilisierender Proteine (Chen & Shyu, 1995; Caballero et al., 2004).
Die sieben AU-reichen Elemente mit der Sequenz 5-AUUUA-3" in der 3"-UTR der
DYRK1A-mRNA, von denen vier im Menschen und in der Maus konserviert sind,
legen einen schnellen Abbau der DYRK1A-mRNA nahe (Abb. 3.34).

Sowohl die humane DYRK1A-mRNA (PC-3-Zellen) als auch die murine Dyrk1a-
MRNA (NIH-3T3-Zellen) sind mit Halbwertszeiten von ca. 120 min bzw. 240 min
(Northern blots nach Aktinomycin D-Behandlung; Abb. 3.35 bis Abb. 3.37) im
Vergleich zur GAPDH-mRNA mit einer Halbwertszeit von ca. 8 h (Dani et al., 1984)
instabil (kurzlebig). Sie sind allerdings stabiler als beispielsweise Histon-mRNA,
deren Turnover nur 40 min wahrend der S-Phase bzw. 10 min am Ende der S-Phase
betragt (Ross, 1995). Auch die COX-2-mRNA, die ein konserviertes ARE in der
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3"-UTR enthalt, ist mit einer Halbwertszeit von 30 min kurzlebiger als die DYRK1A-
mRNA (Dixon et al., 2000).

In PC-3-Zellen Uberexprimierte GFP-DYRK1A-mRNA, der die sieben AU-reichen
Sequenzelemente der 3 -UTR fehlen, ist dagegen ahnlich stabil wie die mRNA des
Housekeeping-Gens GAPDH, d. h. sie wird deutlich langsamer abgebaut als die
endogene DYRK1A-mRNA (Abb. 3.36). Dies lasst vermuten, dass die AU-reichen
Sequenzmotive in der 3-UTR der DYRK1A-mRNA deren relativ schnellen Abbau
vermitteln und somit DYRK1A-Menge und -Funktion beeinflussen.

In dieser Arbeit werden erstmalig die DYRK1A-Promotorregion sowie die Regulation
der DYRK1A-Expression charakterisiert. Vermutlich vermitteln AU-reiche Elemente in
der 3’-UTR die relativ geringe Stabilitdt der DYRK1A-mRNA, d. h. eine schnelle
Regulation von DYRK1A auf posttranskriptioneller Ebene.

4.4 Charakterisierung von DYRK1B-SpleiBvarianten

4.4.1 Expressionsmuster von DYRK1B-p65, -p69 und -p75

Es existieren mindestens drei SpleiBvarianten der Proteinkinase DYRK1B: durch
alternatives SpleiBen in Exon 9 ist DYRK1B-p69 vierzig Aminosauren langer als
DYRK1B-p65; die Expression von DYRK1B-p65/-p69 bzw. DYRK1B-p75 wird durch
zwei alternative Promotoren upstream von Exon 1A bzw. Exon 1B gesteuert, wobei
ein neuer Translationsstart in Exon 1B generiert wird, sodass DYRK1B-p75 sechzig
Aminosauren langer als DYRK1B-p69 ist (Leder et al., 2003) (Abb. 2.1 bis 2.3).

Die drei erstmals von Leder und Kollegen (2003) in héheren Eukaryoten nach-
gewiesenen SpleiBvarianten DYRK1B-p65, -p69 und -p75 weisen unterschiedliche
Expressionsmuster auf: wahrend die katalytisch aktive DYRK1B-p69 in den meisten
untersuchten Geweben identifiziert wurde, wurde die ebenfalls funktionelle DYRK1B-
p75 speziell im Skelettmuskel und die katalytisch inaktive DYRK1B-p65 nur in
einigen der untersuchten Mausgewebe nachgewiesen, beispielsweise im Hoden. Die
mit 75 kDa gréBte DYRK1B-SpleiBvariante wird auch in GT1-7-Zellen (neuronale
Hypothalamus-Zelllinie der Maus) und in der differenzierten, Adipozyten-ahnlichen
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Fibroblasten-Zelllinie 3T3-L1 (Maus) exprimiert (Leder et al., 2003). Das Expres-
sionsmuster dieser SpleiBvarianten ist jedoch noch unzureichend bekannt.

