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Einleitung 1

1 Einleitung

1.1 Protein-Kinasen und die Unterfamilie der DYRKSs

Protein-Kinasen stellen eine der grofditen Gen-Familien im humanen Genom
dar (Kostich et al., 2002). Urspringliche Schatzungen beliefen sich auf bis
zu 1000 Gene im menschlichen Genom (Cohen, 2000). Nach vollstandiger
Sequenzierung des humanen Genoms wurde diese Zahl nun auf 518 Gene
korrigiert (Manning et al., 2002b). Aufgrund der Ahnlichkeit in der Kinase-
Doméane koénnen diese in Stammbdumen dargestellt werden - sowohl
innerhalb einer Spezies (Abb. 1.1) als auch Spezies-uUbergreifend (Manning et
al., 2002a). Dabei kénnen Familien und Unter-Familien von Protein-Kinasen
definiert werden. Haufig dhneln sich Vertreter einzelner Kinase-Familien
nicht nur in ihrer Aminosdure-Sequenz, sondern besitzen auch &hnliche

funktionelle Eigenschaften (Plowman et al., 1999).

Eine der grofsen Gruppen von Protein-Kinasen ist die so genannte CMGC-
Gruppe. Hierzu gehoéren die namensgebenden Protein-Kinasen CDK, MAPK,
GSK3 und CLK (Hunter und Plowman, 1997). Neben der Gruppe der HIPK-

~Human
Kinome -

DYRK2
DYRK3 .

vl pYrk1A_ | PYRK4
DYRK1B 3 "{ '

Abb. 1.1: Die Protein-Kinasen des humanen
Genoms. Innerhalb der CMGC-Gruppe ist die
Unterfamilie der DYRK-Kinasen vergrof3ert
dargestellt (nach Manning et al., 2002).
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Einleitung 2

Proteine (Engelhardt et al., 2003) sind die Dual specificity tYrosine Regulated
Kinases bzw. DYRKs (siehe Abb.1.1) eine neuere Unterfamilie dieser Gruppe
(Miyata und Nishida, 1999). Im menschlichen Genom konnten insgesamt
funf Gene von Vertretern dieser Gruppe identifiziert werden. Im Jahre 1996
wurde von mehreren Gruppen gleichzeitig der erste menschliche Vertreter
DYRK 1A entdeckt, der mutmafilich fiir die mit Down-Syndrom assoziierte
geistige Fehlentwicklung verantwortlich ist (Chen und Antonarakis, 1997;
Kentrup et al., 1996; Shindoh et al., 1996; Song et al., 1997; Guimera et al.,
1996). Diesem bis heute am Intensivsten erforschten DYRK-Protein folgten
DYRK 1B, DYRK 2, DYRK 3 und DYRK 4 (Leder et al., 1999; Becker et al.,
1998; Lord et al., 2000; Xia et al., 1998). Durch alternative mRNA-

Prozessierung existieren von jedem dieser Proteine verschiedene Isoformen.

DYRK-Proteine sind in allen bisher untersuchten Eukaryonten zu finden. Sie
sind nach Studien in Hefe (Yaklp), Drosophila (MNB) und Maus an so
fundamentalen Prozessen wie der Regulation des Zellzyklus, der Zellteilung
und dem Ubergang von der Vermehrung zur Differenzierung beteiligt (Béhler
und Pringle, 1998; Souza et al., 1998). In héheren Eukaryonten spielen sie
zudem eine Rolle bei der Entwicklung des Gehirns (Becker und Joost, 1999).

1.2 Die Kinase-Familie der DYRK-Proteine

Die einzelnen Vertreter der DYRK-Familie von Protein-Kinasen &hneln sich
innerhalb der Kinase-Domé&ne und einer kurzen N-terminalen Erweiterung
(DYRK Homology Box), besitzen jedoch individuelle N- und C-terminale
Doméanen (Becker und Joost, 1999). Zudem =zeigen sie einige fur diese
Gruppe von Kinasen spezifische Merkmale (Becker et al., 1998), die im
Folgenden beschrieben werden. Die dabei verwendete Einteilung der Kinase-
Domane entspricht der klassischen Einteilung in zw6lf Subdoméanen (Hanks
und Quinn, 1991; Hanks und Hunter, 1995).

C-terminal zur Subdoméane VII zeigen DYRK-Proteine ein SSC-Motiv, das
nicht in anderen Kinasen vorkommt. Innerhalb der Subdomé&nen VIB und
VII finden sich die DYRK-typischen Motive HCDLKPEN und
YXYIQSRFYR(S/A)PE. Das letztere Motiv enthalt das Doppel-Tyrosin-Motiv
YxY, das an dieser Stelle dem von MAP-Kinasen bekannten TxY-Motiv in der
Aktivierungsschleife entspricht (Miyata und Nishida, 1999). Diese Merkmale
der DYRK-Proteine sind schematisch in Abb. 1.2 dargestellt. Dort ist auch ein
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Einleitung 3

far alle Kinasen essentielles Lysin in Subdoméne II gekennzeichnet. Diese
Aminosédure ist an der ATP-Bindung beteiligt (Hanks et al., 1988; Ullrich und
Schlessinger, 1990).

HCDLKPEN YXYIQSRFYR(S/A)PE

K SSC

No cDH KinaseDomane < vC
I nm wvw Vv VIA VIB Vi vil IX X Xl

Abb. 1.2: Schematische Darstellung einer DYRK-Kinase. DH, DYRK Homology Box; K, fir
ATP-Bindung essentieller Lysin-Rest; gelbes Oval, individuelle N- und C-terminale Erweiterungen.
Innerhalb der DYRK-Familie konservierte Reste sind oberhalb der entsprechenden Subdomane
zu sehen, einschlieBlich des YxY-Motivs in der Aktivierungsschleife. Die Einteilung der
Kinase-Domane in zwolf Subdomanen erfolgte nach Hanks und Quinn (1991).

1.2.1 Aktivierung der DYRKSs durch Autophosphorylierung

Dual specificity tYrosine Regulated Kinases (DYRKSs) sind eine Gruppe von
Enzymen, die sich selbst sowohl an Serin/Threonin- als auch an Tyrosin-
Seitenketten phosphorylieren. Fur exogene Substrate konnte bisher jedoch
einzig die Phosphorylierung an Serin/Threonin-Resten gezeigt werden
(Becker und Joost, 1999). Die Phosphorylierung des YxY-Motivs der
Aktivierungsschleife ist essentiell fir die katalytische Aktivitdit der DYRK-
Proteine. Meist steht hier x flir ein Threonin, nur bei DYRKI1 ist Glutamin
und bei MNB Histidin zu finden (Becker et al., 1998).

In E. coli exprimierte DYRK 1A ist an Tyrosinen phosphoryliert (Kentrup et
al., 1996). Dabei ist Tyr321 des DYRK 1A-Motivs 319YQY32! in einem
Struktur-Modell (Himpel et al., 2001) in dhnlicher Position wie Tyr185 in der
Kristallstruktur der aktivierten MAP-Kinase ERK2 (Canagarajah et al., 1997,
PDB-Code 2ERK). Sowohl ERK2 als auch das Modell von DYRK 1A sind in Abb.
1.3 dargestellt (nach Himpel et al., 2001). In Ubereinstimmung mit diesem
Modell fihrt der Einzelaustausch Tyr321Phe ebenso wie die Doppelmutation
Tyr319Phe, Tyr321Phe zum Verlust der Kinase-Aktivitdt (Kentrup et al.,
1996; Himpel et al., 2001). DYRK 1A Tyr319Phe hingegen zeigt fast die
Aktivitdt des Wildtyps. Die Kartierung der phosphorylierten Aminosauren
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Einleitung 4

von in E. coli exprimierter DYRK 1A durch MS/MS ergab zudem, dass im
Wildtyp-Protein Tyr321, nicht jedoch Tyr319 einen Phosphat-Rest trigt
(Himpel et al.,, 2001). Diese Studien zeigten TUberdies auch die
Phosphorylierung von Seitenketten innerhalb des N-Terminus von DYRK 1A.
Weitere Untersuchungen zur Funktion einzelner Aminosduren innerhalb der
Aktivierungsschleife deuteten neben Tyr321 auch auf eine kritische Rolle
von GIn323 bei der Aktivierung der DYRK-Kinasen hin (Wiechmann et al.,

2003). An dieser Position ist sonst in Kinasen kaum ein Glutamin zu finden.

Die Sequenz der Aktivierungsschleife zeigt zwischen den einzelnen Vertretern
der DYRK-Familie ein hohes Maft an Ubereinstimmung (Becker und Joost,
1999; Becker et al., 1998). Neben DYRK 1A wurde die entscheidende Rolle
des zweiten Tyrosins auch bei Maus-DYRK 3 beschrieben (Li et al., 2002).
Funktionelle Analysen bestétigten ferner bei humaner DYRK 1B, Yaklp aus
der Backerhefe, Pom1p aus der Spalthefe und dDYRK 2 aus Drosophila die
Bedeutung des YxY-Motivs (Lee et al., 2000; Kassis et al., 2000; Bahler und
Nurse, 2001; Lochhead et al., 2003).

