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1 Einleitung

1.1 Der eukaryotische Zellzyklus

Der eukaryotische Zellzyklus gliedert sich in vier Phasen, die G1- (G = von engl. gap),
die S- (S = Synthese), die G,- und die M-Phase (Abb. [L.I). Proliferierende Zellen tre-
ten nach der Mitose in eine Wachstums- und Produktionsphase, die G;-Phase, ein.
In der nachfolgenden S-Phase findet die semikonservative Verdopplung des Genoms
und der Zentrosomen statt. Nach Abschluss der DNA-Replikation gehen die Zellen
in die Gy-Phase {iber, in der die replizierte DNA auf Schdaden kontrolliert wird und
sich die Zelle auf die Mitose vorbereitet. In der Mitose erfolgt die Aufteilung der
Chromosomen, der Zellorganellen und der Zellmasse auf die Tochterzellen, die sich
anschlieflend in der Zellteilung (Zytokinese) physisch trennen. Mitose und Zytokine-
se werden zusammen als M-Phase (M = Mitose) bezeichnet. Der Zeitraum zwischen
zwei M-Phasen wird als Interphase bezeichnet.

Abbildung 1.1: Zellzyklus bei Eukaryo-
ten.
Die Chromosomen sind auch aufSerhalb

— Tochterzellen  der Mitose in ihrer kondensierten Form
dargestellt, um die Anzahl der Chromo-

somen in den verschiedenen Stadien des

G,

Chromosomen-
kondensation

Mitosen. Die Zellen besitzen nach der Be-
endigung der S-Phase, beim Ubergang zur
Gy-Phase, verglichen mit der Gj-Phase
die doppelte Anzahl an Chromosomen.
Die G;-Phase wird durch den Beginn der
Mitose beendet, in deren Verlauf zahlrei-
che Vorgénge zur Zellteilung fithren. (Mo-
difiziert nach |Lodish et al., 2001).

Sortalldor Keribtlla W & Z?llzy.klus.deutl}ch zu machen. Ple Kern-
Trennung der N \& . )/ hille ist nicht eingezeichnet. Die G;-, S-
ekondensation - A . .
EhpamosaE N und G,-Phase bilden zusammen die Inter-
Bildung der "ﬁj Go phase, also den Zeitraum zwischen zwei
Kernhdlle .
/G,

—Chromatiden Cytokinese

Zellen durchlaufen diesen Zyklus unterschiedlich schnell, wobei die G;-Phase in ih-
rer Dauer am variabelsten ist. Bei Sdugerzellen in Kultur dauert der Zyklus 20-24 Stun-
den. In einem vielzelligen Organismus befinden sich die meisten Zellen in einem
differenzierten Zustand, der irreversibel ist und als Gy bezeichnet wird. Davon zu
unterscheiden sind die Stammzellen, die sich wiahrend Gy im Ruhezustand befinden
und wieder in den aktiv proliferierenden Zustand zuriickkehren kénnen (fiir eine
Ubersicht iiber den Zellzyklus siehe |Lodish et al., 2001).




1 EINLEITUNG

Die Vorgéange des Zellzyklus werden in erster Linie {iber Transkription, Proteinphos-
phorylierungen und Proteinabbau reguliert. Schliisselenzyme der Regulation sind
die cyclinabhidngigen Kinasen (cyclin-dependent kinases, Cdks). Die regulatorischen
Untereinheiten dieser heterodimeren Proteinkinasen bezeichnet man als Cycline, da
ihr Gehalt zellzyklusabhingig zu- und abnimmt. Die katalytischen Untereinheiten,
die Cdks, sind Serin/Threonin-Proteinkinasen, die durch Bindung an Cycline oder
inhibitorische Faktoren, sowie durch Phosphorylierung positiv bzw. negativ reguliert
werden (Morgan|, [1997) (Abb. [1.2).

Cdk1-Cyclin B
Cdk1-Cyclin A Abbildung 1.2: Aktivitit der verschie-
denen Cdk-Cyclin-Komplexe wihrend des
G Zellzyklus.
7 -\-‘\"-‘ Go Die Dicke der farbigen Pfeile entspricht
} // / der relativen Proteinkinaseaktivitit der

dargestellten Komplexe. Die drei Arten

von D-Cyclinen sind unter der Bezeich-
cdka-cydinp  nung Cyclin-D zusammengefasst. (Modi-
Cdké-CyclinD  fizjert nach Lodish et al.,[2001).

Restriktions-
punkt

\

Cdk2-Cyclin A

Cdk2-Cyclin E

1.1.1 Die Kontrollpunkte des Zellzyklus

Die Replikation und Segregation des genetischen Materials erfordert hochste Pra-
zision. Deshalb werden die Uberginge der verschiedenen Zellzyklusphasen durch
Kontrollpunkte tiberwacht. Kommt es zur Aktivierung eines dieser Kontrollpunkte,
besteht die Moglichkeit einer Unterbrechung des Zellzyklus und der Korrektur des
aufgetretenen Fehlers oder es kommt zur Apoptose, durch die die fehlerhafte Zelle
eliminiert wird (Elledge, (1996).

Ein wichtiger Kontrollpunkt, der G-Restriktionspunkt, liegt in der spaten G;-Phase,
bei dessen Uberschreitung Zellen zu einer neuen Replikationsrunde programmiert
sind. In diesem Stadium des Zellzyklus fiihrt eine mitogenabhéngige Expression und
Aktivierung von Cdk4/6-CyclinD1-Komplexen zu einer initialen Phosphorylierung
des Retinoblastomproteins (pRb). Durch die Fahigkeit in seiner un- und hypophos-
phorylierten Form Transkriptionsfaktoren der E2F-Familie zu binden und zu inhibie-
ren, kann pRb die Transkription zellzyklus-promovierender Gene reprimieren (Har-
bour & Dean, 2000). Durch zunehmende Phosphorylierung verliert pRb die Fahigkeit,
E2F zu binden, und es kommt zu einer Hochregulation von E2F-Zielgenen, die u.a.
fiir die Aktivierung der DNA-Synthese wahrend der S-Phase benotigt werden. Die
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Phosphorylierung von pRb ist damit Voraussetzung fiir ein Fortschreiten im Zell-
zyklus. Aufgrund der Wirkung von Cdk2- und Cdk1-Cyclin-Komplexen bleibt pRb
wiéhrend der gesamten S- und G-, sowie zu Beginn der M-Phase phosphoryliert und
funktionell inaktiviert. Mit Eintritt in die M-Phase wird CyclinB herunterreguliert, so-
dass pRb iiber die Protein-Phosphatase PP1 dephosphoryliert werden kann und die
Tochterzellen in der nachfolgenden Gi-Phase verbleiben, bis der nédchste Zellzyklus
aktiviert wird.

Vor dem Eintritt der Zelle in die Mitose, liegt der G,-Kontrollpunkt, der bei DNA-
Schédden aktiviert wird. Dieser Zellzyklusstopp wird durch einen p53-unabhéngigen
Weg initiiert, fiir das Aufrechterhalten des Arrests wird aber p53 benétigt (Taylor &
Starkl, 2001).

Der Ubergang von Metaphase zu Anaphase wird vom Spindel-Kontrollpunkt iiber-
wacht, welcher durch freie, nicht besetzte Kinetochoren aktiviert wird. Solange nicht
alle Chromosomen in der Metaphaseplatte ausgerichtet und in der richtigen Weise
an die Spindelfasern angeheftet sind, wird die Aktivierung des anaphaseférdernden
Komplexes/Cyclosom (anaphase-promoting complex/cyclosome, APC/C) verhindert. Der
aktivierte APC/C ist fiir die ubiquitinabhdngige Proteolyse von Hemmstoffen der
Anaphase und dadurch Inaktivierung der Proteinkomplexe, die in der Metaphase die
Schwesterchromatiden verbinden, verantwortlich. Der Spindel-Kontrollpunkt ver-
hindert den Ubergang in die Anaphase, indem er die Bindung von Cdc20 (Cel! division
cycle 20 homolog) an den APC/C negativ reguliert. Cdc20 ist ein aktivierender Kofak-
tor des APC/C, welcher Proteine tiber Ubiquitinierung dem proteasom-abhédngigen
Abbau zufiihrt (Peters, 2002). Durch die Inhibition von Cdc20 werden vor allem die
zwei Schliisselsubstrate CyclinB und Securin vor dem Abbau geschiitzt. Securin ist
der stochiometrische Inhibitor der Protease Separase. Separase wird benétigt, um die
Kohésin-Komplexe, die die Schwesterchromatiden zusammenhalten, abzubauen (Pe-
ters| [2002). Die Proteolyse von CyclinB auf der anderen Seite inaktiviert Cdk1, was
den Austritt aus der Mitose einleitet (Peters, 2002). Durch den verhinderten Abbau
von CyclinB und Securin konnen diese Prozesse nicht stattfinden, weshalb die Zellen
nicht in die Anaphase tibergehen, bis der Spindel-Kontrollpunkt durch eine bipolare
Bindung der Spindelfasern an den Kinetochoren inaktiviert wurde.

1.1.2 Die M-Phase

Die M-Phase ist die Zellzyklusphase, die mit der grofiten Umstrukturierung in der
Zelle einhergeht. In der Mitose (griechisch pitoc = Faden) erfolgt dabei die Zellkern-
teilung, die der Zellteilung (Zytokinese) voran geht. Es erfolgt die Langsspaltung der
Chromosomen in Chromatide und deren gleichmafSige Verteilung auf zwei Tochter-
kerne. Nach morphologischen Gesichtspunkten ldsst sich die M-Phase in diskrete Ab-
schnitte unterteilen: Prophase, Prometaphase, Metaphase, Anaphase, Telophase und

Zytokinese (Abb. [L.3).
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Interphase (G,) Prophase Prometaphase Metaphase
.;; = -E . I . L
Anaphase Telophase Sytokinese

& ky 4 800

-

&
3

Abbildung 1.3: Schematische Darstellung der Mitosestadien und Zellteilung einer eukaryotischen
Zelle. (Modifiziert nach |Gray) [1918).

Prophase und Prometaphase

In der Prophase kondensiert das Chromatin, so dass die Chromosomen lichtmikro-
skopisch sichtbar werden. Dabei werden die Chromatide verdichtet und schraubig
aufgewunden, um die Chromosomen in eine Transportform zu {iberfiihren. Gleich-
zeitig trennen sich die Zentrosomen und wandern an die entgegengesetzten Pole
der Zelle, welche die Spindelpole definieren. Die Spindelpole sind Mikrotubulus-
Oganisationszentren (microtubule organising center, MTOC), verankern die Minusen-
den der Mikrotubuli und bilden so den Ausgangspunkt fiir die Mitosespindel. Die
Spindel wird aus depolymerisierenden Mikrotubuli des Zytoskeletts aufgebaut
(Compton, 2000) und ordnet sich zunédchst sternformig um die MTOCs an. Aufier-
dem kommt es zur Auflosung der Kernmembran durch Phosphorylierung der Lami-
ne. Durch die fragmentierte Kernmembran dringen Spindelfasern in den Bereich des
Kerns ein und nehmen in der Prometaphase Kontakt mit den Kinetochoren auf. Dies
ist ein komplexer Vorgang, der unter anderem durch das dynamische Suchen und
Festhalten der Mikrotubuli durch die Kinetochore vermittelt wird (Mclntosh et al.,
2002)). Kinetochore sind komplexe trilaminare Proteinstrukturen, welche an den Zen-
tromeren der Chromosomen gebildet werden und die Interaktion der Chromatide
mit den Spindelfasern vermitteln (Rieder & Salmon, [1998; Biggins & Walczak, 2003;
Maiato & Sunkel, 2004).

Metaphase

Die Chromosomen sind jetzt maximal verkiirzt und ordnen sich durch die Dyna-
mik der Mikrotubuli und die Aktion von Motorproteinen im dquidistanten Abstand
zwischen den Spindelpolen, in der Metaphaseplatte, an. Erst wenn alle Chromoso-
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men korrekt angeordnet und bipolar an die Spindelfasern gebunden sind, erfolgt der
Ubergang in die Anaphase. Die korrekte, bipolare Interaktion der Spindelfasern mit
den Kinetochoren wird u. a. durch physische Spannung an den Kinetochoren detek-
tiert (Shah et al), 2004) und vom Spindel-Kontrollpunkt kontrolliert (siehe I.1.T). Die
Regulation des Spindel-Kontrollpunkts erfolgt iiber konservierte Komponenten, wie
Mad2 (Mitotic arrest deficient 2), BubR1 (Budding unhibited by benzimidazoles Related 1)
und Bub3 (budding uninhibited by benzimidazoles 3 homolog), dem sogenannten ,mitotic
checkpoint complex” (MCC), der an nicht besetzte bzw. monoorientierte Kinetochore
bindet (Shah et al., 2004; Musacchio & Salmon, 2007). Fiir die Korrektur von synte-
lisch oder merotelisch verbundenen Kinetochoren ist die Funktion des Chromosomal
Passenger Komplexes (chromosomal passenger complex, CPC) essentiell. Aurora-B, ein
Mitglied des CPC, kann nicht-bipolar gebundene Kinetochore 16sen, rekrutiert da-
durch den MCC und aktiviert den Spindel-Kontrollpunkt (Ubersicht bei [Vader et al.,
2008). Zusétzlich generiert der CPC ein vom Spindel-Kontrollpunkt unabhéngiges Si-
gnal, um den APC/C zu inhibieren, vermutlich um ein schwaches Signal des Spindel-
Kontrollpunktes zu verstirken (Vader et al., 2007).

Anaphase

Durch die Proteolyse von CyclinB und Securin erfolgt die Aktivierung der Separase,
die den Abbau der Kohédsine bewirkt. Die nun freien Schwesterchromatiden kénnen
tiber Mikrotubuli-Dynamik und die Aktion von molekularen Motoren an die Spin-
delpole segregiert werden. Gleichzeitig bildet sich die Zentralspindel aus, welche die
Lage und die Ausbildung des kontraktilen Rings in der Telophase determiniert.

Telophase
Nach Erreichen der Spindelpole depolymerisieren die Spindelfasern und die Chro-
mosomen dekondensieren. Die Kernmembranen bilden sich zurtick.

Zytokinese

Die physische Trennung der neu entstandenen Zellen erfolgt in der Zytokinese, die
bereits in der Anaphase beginnt. Die Teilungsfurche, ein kontraktiler Actomyosin-
Ring, beginnt sich zu verengen, bis die Zellen nur noch tiber eine diinne zytoplas-
matische Briicke verbunden sind (Glotzer, 2001). Diese Briicke enthélt eine Struk-
tur gebtindelter Mikrotubuli und assoziierter Proteine, das sogenannte Mittelkorper-
chen. Dieses ist entscheidend an der Regulation der Zytokinese beteiligt. Schliefslich
wird der letzte Kontakt zwischen den Zellen, unter anderem durch Modulation der
Zellmembran-Zusammensetzung aufgelost (Glotzer, 2001).

Um die oben beschriebenen komplexen Vorgidnge zu strukturieren, ist neben den
Cdks ein Netzwerk weiterer regulatorischer Kinasen, u. a. Mitglieder aus den Fami-
lien Polo-, Aurora- und Nek-Kinasen, beteiligt (Nigg, 2001} Salaun et al., 2008). Die
P1k1 (Polo like kinase 1) iibernimmt vielféltige Aufgaben in der M-Phase. Sie wird mit
der Aktivierung von Cdk1-CyclinB beim Eintritt in die Mitose, mit der Zentrosomen-
reifung durch Rekrutierung des y-Tubulin-Komplexes, dem Spindelaufbau, der Tei-
lung der Schwesterchromatide durch Entfernung des Kohésins der Chromosomen-
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arme, der Forderung des Metaphase-Anaphase-Ubergangs durch Phosphorylierung
des APC/C sowie mit dem Austritt aus der Mitose und der Zytokinese in Verbin-
dung gebracht (Barr et al., 2004; Petronczki et al., 2008). Die Aurora-Kinasen sind an
der Reifung der Zentrosomen und dem Spindelaufbau (Aurora-A), der Regulation
des Spindel-Kontrollpunktes und der Zytokinese (Aurora-B, CPC) beteiligt (Ducat
& Zheng, 2004; Vader & Lens| 2008). Die Nek-Kinasen sind humane Homologe zu
den NIMA (never in mitosis)-Kinasen. Die verschiedenen Isotypen sind z.B. in der
Zentrosomenreifung und Ausbildung der bipolaren Spindel (Nek2), sowie in der Re-
gulation des Mitoseeintritts, dem Spindelaufbau und der Steuerung des Metaphase-
Anaphase-Ubergangs (Nek9, Nek6 und Nek?) involviert (O’Regan et al., 2007).

1.2 Histonmodifikationen

Die genetische Information eines Organismus ist in der DNA kodiert, jedoch ist sie
nicht alleiniger Ubertréger der Information von Mutter- zu Tochterzelle. Die Epige-
netik beschreibt u. a. die Weitergabe von vererbbarer Information auf der Ebene von
DNA-Verpackungsproteinen, den Histonen. In eukaryotischen Zellen ist die DNA im
Zellkern als Chromatin verpackt, das mit Hilfe von Nukleosomen strukturell organi-
siert ist. Ein zentrales Heterotetramer der Histone H3 und H4, umgeben von jeweils
zweil Heterodimeren der Histone H2A und H2B, bilden dabei einen oktameren Nu-
kleosomenkern, um den 146bp DNA gewickelt sind (Luger et al/, [1997) (Abb. 1.4).

8 - 20nm

10 nm Faser 30 nm Faser

Abbildung 1.4: Solenoidmodell der 30 nmn Faser aus kondensiertem Chromatin.

Die DNA (rot) ist um einen oktameren Nukleosomenkern (blau) gewickelt. Beide zusammen bilden
ein Nukleosom, das mit einem Histon H1-Molekiil (gelb) assoziiert ist. Diese so genannte 10 nm Faser
spiralisiert sich zu einer Solenoidstruktur mit einem Durchmesser von 30 nm.

Histone bestehen aus einem hoch konservierten globuldren Zentrum und einer, fiir
die Nukleosomenstruktur entbehrlichen, N-terminalen Doméne, die aufserhalb des
Nukleosoms liegt (Luger et al.,[1997). Vor allem der N-Terminus, aber auch das globu-
lare Zentrum der Histone konnen durch Acetylierung, Phosphorylierung, Methylie-
rung, Ubiquitinierung, Sumoylierung und ADP-Ribosylierung posttranslational mo-
difiziert werden (Abb. . Das resultiert in einer Anderung der Chromatinstruktur
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und damit der Genaktivitit (Spencer & Davie,|[1999). Die Komplexitit der posttransla-
tionalen Modifikationen wird zusatzlich erhoht, indem Lysinreste ein, zwei oder drei
Methylgruppen akzeptieren und auch Arginin entweder mono- oder di-methyliert
vorliegen kann. Betrachtet man die Zahl der moglichen Histonmodifikationen an
samtlichen Nukleosomen und den verschiedenen Histonen einer Zelle, ist das Poten-
zial der Regulation durch Histonmodifikationen fast unermesslich. Aufgrund dieser
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Abbildung 1.5: Bekannte posttranslationale Modifikationen am Beispiel von Histon H3.
Methylierung (Me) kann an Lysin oder Arginin, Phosphorylierung (P) an Serin oder Threonin und
Acetylierung (Ac) an Lysinresten des Histon H3 erfolgen. (Modifiziert nach Peterson & Laniel, [2004).

Beobachtung wurde die Histon-Code-Hypothese (Strahl & Allis, 2000) aufgestellt,
nach der jede Kombination posttranslationaler Histonmodifikationen eine Art Code

darstellt, welcher von chromatin-bindenden Proteinen gelesen werden kann (Jenu-
wein & Allis|, 2001).

1.2.1 Die Phosphorylierung von Histon H3

Die Phosphorylierung von Histonen wurde das erste Mal in den 1960er-Jahren beob-
achtet (Gutierrez & Hnilica, 1967). Es werden alle Histone phosphoryliert, im Folgen-
den wird aber ausschliefilich die Phosphorylierung von Histon H3 nédher betrachtet.
Man kennt vier verschiedene Aminosduren, an denen H3 in der Mitose phosphory-
liert wird: Ser10 (Gurley et al., [1978), Ser28 (Goto et al., [1999), Thr3 (Shoemaker &
Chalkley, 1980; Polioudaki et al., 2004) und Thr11 (Preuss et al., 2003b).

Die Phosphorylierung von H3 am Ser10 und Ser28 ist vermutlich an der Chromo-
somenkondensation wéhrend der Zellteilung beteiligt (Hendzel et al., 1997; Goto
et al., 1999). Zusitzlich korreliert die H3-Ser10-Phosphorylierung mit der Auflocke-
rung des Chromatins wihrend der Transkriptionsaktivierung (Ubersicht bei Prigent
& Dimitrov| (2003)). Daraus kann man schliefSen, dass die Phosphorylierung nur ein
initiales Ereignis darstellt und die jeweils nachfolgenden Prozesse durch andere Pro-
teine vermittelt werden. In der Mitose beginnt die Phosphorylierung am Ser10 und
Ser28 wiahrend der spdten Gy-Phase in der perizentrischen Region des Heterochro-
matins und breitet sich bis zur Prophase iiber die gesamte Lange der Chromoso-
menarme aus (Hendzel et al} 1997). Am stéarksten ist die Phosphorylierung wiahrend
der Prometaphase/Metaphase, wenn die Chromosomen vollstiandig kondensiert vor-
liegen, was bis zur Anaphase andauert. Danach verschwindet sie wieder (Hendzel
et al.,|1997; Van Hooser et al.,[1998). In Tetrahymena ist am Ser10 phosphoryliertes H3
Voraussetzung fiir eine regelgerechte Mitose und Chromosomenkondensation (Wei
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et al., 1999). Die Mikroinjektion von H3pS10-Peptiden in Sdugerzellen und dadurch
vermutlich Sattigung der entsprechenden Kinase fiihrte zu einem Stillstand des Zell-
zyklus in der Gy-Phase und verhinderte die Chromsomenkondensation (Van Hooser
et al} 1998). Andere genetische Daten legen jedoch nahe, dass die H3-Ser10-Phos-
phorylierung nicht fiir die Chromosomenkondensation erforderlich ist. Hefemutan-
ten, in denen der entsprechende Serinrest mutiert ist (H3510A), zeigen ein normales
Zellzyklusverhalten (Hsu et al., 2000). Auch in-vivo-Experimente in Drosophila zei-
gen nur eine schwache Korrelation zwischen dieser Phosphorylierung und der Chro-
mosomenkondensation (Adams et al., 2001). Neuere Studien gehen davon aus, dass
die Phosphorylierung von H3 am Ser10 an der Reduzierung der Schwesterchroma-
tidkohédsion beteiligt sein konnte (Gimenez-Abian et al., 2004). Aurora-B ist die fiir
die H3-Ser10- und -Ser28-Phosphorylierung verantwortliche Kinase (Hsu et al., 2000;
Adams et al., 2001; |Crosio et al., 2002). Die korrespondierende Phosphatase ist die
Protein-Phosphatase PP1 (Hsu et al., 2000; Prigent & Dimitrov, 2003).

Der zeitliche Ablauf der Phosphorylierung von H3 am Thr3 (Polioudaki et al., 2004)
ist mit der Phosphorylierung am Ser10 vergleichbar. Allerdings finden sich Unter-
schiede in der Lokalisation der modifizierten Histone. In der spdten Gp-Phase er-
scheint die Thr3-Phosphorylierung in einem punktféormigen Muster verteilt tiber die
Chromosomenarme, wogegen die Ser10-Phosphorylierung diffuser iiber diese Regi-
on verbreitet ist. In der spdten Prophase ist die Thr3-Phosphorylierung in der inneren
Zentromerregion lokalisiert (Dai et al.,2005). Die Phosphorylierung von Thr3 beein-
flusst in der Prometaphase die Kohdsion oder Kondensation der Chromosomenarme
und ist ab der Metaphase moglicherweise an der Regulation der Schwesterchroma-
tidkohédsion an den Zentromeren bzw. am Kinetochoraufbau beteiligt und wird durch
die Haspin Kinase vermittelt (Dai et al., 2005).

Die Phosphorylierung von H3 am Thrl1 tritt ebenfalls in der Mitose auf und zeigt
eine dhnliche zeitliche Abfolge wie die bereits beschriebenen mitotischen Phospho-
rylierungen. Sie erscheint in der Prophase, ist am deutlichsten in der Prometapha-
se/Metaphase und verschwindet in der frithen Anaphase wieder (Preuss et al.,2003b;
Zhou et al., 2007). Die Thr11-Phosphorylierung tritt ausschliefslich im Bereich der
Zentromere auf und ist eventuell zusammen mit phosphorylierten CENP-A (centro-
mere protein A) am Assembly der Kinetochore beteiligt (Zeitlin et al., 2001; Preuss
et al., 2003b)). Die fiir diese Phosphorylierung in der Mitose verantwortliche Kina-
se ist vermutlich die ZIPK, da sie H3 am Thrll in vitro phosphoryliert und zeit-
gleich mit dem Auftreten der Thr11-Phosphorylierung mit den Zentromeren asso-
ziiert ist (Preuss et al., 2003b). Ahnlich wie die Ser10- spielt auch die Thr11-Phos-
phorylierung in mehreren zelluldren Prozessen eine Rolle. Sie ist an der androgen-
abhédngigen Transkriptionsregulation beteiligt. In diesem Zusammenhang wird H3
durch die PRK1 (protein kinase C related kinase 1) am Thr1l phosphoryliert. Das fiihrt
zu einer Demethylierung und anschlieflender Acetylierung von H3 Lys9 und bewirkt
eine Aktivierung der Transkription androgen-regulierter Gene (Metzger et al., 2007).
Eine weitere H3 Thr11 Kinase ist Chk1 (checkpoint kinase 1), die H3 wihrend des Zell-
zyklus phosphoryliert. Beim Auftreten von DNA-Schdden kommt es zu einer Disso-
ziation von Chkl vom Chromatin, dadurch zu einer verminderten H3-Thr11-Phos-
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phorylierung und Repression von Genen, wie cdkl und cyclin BI in Korrelation mit
reduzierter H3-Lys9-Acetylierung (Shimada et al., 2008).

1.3 Die ZIPK

Die ZIPK, auch DAPK3 oder Dlk genannt, ist eine Serin/Threonin-Kinase die erst-
mals 1998 von zwei unterschiedlichen Arbeitsgruppen beschrieben wurde. In einem
Hefe-Zwei-Hybrid-System wurde die ZIPK aus der Maus als Interaktionspartner des
Transkriptionsfaktors ATF4 (activating transcription factor 4) identifiziert. Da in diesem
Versuch das Leucin-Zipper-Motiv von ATF4 als Kdder eingesetzt wurde, bezeichne-
te man die gefischte Kinase als zipper-interagierende Proteinkinase (zipper interacting
protein kinase, ZIPK) (Kawai et al., 1998). Zeitgleich wurde bei einer Suche nach Pro-
teinkinasen, die an der Wachstumskontrolle beteiligt sind, aus einer Ratten-cDNA-
Bank die DIk (death-associated protein (DAP) like kinase) isoliert, die ihren Namen auf-
grund der hohen Sequenzidentitdt zur DAPK (death-associated protein kinase) erhielt
(Kogel et al., 1998). Ein Sequenzvergleich der beiden Proteine ergab, dass es sich um
Orthologe handelt. Spitere Untersuchungen zeigten, dass es ZIPK-spezifische evo-
lutiondre Unterschiede zwischen der murinen und der humanen Form gibt (Shoval
et al., 2007).

Die ZIPK gehort mit vier weiteren Mitgliedern zur DAPK-Familie. Die DAPK, das
Griindermitglied dieser Familie, ist eine Ca?* /Calmodulin (CaM)-abhéngige Kinase,
die eine Rolle beim Interferon-y- und Tumor-Nekrose-Faktor-o-induzierten Zelltod
spielt und im Zytoplasma am Aktin-Zytoskelett lokalisiert ist (Cohen et al., 1997).
Neben ZIPK und DAPK gehoren die DAPK2 (DAP kinase 2) oder DRP-1 (DAP related-
kinase protein-1) (Kawai et al., 1999} Inbal et al., 2000), DRAK1 und DRAK2 (DAP re-
lated apoptosis-inducing kinase 1 und 2) (Sanjo et al., [1998) zur DAPK-Familie, deren
Mitglieder sich durch eine hohe Sequenzidentitit ihrer N-terminalen katalytischen
Domine auszeichnen. Die C-terminale Region dieser Kinasefamilie ist dagegen sehr
verschieden. Die DAPK und DAPK2/DRP-1 enthalten in diesem Bereich eine CaM-
Binderegion und die DAPK ferner acht Ankyrin-Wiederholungen, eine Zytoskelett-
Binderegion und eine sogenannte Todesdoméne. Die ZIPK besitzt als einzige Kina-
se dieser Familie ein C-terminales Leucin-Zipper-Motiv, die eine Homo- sowie eine
Heterodimerisierung vermitteln kann. DRAK1 und DRAK?2 besitzen im C-Terminus
keine bekannten Strukturmotive.

Die ZIPK ist ein 454 Aminosduren (human) bzw. 448 Aminosduren (murin) grofies
Protein mit einer molekularen Masse von etwa 52 kDa. Neben der N-terminalen Kina-
sedoméne (AS 13-275) und dem C-terminalen Leucin-Zipper-Motiv (AS 427-441 (hu-
man) bzw. AS 411-448 (murin)) wurden insgesamt vier putative Kernlokalisations-
sequenzen (nuclear localization signal, NLS) identifiziert. Fiir die murine ZIPK konn-
te gezeigt werden, dass die NLS4 (AS 405-410) notwendig und hinreichend fiir die
Kernlokalisation ist (Kogel et al., 1999).
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1.3.1 Lokalisation der ZIPK

In der Zelle ist die murine ZIPK vor allem im Zellkern lokalisiert und assoziiert
dort mit punktartigen Strukturen, sogenannten ,Speckles”. Versuche mit Deletions-
und kinaseinaktiven Mutanten zeigten, dass sowohl die Kinaseaktivitét, als auch das
Leucin-Zipper-Motiv fiir diese Lokalisation notwendig sind (Kogel et al.,|1999). Wei-
terfiihrende Immunfluoreszenzanalysen ergaben, dass die , Speckles” partiell mit den
PML-NBs (promyelocytic leukemia nuclear bodies) kolokalisieren (Kogel et al., 1998} Ka-
wai et al} 2003). PML-NBs sind subnukledre Multiproteinkomplexe, die neben ei-
ner Vielzahl weiterer Proteine hauptsdchlich aus dem Protein PML bestehen und ei-
ne wichtige Funktion bei der Transkriptionsregulation, Tumorsuppression, Wachs-
tumskontrolle, zelluldrer Seneszenz und Apoptose einnehmen (Salomoni & Pandolfi,
2002). Fiir die humane ZIPK wurde eine iiberwiegend zytoplasmatische Lokalisati-
on, mit einem geringen Anteil an Zellen mit diffuser Kernlokalisation, beschrieben
(MacDonald et al., 2001bj [ Komatsu & lkebe| 2004; Shoval et al., 2007). Die Mutati-
on der Aminosduren Thr299/300 (T299A /T300A) fiihrt zu einer Relokalisation der
humanen Kinase aus dem Zytoplasma in den Kern. Diese Aminosduren sind in der
murinen Kinase nicht konserviert, wo sie durch Alanin reprasentiert werden. Die Ver-
mutung, dass eine Mutation von Ala299/300 (A299T / A300T) zu einer Relokalisation
der murinen ZIPK aus dem Kern in das Zytoplasma fiihrt, wurde nicht bestitigt. Al-
lerdings zeigt diese Mutante keine Kolokalisation mit den PML-NBs mehr und ist
eher nukleoplasmatisch lokalisiert (Shoval et al., 2007).

1.3.2 Regulation der Aktivitat der ZIPK

Wihrend des gesamten Zellzyklus wird die ZIPK konstitutiv exprimiert (Preuss et al.
(2003a), Scheidtmann und Landsberg, unveroffentlicht) und zeichnet sich durch ei-
ne starke autokatalytische Aktivitdt aus. Es wurden bisher sechs Autophosphorylie-
rungsstellen beschrieben: Thr180, Thr225, Thr265 liegen in der katalytischen Doméne
und Thr299, Thr306 und Ser311 in der extrakatalytischen Domane. Durch die Auto-
phosphorylierung in der katalytischen Domé&ne kann die Kinaseaktivitdt der ZIPK
reguliert werden (Graves et al., 2005). Die Phosphorylierung von Thr299 beeinflusst
die Lokalisation der ZIPK (siehe (Shani et al., 2004), wogegen die Funktion der
Phosphorylierung am Thr306 und Ser311 noch nicht geklart werden konnte (Graves
et al., 2005). Weitere Studien zeigten, dass die humane ZIPK ein Substrat der Rho-
Kinase (ROCK1) ist. Die beiden Autophosphorylierungsstellen Thr265 und Thr299
konnen auch von ROCK1 phosphoryliert werden, wobei die Phosphorylierung von
Thr265 durch ROCK1 notwendig fiir die Aktivierung der humanen ZIPK ist (Hager-
ty et al., 2007). Auierdem ist die ZIPK Substrat der DAPK und wird an mindestens
sechs Aminosduren (Thr299, Ser309, Ser311, Ser312, Ser318 und Ser326) durch die
DAPK phosphoryliert. Dadurch kann die DAPK die Lokalisation (Thr299) der ZIPK
beeinflussen, ein direkter Effekt auf die Aktivitdt konnte aber nicht gezeigt werden
(Shani et al., 2004).