In dieser Arbeit wird gezeigt, dass DYRK1B-p75 auch in den Nagetier-Insulinoma-
Zelllinien HIT-T15 (Hamster), INS-1 (Ratte) und RINm5F (Ratte) exprimiert wird
(Abb. 3.38 A). Welche Funktion(en) DYRK1B-p75 in Insulinomazellen, Adipozyten,
neuronalen bzw. muskuldaren Zellen ausibt, und ob sie auch in normalen
pankreatischen Betazellen exprimiert wird, muss noch erforscht werden. PC-3-Zellen
(humanes Prostataadenokarzinom; Abb. 3.16 A, Abb. 3.38 B) exprimieren nur die
katalytisch aktive DYRK1B-p69 und die katalytisch inaktive DYRK1B-p65. Moglicher-
weise inhibiert die inaktive SpleiBvariante DYRK1B-p65 kompetitiv Substrat-Inter-
aktionen von DYRK1B-p69 bzw. DYRK1B-p75.

4.4.2 Funktionelle Charakterisierung dieser drei DYRK1B-SpleiBvarianten

Die Proteinkinasen DYRK1A und DYRK1B interagieren mit dem Transkriptionsfaktor
FKHR (Forkhead in Rhabdomyosarcoma) (Woods et al., 2001b; von Groote-
Bidlingmaier et al., 2003), einem negativen Regulator der Insulinsensititvitat in Leber,
Adipozyten und pankreatischen Betazellen (Nakae et al., 2002). DYRK1A und
DYRK1B stimulieren die FKHR-abhangige Aktivitdt des Glukose-6-Phosphatase-
Promotors (von Groote-Bidlingmaier et al., 2003).

Um die Einflisse der DYRK1B-SpleiBvarianten auf die Aktivitat des Glukose-6-Phos-
phatase-Promotors zu vergleichen, wurden die cDNAs der Kinase-aktiven DYRK1B-
p69 bzw. -p75 bzw. der katalytisch inaktiven DYRK1B-p65 und von FKHR in COS-7-
Zellen kotransfiziert. Alle drei SpleiBvarianten stimulieren dosisabhangig die FKHR-
abhangige Aktivitat des Glukose-6-Phosphatase-Promotors, DYRK1B-p65 allerdings
nur max. ca. 1,5-fach (Abb. 3.39) (Leder et al., 2003). Der stimulierende Effekt der
Kinase-inaktiven DYRK1B-p65 lasst sich moglicherweise mit einer Interaktion von
DYRK1B-p65 und FKHR erklaren, in die die katalytische Domé&ne nicht involviert ist
und die eine Konformationséanderung von FKHR bewirkt, die fir dessen transkriptio-
nelle Aktivitat erforderlich ist. Auch Kinase-inaktive DYRK1A stimuliert synergistisch
mit FKHR die Aktivitat des Glukose-6-Phosphatase-Promotors (von Groote-
Bidlingmaier et al., 2003). Die Aktivierung (Phosphorylierung) von CREB durch
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Kinase-aktive und Kinase-inaktive DYRK3 wird dagegen mdglicherweise durch eine
Inter-aktion von DYRK3 mit PKA (Proteinkinase A) vermittelt (Li et al., 2002).

Die im Vergleich zu DYRK1B-p65 starkere Stimulation der Glukose-6-Phosphatase-
Promotoraktivitdt durch DYRK1B-p69 bzw. DYRK1B-p75 in Synergie mit FKHR
deutet auf funktionelle Unterschiede zwischen diesen SpleiBvarianten hin, die Gber
die Kinaseaktivitat hinausgehen.