A

\\‘

i\%-{- ..Rm ':;'..
G??i“ \

Abb. 1.3: A, Struktur der phosphorylierten ERK2 (links) und das Modell von DYRK1A (rechts).
Dieses Modell umfasst die DYRK1A-Sequenz von Asp138 bis Arg526. Die Aktivierungsschleife
(Lip) ist bei beiden Strukturen blau hervorgehoben. Eine nur in DYRK1A vorhandene Insertion
von 21 Aminosauren wurde nicht moduliert (Pfeil). B, Die Aktivierungsschleife von ERK2 und
DYRK1A und umgebende Strukturen. Tyr185 in ERK2 sowie Tyr321 in DYRK1A sind
phosphoryliert. Abbildung nach Himpel et al. (2001).

Die Aktivierung der DYRK-Proteine durch Phosphorylierung ahnelt dem
Aktivierungsmechanismus der MAP-Kinasen (Canagarajah et al., 1997). Im
Gegensatz zu MAPKs ist die Phosphorylierung der Aktivierungsschleife bei
DYRK-Kinasen jedoch von deren eigener Kinase-Aktivitdt abhéngig (Himpel
et al., 2001; Li et al.,, 2002). Somit benétigen DYRK-Proteine keine
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Einleitung 5

Ubergeordneten Kinasen zur Aktivierung wie in der MAP-Kinase-Kaskade,
stattdessen zeigen DYRKs die aufiergewdhnliche Eigenschaft einer
Autoaktivierung. Welche Rolle diese Eigenschaft allerdings bei der
Regulation der DYRKSs spielt, ist bisher jedoch ungeklart.

1.2.2 Substrate von DYRK-Enzymen

Die Autophosphorylierung an Tyrosin-Seitenketten in der Aktivierungsschleife
ist essentiell fir die Aktivitdt der DYRK-Proteine. Exogene Substrate werden
von diesen Kinasen hingegen nur an Serin- und Threonin-Resten
phosphoryliert. DYRK-Enzyme kénnen Histon H3, teils Histon H2B sowie
MBP (basisches Myelinprotein) in vitro phosphorylieren (Becker et al., 1998;
Kentrup et al., 1996; Lord et al., 2000).

Nach in vitro-Studien mit Peptid-Arrays ist DYRK 1A eine Arginin-abhangige
Ser/Thr-Kinase, die die Motive Rx(S/T)P oder Rxx(S/T)P phosphoryliert
(Himpel et al., 2000). Die anderen Vertreter der DYRK-Familie von Protein-
Kinasen zeigen in der Primarsequenz ihrer Substrate eine sehr &dhnliche
Spezifitat (Kassis et al., 2000; Moriya et al., 2001; Woods et al., 2001b;
Woods et al., 2001c; Wang et al., 2003). Ein Arginin-Rest in Position -2
oder -3 relativ zum phosphorylierten Ser/Thr ist flir eine Phosphorylierung
durch die DYRKs essentiell, diese Aminosdure kann nicht einmal durch
Lysin ersetzt werden. Im Gegensatz dazu kann das Prolin in +1 Position

durchaus durch ein Valin ersetzt werden (Campbell und Proud, 2002).

Das von DYRK-Proteinen phosphorylierte Sequenz-Motiv wurde durch
in vitro-Versuche mit Peptiden definiert. Auch bei der Phosphorylierung von
globuldren Proteinen zeigen verschiedene DYRK-Kinasen sehr &ahnliche
Substratspezifitdt. Sowohl DYRK 1A als auch DYRK 2 phosphorylierten das
mit Mikrotubuli assoziierte Protein tau sowie den eukaryontischen
Translations-Initiationsfaktor elF2Bepsion (Woods et al., 2001b). Beide
Enzyme kénnen auch STAT 3 phosphorylieren (Matsuo et al., 2001).

Wenn sich aber die einzelnen DYRK-Kinasen in ihrer Substratspezifitdt nur
geringfligig unterscheiden, muss die gezielte Phosphorylierung von bestimmten
Substraten durch andere Mechanismen sichergestellt werden. Spezifitat
kann hier durch Unterschiede in der Gewebsverteilung ihrer Expression,
durch unterschiedliche subzelluldre Lokalisierung oder durch andere bisher
noch nicht bekannte Mechanismen entstehen.
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1.3 Vertreter der DYRK-Familie von Protein-Kinasen

DYRK-Proteine wurden bisher in allen bisher untersuchten Eukaryonten
gefunden. Sie spielen eine Rolle bei so zentralen Entwicklungsprozessen wie
Zellteilung, Zellzyklus, Differenzierung und Neurogenese. Basierend auf der
hohen Sequenz-Ahnlichkeit innerhalb der Kinase-Doméne ist ein Stammbaum
der DYRK-Gruppe von Protein-Kinasen in Abb. 1.4 dargestellt (nach Raich et
al., 2003). Im Folgenden werden Vertreter der DYRK-Familie von Protein-

Kinasen in verschiedenen Organismen vorgestellt.

1.3.1 Die Funktion von Yaklp, YakA und Pomlp
Yaklp aus Backerhefe

Die Kinase Yaklp aus Backerhefe ist ein Gegenspieler des Ras/PKA-
Signalweges und ein Inhibitor des Zellwachstums (Garrett et al., 1991;
Garrett und Broach, 1989). Yaklp wird von PKA durch die Transkriptions-
faktoren Msn2 und Msn4 negativ reguliert (Smith et al., 1998), umgekehrt
beeinflusst jedoch Yaplp die Lokalisierung der regulatorischen PKA-

0.05 Dm p38B 28.5%
Hs MAPK1 31.0%
Ce MPK-131.4%

Hs DYRK4 48.5%

Dm DYRK247.9%
———Hs DYRK345.2%

Hs DYRK248.3%

— Ce MBK-250.0%
Sp Pom1p42.8% Abb. 1.4: DYRK-Kinasen in
] Hs DYRK1B36.1% verschiedenen Spezies.
Hs DYRK1A100.0% Ce, Nematode C. elegans;
Dm MNB 84.7% Dd, Schleimpilz Dictyostelium
(| Ce MBK-1 70.4% discoideum.
_| Sc Yak1p 41.4% Dm, Fruchtfliege;
Dd YakA 43.0% Hs, Mensch;
_|:Hs HIPK3 41.9% Sc, Backerhefe S. cerevisiae;
Hs HIPK2 41.9% Sp, Spalthefe S. pombe;
Ce HPK- 39.2% (nach Raich et al., 2003)
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Untereinheit Bcyl durch Phosphorylierung im N-Terminus (Griffioen et al.,
2001). Uberdies vermittelt Yaklp bei Glucose-Mangel durch Phosphorylierung
von Pop2p einen G1l-Arrest des Zellzyklus (Moriya et al., 2001).

YakA aus Dictyostelium

Das Protein YakA aus dem Schleimpilz Dictyostelium discoideum spielt eine
Rolle beim Ubergang vom Wachstum zur Differenzierung (Souza et al., 1999).
YakA vermittelt die durch Nahrstoff-Mangel induzierte Differenzierung und
einen PKA-abhéangigen Arrest des Zellzyklus (Souza et al., 1998) und hat
somit eine dhnliche Funktion wie Yaklp. Auch in die Regulation des PKA-
abhéingigen Zellzyklus-Arrests durch oxidativen, nitrosylierenden oder Hitze-
Stress ist YakA involviert (Taminato et al., 2002). Uberdies reguliert diese
Kinase G-Protein-gekoppelte Signale bei der Differenzierung (van Es et al.,
2001).

Pom1p aus der Spalthefe

Die Zellen der Spalthefe Schizosaccharomyces pombe wachsen polarisiert
entlang einer einzigen Achse (Chang und Peter, 2003). Die Kinase Pom1lp
Ubermittelt hier Positionsinformationen fir das polarisierte Wachstum und
auch fir eine gerichtete Zellteilung durch Interaktion sowohl mit dem Aktin-
als auch mit dem Cytoskelett aus Mikrotubuli (Bdhler und Pringle, 1998).
Die Aktivitdt von Pom1p ist abhangig vom Zellzyklus reguliert und essentiell
far die zelluldre Symmetrie wihrend Wachstum und Zellteilung (Bahler und
Nurse, 2001). Gemeinsam mit anderen Proteinen (Tealp und Tea3p) tragt
Pomlp zur Markierung der Zellenden als Orte des Zellwachstums und der
Terminierung des Mikrotubulus-Wachstums bei (Niccoli et al., 2003). Zudem
ist dieses Protein beim Pheromon-induzierten Ubergang vom vegetativen zum

Shmoo-ahnlichen Wachstum involviert (Niccoli und Nurse, 2002).

1.3.2 DYRK-Kinasen in C. elegans und D. melanogaster

In Béacker- und Spalthefe sowie in Dictyostelium existiert jeweils nur ein
Vertreter der DYRK-Familie von Protein-Kinasen. Im Gegensatz dazu sind in
Nematoden, Arthropoden und Vertebraten mehrere Gene fir Kinasen der
DYRK-Familie vorhanden.
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MBK-1 und MBK-2 in C. elegans

Im Genom von C. elegans wurden zwei Vertreter der DYRK-Familie beschrieben,
zudem ist in Nematoden eine Kinase vorhanden, die der nahe verwandten
Gruppe der HIPKs (Homeodomain interacting Protein Kinases) angehort
(Raich et al., 2003). Eine Deletion von MBK-1 verursacht keine sichtbaren
Defekte. Die Uberexpression dieser Kinase fiihrt jedoch Dosis-abhéingig zu
Verhaltensdefekten bei der Chemotaxis durch die Beeintrachtigung von
olfaktorischen Neuronen (Raich et al., 2003). Somit spielt diese Kinase eine
dhnliche Rolle wie MNB aus der Fruchtfliege oder DYRK1A in Sdugetieren.