10
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1.3.3 Substrate und Interaktionspartner der ZIPK

Dass die ZIPK eine wichtige Rolle innerhalb des Zellzyklus einnimmt, 1dsst sich an-
hand der bisher beschriebenen Substrate und Interaktionspartner erkennen. Durch
Sequenzvergleiche der unmittelbaren Umgebung bereits bekannter Phosphorylie-
rungsstellen in diversen Substraten ldsst sich folgende Konsensussequenz ableiten:
(R/K)XY(S/T)Y, wobei X fiir eine beliebige Aminosaure, aber bevorzugt Arginin oder
Lysin und Y fiir eine beliebige Aminosdure, aber nicht Prolin oder saure Reste steht
(Scheidtmann), 2007). Neben den Sequenzvoraussetzungen scheinen aber auch struk-
turelle Bedingungen eine Rolle zu spielen. Dass die Sequenz allein nicht hinreichend
fiir die Substratspezifitat ist, zeigt das Beispiel STAT3 (signal transducer and activa-
tor of transcription 3). Die beschriebene Phosphorylierungstelle Ser727 (724 LPMpSP77g)
entspricht nicht der Konsensussequenz, wird aber von der humanen ZIPK phospho-
ryliert (Sato et al., 2005). Ebenso entspricht die Autophosphorylierungsstelle Thr180
(177IFGpTP1g1) nicht der Konsensussequenz.

Zu den Substraten der ZIPK zédhlen die leichte Kette des Myosin II (myosin light
chain, MLC), die von allen Mitgliedern der DAPK-Familie zumindest in vitro phos-
phoryliert wird (Komatsu & lkebe, 2004). Weiterhin wurden das Histon H3 (Kogel
et al., 1998; Preuss et al., 2003b), o- und/oder 3-Tubulin (Preuss et al., 2003a), das
pro-apoptotische Protein Par-4 (prostate apoptosis response-4) (Page et al,, |1999a) und
der Transkriptionsfaktor STAT3 (Sato et al., 2005), sowie das Myosin-Bindeprotein
MYPT1 (myosin phosphatase targeting protein-1) (MacDonald et al., 2001a), der Myosin-
Phosphataseinhibitor CPI-17 (MacDonald et al., 2001b), Peptide des p53-Regulators
Mdm?2 (murine double minute 2) und der Cdk-Inhibitor p21Waf (Burch et al., 2004) als
in-vitro-Substrate beschrieben. Als Interaktionspartner der murinen ZIPK konnten
bisher Daxx (death-associated protein 6) (Kawai et al., 2003) und die Transkriptions-
faktoren ATF4 (Kawai et al., 1998; Page et al., 1999a), AATF (apoptosis antagonizing
transcription factor) (Page et al., [1999b), CDC5 (cell division cycle 5) (Engemann et al.,
2002) und STATS3 (Sato et al., 2005), sowie der Androgenrezeptor (Leister et al., 2007)
und y-Tubulin (Preuss et al., 2003a) identifiziert werden. Fiir die humane ZIPK wur-
den p21“’""f (Burch et al., 2004) und der Androgenrezeptor (Leister et al., 2007) als
Interaktionspartner beschrieben. Dariiber hinaus interagiert die humane ZIPK auch
mit der DAPK und ROCK1, welche eine regulierende Wirkung auf die ZIPK ausiiben
(siehe|1.3.2) (Shani et al., |2004; Hagerty et al., 2007). Fiir Par-4 wurde eine Interakti-
on mit der murinen ZIPK beschrieben (Page et al., 1999a), was fiir die humane ZIPK
nicht bestétigt werden konnte (Shoval et al., 2007).

1.3.4 Funktionen der ZIPK

Transkriptionsregulation

Die Interaktion der ZIPK mit verschiedenen Transkriptions(ko)faktoren, ldsst vermu-
ten, dass sie an der Transkriptionsregulation beteiligt ist. Bisher wurden nur fiir die
Interaktionspartner STAT3 und den Androgenrezeptor ein direkter Einfluss der ZIPK
auf die Transkriptionsregluation beschrieben (Sato et al., 2005; [Leister et al., 2007).

11
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STAT3 ist Interaktionspartner und Substrat der murinen ZIPK. Die Phosphorylierung
durch die ZIPK steigert seine Transaktivierungsaktivitit (Sato et al., 2005). In Bezug
auf die androgenrezeptor-vermittelte Transkription bindet die ZIPK zusammen mit
AATF an Promotoren und bewirkt ebenfalls eine Steigerung der Aktivitit. Allerdings
sind weder Androgenrezeptor noch AATF Substrate der ZIPK, so dass der Wirkungs-
mechanismus unklar ist (Leister et al., 2007)).

Beteiligung an der Apoptose

Die zelluldre Lokalisation der ZIPK steht in direktem Zusammenhang mit ihrem
apoptoseauslosenden Potenzial. Transloziert die murine ZIPK durch die Interakti-
on mit Par-4 aus dem Kern ins Zytoplasma, fithrt das zur Apoptose der Zelle. Wird
durch eine C-terminale Deletion der letzten 110 Aminosduren neben dem Leucin-
Zipper-Motiv auch die NLS4 entfernt, hat das ebenfalls zur Folge, dass die ZIPK im
Zytoplasma verbleibt und dort mit Aktinmyosinfilamenten des Zytoskeletts assozi-
iert. Es kommt zur Reorganisation des Aktin-Zytoskeletts, einer starken Kontraktion
der Aktinmyosinfilamente und der Induktion der Apoptose. Im murinen System ist
die Rekrutierung der ZIPK an das Aktin-Zytoskelett abhdngig von Par-4 und dessen
Phosphorylierung am Thr155 durch die ZIPK.

Die Uberexpression der humanen ZIPK fiihrt, ausgeldst durch die Phosphorylierung
von MLC, ebenfalls zum Zelltod (Mills et al., [1998; Murata-Hori et al., 2001). Da die
tiberexprimierte humane ZIPK bereits im Zytoplasma vorliegt, erfolgt dieser Pro-
zess Par-4-unabhéngig (Shoval et al.,2007) und wird moglicherweise durch die trans-
Phosphorylierung der ZIPK durch die DAPK forciert (Shani et al.,2004).

Assoziation mit dem Zytoskelett

Die Phosphorylierung von MLC durch die ZIPK hat nicht nur eine Funktion wahrend
der Apoptose, sondern bewirkt auch eine Beteiligung der ZIPK an der Regulation
des Aktin-Zytoskeletts, der Zellpolaritit, der Zellmotilitdt und der Zytokinese. Hin-
weise auf die Beteiligung der humanen ZIPK an diesen Prozessen gaben vor allem
siRNA-Experimente, die zu einem Verlust der Zellpolaritdt und der Migrationseffizi-
enz sowie zu einer verminderten MLC-Phosphorylierung fiihrten (Komatsu & Ikebe,
2004). Der Phosphorylierungsstatus von MLC kann auf direktem oder indirektem
Weg von der ZIPK beeinflusst werden. Zusétzlich zur direkten Phosphorylierung,
kann die ZIPK die Dephosphorylierung von MLC verhindern. Die ZIPK assoziiert
mit MYPT1, einer Untereinheit der PP1c (Protein Phosphatase 1c) (MacDonald et al.,
2001a; Endo et al., 2004), und inhibiert MYPT1 durch Phosphorylierung. Gleichzeitig
kann die ZIPK durch Phosphorylierung CPI-17, einen Inhibitor der Myosin Phospha-
tase aktivieren (MacDonald et al., 2001b).

Aufgabe in der Mitose

Experimente mit ektopisch exprimierter GFP-ZIPK zeigten eine Assoziation mit un-
terschiedlichen mitotischen Strukturen, wie Zentrosomen, Zentromeren, kontrakti-
lem Ring und Mittelkdrperchen (Preuss et al., | 2003b). Die Assoziation mit den Zen-
trosomen erfolgt wihrend des gesamten Zellzyklus, mit dem stédrksten Signal in der
G- und M-Phase. Durch Kolokalisation und Koimmunoprazipitation der ZIPK mit
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y-Tubulin konnten diese Beobachtungen bestitigt werden. Ebenfalls wahrend der
Mitose und zwar ausschliefilich von der Prophase bis zur frithen Anaphase assozi-
iert die murine ZIPK mit den Zentromeren. Diese Assoziation stimmt zeitlich mit
dem Auftreten von phosphoryliertem CENP-A und am Thr11 phosphoryliertem Hi-
ston H3 tiberein. Von der Telophase bis zur Zytokinese kolokalisiert die ZIPK mit
dem kontraktilen Ring und zwar mit am Ser19 phosphoryliertem MLC. In diesem
Zusammenhang fithrten die Expression von Deletionsmutanten sowie das Herun-
terregulieren der ZIPK durch siRNA zu mehrkernigen Zellen, was die Vermutung
nahelegt, dass die ZIPK in Bezug auf die MLC-Phosphorylierung eine wichtige Rolle
bei der Zellteilung spielt (Manderscheid und Scheidtmann, in Vorbereitung).
Wiahrend der Mitose zeigt die ZIPK ein dhnliches Lokalisationsmuster wie die mitoti-
sche Kinase Aurora-B. Aurora-B ist Mitglied des Chromosomal Passenger Komplexes
(chromosomal passenger complex, CPC). Der CPC zeichnet sich durch eine charakteris-
tische Lokalisation wahrend der Mitose aus. Die in der G,-Phase nuklearen Proteine
assoziieren mit den kondensierenden Chromosomen wéahrend der Prophase, akku-
mulieren dann im inneren Kinetochor in der Prometa- und Metaphase, wandern am
Metaphase-Anaphase-Ubergang an die Zentralspindel, um schlie3lich in der Zytoki-
nese im Mittelkorperchen zu lokalisieren. Da die ZIPK mit den Zentromeren, dem
kontraktilen Ring und mit dem Mittelkorperchen assoziiert, konnte sie eventuell mit
dem CPC an diesen Strukturen interagieren.

1.4 Der Chromosomal Passenger Komplex, CPC

Der CPC beschreibt eine Gruppe von Proteinen, die verschiedene mitotische Prozesse
koordinieren. Der Komplex besteht aus Aurora-B (Terada et al., 1998) und den drei
nicht-enzymatischen Mitgliedern INCENP (Cooke et al| 1987; Adams et al., 2000),
Survivin (Wheatley et al., [2001) und Borealin/DasraB (Gassmann et al., 2004). Letz-
tere drei sind fiir die enzymatische Aktivitat und Stabilitdt von Aurora-B sowie fiir
die Lokalisation des CPC verantwortlich. Wird mittels siRNA eine dieser Kompo-
nenten herunterreguliert, fithrt das zu einer Fehllokalisation aller anderen Mitglieder
des CPC. Das hat zur Folge, dass mitotische Zellen in der Prometaphase auflaufen
und Fehler in der Chromosomenverteilung und der Spindelmorphologie aufweisen.
Beenden diese Zellen die Mitose und gehen in die Interphase sind sie meist multinu-
kledr oder besitzen Mikronuklei (Honda et al., 2003).

INCENP

Innerhalb des CPC stellt INCENP (Inner Centromere Protein) eine Art Gertist dar, mit
dem die anderen Mitglieder interagieren (Abb.[1.6). Der N-Terminus enthélt eine Bin-
dedomaéne fiir Survivin und Borealin (AS 1-58), die die Zentromerlokalisation vermit-
teln (Honda et al., 2003; Gassmann et al., 2004; Klein et al., 2006), gefolgt von einer
B-Tubulin-Bindedoméne, die fiir die Lokalisation des CPC an die Zentralspindel be-
notigt wird (Wheatley et al., 2001; Ainsztein et al., 1998). Direkt daneben liegt eine
in vitro kartierte Interaktionsdomane (AS 135 -270) fiir Heterochromatin-Protein-1a
(HP1a) (Ainsztein et al.,1998). Uber eine hoch konservierte C-terminale Doméne, der
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1 EINLEITUNG

Abbildung 1.6: Schematische Darstel-
lung des CPC.
INCENP ist Bindeglied fiir die Interak-
tion mit den tibrigen CPC-Mitgliedern.
Survivin und Borealin interagieren mit
dem N-Terminus von INCENP (AS 1-58
bei humanem INCENP). Der N-Terminus
von Aurora-B interagiert mit der IN-
Box (zwischen den beiden schwarzen
Pfeilspitzen, AS 822-900 bei humanem
INCENP) im C-Terminus von INCENP.
Interaktionen innerhalb des Komplexes
sind durch weifle Pfeilspitzen darge-
stellt. Die schematische Darstellung von
Aurora-B und der assoziierten Region
des C-Terminus von INCENP ist aus
s der Rontgenstrukturanalyse
Survivin = des Komplexes abgeleitet. (Modifi-

ziert nach[Ruchaud et al.l 2007).

IN-Box, bindet INCENP an Aurora-B (Adams et al., 2000; Kaitna et al. 2000). Au-

Blerdem interagiert INCENP noch mit zwei weiteren mitotischen Kinasen, Cdk1 und
Plk1, und erfiillt damit, unabhédngig von Aurora-B, noch weitere Funktionen in der
Mitose (Goto et al., 2006).

Aurora-B

Aurora-B ist eine hoch konservierte Serin/Threonin-Kinase, dessen Expression und
Aktivitat in proliferierenden Zellen zellzyklusabhiangig ist. Die hochste Expression
erfolgt am GZ-M-Ubergang mit maximaler Kinaseaktivitit in der Mitose (Bischof
et al., 1998; Terada et al., 1998). Die Bindung von Aurora-B an INCENP fiihrt tiber
die Phosphorylierung von INCENP und einer positiven Riickkopplung zur vollstan-
digen Aktivierung von Aurora-B (Bishop & Schumacher, [2002; Sessa et al., 2005).

Survivin

Survivin ist Mitglied der IAP (inhibitor of apoptosis)-Familie und tragt eine BIR-Doméne
(baculovirus IAP repeat), die fiir die Dimerisierung notwendig ist (Chantalat et al.,
2000; Muchmore et al., 2000; Verdecia et al., 2000). Survivin bindet an die anderen
drei CPC-Mitglieder, wird von Aurora-B phosphoryliert (Carvalho et al 2003; Ver-|
decia et al., 2000) und ist fiir die Lokalisation des CPC an die Zentromere notwen-
dig (Vader et al), 2006). Dariiber hinaus gibt es Studien, die belegen, dass Survivin
zur Aktivierung von Aurora-B beitrdgt (Bolton et al., 2002} [Chen et al) [2003) oder
nicht (Honda et al., 2003). Die weitere Funktion von Survivin wird kontrovers dis-
kutiert. Es gibt Orthologe von Survivin, vor allem Birl aus C.elegans, denen eine aus-
schliefSliche Funktion im Zellzyklus zugesprochen wird. Aber es fehlen Survivin be-
stimmte Strukturmotive (z. B. XIAP), die in anderen IAP-Mitgliedern die Interakti-
on mit den Caspasen vermitteln. Die Bildung von funktionellen Survivin-Caspase-
Komplexen ist daher stark umstritten, obwohl in einer Vielzahl von Versuchen die
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1 EINLEITUNG

anti-apoptotische Wirkung von Survivin nachgewiesen werden konnte (Ubersicht bei
Altieri (2006); Knauer et al.[(2007)).

Borealin

Borealin ist vermutlich identisch mit CSC-1 (chromosome segregation and cytokinesis
defective-1) aus C.elegans (Romano et al) [2003). Es wird von Aurora-B in vitro phos-
phoryliert (Gassmann et al., 2004); die funktionelle Relevanz ist bisher aber nicht
bekannt. In borealin-defizienten Zellen bindet Survivin nicht an INCENP, weshalb
Borealin eine Rolle in der Stabilisierung der Survivin-INCENP Interaktion zugespro-
chen wird (Vader et al., 2006). Aufserdem bindet Borealin in vitro an DNA und konnte
daher auch eine Funktion bei der Lokalisation des CPC an perizentromerisches He-
terochromatin ausiiben (Klein et al., 2006; Monier et al., 2007)).

Die Funktion des CPC

Auf seiner Wanderung wihrend der Mitose interagiert und agiert der CPC mit einer
Vielzahl an Substraten. Er ist mit fiir den Austausch von HP1la in mitotischen Chro-
mosomen durch die Modifikation von Histon H3 in der Prophase verantwortlich,
fordert die Anordnung der Chromosomen in der Metaphaseplatte, indem er Fehlan-
heftungen von den Spindelfasern an die Kinetochore korrigiert, beteiligt sich an der
Organisation und dem Aufbau der Zentralspindel und ist notwendig fiir die Zytoki-
nese (Ubersicht bei Ruchaud et al., 2007). Dabei wird mit INCENP als Plattform nicht
nur der CPC an die unterschiedlichen mitotischen Strukturen geleitet, sondern auch
durch Cdk1-Phosphorylierung von INCENP, eine Interaktion mit Plk1 ermdoglicht,
welche so an die Zentromere rekrutiert wird (Goto et al., 2006).

1.5 Fragestellung

Die vorliegende Arbeit beschiftigt sich mit der Rolle der ZIPK und der Bedeutung
der Histon H3-Thr11-Phosphorylierung in der Mitose.

Es wurde eine mogliche Beziehung zwischen der ZIPK und dem Chromosomal Pas-
senger Komplex, speziell von Aurora-B, untersucht. Beide Kinasen interagieren mit
verschiedenen mitotischen Strukturen und weisen eine dhnliche Lokalisation in der
Mitose auf. Aurora-B wandert von den Zentromeren in der Metaphase im Ubergang
zur Anaphase an die Zentralspindel und lokalisiert in der Zytokinese mit dem Mit-
telkdrperchen. Die ZIPK assoziiert mit den Zentrosomen, den Zentromeren und dem
kontraktilen Ring. Die Assoziation der ZIPK mit den Zentromeren korreliert dabei
mit der Phosphorylierung von Histon H3 am Thrll. Um zu kldren, ob die ZIPK,
die Histon H3 am Thr11 in vitro phosphoryliert, auch in vivo dafiir verantwortlich
ist, wurden siRNA-Experimente durchgefiihrt. Aufferdem wurde durch den Einsatz
verschiedener Inhibitoren versucht zu ermitteln, ob eine andere mitotische Kinase
fiir diese Modifikation von H3 verantwortlich sein konnte. Weiterhin wurden stabil
transfizierte H3-GFP-Zelllinien verwendet, um Aufschluss iiber die Funktion der Hi-
ston H3 Phosphorylierung zu erhalten.
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2 Material und Methoden

2.1 Material

2.1.1 Chemikalien und Enzyme

Die verwendeten Chemikalien wurden, sofern nicht anders angegeben, von den Fir-
men AppliChem, Calbiochem, Roth, Invitrogen, Merck oder Sigma-Aldrich bezogen.
Radiochemikalien, [3?P]-yATP, stammten von GE Healthcare und Hartmann. Enzyme
wurden von den Firmen NEB, Promega und Roche Molecular Biochemicals bezogen.

2.1.2 Bakterienstamme

Fiir Klonierungen wurden chemisch kompetente Bakterien (Hanahan, 1983, modifi-
ziert) der unten aufgefiihrten Staimme verwendet. Die Kultur der Bakterien erfolgte
wie in Sambrook & Russel (2001) beschrieben.

Tabelle 2.1: Verwendete Bakterienstimme

Stamm genetischer Marker Referenz

F~, supE44, AlacU169, ®80d, lacZAM15, hsdR17
(r, , m; ), recAl, endAl, gyrA96, thi-1, rel Al

F~, mcrA, A(mrr-hsdRMS-mcrBC), lacZAM15,
E.coli TOP10 AlacX74, ®80d, recAl, deoR, araD139, endAl, Invitrogen
nupG, A(ara-leu)7697, galU, galK, rpdL (StrR)

E.coli DH5a Hanahan, 1983

2.1.3 Zelllinien und Zellkultur

Tabelle 2.2: Verwendete Zelllinien

Zelllinie Spezies Histologische Herkunft
MCE-7 human Adenokarzinom, Brust
PC3 human Prostatakarzinom
Hela human Zervixkarzinom

embryonale Nierenzellen mit

HEK293 human Adenovirus-E1-Genen transformiert

Sf9 Spodoptera frugiperda ~ Ovargewebe des Puppenstadiums
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2 MATERIAL UND METHODEN

Alle Sdugerzellen wurden bei 37 °C in einer 5 % oder 10 % CO,-Atmosphére in DMEM
(Gibco) bzw. RPMI-1640 supplementiert mit 10 % FCS und 1 % Penicillin/Streptomycin-
Losung kultiviert.

5f9-Zellen wurden bei 27 °C in 5£-900 II serumfreiem Medium (Gibco) supplementiert
mit 50 ug/ml Gentamycin kultiviert.

2.1.4 Inhibitoren

Die nachfolgend aufgefiihrten Inhibitoren wurden in der angegebenen Konzentration
in der Zellkultur oder im in-vitro-Kinase-Assay verwendet:

Tabelle 2.3: Verwendete Inhibitoren

Name inhibiert Konzentration
Hesperadin Aurora-B-Kinase (Hauf et al., 2003) 100nM
ZM447439 Aurora-B-Kinase (Ditchfield et al., 2003) 2uM
Ro3306 Cdkl1 (Vassilev et al., 2006) 9uM
Roscovitine Cdk1/2 (Planchais et al., 1997) 10uM
LFM-A13 Plk1 (Uckun et al., 2007) 100 uM
TAL Plk1 (Santamaria et al., 2007) 500 nM
Okadaic Acid PP1, PP2a (Bialojan & Takai, [1988) 100nM
Ro318220 PRK1/2 (Metzger et al., 2007) 3uM
Y-27632 ROCK (Uehata et al.,1997) 50 uM

H7 ZIPK (Sato et al., 2005) 5uM
Nocodazol Depolymerisation von Mikrotubuli 41,7ng/ml
Thymidin Ribonukleotid-Reduktase 2mM

2.1.5 Oligonukleotide und siRNA

Die in dieser Arbeit verwendeten Oligonukleotide wurden von der Firma MWG Bio-
tech synthetisiert. Nachstehend sind die Sequenzen aller verwendeter Oligonukleo-
tide, ihre Position in Bezug zur cDNA und ihre Schmelztemperatur (T,;) angegeben.

Tabelle 2.4: Verwendete Oligonukleotide
Oligonukleotid Sequenz Position Ty, in °C

B-Aktin-USP 5-CGTGGGCCGCCCTAGGCACCAG-3"  182-203 60
B-Aktin-DSP 5-TTGGCCTTAGGGTTCAGGGGGG-3"  424-403 60
ZIPK-cDNA-f 5-GGTGTCATCACCTATATCCTCC-3’ 610-631 54
ZIPK-cDNA-r 5-GGGCAATGGTCATTCTCCGC-3’ 802-782 54
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2 MATERIAL UND METHODEN

Fiir die Herunterregulation von endogener ZIPK, PRK1 und PRK2 in der Zellkul-
tur wurden verschiedene synthetisch hergestellte siRNA-Molekiile verwendet. Diese
trugen im 3’-Bereich 2 nt lange Uridin-Uberhinge und lagen bereits hybridisiert vor.
Daher wurden sie nur in siRNA Universal Butfer (Dharmacon) oder nuklease-freiem
Wasser (Ambion) gelost. In der Tabelle sind die Sequenzen in Sinnrichtung angege-
ben. Die verwendeten siRNA-Hybride setzen sich zusétzlich noch aus dem jeweils
entsprechenden Strang in Gegensinnrichtung zusammen. Die angegebene Position
bezieht sich auf den Bereich der cDNA des Proteins, zu dem die Sequenz der siRNA
homolog ist.

Tabelle 2.5: Verwendete siRNA-Molekiile
Name Sequenz Position Quelle

ZIPK K1 5-CAUCCUGCGGGAGAUCCGGUU-3" 197-218 Kawai etal., 2003
ZIPK-1 5-GAACAUUCCUGGAUUAAGGUU-3" 810-829 Dharmacon
ZIPK-2 5-CCACGCGUCUGAAGGAGUAUU-3" 895-914 Dharmacon
ZIPK-3 5-GAGCCAGGCCCGUAAGUUCUU-3" 3-UTR Dharmacon
ZIPK-4 5-GAGGAGUACUUCAGCAACAUU-3" 711-730 Dharmacon
ZIPK #128 5-GGAGUACACCAUCAAGUCGUU-3" 909-927 Ambion
ZIPK #129 5-GGAGUACGCAGCCAAGUUCUU-3" 110-139 Ambion
PRK1-1 5-CCUCGAAGAUUUCAAGUUCUU-3" 1833-1851 Dharmacon
PRK1-2 5-ACAGUAAGACCAAGAUUGAUU-3" 515-533 Dharmacon
PRK1-3 5-ACAGCGACGUGUUCUCUGAUU-3" 2123-2141 Dharmacon
PRK1-4 5-GAGAAGCAGUUGGCCAUUGUU-3" 394-412 Dharmacon
PRK2 5-GGAUCGAAUUAAGAGAGAAUU-3" 481-499 Ambion

2.1.6 Puffer und Losungen

PBS™ (pH7,4) 137 mM NaCl
2,7 mM KCl
10 mM Na,HPO,
2 mM KH2P04
PBS* (pH7,4) wie PBS™ mit 0,5 mM MgCl, und 0,7 mM CaCl,
2 x Probenpuffer 250 mM Tris/HCI (pH 6,8)
40 mM DTT

6,6 % (w/v) SDS
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NEM 25 mg/ml  NEM
33 % (v/v)  Glycerin, gesdttigt mit
Bromphenolblau (0,1 % w/v)

Trenngelpuffer 1,5M Tris/HCI (pH 8,8)
0,4 % (w/v) SDS
Sammelgelpuffer 0,5M Tris/HCl (pH 6,8)
0,4 % (w/v) SDS
10 x SDS-Elektrophoresepuffer 0,25 M Tris
1,92 M Glycin
1% (w/v) SDS
10 x Blotpuffer 0,25 M Tris
1,92 M Glycin

2.2 Molekularbiologische Methoden

Die Praparation von Plasmiden erfolgte mittels Alkalischer Lyse (Birnboim & Do-
ly, 1979, modifiziert) oder iiber Sdulenaffinitdtschromatographie mit dem JETSTAR
Plasmid DNA Purification Kit von Genomed nach Herstellerangaben. Die Isolierung
von Fragment-DNA aus Agarosegelen erfolgte mithilfe des NucleoSpin®-Extractll-
Kits von Macherey-Nagel nach Protokoll. Fiir DNA-Ligationen wurden die T4-DNA-
Ligase und der zugehorige Puffer der Firma Roche Molecular Biochemicals nach An-
gaben des Herstellers verwendet. DNA-Sequenzierungen wurden bei MWG Biotech
in Auftrag gegeben.

Polymerase-Kettenreaktionen (PCR) wurden entweder mit dem Phusion™ High-Fide-
lity PCR Kit (Finnzymes) oder mit dem HotStarTag DNA Polymerase-Reaktionssatz
(Qiagen) durchgefiihrt. PCR-Ansédtze wurden in einem T-Gradient-Thermocycler der
Firma Biometra inkubiert.

Fiir die Aufreinigung von Gesamt-RNA aus Zellen wurde die Phenol-Guanidinium-
Thiocyanate-Chloroform-Extraktion angewandt.

Reverse-Transkription-PCR (RT-PCR) zur Expressionsanalyse von Genen im Zellkul-
turmodell wurde mithilfe der Reversen Transkriptase Superscript™II (Invitrogen)
durchgefiihrt.

DNA- und RNA-Konzentrationsbestimmungen wurden photometrisch mit einem
UV-Spektrophotometer der Firma Beckman Coulter GmbH durchgefiihrt.

Alle weiteren Handhabungen und Modifikationen von DNA und RNA wurden nach
Standardmethoden wie beschrieben durchgefiihrt (Sambrook & Russel, 2001).
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2.2.1 Plasmide

Folgende rekombinanten Plasmide wurden in dieser Arbeit verwendet:

Tabelle 2.6: Verwendete Plasmide

Plasmid Beschreibung Referenz
Baculovirus-Transfer-Vektor (pVL1392, Invi- . .

pVLI392-INCENP trogen) kodierend fiir humanes INCENP diese Arbeit
Expressionsvektor (pSNAP-N1) fiir SNAP- . .

pH3-SNAP markiertes Histon H3 diese Arbeit

) Expressionsvektor (pEGFP-N1, Stratagene) fiir

pH3-GFP GFP-markiertes H3 Sarah Appel
Expressionsvektor (pEGFP-N1, Stratagene) fiir

pH3THA-GFP GFP-markiertes H3 (T11A) Sarah Appel
Expressionsvektor (pEGFP-N1, Stratagene) fiir

PHSTIID-GEP opp | arkiertes H3 (T11D) Sarah Appel
shRNA-Expressionsvektor kodierend fiir

T1378504 sh-1, Position 1235-1264 der ZIPK cDNA Origene
(5"-TGAGGTCCTATCTCCAGGCTGCGGTGACT-3")
shRNA-Expressionsvektor kodierend fiir

TI378505 sh-2, Position in der 5-UTR der ZIPK cDNA  Origene
(5-ACTTCCTGGCGGAGAAAGAGTCGCTGACG-3")
shRNA-Expressionsvektor kodierend fiir

TI378506 sh-3, Position 307-336 der ZIPK cDNA Origene
(5"-ACCAACATCTCAGCCGTGAACTACGACTT-3)
shRNA-Expressionsvektor kodierend fiir

TI378507 sh-4, Position 678-707der ZIPK cDNA Origene

(5"-CTTCAGCCGCCTGGAGAACCGCTACGAGG-3)

2.3 Zellbiologische Methoden

2.3.1 Infektion von Sf9-Zellen mit rekombinanten Baculoviren

Rekombinante Baculoviren kodierend fiir Hisg-ZIPK (murin), Hisg-Aurora-A oder
GST-Aurora-B standen zu Beginn dieser Arbeit bereits zur Verfiigung (Kogel etal.,
1998; E.Nigg, Martinsried; Honda etal., 2003). Zur Herstellung von Baculoviren ko-
dierend fiir INCENP wurde die cDNA des Proteins in den Vektor pVL1392 kloniert
und rekombinante Baculoviren mittels des Baculo Gold Kits (Pharmingen Corp.) nach
Herstellerangaben erzeugt.
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2.3.2 Transiente Transfektion von Saugerzellen mit DNA oder RNA

Zur Transfektion von Sdugerzellen mit DNA wurde das JetPei-Transfektionsreagenz
(Qbiogene) verwendet. Die Transfektion mit siRNA erfolgte mit Lipofectamine 2000
(Invitrogen).

Zur Transfektion mit DNA wurde je Vertiefung einer 24-Loch-Kulturschale ein Trans-
fektionsansatz von 25 ul angesetzt. Es wurde eine Losung von maximal 250 ng DNA
in 12,5ul 150 mM NaCl sowie eine Verdiinnung von 0,5ul JetPei in 12,5ul 150 mM
NaCl hergestellt. Beide Losungen wurden griindlich vermischt, 30 Minuten bei RT
inkubiert und anschlieffend zu 225yl Medium je Vertiefung in die Kulturschale pi-
pettiert. Fiir Zellkulturschalen von 5 cm & wurden die Transfektionsansétze entspre-
chend den obigen Angaben auf 100 ul, fiir Zellkulturschalen von 10cm @& auf 250 ul
vervielfacht. Nach spitestens 24 Stunden wurde der Transfektionsansatz durch fri-
sches Medium ersetzt. Die Analyse der Zellen erfolgte 24-48 Stunden nach der Trans-
fektion.

Fiir die Transfektion von Zellen mit siRNA wurden je Vertiefung einer 24-Loch-Kultur-
schale 20 bis 100 nM siRNA in 50 ul Optimem (serumfreies Medium der Firma Gibco)
verdiinnt. In einem anderen Reaktionsgefafs wurden 50 ul Optimem mit 1yl Lipofec-
tamine 2000 verdiinnt und 5 Minuten bei RT vorinkubiert. Beide Ansdtze wurden
anschlieffend vermischt und fiir weitere 20 Minuten bei RT inkubiert. Unterdessen
wurde von den zu transfizierenden Zellen das Medium entfernt, die Zellen 1 x gewa-
schen und 400 ul Optimem auf die Zellen je Vertiefung der 24-Loch-Kulturschale ge-
geben. Der Reaktionsansatz wurde nach der Inkubationszeit vorsichtig auf die Zellen
gegeben und nach 4 Stunden durch einen Waschschritt mit PBS und anschlieflendem
Mediumwechsel wieder entfernt. Fiir eine Zellkulturschale von 3,5cm @ wurde der
5-fache Ansatz verwendet.