Zahlreiche humane Tumorzelllinien (z. B. Kolonkarzinomzellen, duktale Adenokarzi-
nomzellen des Pankreas, Rhabdomyosarkomzellen) exprimieren viel DYRK1B, die
dort auch als ,survival kinase*“ bezeichnet wird (Lee et al., 2000; Jin et al., 2005;
Deng et al., 2006; Mercer et al., 2006). Kolonkarzinomzellen, die die katalytisch
aktive DYRK1B stabil Gberexprimieren, weisen wahrend eines mehrtagigen Entzugs
von Serum (Wachstumsfaktoren) eine héhere Uberlebensrate (bzw. Zellproliferation;
MTT-Assay) als die untransfizierten Zellen auf. Eine mit dem Serumentzug in der
Zellkultur vergleichbare Situation tritt beispielsweise im friihen Stadium von Kolon-
krebs auf, wenn MAP-Kinasen aufgrund suboptimaler Vaskularisierung nicht stark
durch extrazellulére Signale aktiviert werden (Lee et al., 2000).

Dies trifft jedoch nicht auf NIH-3T3-Fibroblasten zu: im Gegensatz zu U9-und HD3-
Kolonkarzinomzellen (Lee et al., 2000) verbessert Uberexprimierte im Vergleich zu
endogener DYRK1B-p69 nicht die Lebensfahigkeit serumfrei wachsender NIH-3T3-
Zellen (s. S. 114 - 115; WST-Assay). Ob der Serumentzug die NIH-3T3-Zellen wirk-
lich in der Go/G-Phase arretierte, wurde nicht untersucht, wird aber von Deng und
Kollegen (2004) beschrieben. Auch unter normalen Wachstumsbedingungen, d. h.
wenn die NIH-3T3-Zellen mit Serum versorgt werden und den Zellzyklus normal
durchlaufen, erhdht UGberexprimierte DYRK1B-p69 in Relation zu endogener
DYRK1B-p69 die Uberlebens-/Proliferationsrate nicht (Abb. 3.43 A).

DYRK1B wird mit Wachstumsstopp bzw. Differenzierung dieser Zelllinie und der
murinen Myoblasten-Zelllinie C2C12 assoziiert, da DYRK1B in der Go-Phase am
starksten exprimiert wird und durch Phosphorylierung sowohl Cyclin D1 destabilisiert
(Zou et al., 2004) als auch in der Go-Phase den CDK-Inhibitor p27 stabilisiert (Deng
et al., 2004). Wird die DYRK1B-Expression durch RNA-Interferenz unterdrickt, treten
in der Go-Phase arretierte NIH-3T3-Zellen wieder in den Zellzyklus ein (Deng et al.,
2004).
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4.4.3 Regulation von DYRK1B in NIH-3T3-Zellen

Der Entzug von Wachstumsfaktoren arretiert den Zellzyklus der Kolonkarzinom-Zell-
linie U9 in der Go/Gi-Phase und senkt die ERK1/2-Aktivitat, wohingegen der endo-
gene DYRK1B-Gehalt der Zellen hochreguliert wird (Lee et al., 2000). In murinen
Myoblasten wird die Expression der ,Gy checkpoint kinase“ DYRK1B, die von Lee
und Kollegen (2000) als ,Mirk“ bezeichnet wird, in der Go-Phase des Zellzyklus
transkriptionell hochreguliert (Deng et al., 2003).

Um zu untersuchen, ob die DYRK1B-Expression wahrend der Go-Phase des Zell-
zyklus auch in Fibroblasten transkriptionell reguliert wird, werden murine NIH-3T3-
Zellen mit Hilfe von Retroviren mit der cDNA fir DYRK1B-p69 bzw. -p65 stabil
transfiziert und mit untransfizierten NIH-3T3-Zellen in ihrer DYRK1B-p69-Expression
bei Serumentzug (Go-Phasen-Arrest) verglichen.