Die Kinase MBK-2 ist in C. elegans am Ubergang vom Ei zum Embryo
beteiligt (Pellettieri et al., 2003). Dieser Ubergang erfordert den gezielten
Abbau von maternalen Proteinen; Transkriptionsprozesse spielen hier keine
Rolle. Im Ein-Zell-Embryo ist MBK-2 fur die Inaktivierung des maternalen
MEI-1/Katanin verantwortlich, das Mikrotubuli in der meiotischen Spindel
beeinflusst (Pang et al., 2004; Pellettieri et al., 2003; Quintin et al., 2003),
moglicherweise durch direkte Phosphorylierung. Zudem spielt das Protein
eine Rolle bei der Vollendung der ersten Zellteilung des Embryos (Pellettieri
et al., 2003), da in MBK-2-Mutanten die erste mitotische Spindel nicht
korrekt platziert wird (Pang et al., 2004).

Bei der asymmetrischen ersten Zellteilung werden Komponenten der
Keimbahn ungleich auf die beiden Tochterzellen verteilt. Dabei entstehen
zwei Tochterzellen, die sich sowohl in Groéfse als auch in ihrem Entwicklungs-
potential unterscheiden (Saffman und Lasko, 1999). In MBK-2-Mutanten
werden unabhéangig von der An- oder Abwesenheit von MEI-1 einige
cytoplasmatische Komponenten nicht korrekt in der Zelle verteilt (Quintin et
al., 2003; Pang et al., 2004). Der Mechanismus, durch den MBK-2 die
Lokalisierung anderer Proteine beeinflusst, ist noch véllig unbekannt.

MNB und dDYRK2 in D. melanogaster

MNB aus der Fruchtfliege spielt eine Rolle bei Vermehrung und Differenzierung
bestimmter neuronaler Zelltypen wahrend der postembryonalen Neurogenese
(Tejedor et al., 1995). Minibrain-Mutanten zeigen eine verminderte Grofdie des
Gehirns wegen der reduzierten Anzahl von Neuronen. Dieses Protein ist also
notwendig fir die Vermehrung und/oder Differenzierung von bestimmten
neuronalen Zelltypen wéhrend der postembryonalen Neuronalentwicklung.
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Vor kurzem wurde ein neuer Vertreter der DYRK-Familie in Drosophila
beschrieben. dDYRK?2 ist ein cytosolisches Protein (Lochhead et al., 2003)
und mutmafSlich das Produkt des Smell-impaired Gens smi35A, das bereits
bekannt war (Anholt et al., 1996). dDYRK?2 zeigt die in den Abschnitten 1.2
und 1.2.1 beschriebenen Merkmale der DYRK-Familie und ist infolgedessen
der zweite Vertreter dieser Gruppe von Protein-Kinasen in der Fruchtfliege.
Die Aktivitat dieses Enzyms wurde in allen Stadien der Fliegen-Entwicklung
detektiert, erh6éht war diese wahrend der Embryogenese und der Verpuppung
(Lochhead et al., 2003).

1.3.3 Die Kinase DYRK 1A

Das Protein DYRK 1A ist der bestuntersuchte Vertreter der DYRK-Familie,
da es mutmafSlich fir die geistige Fehlentwicklung beim Down-Syndrom
verantwortlich ist (Guimera et al., 1996; Smith et al., 1997; Kentrup et al.,
2000; Altafaj et al., 2001). Das menschliche DYRK 1A-Gen befindet sich in
der fur das Down-Syndrom kritischen Region auf Chromosom 21 (Kentrup et
al., 1996; Shindoh et al., 1996; Song et al., 1996). Die homologen Gene aus
Ratte, Maus, Haushuhn und Fruchtfliege sind kloniert und charakterisiert
worden (Kentrup et al., 1996; Hammerle et al., 2003b; Tejedor et al., 1995).
Diese und weitere Studien deuten auf eine regulierende Rolle von DYRK 1A

bei der Entwicklung des Gehirns hin (Hammerle et al., 2003a).

Transgene Méause mit einer zuséatzlichen Kopie des DYRK 1A-Gens in einem
180 kb umfassenden YAC (Yeast Artificial Chromosome) zeigen Lern- und
Gedéachtnis-Defekte (Smith et al., 1997). Bei der Uberexpression der cDNA
von DYRK 1A zeigen transgene Mause eine verlangsamte neuromotorische
Entwicklung sowie kognitive Defekte (Altafaj et al., 2001). Wegen dieser
Befunde wurde DYRKI1A fiir neurologische Defekte beim Down Syndrom
verantwortlich gemacht.

Homozygote DYRK 1A-/- Mause zeigten schwere Entwicklungsdefekte und
starben in einem frithen Embryonalstadium. Heterozygote DYRK 1A*/- M&use
wiesen in bestimmten Gehirn-Regionen eine verringerte Anzahl an Neuronen
auf (Fotaki et al., 2002). Dieser Phanotyp dhnelt den Minibrain-Mutanten bei
Drosophila, bei denen das Gen Mnb inaktiviert ist (Tejedor et al., 1995).
Folglich spielen DYRK 1A, MNB und MBK-1 eine &hnliche Rolle bei
regulatorischen Prozessen innerhalb des Gehirns und wahrend der

Neuronalentwicklung. Auch im Gehirn von Patienten mit Down-Syndrom ist
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DYRK 1A tuberexprimiert. Die Analyse der Gewebe-Verteilung ergab hier
Zelltyp- und Gehirnstruktur-abhangige Muster in Expression und Verteilung
von DYRKI1A (Wegiel et al., 2004).

Wie der Phanotyp von DYRK 1A auf molekularer Ebene verursacht wird, ist
noch immer nicht verstanden (Funakoshi et al., 2003). DYRK1A kann den
Transkriptionsfaktor FKHR an Ser329 phosphorylieren. Beide Proteine
colokalisieren zudem in Speckles im Zellkern (Woods et al., 2001c). In
Reporter-Gen-Assays beeinflusst DYRK1A, teils auch ohne Kinase-Aktivitat
den eine FKHR-Bindungsstelle enthaltenen Promotor des Enzyms Glucose-6-
Phosphatase (Groote-Bidlingmaier et al., 2003). Wahrscheinlich kann
entweder durch die von bFGF (basischer Fibroblasten-Wachstumsfaktor)
stimulierte Phosphorylierung von CREB in einer neuronalen Zelllinie (Yang et
al., 2001) oder durch die Phosphorylierung von Dynamin 1 (Chen-Hwang et
al., 2002) der von DYRK1A verursachte Phinotyp erklidrt werden. Aber auch
fir Promotoren mit einer Bindungsstelle fir den Transkriptionsfaktor GLI1
wurde eine Co-Aktivierung durch DYRK1A beschrieben (Mao et al., 2002).
Moglicherweise beeinflusst DYRKI1IA an verschiedenen Promotoren die
Transkription durch Wechselwirkung mit dem Chromatin Remodeling Factor
Arip4 (Sitz et al., 2004). Da jedoch andere Studien auf eine Rolle von
DYRKI1A beim RNA-Splicing hinweisen (Alvarez et al., 2003; De Graaf et al.,
2004), kann der beobachtete Effekt eines Co-Aktivators der Transkription
auch auf Ebene der RNA-Prozessierung entstehen.

1.3.4 Weitere DYRK-Proteine in Saugetieren
DYRK 1B

Die Aminosaure-Sequenz von DYRK 1B ist innerhalb der katalytischen
Doméane zu 85% identisch mit jener von DYRKIA, jedoch zeigen beide
Enzyme in ihrem tuber 500 Aminosaduren grofSen C-Terminus keinerlei
Ahnlichkeit (Leder et al.,, 1999). Die durch mRNA-Splicing erzeugten
Isoformen werden gewebsspezifisch exprimiert und zeigen unterschiedlichen
katalytische Aktivitdt (Leder et al., 2003). Die Transkription von DYRK1B
wird wéhrend der Muskel-Differenzierung durch Rho induziert (Deng et al.,
2003). Die Uberexpression von DYRKIB in einer Colon-Zelllinie bewirkt
einen schnelleren Abbau von Regulatoren des Zellzyklus (Ewton et al., 2003).
Hier wird Cyclin D1 durch Thr288-Phosphorylierung destabilisiert (Zou et
al., 2004), gleichzeitig wird der CDK-Inhibitor p27¥P1 in GO durch DYRK1B
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stabilisiert (Deng et al., 2004). Dadurch wirkt DYRK1B in diesen Zellen anti-
apoptotisch (Lee et al., 2000).

DYRK1B ist der erste Vertreter der DYRK-Familie von Protein-Kinasen, fir
den Regulatoren beschrieben worden sind. Diese Kinase wird durch das
MET-Adapter-Protein RanBP-M inhibiert (Zou et al., 2003) und durch
p38-MAPK gebunden (Lim et al., 2002b). Durch MKKS3 wird die Funktion von
DYRK 1B als Co-Aktivator von HNF1lalpha stimuliert (Lim et al., 2002a).