2.3.3 Stabile Transfektion von Saugerzellen mit DNA oder RNA

Zur Herstellung stabil transfizierter MCF-7-Zellen, in denen H3WT-GFP exprimiert
wird, wurden die Zellen wie unter beschrieben auf 3,5cm @ Kulturschalen mit
dem Plasmid pH3-GFP transfiziert. Nach 24 Stunden wurden die Zellen trypsiniert
und auf 6 cm & Kulturschalen passagiert. Weitere 24 Stunden spéter erfolgte die Zu-
gabe von 800 ng/ul Geneticindisulfat (G418). Abgestorbene Zellen wurden alle zwei
Tage durch einen Mediumwechsel entfernt und die tiberlebenden Zellen weiter im
Selektionsmedium gehalten. Nachdem einzelne Zellklone mit einem Durchmesser
von 1-3 mm Durchmesser auf der Kulturschale hochgewachsen waren, wurden diese
mit einer Pipettenspitze unter dem Mikroskop auf eine 48-Loch-Kulturschale tiber-
tiihrt und weiter im Selektionsmedium kultiviert.

2.3.4 Immunfluoreszenzanalysen

Fiir Immunfluoreszenzanalysen wurden die verwendeten Deckgldschen gegebenen-
falls fiir 20 Minuten mit Poly-L-Lysin (500 ug/ml in A.bidest.) beschichtet, anschlie-
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fend 3 x mit A.bidest. gewaschen und bei RT getrocknet. Die auf den Deckgldschen
kultivierten Zellen wurden fiir 10 Minuten bei RT in 137 mM NaCl, 1,48 % Forma-
lin, 20 mM PIPES (pH 6,8), 0,2 %TritonX-100, 10 mM EGTA und 1 mM MgCl, (Honda
et al., 2003, modifiziert) fixiert. Dann wurden sie einmal in PBS™ gewaschen und fiir
eine Stunde bei RT mit Blocklosung (3 % BSA oder Milchpulver, 0,1 % TritonX-100
und 1% Ziegenserum in PBS™) blockiert. Anschliefend wurden die Zellen mit dem
primdren Antikoérper in PBST mit 0,1 % TritonX-100 und 1% Ziegenserum fiir eine
Stunde bei RT bis maximal iiber Nacht bei 4 °C und nach zwei 5-mintitigen Wasch-
schritten mit dem sekundéren Antikorper in PBS™ fiir 30 Minuten bei RT inkubiert.
Die Anfarbung der Zellkerne erfolgte mit Propidiumiodid. Dazu wurden die fixierten
Zellen mit 0,2 pg/ml Propidiumiodid in PBST und 100 pg/ml DNase-freier RNaseA
fiir 45 Minuten bei RT inkubiert. Nach zwei 10-miniitigen Waschschritten der Zellen
mit PBS™ wurden die Deckgldschen in A.bidest. gewéssert und anschlieBend auf Ob-
jekttrager mit PERMAFLUOR Aqueous Mounting Medium (Immunotech) eingebettet.
Die fluoreszenzmikroskopische Analyse erfolgte mit einem konfokalen Axioplan Fluo-
reszenz-Mikroskop (Zeiss) gekoppelt mit einem Zeiss LSM510Meta. Die Bearbeitung
der Bilder erfolgte mit dem Zeiss LSM Image Browser (Rel. 4.2) und Adobe Photo-
shop 8.0 (Adobe Systems).

2.3.4.1 Live-Cell-Imaging

Fiir Live-Cell-Imaging-Aufnahmen wurden die Zellen in einer 6-Loch-Kulturschale
ausplattiert und bis zu einer Konfluenz von etwa 80 % kultiviert. Um die Zellen in
einer beheizten Kammer ohne CO;-Zufuhr mikroskopieren zu kénnen, wurde CO2-
independent-Medium (Gibco), supplementiert mit 10 %FCS und 1 % Penicillin/Strep-
tomycin-Losung verwendet. Die mikroskopische Analyse der Zellen erfolgte tiber
Nacht mit einem konfokalen Olympus IX81-Mikroskop. Es wurden je Zelllinie vier
verschiedene Bereiche der Kulturschale ausgewéhlt und {iber einen Zeitraum von
16 Stunden alle drei Minuten Aufnahmen von diesen Bereichen gemacht. Die Aus-
wertung erfolgte mit der cell"R-Software (Olympus) und dem Quicktime-Player (Ap-

ple).

2.4 Biochemische Methoden

2.4.1 Herstellung von Zellextrakten

Zur Herstellung von Zellextrakten wurde ein detergenzhaltiger Phosphat-Lysispuffer
(PLP) verwendet. Der Puffer enthilt eine hohe Konzentration an Phosphat-lonen, die
wiéhrend der Zelllyse die Phosphatasen hemmen, sodass die Proteine in ihrem ur-
spriinglichen Phosphorylierungszustand gewonnen werden kénnen (Scheidtmann
et al., 1982).

Die Zellen wurden mit einem Gummischaber von der Kulturschale abgeschabt, zwei-
mal mit kaltem PBS™ gewaschen und anschlieBend auf Eis fiir 10 Minuten in PLP
(20mM NaPOy (pH 8,0), 140 mM NaCl, 3 mM MgCl,, 0,5 % DTT und 1-fach PI) lysiert.
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Es erfolgte eine Sedimentation der unloslichen Zellstrukturen bei 4 °C und 1600 rpm
fiir 5 Minuten. Der zytoplasmatische Uberstand wurde ab- und das Kernpellet noch-
mals in PLP aufgenommen und fiir weitere 15 Minuten bei Anwesenheit von Ben-
zonase® auf Eis inkubiert. Die Dissoziation von Kernstrukturen wie Lamine und der
Kernmatrix erfolgte anschlieSend mit 500 mM NaCl und 10 mM EDTA (zur Inhibition
der Benzonase) fiir weitere 5 Minuten auf Eis. Mit dem folgenden Zentrifugations-
schritt fiir 15 Minuten bei 4 °C und 13200 rpm wurden sowohl der Zytoplasma- als
auch der Kernextrakt abzentrifugiert, um die unldslichen Proteine des Zytoskeletts
und des Chromatins zu sedimentieren. Der Uberstand wurde in ein neues Reaktions-
gefaf3 tiberfiihrt und entweder fiir eine SDS-PAGE verwendet (siehe oder stand
fir eine Immunprézipitation zur Verfiigung (siehe[2.4.2).

2.4.2 Immunprazipitation

Fiir die Immunprézipitation wurde der Zellextrakt mit einer geeigneten Menge des
entsprechenden Antikorpers fiir 60 bis 90 Minuten auf Eis inkubiert. Um die gebil-
deten Antigen-Antikdrper-Komplexe an eine Matrix zu binden, wurde Protein-A-
Sepharose oder Protein-G-Agarose zum Zellextrakt gegeben und fiir weitere 90 Mi-
nuten bei 4 °C rotierend inkubiert. Die spezifisch gebundenen Komplexe wurden
zusammen mit der Matrix durch Zentrifugation sedimentiert und 1x mit Buffer ]
(10mM Tris/HCI (pH 7,5), 140 mM NaCl, 1 % DOC, 1 % NP-40, 0,1 % SDS, 1 mM DTT
und 1-fach PI), 1 x mit Buffer J:PLP 1:2, 1 x mit Buffer J:PLP 1:4, 1x mit PLP sowie
abschliefSend 1 x mit 10 mM Tris pH 8,0 gewaschen.

2.4.3 Reinigung rekombinanter Proteine aus Sf9-Zellen

Mit rekombinanten Baculoviren, kodierend fiir Hisg-ZIPK (murin) oder Hisg-Au-
rora-A, infizierte Sf9-Zellen wurden in PLP (+5 mM p-Mercaptoethanol) mit 5 U Ben-
zonase® fiir 30 Minuten auf Eis lysiert. Der PLP (siehe enthélt statt DTT 3-Mer-
captoethanol, um Disulfidbriicken zwischen den Proteinen zu reduzieren, da DTT
bereits in geringer Konzentration die Nickel-Ionen der Ni-NTA-Agarose reduziert
und so die Bindung des rekombinanten Proteins an die Matrix verhindert. Nach der
Lyse wurde der Zellextrakt bei 4 °C und 1600 rpm fiir 10 Minuten zentrifugiert. Der
Uberstand wurde verworfen und das Pellet in Buffer ] (+5mM B-Mercaptoethanol)
resuspendiert und auf 500 mM NaCl eingestellt. Zu diesem Kernextrakt wurde ge-
waschene Ni-NTA-Agarose (Qiagen) und 10 mM Imidazol, zur Verringerung von un-
spezifischen Bindungen an die Matrix, gegeben und eine Stunde bei 4 °C rotierend in-
kubiert. Anschliefend wurde die Ni-NTA-Agarose mit dem spezifisch gebundenen
His-Fusionsproteinen bei 4 °C und 13200 rpm fiir 30 Sekunden sedimentiert, 2 x mit
PLP (+500 mM NaCl, +5mM {-Mercaptoethanol) und 2 x mit PBS* (+500 mM NaCl,
+5 mM [-Mercaptoethanol) gewaschen. Die Elution der His-Fusionsproteine von der
Matrix erfolgte mit dem Elutionspuffer IMACjz (20 mM Tris/HCl1 (pH7,5/6,5/5,5),
500 mM NaCl, 10 % Glycerin, 50 uM Leupeptin, 5 mM p-Mercaptoethanol und 300 mM
Imidazol) 2 x mit pH?7,5, 2x mit pH 6,5 und 1 x mit pH 5,5 fiir 5 Minuten auf Eis.
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Zur Aufreinigung von GST-Aurora-B aus Sf9-Zellen wurde ein verdndertes Proto-
koll nach Honda etal., 2003 verwendet. Die mit rekombinanten Baculoviren infizier-
ten Zellen wurden in Lysispuffer (50 mM Tris/HCI (pH 8,0), 400 mM NaCl, 1 % NP-
40, 0,5 mM DOC, 20 mM B-Glycerol-Phosphat, 1 mM NaMoOy und 1-fach PI) mit 5U
Benzonase® fiir 30 Minuten auf Eis lysiert und durch anschlieffende Zentrifugation
bei 4 °C und 13200 rpm fiir 15 Minuten von Zelltriimmern gereinigt. Der proteinhal-
tige Uberstand wurde mit Glutathion-Sepharose® 4B (GE Healthcare) versetzt und
eine Stunde bei 4 °C rotierend inkubiert. Die Matrix mit gebundener GST-Aurora-B-
Kinase wurde dann bei 4 °C und 2200 rpm fiir 3 Minuten sedimentiert, 2 x mit dem
10-fachen Volumen an LP und jeweils 1x mit dem 10-fachen Volumen Waschpuffer
1 (50mM Tris/HCl (pH 8,0), 400 mM NacCl, 0,1 %NP-40 und 1-fach PI) und Wasch-
puffer 2 (10mM Tris/HCl (pH8,0) und 1-fach PI) gewaschen. Fiir eine nachfolgen-
de Kinase-Reaktion erfolgt ein finaler Waschschritt mit 10-fachen Volumen Kinase-
Puffer (50 mM Tris/HC1 (pH?7,5), 100mM NaCl, 5mM MnCl, 1mM DTT und 1 mM
PMSE).

Die Aufreinigung von INCENP aus Sf9-Zellen erfolgte mittels Immunprézipitation

(siehe2.4.2).

2.4.4 In-vitro-Kinase-Assay

Fiir in-vitro-Kinase-Assays wurden aus 5f9-Zellen aufgereinigte rekombinante Prote-
ine oder immunprazipitierte Proteine aus humanen Zellen verwendet. Das entspre-
chende Protein wurde zusammen mit einem molaren Uberschuss an Substrat in ei-
nem Ansatz von 10l Kinase-Puffer (50 mM Tris/HCl (pH7,5), 100 mM NaCl, 5mM
MnCl, 1 mM DTT und 1 mM PMSF) inkubiert, die Reaktion durch Zugabe von 1uCi
[32P]y-ATP gestartet und fiir 30 Minuten bei 37 °C durchgefiihrt. Die Kinasereaktion
wurde dann durch Zugabe von 2 x Probenpuffer mit 10 mM EDTA und anschliefSen-
der Denaturierung der Proteine bei 100 °C fiir 3 Minuten abgestoppt. Nach Zugabe
von ! /3 NEM und 10-miniitiger Inkubation bei RT konnten die Proben in einer SDS-
PAGE aufgetrennt und die Gele anschliefiend getrocknet werden. Der Nachweis der
Phosphorylierung erfolgte tiber Audioradiographie auf einem Rontgenfilm (Cronex
5, AGFA).

2.4.5 SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese (SDS-PAGE) und Immunblotting von
Proteinen

Die elektrophoretische Auftrennung von denaturierten Proteinen erfolgte durch dis-
kontinuierliche SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese. Die Proteinproben wurden in
2x Probenputffer bei 100 °C fiir 3 Minuten denaturiert. Das DTT im Probenpuffer re-
duziert die Disulfidbriicken in den Proteinen zu Sulthydryl-Gruppen. Um eine Reoxi-
dation der Disulfidbriicken zu verhindern, wurde den Proben nach dem Denaturie-
ren 1/3 Volumen NEM zugesetzt, das zu einer Alkylierung der freien Sulfhydryl-
Gruppen fiihrt. Die Inkubation mit NEM erfolgte fiir 10 Minuten bei RT. Anschlie-
end wurden die Proben auf 0,75 mm starken Polyacrylamid-Gelen (Laemmli, 1970)
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mit Trenngelen von 7,5 %, 10 % oder 13,5 % Acrylamid /Bis-Acrylamid (37,5:1) in SDS-
Puffer im elektrischen Feld aufgetrennt (SDS-PAGE).

Proteine wurden durch Inkubation der Gele fiir eine Stunde in einer warmen Coo-
massie-Farbelosung (0,1 % (w/v) Coomassie Brilliant Blue in 10 % Essigsdure und
25 % Isopropanol) gefdarbt, wobei die Essigsdure der Farbelosung die Proteine im Gel
tixiert. Der tiberschiissige Farbstoff wurde anschlieflend mit Entfarbelésung (10 % Es-
sigsdure und 10 % Isopropanol in A.bidest.) aus dem Gel entfernt. Das Entfarben er-
folgte solange auf einem Schiittler, bis die Proteinbanden deutlich im Gel zu erkennen
waren. Zur Archivierung wurden die Gele auf Filterpapier unter Vakuum fiir 45 Mi-
nuten bei 50-80 °C getrocknet.

Zum Nachweis von Proteinen iiber eine Western-Blot-Analyse wurden die in einer
SDS-PAGE aufgetrennten Proteine auf eine Nitrozellulose-Membran iibertragen, wo
sie mithilfe spezifischer Antikorper detektiert werden konnen (Towbin et al., 1979).
Der Transfer der Proteine aus einem SDS-PAA-Gel auf eine porablot Nitrocellulose-
Membran (Macherey-Nagel) erfolgte durch Elektrotransfer bei 70 V fiir 60 bis 120 Mi-
nuten in einer Blotting-Kammer der Firma Bio-Rad. Zur Uberpriifung des Protein-
transfers auf die Membran wurde diese mit Ponceau-Losung (0,1 % (w/v) Ponceau S
in 5% Essigsdure) fiir eine Minute gefdrbt. Anschlieflend wurde die Membran fiir
eine Stunde mit 3 % (w/v) Magermilchpulver oder BSA in TBST (10 mM Tris/HCI
(pH?7,5), 150 mM NaCl und 0,05 % (v/v) Tween20) abgesittigt. Die Inkubation der
Membran mit den angegebenen primédren Antikdpern (siehe erfolgte rotierend
in TBST fiir eine Stunde bei RT oder UN bei 4°C. Nach dem Waschen der Mem-
bran fiir 3x10 Minuten in TBST wurde die Membran mit peroxidase-gekoppelten
Zweitantikorper fiir 30 Minuten bei RT inkubiert. Nach drei weiteren Waschschrit-
ten mit TBST wurden die Protein-Antikorper-Komplexe mithilfe von Chemilumi-
neszenz nachgewiesen. Dafiir wurden 1 ml Losung 1 (0,1 M Tris/HCl (pH8,6) und
0,25 mg/ml Luminol), 0,3 ul HyO; (30 %) und 200 ul Lésung B (1,1 mg/ml para-Hydro-
xycoumarinsdure in DMSO) gemischt und auf die Membran gegeben. Die Signale
wurden mit einem Rontgenfilm (Cronex 5, AGFA) detektiert.

2.4.6 Antikorper

Die in dieser Arbeit verwendeten Antikorper sind neben ihrer Bezugsquelle nachfol-
gend aufgefiihrt. Die verwendeten Verdiinnungen fiir Inmunfluoreszenz (IF)- und
Western-Blot (WB)-Analysen sind angegeben. Fiir die Immunpréazipitation (IP) ist die
pro mg Gesamtprotein eingesetzte Antikorpermenge aufgefiihrt. Es wurden nicht al-
le Antikorper fiir alle Anwendungen getestet (n. g.).
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Tabelle 2.7: Verwendete Antikorper

Antigen Spezies IF WB IP Quelle
Aurora-B Maus 1:1000 1:1000 n.g. BD Bioscience
monoklonal
BubR1 Maus 11000  n n abcam
monoklonal & & ¢
CENP-A Maus 1:8000  — — abcam
monoklonal
o Maus
CENP-F (Mitosin) monoklonal 1:500 n.g. n.g. GeneTex
. Maus 1:500
Histon H3 monoklonal (UN) 1:500000 n.g. abcam
. Kaninchen  1:500 . .
Histon H3 polyklonal ~ (UN) 1:1000 n.g. Cell Signaling
. Kaninchen
Histon H3 — 1:500 ng. Santa Cruz
polyklonal
. Maus .
Histon H3pS10 monoklonal 1:8000 1:10000 n.g. Millipore
. Kaninchen )
Histon H3pT11 1:2000 1:2000 n.g. Pineda
polyklonal
INCENP Kaninchen 4 559 15000  n Sigma
polyklonal ' ' & &
Kaninchen
Par-4 1:2000 1:2000 n.g. Santa Cruz
polyklonal
PRK1 Maus 1:2000 1:5000 n.g. BD Bioscience
polyklonal
PRK2 Maus 1:2000 1:5000 n.g. BD Bioscience
polyklonal
a-Tubulin Maus 1:50000  1:50000  n.g. Sigma-Aldrich
monoklonal
Kaninchen  1:1000 .
ZIPK polyklonal (UN) 1:2000 01ug Calbiochem
Kaninchen IgG . . .
Alexad88 konjugiert Ziege 1:2000 — — MoBiTec
Ié;g“li‘gifé‘g{gg Ziege 1:2000 — — Dianova
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Tabelle 2.7: Verwendete Antikorper

Antigen Spezies IF WB IP Quelle
Cyhomugint Do 12000 — ~ Dianova
E?zr;ﬁ?éii Ziege — 110000 — Nordic
X[liizéigg konjugiert Ziege 1:2000 o - Invitrogen
leael)l;éi;;konjugiert Ziege 1:2000 o - Invitrogen
g[;?:l liérgq?lgiert Ziege 1:2000 - — Dianova
1\H/IflilliskI(z();r(\;ugiert Ratte — 1:5000 — Nordic
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3 Ergebnisse

3.1 Untersuchung zur Lokalisation der endogenen ZIPK in der
Mitose

Bisherige Erkenntnisse zur Rolle der ZIPK in der Mitose wurden ausschliefdlich mit
ektopisch exprimierter muriner ZIPK gesammelt. Diese Experimente mit GFP-ZIPK
haben gezeigt, dass sie an verschiedenen mitotischen Strukturen lokalisiert ist. Sie
assoziiert im gesamten Zellzyklus mit den Zentrosomen, wahrend der Pro- und Me-
taphase mit den Zentromeren und ist in der Telophase am kontraktilen Ring und in
der Zytokinese am Mittelkorperchen zu finden (Preuss et al.,2003a).

Es stellte sich daher die Frage, ob die endogene humane ZIPK die gleiche Lokalisa-
tion in der Mitose aufweist. Dazu wurden MCF-7-Zellen fixiert und mit einem anti-
ZIPK-Antikorper immungefarbt. In Interphasezellen ist eine diffuse Verteilung der
Kinase im Zellkern zu beobachten. In der Mitose dagegen assoziiert sie mit spezifi-

schen Strukturen (Abb. [3.1).
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Abbildung 3.1: Subzellulire Lokalisation der humanen ZIPK in der Mitose.

MCE-7-Zellen wurden fixiert und mit Antikorpern gegen die ZIPK (A,B,C) sowie gegen CENP-A (A)
oder a-Tubulin (B) immungeféarbt. Die DNA wurde mit Propidiumiodid sichtbar gemacht. Es wur-
den Zellen in verschiedenen mitotischen Phasen beziiglich der subzelluldren Lokalisation der ZIPK
ausgewertet. Balken 10 um.
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Wiahrend der Pro- und der Metaphase ist die ZIPK als punktférmiges Muster auf den
Chromosomen verteilt zu sehen. Die Vermutung, dass sie dort mit den Zentrome-
ren assoziiert ist, konnte durch eine Kofarbung mit dem Zentromermarker CENP-A
bestdtigt werden (Abb. A a-d). Betrachtet man die Lokalisation von ZIPK und
CENP-A genauer (Abb. A d’), erkennt man, dass diese sich nur teilweise tiber-
lappen. CENP-A als Bestandteil der Nukleosomen lokalisiert in der zentralen Doma-
ne des Zentromers, auf die unmittelbar das innere Kinetochor folgt. Das Kinetochor
selber ist eine trilaminare Struktur die aus dem inneren Kinetochor, der Interzone
und dem dufderen Kinetochor besteht (Amor et al., 2004). Da die ZIPK teilweise ne-
ben CENP-A lokalisiert, ist sie vermutlich eher ein dufleres Kinetochorprotein. In der
Anaphase kann man die ZIPK zwischen den sich trennenden Schwesterchromatiden
im Bereich der Zentralspindel beobachten (Abb. B m). Eine Assoziation mit den
Zentromeren ist jetzt nicht mehr nachzuweisen. In der Telophase und der sich an-
schlieSenden Zytokinese assoziiert die ZIPK zunédchst mit dem kontraktilen Ring und
ist dann am Mittelkorperchen zu beobachten (Abb. B g). Kofarbungen mit anti-
o-Tubulin-Antikorper belegen die Kolokalisierung mit der Zentralspindel (Abb.
B m-p), dem kontraktilen Ring und dem Mittelkoérperchen (Abb. B g-t). AufSer-
dem konnte in der Metaphase auch die Assoziation der ZIPK mit den Zentrosomen
dargestellt werden (Abb. Q).

Durch indirekte Immunfluoreszenzstudien konnte also gezeigt werden, dass die en-
dogene humane ZIPK in der Mitose mit den gleichen Strukturen wie die murine
ZIPK assoziiert ist. Die genauere Untersuchung der Assoziation der ZIPK mit den
Zentromeren ergab, dass sie eventuell ein dufieres Kinetochorprotein ist, da sie nur
teilweise mit CENP-A kolokalisiert. Im Vergleich zur murinen ZIPK assoziiert die
humane ZIPK auch mit der Zentralspindel bevor sie in der Telophase und Zytoki-
nese am kontraktilen Ring und Mittelkorperchen lokalisiert. Die Assoziation mit den
Zentrosomen konnte fiir die Mitose gezeigt werden, erfolgt aber wahrscheinlich im
gesamten Zellzyklus.

3.2 Untersuchungen zur Interaktion zwischen Aurora-Kinasen und
ZIPK

In der Literatur sind bereits mehrere Proteine oder Proteinkomplexe bekannt, die mit
verschiedenen Strukturen in der Mitose assoziieren. Der Chromosomale Passenger
Komplex (CPC) z.B. hat eine sehr charakteristische Lokalisation in der Mitose, der
er seinen Namen verdankt. Die Proteine des CPC, Aurora-B, INCENP, Survivin und
Borealin, assoziieren mit den kondensierenden Chromosomen in der Prophase, akku-
mulieren im inneren Zentromer in der Prometa- und Metaphase, verlassen am Uber-
gang zur Anaphase die Chromosomen und transferieren an die Zentralspindel, um
in der Zytokinese am Mittelkorperchen konzentriert zu werden (Ubersicht bei|Vagna-
relli & Earnshaw, [2004).

Die Abfolge der Assoziationen mit den Zentromeren, der Zentralspindel und dem
Mittelkorperchen erfolgt damit sehr dhnlich der Lokalisation der ZIPK. Eine weite-
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re Gemeinsambkeit ist die Fahigkeit Histon H3 zu phosphorylieren. Die katalytische
Komponente des CPC, Aurora-B, vermittelt in der Mitose die Phosphorylierung von
Histon H3 am Ser10, wihrend die ZIPK H3 in vitro am Thrll phosphoryliert. Auf-
grund dieser Ahnlichkeiten sollte untersucht werden, ob es eine funktionelle Bezie-
hung zwischen Aurora-B und der ZIPK gibt, die eventuell Einfluss auf die raumliche
und zeitliche Phosphorylierung von H3 in der Mitose nehmen konnte.

3.2.1 Die ZIPK kolokalisiert mit Aurora-B in der Mitose

Als Erstes wurde die Vermutung tiberpriift, ob die ZIPK und der CPC, respektive
Aurora-B, in der Mitose kolokalisieren. Dafiir wurde eine Kofarbung mit Aurora-B-
und ZIPK-spezifischen Antikdrpern durch indirekte Immunfluoreszenzanalyse in
MCE-7-Zellen durchgefiihrt (Abb. [3.2).

Uber-

ZIPK Aurora-B DNA lagerung

Telophase Anaphase Metaphase Prophase

.

Abbildung 3.2: Kolokalisation von ZIPK und Aurora-B in der Mitose.

MCF-7-Zellen wurden fixiert und mit anti-ZIPK- und anti-Aurora-B-Antikérpern immungefarbt. Die
DNA wurde mit Propidiumiodid detektiert. Die Bilder zeigen in Zellen unterschiedlicher mitotischer
Phasen die Kolokalisation der ZIPK und Aurora-B an den Zentromeren in der Pro- und Metaphase
(a-h), an der Zentralspindel in der Anaphase (i-l) und am Mittelkdrperchen in der Telophase (m-p).
Balken 10 um.

In der Pro- und Metaphase befinden sich beide Kinasen an den Zentromeren (Abb.
a-h). Ahnlich wie bei der Kofiarbung von ZIPK und CENP-A ergab auch hier die
nédhere Analyse keine direkte Kolokalisation (Abb. d’, h’), sondern dass beide Pro-
teine nebeneinander liegen. Da der CPC mit Aurora-B im inneren Kinetochor lokali-
siert (Ubersicht bei Chan et al., 2005), lasst sich auch hier vermuten, dass die ZIPK mit
dem &uferen Kinetochor assoziiert ist. Am Metaphase-Anaphase-Ubergang transfe-
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rieren ZIPK und Aurora-B an die Zentralspindel (Abb.[3.2] i-1) und lokalisieren ab der
Telophase zusammen am sich bildenden Mittelkorperchen (Abb. m-p).

3.2.2 Uberpriifung einer funktionellen Beziehung zwischen Aurora-Kinasen und
ZIPK

Ein weiteres Familienmitglied der Aurora-Kinasen, Aurora-A, ist ebenfalls eine ef-
fektive H3-Kinase (Crosio et al., 2002). Da sie in der Mitose wie die ZIPK mit den
Zentrosomen assoziiert und dort an der Zentrosomenreifung und -teilung sowie am
Spindelauf- und -abbau beteiligt ist (Carmena & Earnshaw, 2003; Meraldi et al.,[2004),
sollte, sowohl fiir Aurora-B als auch fiir Aurora-A, die Moglichkeit einer funktionel-
len Beziehung zur ZIPK gepriift werden.

Fiir die Untersuchungen wurden jeweils eine katalytisch aktive und inaktive Form
der Kinasen als rekombinante Proteine im Baculovirus-Expressions-System expri-
miert und aufgereinigt. Baculoviren haben ein doppelstrangiges DNA-Genom von
etwa 150 kb, von dem ein relativ grofSer Abschnitt gegen Fremd-DNA ausgetauscht
werden kann. Das Fremdgen wird dabei hinter den Polyhedrin-Promotor kloniert
und mittels homologer Rekombination in das Virusgenom eingebracht. Polyhedrin
ist das Hiillprotein des Virus, das gegen Ende des Infektionszyklus in sehr grofier
Menge gebildet wird. Die Vorteile des Baculovirus-Expressions-System liegen u.a.
darin, dass die iiberexprimierten Proteine posttranslational modifiziert werden und
verschiedene rekombinante Proteine simultan exprimiert werden kdnnen. Es ist z. B.
moglich, Cdks mit ihren Cyclinpartnern zu exprimieren und sie anschliefend im
funktionellen Komplex aufzureinigen (Peeper et al.,[1993).

3.2.2.1 Analyse von rekombinanter ZIPK

Fiir die Expression der ZIPK in Sf9-Zellen standen bereits rekombinante Baculovi-
ren zur Verfligung (Kogel et al.,[1998). Fiir die Aufreinigung einer katalytisch aktiven
Kinase wurde das WT-Protein und fiir die Aufreinigung einer katalytisch inaktiven
Form eine Mutante (K42A) mit einer Punktmutation in der ATP-Bindungsregion ex-
primiert. Diese Punktmutation hat zur Folge, dass eine Ionenpaar-Bindung in der Ter-
tidrstruktur unterbleibt, wodurch ATP nicht mehr hydrolysiert werden kann (John-
son et al., 1996). Beide Kinasen wurden als aminoterminale Hiss-Fusionsproteine
tiber eine Ni-NTA-Matrix aufgereinigt und eluiert (Abb. A).

Die Uberpriifung der Funktionalitdt der aufgereinigten Proteine erfolgte in einem
in-vitro-Kinase-Assay mit Histonen als Substrat (Preuss et al., 2003b). Die ZIPK phos-
phoryliert Histon H3, H2a und vor allem H4 und zeigt eine deutliche Autophospho-
rylierung auf der Hohe von 52 kDa (Abb. B Spur 1). Die Mutante K42A war wie
erwartet inaktiv (Abb. B Spur 2).
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Abbildung 3.3: Aufreinigung und Kinaseaktivitit rekombinanter ZIPK aus Sf9-Zellen.
Rekombinante ZIPK und kinase-inaktive Mutante ZIPK-K42A wurden aus Sf9-Zellen aufgereinigt. A
Coomassie Brilliant Blue gefarbtes SDS-PAGE-Gel. Dargestellt sind die verschiedenen Elutionsfraktio-
nen der Hisg-Fusionsproteine ZIPK und ZIPK-K42A. B In-vitro-Kinase-Assay mit Hisg-ZIPK und Hisg-
ZIPK-K42A. Die Proteine wurden zusammen mit [32P]-yATP und einem Histon-Gemisch als Substrat
inkubiert.

3.2.2.2 Analyse von rekombinanter Aurora-A

Rekombinante Baculoviren die fiir Aurora-A sowie eine inaktive Mutante kodieren,
wurden von E. Nigg, Martinsried erhalten. Aurora-A und die inaktive Mutante K162M,
die ebenfalls eine Punktmutation in der ATP-Bindungsregion tragt, wurden als ami-
noterminale Hisg-Fusionsproteine exprimiert und durch Affinitdtsreinigung tiber ei-
ne Ni-NTA-Matrix isoliert. Die Ausbeute an rekombinantem Protein war im Falle der
aktiven Kinase etwas geringer als im Falle der inaktiven Form (Abb. A).
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Abbildung 3.4: Aufreinigung und Kinaseaktivitit rekombinanter Aurora-A aus Sf9-Zellen.
Rekombinante Aurora-A (Aur-A) und kinase-inaktive Mutante K162M wurden tiberexprimiert in und
aufgereinigt aus Sf9-Zellen. A Coomassie Brilliant Blue gefarbtes SDS-PAGE-Gel mit den verschie-
denen Elutionsfraktionen (E1 und E2) der Hisg-Fusionsproteine. B In-vitro-Kinase-Assay mit Hisg-
Aurora-A und Hisg-K162M. Aufgereinigte Proteine wurden in Gegenwart von [32P]-yATP zusammen
mit einem Histon-Gemisch (H2a /b, H3 und H4) inkubiert.

Um die Funktionalitdt der Enzyme zu testen, wurde ein in-vitro-Kinase-Assay mit Hi-
stonen als Substrat durchgefiihrt. Die WT-Form phosphorylierte Histon H3 und H2a
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und zeigte eine starke Autophosphorylierung (Abb. B Spur 1). Die katalytisch in-
aktive Mutante K162M phosphorylierte weder Histone noch ist eine Autophospho-
rylierung zu beobachten (Abb. B Spur 2), was bestétigt, dass die Mutation die

Kinase inaktivierte und keine verunreinigende Kinaseaktivitat mit aufgereinigt wur-
de.