Durch Serumentzug werden die ohnehin schon fast konfluenten Zellen in der Go/Gs-
Phase des Zellzyklus arretiert. Die Zellen, die wieder mit frischem Normalmedium
versorgt werden, durchlaufen zunachst weiterhin den Zellzyklus, bis auch sie
konfluent sind und in der Gyo/Gi-Phase des Zellzyklus arretiert werden (Deng et al.,
2004). Dies erklart wohl, warum die serumfrei gesetzten NIH-3T3-Zellen etwa gleich
viel DYRK1A bzw. DYRK1B-p69 exprimieren wie fast konfluente NIH-3T3-Zellen, die
weiterhin mit Serum versorgt werden. Im Verlauf des dreitdgigen Serumentzugs
nimmt die endogene DYRK1B-p65/p69-Expression deutlich zu (Abb. 3.42 B). Die
Expression exogener DYRK1B-p65 und -p69 (s. S. 112 - 113) in fast konfluent
gewachsenen NIH-3T3-Zellen andert sich hingegen unter Serumentzug nicht we-
sentlich. Sie wird durch den retroviralen Promotor im pWZL-neo-Plasmid kontrolliert,
wohingegen die endogene DYRK1B-p65/-p69-Expression durch den endogenen
Promotor reguliert wird. Dies lasst vermuten, dass die Hochregulation der DYRK1B-
Proteinmenge in der Go-Phase des Zellzyklus von NIH-3T3-Zellen — in Analogie zur
murinen Myoblasten-Zelllinie C2C12 — nicht auf translationaler Ebene, sondern
transkriptionell, d. h. Gber die Stimulation ihrer Promotoraktivitat, reguliert wird.
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5. Zusammenfassung

Der in Eukaryoten evolutionar konservierten und in S&ugetieren ubiquitar exprimier-
ten Proteinkinase DYRK1A (Dual-Specificity Tyrosine (Y) Phosphorylation-Regulated
Kinase 1A) wird eine essentielle Bedeutung fir Zellwachstum und -entwicklung
zugeschrieben. Das menschliche DYRK1A-Gen ist in der ,Down Syndrome Critical
Region“auf Chromosom 21 (21g22.13) lokalisiert. Es wird vermutet, dass bereits die
1,5-fache Uberexpression dieses Gens zum Down-Syndrom beitragt. Da DYRK1A
schon wahrend ihrer Biosynthese an einem Tyrosinrest in der Aktivierungsschleife
autophosphoryliert und daher mdéglicherweise konstitutiv aktiv ist, kénnten Synthese
und Abbau der DYRK1A-mRNA ihre Funktion beeinflussen.

Im Mittelpunkt der vorliegenden Arbeit steht die Charakterisierung der humanen
DYRK1A-Promotoren und die Regulation der DYRK1A-Expression.

In der 5°-Region des menschlichen DYRK1A-Gens wurden durch in silico-Analyse
und durch eine Serie von Reportergen-Experimenten in drei Sdugetier-Zelllinien zwei
alternative Transkriptionsstarts und die zugehdérigen Promotorbereiche identifiziert.
Die Promotoren A und B sind nicht gewebsspezifisch aktiv, unterscheiden sich
jedoch in ihrer Aktivitdt und Regulation: Promotor A war 3- bis 14-fach aktiver als
Promotor B.

Der Uberexprimierte Transkriptionsfaktor E2F1 regulierte z. B. in SAOS-2-Zellen
(humane Osteosarkom-Zelllinie) im Northern blot die DYRK1A-Expression ca.
1,6-fach hoch und stimulierte im Reportergen-Assay selektiv die Aktivitdt von
Promotor B ca. 2,5-fach. E2F1 stimuliert wahrend der G1/S-Phase des Zellzyklus die
Expression von Genen, die fir die Zellzykluskontrolle von Bedeutung sind, und kann
bei einer DNA-Schadigung Apoptose auslésen.

In cDNA-Arrays wurde weder in Tumorzellen im Vergleich zu gesundem Gewebe,
noch in 26 Tumorzelllinien eine systematisch veranderte DYRK1A-Expression nach-
gewiesen. 5-Fluorouracil (5-FU), das den Zellzyklus in der S-Phase anhielt, regulierte
das in PC-3-Zellen (humane Prostataadenokarzinom-Zelllinie) bereits basal stark
exprimierte DYRK1A-Gen im cDNA-Array hoch. Die beispielsweise in PC-3-Zellen im
Northern blot nachgewiesene zeit- und dosisabhé@ngige Hochregulation der DYRK1A-