DYRK 2, DYRK 3 und DYRK 4

Die Kinasen DYRK 2, DYRK 3 und DYRK 4 wurden gleichzeitig kloniert
(Becker et al., 1998). Im Gegensatz zu DYRK 1A und 1B enthalten diese
Proteine in ihrer Aminosaure-Sequenz kein klassisches NLS. DYRK 2 und
DYRK 3 kénnen neben Histon H3 und MBP auch das Histon H2B in vitro
phosphorylieren (Becker et al., 1998; Lord et al., 2000). DYRK 2 zeigt eine
sehr dhnliche Substratspezifitdt wie DYRK 1A (siehe Abschnitt 1.2.2). DYRK 2
spielt eine Rolle in Adenokarzinomen der Speiserdhre und der Lunge, wo das
DYRK 2-Gen amplifiziert und tiberexprimiert (Miller et al., 2003; Koon et al.,
2004). DYRK 3 wird in Abschnitt 1.5 beschrieben. DYRK 4 ist bisher nicht

weiter charakterisiert worden.

1.4 Lokalisierung von DYRK-Proteinen und ERK-Kinasen

Die Lokalisierung eines Proteins ist ein wichtiger Indikator fir die Funktion
innerhalb der Zelle (Dalbey und von Heijne, 2002). So wurde in den letzten
Jahren mit der systematischen Lokalisierung aller Proteine in Hefe begonnen
(Huh und et al., 2003; Kumar et al., 2002). Aufgrund der verschiedenen
Lokalisierung innerhalb der Zelle kénnen die DYRK-Proteine in zwei
Untergruppen eingeteilt werden.

1.4.1 Cytosolische und Kern-lokalisierte DYRKs

Eine Gemeinsamkeit von DYRK 1A und DYRK 1B aus Sdugetieren, MBK-1
aus C. elegans und MNB aus der Fruchtfliege ist ein mutmafliches zweiteiliges
Kern-Lokalisierungssignal (NLS) innerhalb des N-Terminus dieser Proteine.
Zudem zeigen sie auch in der Kinase-Doméne eine stirkere Ahnlichkeit

zueinander als zu den verbleibenden DYRK-Proteinen (siehe Stammbaum in
Abb. 1.4). DYRK 2, 3 und 4 aus Mensch und Maus, S. pombe Pom1p, C. elegans
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MBK-2 und dDYRK 2 aus der Fruchtfliege zeigen ebenfalls zueinander
héhere Ahnlichkeit auf Sequenzebene, besitzen aber kein klassisches NLS.

Folglich erscheint eine Einteilung in Kern-lokalisierte und cytosolische
DYRKs sinnvoll (Lochhead et al., 2003). In der Tat wurden DYRK1A und 1B
in COS-7-Zellen im Zellkern detektiert (Becker et al., 1998; Leder et al.,
1999), wohingegen sich DYRK 2, Pomlp, MBK-2 und dDYRK 2 im
Cytoplasma befinden (Becker et al., 1998; Bahler und Pringle, 1998; Raich et
al., 2003; Lochhead et al., 2003). GFP-Fusionen von DYRK 1A und DYRK 2
in COS-7-Zellen in Abb. 1.5 machen diesen Unterschied deutlich (nach
Becker et al., 1998).

GFP GFP-Dyrk1A GFP-Dyrk2

COsS-7

Abb. 1.5: Lokalisierung von DYRK 1A und DYRK 2 fusioniert an GFP (aus Becker et al. 1998).

Zumindest einige der Vertreter in der DYRK-Untergruppe mit zweiteiligem
NLS haben auch eine &dhnliche Funktion. MBK-1 aus C. elegans, MNB aus
der Fruchtfliege und DYRK 1A in Saugetieren verursachen allesamt bei
Uberexpression neuronale Defekte, die jenen beim Down Syndrom &hneln
(siehe Abschnitt 1.3). Zudem sind sie innerhalb des Zellkerns in diskreten
Substrukturen lokalisiert, so genannten Speckles (Becker et al., 1998; Raich
et al., 2003). Erste Studien weisen bei DYRK 1A auf eine Rolle beim RNA-
Splicing hin (Alvarez et al., 2003; De Graaf et al., 2004).

Eine Beschreibung der Gruppe von cytosolischen DYRK-Proteinen ist
wesentlich schwieriger. Diese Gruppe ist heterogener, der Grad der Sequenz-
Ahnlichkeit ist niedriger. Zu dieser Gruppe zdhlt das fir den Wurm
essentielle Protein MBK-2 (Pang et al., 2004; Pellettieri et al., 2003; Quintin
et al., 2003; Raich et al., 2003) sowie die bei einigen Krebs-Arten
amplifizierte und Uberexprimierte Kinase DYRK 2 (Miller et al., 2003). Uber

die biologische Funktion weiterer Vertreter dieser Gruppe ist wenig bekannt.

Doktorarbeit Jonathan W. Mdller



Einleitung 13

Eine Zuordnung des in dieser Arbeit untersuchten Proteins DYRK 3 (siehe
auch Abschnitt 1.5) zu einer der beiden Gruppen erweist sich als schwierig.
Diese Kinase besitzt in ihrer Aminosédure-Sequenz kein klassisches NLS wie
Vertreter der Kern-lokalisierten DYRKs und wurde deshalb bereits in einigen
Veroffentlichungen im Cytosol vermutet, ohne dies jedoch experimentell zu
bestdtigen (Becker et al., 1998; van Es et al., 2001; Campbell und Proud,
2002; Leder et al., 2003). Nur eine einzige Studie beschaftigte sich
experimentell mit dieser Fragestellung. Dort wurde DYRK 3 - in jener Arbeit
als REDK bezeichnet - Uberraschenderweise im Kern-Extrakt bestimmter
Zelllinien detektiert (Lord et al., 2000). Somit ist die Lokalisierung von
DYRK 3 noch nicht abschliefSend geklart.

Bisher wurde die Lokalisierung der DYRK-Proteine statisch und unveranderlich
dargestellt. Dass aber die Lokalisierung eines Proteins von mehr als nur dem
Vorhandensein eines Kern-Lokalisierungssignals abhéngig ist, soll am
Beispiel der ERK-Proteine veranschaulicht werden. Je nach Aktivierungs-

zustand wandern diese Proteine zwischen Zellkern und Cytosol hin und her.
1.4.2 Die dynamische Lokalisierung der MAP-Kinase ERK?2

Die Kinasen der ERK-Familie sind eine Untergruppe der in allen
eukaryontischen Zellen vorhandenen MAP-Kinasen (Widmann et al., 1999).
Als Antwort auf extrazelluldre Stimuli wandert die MAP-Kinase ERK?2
(Extracellular signal Regulated Kinase, auch p42-MAPK) vom Cytoplasma in
den Zellkern. Die MAP-Kinase-Kinase MEK1 enthalt ein Kern-Exportsignal
und verankert ERK2 im Cytoplasma (Fukuda et al., 1997; Furuno et al.,
2001). Fur die Dissoziation des Komplexes aus ERK2 und MEK1 muss ERK2
in der Aktivierungsschleife phosphoryliert werden (Adachi et al., 1999; Wolf
et al., 2001) (siehe auch Abschnitt 1.2.1). Die aktivierte ERK2 wird als
Homodimer durch aktiven Transport in den Kern transportiert (Adachi et al.,
1999; Cobb und Goldsmith, 2000). ERK2 besitzt kein klassisches Kern-
Lokalisierungssignal in der Primarsequenz. Es wird vermutet, dass durch die
Dimerisierung ein funktionales NLS entsteht. Im Kern wird ERK2 durch
Dephosphorylierung inaktiviert und Exportin 1/CRM-1-abhéangig wieder ins
Cytosol exportiert (Adachi et al., 2000).

Parallel zum aktiven Kern-Transport der aktivierten Kinase ERK2 existiert
ein zweiter Mechanismus. Das ERK2-Monomer gelangt durch passiven
Transport durch die Kernpore in den Zellkern (Adachi et al., 1999). Dieser
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passive Transport ist von einem Sequenz-Motiv zwischen Arg299 und
GIn313 innerhalb der ERK2-Kinase-Doméane abhéngig (Shibayama et al.,
2002). Der Import von ERK2 in den Kern erfordert weder Energie noch
Transport-Faktoren wie Importin-alpha und -beta (Whitehurst et al., 2002).
Somit gelangt ERK2 durch einen Prozess der erleichterten Diffusion in den
Kern. Dieser Import schliefst mutmaflich die direkte Interaktion von ERK2
mit Proteinen aus dem Kernporen-Komplex mit ein.

Weitere Ankerproteine fir ERK2 sind die MAPK-Phosphatase MKP3 (Brunet
et al.,, 1999; Farooq et al., 2001), der cytosolische Teil der Tyrosin-
Phosphatase PTP-SL (Zuniga et al., 1999) und die Tyrosin-Phosphatase
HePTP (Pettiford und Herbst, 2003; Zuniga et al., 1999). Diese Ankerproteine
binden ERK2 auf unterschiedliche Weise (Shibayama et al., 2002). Wahrend
MKP3 und PTP-SL den C-terminalen Teil der Kinase-Doméne binden, ist die
Bindungsstelle fuir MEK1 im N-Terminus von ERK2 zu finden (Eblen et al.,
2001).

Die Lokalisierung von ERK2 wird also von zahlreichen Faktoren beeinflusst.
Verschiedene Proteine koénnen diese Kinase im Cytoplasma verankern.
Uberdies kann ERK2 durch direkte Interaktion mit Komponenten des
Kernporen-Komplexes zwischen Cytosol und Zellkern hin und her wandern.
SchliefSlich wird das Homodimer der aktivierten Kinase ERK2 aktiv in den
Kern transportiert, obwohl kein klassisches NLS in der Aminosdure-Sequenz
dieser MAP-Kinase vorhanden ist.