3.2.2.3 Analyse von rekombinanter Aurora-B

Die rekombinanten Baculoviren, welche fiir ein GST-Aurora-B-Fusionsprotein kodie-
ren, kamen ebenfalls von E. Nigg, Martinsried (Honda et al., 2003). Um katalytisch
aktive Aurora-B zu erhalten, wurde die WT-Kinase zusammen mit INCENP im Kom-
plex exprimiert und aufgereinigt. Die Interaktion von Aurora-B mit INCENP ist es-
sentiell fiir die Aktivitdt und fiihrt {iber die Phosphorylierung von INCENP zu ei-
ner weiteren und vollstandigen Aktivierung der Kinase (Bishop & Schumacher, 2002;
Sessa et al., 2005). Ohne INCENP ist Aurora-B nur sehr schwach aktiv (Crosio et al.,
2002). Die WT-Kinase ohne INCENP wurde daher als inaktive Kinase verwendet. Die
Herstellung von rekombinanten Baculoviren, die fiir INCENP kodieren, erfolgte im
Rahmen dieser Arbeit. INCENP wurde dabei ohne Markierung kloniert und daher
nicht als Fusionsprotein exprimiert. Die Aufreinigung von Aurora-B oder von beiden
Proteinen im Komplex erfolgte tiber die Kinase als GST-Fusionsprotein gebunden an
Glutathion-S-Sepharose.
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Abbildung 3.5: Aufreinigung und Kinaseaktivitit rekombinanter Aurora-B.

Rekombinante Aurora-B und INCENP wurden einzeln oder gemeinsam in S5f9-Zellen exprimiert und
mittels Glutathion-S-Sepharose aufgereinigt. A Western-Blot-Analyse von aufgereinigtem INCENP,
Aurora-B und GST-Aurora-B/INCENP im Komplex. Der Nachweis der Proteine erfolgte mit anti-
Aurora-B- und anti-INCENP-Antikorpern. B In-vitro-Kinase-Assay mit GST-Aurora-B, INCENP und
GST-Aurora-B/INCENP-Komplex. Proteine wurden einzeln oder zusammen in Gegenwart von [*2P]-
yATP zusammen mit einem Histon-Gemisch inkubiert.
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In der Western-Blot-Analyse ist dargestellt, dass Aurora-B, aber nicht INCENP mit-
tels Glutathion-S-Sepharose aufgereinigt werden konnte (Abb. A Spur 2 und 1).
Die gleichzeitige Expression von Aurora-B und INCENP bestitigte die Komplexbil-
dung der beiden Proteine, da INCENP mit Aurora-B koprézipitiert werden konnte
(Abb.[3.5, A Spur 3). Nur diese, im Komplex mit INCENP aufgereinigte Kinase ist im
anschlieflenden in-vitro-Kinase-Assay katalytisch aktiv und zeigt Autophosphorylie-
rung, Phosphorylierung des zugesetzten Substrats (H3 und H4) und Phosphorylie-
rung von INCENP (Abb. B Spur 4). Aurora-B alleine zeigt nur eine sehr schwa-
che Autophosphorylierung und keine Substratphosphorylierung (Abb. B Spur 1).
Bei der Aufreinigung von INCENP durch Immunpréazipitation mit anti-INCENP-
Antikorper wird zum Teil endogene Baculovirus-Aurora-B mitgereingt, da im in-
vitro-Kinase-Assay eine schwache Phosphorylierung von INCENP und H3 beobach-
tet werden kann (Abb. B Spur 2). Es ist nicht moglich Aurora-B in vitro durch
die Zugabe von INCENP vollstindig zu aktivieren. Aurora-B zeigt dann zwar eine
schwache Autophosphorylierung, aber es erfolgt keine Phosphorylierung von INCENP
oder den Histonen (Abb.[3.5, B Spur 3).

3.2.2.4 Es besteht keine Enzym-Substrat-Beziehung zwischen den
Aurora-Kinasen und der ZIPK

Aus der Kolokalisation von ZIPK und Aurora-B (siehe und eventuell Aurora-A
ergibt sich die Frage nach einer funktionellen Interaktion etwa in Form einer Enzym-
Substrat-Beziehung. Um diese Moglichkeit zu testen, wurden die aufgereinigten akti-
ven Kinasen und die jeweiligen katalytisch inaktiven Kinasen zusammen in einem in-
vitro-Kinase-Assay inkubiert. Als Kontrollsubstrat wurden Histone zugesetzt (Abb.
. Wie bereits beschrieben, zeigten nur die aktiven Formen von Aurora-A, Aurora-B
und ZIPK Auto- und Substratphosphorylierung (Abb. 3.6, A und B jeweils Spur 2 und
4). Im Vergleich dazu ist bei den katalytisch inaktiven Kinasen dagegen weder Auto-
noch Substratphosphorylierung detektierbar (Abb. A und B jeweils Spur 1 und
3).

Wird Aurora-A mit inaktiver ZIPK oder ZIPK mit inaktiver Aurora-A inkubiert, er-
gibt sich gegeniiber den einzelnen Kinasen keine Anderung (Abb. A Spur 5 und
6). Beide Kinasen haben ein dhnliches Molekulargewicht. Aurora-A hat eine theore-
tische Grofie von 48 kDa und die ZIPK von 52 kDa. Daher lduft die zu beobachten-
de Bande der Autophosphorylierung von beiden Kinasen auf derselben Hohe nach
Auftrennung in einer 13,5 %igen SDS-PAGE (Abb. A Spur 2 und 4). Durch die
Phosphorylierung der jeweils inaktiven Kinase hitte man eine Verstdrkung des de-
tektierten Signals erwarten konnen, was aber nicht beobachtet werden konnte.

Auch zwischen Aurora-B und ZIPK besteht keine direkte Enzym-Substrat-Beziehung.
Zumindest erfolgt keine deutliche Phosphorylierung der jeweils inaktiven Kinase
(Abb. B Spur 5). Inkubiert man allerdings inaktive Aurora-B mit aktiver ZIPK hat
das einen inhibitorischen Effekt, sowohl auf die Auto- als auch auf die Substratphos-
phorylierung der ZIPK (Abb. B Spur 6). Gleichzeitig kommt es zu einer schwa-
chen Aktivierung von Aurora-B, erkennbar vor allem an der Phosphorylierung von
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Abbildung 3.6: In-vitro-Kinase Assay von ZIPK, Aurora-A und Aurora-B.

A Dargestellt sind in-vitro-Kinase-Assays von Aurora-A, kinase-inaktiver Mutante K162M, ZIPK und
inaktiver Mutante ZIPK-K42A sowie die jeweilige Kombination von aktiver und inaktiver Kina-
se (Aurora-A/ZIPK-K42A und ZIPK/Aurora-A-K162M). Die aus Sf9-Zellen aufgereinigten Kinasen
wurden zusammen mit einem Histon-Gemisch sowie [32P]-yATP inkubiert. B Darstellung der in-vitro-
Kinase-Assays von Aurora-B und Aurora-B/INCENP; von ZIPK und ZIPK-K42A sowie die jeweiligen
Kombination von aktiver und inaktiver Kinase (Aurora-B/INC mit ZIPK-K42A, Aurora-B mit ZIPK
und Aurora-B/INC mit ZIPK).

H3 (Abb. B Spur 6). Bei der Inkubation aktiver Aurora-B mit aktiver ZIPK ist
die Autophosphorylierung der ZIPK ebenfalls vermindert, wiahrend die Substrat-
phosphorylierung aber unbeeinflusst bleibt, was vermutlich auf die Aktivitat von
Aurora-B zuriickzufiihren ist (Abb. B Spur 7). Eine katalytisch inaktive oder ak-
tive Aurora-B scheint damit eine leicht inhibitorische Wirkung auf die Aktivitat der
ZIPK zu haben, wobei das gleichzeitig einen aktivierenden Effekt auf Aurora-B hat.
Die Relevanz dieser in vitro erhobenen Daten fiir die Kinasen in vivo ist aber unklar
und muss noch untersucht werden.

3.3 Der zeitliche Verlauf der Histon H3-Thr11-Phosphorylierung im
Zellzyklus

Die bisherigen Untersuchungen zur Histon H3-Thr11-Phosphorylierung postulierten
eine Funktion fiir diese Modifikation in der Mitose, da sie ausschliefdlich in mitoti-
schen Zellen an zentromerischem Chromatin erfolgt (Preuss et al., 2003b; Zhou et al.,
2007). Jiingste Studien dagegen konnten zeigen, dass die Phosphorylierung auch ei-
ne Rolle in der Transkription androgenrezeptor-abhidngiger Zielgene (Metzger et al.,
2007) bzw. in der GCN5 (general control nonderepressible 5)-vermittelten Transkripti-
onsaktivierung (Shimada et al., 2008) spielt. Folglich wiirde man erwarten, dass eine
Phosphorylierung von H3 am Thr11 bereits in der Interphase erfolgt. Zur genaueren
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Analyse des zeitlichen Auftretens dieser Phosphorylierung im Zellzyklus wurden in-
direkte Immunfluoreszenzstudien durchgefiihrt.

3.3.1 Histon H3 wird ab der spaten G-Phase am Thrll phosphoryliert

Die mikroskopische Analyse asynchron wachsender MCF-7-Zellen ergab, dass vor
allem mitotische Zellen intensiv von einem anti-H3pT11-Antikérper angefarbt wer-
den. Interphasezellen zeigten dagegen lediglich eine schwache diffuse Fluoreszenz.
Es fiel allerdings eine kleine Subpopulation von Interphasezellen auf, in denen eine
punktartige Farbung dhnlich der von Zentromeren auftrat (Abb. [3.7). Dass die Phos-
phorylierung von H3 am Thr11 in diesen Interphasezellen an zentromerischem Chro-
matin erfolgte, konnte durch eine Kofdrbung mit anti-CENP-A-Antikorper bestdtigt
werden (Abb. [3.7).

Uber-

H3pT11 CENP-A DNA lagerun

Abbildung 3.7: Die Phosphorylierung von H3 am Thr11 in der Interphase erfolgt zentromerspezifisch.
Immunfluoreszenzfarbung von asynchron wachsenden MCF-7-Zellen. Kofarbung der Zellen mit anti-
H3pT11- und anti-CENP-A-Antikérpern. Die DNA wurde mit Propidiumiodid angefarbt. Balken
10 pm.

Arretiert man asynchron wachsende MCF-7-Zellen mit einem doppelten Thymidin-
Block in der S-Phase, entldsst sie dann aus diesem Zellzyklusblock und markiert sie
zu unterschiedlichen Zeitpunkten mit einem anti-H3pT11-Antikorper, bekommt man
ab 6,5 Stunden eine Anreicherung an Interphasezellen mit H3-Thr11-Phosphorylie-
rung (Abb.[3.8). Etwa 7 Stunden nach Entlassen aus dem Zellzyklusarrest kann man
dann die ersten mitotischen Zellen beobachten. Das ldasst vermuten, dass diese Modi-
fikation bereits in der G,-Phase kurz vor dem Eintritt in die Mitose erfolgt.

45 -

Abbildung 3.8: Anreicherung von Interpha-

%0 sezellen aus einem Zellzyklusarrest mit am

——

% 3 jr == Thr11 phosphoryliertem H3.

$ 30 - MCEF-7-Zellen wurden mit einem doppelten
g_ o | 1 | Thymidinblock in der S-Phase arretiert und
£ 0 T nach dem Entlassen aus dem Block zu den
2 Zeitpunkten 4, 5, 6, 6,5, 7 und 8h fixiert
g 1 1 und mit anti-H3pT11-Antikorper angefarbt.
= 10 — — — Es wurden jeweils 3 x 100 Interphasezellen
:',- 51 m 1l 1 F | ausgezdhlt und der Anteil der Zellen mit
= o ﬁ Thr11-phosphoryliertem H3 bestimmt.

4 5 6 6,5 7 8 Durchschnitt
Zeit in Stunden nach Entlassen aus dem Thymidinblock
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Die Grof3e der Zellkerne und eine Kofdarbung mit CENP-F-spezifischem Antikorper
bestdtigten, dass es sich bei dieser Subpopulation um Zellen handelt, die sich in der
spaten G,-Phase befinden (Abb. 3.9). Die Expression von CENP-F erfolgt zellzyklus-
abhéngig und ist am Ubergang von der G,-Phase in die Mitose am hdchsten (Rattner
et al., [1993). Es ist anzunehmen, dass die Thr11-Phosphorylierung in der G,-Phase
mit der Vorbereitung der Zelle auf die Mitose korreliert und unabhéngig von Tran-
skriptionsprozessen erfolgt.

Uber-

H3|)T11 CENP-F DNA Iaierun]

Abbildung 3.9: Die Phosphorylierung von H3 am Thr11 tritt ab der Gy-Phase im Zellzyklus auf.
Immunfluoreszenzfarbung von MCF-7-Zellen mit anti-H3pT11- und anti-CENP-F-Antikorpern zur
Bestimmung der Zellzyklusphase. Die DNA wurde mit Propidiumiodid angefarbt. Balken 10 um.

Da auch die Phosphorylierung des H3 am Ser10 bereits in der spiaten G;-Phase auf-
tritt (Hendzel et al., [1997), sollte ermittelt werden, welche der beiden Modifikatio-
nen von H3 zuerst erfolgt oder ob eventuell beide zeitgleich auftreten. Eine Koféar-
bung von asynchron wachsenden MCF-7-Zellen mit anti-H3pT11- und anti-H3pS10-
Antikorpern zeigte, dass die Phosphorylierung am Thrl1 vor der Phosphorylierung
am Ser10 erfolgt (Abb.[3.10).

H3pT11 H3pS10 DNA lagerung

Abbildung 3.10: Die Phosphorylierung von H3 am Thr11 erfolgt zeitlich vor der Phosphorylierung am
Ser10.

Immunfluoreszenzfarbung von MCE-7-Zellen. Koimmunfarbung von H3 mit anti-H3pT11- und anti-
H3pS10-Antikorpern. Die DNA wurde mit Propidiumiodid sichtbar gemacht. Balken 10 um.

3.3.2 Lokalisation der Histon H3-Thr11-Phosphorylierung in der Mitose

In der Mitose treten sowohl die Phosphorylierung von H3 am Ser10 als auch am
Thr11 von der Prophase bis zur frithen Anaphase auf (Hendzel et al., [1997; Preuss
et al., 2003b; Zhou et al., 2007). Die Phosphorylierung am Ser10 erfolgt ausschliefslich
an den Chromosomenarmen, wéhrend die Phosphorylierung am Thrll zentromer-
spezifisch ist. Zusétzlich zu diesen bekannten Daten konnten mit dem anti-H3pT11-
Antikorper weitere mitotische Strukturen, ndmlich die Zentrosomen in der Metapha-
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se (Abb. e-h) sowie das Mittelkdrperchen von der Telophase bis zur Zytokinese
(Abb. m-p) detektiert werden.

Uber-
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Abbildung 3.11: In der Mitose lokalisiert am Thr11 phosphoryliertes H3 an verschiedene mitotische
Strukturen.

Asynchron wachsende MCF-7-Zellen wurden fixiert und mit anti-H3pT11- und anti-CENP-A-
Antikorpern immungeféarbt. Die DNA wurde mit Propidiumiodid dargestellt. Zellen in verschiedenen
mitotischen Phasen wurden beziiglich der Phosphorylierung des Histon H3 am Thrll ausgewertet.
Balken 10 um.

Histone wurden bisher nur als Bestandteil von Nukleosomen, d.h. als DNA-bindene
Proteine, angesehen. Allerdings gibt es einige Verdffentlichungen die beschreiben,
dass Histon H3 oder CENP-A am kontraktilen Ring und dem Mittelkdrperchen zu
beobachten sind. Dieses Phanomen wurde fiir Ser10- (Li et al., 2005} Song et al., 2007)
und kiirzlich auch fiir Thr11-phosphoryliertes H3 (Zhou et al.,|2007) sowie fiir Ser7-
phosphoryliertes CENP-A (Li et al., 2007) beschrieben.

3.3.3 Histon H3 assoziiert nicht mit den Zentrosomen oder dem
Mittelkorperchen

Um zu tiiberpriifen, ob der anti-H3pT11-Antikdrper an den Zentrosomen und am
Mittelkdrperchen tatsdchlich Histon H3 detektiert oder eine Kreuzreaktion mit ei-
nem anderen Protein Ursache fiir diese Beobachtung ist, sollte eine Gegenfarbung
mit generellen anti-H3-Antikorper, welcher modifikations-unabhéangig ist, durchge-
tithrt werden. Leider eigneten sich alle getesteten anti-H3-Antikorper nicht, H3 in
mitotischen Zellen darzustellen. Die Detektion von H3 in Interphasezellen dagegen
gelang problemlos. Da alle verwendeten Antikorper ein Epitop im C-Terminus von
H3 erkennen, ist es moglich, dass das Epitop in der Mitose aufgrund des hohen Kon-
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densationsgrades der Chromosomen schwerer bis gar nicht zuganglich ist als in In-
terphasezellen. Da es aus diesen Griinden nicht méglich war, endogenes H3 in der
Mitose darzustellen, sollte der Nachweis mit ektopisch exprimiertem H3 als Fusi-
onsprotein erfolgen. Das hat den Vorteil, dass fiir die Detektion neben H3 auch der
Fusionspartner zur Verfiigung steht.

Fiir dieses Experiment wurde eine stabile Zelllinie etabliert, die zusétzlich zum en-
dogenen H3, GFP-markiertes H3 exprimiert. AufSferdem wurde ein Expressionsvektor
kloniert, mit dessen Hilfe SNAP-markiertes H3 in Zellen exprimiert werden kann.
GFP ist ein gédngiges Fusionsprotein zur Markierung von Proteinen. Durch seine Ei-
genfluoreszenz nach Anregung mit blauem oder ultraviolettem Licht kann die rdum-
liche und zeitliche Verteilung des Fusionspartners, z. B. H3, in der Zelle verfolgt wer-
den. Das SNAP-Protein ist ein Derivat der O-6-Alkylguanin-Alkyltransferase (AGT).
Dieses in Sdugerzellen ubiquitdr exprimierte, nukledre Protein repariert alkylierte
DNA, indem es die Alkylgruppe von der O6-Position des Guanins auf ein Cystein in
seinem aktiven Zentrum {iibertragt. AGT ist kein Enzym, da diese Reaktion nur ein-
mal und irreversibel erfolgt. Das SNAP-Protein ist eine Variante der AGT, die nicht
mehr mit DNA-gebundenem Guanosin reagiert und auch nicht mehr im Zellkern
lokalisiert ist. Substrate des SNAP-Proteins sind Benzylpurine und -pyrimidine, die
in der para-Position z. B. durch einen Farbstoff markiert sein konnen. Nach Zugabe
des SNAP-Substrats erfolgt eine irreversible Reaktion zwischen SNAP-Protein und
Substrat, was zur indirekten Markierung des Fusionspartners von SNAP fiihrt. Der
Vorteil des Systems gegentiber der GFP-Markierung liegt darin, dass man zu einem
bestimmten Zeitpunkt das Fusionsprotein in vivo markieren kann und sich anschlie-
end Lokalisation und Lebensdauer der markierten Proteine verfolgen lassen, wobei
neusynthetisierte Fusionsproteine aber nicht detektiert werden.

Beide Fusionsproteine, H3-GFP und H3-SNAP, sind in mitotischen und Interphase-
zellen mit dem Chromatin assoziiert. Eine Kofdrbung mit anti-H3pT11-Antikorper
zeigt aber, dass weder GFP- noch SNAP-markiertes H3 an den Zentrosomen oder
dem Mittelkdrperchen lokalisiert ist.

In Abb. ist die Immunfluoreszenzanalyse unter Verwendung von anti-H3pT11-
Antikorper mit Zellen der H3WT-GFP-Zelllinie (Abb. A) oder H3-SNAP (Abb.
B) transfizierten Zellen dargestellt. In der Metaphase erkennt der phosphospezi-
tische anti-H3pT11-Antikorper neben den Zentromeren auch die Zentrosomen, wéh-
rend das GFP- oder SNAP-markierte H3 nur mit den Chromosomen assoziiert ist
(Abb. a-d, a’-d’). In der Telophase ist das iiberexprimierte H3 in beiden Fillen
ebenfalls ausschliefilich mit den Chromosomen assoziiert, wahrend der phosphospe-
zifische H3pT11-Antikorper zusitzlich das Mittelkorperchen detektiert (Abb. e-
h, e’-h’). Da beide H3-Fusionproteine weder an die Zentrosomen noch an das Mittel-
korperchen lokalisieren, ist es unwahrscheinlich, dass die dort detektierten Proteine
H3 représentieren. Es ist also zu vermuten, dass das Signal von einem kreuzreagie-
renden Protein stammt.
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Abbildung 3.12: H3-GFP oder H3-SNAP assoziieren nicht mit den Zentrosomen oder dem Mittelkor-
perchen.

A Immunfluoreszenzanalyse der H3WT-GFP-Zelllinie immungefarbt mit anti-H3pT11-Antikorper.

B MCEF-7-Zellen wurden transient mit SNAP-markiertem H3 transfiziert, anschlieSend fixiert und
SNAP und endogenes H3pT11 mittels entsprechender Antikérper immundetektiert. Die DNA wur-
de mit Propidiumiodid sichtbar gemacht. Balken 10 um.

3.4 Identifizierung der mitotischen Histon H3-Thrl1-Kinase

Um die Funktion der H3-Thr11-Phosphorylierung untersuchen zu kénnen, wurde
nach einer Moglichkeit gesucht, diese Modifikation wihrend der Mitose zu blockie-
ren. In hoheren Organismen gibt es mehrere Histon-Subtypen (von Histon H3 gibt
es z. B. vier verschiedene) in einer Zelle, die zum Teil untereinander redundant sind.
Eine direkte Deletion von H3 ist damit schwierig zu realisieren und hatte vermutlich
auch dramatische Konsequenzen, da die Zelle ohne H3 nicht lebensfahig ist. Aufser-
dem wiirden durch den Tod der Zellen auch keine Riickschliisse auf die Funktion
der Thr11-Phosphorylierung moglich sein. Sinnvoller wiére es, die korrespondieren-
de Kinase zu identifizieren, um gezielt die Phosphorylierung am Thr11 zu inhibieren.
Bisher war bekannt, dass die ZIPK H3 in vitro am Thr11 phosphoryliert (Preuss et al.|
2003b). Durch eine Inhibition der ZIPK konnte der Nachweis erbracht werden, dass
sie auch in vivo fiir diese Modifikation verantwortlich ist. In der Mitose gibt es ein
Netzwerk verschiedener Kinasen, die fiir die Koordination und Regulation der Zell-
teilung verantwortlich sind. Da die ZIPK eine bisher unbekannte Rolle in der Mito-
se und der Zytokinese spielt, ist es moglich, dass sie in dieses Netzwerk eingebet-
tet ist und direkt oder indirekt von anderen mitotischen Kinasen, wie Cdk1, Polo-
und Aurora-Kinasen, reguliert wird. Diese konnten damit auch einen Einfluss auf
die Phosphorylierung von H3 am Thr11 haben.

Kiirzlich wurden bereits zwei Kinasen beschrieben, die fiir die Phosphorylierung
von H3 am Thrll in der Interphase verantwortlich sind. In der androgenrezeptor-
abhédngigen Transkription vermittelt PRK1 diese Modifikation (Metzger et al., 2007).
Auflerdem phosphoryliert Chkl H3 am Thr1l und unterstiitzt so die Rekrutierung
der Histonacetyltransferase GCN5, die fiir die Acetylierung von H3 am Lys9 ver-
antwortlich ist und damit ebenfalls Transkriptionsaktivierung begiinstigt (Shimada
et al., 2008). Letztere Studie postuliert, dass fiir die Phosphorylierung des H3 am
Thrll in der Mitose eine weitere Kinase existiert, da eine Herunterregulation von
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Chk1 die mitotische Modifikation nicht inhibieren konnte. Um zu tiberpriifen, ob die
ZIPK diese Kinase ist, sollte zunédchst ein System zur Herunterregulation der ZIPK
mittels RNA-Interferenz etabliert bzw. durch den Einsatz von verschiedenen Inhibi-
toren die Aktivitit oder Funktion der ZIPK negativ beeinflusst werden.

3.4.1 Etablierung eines Systems zur Inhibition der ZIPK mittels RNA-Interferenz

RNA-Interferenz (RNAi) bezeichnet einen regulatorischen Mechanismus eukaryoti-
scher Zellen zur Abwehr gegen Viren, Transposonausbreitung und zur Kontrolle der
Genexpression, bei dem doppelstrangige RNA (dsRNA) den Abbau von mRNA eines
bestimmten Zielgens induziert (Ubersicht bei Hannon| (2002); Kim & Rossi| (2008)).
Neben dem Abbau von mRNA kann auch durch eine Translationsblockade (Wight-
man et al., 1993) oder auf Transkriptionsebene durch die Methylierung von DNA
(Wassenegger| 2000; Mette et al., 2000) eine Abschaltung des Zielgens erreicht wer-
den. Die funktionellen Zwischenstufen des RNAi-Mechanismus sind kleine dsRNA-
Molekiile, die als siRNA (small interfering RNA) bezeichnet werden. Sie sind 21-25nt
lang und besitzen am 3’-Ende Dinukleotid-Uberhinge, welche von der RNAi-Ma-
schinerie erkannt werden. Die siRNA-Molekiile entstehen in eukaryotischen Zellen
durch die Prozessierung von dsRNA-Vorldufern durch eine Endonuklease der
RNaselll-Familie, dem sogenannten Dicer-Enzym (Carmell & Hannon| 2004). An-
schliefend werden diese kurzen doppelstrangigen siRNA-Molekiile in den RISC-
Komplex (RNA-induced silencing complex) geladen und von Ago-2 (Argonaut-2), ei-
ner Komponente von RISC, weiter prozessiert (Meister et al., 2004). Es entsteht ein
aktivierter RISC-Komplex mit einem einzelstrangigen siRNA-Molekiil, welches die
Spezifitit fiir den Abbau der Ziel-mRNA definiert (Tang) 2005) (Abb. 3.13).

dsRNA Vorlaufer
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TTTT 105 ntsiNAe dsRNA-Molekiile mit homologen

LLLI Sequenzen fiir eine Ziel-mRNA.

\l/ Bildung des RNA-Protein-Komplexes Diese Vorlaufer-dsRNA-Molekiile

werden von dem Dicer-Enzym zu

iﬁ- s 21-25nt langen siRNA-Molekiilen

prozessiert. Anschliefend werden
sie in den RISC-Komplex geladen
und dort mithilfe von ATP weiter

ATP ﬂ RISC Aktivierung
ATP+P,

RISC SiRNA Q’ RISC’ prozessiert  (RISC-Aktivierung).
Recycling Dieser ssRNA-Protein Komplex
( \l/ Binden der Ziel-mRNA (RISC") bindet dann an die Ziel-

mRNA und leitet ihren Abbau

______ oo O |.....Aaaaaa  ein. (Modifiziert nach [Dharmacon),

\l/ Abbau der Ziel-mRNA 2004).

FEEEE R O FE T T LTI . onannn

41



3 ERGEBNISSE

Um sich diesen Mechanismus nutzbar zu machen, wurden zwei Anséatze entwickelt,
um spezifisch Gene durch RNAIi zu inhibieren. Zum einen besteht die Moglichkeit,
synthetisch hergestellte siRNA-Molekiile in die Zellen zu bringen, die den spezifi-
schen Abbau von mRINA vermitteln (Elbashir et al.,2001). Zum anderen kénnen Vek-
toren, die fiir shRNA (short hairpin RNA) kodieren, in die Zellen eingeschleust wer-
den. Diese shRNA kann in vivo vom Dicer zu funktioneller siRNA prozessiert werden
(Paddison et al.,2002; Brummelkamp et al.,2002).

3.4.1.1 Untersuchung der Funktionalitat verschiedener siRNA-Sequenzen gegen
die humane ZIPK

Die Effektivitdat der Herunterregulation des Zielgens hiangt bei der RNAi sehr stark
von der Sekundérstruktur und Zuginglichkeit der Ziel-mRNA und damit von der
Sequenz ab, die die siRNA kodiert (Holen et al| 2002; Kretschmer-Kazemi Far & Scz-
akiel, 2003). Vorangegangene Experimente mit siRNA gegen die murine ZIPK fiihr-
ten zu mehrkernigen Zellen mit Zytokinesedefekten oder zur Apoptose der Zellen.
Die H3-Thr11-Phosphorylierung war aber nicht beeinflusst. Dies deutet darauf hin,
dass eine geringe Restaktivitdt der ZIPK ausreichend sein konnte, um die Prozesse,
an der die Kinase beteiligt ist, aufrechtzuerhalten (Keller, Diplomarbeit 2003). Es wur-
den daher sieben verschiedene Sequenzen als siRNA getestet, um eine grofitmogliche
Reduktion des Proteinlevels der humanen ZIPK zu erreichen.

Eine der Sequenzen (K1) wurde bereits veroffentlicht und bindet im Exon 2 der hu-
manen ZIPK (Kawai et al., 2003) . Aufierdem wurde der SMARTpool® von der Fir-
ma Dharmacon eingesetzt. Der SMARTpool® besteht aus vier verschiedenen siRNA-
Sequenzen, die jeweils einzeln und zusammen auf ihre Wirksamkeit in Bezug auf die
Herunterregulation der ZIPK getestet wurden. Sequenz 1 bindet im Exon 7, Sequenz 2
im Exon 8, Sequenz 3 in der 3’-UTR und Sequenz 4 im Exon 6. Zwei weitere siRNAs
(#128 und #129) wurden von der Firma Ambion bezogen und ebenfalls einzeln und
im Gemisch eingesetzt. Die siRNA #128 bindet im Exon 8 und #129 im Exon 2. Die
o0.a. siRNA-Molekiile wurden in drei verschiedenen Zelllinien (MCEF-7-, PC3- und
HeLa-Zellen) zu je 100nM transfiziert und nach 24, 48, 72 und 96 h der Proteinlevel
der ZIPK in einer Western-Blot-Analyse {iberpriift (nicht dargestellt). Im Allgemeinen
ist 100 nM eine Konzentration bei der alle siRNAs ihr Stilllegungspotenzial erreichen.
Wird die Effektivitat der Stilllegung des Zielproteins bestdtigt, kann die Mindestkon-
zentration an siRNA ausgetestet werden (Dharmacon, 2004). Ein typisches Experi-
ment der erhaltenen Ergebnisse ist in Abb. dargestellt.

In diesem Experiment wurden MCF-7-Zellen mit jeweils 100 nM siRNA (K1, SMART-
pool®, #128 oder #129) transfiziert und 48 h spéter die Zellen geerntet. Anschlief’end
wurde in der Western-Blot-Analyse die Proteinmenge der ZIPK {iberpriift und nach
einer Immunpréaziptitation mit anti-ZIPK-Antikorper die Aktivitdt der Kinase in ei-
nem in-vitro-Kinase-Assay analysiert. Als Kontrollen dienten untransfizierte Zellen
sowie Zellen, die ohne siRNA (Mock), mit unspezifischer siRNA (neg. Kontrolle)
oder mit siRNA gegen das Par-4-Protein (pos. Kontrolle) transfiziert wurden. Die
Western-Blot-Membran wurde mit anti-ZIPK- oder anti-Par-4-Antikdrpern sowie mit
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Abbildung 3.14: Synthetische siRNA-Molekiile haben keinen Einfluss auf das Expressionslevel der
ZIPK.

A Western-Blot-Analyse von MCEF-7-Zellen, die 48 h nach der Transfektion mit 100nM siRNA gegen
ZIPK (K1, SMARTpool®, #128 und #129), mit unspezifischer siRNA (neg. Kontrolle) oder siRNA gegen
das Par-4-Protein (pos. Kontrolle) sowie untransfizierten Zellen und transfizierte Zellen ohne siRNA
(Mock) geerntet wurden. Auf einer 10%igen SDS-PAGE wurden 10ug Gesamtprotein aufgetragen
und mit Antikorpern gegen ZIPK, Par-4, Aktin oder o-Tubulin immungeféarbt. B In-vitro-Kinase-Assay
mit siRNA (K1, SMARTpool®, #128 und #129) behandelten MCF-7-Zellen oder unbehandelten Zellen
48 h nach der Transfektion. Zellextrakte wurden mit anti-ZIPK-Antikorper immunprézipitiert und an-
schlieRend zusammen mit einem Histon-Gemisch (H3, H2a/b und H4) als Substrat sowie [32P]-yATP
analysiert.

anti-Aktin- oder anti-o-Tubulin-Antikorpern als Abgleich fiir die aufgetragene Ge-
samtproteinmenge von 10 ug immungefarbt (Abb. A). Man erkennt, dass, ob-
wohl in der positiven Kontrolle eine fast vollstindige Reduktion von Par-4 erreicht
wurde (Abb. A rechts), weder die Proteinmenge der ZIPK (Abb. A links)
im Vergleich zu den untransfizierten Zellen, noch die Kinaseaktivitdt (Abb. B)
im Vergleich zur Kontrolle durch die Transfektion der siRNA reduziert wurde.