Expression durch 5-FU wurde nicht auf Promotorebene vermittelt.
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An das in DYRK1A-Promotor A lokalisierte CRE (cyclic AMP Response Element)-
Motiv band der u. a. fir die neuronale Entwicklung bedeutsame Transkriptionsfaktor
CREB in PC-12-Zellen (Phdochromozytom-Zelllinie der Ratte) zwar schwach, aber
spezifisch (EMSA). Nach Forskolin-induzierter Aktivierung der Adenylatcyclase akti-
vierte CREB Promotor A jedoch nicht, auch nicht in PC-3- und SAOS-2-Zellen.
Serumentzug aktivierte in SAOS-2-Zellen Promotor A ca. 1,7-fach, Promotor B ca.
3-fach. Auch die im Western blot nachweisbare Zunahme der DYRK1A-Expression in
NIH-3T3-Fibroblasten bei dreitdgigem Entzug von Serum deutet darauf hin, dass
DYRK1A auch in Abwesenheit von Wachstumsfaktoren reguliert wird.

Mit Hilfe des Transkriptionsinhibitors Aktinomycin D wurde in PC-3-Zellen im
Northern blot eine Halbwertszeit der DYRK1A-mRNA von nur ca. zwei Stunden
ermittelt. Fehlte die ca. 2,3 Kilobasen umfassende 3’-Region der DYRK71A-mRNA,
die sieben 5°-AUUUA-3’-Motive fir schnellen Abbau der mRNA enthélt, war die
DYRK1A-mRNA langer als vier Stunden stabil.

Die in Hoden und Skelettmuskel von Saugetieren stark exprimierte, mit DYRK1A eng
verwandte Proteinkinase DYRK1B wird mit der Differenzierung (Go-Phase des Zell-

zyklus) von Myoblasten und dem Uberleben von Tumorzelllinien assoziiert.

In dieser Arbeit wurde untersucht, ob sich die in hdheren Eukaryoten Kinase-aktiven
SpleiBvarianten DYRK1B-p69 und -p75 von der Kinase-inaktiven SpleiBvariante
DYRK1B-p65 Uber die Kinase-Aktivitat hinaus funktionell unterscheiden: die mensch-
lichen SpleiBvarianten DYRK1B-p69 und -p75 stimulierten in COS-Zellen (Niere der
Afrikanischen Grinen Meerkatze) im Reportergen-Assay die vom Transkriptions-
faktor FKHR (Forkhead in Rhabdomyosarcoma) abhangige Aktivitat des Glukose-6-
Phosphatase-Promotors starker als die menschliche DYRK1B-p65.

Stabil tGberexprimierte DYRK1B-p69 erh6hte im Vergleich zur endogenen DYRK1B
weder unter serumhaltigen noch unter serumfreien Wachstumsbedingungen die
Uberlebensrate von NIH-3T3-Fibroblasten (WST-,Viabilitats“-Assay).

Diese Arbeit charakterisiert erstmalig die Promotorregion des humanen DYRK1A-
Gens und die Regulation der DYRK1A-Expression im Zellzyklus. Zudem werden
Expression und Funktion von drei SpleiBvarianten der Proteinkinase DYRK1B (p65,
p69 und p75) naher untersucht.
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7. Anhang

7.1 Verzeichnis der Abklirzungen

A Adenin

Abb. Abbildung

A. bidest. Aqua bidestillata

Acc accesion number

AK Antikorper

Amp Ampicillin

APS Ammoniumpersulfat

ARE A(denine)/U(ridine)-Rich Element
ATP Adenosin-5’-triphosphat

bp Basenpaare

BSA bovines Serumalbumin

C Cytosin

°C Grad Celsius

cAMP zyklisches Adenosinmonophosphat
CBP CREB-Binding Protein

CDK Cyclin Dependent Kinase

cDNA copy-DNA bzw. komplementare DNA
cfu colony forming units

Ci Curie

CK2 Casein Kinase 2

CLK CDC (Cell Division Cycle)-Like Kinase
COS CV1 Origin SV40

CRE cAMP Response Element

CREB cAMP Response Element Binding Protein
P-CREB Phospho-CREB (phosphoryliertes CREB)
cpm counts per minute

d Tag(e)

dCTP Desoxycytosintriphosphat

DEPC Diethylpyrocarbonat
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DHFR Dihydrofolatreduktase