1.5 Die Kinase DYRK 3

DYRK 3 (auch Regulatory ErythroiD Kinase, REDK) ist ein weiterer Vertreter
der DYRK-Familie von Protein-Kinasen. DYRK 3 wird vornehmlich in Hoden,
fotaler Leber und Knochenmark exprimiert (Becker et al., 1998; Lord et al.,
2000). Verschiedene mRNA-Spezies sowie Isoenzyme wurden von DYRK 3
beschrieben (siehe auch Abschnitt 1.5.3). Wie DYRK 2 phosphoryliert diese
Kinase die Histone H3 und H2b sowie MBP, das basische Myelinprotein.

Das Protein DYRK 3 spielt eine Rolle bei der Regulation der Erythropoiese
(Lord et al., 2000; Geiger et al., 2001). Wird die Expression von DYRK 3 in
frtihen Vorlaufern der roten Blutzellen vermindert, so erhoht sich
nachfolgend die Anzahl spater Vorlaufer (CFU-E) der Erythrocyten. DYRK 3
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ist also in die Regulation von Wachstum und Entwicklung dieser Zellen
eingebunden. Im Folgenden wird der Prozess der Erythropoiese beschrieben
und anschliefSend bisher vorhandene Erkenntnisse tUber DYRK 3

zusammengefasst.
1.5.1 Die Entwicklung von roten Blutzellen

Erythrocyten werden in der fétalen Leber, spdter im Mark der grofien
Hohlknochen gebildet und sind fir den Sauerstoff-Transport im Blut
zustdndig (Schiebler, 1996). Da sie jedoch nur eine Lebensdauer von 120
Tagen aufweisen, mussen parallel stdndig neue rote Blutzellen gebildet
werden. Dieser Entwicklungsprozess, auch als Erythropoiese bezeichnet,
wird durch verschiedene Cytokine reguliert (Fisher, 2003).

Pluripotente
Stammzelle

= CFU fiir Granulocyten, Monocyten,

\ /D Megakaryocyten, Macrophagen und
Eosinophile

Lymphoide Linie (T- und B-Zellen)

Myeloide
Stammzelle

O i, @2, @ @ — @ — o

BFU-E CFU-E Erythroblast Reticulocyt Erythrocyt

CFU-GEMM

Abb. 1.6: Schema der Erythropoiese. Ab dem Stadium der CFU-GEMM sind die Cytokine
aufgefuhrt, die die weitere Entwicklung in der erythroiden Linie bewirken. Erklarungen der
Abkulrzungen im Text. (Abb. nach Fisher, 2003)

In Abb. 1.6 ist die Entwicklung von der pluripotenten hdmatopoietischen
Stammzelle zum reifen Erythrocyt dargestellt. Die Wachstumsfaktoren, die
in verschiedenen Stadien der Erythropoiese eine Rolle spielen, sind
Granulocyte-Colony Stimulating Factor (G-CSF), Interleukin (IL)-6, Stammzell-
Faktor (SCF), IL-1, IL-3, IL-4, IL-9, IL-11, GM-CSF, Insulin Growth Factor-1
(IGF-1) und Erythropoietin (EPO) (Fisher, 2003). SCF, IL-1, IL-3, IL-6 und
IL-11 verursachen die Differenzierung der pluripotenten Stammzelle zur
Colony Forming Unit-Granulocyt, Erythroid, Monocyt, Megakaryocyt (GFU-
GEMM) und weiter in die einzelnen Linien. Die CFU-GEMM bildet neben der
erythroiden Linie auch CFUs far Vorldufer der Granulocyten, Monocyten,
Megakaryocyten, Makrophagen und Eosinophilen. Ab dem Stadium der
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CFU-GEMM sind in Abb. 1.6 die Cytokine dargestellt, die flr die weitere
Differenzierung zum Erythrozyten verantwortlich sind.

Innerhalb der Erythropoiese ist EPO fiir die terminale Differenzierung der
CFU-Erythroid (CFU-E) zum reifen Erythrocyten uber die Zwischenstufen
des Erythroblasten und des Reticulocyten verantwortlich (Tilbrook und
Klinken, 1999). In Kombination mit anderen Cytokinen (SCF, GM-CSF, IL-3,
IL-4, IL-9 und IGF-1) bewirkt EPO Proliferation und Reifung vom Stadium
der Burst Forming Unit-Erythroid (BFU-E) und CFU-E zum Erythroblasten
vornehmlich als anti-apoptotischer Faktor (Wojchowski et al., 1999). Nach
Stimulation der erythroiden Vorlaufer-Zellen mit EPO, SCF und anderen
Cytokinen beginnt eine komplizierte SignalUbertragung, bei der
JAK2/STATSA/B, PI3-Kinase, aber auch MAP-Kinasen eine Rolle spielen
(Wojchowski et al., 1999). Diese fuihrt sowohl auf Transkriptionsebene
(Cantor und Orkin, 2002) als auch durch Regulation der Translation von
bestimmten mRNAs zu einer Anderung der Gen-Expression und zur

Differenzierung zu Erythrocyten.

1.5.2 Die Kinase DYRK 3 spielt eine besondere Rolle in erythroiden
Vorlaufern

Innerhalb des ha&matopoietischen Systems wird DYRK 3 nur in Zellen der
erythroiden Linie exprimiert (Lord et al., 2000; Geiger et al., 2001). In
Knochenmark-Zellen, die mit EPO und SCF stimuliert werden, ist eine
Zunahme der DYRK 3-mRNA zu beobachten (Lord et al., 2000). Wenn die
Expression von DYRK 3 durch Antisense-Oligonucleotide (Geiger et al., 2001;
Lord et al., 2000) gehemmt wird, dann erhéht sich die Zahl der BFU-E,
spater auch jene der CFU-E. Granulocytische und monocytische Vorlaufer
(CFU-GM) der Maus zeigten keine Induktion der DYRK 3-Expression und
wurden auch nicht in ihrer Entwicklung durch Antisense-Oligonucleotide
gegen DYRK 3 beeinflusst (Geiger et al., 2001). Dass bereits BFU-E in ihrer
Proliferation durch DYRK 3 beeinflusst werden, deutet auf einen Effekt
dieser Kinase in einem friihen Stadium der erythroiden Entwicklung hin.
Dies scheint sich auch bei Studien mit embryonalen Stammzellen zu
bestétigen, bei denen DYRK 3 durch homologe Rekombination ausgeschaltet
ist (Roach et al., 2003).

Als Linien-spezifischer Negativ-Regulator der Erythropoiese ist DYRK 3 ein
viel versprechendes Zielmolekul fir niedermolekulare Inhibitoren zur
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Behandlung von Anamien, die chronische Krankheiten oder die
Chemotherapie gegen Krebs mit sich bringen. DYRK 3-Inhibierung durch
Antisense-Oligonucleotide fihrte nicht nur bei normaler, sondern auch bei
erniedrigter EPO-Konzentration zur vermehrten Proliferation von erythroiden
Vorlaufern. Damit koénnte DYRK 3 auch ein Zielmolekul fir einen

niedermolekularen EPO-Agonisten bzw. EPO-Modulatoren sein.

Wie DYRK 3 allerdings auf molekularer Ebene wirkt, ist noch nicht geklart.
Eine erste Studie deutet auf die Stimulation von CREB-abhangiger Gen-
Expression durch DYRK 3 hin, jedoch ohne das cAMP Response Element
Binding Protein (CREB) direkt zu phosphorylieren (Li et al., 2002). Dartiber
hinaus scheint diese Kinase auch aufderhalb der erythroiden Linie eine Rolle
zu spielen. So setzt die in Testes beschriebene Expression von DYRK 3 erst
mit Beginn der Spermatogenese ein. Eventuell spielt DYRK 3 hier eine mit
MBK-2 (Abschnitt 1.3.2) vergleichbare Rolle bei der Spermatogenese (Kleene,
2001). Zudem erfolgte die Klonierung einzelner Isoformen ebenfalls aus
nicht-erythroiden Geweben. Ob die einzelnen Isoformen von DYRK 3
unterschiedliche Funktionen haben, ist ebenso ungeklért.