3.4.1.2 Herstellung einer stabil shRNA gegen ZIPK exprimierenden Zelllinie

Da durch die direkte Transfektion synthetisch hergestellter siRNA-Molekiile keine
Stilllegung der ZIPK erreicht werden konnte, sollte ein Ansatz zur Ausschaltung der
ZIPK iiber plasmidbasierte sShRNA etabliert werden. Wahrend synthetisch hergestell-
te siRNAs ungeschiitzt in der Zelle vorliegen und relativ ziigig abgebaut werden,
kann durch die Transfektion plasmidbasierter shRNA-Sequenzen eine kontinuierli-
che Expression der dsRNA erfolgen und die Stilllegung des Zielgens tiber einen lan-
geren Zeitraum aufrecht erhalten werden (Paddison et al., 2002; Brummelkamp et al.,
2002). Diese Expressionsplasmide enthalten die gewiinschte siRNA-Sequenz, gefolgt
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von einem 7-9 nt grofSen Platzhalter (loop), der siRNA-Sequenz in Gegensinnorientie-
rung und einem Terminationssignal (Abb. 3.15).

loop
g Gegensinn : . ; -
T T WO X} SHNA Soaunz Abbildung 3.15: Sc.hemattschfe Darstellung ei
NMMNNMNNMNNMMNNMNNNN T I/_\L NNNNNNNNNNNNNNNNNMNN -“111'!..\-3-:.‘ nes shRNA-Expresszonsplasmtds.
21230t B <2123 Die shRNA-Expressionskassette besteht aus der

21-23nt langen siRNA-Sequenz einem 7-9nt

grofien Platzhalter (loop) und der siRNA-

Sequenz in umgekehrter und komplementérer

Orientierung unter der Kontrolle des huma-

nen U6-Promotors. Direkt stromabwirts von

ST omey der zweiten siRNA-Sequenz liegt ein Termina-
tionssignal (TTTTTT), um die Transkription der
Polymerase III zu beenden. Die weiteren ein-
gezeichneten Eigenschaften definieren die An-
tibiotikaresistenzen (Amp”’, Ampicillinresistenz

» Lml shRNA-Veklor )3. i und Puro”, Puromycinresistenz), Verpackungs-
signale fiir die Transfektion mit Retroviren (3'-

und 5 LTR) sowie den Replikationsstartpunkt

fiir die Vervielfaltigung des Plasmids in E.coli

(ori). (Modifiziert aus HuSH Application Guide,

Amg! ori Origene.)

U6 Promotor

Puro’

Nach der Transfektion eines shRNA-Expressionsplasmids in eukaryotische Zellen
synthetisiert die endogene RNA-Polymerase III die hinter dem U6-Promotor liegen-
de Sequenz bis zum Terminationssignal. Der so gebildete RNA-Strang faltet sich zu
einer shRNA zusammen und wird anschliefSend durch zelleigene Enzyme zu siRNA-
Molekiilen prozessiert.

Es wurden Plasmide mit vier verschiedenen shRNA-Sequenzen gegen die ZIPK von
der Firma Origene bezogen. Sie kodieren fiir shRNA, welche homolog zu Bereichen
im Exon 8 (sh-1), in der 5-UTR (sh-2), im Exon 2 (sh-3) und im Exon 7 (sh-4) sind.
Diese Sequenzen sind nicht identisch oder iiberlappend mit den bereits getesteten
siRNA-Sequenzen aus Zunichst wurden die shRNA-Plasmide auf ihr Poten-
zial, die ZIPK herunterzuregulieren, tiberpriift. Dafiir wurden HEK293-Zellen mit ei-
nem Plasmid kodierend fiir Flag-markierte ZIPK und unterschiedliche Kombinatio-
nen von shRNA-Vektoren im Verhiltnis 1:1 kotransfiziert. Die Uberexpression Flag-
markierter ZIPK erfolgte als Transfektionskontrolle und zur besseren Uberpriifung
der Stilllegung der ZIPK. Nach 48 h wurden Zellextrakte hergestellt. Mittels Western-
Blot-Analyse erfolgte dann eine Immunfarbung gegen ZIPK oder gegen das Flag-
Epitop der ektopisch exprimierten ZIPK sowie gegen Aktin als Abgleich der aufge-
tragenen Gesamtproteinmenge (10 ug) (Abb.[3.16).

Nach der Transfektion von sh-3 und der Kombination von sh-3 und sh-4 ist eine
Verringerung in der ZIPK-Expression zu beobachten (Abb. Spur 6 und 9). Alle
anderen getesteten Plasmide oder Plasmidkombinationen brachten keine Verminde-
rung im Expressionslevel der ektopisch exprimierten Flag-ZIPK oder der endogenen
ZIPK (Abb. Spur 4, 5, 7, 8 und 10). Das Plasmid sh-3 reduzierte die Expression
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Abbildung 3.16: Uberpriifung der Funktionalitiit der siRNA-Expressionsplasmide.

HEK?293-Zellen wurden mit Flag-ZIPK und unterschiedlichen Kombinationen der shRNA-Expres-
sionsplasmide kotransfiziert. 48h nach der Transfektion wurden Zellextrakte hergestellt und 10ug
Gesamtprotein-Zellextrakt auf einer 10%igen SDS-PAGE aufgetrennt. In der anschlielenden Western-
Blot-Analyse wurden mit anti-ZIPK-, anti-Flag- und anti-Aktin-Antikorpern die jeweiligen Proteine
immungefarbt.

der endogenen ZIPK auf 50 % und sh-3 und sh-4 zusammen konnten die Expressi-
on der ektopisch exprimierten und der endogenen ZIPK auf etwa 20 % verringern.
Die Transfektion von sh-2 oder sh-1/sh-2 schien dagegen zu einer Erhohung der Ex-
pression der ZIPK auf 115 % bzw. 120 % im Vergleich zu untransfizierten Zellen zu
fiihren.

Trotz der nicht vollstindigen Ausschaltung der ZIPK nach transienter Transfektion
in HEK293-Zellen wurden mit dem Expressionsplasmid sh-3 und der Kombinati-
on von sh3/sh-4 stabil transfizierte MCF-7-Zelllinien hergestellt. Dafiir wurden die
Zellen mit den entsprechenden Expressionsplasmiden transfiziert und nach 72h die
positiven Klone mit 1pg/ml Puromycin selektioniert. Insgesamt konnten 21 stabil
sh-3-transfizierte Zellklone (Klone 1-21) und 13 stabil sh-3/sh-4-transfizierte Zellklo-
ne (Klone A-M) isoliert und fiir weitere Analysen in Kultur genommen werden. Auf-
grund der Vielzahl der Klone wurden diese nach ausreichender Vermehrung auf ihr
Expressionslevel der ZIPK getestet und anschliefSend bis zur weiteren Verwendung
in fliissigem Stickstoff gelagert. Die Ergebnisse des priméren Screenings der gewon-
nenen Zellklone sind auszugsweise in Abb. dargestellt.

Fast alle etablierten Zellklone zeigten eine deutliche Reduktion im Expressionslevel
der ZIPK. Es wurden zwei Zellklone, MCF-7 shZIPK-4, und -9, die eine Expression
von weniger als 10 % der ZIPK im Vergleich zu untransfizierten Zellen zeigten, aus-
gewdhlt. Diese wurden wieder in Kultur genommen und erneut auf die Expressions-
starke der endogenen ZIPK auf mRNA-Ebene mittels RT-PCR und auf Protein-Ebene
in einer Western-Blot-Analyse untersucht.
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Abbildung 3.17: Screening von stabil siRNA gegen ZIPK exprimierenden MCF-7-Zelllinien.

Die Gesamtprotein-Zellextrakte von den stabil sh-3- oder sh3/sh-4-exprimierenden Zelllinien wur-
den in einer 10%igen SDS-PAGE aufgetrennt und auf eine Western-Blot-Membran transferiert. Der
Nachweis der endogenen ZIPK erfolgte mit einem anti-ZIPK-Antikorper, Aktin wurde mit einem
anti-Aktin-Antikorper detektiert und diente zum Abgleich der aufgetragenen Gesamtproteinmenge

(10 pg).

In den aufgetauten Zellklonen war sowohl auf mRNA-Ebene (Abb. A) als auch
auf Proteinebene (Abb. B) keine Herunterregulation der endogenen ZIPK mehr
zu beobachten. Stattdessen war in allen getesteten Zellklonen die Expression der
ZIPK wieder auf 100 % im Vergleich zu untransfizierten Zellen gestiegen. Daher konn-
ten mit diesen, zunéchst so vielversprechenden Zellklonen keine weiteren Untersu-
chungen beziiglich der Funktion der ZIPK im Zellzyklus oder der H3-Thr11-Phos-
phorylierung gemacht werden.

A B

shZIPK-9
shZIPK-4
shZIPK-9
shZIPK-4

WT WT
—_—

Abbildung 3.18: Uberpriifung der Expressionsstirke in stabil siRNA-ZIPK exprimierenden Zellklo-
nen

A Western-Blot-Analyse von MCF-7-Zellen und zwei stabil siRNA-ZIPK exprimierender Zelllinien.
Die Gesamtprotein-Zellextrakte wurden in einer 10%igen SDS-PAGE aufgetrennt und anschliefiend
auf eine Membran transferiert. Die ZIPK und Aktin als Abgleich wurden mit entsprechenden Anti-
korpern immundetektiert. B RT-PCR der drei Zelllinien. Nach Isolation der mRNA aus den drei Zell-
linien erfolgte die Umschreibung in cDNA mittels RT-PCR. Die erhaltene cDNA wurde anschliefiend
als Matrize mit Primern gegen ZIPK und Aktin als Abgleich in einer PCR eingesetzt.

I
{
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3.4.2 Screening verschiedener Kinaseinhibitoren

Es konnte bisher nicht eindeutig bewiesen werden, dass die humane ZIPK fiir die
Phosphorylierung von H3 am Thr11 in der Mitose verantwortlich ist. Somit bestand
auch die Moglichkeit, dass eine andere Kinase diese Aufgabe tibernimmt. Daher soll-
te die Wirkung von verschiedenen, u. a. mitose-relevanten, Kinaseinhibitoren getestet

werden (Tab. [3.1).

Tabelle 3.1: Verwendete Inhibitoren

Inhibitor o . eingesetzte
(Referenz) inhibierte Kinase Konzentration
Hesperadin

(Hauf et al},2003) Aurora-B 100nM
ZM447439

(Ditchfield et al}, 2003) Aurora-B 2uM
Ro03306

(Vassilev et al., 2006)) Cdkl 9uM
Roscovitine

(Planchais et al.,[1997) Cdkl/2 10uM

H7

(Hidaka et al.,[1984) PKC, ZIPK 5uM

(Sato et al.,2005)

Ro0318220 PKC, 3uM
(Davis et al., 1989) PKC-verwandte Kinasen t
LFM-A13

(Uckun et al., 2007) Plkl 100 uM
TAL

(Santamaria et al., 2007) Plkl 500nM
Y-27632 ROCK1 /2 50uM

(Uehata et al.,[1997)

Welche Wirkung ein Inhibitor erzielt, ist oftmals stark abhédngig von der eingesetzten
Konzentration. Die Anwesenheit einer hohen Konzentration kann die Inhibition einer
Vielzahl von dhnlichen Kinasen bewirken. Deswegen wurde mit der moglichst nied-
rigsten Konzentration gearbeitet, um die zu untersuchende Kinase zu inhibieren. Die
angegebenen Konzentrationen der Inhibitoren wurden sowohl in in-vitro- als auch in
in-vivo-Experimenten eingesetzt. Fiir Y-27632 wurde diese Konzentration in Immun-
fluoreszenzanalysen anhand der MLC-Phosphorylierung am Ser19 ermittelt, fiir alle
anderen Inhibitoren wurden die Konzentrationen aus der jeweils angegebenen Quel-
le entnommen.
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Neben Inhibitoren gegen die mitotischen Kinasen Aurora-B, Cdk1/2 und Plk1, wur-
den auch Inhibitoren gegen PKC, PKC-verwandte Kinasen und ROCK1 eingesetzt.
Der Inhibitor H7 gegen PKC (Hidaka et al., 1984) wurde auch als Inhibitor der muri-
nen ZIPK beschrieben (Sato et al.,2005). Zu den PKC-verwandten Kinasen zihlt u. a.
die PRK1, die bereits als H3-Thr11-Kinase beschrieben worden ist und von Ro318220
inhibiert wird (Metzger et al., 2007). ROCK1 wiederum kann in glatten Muskelzellen
durch Phosphorylierung die ZIPK aktivieren (Hagerty et al.,2007).

Als Erstes wurde iiberpriift, ob die Inhibitoren einen direkten Effekt auf die Aktivi-
tat der ZIPK haben. Anschlieffend wurde der Einfluss der Inhibitoren auf die Ser10-
und Thr11-Phosphorylierung von H3 in einer Western-Blot-Analyse und speziell die
Wirkung auf die zentromerspezifische H3-Thr11-Phosphorylierung in der Immun-
fluoreszenz untersucht.

3.4.2.1 Uberpriifung der Wirkung verschiedener Kinaseinhibitoren auf die
Aktivitat der ZIPK

Fiir die Analyse der direkten Wirkung der Inhibitoren auf die ZIPK wurde die Kina-
se aus PC3-Zellen immunprézipitiert und zusammen mit oder ohne Inhibitor sowie
Histonen (H2a/b, H3 und H4) als Substrat eingesetzt. H7 zeigt in diesem Experiment

A

H7
Ro318220

Y-27632

| LFM-A13

' TAL
Ro3306

Roscovitine
Hesperadin

' ZM447439

=
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Abbildung 3.19: Die Wirkung verschiedener Kinaseinhibitoren auf die Aktivitit der ZIPK.

Humane ZIPK wurde aus PC-3-Zellen mit anti-ZIPK-Antikérper immunpréazipitiert und in einem
in-vitro-Kinase-Assay ohne oder mit einem der o. a. Inhibitoren, Histonen als Substrat und [32P]-yATP
inkubiert. Dargestellt ist die Autophosphorylierung der ZIPK sowie die Substratphosphorylierung.

keinen Einfluss auf die Aktivitit der ZIPK (AbbJ3.19, A Spur 2). Sowohl die Auto-
als auch die Substratphosphorylierung sind sogar stiarker als in der unbehandelten
Probe. Um zu tiberpriifen, ob H7 eventuell nur die murine ZIPK inhibiert, wurde das
Experiment wiederholt. Dabei wurde aus Insektenzellen aufgereinigte murine ZIPK
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(vgl. zusammen mit H7 in unterschiedlichen Konzentrationen inkubiert. Aber
auch diesmal war keine Inhibition der Kinaseaktivitdt zu detektieren (Abb. B).
Der Inhibitor Ro318220 gegen PKC-verwandte Kinasen, reduzierte die Kinaseaktivi-
tit der ZIPK um etwa die Halfte (Abb. A Spur 3). Der Inhibitor gegen ROCK1,
hatte dagegen keinen Einfluss auf die Kinaseaktivitdt der ZIPK (Y-27632, Abb. A
Spur 4). Von den beiden Plk1-Inhibitoren inhibierte LFM-A13 die ZIPK vollstandig,
wiahrend TAL nur partiell die Aktivitdt der ZIPK reduzierte, und zwar die Autophos-
phorylierung stérker als die Substratphosphorylierung (Abb. A Spur 5 und 6).
Ahnliches war bei den beiden Cdk-Inhibitoren Ro3306 und Roscovitine zu beobach-
ten. Ro3306 inhibierte die ZIPK vollstiandig, Roscovitine dagegen hatte keinen Effekt
(Abb. A Spur 7 und 8). Auch bei den eingesetzten Aurora-B-Inhibitoren bewirk-
te ZM447439 eine partielle Inhibition der ZIPK, wiahrend Hesperadin keinen Effekt
zeigte (Abb. A Spur 10 und 9).

Zwei der verwendeten Inhibitoren (LFM-A13 und Ro3306) konnten die ZIPK voll-
standig inhibieren und zwei weitere Inhibitoren (TAL und ZM447439) hatten zumin-
dest partiell einen negativen Einfluss auf die Aktivitdt der ZIPK. Ob die Inhibitoren
auch einen Effekt auf die H3-Thr11-Phosphorylierung haben, sollte im Folgenden un-
tersucht werden.

3.4.2.2 Uberpriifung der Wirkung verschiedener Kinaseinhibitoren auf die Histon
H3-Thrl1-Phosphorylierung

Fiir dieses Experiment wurden PC3-Zellen bis zu einer Konfluenz von 70-80 % an-
gezogen und dann fiir 16 h mit Nocodazol behandelt. Nocodazol ist ein Spindelgift
und 16st eine Depolymerisation der Mikrotubuli aus. Dadurch arretieren die Zellen in
der Prometaphase und mitotische Zellen werden angereichert. Anschlieflend wurden
die Zellen fiir 3h bei Anwesenheit von Nocodazol mit den verschiedenen Inhibito-
ren inkubiert. Fiir die Ernte wurden die mitotischen Zellen von den Interphasezellen
durch Abschiitteln getrennt und Kernextrakte, die vor allem die dissoziierte Prote-
ine der Kernstrukturen enthalten, hergestellt. Jeweils 3 ug der Gesamtproteinmenge
wurde auf einer 13,5 %igen SDS-PAGE aufgetrennt, die Proteine auf eine Nitrozel-
lulosemembran geblottet und mit anti-H3pT11-, anti-H3pS10- oder generellem anti-
H3-Antikorper immungeférbt.

Die Phosphorylierung von H3 am Ser10 und am Thr11 ist wie erwartet in den mito-
tischen Zellen starker als in den Interphasezellen (Abb. [3.20). Die Verwendung fast
aller Inhibitoren fiihrte zum Verlust der Thr11-Phosphorylierung in mitotischen Zel-
len (Abb. B links). Nur H7 und TAL hatten keinen Effekt (Abb. B links
Spur 2 und 8). Ro3306 inhibiert Cdk1, die Kinase, die fiir den Eintritt in die Mito-
se und deren Inaktivierung fiir den Austritt aus der Mitose essentiell ist (Ubersicht
bei |[O’Farrell, 2001). Werden die Zellen durch Inhibition von Cdk1 daran gehindert,
in die Mitose zu gehen, oder durch Inaktivierung von Cdk1 vorzeitig aus der Mito-
se entlassen, kann keine mitose-spezifische Thr11-Phosphorylierung nachgewiesen
werden. Damit bleiben sechs Inhibitoren, die einen direkten oder indirekten Einfluss
auf die Thr11-Phosphorylierung in der Mitose haben: der Inhibitor gegen PKC und

49



3 ERGEBNISSE

mitotische Zellen Interphasezellen

5 o S o 5} @ S o

§e) =] = T ™ o o £ Lol

§ 9 99 % 2 S ¥ S S & o D 8 <

& © B 9 § < o c o P o g <« s 5

iy - © ® o & a I o) -~ © ®% 0o a o

a ™ O 6 = 4d o o o o o= g o X

c kN 0 ¥ © 0 @ © o = c N~ o N © ok =« o =

5 I @£ > £ &€ JF I N 5 I £ > € € O F I N
A S - — H3pS10 —— - o -

- i ——— - — H3 - SET— .
= - - H3pT11 S

e . A ———— ' H3

Abbildung 3.20: Die Wirkung der Inhibitoren auf die H3-Ser10- und -Thr11-Phosphorylierung.

Uber Nacht mit Nocodazol arretierte PC3-Zellen wurden fiir 3h mit den o.a. Inhibitoren behandelt.
Mitotische Zellen wurden von den Interphasezellen durch Abschiitteln getrennt und Kernextrakte
hergestellt. Fiir die Western-Blot-Analyse wurden 3 ug Gesamtproteinmenge auf einer 13,5 %igen SDS-
PAGE aufgetrennt, auf eine Membran geblottet und mit A anti-H3pS10- oder anti-H3-Antikérpern
bzw. B anti-Thr11- oder anti-H3-Antikdrpern immundetektiert.

PKC-verwandte Kinasen Ro318220, der ROCK1-Inhibitor Y-27632, der Cdk-Inhibitor
Roscovitine, der Plk1-Inhibitor LFM-A13, und die Aurora-B-Inhibitoren Hesperadin
und ZM447439.

Drei Inhibitoren, ndmlich die Aurora-B-Inhibitoren Hesperadin und ZM447439 sowie
Ro3306 zeigten einen negativen Effekt auf die H3-Ser10-Phosphorylierung (Abb.
A links Spur 5, 9 und 10). Da H3 am Ser10 durch Aurora-B phosphoryliert wird (Hsu
et al., 2000; Giet & Glover, 2001), entspricht dieses Ergebnis den Erwartungen und
stimmt mit den Befunden von Hauf et al.| (2003) und Ditchfield et al. (2003) tiberein.
Die Inhibition der Ser10-Phosphorylierung durch Ro3306 (Abb. A links Spur
5) ist wahrscheinlich wie die ausbleibende Thr11-Phosphorylierung auf das Fehlen
mitotischer Zellen zuriickzufiihren. Alle anderen Inhibitoren blieben ohne Einfluss
auf die Ser10-Phosphorylierung (Abb. A links).

In den Interphasezellen ist die Phosphorylierung von H3 am Thr1ll und am Ser10
sehr schwach im Vergleich zu mitotischen Zellen (Abb. A und B rechts). Die
abgebildeten Autoradiogramme der Interphasezellen benotigten eine 10fach lange-
re Expositionszeit bis zur Entwicklung des Rontgenfilmes, stellen also nur /1o der
Menge in mitotischen Zellen dar.

Der Effekt der Inhibitoren auf die H3-Thr11-Phosphorylierung in Interphasezellen
war relativ schwach. Bis auf die Behandlung mit Y-27632, hatten alle anderen Inhi-
bitoren keinen Effekt. Durch die Zugabe von Y-27632 wurde dagegen der Anteil an
Thr11-phosphoryliertem H3 mindestens verdoppelt (Abb. B rechts Spur 4). Ei-
nige Inhibitoren zeigten dagegen einen deutlichen Effekt auf die Phosphorylierung
am Ser10. Nach Zugabe von Hesperadin, ZM447439 sowie Ro3306 war, wie in den
mitotischen Zellen, keine Phosphorylierung mehr zu beobachten (Abb. A rechts

50



3 ERGEBNISSE

Spur 5, 9 und 10) wogegen nach Zugabe von Y-27632 und TAL diese Modifikation
sogar verstirkt war (Abb. A rechts Spur 4 und 8).

Die Inhibition der Phosphorylierung am Thr1l durch Ro318220, Y27632, Roscoviti-
ne, LFM-A13, Hesperadin und ZM447439 in der Mitose ldsst keinen direkten Riick-
schluss auf die korrespondierende Kinase zu. Um die H3-Thr11-Kinase weiter einzu-
grenzen und speziell die zentromerspezifische H3-Thr11-Phosphorylierung zu unter-
suchen, wurden Immunfluoreszenzanalysen durchgefiihrt.

3.4.2.3 Einfluss der Inhibitoren auf die zentromerspezifische Histon
H3-Thrl1-Phosphorylierung

Der Vorteil der indirekten Immunfluoreszenzanalyse gegeniiber der Western-Blot-
Analyse ist, dass die Zellen und Zellstrukturen erhalten bleiben und eindeutig be-
stimmbare Mitosestadien ausgewertet werden konnen. Fiir die Immunfluoreszenz-
analyse wurden MCF-7-Zellen bis zu einer Konfluenz von 90 % angezogen, da in
Praparaten von MCF-7-Zellen ab einer Konfluenz von 80 % eine Vielzahl von mitoti-
schen Zellen in unterschiedlichen Stadien enthalten sind. Die Zellen wurden fiir 3h
mit den jeweiligen Inhibitoren behandelt, anschlieffend fixiert und mit anti-H3pT11-
und anti-CENP-A-Antikérpern immungefarbt.

Thrl1l-phosphoryliertes H3 lokalisiert in unbehandelten Zellen von der Pro- bis zur
frithen Anaphase an die Zentromere (Abb. 3.2T] und [3.23} links). Ab der Telophase
detektiert der Antikorper eine Struktur am sich bildenden Mittelkdrperchen, wobei es
sich dabei vermutlich um eine Kreuzreaktion mit einem nicht identifizierten Protein
handelt (vgl. 3.3.3). Die Behandlung mit H7 und Y-27632 Inhibitoren zeigte keinen
Unterschied zu unbehandelten Zellen (nicht dargestellt). Es ergab sich bei Y-27632
also eine Diskrepanz zu der Western-Blot-Analyse, wo die Thr11-Phosphorylierung
vermindert war.

Die Inkubation mit Ro318220 gegen PKC und PKC-verwandte Kinasen fiihrte zu ei-
nem Verlust der H3-Thr11-Phosphorylierung an den Zentromeren (Abb. rechts).
Das Signal am Mittelkorperchen in der Telophase blieb jedoch erhalten, was die Ver-
mutung bestétigte, dass es sich dabei nicht um H3 handelt. Neben dem Verlust der
Thr11-Phosphorylierung wurden in der Prometa- und Metaphase vermehrt Zellen
mit freien, ungebundenen Chromosomen beobachtet (siehe Pfeil in der Metaphase in
Abb. rechts).

Die Verwendung der Aurora-B-Inhibitoren Hesperadin und ZM447439 lieferte ge-
gensdtzliche Ergebnisse zur Western-Blot-Analyse. In der Western-Blot-Analyse be-
wirkten beide Inhibitoren einen Verlust der Phosphorylierung, wogegen in der Im-
munfluoreszenzanalyse die Phosphorylierung von H3 am Thr11 unverdndert im Ver-
gleich zu unbehandelten Zellen war, wihrend die Ser10-Phosphorylierung ausblieb
(Abb.[3.22). Die Auswertung der Wirkung in der Immunfluoreszenz beschrénkte sich
auf Zellen in der Prometaphase, da durch die Inhibition von Aurora-B die Zellen
in diesem Stadium der Mitose arretieren (Hauf et al., 2003; Ditchfield et al., 2003).
Die Zellen fiir die Western-Blot-Analyse waren durch die Behandlung mit Nocoda-
zol aber ebenfalls Prometaphasezellen. Trotzdem ist die Interpretation der Ergebnis-
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unbehandelt Ro318220
Uber- Uber-

H3pT11 CENP-A DNA  lagerung H3pT11 CENP-A DNA  lagerung

phase Prophase

Teloihase Anaihase Meta

Teoihase Anaihase Metaihase Proihase

Abbildung 3.21: Immunfluoreszenzanalyse in unbehandelten Zellen und nach Behandlung mit
R0318220.
MCF-7-Zellen wurden 3h mit oder ohne Ro318220 behandelt, anschlieSend fixiert und mit anti-

H3pT11- und anti-CENP-A-Antikorpern immungefarbt. Die DNA wurde mit Propidiumiodid sichtbar
gemacht. Balken 10 ym.

unbehandelt Hesperadin
Uber- Uber-
lagerung H3pT11 CENP-A DNA  lagerung

Of DEGEE

Hesperadin . ZM447439 )
Uber- Uber-
H3pS10 DNA lagerung H3pT11 CENP-A DNA lagerung

Abbildung 3.22: Immunfluoreszenzanalyse nach Behandlung mit Aurora-B-Inhibitoren.
MCEF-7-Zellen wurden 3 h mit Hesperadin oder ZM447439 behandelt oder unbehandelt gelassen, an-
schlieffend fixiert und mit anti-H3pT11- und anti-CENP-A-Antikdrpern oder anti-H3pT11- und anti-
H3pS10-Antikorpern immungefarbt. Die DNA wurde mit Propidiumiodid sichtbar gemacht. Die Im-
munfluoreszenzanalyse von ZM447439-behandelten Zellen mit anti-H3pS10-Antikérpern ist nicht ge-
zeigt, da sie der Darstellung von Hesperadin-behandelten Zellen entspricht. Balken 10 ym.
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se beztiglich des Einflusses von Aurora-B auf die Thr11-Phosphorylierung schwierig
(siehe Diskussion [4.3.2).

Inhibiert man Cdk1l durch Ro3306, bestitigte sich in der Immunfluoreszenzanaly-
se, was sich in der Western-Blot-Analyse angedeutet hatte. Es waren keine mitoti-
schen Zellen im Prdparat mehr vorhanden, da die Zellen durch die Inaktivierung
von Cdkl entweder in der G,-Phase arretiert wurden oder vorzeitig aus der Mito-
se entlassen worden sind (Vassilev et al., 2006). Eine Auswertung der Wirkung die-
ses Inhibitors auf die Thr11-Phosphorylierung ist aus diesem Grund nicht moglich
und erkldrt auch, warum sowohl die Thr11- als auch die Ser10-Phosphorylierung in
der Western-Blot-Analyse nicht detektierbar waren. Der zweite verwendete Cdk1-
Inhibitor, Roscovitine, zeigte eine deutlich reduzierte Anzahl an Mitosen im Ver-
gleich zu unbehandelten Zellen. Es war aber moglich, Zellen in jedem Stadium der
Mitose zu untersuchen. Das Ergebnis war, dhnlich wie bei dem Experiment mit den
Aurora-B-Inhibitoren, gegensitzlich zum Ergebnis der Western-Blot-Analyse. Wih-
rend dort keine Phosphorylierung am Thr11 zu beobachten war, zeigten die Zellen in
der Immunfluoreszenz keinen Unterschied zu unbehandelten Zellen (Abb. [3.23).

unbehandelt Roscovitine
Uber- Uber-

H3pT11 CENP-A DNA lagerung H3pTi1 CENP-A DNA lagerung

Telophase Anaphase Metaphase Prophase

Teioihase Anaihase Metaihase Proihase

Abbildung 3.23: Immunfluoreszenzanalyse von Zellen ohne und mit Roscovitine-Behandlung.
MCF-7-Zellen wurden 3 h mit Roscovitine behandelt oder unbehandelt gelassen, anschlieflend fixiert
und mit anti-H3pT11- und anti-CENP-A-Antikérpern immungeféarbt. Die DNA wurde mit Propidiu-
miodid sichtbar gemacht. Balken 10 um.

Interessanterweise fiihrte die Inhibition von Plk1 durch LFM-A13 oder TAL zu einer
Verstiarkung der Phosphorylierung (Abb. [3.24). Wahrend nach der Behandlung mit
LFM-A13 noch Zellen in allen mitotischen Stadien zu beobachten waren, bewirkte
TAL einen Arrest der Zellen in der Metaphase (Abb. links unten). Das Ergeb-
nis bezogen auf Zellen in der Pro- und Metaphase war in der Inmunfluoreszenz fiir
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beide Inhibitoren gleich. Im Vergleich zu unbehandelten Zellen wurde das Signal des
anti-H3pT11-Antikorpers wesentlich intensiver an den Zentromeren detektiert. Die
Behandlung mit TAL fiihrte in der Western-Blot-Analyse ebenfalls zur Verstarkung
der Thr11-Phosphorylierung, wogegen LFM-A13 diese Modifikation in den Zellex-
trakten inhibierte.

unbehandelt LFM-A13

Uber- Uber-
H3pT11 CENP-A DNA  lagerung H3pTi1 CENP-A DNA lagerung

Proihase
Prophase

TAL

CENP-A

Uber-

H3pT11 lagerung

DNA

Abbildung 3.24: Immunfluoreszenzanalyse nach Behandlung mit Plk1-Inhibitoren.

MCEF-7-Zellen wurden 3h mit LFM-A13 oder TAL behandelt, anschlieSend fixiert und mit anti-
H3pT11- und anti-CENP-A-Antikdrpern immungefarbt. Die DNA wurde mit Propidiumiodid sichtbar
gemacht. Balken 10 ym.

Telophase Anaphase Metaphase

Metaphase Prophase

i

Es lasst sich zusammenfassen, dass die Inhibitoren gegen PKC/ZIPK, ROCK1, Cdkl
und Aurora-B keinen Einfluss auf die zentromerspezifische Thr11-Phosphorylierung
hatten. Die Inhibition von Plk1l dagegen fiihrte sogar zu einer Verstarkung des Sig-
nals. P1k1 ist damit wahrscheinlich indirekt an der Regulation dieser Modifikation be-
teiligt. Der Befund, dass zumindest LFM-A13 die ZIPK vollstindig inhibierte, macht
es eher unwahrscheinlich, dass sie fiir die zentromerspezifische Phosphorylierung
verantwortlich ist. Die Inhibition von PKC-verwandten Kinasen durch Ro318220 fiihr-
te sowohl in der Western-Blot-Analyse, als auch in der Immunfluoreszenzanalyse zu
einem Verlust der Thr11-Phosphorylierung, wiahrend die Ser10-Phosphorylierung er-
halten blieb. Dabei waren alle Mitosestadien detektierbar, so dass der Verlust der
Thr11-Phosphorylierung nicht indirekt, wie bei Ro3306 verursacht wurde. Zu der
Gruppe von PKC-verwandten Kinasen, die von Ro318220 inhibiert werden kénnen,
gehoren auch PRK1 und PRK2. Von diesen ist PRK1 bereits als H3-Thr11-Kinase be-
schrieben worden und vermittelt diese Modifikation im Zusammenhang mit Tran-
skriptionsregulation (Metzger et al., 2007). Eine Rolle fiir PRK1 in der Mitose ist bis-
her nicht bekannt. PRK2 wird dagegen als Regulator beim Eintritt in und Austritt
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aus der Mitose benotigt und ist u.a. fiir die Phosphorylierung und Aktivierung der
Phosphatase Cdc25B verantwortlich (Schmidt et al., 2007).