DMEM Dulbecco’s Modified Eagle Medium

DMSO Dimethylsulfoxid

DNA Desoxyribonukleinsaure

dNTP Desoxynukleosidtriphosphat

DSCR Down Syndrome Critical Region

dsDNA doppelstrangige DNA

DTT D,L-Dithiothreitol

DYRK Dual-Specificity Tyrosine (Y) Phosphorylation-
Regulated Kinase

E. coli Escherichia coli

ECL Enhanced Chemiluminescence

ECS Electro Coupling Solution

EDTA Ethylendiamintetraessigsaure

EGFP Enhanced Green Fluorescent Protein

EGTA Ethylenglykol-bis(B-Aminoethylether)-N,N,N",N"-
Tetraessigsaure

EMSA Electrophoretic Mobility Shift Assay

ERK Extracellular Signal Regulated Kinase

EST Expressed Sequence Tag

FCS Foetal Calf Serum (Fotales Kalberserum)

FKHR Forkhead in Rhabdomyosarcoma

for forward

g Gramm bzw. Zentrifugalbeschleunigung

G Guanin

GAPDH Glycerinaldehyd-3’-Phosphat-Dehydrogenase

GFP Green Fluorescent Protein

GSK Glykogensynthasekinase

GTP Guanosintriphosphat

h Stunde(n)

ICs0 halbmaximale Hemmkonzentration

kb Kilobasen(paare)

kDa Kilodalton

I Liter
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LB
LSB

Luc/luc

mA
MAPK
Mb
MEK
min
MKK
MNB

MNBH
MOPS
mRNA
MTT

NFAT
NLS
nm
NP-40
oD
p53
PAA
PAGE
PBS
PCR
PMSF
POD
RACE
Rb

rev
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Nahrmedium nach Luria/Bertani

Laemmli Sample Buffer

Luciferase

molar [mol/l] bzw. Methionin

Milliampére

Mitogen Activated Protein Kinase
Megabasen(paare)

MAP-Kinase-Kinase

Minute(n)

MAP-Kinase-Kinase

minibrain (DYRK1A-Ortholog in Drosophila melano-
gaster)

minibrain human (DYRK1A)
4-Morpholinopropansulfonsaure
messenger-RNA
3-(4,5-Dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyl-2H-
tetrazoliumbromid

Anzahl unabhangiger Versuche bzw. unbestimmte
Anzahl an Basenpaaren im Poly-A-Schwanz
Nuclear Factor of Activated T Cells

Nuclear Localisation Signal

Nanometer

Nonidet-P40

Optische Dichte

Tumorprotein p53 (s. TP53)

Polyacrylamid
Polyacrylamid-Gelelektrophorese
Phosphate Buffered Saline

Polymerase Chain Reaction
Phenylmethansulfonylfluorid

Peroxidase

Rapid Amplification of cDNA Ends
Retinoblastom-Protein

reverse
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RLU
RNA
RNase
rpm
RPMI
rRNA
RT
RZPD

SAGE
SEM
Ser
SDS
ssDNA

Tab.
TAE
TBE
TBS
TBST
TEMED
TP53
TS

UN
uT
UTR
uv

v/v

w/v

Relative Luciferase Units
Ribonukleinsaure

Ribonuklease

rotations per minute

Roswell Park Memorial Institute
ribosomale RNA

Raumtemperatur

Ressourcenzentrum - Primare Datenbank
Sekunde(n)

Serial Analysis of Gene Expression
Standard Error of the Mean

Serin

Natriumdodecylsulfat

einzelstrangige DNA

Thymin

Tabelle

Tris-Acetat-EDTA

Tris-Borat-EDTA

Tris Buffered Saline

Tris Buffered Saline with Tween® 20 R NF
N,N,N’,N’-Tetramethylethylendiamin
Tumorprotein 53 (p53)
Transkriptionsstart

unit(s)

Uracil

uber Nacht

Uber Tag

Untranslated Region

Ultraviolett

Volt

volume per volume (Volumen/Volumen)
weight per volume (Gewicht/Volumen)

Tyrosin
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