1.5.3 Die Isoformen von DYRK 3 unterscheiden sich in den ersten
Aminosauren des N-Terminus

Nach der ersten Beschreibung einer cDNA fiir DYRK 3 (Becker et al., 1998)
wurde in darauf folgenden Studien eine sehr dhnliche cDNA kloniert (Lord et
al., 2000). Diese codiert jedoch durch die Insertion einer einzigen weiteren
Base ein um 35 Aminosduren langeres Protein (DYRK 3-L). Lord et al.
detektierten zudem eine durch mRNA-Splicing entstandene Isoform, die sich
von DYRK3-L in den ersten Aminosduren unterscheidet. Die
unterschiedlichen N-terminalen Aminosduren der DYRK 3-Isoformen sind in
Abb. 1.7 dargestellt. Ein polyklonaler Antikérper, der gegen die ersten 16
Aminosauren von DYRK 3-L gerichtet ist (unterstrichen in Abb. 1.7), erkennt

1 10 20 30 40 50
DYRK 3-L MGGTARGPGRKDAGPPGAGLPPQQRRMNLGDGVYDTFMMIDETKCPPCSNVL
DYRK 3-S MKWKEKMLGDGVYDTFMMIDETKCPPCSNVL
DYRK 3 MMIDETKCPPCSNVL

Abb. 1.7: Die Isoformen der humanen DYRK 3 unterscheiden sich nur innerhalb der ersten
N-terminalen Aminosauren. » markiert eine Exon-Grenze in DYRK 3-L und DYRK 3-S.
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in HeLa-Zellextrakten eine Bande mit einem apparenten Molekulargewicht
von 70 kDa (Abgent.com). Folglich wird DYRK 3-L vom ersten Start-Codon
aus translatiert. In der vorliegenden Arbeit wurde DYRK 3 in Saugetier-
Zellen immer mit den N-terminalen Aminosduren der Isoformen L und S

verwendet.
1.5.4 Die Domanen von DYRK 3

Ein Vergleich der Aminosdure-Sequenz der humanen DYRK-Proteine
DYRK 1A und DYRK 2 mit der DYRK 3-Sequenz zeigt, dass sich die
einzelnen DYRK-Proteine hauptsachlich in der Kinase-Doméane und der DH-
Box ahneln (Abb. 1.8). Innerhalb der Kinase-Doméane besitzen DYRK 2 und
DYRK 3 79,0% identische (bzw. 91,1% &hnliche) Aminosauren. Der Anteil an
identischen bzw. dhnlichen Aminosduren ist zu DYRK 1A mit 42,4% (66,6%)
weit geringer, was jedoch bereits vom Stammbaum der DYRK-Proteine zu
erwarten war (vergleiche Abb. 1.4). Innerhalb der DH-Box sind nur die in
Abb. 3.20 markierten Reste zwischen DYRK 3 und DYRK 1A erhalten,

N-Terminus DH C-Terminus
DYRK 2 s S D S S
L 321 708 79,0 42,4 s
: 50,0 958 91,1 66,7 |
=. LK Yy
DYRK 3-L i D SR .
L <10 33,3 42,4 L <10

20,7 458 66,6 <15

DYRK1A eSS G ARG s 1S i

Abb. 1.8: Sequenzvergleich der humanen DYRK-Proteine DYRK 2 und DYRK 1A mit
DYRK 3. Angaben sind Identitat und Ahnlichkeit (grau) laut ClustalW, bezogen auf DYRK 3
in %. Domanen-Grenzen aus SMART und nach Becker et al. (1998) waren bei DYRK 2
Met1-Gly197, Pro198-Arg221, Tyr222-11e535, Arg536-Ser601; bei DYRK 3-L Met1-Gly184,
Pro185-Arg208, Tyr209-11e522, Ser523-Ser588; bei DYRK 1A Met1-Lys134, Val135-Arg158,
Tyr159-Phe479, Lys480-Ser763. Bei DYRK 1A ist zudem das Kern-Lokalisierungssignal
(NLS) im N-Terminus sowie 13 aufeinander folgende His-Reste (His607-His619) markiert.
DH, DYRK Homology Box; K, konserviertes Lysin; YTY, Aktivierungsschleife von DYRK 3.
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deshalb ist dort ein Uiberraschend geringer Anteil an identischen Aminosduren
zu finden. Die hohe Ubereinstimmung der Kinase-Domine auf Ebene der
Aminosdure-Sequenz spiegelt sich auch in der &hnlichen Spezifitat
gegenUber der Primarsequenz von Substrat-Peptiden wieder (Abschnitt 1.2.2).

Bei Co-Transfektion mit einem Reporter-Gen, das ein cAMP Response
Element (CRE) 5’ zum Luciferase-Gen enthélt, stimuliert DYRK 3 die CREB-
abhangige Transkription (Li et al., 2002). Zur Stimulation des CRE-
Luciferase-Reporters ist zudem nicht nur eine katalytisch inaktive Mutante
von DYRK 3, sondern auch einzig der 65 Aminosduren umfassende
C-Terminus in der Lage. Obwohl dieser Teil von DYRK 3 keine fir AKAPs
typische amphipathische Helix aufweist (Colledge und Scott, 1999; Feliciello
et al., 2001), kénnte er die Transkription des CRE-Luciferase-Reporter-Gens
analog einem A-Kinase Anchor Protein (AKAP) beeinflussen.

Der ausgedehnte N-Terminus von DYRK 3 (184 Aminosduren bei DYRK 3-L)
enthalt blof 32,1% identische Aminosduren im Vergleich zu DYRK 2; die
Ahnlichkeit zu DYRK 1A ist in diesem Bereich nur noch marginal. Laut Li et
al. (2002) soll die Kinase-Domane nach Deletion des N-Terminus nicht
merklich in ihrer katalytischen Aktivitdt beeinflusst werden, dies wurde
jedoch nicht anhand von Daten belegt. Eine BLAST-Suche nach homologen
Proteinen oder Eintrdgen in der Domanen-Datenbank SMART lieferte keine
Hinweise auf die Funktion dieses Teils von DYRK 3. Somit ist der N-

Terminus von DYRK 3 ein Protein-Fragment ohne bekannte Funktion.
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1.6 Zielstellung der Arbeit

Als Inhibitor der Entwicklung von roten Blutzellen ist die Kinase DYRK 3 ein
mogliches Zielmolekul fir einen Agonisten des Erythropoietins. Deshalb
sollte in dieser Arbeit die Wirkungsweise von DYRK 3 auf molekularer Ebene

untersucht werden.

Innerhalb der stark kompartimentierten eukaryontischen Zelle ist die
Lokalisierung eines Proteins von entscheidender Wichtigkeit fiir dessen
Funktion. Uber die subzellulidre Lokalisierung von DYRK 3 jedoch existieren
in der Literatur bisher nur widerspriichliche Angaben. Darum sollte die
Lokalisierung des Proteins in zelluldren Studien untersucht werden. Die
Analyse von ektopisch exprimiertem DYRK 3-Protein sollte zudem auch
ermoglichen, den Einfluss der einzelnen Doménen auf die Lokalisierung von
DYRK 3 zu bestimmen.

Weder Substrate noch Regulatoren der DYRK 3-Kinase sind bislang
beschrieben worden. Da diese aber essentiell fir das Verstdndnis von
DYRK 3 sind, sollten mit Hilfe des Yeast Two-Hybrid Systems neue
Wechselwirkungspartner gefunden werden. Zur weiteren Charakterisierung
der Interaktion sollte der Beitrag der einzelnen Doméanen von DYRK 3 néher

untersucht werden.

Vorangegangene Studien charakterisierten die Kinase-Doméane sowie den
C-terminalen Bereich von DYRK 3. Die Ergebnisse dieser Arbeit deuteten
aber auf eine funktionale Rolle des N-Terminus hin. Dementsprechend sollte
dieser bisher génzlich vernachlédssigte Bereich des DYRK 3-Proteins

biophysikalisch untersucht werden.
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2 Material und Methoden

2.1 Materialien
2.1.1 Chemikalien, Enzyme, Antikorper und Kits

Soweit nicht anders angegeben, wurden sa&mtliche Chemikalien im
Reinheitsgrad ,zur Analyse“ von den Firmen Merck Eurolab (Darmstadt),
Carl Roth (Karlsruhe), Serva Electrophoresis (Heidelberg) sowie Sigma-
Aldrich (Deisenhofen) bezogen.

AusschliefSlich Restriktionsenzyme der Firma NEB (Frankfurt am Main)
wurden verwendet. DNA-Fragmente wurden in der PCR entweder durch Tag-
DNA-Polymerase (5 Einheiten/ul) von Diagonal (Munster) oder Cloned Pfu-
DNA-Polymerase (2,5 Einheiten/ul) von Stratagene (Amsterdam, NL)
amplifiziert. T4-DNA-Ligase (400 U/ul) sowie alkalische Phosphatase aus
Kalberdarm (CIP) stammten von NEB (Frankfurt am Main). Die verwendeten

Antikorper sind in Tab. 2.1 aufgelistet.

Als GrofSenstandards fir die SDS-PAGE wurden Markl12, SeeBlue®-Plus?2
sowie MagicMark von Invitrogen (Karlsruhe) verwendet. Grofien von DNA-

Fragmenten wurden im Agarose-Gel durch Vergleich mit der 100 bp- bzw.
1 kb-DNA-Leiter (NEB, Frankfurt am Main) abgeschétzt.