3.4.3 Herunterregulation von PRK1 und PRK2 mittels RNA-Interferenz

Um zu untersuchen, ob eine der beiden PRK-Isoformen, PRK1 oder PRK2, die Kina-
se ist, welche H3 am Thrll in der Mitose phosphoryliert, wurde ein RNAi-Ansatz
gewdhlt. Fiir die Sequenzen der siRNA-Molekiile wurden zwei bereits veroffentlich-
te Sequenzen eingesetzt (Metzger et al., 2007; Schmidt et al., 2007) und zunéchst
auf ihre Wirksamkeit tiberpriift. Daftir wurden MCF-7-Zellen jeweils mit 20, 50 oder
100nM siRNA gegen PRK1 oder PRK2 transfiziert und nach 48 h geerntet. Als Kon-
trollen dienten untransfizierte, mit unspezifischer siRNA (negative Kontrolle) oder
mit siRNA gegen das Par-4-Protein (positive Kontrolle) transfizierte Zellen. Es wur-
den Kernextrakte hergestellt, 10 ug Gesamtprotein der Zellextrakte in einer 7,5 %igen
SDS-PAGE aufgetrennt und auf eine Nitrozellulosemembran geblottet. Die Membran
wurde mit anti-PRK1- oder anti-PRK2-Antikdrper sowie anti-a-Tubulin-Antikdrper
als Abgleich immungefarbt.
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Abbildung 3.25: Reduktion des Proteinlevels von PRK1 oder PRK2 nach der Transfektion spezifischer
siRNA.

MCE-7-Zellen wurden entweder nicht, ohne siRNA (Mock), mit unspezifischer siRNA (neg. Kontrol-
le), siRNA gegen Par-4 (pos. Kontrolle) oder den angegebenen Konzentrationen von siRNA gegen
PRK1 oder PRK2 transfiziert. Die Zellen wurden 48 h nach der Transfektion geerntet und Kernextrak-
te hergestellt. Die Funktionalitdt der entsprechenden siRNAs wurde in einer Western-Blot-Analyse
mit anti-PRK1-, anti-PRK2-, anti-o-Tubulin-Antikérper als Abgleich oder anti-Par-4-Antikdrpern un-
tersucht.

Die getesteten siRNA-Sequenzen waren funktionell und reprimierten die Expression
des jeweiligen Proteins. Wahrend die Transfektion von 20 oder 50 nM siRNA gegen
PRK1 das Proteinlevel von PRK1 auf etwa 20 % verringerte, erfolgte durch die Trans-
fektion von 100 nM eine Reduktion auf 5 % (Abb.[3.25). Die gewéahlte siRNA-Sequenz
gegen PRK2 war effektiver. Bereits 20 nM reichten aus, um die Expression von PRK2
vollstandig zu eliminieren (Abb. 3.25). Die siRNA-Sequenzen waren auflerdem spe-
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zifisch, inhibierten also nur das gewiinschte Protein und hatten keinen Effekt auf die
Expression der jeweils anderen Isoform.

3.4.3.1 Analyse der Histon H3-Thrl1l-Phosphorylierung vor einem PRK1/2 RNA.i
Hintergrund

Nachdem die Funktionalitdt der beiden siRNA-Sequenzen gegen PRK1 und PRK2
bestdtigt worden war, sollte untersucht werden, ob die Herunterregulation einer der
beiden Kinasen einen Effekt auf die H3-Thr11-Phosphorylierung in der Western-Blot-
und/oder Immunfluoreszenzanalyse hat.

Fiir die Western-Blot-Analyse wurden PC3-Zellen mit 100nM siRNA gegen PRK1
oder 20nM siRNA gegen PRK2 sowie ohne siRNA (Mock) transfiziert oder untrans-
fiziert gelassen. 56 h nach der Transfektion wurden die Zellen zur Anreicherung mit-
otischer Zellen mit Nocodazol versetzt und 16 h spéter geerntet. Als zusétzliche Kon-
trolle wurden untransfizierte, aber mit Nocodazol behandelte Zellen 3 h vor der Ernte
mit dem Inhibitor Ro318220 versetzt. Anschlieffend wurden Kernextrakte hergestellt.
Zur Uberpriifung, ob die Herunterregulation der Kinasen erfolgreich war, wurden
10 ug Gesamtprotein des Zellextraktes in einer 7,5 %igen SDS-PAGE aufgetrennt, ge-
blottet und mit anti-PRK1-, anti-PRK2- oder anti-a-Tubulin-Antikérpern immunge-
tarbt. Zur Analyse des Phosphorylierungsstatus von H3 wurden 3 ug Gesamtprote-
in auf einer 13,5 %igen SDS-PAGE aufgetrennt, geblottet und mit anti-H3pT11- oder
anti-H3pS10-Antikdrpern immungefarbt.

Abbildung 3.26: Phosphorylierungsstatus von H3
nach Herunterregulation von PRK1 oder PRK2.
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Die Proteinmenge von PRK1 und PRK2 ist nach Behandlung mit der jeweiligen siRNA
stark herunterreguliert worden (Abb. [3.26). Allerdings erfolgte keine Verdnderung
der Thr1l- oder Ser10-Phosphorylierung. Nur die Behandlung mit Ro318220 fiihrte
erwartungsgemafs zu einem Verlust der Thr11-Phosphorylierung, wahrend die Phos-
phorylierung von H3 am Ser10 erhalten blieb (siehe auch[3.4.2.2).
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Es kann daher nur geschlussfolgert werden, dass eine von Ro318220-sensitive Kina-

se an der H3-Thr11-Phosphorylierung in der Mitose beteiligt ist. Da aber schon in

den vorangegangenen Experimenten Unterschiede zwischen den Ergebnissen der

Western-Blot- und Immunfluoreszenzanalyse aufgetreten sind, wurde anschlief}end

auch in der Immunfluoreszenzanalyse {iberpriift, ob die Herunterregulation von PRK1
oder PRK2 einen Einfluss auf die zentromerspezifische H3-Thr11-Phosphorylierung

in der Mitose hat.

Dafiir wurden MCF-7-Zellen bis zu einer Konfluenz von 50 % angezogen, mit 100 nM

PRK1- oder 20 nM PRK2-siRNA transfiziert, 72 h spater fixiert und mit anti-H3pS10-

und anti-H3pT11-Antikérpern immungefarbt.

siRNA PRK1 siRNA PRK2
Ubel’- Uber-
H3pT11 H3pS10 DNA lagerun H3pT11 H3pS10 DNA lagerun
&
2
e
o

4]
w
(1]
ot
o
o
4]
g 2
¥ ‘-‘ = PG
] : o -
© @
= =
[0h]
3 3
(1] (4]
= e
-
k) o
[4h] 55
R =

Abbildung 3.27: Phosphorylierungsstatus von H3 in der Mitose nach PRK1- oder PRK2-siRNA-
Behandlung.

MCE-7-Zellen wurden mit siRNA gegen PRK1 oder PRK?2 transfiziert, 72 h spdter fixiert und mit anti-
H3pS10- und anti-H3pT11-Antikdrpern immungefarbt. Es wurden Zellen aus allen mitotischen Pha-
sen beziiglich der Phosphorylierung des H3 ausgewertet und Zellen aus der Pro-, Meta- und Telophase
dargestellt. Die Detektion der DNA erfolgte mit Propidiumiodid. Balken 10 um.

Nach der Transfektion mit PRK1-siRNA konnte kein Unterschied des Phosphory-
lierungsstatus von H3 am Thrll oder Ser10 im Vergleich zu unbehandelten Zellen
beobachtet werden (Abb. links). Die Behandlung mit PRK2-siRNA dagegen be-
wirkte eine starke Verminderung der Thr11-Phosphorylierung, hatte aber keinen Ef-
fekt auf die Ser10-Phosphorylierung (Abb. rechts). PRK2 scheint damit an der
zentromerspezifischen Thr11-Phosphorylierung in der Mitose beteiligt zu sein. Auf-
grund der Diskrepanz zu den Ergebnissen in der Western-Blot-Analyse ist es wahr-
scheinlich, dass neben PRK2 noch mindestens eine weitere Ro318220-sensitive Kinase
existiert, die H3 am Thr11 in der Mitose phosphoryliert und deshalb nach der Her-
unterregulation von PRK2 in der Western-Blot-Analyse noch Thr11l-phosphoryliertes
H3 detektiert werden konnte.
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3.5 Untersuchungen zur Funktion der H3-Thr11-Phosphorylierung

Die Phosphorylierung von H3 in der Mitose an verschiedenen Aminosaduren (Thr3,
Thr11, Ser10, Ser28) erfolgt nach dem gleichen zeitlichen Muster. Sie erscheint in der
spaten Gy-Phase (Ser10, Thr11) oder Prophase (Thr3, Ser28) und verschwindet in der
friihen Anaphase wieder. Fiir die H3-Thr3- und -Ser10-Phosphorylierung wurde be-
reits eine Beteiligung an der Chromosomenkondensation und/oder Regulation der
Schwesterchromatidkohasion postuliert (Dai et al., 2005; |Wei et al.,[1998). Aufierdem
wurde die sogenannte , ready production label“-Hypothese postuliert, nach der die H3-
Ser10-Phosphorylierung als Markierung benétigt wird, um der Zelle zu signalisieren,
dass sie sich in der Mitose befindet (Hans & Dimitrov, 2001). Da die H3-Thr11-Phos-
phorylierung zentromerspezifisch erfolgt, wurde fiir diese Modifikation eine Funk-
tion als Marker fiir zentromerisches Chromatin vorgeschlagen, die eventuell an der
Regulation des Aufbaus der Kinetochore involviert ist (Preuss et al.,|2003b).

3.5.1 Die Mutation des H3 am Thrl1 fiihrt zu einer Verzogerung in der Mitose

Um die Funktion der H3-Thr11-Modifikation genauer zu untersuchen, wurden stabi-
le Zelllinien verwendet, die zusdtzlich zum endogenen H3, mutiertes, GFP-markiertes
H3 exprimieren (Weinl, Diplomarbeit 2003). Die Mutation des H3 erfolgte dabei von
Thr11 nach Ala (T11A) oder Asp (T11D). Zusétzlich wurde im Rahmen dieser Arbeit
eine Zelllinie etabliert die GFP-markiertes WI-H3 exprimiert, um den Einfluss des
GFP bestimmen zu konnen. Alle drei Zelllinien zeigten eine heterogene Expression
von H3-GFP. Das GFP-markierte WT- und mutierte H3 wird wie endogenes H3 in die
Chromosomen integriert. Das ist fiir Zellen in der Pro- und Metaphase fiir alle drei

Zelllinien dargestellt (Abb.|3.28).

H3WT-GFP T11A-GFP T11D-GFP

‘?’f" ‘5“:&»
g -

Abbildung 3.28: GFP-markiertes H3 integriert in die Nukleosomen entlang der gesamten Chromoso-
men.

Asynchron wachsende Zellen der Zelllinien H3WT-GFP, T11A-GFP und T11D-GFP wurden fixiert und
die DNA mit Propidiumiodid angefarbt. Es wurden Zellen in allen Zellzyklusphasen ausgewertet und
Zellen in der Pro- und Metaphase dargestellt. Balken 10 um.

GFP

DNA

Uberlagerung

Wihrend der Kultivierung dieser Zelllinien fiel auf, dass T11A-GFP und T11D-GFP
ein verlangsamtes Wachstum im Vergleich zu MCF-7-Zellen oder H3WT-GFP haben
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(Weinl, Diplomarbeit 2003). Ansonsten zeigten sich zundchst keine weiteren phéano-
typischen Auffalligkeiten.

Zur Analyse der Mitose in diesen Zellen wurden mikroskopische Zeitrafferaufnah-
men (Live-Cell-Imaging) in Kooperation mit der AG Knolle (IMMEI, Bonn) durchge-
fihrt (Abb. [3.29). Das GFP hat eine Eigenfluoreszenz mit der durch das fusionierte
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Abbildung 3.29: Live-Cell-Imaging mitotischer Zellen von H3SWT-GFP, T11A-GFP und T11D-GFP.
Mikroskopische Zeitrafferaufnahmen von drei stabil transfizierten Zelllinien, die, zusétzlich zum en-
dogenen H3, GFP-markiertes WT-H3 (H3WT-GFP) oder mutiertes H3 (T11A-GFP und T11D-GFP) ex-
primieren. Aufgenommen wurde das GFP-Signal, angeregt mit einem 488 nm Laser eines Olympus
IX81 Mikroskop in Drei-Minuten-Abstidnden iiber einen Zeitraum von 16 h. Balken 10 um.

59



3 ERGEBNISSE

H3 das Chromatin in den Zellen sichtbar gemacht und so die einzelnen mitotischen
Phasen verfolgt werden konnten. Als Referenz fiir die Mitosedauer wurden MCF-7-
Zellen verwendet bei denen die Zellen im Phasenkontrastkanal des Mikroskops auf-
genommen wurden (nicht dargestellt). Fiir die mikroskopischen Aufnahmen wurden
die Zellen bis zu einer Zelldichte von etwa 80 % angezogen und anschlieflend {iber
einen Zeitraum von 16 h alle drei Minuten Aufnahmen von den Zellen gemacht. Bei
der Auswertung der Zeitrafferfilme wurden die Zellen der stabilen Zelllinien nach
der Expressionsstarke des GFP-Signals unterschieden. Die Einteilung erfolgte dabei
nach schwach oder stark H3-GFP exprimierenden Zellen, wobei von beiden Zellty-
pen die gleiche Anzahl berticksichtigt wurde. Insgesamt wurden je Zelllinie mindes-
tens 100 Zellen analysiert und die Dauer der einzelnen mitotischen Phasen bestimmt.
Die Prophase wurde dabei als Zeitraum vom Auflosen der Kernmembran bzw. Kon-
densation der Chromosomen, je nachdem was zuerst sichtbar war, bis zur vollstandi-
gen Anordnung der Chromosomen in der Metaphasenplatte definiert. Die Metaphase
schliefst sich daran an und dauert bis zur sichtbaren Trennung der beiden Schwes-
terchromatiden an. Anaphase und Telophase wurden zusammengefasst und als Zeit-
raum von der Trennung der Schwesterchromatiden bis zur vollstandigen Ausbildung
der Kernmembran definiert.

Die Zeitrafferaufnahmen ergaben, dass in allen drei GFP-Zelllinien Zellen mit verlan-
gerter Mitose abhidngig von der Expressionsstiarke des H3-GFP vorkommen. Von den
schwach GFP-positiven Zellen waren es 24-34 % und von den stark GFP-positiven
Zellen 42-51 % die eine Verldangerung um 33 % (H3WT-GFP), 43 % (T11A-GFP) oder
64 % (T11D-GFP) zeigten. Die Verzogerung in den einzelnen Mitosephasen war je-
doch sehr unterschiedlich (Abb. [3.30).
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Die Expression von T11A-GFP fiihrte in 34 % der schwach und 45 % der stark GFP-
positiven Zellen zu einer Ausdehnung der Prophase von 54 % , der Metaphase von
99 % und der Ana- und Telophase von 23 %. Fiir T11D-GFP betraf es 24 % der schwach
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und 42 % der stark GFP-positiven Zellen. Dort war die Prophase um 38 %, die Meta-
phase um 120 % und die Ana- und Telophase um 12 % verldngert. In der Zelllinie
H3WT-GFP kam es in 24 % der schwach bzw. 51 % der stark GFP-positiven Zellen
zu einer Verldngerung der Prophase um 31 %, der Metaphase um 70 % und der Ana-
und Telophase um 4 %.

Zusammengefasst wird deutlich, dass die Verzogerung in der Mitose in den beiden
Mutanten-Zelllinien stirker ausgepragt ist als in der Kontrollzelllinie H3WT-GFP im
Vergleich zu MCF-7-Zellen. Die Mutation von Thr11 nach Asp (T11D) hat dabei einen
grofleren Effekt, vor allem auf die Dauer der Metaphase als die Mutation von Thr11
nach Ala (T11A). Die Beobachtung, dass auch in H3WT-GFP eine Verzogerung der
Mitose auftrat, ist auf die GFP-Markierung von H3 zuriickzufiihren, die damit eben-
falls einen Einfluss auf die Mitose hat, der allerdings schwécher ist als in den Mutan-
tenzelllinien.

3.5.2 Die Histon H3-Thrl1-Phosphorylierung ist an der Anordnung der
Chromosomen in der Metaphasenplatte beteiligt

Die Verldngerung der Metaphase ldsst vermuten, dass der Aufbau oder die Funktion
der Kinetochore in diesen Zellen beeintrédchtigt ist. Die ndhere Analyse von MCEF-7-
Zellen und den GFP-Zelllinien in der Metaphase zeigte iiberraschenderweise eine
erhohte Anzahl an nicht vollstindig ausgerichteten Chromosomen (ungebundene
Chromosomen) in den beiden Mutantenzelllinien im Vergleich zu den Kontrollzellli-
nien. In MCF-7-Zellen und in der H3WT-GFP-Zelllinie lag der Anteil an diesen Zel-
len bei 8 %. In den beiden Zelllinien mit mutierten, GFP-markierten H3 oder in mit
R0318220 behandelten MCF-7-Zellen war der Anteil an Zellen mit diesem Phanotyp
dagegen auf 27 % (T11A-GFP), 32 % (T11D-GFP) bzw. 40 % (Ro318220) erhoht.

Tabelle 3.2: Prozentualer Anteil der Zellen mit ungebundenen Chromosomen.

Zelllinie Anzahl der Zellen mit freien Chromosomen
MCE-7 8 %
H3WT-GFP 8%
T11A-GFP 27 %
T11D-GFP 32%
MCEF-7 + Ro318220 40 %

Die Mutation von H3 am Thr11 bzw. die Inhibition der H3-Thr11-Phosphorylierung
durch Ro318220 fiihrte damit zu einer 3-4-fach erhohten Anzahl an Zellen mit unge-
bundenen Chromosomen in der Metaphase. Eine solche Situation bewirkt in der Zelle
normalerweise die Aktivierung des Spindelkontrollpunktes. Solange ungebundene
oder merotelisch bzw. syntelisch gebundene Kinetochore in der Metaphase vorlie-
gen, wird durch die Rekrutierung des Proteinkomplexes aus BubR1, Bub3 und Mad2
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(MCC) an die Kinetochore dieser Chromosomen und der Aktion des Chromosoma-
len Passenger Komplexes (CPC) der Ubergang in die Anaphase verhindert. Erst wenn
alle Chromosomen in der Metaphaseplatte ausgerichtet und korrekt an die Spindel-
fasern angeheftet sind, wird der Spindelkontrollpunkt inaktiviert und die Trennung
der Schwesterchromatiden in der Anaphase kann erfolgen (Ubersicht bei Musacchio
& Salmon, 2007).

Es stellte sich also die Frage, ob die Aktivierung des Spindelkontrollpunktes Ursa-
che fiir die beobachtete Verzogerung in der Mitose ist. Als Indiz fiir einen aktivierten
Spindelkontrollpunkt wurde dabei die Assoziation von BubR1 am Kinetochor fest-
gelegt. BubR1 wird nur solange an die Kinetochore rekrutiert, wie diese nicht mit
den Mikrotubuli verbunden sind (Hoyt, 2001). Es wurden Zellen der drei stabilen
Zelllinien ausplattiert und bis zu einer Konfluenz von etwa 90 % angezogen. Dann
wurden die Zellen fixiert und mit einem anti-BubR1-Antikdrper immungefarbt. Wie
in Abbildung dargestellt, war in den beiden Mutantenzelllinien T11A-GFP und
T11D-GFP mit nicht ausgerichteten Chromosomen BubR1 detektierbar und bestétigt
die Vermutung, dass der Spindelkontrollpunkt in diesen Zellen aktiviert wurde.
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Abbildung 3.31: Die Mutation von H3 am Thr11 fiihrt zu einer Aktivierung des Spindelkontrollpunk-
tes durch ungebundene Chromosomen.

Indirekte Immunfluoreszenzstudien von drei stabil transfizierten Zelllinien H3WT-GFP, T11A-GFP
und T11D-GFP mit anti-BubR1-Antikérper zur Uberpriifung der Aktivitit des Spindelkontrollpunk-
tes. Die DNA wurde mit Propidiumiodid detektiert. Balken 10 ym.
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Die Mutation der H3-Thr11-Phosphorylierung oder die Eliminierung der Thr11-Phos-
phorylierung durch Behandlung mit Ro318220 fiihrte durch eine erhohte Anzahl un-
gebundener Chromosomen in der Metaphase zur Aktivierung des Spindelkontroll-
punktes und dadurch zu einer Verzégerung in der Mitose. Dieser Befund bestétigt
die Vermutung, dass die Phosphorylierung von H3 am Thr11 am Aufbau oder/und
der Funktion der Kinetochore beteiligt ist. Da in den untersuchten Zelllinien alle Zel-
len trotz der Verzogerung die Mitose beendeten, d. h. die Mutation von Thr11 keinen
Arrest in der Metaphase bewirkte oder sogar Apoptose ausloste, kann man schluss-
folgern, dass die Phosphorylierung von H3 am Thr11 wichtig aber nicht essentiell fiir
die Interaktion der Mikrotubuli an die Kinetochore ist und die Abwesenheit dieser
Modifikation die Interaktion nur erschwert.
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Fiir die ZIPK wurden bereits Funktionen in unterschiedlichen zelluldren Prozessen
beschrieben. Urspriinglich identifiziert als Kinase die an der Apoptose beteiligt ist
(Kawai et al.,[1998), zeigte sich auch eine Beziehung zu Transkriptionsprozessen (Ko-
gel et al., [1998), zur Regulation des Aktin-Zytoskeletts (Murata-Hori et al.,[1999) so-
wie zur Mitose und Zytokinese (Preuss et al., 2003a)). Uber die Funktion in der Mito-
se war bisher nur bekannt, dass die ZIPK mit den Zentrosomen, den Zentromeren,
dem kontraktilen Ring und dem Mittelkdrperchen assoziiert ist und dass sie Histon
H3 in vitro am Thrll phosphorylieren kann (Preuss et al., 2003a, 2003b). In dieser
Arbeit konnten die bekannten Daten der murinen ZIPK weitgehend fiir die huma-
ne ZIPK bestitigt werden. Aufgrund der Assoziation mit den verschiedenen mito-
tischen Strukturen schien eine Verbindung zu den Aurora-Kinasen wahrscheinlich.
Allerdings konnte eine solche Beziehung nicht bestatigt werden.

Die Phosphorylierung von Histon H3 am Thrl11 ist eine neuartige Modifikation, die
vor allem in mitotischen Zellen erfolgt und der ZIPK zugeschrieben wurde (Preuss
et al., 2003b). Vor kurzem konnte gezeigt werden, dass diese Histonmodifikation
auch eine Funktion in der Transkriptionsaktivierung verschiedener Gene hat (Metz-
ger et al.,, 2007; Shimada et al., 2008). Es existieren daher wahrscheinlich mehrere
Kinasen, die H3 am Thr11 in unterschiedlichen Prozessen phosphorylieren konnen.
Ein Screening mit verschiedenen Inhibitoren zur Identifizierung der korrespondie-
renden mitotischen Kinase ergab, dass mindestens zwei Kinasen direkt oder indirekt
an der H3-Phosphorylierung am Thrl1 beteiligt sind. Wahrend die Inhibition von
PRK2 den Verlust dieser Phosphorylierung bewirkte, fithrte die Inhibition von Plk1
zu einer Verstarkung der Modifikation. Eine Beteiligung der ZIPK dagegen konnte
weder bestatigt noch ausgeschlossen werden.

Die H3-Thr11-Phosphorylierung in der Mitose erfolgt zentromerspezifisch und wur-
de daher mit dem Aufbau oder der Funktion des Kinetochors in Beziehung gebracht
(Preuss et al., 2003b). Detailliertere Untersuchungen zur Funktion dieser Modifikati-
on deuten darauf hin, dass sie eine Rolle bei der Regulation der Kinetochor-Mikrotu-
buli-Interaktion spielt.

4.1 Die mitotischen Kinasen

Der Ablauf der Mitose wird von einer Reihe sogenannter mitotischer Kinasen kon-
trolliert (Ubersicht bei Nigg, 2001). Als Hauptregulator tritt dabei der Komplex aus
Cdk1-CyclinB auf, dessen Aktivitdt den Eintritt in die Mitose bis zum Beginn der
Anaphase kontrolliert (O’Farrell, 2001). Daneben nehmen die Mitglieder aus den Fa-
milien der Polo-, Aurora- und Nek-Kinasen Einfluss auf eine Vielzahl von mitoti-
schen Prozessen. Der Eintritt in die Mitose, Zentrosomenreifung und Aufbau der
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bipolaren Spindel, der Ubergang von der Metaphase in die Anaphase, sowie der
Austritt aus der Mitose und die Zytokinese werden von den mitotischen Kinasen
reguliert. Sie assoziieren dabei mit verschiedenen mitotischen Strukturen, wie den
Zentrosomen, den Zentromeren, der Zentralspindel, dem kontraktilen Ring und dem
Mittelkorperchen, um ,,vor Ort” ihre jeweiligen Aufgaben zu erfiillen (Ubersicht bei
Nigg, 2001).

4.1.1 Lokalisation der endogenen ZIPK in der Mitose

Die ZIPK ist hoch konserviert und wird in einer Vielzahl von Vertebraten exprimiert.
Bisherige Befunde zur Rolle der ZIPK in der Mitose beschridnkten sich aber auf Ana-
lysen an einer ektopisch exprimierten GFP-markierten murinen ZIPK (Preuss et al.,
2003a)). In phylogenetischen Untersuchungen konnte jedoch gezeigt werden, dass die
murine Form stdrker als erwartet evolutiondr abweicht und Unterschiede in Bezug
auf subzelluldre Lokalisation, Substratphosphorylierung und Interaktionspartner im
Vergleich zur humanen Form bestehen (Shoval et al., 2007). Wahrend die murine
ZIPK im Zellkern lokalisiert ist, wurde fiir die humane ZIPK eine tiberwiegend zy-
toplasmatische Lokalisation, mit einem geringen Anteil an Zellen mit diffuser Kern-
lokalisation, beschrieben (MacDonald et al., 2001b; Komatsu & Ikebe, 2004; Shoval
et al.,[2007).

Aufgrund dieser Unterschiede erhob sich die Frage, ob die humane ZIPK ebenfalls
an den entsprechenden mitotischen Strukturen anzutreffen ist. Tatsdchlich konnte ge-
zeigt werden, dass sie, wie die murine ZIPK, mit den Zentrosomen, den Zentromeren,
dem kontraktilen Ring und dem Mittelkorperchen assoziiert. Jedoch ergaben sich ei-
nige Besonderheiten: Die humane ZIPK assoziiert nicht nur mit den Zentrosomen,
sondern auch mit den Mikrotubuli zundchst an der Spindelansatzstelle und spéter
an der Zentralspindel. An den Zentromeren liefS sich durch eine Gegenfarbung mit
CENP-A oder Aurora-B zeigen, dass diese nicht exakt mit der ZIPK kolokalisieren.
Da CENP-A bzw. Aurora-B im Zentromer bzw. im inneren Kinetochor lokalisieren
(Ubersicht bei Chan et al., 2005), ist die ZIPK vermutlich ein dufleres Kinetochorpro-
tein.

Die Assoziation an den verschiedenen Strukturen hat die ZIPK mit den mitotischen
Kinasen gemeinsam. Mit dem Chromosomal Passenger Komplex (CPC) und Plk1 gibt
es zwei wichtige Regulatoren in der Mitose, die eine nahezu identische Lokalisation
aufweisen (Ubersicht bei Ruchaud et al., 2007; Petronczki et al., 2008). Die Vermutung,
dass die ZIPK an dhnlichen Prozessen wie die mitotischen Kinasen beteiligt ist, liegt
daher nahe.

Eine mogliche Beziehung der ZIPK zum CPC wurde in dieser Arbeit untersucht
und wird anschliefiend diskutiert, aber auch Plk1 konnte in Wechselwirkung mit der
ZIPK stehen. Eine direkte Phosphorylierung der ZIPK durch PIk1 findet nicht statt
(Scheidtmann, unveroffentlicht), aber es konnte eine indirekte Beziehung der beiden
Kinasen iiber MYPT1, einer Untereinheit der Protein-Phosphatase 1c, bestehen. Vor
kurzem konnte gezeigt werden, dass MYPT1 ein Antagonist von Plk1 ist (Yamashiro
et al,|2008). In der Mitose phosphoryliert Cdk1 MYPT1 und ermdglicht so eine phos-
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phorylierungsabhidngige Interaktion von MYPT1 mit Plk1 (Yamashiro et al., 2008).
Aufgrund dieser Interaktion konnte auch eine Kolokalisation von Plk1l und phos-
phoryliertem MYPT1 an den Zentrosomen, den Zentromeren und der Zentralspindel
beobachtet werden (Yamashiro et al,, 2008). Die genaue Funktion dieser Interakti-
on ist noch nicht geklart, aber MYPT1 kann durch direkte Dephosphorylierung von
Plk1 oder durch die Dephosphorylierung gemeinsamer Substrate eine antagonisti-
sche Wirkung auf Plk1 austiiben (Yamashiro et al., 2008). Die ZIPK kann mit MYPT1
interagieren und durch Phosphorylierung inhibieren (MacDonald et al., 2001a}; Endo
et al., 2004). Es ware daher moglich, dass eine Aufgabe der ZIPK darin besteht, durch
die Inhibition von MYPT1, Plk1l-vermittelte Funktionen zu begitinstigen. Plk1 ist u. a.
an der Zentrosomenreifung, dem Aufbau der bipolaren Spindel, der Interaktion der
Mikrotubuli mit den Kinetochoren und der Zytokinese beteiligt. Fiir alle diese Funk-
tionen gibt es Hinweise, dass auch die ZIPK involviert sein konnte.

Funktion am Zentrosom

Die Lokalisation der ZIPK an den Zentrosomen konnte in Beziehung mit der Zen-
trosomenreifung und dem Spindelaufbau stehen, indem sie an der Rekrutierung von
y-Tubulin beteiligt ist. Jedenfalls wird die ZIPK zeitgleich mit y-Tubulin an die Zen-
trosomen rekrutiert und kann in einem gemeinsamen Komplex prazipitiert werden
(Preuss et al., 2003a)). Ausgehend von den Zentrosomen bildet sich ab der Propha-
se die mitotische Spindel aus sich depolymerisierenden Mikrotubuli des Zytoskeletts
aus (Compton, [2000; Schiebel, 2000). Das ist ein Prozess, der durch die Phosphory-
lierung von mikrotubuli-assoziierten Proteinen (MAPs) durch Cdk1 unterstiitzt wird
(Cassimeris & Spittle] 2001) und mit einer massiven Rekrutierung von y-Tubulin an
die Zentrosomen einhergeht (Khodjakov & Rieder), [1999). Die Mikrotubuli sind Po-
lymere aus Heterodimeren von o- und ($-Tubulin, deren Enden sich beziiglich der
Wachstumsrate unterscheiden. Das schneller wachsende Plusende ist dabei in Rich-
tung der Chromosomen orientiert, wiahrend das stabilere Minusende an den Zentro-
somen lokalisiert (Ubersicht bei [Wittmann et al.,[2001).

Fiir eine Beteiligung der ZIPK an der Regulation des Spindelaufbaus spricht neben
der Fahigkeit der ZIPK in vitro a- und B-Tubulin zu phosphorylieren (Preuss et al.,
2003a)), die Assoziation der ZIPK an den Mikrotubuli des Spindelansatzes. Weiterhin
ist bekannt, dass die Expression einer Mutante der murinen ZIPK mit einer Deletion
der C-terminalen 111 Aminosduren (ZIPK AC2NLS) nach der Behandlung mit dem
Spindelgift Nocodazol einen beschleunigten Spindelaufbau bewirkt, allerdings mit
einer erhohten Anzahl an defekten und/oder mehrpoligen Spindeln (Manderscheid,
Dissertation 2007).

Funktion am Kinetochor

Die Assoziation der ZIPK mit den Kinetochoren in der Pro- und Metaphase wurde
bisher mit der Phosphorylierung von Histon H3 am Thrl1 in Verbindung gebracht
(Preuss et al., 2003b). Es besteht aber auch die Moglichkeit einer Beteiligung der
ZIPK an anderen zentromerspezifischen Prozessen. Da die humane ZIPK eher mit
dem dufieren Kinetochor assoziiert ist, konnte sie direkt oder indirekt an der Inter-
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aktion des Kinetochors mit den Mikrotubuli beteiligt sein und so auch Einfluss auf
den Spindelkontrollpunkt nehmen. Bisher sind keine Interaktionspartner oder Sub-
strate der ZIPK bekannt, die an diesen Prozessen beteiligt sind. Nattirlich konnte eine
indirekte Beziehung iiber MYPT1 zu Plk1 bestehen, die die Kinetochor-Mikrotubuli-
Interaktion stabilisiert (Sumara et al., 2004). Andererseits ist auch eine direkte Beteili-
gung der ZIPK an der Kinetochor-Mikrotubuli-Interaktion vorstellbar, da sie in vitro
o- und B-Tubulin phosphorylieren kann (Preuss et al., 2003a).

Relokalisation an die Zentralspindel

Am Metaphase-Anaphase-Ubergang relokalisiert die humane ZIPK von den Kine-
tochoren an die Zentralspindel, welche im weiteren Verlauf der Mitose den Ort des
kontraktilen Ringes und damit den Ort der spédteren Teilungsfurche determiniert (Barr
& Gruneberg), [2007). Wie die Mikrotubuli dabei die Positionierung der Teilungsfur-
che kontrollieren, ist nicht ganz geklart. Zusammen mit anderen fiir die Zytokinese
wichtigen Proteinen lokalisiert ein konservierter Komplex aus Mklp1 (mitotic kinesin
like protein 1) und MgcRacGAP, als sogenanntes Centralspindlin an die Zentralspin-
del (Pavicic-Kaltenbrunner et al., 2007) und ist an der Bildung dieser Struktur betei-
ligt (Mishima et al) 2002). Die Lokalisation von Centralspindlin ist abhdngig vom
CPC, respektive Aurora-B (Kaitna et al., 2000), dessen Lokalisation an die Zentral-
spindel wiederum von Mklp2 abhiéngig ist (Gruneberg et al., 2004). Auch Plk1 wird
neben anderen Prozessen durch Mklp2 an die Zentralspindel rekrutiert (Neef et al.,
2003, 2007). Die Kinesine oder kinesin-dhnlichen Proteine (Klps) sind eine Superfa-
milie von Motorproteinen, die den Transport entlang der Mikrotubuli ermoglichen
(Miki et al., 2005). Einige dieser Motorproteine sind als mitotische Kinesine (Mklps)
bekannt und transportieren unterschiedliche zellulire Komponenten, wie Chromoso-
men oder Transkriptionskomplexe (Vernos & Karsenti, 1996). Auch die ZIPK konnte
durch ein Kinesin an die Zentralspindel rekrutiert werden, da sie neben dem kon-
traktilen Ring in der Telophase auch mit dem Mittelkdrperchen in der Zytokinese as-
soziiert ist und wie Aurora-B und Plk1 eine Funktion in der Zellteilung austibt (s. u.).
Eine Interaktion der ZIPK mit Mklp2 oder einem anderen Kinesin ist bisher jedoch
noch nicht beschrieben worden.

Funktion in der Zytokinese

Der kontraktile Ring besteht aus einem Netzwerk von Aktinmyosinfilamenten, des-
sen Entstehung eines komplexen Zusammenspiels von verschiedenen Kinasen, Kine-
sinen und weiteren Proteine bedarf (Wu et al., 2003, 2006). Einer der Hauptregulato-
ren der Positionierung und des Aufbaus des kontraktilen Rings ist die GTPase RhoA.
Ein Gradient von aktiver RhoA definiert den Ort des Zusammenbaus des kontrak-
tilen Rings und ist u. a. fiir die Rekrutierung von Myosin II verantwortlich (Piekny
et al., 2005). Die Phosphorylierung von MLC am Ser19 bewirkt die Aktivierung von
Myosin II und ermdglicht die Interaktion von Myosin mit Aktin zu Aktinmyosin-
filamenten, welche Voraussetzung fiir die Kontraktion und damit essentiell fiir die
Teilung der Zellen ist (Matsumura et al., 2001).
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Interessanterweise gibt es eine Reihe von Kinasen, die in der Zytokinese in der Tei-
lungsfurche lokalisieren und MLC am Ser19 phosphorylieren konnen. Darunter ist
neben der MLC-Kinase, der Citron-Kinase und ROCK1 auch die ZIPK (Matsumura,
2005). Zusitzlich zu einer direkten Phosphorylierung von MLC durch die ZIPK ist
aber auch eine indirekte Beteiligung der ZIPK an der Zytokinese denkbar. Neben der
Inhibition von MYPT1 (MacDonald et al. 2001a; Endo et al., 2004) kann die ZIPK
auch den Inhibitor der Myosin-Phosphatase, CPI-17, durch Phosphorylierung akti-
vieren (MacDonald et al., 2001b) und so ebenfalls die Phosphorylierung von MLC
positiv regulieren. Wird u. a. durch fehlende MLC-Phosphorylierung die Ausbildung
und Kontraktion der Teilungsfurche verhindert, kommt es zu einer Anreicherung
von mehrkernigen Zellen (Yokoyama et al., 2005). Diesen Phanotyp von Zellkernen
mit einem anormalen DNA-Gehalt erhdlt man auch bei der Expression der ZIPK-
Mutante AC2NLS, die wahrscheinlich durch unkontrollierte MLC-Phosphorylierung
zu einer verfriihten Teilung der Zellen fiihrt, zu einem Zeitpunkt an dem die Teilung
der Chromosomen noch nicht vollstindig abgeschlossen ist (Manderscheid, Disser-
tation 2007). Die kausalen Zusammenhénge sind allerdings nicht geklart.

4.1.2 Gibt es eine Beziehung zwischen ZIPK und den Aurora-Kinasen?

Die Aurora-Kinasen sind neben Cdk1, Plk1 und den Nek-Kinasen, eine Kinasefami-
lie mit sehr vielfiltigen Aufgaben in der Mitose (Ubersicht bei Carmena & Earns-
haw, |[2003; \Vader & Lens,[2008). Aurora-A ist mit den Zentrosomen assoziiert und an
der Zentrosomenreifung und dem Spindelaufbau beteiligt (Marumoto et al., 2005).
Aurora-B ist Mitglied des Chromosomal Passenger Komplexes (CPC), der die Rekru-
tierung von Aurora-B an die unterschiedlichen mitotischen Strukturen gewahrleistet
(Ruchaud et al., 2007). Die Tatsache, dass die ZIPK wie der CPC mit den Zentrome-
ren, der Zentralspindel und dem Mittelkdrperchen assoziiert ist, konnte bedeuten,
dass sie ebenfalls von INCENP an diese Strukturen geleitet wird. INCENP ist ein
Gertistprotein, an das die anderen Mitglieder des CPCs binden (Bolton et al., 2002;
Gassmann et al., 2004; Honda et al., 2003). AufSerdem ist INCENP auch essentiell
um Plk1 an die Zentromere und die Zentralspindel zu rekrutieren (Goto et al., 2006).
INCENP ist damit eine Plattform fiir verschiedene Kinasen, die teilweise gegensatzli-
che Prozesse vermitteln. Wahrend Aurora-B an der Aktivierung des Spindelkontroll-
punktes durch das Losen nicht-bipolar gebundener Kinetochore beteiligt ist (Biggins
& Murray, 2001 Pinsky et al.,2006), begtinstigt P1k1 die Bindung der Mikrotubuli an
die Kinetochore durch die Phosphorylierung des Ndc80/Nuf2-Komplexes (Wong &
Fang), 2005). Es stellte sich also die Frage, ob auch die ZIPK mit INCENP interagiert
und/oder eventuell eine Beziehung zu Aurora-B oder Aurora-A besteht. Die ZIPK
und die Aurora-Kinasen sind Histon H3-Kinasen (Preuss et al., 2003bj Crosio et al.,
2002) und eine Interaktion konnte Auswirkungen auf die rdumliche und zeitliche
Phosphorylierung von Histon H3 in der Mitose haben, wodurch z.B. die H3-510-
Phosphorylierung an zentromerischem Chromatin verhindert wird.

Die Uberpriifung einer moglichen Enzym-Substrat-Beziehung zwischen der ZIPK
und den Aurora-Kinasen konnte allerdings keine direkte Verbindung nachweisen. Es
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konnte bisher auch keine Interaktion zwischen ZIPK und INCENP festgestellt wer-
den. Ebenso ist eine Phosphorylierung von INCENP durch die ZIPK unwahrschein-
lich (Scheidtmann, unverdoffentlicht). Allerdings legen in-vitro-Daten im Rahmen die-
ser Arbeit nahe, dass Aurora-B einen negativen Einfluss auf die Aktivitdt der ZIPK
hat. Inwieweit diese Beobachtung in vivo von Bedeutung ist und ob einen Einfluss
auf die Phosphorylierung von H3 am Ser10 und/oder Thr11 besteht, muss noch un-
tersucht werden.

4.2 Die Phosphorylierung von Histon H3 am Thrll

Die H3-Thr11-Phosphorylierung wurde zundchst als Modifikation beschrieben, die
ausschliefSlich in mitotischen Zellen zentromerspezifisch auftritt (Preuss et al., 2003b).
Als korrespondierende Kinase wurde die ZIPK postuliert, die diese Phosphorylierung
in vitro vermitteln kann und in dem Zeitraum, in dem die Phosphorylierung auf-
tritt mit den Zentromeren assoziiert ist (Preuss et al., 2003b)). Vor kurzem wurde
die H3-Thrl11-Phosphorylierung im Zusammenhang mit der androgen-vermittelten
Transkription (Metzger et al., 2007) bzw. mit der Transkriptionsaktivierung von GCN5-
abhdngigen Genen beschrieben (Shimada et al, 2008). In beiden Fillen scheint die
Phosphorylierung von H3 am Thrl1 dabei auch Einfluss auf die Modifikation von
H3 am Lys9 zu haben und im Speziellen die Acetylierung von H3 am Lys9 zu be-
glinstigen (Metzger et al., 2007; Shimada et al., 2008).

4.2.1 Die H3-Thrl1-Phosphorylierung erfolgt vor der H3-Serl10-Phosphorylierung

Im Rahmen dieser Arbeit konnte gezeigt werden, dass die Phosphorylierung von H3
am Thrll bereits in der spaten G,-Phase erfolgt. Die Phosphorylierung von H3 am
Ser10 erfolgt ebenfalls vor der sichtbaren Kondensation des Chromatins (Hendzel
et al., 1997), aber erst nach der H3-Thr11-Phosphorylierung. Die gleichzeitige Phos-
phorylierung von H3 am Ser10 und Thr11 schlief8t sich aus (Scheidtmann, personli-
che Mitteilung). Es wére daher moglich, dass die H3-Thr11-Phosphorylierung als Art
Identifikationsmarker des Zentromers dient und vor der H3-Ser10-Phosphorylierung
erfolgt, um die Phosphorylierung von zentromerischen H3 am Ser10 zu verhindern.
Falls eine solche Regulation bestehen sollte, wére sie z. B. auf Ebene der korrespon-
dierenden Kinasen moglich.

4.2.2 Am Thrll phosphoryliertes H3 assoziiert nicht mit den Zentrosomen oder
dem Mittelkorperchen

Zusétzlich zu den Zentromeren konnten mit einem phosphospezifischen anti-H3pT11-
Antikorper die Zentrosomen in der Metaphase und das Mittelkorperchen in der Zy-
tokinese detektiert werden. Auch die Verwendung eines polyklonalen anti-H3pS10-
Antikorpers detektierte zu Beginn der Untersuchungen Ser10-phosphoryliertes H3
am Mittelkorperchen. Um zu bestdtigen, dass H3 an diesen Strukturen lokalisiert,
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wurden generelle anti-H3-Antikorper eingesetzt. Diese Antikorper detektierten aber
kein H3 am Zentrosom oder dem Mittelkorperchen. Das Ergebnis war allerdings
nicht schliissig, da samtliche getesteten anti-H3-Antikoérper auch nicht mit mitoti-
schem H3 am Chromatin interagierten. Der Nachweis von H3 in Interphasezellen
oder in der Western-Blot-Analyse mit diesen Antikdrpern gelang dagegen problem-
los. Da diese Antikorper gegen Epitope des C-Terminus von H3 etabliert worden
sind, kann es sein, dass aufgrund des hohen Kondensationsgrades des Chromatins in
der Mitose der C-terminale Bereich von H3 fiir die Antikdrper nicht zugéanglich ist.
Dies konnte auch fiir H3 am Zentrosom oder am Mittelkdrperchen zutreffen.
Deshalb wurde zusétzlich untersucht, ob GFP- oder SNAP-markiertes H3 in diesen
Strukturen erscheint. Die C-terminale Markierung von H3 mit einem Fusionsprotein
hat keinen Einfluss auf die Inkorporation von H3 in die Nukleosomen bzw. auf die
nukleosomen-basierte Funktion von H3 (Ahmad & Henikoff, 2001). Natiirlich ist aber
trotzdem nicht auszuschliefsen, dass eine Markierung mit GFP oder SNAP mit der
Assoziation von H3 mit den Zentrosomen oder dem Mittelkdrperchen interferiert.
Aufierdem ist es auch moglich, dass die Modifikation von H3 Voraussetzung fiir die-
se Assoziation ist. Da das ektopisch exprimierte GFP- oder SNAP-markierte H3 aber
auch phosphoryliert werden kann, ist zu erwarten, dass es die gleiche Lokalisation
aufweist wie das endogene H3. Es wurde aber keine Assoziation dieser Proteine mit
den Zentrosomen oder dem Mittelkdrperchen beobachtet. Daher ist es wahrschein-
lich, dass dieses Signal auf eine Kreuzreaktion mit einem anderen Phospho-Epitop
zuriickzufiihren ist. Vor allem auch, weil die Detektion des Mittelkdrperchen mit mo-
noklonalen anti-H3pS10-Antikorpern nicht mehr moglich ist.

Vor kurzem wurde die Assoziation mit dem Mittelkorperchen fiir Ser10- und Thr11-
phosphoryliertes H3 sowie Ser7-phosphoryliertes CENP-A in der Literatur beschrie-
ben (Li et al., 2005; Zhou et al., 2007; Li et al., 2007). Obwohl zumindest fiir Ser10-
phosphoryliertes H3 auch Koimmunpréazipitations-Experimente mit Aurora-B durch-
gefiihrt wurden (Song et al., 2007), beruhen die Schlussfolgerungen vor allem auf Im-
munfluoreszenzanalysen. Weiterhin wurde auch nicht gezeigt, dass die Assoziation
von modifiziertem H3 mit dem Mittelkdrperchen auch mit modifikations-unabhéang-
igen Antikorpern gegen H3 nachweisbar ist.

Sowohl die Zentrosomen als auch das Mittelkdrperchen sind hochkomplexe Struktu-
ren, die eine Vielzahl an Proteinen vereinen (McCollum), 2005; [Kramer et al., 2004).
Eine in-silico-Analyse identifizierte mehrere hundert Proteine mit dem H3-Epitop
(¢TARKSpTGj,) oder Teilen davon. Darunter befand sich z.B. Cep170 (centrosomal
protein 170 kDa), das mit den Zentrosomen und den Spindelmikrotubuli assoziiert
und durch Plk1 phosphoryliert wird (Guarguaglini et al., [2005). Weiterhin wurde
Dynactin 1 identifiziert, die grofite Untereinheit des makromolekularen Dynactin-
Komplexes, einem Kofaktor von Dynein. Dynactin bindet tiber seinen N-Terminus
ebenfalls an Mikrotubuli und ist u. a. an der Wanderung der Chromosomen und der
Ausbildung der mitotischen Spindel beteiligt (Ubersicht bei Schroer, 2004). Es ist da-
her moglich, dass sich ein oder sogar mehrere Proteine mit einem dhnlichen Epitop
am Zentrosom und Mittelkdrperchen befinden, die ebenfalls von dem Antikoérper er-
kannt werden konnen.
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4.3 Identifizierung der mitotischen Histon H3-Thrl1-Kinase

Um die Funktion der H3-Thr11-Phosphorylierung in der Mitose untersuchen zu kon-
nen, ist es wichtig die korrespondierende Kinase zu kennen, um die Modifikation ge-
zielt blockieren zu konnen, ohne die anderen Funktionen von H3 zu beeinflussen. Da
die ZIPK bereits mit dieser Phosphorylierung in Verbindung gebracht worden war
(Preuss et al., 2003b)), sollten zunéchst die in vitro erhaltenen Befunde auch unter in-
vivo-Bedingungen verifiziert werden. Ziel war es, ein System zu etablieren, indem
entweder die Expression oder die Aktividt der ZIPK inhibiert wird.

4.3.1 Die ZIPK wird durch siRNA kaum beeinflusst

Die Herunterregulation von Proteinen durch artifizielle siRNA-Molekiile ist eine in-
zwischen weit verbreitete Methode um die Funktion von Proteinen zu untersuchen.
In vorangegangenen Studien mit siRNA gegen die murine ZIPK fiihrte die Herun-
terregulation der Kinase um 90 % zu mehrkernigen Zellen infolge von Zytokinesede-
fekten und zur Apoptose der Zellen (Keller, Diplomarbeit 2003). Die H3-Thr11-Phos-
phorylierung blieb dabei aber unverdndert, was nahe legt, dass entweder eine gerin-
ge Restaktivitdt der Kinase ausreichend ist, um die H3-Phosphorylierung aufrecht zu
erhalten oder, dass eine andere Kinase diese Modifikation vermittelt.

Um die erste Moglichkeit auszuschliefen wurden verschiedene siRNA-Sequenzen
getestet, um eine grofitmogliche Reduktion der ZIPK zu erreichen. Die Transfektion
von synthetisch hergestellten siRNA-Molekiilen fiihrte aber in keinem Fall zu einer
signifikanten Reduktion des Proteinlevels der ZIPK obwohl in der Positivkontrolle
die Proteinmenge von Par-4 auf weniger als 1% vermindert wurde. Es gibt etliche
Beispiele in der Literatur in denen RNAi auch fiir Kinasen erfolgreich angewendet
wurde (Chan et al., 2007; Evangelista et al., 2008). Und auch fiir die ZIPK gibt es
dartiber schon Veroffentlichungen (Kawai et al., 2003; Komatsu & lkebe, 2004; Sato
et al., 2005).

Warum diese Methode nicht funktionierte, kann vielfdltige Ursachen haben. Ein
Grund konnten Polymorphismen innerhalb der ZIPK sein (Brinckmann, Diplomar-
beit 2007), die eventuell zu einer Situation fiihren in der die gewdhlte siRNA nicht
mehr 100 % homolog zu ihrer Ziel-mRNA ist. Der Austausch einer einzigen Base in
der cDNA-Sequenz eines Proteins kann zum rapiden Abfall der Funktionalitadt bis
zu einem kompletten Funktionsverlust der vorher spezifischen siRNA fiihren (Holen
et al., 2002). Da sieben verschiedene siRNA-Sequenzen getestet wurden, ist das aber
eher unwahrscheinlich und wurde tiber Sequenzvergleiche auch ausgeschlossen.
Erst die plasmidbasierte Expression von shRNA-Sequenzen und die daraus resul-
tierende Herstellung der siRNA-Molekiile durch zelleigene Proteine fiihrte zu einer
deutlichen Reduktion des Proteinlevels der ZIPK. Auch die Ergebnisse der siRNA-
Experimente mit der murinen ZIPK basierten auf der Expression von shRNA-Vekto-
ren bzw. auf der Transfektion eines siRNA-Gemisches von in vitro transkribierter, so-
genannter esiRNA. Die transiente Transfektion der shRNA-ZIPK-Vektoren fiihrte zu
einer Reduktion der ZIPK um maximal 80 %. Das ist ein Level, bei dem eventuell noch
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zuviel Protein vorhanden ist, um alle Funktionen der ZIPK einschliefdlich der mogli-
chen H3-Thr11-Phosphorylierung zu inhibieren (Keller, Diplomarbeit 2003). Es wur-
den daraufhin stabil transfizierte shRNA-exprimierende Zelllinien hergestellt, die an-
fanglich eine Reduktion der ZIPK auf unter 5 % ergaben. Dieses Ergebnis wurde nur
in dem priméren Screening nach positiven Klonen erhalten. Eine ldngere Kultivie-
rung dieser Zellen fiihrte zu einer Wiederherstellung der WT-Situation beziiglich der
Expression der ZIPK.

Als Erklarung fiir diese ,Resistenz” der Zellen gegen die Herunterregulation der
ZIPK konnte man sich eine essentielle Funktion der Kinase vorstellen, die es fiir die
Zelle unmoglich macht, ohne sie zu tiberleben. Das wiirde im Umkehrschluss bedeu-
ten, dass alle Zellen in denen die ZIPK erfolgreich herunterreguliert worden ist, durch
Apoptose zugrunde gingen und deshalb nicht bzw. nur am Rand erfasst wurden. Es
gibt Veroffentlichungen in denen die Herunterregulation von Proteinen gelang, die
essentiell fiir das Uberleben der Zelle sind (MacKeigan et al., 2005). Auf der anderen
Seite gibt es aber auch Beispiele in denen RNAi zur Apoptose fiihrte (Reagan-Shaw
& Ahmad, 2005). Ob die ZIPK in die letztere Gruppe gehort oder es andere Ursachen
tiir die erhaltenen Befunde gibt, muss noch untersucht werden.

4.3.2 Screening verschiedener Kinaseinhibitoren

Mit dem Ziel die korrespondierende Kinase fiir die mitotische H3-Thr11-Phospho-
rylierung zu identifizieren, wurden verschiedene Kinaseinhibitoren getestet. Dabei
wurde die Wirkung der Inhibitoren auf die H3-Thr11-Phosphorylierung sowohl mit-
tels Western-Blot-Analyse als auch durch Immunfluoreszenzanalyse untersucht. Zu-
sdtzlich wurde die Aktivitdt der ZIPK bei Anwesenheit der Inhibitoren im in-vitro-
Kinase-Assay bestimmt.

Die Vorteile bei der Verwendung von Inhibitoren sind ihre einfache Handhabung und
ihre direkte Wirkung, sodass man relativ schnell Informationen iiber die physiologi-
sche Funktion der betreffenden Kinase erhalten kann. Der Nachteil der Verwendung
von Inhibitoren ist, dass man nie sicher sein kann, dass die gewé&hlte Substanz nur
die betrachtete Kinase inhibiert. Selbst wenn die Wirkung auf verschiedene Kinasen
bekannt ist, konnten immer noch Proteine beeinflusst werden, die man bisher nicht
untersucht hat. Bei der Verwendung von Inhibitoren sollte man daher folgendes be-
achten (Davies et al., 2000):

1. Der beobachtete Effekt sollte bei einer Konzentration des Inhibitors erfolgen,
bei der bekannte physiologische Substrate ebenfalls inhibiert werden. Aufier-
dem sollte der Effekt mit mindestens zwei, strukturell nicht verwandten Inhibi-
toren zu detektieren sein, deren Wirkung auf eine Vielzahl von Kinasen in vitro
getestet wurde.

2. Die Ergebnisse sollten durch andere Experimente, z. B. RNAi oder einen do-
minant-negativen Ansatz bestétigt werden konnen. Im Idealfall kann man eine
inhibitor-resistente Mutante der Kinase verwenden, um die beobachteten Er-
gebnisse zu revertieren.
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3. Die meisten Inhibitoren konkurrieren mit ATP. Deshalb wird haufig eine we-
sentlich hohere Konzentration des Inhibitors in vivo als in vitro fiir die gleiche
Wirkung benétigt.

Bei dem Screening der verschiedenen Kinaseinhibitoren wurden u. a. auch mitotische
Kinasen inhibiert, die vielfdltige Funktionen in der Mitose erfiillen. Ein beobachteter
Effekt auf die H3-Thr11-Phosphorylierung kann daher auch indirekt durch den Aus-
fall eines vorangegangenen Ereignisses bewirkt worden sein und nicht im direkten
Zusammenhang mit der inhibierten Kinase stehen. Aus diesem Grund wurde, wenn
moglich, die Wirkung von zwei verschiedenen Inhibitoren gegen die gleiche Kinase
ausgewertet. Die erhaltenen Ergebnisse sind in Tabelle 4.1| dargestellt.

Tabelle 4.1: Die aufgefiihrten Inhibitoren bzw. siRNA wurden beziiglich ihrer Wirkung auf die H3-
Thr11-Phoshphorylierung mittels Western-Blot-Analyse (WB) bzw. Immunfluoreszenzanalyse (IF)
oder auf die Aktivitdt der ZIPK im in-vitro-Kinase-Assay untersucht. Die Wirkung von siRNA ge-
gen PRK1 oder PRK?2 auf die Aktivitat der ZIPK wurde nicht getestet (n.g.).

+ steht fiir Phosphorylierung bzw. Aktivitat — heifst keine Phosphorylierung bzw. Aktivitat
Inhibitor , In-vitro-Aktivitit
(Referenz) Kinase WB H3pT11  IF H3pT11 der ZIPK
ohne — +++ +++ +++
H7 PKC, +++/- +++ +++
(Sato et al., 2005) ZIPK
Y-27632
(Uehata et al),[1997) ROCK1/2 +/- A AR
Ro03306 Cdkl keine keine B
(Vassilev et al., 2006)) Mitosen Mitosen
Roscovitine
(Planchais et al,[1997)  C9K1/2 /- AR AR
Hesperadin
(Hauf et al}, 2003) Aurora-B - +++ +++
ZM447439 Aurora-B - +++ +
(Ditchfield et al.,[2003)

LFM-A13

(Uckun et al}, 2007) Pl - T -
TAL

(Santamaria et al.,[2007) Pl AR T /-
R0318220 PKC, ./ ./ .-
(Davis et al.,[1989) PRK1/2

siPRK1 PRK1 +++ +++ n.g.
siPRK2 PRK2 +++ +/- n.g.
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Uberraschenderweise trat bei der Verwendung verschiedener Inhibitoren der Effekt
auf, dass in der Western-Blot-Analyse ein Verlust der Thr11-Phosphorylierung be-
obachtet wurde und in der Immunfluoreszenzanalyse nicht. Diese Diskrepanz lasst
sich eventuell dadurch erkldren, dass es zwei verschiedene Bereiche und moglicher-
weise auch Funktionen der H3-Thr11-Phosphorylierung gibt. Es ist moglich, dass die
Thr11-Phosphorylierung zwar bevorzugt an den Zentromeren erfolgt, wo sie als di-
stinktes Signal erscheint (Preuss et al., 2003b), aber ebenso iiber die Chromosomen-
arme verteilt auftritt. Ahnliches ist von der H3-Thr3-Phosphorylierung bekannt, die
zundchst an den Chromosomenarmen und mit Beginn der Metaphase préferenziell
an zentromerischem H3 erfolgt (Dai et al., 2005). Eine Phosphorylierung von H3 am
Thr11 an den Chromosomenarmen wiirde in ihrer Gesamtheit den Hauptteil des am
Thr11 phosphorylierten H3 ausmachen, obwohl sie in der Immunfluoreszenz gegen-
tiber dem punktféormigen Signal an den Zentromeren nicht oder nur kaum sichtbar
wird. Man miisste weiter fordern, dass die Thr11-Phosphorylierung am Zentromer
und die an den Chromosomenarmen von verschiedenen Kinasen vermittelt wird
und dass der Anteil der zentromerspezifischen Thr11-Phosphorylierung so gering ist,
dass er in der Western-Blot-Analyse nicht mehr detektierbar ist. Da in dieser Arbeit
das Hauptinteresse der zentromerspezifischen Phosphorylierung von H3 am Thr11
galt, wurde das jeweilige Ergebnis der Immunfluoreszenzanalyse starker gewichtet
als das Ergebnis der Western-Blot-Analyse.

H7

H7 ist ein PKC-Inhibitor (Hidaka et al.,[1984) der auch auf PKA und PKG wirkt (Engh
et al., |1996). Er kann u. a. apoptotische DNA-Fragmentierung induzieren und zum
Zelltod fiihren (Rajotte et al., [1992). Aufierdem wurde er auch als ZIPK-Inhibitor be-
schrieben (Sato et al., 2005). Die Behandlung der Zellen mit H7 fiihrte in vereinzel-
ten Zellen zur Fragmentierung der DNA, die als Mikronuklei in der Immunfluores-
zenzanalyse sichtbar wurden. Allerdings konnte weder in der Western-Blot- noch in
der Inmunfluoreszenzanalyse eine Verdnderung der H3-Thr11-Phosphorylierung im
Vergleich zu unbehandelten Zellen beobachtet werden. Ebenso konnte keine Aktivi-
tatsinderung der ZIPK im in-vitro-Kinase-Assay festgestellt werden. PKC ist damit
nicht die gesuchte Kinase. Ob die ZIPK die Thr11-Phosphorylierung vermittelt, ldsst
sich nicht feststellen, da sie nicht von H7 inhibiert wurde.

Y-27632

Y-27632 wurde als Inhibitor der Rho-abhédngigen Kinasen ROCK1 und ROCK2 be-
schrieben und hemmt die Kontraktion glatter Muskelzellen u.a. durch verminder-
te MLC-Phosphorylierung am Ser19 (Uehata et al., (1997). Ferner kann Y-27632 auch
PRK?2 inhibieren (Davies et al., 2000). Die Wirkung des Inhibitors auf die H3-Thr11-
Phosphorylierung war nicht konsistent. Wahrend die H3-Thr11-Phosphorylierung in
der Western-Blot-Analyse nicht mehr detektiert wurde, war sie in der Immunfluores-
zenzanalyse unbeeinflusst. Die ZIPK wurde nicht von Y-27632 inhibiert, wobei unter
in-vivo-Bedingungen eventuell ein Effekt zu beobachten wére, da ROCK1 die ZIPK
aktivieren kann (Hagerty et al., 2007). Das wiirde in jedem Fall bedeuten, dass we-
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der ROCK1 noch die ZIPK fiir die zentromerspezifische H3-Thr11-Phosphorylierung
verantwortlich sind.

Ro03306 und Roscovitine

Der Cdk1-Inhibitor Ro3306 fiihrte zum Verlust samtlicher mitotischer Zellen, da die-
se durch die Inaktivierung von Cdk1 entweder daran gehindert wurden in die Mitose
zu gehen bzw. vorzeitig aus der Mitose entlassen wurden (Vassilev et al., 2006). Ei-
ne Aussage beziiglich der mitotischen H3-Phosphorylierung ist daher nicht moglich.
Allerdings inhibiert Ro3306 die ZIPK in vitro. Ob das einen Einfluss auf die Thr11-
Phosphorylierung hat, lasst sich nicht sagen, da durch die Inhibition von Cdkl1 jede
Untersuchung von mitose-spezifischen Prozessen unmoglich ist. Das zeigt, dass ei-
ne klare Trennung von direktem und indirektem Effekt des Inhibitors auf die Phos-
phorylierung nicht immer moglich ist. Von Cdkl ist bekannt, dass sie als Histon-
kinase hauptsachlich Histon H1 phosphoryliert (Langan et al., [1989). Eine Phospho-
rylierung von H3 am Thrl11 (oder auch Ser10) ist aber unwahrscheinlich, da Cdk1
zu den sogenannten Prolin-gerichteten Kinasen (proline-directed kinases) gehort und
die erste vom Serin oder Threonin stromabwirts gelegene Aminosédure zwingend ein
Prolin sein muss (Moreno & Nurse, 1990). Diese Situation ist bei H3 nicht gegeben
(sRKpSpTGG3).

Der zweite Cdk-Inhibitor Roscovitine ist nicht so spezifisch wie Ro3306 und inhi-
biert neben Cdkl auch Cdk2 (Planchais et al.,, 1997). Die Verwendung von Rosco-
vitine fiihrte zu einer stark reduzierten Anzahl an mitotischen Zellen. Wahrend die
H3-Thr11-Phosphorylierung in der Western-Blot-Analyse nur noch schwach detek-
tiert werden konnte, hatte Roscovitine keinen Einfluss auf die zentromerspezifische
H3-Thr11-Phosphorylierung oder die Aktivitdt der ZIPK. Ob eine Beeinflussung der
Aktivitat der ZIPK durch eine direkte Cdkl1-Phosphorylierung in vivo erfolgt und
deshalb indirekt eine mogliche Thr11-Phosphorylierung an den Chromsomenarmen
reduziert wurde, bleibt noch zu untersuchen. Jedenfalls ist die ZIPK in vitro ein Sub-
strat von Cdk1 (Scheidtmann, personliche Mitteilung).

Cdk1 ist nicht fiir die zentromerspezifische Thr11-Phosphorylierung verantwortlich.
In Bezug auf die in der Western-Blot-Analyse detektierten Thr11-Phosphorylierung
kann man vermuten, dass Cdkl1 vielleicht indirekt beteiligt ist, eventuell auch tiber
Phosphorylierung der ZIPK.

Hesperadin und ZM447439

Hesperadin und ZM447439 sind Aurora-B-Inhibitoren und fiihren in der Mitose zum
Verlust der H3-Ser10-Phosphorylierung, sowie zu einem Arrest der Zellen in der Pro-
metaphase bzw. zu mehrkernigen Zellen (Haut et al., 2003; Ditchtield et al., 2003).
Erwartungsgemafs konnte der Verlust der Ser10-Phosphorylierung sowie eine Ak-
kumulation von Prometaphasezellen beobachtet werden. In Bezug auf die Thrll-
Phosphorylierung fiihrte die Inhibition von Aurora-B zu einem verminderten Signal
in der Western-Blot-Analyse. Die zentromerspezifische Phosphorylierung dagegen
blieb durch beide Inhibitoren unbeeinflusst. Die Wirkung auf die Aktivitdt der ZIPK
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in vitro war unterschiedlich. Wahrend Hesperadin keinen Effekt hatte, reduzierte
ZM447439 die Aktivitdat der ZIPK um etwas mehr als die Halfte.