In doppelstrangige DNA wurden Punktmutationen mit Hilfe des
QuickChange™ Site-Directed Mutagenesis Kit der Firma Stratagene
(Amsterdam, NL) eingefihrt. Aus E. coli wurde Plasmid-DNA mit dem
QIAprep® Spin Miniprep Kit oder dem EndoFree® Plasmid Maxi Kit isoliert
(Qiagen, Hilden). Aus Gelen wurde DNA mit Hilfe des QIAquick Gel
Extraction Kits isoliert (Qiagen, Hilden). Die Sequenzierung von DNA erfolgte
mit dem BigDye™ Terminator Kit von Applied Biosystems (Foster City, CA,
USA). Bei Bedarf wurden PCR-Produkte mit Hilfe des TOPO-TA Cloning Kits
(Invitrogen, Karlsruhe) subkloniert. Zur in vitro-Expression von Proteinen
wurde das TNT-System der Firma Promega (Mannheim) verwendet.
Saugetier-Zellen wurden auf die Aktivitat der 3-Galactosidase mit dem 5-Gal

Staining Kit (Invitrogen, Karlsruhe) getestet.
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Tab. 2.1: Die in dieser Arbeit verwendeten Antikérper

Antikoérper (Ab)

Epitop, Verwendung, Hersteller

anti-FLAG

anti-GFP

anti-His6

anti-DYRK 3-L-
NDi-16

anti-HA

anti-cMyc (9E10)

anti-Maus

anti-Maus

anti-Kaninchen

anti-Kaninchen

monoklonaler Antikérper gegen das FLAG-Epitop (DYKDDDDK),
1:500 bis 1:1500 far Immunfarbung, 1:200 bis 1:500 fur
Western Blot, Stratagene (Amsterdam, NL)

monoklonaler Antikérper JL-8 aus Maus gegen einen Teil des
GFPs, 1:1000 fur Western Blot, BD Clontech (Heidelberg)

aus Maus, Dianova (Hamburg)

polyklonaler Antikérper aus Kaninchen gegen die ersten 16
Aminosauren der humanen DYRK 3-L (MGGTARGPGRKDAGPP),
1: 100 bis 1 : 500 fur Western Blot und Immunfluoreszenz,
Abgent Europe (Basel, Schweiz)

polyklonaler Antikdérper aus Kaninchen gegen das Epitop
YPYDVPDYA des Hamagglutinins

monoklonaler Antikérper aus Maus gegen EEQKLISEEDL des
humanen cMyc-Proteins, 1:100 bis 1:200 far Western Blot,
sowohl von Santa Cruz Biotechnology (Santa Cruz, CA, USA) als
auch von BD Clontech (Heidelberg)

polyklonaler Antikérper aus Ziege gegen Maus-IgG, HRP-
konjugiert, sekundarer Antikérper fir Western Blot (1 : 1000),
Amersham Bioscience (Freiburg)

polyklonaler Antikérper aus Esel gegen Maus-IgG, Cy3-
konjugiert, sekundarer Antikérper fir Immunfluoreszenz
(1 : 200), Dianova (Hamburg)

polyklonaler Antikérper aus Ziege gegen Kaninchen-IgG, HRP-
konjugiert, sekundarer Antikérper fir Western Blot (1 : 1000),
Amersham Bioscience (Freiburg)

polyklonaler Antikérper aus Ziege gegen Kaninchen-IgG, Cy5-
konjugiert, sekundarer Antikérper flir Immunfluoreszenz
(1 : 200), Dianova (Hamburg)

HRP, Meerrettich-Peroxidase.

2.1.2 Molekularbiologische Materialien

Die codierende Sequenz der untersuchten Proteine wurde den in Tab. 8.1
aufgefihrten cDNAs entnommen. Vektoren sind in Tab. 8.2 zu finden. Die in
dieser Arbeit verwendeten und erzeugten Plasmide sind in den Tabellen 8.3
bis 8.5 des Anhangs aufgelistet. Oligonucleotid-Synthesen wurden bei Firma
MWG Biotech (Ebersberg) in Auftrag gegeben. Die Sequenz der in dieser
Arbeit verwendeten Oligonucleotide ist in den Tabellen 8.6 und 8.7 des
Anhangs wiedergegeben. Die fir Klonierzwecke sowie flir Protein-Expression

verwendeten Stimme von E. coli sind in den Tabellen 8.8 und 8.9 genannt.
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2.1.3 Puffer, Gele und Losungen

Agarose-Gel: 0,8 bis 1,5% (w/v) Agarose in 1 x TAE-Puffer mit 0,2 ug/ml
Ethidiumbromid

Cracking-Puffer (Hefe): 8 M Harnstoff, 5% (w/v) SDS, 40 mM Tris-HCI
pH 6,8, 0,1 mM EDTA (pH 8,0), 0,4 mg/ml Bromphenolblau, 1% (v/v)
3-Mercaptoethanol, 12 mg/ml Complete™, 1 mM PMSF, 1 mM NaF

DNA-Probenpuffer (6 x): 40% (w/v) Saccharose, 0,25% Bromphenolblau oder
0,5% Orange G (bei Fragmenten kleiner als 1 kb)

PBG: 0,2% Gelatine (Sigma) bei 50 °C in PBS l6sen und abkuihlen lassen,
anschliefSend 0,5% BSA-Fraktion V dazugeben; Lagerung bei -20 °C

PBS: 8 g/1 NaCl, 0,2 g/1 KCl, 1,15 g/1 Na;HPO4, 0,2 g/1 KHoPO4, pH 7,4

PEG/LiAc: 10 mM Tris-HCl pH 7,5, 1 mM EDTA (pH 8,0), 0,1 M Lithium-
Acetat (LiAc), 40% PEG 4000

Ponceau S-LOosung: 0,2 - 2% in 3% TCA

SDS-PAGE-Laufpuffer (10 x): 250 mM Tris-HCI pH 8,3, 1% (w/v) SDS, 1,87 M
Glycerin

SDS-PAGE-Sammelgel (6%): 1 ml Rotiphorese (30%, v/v), 1,25 ml
Sammelgelpuffer, 2,75 ml H>O, 20 ul TEMED, 20 ul 10% (w/v) APS

SDS-PAGE-Sammelgelpuffer (4 x): 500 mM Tris-HCI pH 6,8, 0,4% (w/v) SDS

SDS-PAGE-Trenngel (10%): 5 ml Rotiphorese (30%, v/v), 3,8 ml SDS-PAGE-
Trenngelpuffer, 6,2 ml H,O, 120 ul TEMED, 120 ul 10% (w/v) APS

SDS-PAGE-Trenngelpuffer (4 x): 3 M Tris-HCI pH 8,8, 0,4% (w/v) SDS

SDS-Proteinprobenpuffer (2 x): 100 mM Tris-HCI (pH 8,0), 4% SDS, 0,2%
Bromphenolblau, 20% Glycerin, mit oder ohne 100 mM DTT

Proteinprobenpuffer fur Schaegger-Gele (5x): 0,6 ml 1 M Tris-HCI (pH 8,0),
3,2ml 80% Glycerin, 2 ml 10% SDS, 0,5 ml {5-Mercaptoethanol, 0,25%
Bromphenolblau (w/v), bis 10 ml H20
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Schaegger-Trenngel (15%): 5,7 ml Rotiphorese (40%, v/v), 3,8 ml SDS-PAGE-
Trenngelpuffer, 5,5 ml HoO, 120 ul TEMED, 120 ul 10% (w/v) APS

Schaegger-Sammelgel (6%): 1 ml Rotiphorese (30%, v/v), 1,25 ml SDS-
PAGE-Trenngelpuffer (!), 2,75 ml H2O, 20 ul TEMED, 20 ul 10% (w/v) APS

Schaegger-Anoden-Puffer (10 x): 1 M Tris-HCI, pH 8,9
Schaegger-Kathoden-Puffer (10 x): 1 M Tris-HCI, 1 M Tricine, 1% SDS, pH 8,25

Spurenelement-Lésung 10 x SL4: 500 mg EDTA, 200 mg Fe(I[)SO4 x 7 H20,
auf 90 ml mit bidest. HoO auffiillen; jeweils frisch ansetzen, da Fe(ll) zu
Fe(Ill) oxidiert

Spurenelement-L6ésung SL6: 100 mg ZnSO4 x 7 H20, 30 mg MnCl,, 300 mg
H3BO3, 200 mg CoClz x 6 H20, 10 mg CuCl, x 2 H2O, 20 mg NiCl> x 6 H20,
30 mg NapsMoOs4 x 2 H2O, auf 1000 ml mit bidest. HoO aufftillen, steril
filtrieren und bei 4 °C lagern

Stammldsungen fur Antibiotika und IPTG: 100 mg/ml Ampicillin, 50 mg/ml
Kanamycin, 25 mg/ml Zeocin™, 1 M IPTG; Gebrauch jeweils 1 : 1000

TAE-Puffer (50 x): 2 M Tris-HCl, 1 M Essigsaure, 100 mM EDTA, pH 8,5
TBE-Puffer (10 x): 890 mM Tris-HCI, 890 mM Borsaure, 2,5 mM EDTA, pH 8,3
TBS-T: 8 g/1 NaCl, 0,2 g/1 KCI, 20 mM Tris-HCI1 pH 7,5, 0,1% Tween 20
TE/LiAc: 10 mM Tris-HCI pH 7,5, 1 mM EDTA, 0,1 M Lithium-Acetat

TE: 10 mM Tris-HCI pH 7,5, 1 mM EDTA

Transferpuffer fur Western Blot: 20 mM Tris-HCI, 150 mM Glycin, 20% (v/v)
Methanol, 0,05% SDS, pH 8,3

2.1.4 Nahrmedien

Die Nahrmedien wurden, falls erforderlich, 20 min bei 121 °C und 30 bar
autoklaviert. Hitzelabile Zusatze wurden sterilfiltriert (0,2 um Poren-
durchmesser) und dem abgekuhlten Medium zugesetzt. Fur Agarplatten
wurden die Medien mit 1,5% Agar versetzt.