Nimmt man an, dass H3 auch an den Chromosomenarmen am Thr11l phosphory-
liert und diese Phosphorylierung tiberwiegend in der Western-Blot-Analyse detek-
tiert wird, konnte man daraus schliefSen, dass Aurora-B, dhnlich wie Cdk1, entwe-
der direkt oder indirekt an dieser Modifikation beteiligt ist, aber nicht die zentro-
merspezifische Thr11-Phosphorylierung vermittelt. Aurora-B assoziiert wie die ZIPK
in der Pro- und Metaphase an den Zentromeren und phosphoryliert dort CENP-A
(Zeitlin et al,, 2001), vermittelt aber auch die Phosphorylierung von H3 am Ser10
an den Chromosomenarmen (Hendzel et al., [1997). Die Inhibition von ZIPK durch
ZM447439 konnte eine Beteiligung der ZIPK an einer Thr11-Phosphorylierung an den
Chromosomenarmen bedeuten. Dagegen ist eine indirekte Regulation tiber Aurora-B
eher unwahrscheinlich, da zwischen beiden Kinasen keine direkte Enzym-Substrat-
beziehung besteht. Aurora-B iibt in vitro sogar einen inhibierenden Effekt auf die
ZIPK aus, weshalb die Inhibition von Aurora-B eher zu einer Aktivierung von ZIPK
fiihren sollte. Da die Thr11-Phosphorylierung in der Western-Blot-Analyse aber re-
duziert war, ist es eher unwahrscheinlich, dass sie von der ZIPK vermittelt wird.

LFM-A13 und TAL

LFM-A13 ist ein Inhibitor der Bruton’s Tyrosinkinase (BTK) (Mahajan et al.,1999) und
der Plk1, weshalb bei Verwendung von LFM-A13 der Aufbau der bipolaren Spindel
verhindert wird und die Zellen in der Mitose arretieren (Uckun et al., 2007). Nach
der Behandlung der Zellen mit LFM-A13 konnte in der Western-Blot-Analyse keine
Thr11-Phosphorylierung mehr detektiert werden. Dieses Ergebnis konnte auf die In-
hibition von Plk1 oder aber der ZIPK beruhen, da die ZIPK vollstindig von LFM-A13
gehemmt wird. Dass nach der Behandlung mit TAL, einem Plk1-Inhibitor (Santama-
ria et al.,2007), der die ZIPK in vitro nur partiell inhibiert, die Thr11-Phosphorylierung
in der Western-Blot-Analyse unverdndert blieb, spricht allerdings eher fiir die ZIPK
als fiir P1k1, wogegen die Ergebnisse nach Behandlung mit den Aurora-B-Inhibitoren
die ZIPK eher ausschliefien. Die Beteiligung von Plk1 an einer Thr11-Phosphorylierung
an den Chromsomenarmen wire aber ebenso moglich. Plk1 ist in der Prophase am
Abbau der Kohésine beteiligt, die die Chromosomenarme zusammenbhalten, indem
sie durch Phosphorylierung die Dissoziation der Kohdsinkomplexe bewirkt (Sumara
et al., 2002). Das ist ein Prozess, in den auch Aurora-B involviert ist (Gimenez-Abian
et al., 2004) und fiir den auch eine Beteiligung von H3, phosphoryliert am Thr11,
vorstellbar wiére.

In der Immunfluoreszenzanalyse bewirkten sowohl LFM-A13 als auch TAL eine Ver-
stairkung der zentromerspezifischen Thr11-Phosphorylierung. Plk1l vermittelt des-
halb zwar nicht direkt diese Modifikation, hat vermutlich aber einen negativen Ein-
fluss auf die korrespondierende Kinase. Eine Beteiligung der ZIPK an der zentromer-
spezifischen Modifikation scheint dagegen erneut ausgeschlossen, da trotz Inhibition
der ZIPK durch LFM-A13 die Thr11-Phosphorylierung verstarkt war.
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Ro318220

R0318220 wurde urspriinglich als PKC-Inhibitor entwickelt (Davis et al., 1989), in-
hibiert aber auch andere Kinasen, darunter die PKC-verwandten Kinasen PRK1 und
PRK2 (Metzger et al., 2007). Interessanterweise fiihrte die Verwendung von Ro318220
zu einem Verlust der Thr11-Phosphorylierung sowohl in der Western-Blot- als auch
in der Immunfluoreszenzanalyse. Dariiberhinaus kann Ro318220 die Kinaseaktivitét
der ZIPK in vitro um etwa 50 % reduzieren. Es scheinen damit eine oder mehrere
Ro318220-sensitive Kinasen an der mitotischen H3-Thr11-Phosphorylierung beteiligt
zu sein. Gute Kandidaten dafiir sind PRK1 und PRK2. PRK1 wurde bereits als H3-
Thr11-Kinase in der androgen-vermittelten Transkription beschrieben (Metzger et al.,
2007) und fiir PRK2 ist eine Funktion in der Mitose postuliert worden (Schmidt et al.,
2007). Datfiir, dass beide oder eine von beiden Kinasen an einer moglichen Thr11-
Phosphorylierung der Chromosomenarmen beteiligt sein konnte, spricht auch, dass
nach Behandlung der Zellen mit Y-27632, ebenfalls ein PRK2-Inhibitor, die Thrl1-
Phosphorylierung in der Western-Blot-Analyse reduziert war. Um zu iiberpriifen, ob
PRK1 oder PRK2 an der Phosphorylierung von H3 am Thr11 beteiligt sind, wurden
die beiden Kinasen mithilfe von RNAi spezifisch herunterreguliert und der Effekt auf
die Phosphorylierung untersucht.

4.3.3 PRK2 ist an der zentromerspezifischen Phosphorylierung von Histon H3
am Thrll beteiligt

Durch die Transfektion von siRNA-Molekiilen konnte PRK1 auf knapp 5 % und PRK2
auf weniger als 1 % herunterreguliert werden. Ferner erfolgte die Herunterregulation
spezifisch fiir die jeweilige Isoform und hatte keinen Einfluss auf die jeweils andere
Kinase. Das Ergebnis in Bezug auf die H3-Thr11-Phosphorylierung war differenzie-
rend zwischen der Western-Blot- und der Inmunfluoreszenzanalyse. In der Western-
Blot-Analyse war nach Herunterregulation von PRK1 oder PRK2 die Thr11-Phospho-
rylierung unverdndert, obwohl die Behandlung der Zellen mit Ro318220 diese Modi-
tikation vollstindig verhinderte. Die zentromerspezifische Thr11-Phosphorylierung
blieb nach dem Ausschalten von PRK1 ebenfalls unverandert, wiahrend die Herun-
terregulation von PRK2 zu einem Verlust dieser Modifikation fiihrte. PRK2 ist damit
in der Mitose zwar an der zentromerspezifischen Thr11-Phosphorylierung beteiligt,
an einer mogliche Phosphorylierung der Chromosomenarme aber nicht. Eine Betei-
ligung von PRK1 an der mitotischen H3-Thr11-Phosphorylieurng wurde nicht beob-
achtet.

Zusammenfassend 148t sich postulieren, dass es vermutlich mehrere Kinasen gibt,
die die H3-Thr11-Phosphorylierung in der Mitose vermitteln. Uberdies erfolgt die
Modifikation zwar bevorzugt an den Zentromeren, eine Phosphorylierung von H3
am Thr1ll an den Chromosomenarmen ist aber nicht auszuschliefien. Es gibt mehrere
Moglichkeiten fiir ein Zusammenspiel verschiedener Kinasen. Die initiale Phospho-
rylierung konnte von einer Kinase, z. B. PRK2 vermittelt und die Aufrechterhaltung
der Modifikation durch eine andere Kinase gewéhrleistet werden. Ahnliches ist fiir
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die CENP-A-Ser7-Phosphorylierung in Bezug auf die Aurora-Kinasen bekannt. Wih-
rend die initiale Phosphorylierung von CENP-A in der Prophase durch Aurora-A
erfolgt und u. a. notwendig fiir die Zentromerlokalisation von Aurora-B ist, wird die-
se Phosphorylierung nach der Rekrutierung von Aurora-B an die Zentromere von
Aurora-B aufrecht erhalten (Kunitoku et al., 2003).

Die zweite Moglichkeit, fiir die die Ergebnisse eher sprechen, ist, dass eine oder meh-
rere Kinasen fiir die Phosphorylierung am Zentromer und eine weitere oder mehrere
Kinasen fiir eine mogliche Phosphorylierung an den Chromosomenarmen verant-
wortlich sind. Fiir die zentromerspezifische H3-Thr11-Phosphorylierung konnte eine
Beteiligung von PRK2 identifiziert werden, die moglicherweise negativ von Plk1 re-
guliert wird, da die Inhibition von Plk1 zu einer Verstarkung dieser Modifikation am
Zentromer fiihrte. Die fiir eine mogliche Phosphorylierung an den Chromosomen-
armen korrespondierende Kinase ist wenigstens Ro318220-, LFM-A13- und Y-27632-
sensitiv. Um welche Kinase es sich dabei handelt, ist aber nicht eindeutig ableitbar.
Falls die H3-Thr11-Phosphorylierung tatsdchlich in zwei Bereichen der Chromoso-
men auftritt, stellt sich die Frage, welche Funktion die Modifikation hat und ob sie
mehrere unterschiedliche Aufgaben erfiillt.

4.4 Die Funktion der Histon H3-Thrl1-Phosphorylierung

Neben dem Ausschalten der korrespondierenden Kinase kann die Uberexpression
mutierter Proteine Aufschluss iiber die Funktion einer Modifikation eines Proteins
geben. Im idealen Fall reguliert man zunédchst das WT-Protein herunter und expri-
miert anschliefSend die Mutante des zu untersuchenden Proteins. Da Histon H3 es-
sentiell fiir das Uberleben der Zellen ist und mehrere untereinander redundante H3-
Isoformen existieren, ist die Herunterregulation von H3 schwer bis gar nicht zu rea-
lisieren. Daher erfolgte die Expression von GFP-markierten mutierten H3 zusitzlich
zum endogenen H3. Die Mutation von Thrll nach Ala (T11A) bewirkt eine Situa-
tion, in der H3 nicht mehr an der elften Aminosdure phosphoryliert werden kann.
Die Mutation von Thrll nach Asp (T11D) sollte dagegen stiandig phosphoryliertes
H3 vortduschen (Phosphomimese). Als Kontrolle diente GFP-markiertes WT-H3. Das
GFP-markierte mutierte und WT-H3 wurden entlang der gesamten Chromosomen in
die Nukleosomen integriert.

4.4.1 Der Verlust der Histon H3-Thrl1-Phosphorylierung fiihrt zu einer
Verzogerung in der Mitose

Es wurden stabile Zelllinien verwendet, um den Effekt der jeweiligen Mutation tiber
einen lingeren Zeitraum untersuchen zu konnen. Bei der Kultivierung der Zellen fiel
zundchst auf, dass sowohl die T11A-GFP-Zelllinie als auch T11D-GFP ein leicht ver-
langsamtes Wachstum gegentiber H3WT-GFP oder MCF-7-Zellen haben (Weinl, Di-
plomarbeit 2003). In Live-Cell-Imaging-Aufnahmen konnte gezeigt werden, dass die-
se Wachstumsverzogerung auf eine verlangerte Mitose zuriickzufiihren ist, die aber
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in jedem Fall vollstindig durchlaufen wird. Dass dieser Phinotyp nur auf maximal
50 % der Zellen und am stédrksten in Zellen mit hoher Expression von H3-GFP auf-
tritt, ist auf die Anwesenheit des endogenen H3 zuriickzufiihren, das mit dem {tiber-
exprimierten H3 konkurriert. Eine hohere Menge an H3-GFP verursacht daher einen
starker ausgepragten Phanotyp als eine geringere Menge an H3-GFP.

Die Uberexpression von T11A-GFP bewirkte den gleichen Phinotyp wie die Uberex-
pression der Phosphomimese-Mutante T11D-GFP. Wenn die Phosphorylierung von
H3 am Thr11 eine Funktion in der Mitose hat, wiirde man vermuten, dass eine regu-
lierte Phosphorylierung bzw. Dephosphorylierung wichtig ist. Das Nachahmen einer
stindigen Phosphorylierung sollte daher einen anderen Phéanotyp als das Ausbleiben
der Modifikation verursachen. Die Mutation von Thrll zu Asp fiihrte daher in die-
sem Fall vermutlich nicht zu einem funktionellen Ersatz fiir die Phosphorylierung.
Immerhin fiithrt der Austausch einer Aminosédure zu einer irreversiblen Modifikati-
on und eine COO™-Gruppe entspricht von der Ladung auch nicht vollstindig einer
PO4*-Gruppe. Angenommen die H3-Thr11-Phosphorylierung wiirde als Art Iden-
tifikationsmarker fiir Zentromere benétigt, konnte man spekulieren, dass zu einem
bestimmten Zeitpunkt der Einbau von Thrll-phosphoryliertem H3 in den Chromo-
somenarmen zur Bildung von Neozentromeren fiihrt und die mitotische Spindel da-
her an mehreren Stellen eines Chromosoms ankntipft. Ein solcher Phanotyp wurde in
diesem Fall nicht beobachtet, ist aber z. B. fiir {iberexprimiertes CENP-A beschrieben
(Yoda et al., 2000; Lo et al., 2001). Die Mutation von Thr11 nach Glu ware eine weite-
re Moglichkeit die Thr11-Phosphorylierung vorzutduschen und wiirde eventuell zu
einem neuen Phanotyp fiithren.

4.4.2 Stabilisiert die Histon H3-Thr11-Phosphorylierung die Interaktion zwischen
dem Kinetochor und den Mikrotubuli?

Der Verlust der Phosphorylierung von Thrll in der Mitose fiihrt zu einer Verzoge-
rung in der Pro- und vor allem in der Metaphase. Sowohl die Mutation von H3 am
Thrl1 als auch die Behandlung der Zellen mit Ro318220 bewirkten eine 3-4-fach er-
hohte Anzahl an Zellen mit ungebundenen Chromosomen, die nicht vollstindig in
der Metaphaseplatte ausgerichtet waren. Es konnte gezeigt werden, dass die Anwe-
senheit dieser sogenannten freien Chromosomen zur Aktivierung des Spindelkon-
trollpunktes fiihrte, der solange den Ubergang in die Anaphase verhindert, bis alle
Chromosomen bipolar von den Mikrotubuli gebunden sind (Ubersicht bei Musac-
chio & Salmon, 2007). Es besteht daher eine direkte Korrelation zwischen der er-
hohten Anzahl der Zellen mit freien Chromosomen nach Eliminierung der Thrl1-
Phosphorylierung und der Verzégerung in der Mitose.

Fiir die Funktion der H3-Thr11-Phosphorylierung bestehen nun mehrere Moglich-
keiten. Zum einen kann die Modifikation fiir den Aufbau der Kinetochore wichtig
sein und so indirekt die Interaktion der Kinetochore mit den Mikrotubuli erschwe-
ren. Alternativ konnte sie direkt an der Kinetochor-Mikrotubuli-Interaktion beteiligt
sein. Das Kinetochor ist eine trilaminare Struktur, bestehend aus innerem Kinetochor,
Interzone und dufierem Kinetochor. Der Aufbau erfolgt hierarchisch, d.h. depletiert
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man Proteine der inneren Kinetochorplatte unterbleibt die Rekrutierung aller nach-
folgenden Proteine des inneren und dufieren Kinetochors (Oegema et al., 2001; Desai
et al., 2003). Ganz weit oben in dieser Rangfolge steht CENP-A, das ab der Telophase
bis zur frithen G;-Phase in die Zentromere eingebaut wird und tiber den gesamten
Zellzyklus dort verbleibt (Jansen et al., 2007). Alle anderen Kinetochorproteine, inklu-
sive des NAC (nucleosom-associated complex) und des CAD (nucleosome-distal complex)
werden erst danach aufbauend auf CENP-A rekrutiert (Foltz et al., 2006). Das dufsere
Kinetochor beinhaltet u. a. Motorproteine wie CENP-E (Cooke et al.,[1997) und stellt
die Verbindung des Zentromers zu den Plusenden der Mikrotubuli der mitotischen
Spindel her (DeLuca et al., 2005).

Das Fehlen der H3-Thr11-Phosphorylierung konnte daher die Rekrutierung eines fiir
die Kinetochor-Mikrotubuli-Interaktion wichtigen Proteins erschweren oder verhin-
dern. Das fiihrt zu einer erschwerten Anordnung der Chromosomen in der Metapha-
seplatte und dadurch zu einer erhohten Anzahl an freien Chromosomen, was wie-
derum durch die Aktivierung des Spindelkontrollpunktes eine Verzdgerung in der
Mitose, dem beobachteten Phanotyp, zur Folge hat.

4.5 Ausblick

Die Assoziation der ZIPK mit den unterschiedlichen mitotischen Strukturen lasst auf
verschiedene Funktionen der ZIPK wihrend der Mitose schlieffen. Um die Funktio-
nen genauer zu identifizieren, miisste es gelingen die ZIPK herunterzuregulieren, zu
inhibieren oder dominant-negative Mutanten zu exprimieren. Der Versuch, mittels
shRNA-Vektoren die ZIPK auszuschalten zeigte, dass die Kinase wahrscheinlich ei-
ne essentielle Funktion in der Zelle tibernimmt. Um die ZIPK herunterzuregulieren
sollte daher ein induzierbares System verwendet werden. Etabliert man eine stabil
transfizierte Zelllinie in der die Expression von shRNA gegen ZIPK durch die Zugabe
eines Induktors erfolgt, konnte man die Zellen z. B. in ihrem Wachstum synchronisie-
ren und so die Funktion in bestimmten Abschnitten des Zellzyklusses gezielt unter-
suchen. Aufierdem konnte man auch verschiedene Deletions- oder Punktmutanten
der ZIPK vor einem ZIPK-RNAi Hintergrund exprimieren und dadurch genau die
Bereiche oder Aminosduren bestimmen, die fiir bestimmte Funktionen und /oder In-
teraktionen essentiell sind. Natiirlich liefSe sich mit einer solchen Zelllinie auch end-
giiltig abklédren, ob die ZIPK an der Phosphorylierung von H3 am Thr11 beteiligt ist
oder nicht.

Fiir die mitotische Funktion der ZIPK muiisste zunidchst untersucht werden, wie die
ZIPK in das Netzwerk der mitotischen Kinasen eingebettet ist. Es gibt z. B. mehrere
potenzielle Cdk1-Phosphorylierungsstellen in der Sequenz der ZIPK und die ZIPK
wird in vitro von Cdk1 phosphoryliert. Die Identifikation und Mutation dieser Phos-
phorylierungsstelle(n) wiirde die Moglichkeit er6ffnen die Beziehung zwischen ZIPK
und den anderen Kinasen genauer zu untersuchen. Zwischen Plk1 und Cdk1 gibt es
z.B. eine eher indirekte Beziehung, indem Cdk1 eine Reihe von Interaktionspartnern
und/oder Substraten von Plk1 phosphoryliert und so die Plk1 an diese Proteine re-
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krutiert (Goto et al.|, 2006; Elowe et al., 2007). Um die Beziehung zwischen den mitoti-
schen Kinasen und ZIPK zu untersuchen, wire die Verwendung einer induzierbaren
shRNA-Zelllinie ebenfalls eine grofle Hilfe. Sollte die ZIPK tatséchlich in vivo von
Cdk1 phosphoryliert werden, kénnte man durch Expression einer entsprechenden
ZIPK-Mutante untersuchen, ob die Phosphorylierung Voraussetzung fiir die Asso-
ziation mit den verschiedenen mitotischen Strukturen ist.

Daneben wire es interessant zu wissen, von welchen Faktoren die Interaktion der
ZIPK mit den Zentromeren abhédngt. Da der Aufbau des Kinetochors hierarchisch er-
folgt, konnte man mit der Depletion verschiedener dufierer Kinetochorproteine einen
Einblick in die Position der Rangfolge der ZIPK beim Kinetochoraufbau erhalten.
Aufierdem liefse sich eventuell eine Beteiligung der ZIPK an der Regulation des Spin-
delkontrollpunktes feststellen, indem man die Beziehung zwischen der ZIPK und
den Mitgliedern des MCC (mitotic checkpoint complex) untersucht, die ebenfalls an
das dufere Kinetochor rekrutiert werden (DeLuca et al., 2003). Das konnte durch In-
teraktionsstudien, wie Koimmunprézipitationen oder mithilfe eines in-vitro-Kinase-
Assays erfolgen. Anschliefsend konnte man untersuchen, wie der Transfer der ZIPK
von den Zentromeren an die Zentralspindel am Metaphase-Anaphase-Ubergang re-
guliert wird. Fiir den CPC und PIk1 ist dafiir z. B. das Kinesin Mklp2 essentiell (Gru-
neberg et al.,|2004; Neef et al., 2003). Auch hier liefSe sich durch Koimmunpré&zipitati-
onsexperimente tiberpriifen, ob die ZIPK z. B. mit Mklp2 oder einem anderen Kinesin
interagiert.

Ganz allgemein kénnte man mithilfe eines Pull-down-Assays versuchen, neue (mito-
tische) Interaktionspartner zu identifizieren. Nach der Aufreinigung einer GST- oder
SNAP-markierten ZIPK und anschlieflender Immobilisierung der Kinase an einer ge-
eigneten Matrix kdnnte man unter Verwendung mitotischer Zellextrakte potenzielle
Interaktionspartner fischen, die ebenfalls Hinweise auf die Funktion der ZIPK in der
Mitose liefern konnten.

Fiir die H3-Thr11-Phosphorylierung steht die endgiiltige Identifikation der korre-
spondierenden Kinase(n) im Vordergrund. Durch die verwendeten Inhibitoren bzw.
die RNAi-Experimente kennt man zwei potenzielle Kinasen die an der Regulation
der Modifikation beteiligt sind. Ob PRK2 alleine oder zusammen mit der ZIPK bzw.
in Kooperation mit weiteren Kinasen fiir die Phosphorylierung von H3 am Thr11 ver-
antwortlich ist, muss noch weiter untersucht werden. Die Verwendung von siRNA
gegen unterschiedliche Kinasen bzw. die Kombination von siRNA mit verschiede-
nen Inhibitoren kénnte Aufschluss tiber die Beteiligung weiterer Kinasen geben. Au-
erdem gilt es zu iiberpriifen, ob die antagonistische Wirkung von Plk1 durch ei-
ne direkte Interaktion mit der korrespondierenden Kinase oder durch einen indirek-
ten Effekt verursacht wird. In diesem Zusammenhang miisste auch geklart werden,
ob die H3-Thr11-Phosphorylierung ausschliefillich an den Zentromeren oder auch an
den Chromosomenarmen auftritt. Durch die Farbung von Metaphasechromosomen
oder von langezogenen Chromosomenfasern (chromosomal fibers) konnte man genau
bestimmen, wo die H3-Thr11-Phosphorylierung auf den Chromosomen erfolgt.
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5 Zusammenfassung

Die ZIPK ist eine Serin/Threonin-Kinase die in verschiedene zelluldre Prozesse, wie
die Regulation der Transkription, Zellmotilitit, Apoptose und Mitose involviert ist.
Die vorliegende Arbeit befasste sich mit zwei Aspekten. Zum einen wurde die Lo-
kalisation der ZIPK in der Mitose und zum anderen die Bedeutung der Histon H3-
Thr11-Phosphorylierunguntersucht.

Es konnte bestétigt werden, dass die humane ZIPK wie die murine ZIPK mit den
Zentrosomen, den Zentromeren, dem kontraktilen Ring und dem Mittelkdrperchen
assoziiert ist. Die Assoziation der humanen ZIPK an den Zentromeren konnte auf
das dufiere Kinetochor begrenzt sowie eine Lokalisation mit der Zentralspindel am
Metaphase-Anaphase-Ubergang beobachtet werden. Damit dhnelt die Lokalisation
der ZIPK in der Mitose der Wanderung des Chromosomal Passenger Komplexes
(CPC). Eine direkte Beziehung zwischen Aurora-B oder INCENP, beides Komponen-
ten des CPCs, konnten jedoch nicht festgestellt werden.

Um die mitotische Funktion der ZIPK genauer untersuchen zu kénnen, sollte ein
System zur Herunterregulation der ZIPK mithilfe von RNAI etabliert werden. Jedoch
konnte weder durch die Transfektion von siRNA, noch {iiber die plasmidbasierte Ex-
pression von shRNA das Expressionslevel der ZIPK ausreichend reduziert werden.
Der zweite Teil der Arbeit befasste sich mit der mitotischen Phosphorylierung von
Histon H3 am Thrl1. Detailliertere Untersuchungen ergaben, dass diese zentromer-
spezifische H3-Modifikation in der spaten Gy-Phase kurz vor dem Eintreten der Zelle
in die Mitose und zwar bereits vor der Phosphorylierung von H3 am Ser10 erfolgt.
Mithilfe eines Screenings verschiedener Kinaseinhibitoren konnten zwei potenzielle
Kinasen identifiziert werden, die an der Thr11-Phosphorylierung beteiligt sind. Wah-
rend die Inhibition von PRK2 eine verminderte Thr11-Phosphorylierung zur Folge
hatte, fiihrte die Inhibition von Plk1 zu einer Verstiarkung der zentromerspezifischen
Thr11-Phosphorylierung. Ob die ZIPK in vivo an der Phosphorylierung von H3 am
Thr11 beteiligt ist, konnte weder bestitigt noch ausgeschlossen werden.

Um die Funktion dieser Modifikation zu ermitteln wurden stabil transfizierte Zell-
linien verwendet, die eine Mutante (T11A oder T11D) bzw. das WT-Protein von H3
als GFP-Fusionsprotein exprimieren. Bei beiden Mutantenzelllinien (T11A-GFP und
T11D-GFP) wurde ein verlangsamtes Wachstum beobachtet. Durch Live-Cell-Imaging-
Aufnahmen konnte gezeigt werden, dass das auf eine Verzogerung in der Pro- und
Metaphase zuriickzufiihren ist, was auf eine Aktivierung des Spindelkontrollpunktes
hindeutet. AufSerdem wurde in diesen Zelllinien eine um das 3-4-fach erhohte An-
zahl an Zellen mit freien Chromosomen in der Metaphase beobachtet, ein Panotyp
der auch auftritt wenn die Thr11-Phosphorylierung durch Inhibition von PRK2 aus-
tallt. Die Phosphorylierung von H3 am Thr11 konnte deshalb - entweder direkt oder
indirekt - an der Regulation der Kinetochor-Mikrotubuli-Interaktion beteiligt sein.
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ANHANG

Ergebnis der in-silico-Analyse

Protein-blast gegen das H3pT11-Epitop TARKSTG. Genutzt wurde das BLASTP-Pro-
gramm des National Center for Biotechnology Information (NCBI). Angegeben sind
die Gen-ID, Name und Accession-Nr. Aufierdem wurde das entsprechende Epitop
der identifizierten Proteine dargestellt. Die Zahlen beziehen sich auf die Position in

der Aminosduresequenz.

Tabelle 5.1: Protein-blast gegen das H3pT11-Epitop TARKSTG.

Query = H3pT11-Epitop
Sbjct = Epitop des identifizierten Proteins

Gen-ID Name Abgleich Accession-Nr.
Query 1 TARKSTG 7
440093 LOC440093  histone H3-like TARKSTG NP 001013721.2
Sbict 7 TARKSTG 13
. . Query 1 TARKSTG 7 XP 935204.1
644914 LOC644914 ;'“;‘illar;g H3 histone, TARKSTG XP 001128558.1
amily Sbict 7 TARKSTG 13 XP 001720197.1
. Query 1 TARKSTG 7
8350 HISTIH3A IP‘I‘;:’“" cluster 1, TARKSTG
Sbict 7 TARKSTG 13
. Query 1 TARKSTG 7
8290 HIST3H3 ;‘;“’“e cluster 3, TARKSTG NP 003484.1
Shict 7 TARKSTG 13
histone cluster 2 Query 1 TARKSTG 7 NP 066403.2
126961 HIST2H3C [0 ’ TARKSTG NP 0010054641
Sbict 7 TARKSTG 13 NP 001116847.1
H3 histone, Query 1 TARKSTG 7 NP 002098.1
3020 H3F3A il aA TARKSTG NP 005315 1
y Sbjct 7 TARKSTG 13 ‘
. . Query 1TARKST 6
26148 C100rf12 Ii}épé’ztz‘ﬁgal protein TARKST NP 056467.2
Sbict 186 TARKST 191
peroxisomal D3, Query 1 TARKSTG 7
10455 PECI D2-enoyl-CoA T RKSTG NP 006108.2
isomerase Sbjct 102 TDRKSTG 108
Query 1TA-RKSTG7
10129 FRY furry homolog TA RKSTG NP 075463.2
Sbict 1950 TASRKSTG 1957
. Query 1 TARKST 6
1639 DCTN1 i’;‘f‘zi‘;’f‘; TARK+T NP 001128513.1
Sbict 7 TARKTT 12
similar to Query 1 TARKST 6 XP 293943 3
340096 LOC340096 | 252 TARK+T XP 001724344.1
Sbict 52 TARKAT 57 XP 001132114.2
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Tabelle 5.1: Protein-blast gegen das H3pT11-Epitop TARKSTG.
Query = H3pT11-Epitop
Sbjct = Epitop des identifizierten Proteins

Gen-ID Name Abgleich Accession-Nr.
Query 1 TARKST 6 XP 373079.1
391769 LOC391769 hypothetical protein TARK+T XP 941436.1
Sbjct 7 TARKAT 12 XP 001713953.1
. Query 1 TARKST 6
1639 DCTN1 i’;‘f‘zjgnzl TARK+T NP 075408.1
Sbjct 7 TARKTT 12
. Query 1TARKST 6
1639 DCTN1 i’(’)‘f‘zglllnll TARK+T NP 004073.2
Sbjct 141 TARKTT 146
. Query 2 ARKSTG 7
651709 LOC651709 f:(‘)’;if]:(‘)’xdzuble ARK TG XP 001732942.1
’ Sbjct 411 ARKNTG 416
Query 2 ARKSTG 7
645685 LOC645685 hypothetical protein ARK+TG XP 001714163.1
Sbjct 113 ARKATG 118
similar to potassium Query 3 RKSTG 7 XP 001713952.1
55778 ZNF839 inwardly-rectifying RKSTG XP 001715584.1
channel, subfamily J  Sbjct 29 RKSTG 33 ref | XP 001719006.1
Query 3 RKSTG7
285527 FRYL furry-like RKSTG NP 055845.1
Sbjct 1912 RKSTG 1916
similar to Query 3 RKSTG7
642103 LOC642103 hCG1811191 RKSTG XP 941326.3
Sbjct 733 RKSTG 737
Query 2 ARKSTG 7
645685 LOC645685 hypothetical protein ARK+TG XP 0011291171
Sbjct 148 ARKATG 153
Query 2 ARKSTG 7
645685 LOC645685 hypothetical protein ARK+TG XP 933787.2
Sbjct 113 ARKATG 118
pleckstrin homology = Query 3 RKSTG7
57449 PLEKHG5 domain containing, RKSTG NP 001036128.1
family G, member 5 Sbjct 108 RKSTG 112
zinc finer Query 2 ARKST 6
83744 ZNF484 ‘o teingéleS 4 isoform b ARKST NP 001007102.1
P Sbict 666 ARKST 670
DENN/MADD Query 3 RKSTG 7
57706 DENND1A  domain RKSTG NP 065997.1
containing 1A Sbjct 552 RKSTG 556
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Tabelle 5.1: Protein-blast gegen das H3pT11-Epitop TARKSTG.
Query = H3pT11-Epitop
Sbjct = Epitop des identifizierten Proteins

Gen-ID Name Abgleich Accession-Nr.
Query 3 RKSTG 7
8522 GAS7 f“;‘g;lhc e o« RKSTG NP 958839.1
P ’ Sbict 150 RKSTG 154
component of Query 1TARKST 6
57511 COG6 oligomeric golgi TAR+ST NP 065802.1
complex 6 Sbjct 271 TARRST 276
Query 3 RKSTG 7
9895 KIAA0329 hypothetical protein RKSTG NP 055659.1
Sbjct 211 RKSTG 215
Query 2 ARKST 6
5341 PLEK pleckstrin ARKST NP 002655.2
Sbjct 110 ARKST 114
. Query 3 RKSTG 7
1180 CLCN1 :ﬁi‘l’zgf;ﬁ:iel L RKSTG NP 000074.2
Sbjct 894 RKSTG 898
forty-two-three Query 2 ARKSTG 7
84248 FYTTD1 domain containing 1 ARK+TG NP 001011537.1
isoform 2 Sbjct 16 ARKTTG 21
hvoothetical orofein  QUery 3 RKSTG 7 XP 001723574.1
200317 FLJ23865 FI}}DZSS p P RKSTG XP 001725326.1
Sbjct 37 RKSTG 41 XP 001726803.1
R Query 2 ARKST 6
3624 INHBA “fe‘iﬂig‘o‘j.eta A ARKST NP 002183.1
P Sbict 213 ARKST 217
Query 2 ARKSTG 7
54812 AFTPH aftiphilin protein ARKS+G Eg 82;22%2243'1
Sbijct 514 ARKSSG 519 '
9859 CEP170 centrosomal protein Query 1 Fl;AIEEg% 6 NP 055627.2
170kDa Sbict 948 TERKST 953 NP 001035863.1
Query 2 ARKSTG 7
91653 BOC gﬁ‘i‘ﬂiﬁ’;?’gmuse) ARKS+G NP 150279.1
8 Sbict 811 ARKSSG 816
. Query 2 ARKSTG 7
6404 SELPLG fid:f:;“ P AR+STG NP 002997.1
8 Sbict 87 ARRSTG 92
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