Doktorarbeit Jonathan W. Mdller



Material und Methoden 25

2xXYT: 16 g Trypton, 10 g Hefeextrakt, 5 g NaCl, ad 1 1 H2O, pH 7,0

LB-Medium: 10 g/1 NaCl, 10 g/l Bacto-Trypton, 5 g/1 Hefeextrakt, mit NaOH
pH 7,0 einstellen

M9-Minimal-Medium, Angaben fir 1 L: 7.5 g NaoHPO4, 3 g KH2PO4, 0.5 g NaCl,
0.25 g MgS04, 0.014 g CaCl,, autoklavieren, fir die Expression komplettieren
mit 10 g Glucose (aufder bei Markierung mit 13C), 100 mg/l Ampicillin (bzw.
50 mg/1 Kanamycin), 0,7 bis 1,2 g 15NH4Cl, 0,9 ml 10 x SL4, 1 ml SL6

SD-Medium: 0,67% Stickstoff-Base Bacto-Hefe, pH 5,8, 2% Glucose;
entsprechend den Selektionsbedingungen supplementiert mit: 20 mg/1 Adenin,
20 mg/1 Arginin, 20 mg/l Histidin, 30 mg/l Isoleucin, 100 mg/l Leucin,
30 mg/1 Lysin, 20 mg/1 Methionin, 50 mg/1 Phenylalanin, 200 mg/1 Threonin,
20 mg/1 Tryptophan, 30 mg/1 Tyrosin, 20 mg/1 Uracil, 150 mg/1 Valin

SOC-Medium: 20 g Trypton, 5 g Hefeextrakt, 0,5 g NaCl, 0,186 g KCl, 3,6 g
Glucose, ad 1 1 H2O, pH 7,0

YPD(A)-Medium: 1% (w/v) Bacto-Hefeextrakt, 2% (w/v) Bacto-Pepton, 2%
(w/v) Glucose, (30 mg/1 Adenin), HCI ad pH 5,8

2.2 Methoden der Molekularbiologie
2.2.1 Transformation von E. coli mit Plasmid-DNA

Die Elektro-Transformation erfolgte bei kommerziellen Zellen nach den
Angaben des Herstellers. Die verwendeten Stdmme von E. coli sind in Tab.
8.8 und 8.9 aufgefiihrt. Diese wurden in sterilen 1 mm Kuvetten an einem
Gene Pulser Elektroporator (Bio-Rad, Munchen) bei 1,8 kV, 800 Q, und
25 uF mit 1 bis 5 ul DNA-L6sung transformiert.

Chemisch kompetente Zellen wurden wie folgt zubereitet. Eine Suspensions-
kultur des entsprechenden E. coli-Stammes (LB Medium, 50 ml, 37 °C)
wurde in der logarithmischen Wachstumsphase pelletiert (3000 x g, 5 bis
10 min, 4 °C). Das Zellpellet wurde in einem halben Volumen steriler 0,1 M
CaClz-Losung resuspendiert und 30 min auf Eis inkubiert. Das Zellpellet
nach erneuter Zentrifugation (siehe oben) wurde in 1/10 Volumen steriler

0,1 M CaClz-Lésung mit 15% Glycerin aufgenommen, aliquotiert (je 100 pl).
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Nach dem Einfrieren in flissigem Ny erfolgte die Lagerung bei -80 °C. Die
chemische Transformation dieser Zellen erfolgte nach Maniatis (Sambrook
und Russel, 2001).

2.2.2 Praparation von Plasmid-DNA aus E. coli

Die Prédparation von Plasmid-DNA aus E. coli erfolgte mit verschiedenen Kits
der Firma Qiagen (Hilden) nach dem Prinzip der alkalischen Lyse und der
anschliefSenden Stufen-Elution von Anionenaustausch-Sadulen aus einer
Ubernacht-Kultur des entsprechenden Bakterien-Klons. Fiir Sequenzierung
oder Transformation von E. coli und Hefe wurden Vektoren und klonierte
Konstrukte mit dem QIAprep Spin Miniprep Kit gereinigt. Zur Transfektion
von Saugetier-Zellen wurde ausschliefSlich mit dem Endofree Plasmid Maxi
Kit gereinigte Plasmid-DNA verwendet um die Transfektionseffizienz durch

bakterielle Endotoxine nicht zu beeintrachtigen.
2.2.3 Restriktionsenzymatische Spaltung von DNA

Zur Spaltung von DNA wurden ausschliefSlich Restriktionsendonucleasen
der Firma NEB (Frankfurt am Main) in den mitgelieferten Puffern verwendet.
Zwischen 2,5 und 20 Einheiten Enzym wurden eingesetzt, um 0,1 bis 1 ug
DNA zu verdauen. Dabei betrug das Volumen der zugegebenen Enzym-
Stammlésung maximal 10% des Reaktionsvolumens, um Sternaktivitdt der
Enzyme durch mehr als 5% Glycerin nicht zu begliinstigen. Zu jedem Ansatz
wurde BSA gegeben, bei Inkubationen mit zwei Enzymen wurden die Puffer-
Empfehlungen von NEB fir Doppelverdaus befolgt. Plasmid-DNA wurde in
der Regel 1 h bei 37 °C inkubiert, bei PCR-Produkten erfolgte die Inkubation
Uber Nacht. Das Gesamtvolumen des Ansatzes betrug bei Kontrollverdaus
15 ul und bei Reaktionsanséatzen flir praparative Zwecke 30 bis 50 ul. Um
die Wahrscheinlichkeit einer Religation zu senken, wurde geschnittene
Vektor-DNA gegebenenfalls nach Zugabe von 10 U alkalischer Phosphatase
aus Kalberdarm (CIP) bei 37 °C fur 1h dephosphoryliert. Je mnach
Verwendung wurde der Restriktionsansatz entweder durch Agarose-
Gelelektrophorese analysiert oder durch Enzym-Entfernung mit dem

QIAquick Gel Extraction Kit gereinigt.
2.2.4 Ligation von DNA-Fragmenten

Die Ligation von DNA-Fragmenten mit T4-DNA-Ligase (NEB, Frankfurt am
Main) wurde nach Angaben des Herstellers durchgefihrt. Der 20 pl
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Ligationsansatz enthielt Vektor und Insert im Verhéltnis 1 : 3, 200 U Enzym
in 1 x Reaktionspuffer. Optional wurde der Ansatz zusétzlich mit 1 mM ATP
(pH 7) versetzt. Die Inkubation des Ansatzes erfolgte bei 16 °C tiber Nacht
oder fir 72 h bei 4 °C. Parallel zu jeder Ligation wurde eine Religations-
kontrolle ohne Insert angesetzt. Zwischen 2 und 10 pl dieses Ansatzes wurde

fir die Transformation von E. coli nach 2.2.1 verwendet.

Bei PCR-Produkten, die nur in sehr geringen Mengen entstanden oder wegen
eines zu kurzen Uberhangs nicht richtig geschnitten wurden, erfolgte nach
dem Anhingen eines zusatzlichen Adenosins an den 3-Enden die Klonierung
in den durch Topoisomerase I aktivierten Vektor pCR2.1 (TOPO TA Cloning
Kit, Invitrogen). Nach Sequenzierung dieses Konstruktes wurde das Insert
aus pCR2.1 ausgeschnitten und in den gewlinschten Vektor umkloniert.

2.2.5 Reinigung, Analyse und Sequenzierung von DNA
Agarose-Gelelektrophorese

Zur Analyse von Restriktionsansitzen oder PCRs und zur Reinigung von
DNA wurde der Reaktionsansatz in einer horizontalen DNA Sub-Cell™
Elektrophorese-Kammer (Bio-Rad, Munchen) aufgetrennt (Sambrook und
Russel, 2001). Nach Versetzen der Probe mit DNA-Probenpuffer erfolgte die
Trennung von DNA-Fragmenten in 0,8 bis 1,5%igen Agarose-Gelen mit
0,2 ug/ml Ethidiumbromid in 1 x TAE-Puffer (50 x TAE: 2 M Tris (Base), 1 M
Essigsaure, 100 mM EDTA, pH 8,5) bei einer Spannung zwischen 80 und
120 V fur 30 bis 60 min. Die Auswertung des Gels erfolgte an einem Gel Doc
1000 System (Bio-Rad, Munchen).

Elution von DNA aus Agarose-Gelen und Konzentrationsbestimmung

Bei einem praparativen Ansatz wurde eine DNA-Bande der gewunschten
Grofe mit einem Skalpell ausgeschnitten. Daraus wurde die DNA mittels
QIAquick Gel Extraction Kit (Qiagen, Hilden) nach Angaben des Herstellers
eluiert. Schlieflich wurde die DNA in 30 ul 1 mM Tris-HCI (pH 8,0) gelost.

Die Konzentration von DNA wurde durch Messung der Absorption bei
260 nm (A20) an einem GeneQuant-Photometer (Amersham Bioscience)
bestimmt. Eine Azs von 1,0 entspricht 50 ug/ml doppelstrangiger DNA
(Sambrook und Russel, 2001). Nur DNA-Praparationen mit einem Verhéltnis

A2e0/A2s0 zwischen 1,6 und 2,0 wurden weiter verwendet.
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DNA-Sequenzierung und Ethanolfallung

Die Sequenzierung von DNA erfolgte nach dem Prinzip des Kettenabbruchs
nach dem Einbau von Didesoxyribonucleotiden (Sanger et al., 1977) mit dem
BigDye™ Terminator Kit (Applied Biosystems, Foster City, CA, USA). 4 ul
Sequenzier-Mix wurden mit 300 nmol Plasmid-DNA und S pmol Primer in
einem Reaktionsvolumen von 20 ul versetzt. Dieser Ansatz wurde folgendem
PCR-Programm unterworfen: 94 °C 1 min, (94 °C 15 sec, Ta 30 sec, 60 °C
4 min)2s, Pause bei 4 °C. Die Anlagerungstemperatur Ta richtete sich dabei
nach der Schmelztemperatur des verwendeten Primers.

Die Reaktionsprodukte wurden nach Zugabe von 2 pul 125 mM EDTA
(pH 8,0) und 2 yl frischem 3 M Na-Acetat (pH 4,6) mit 50 pl absolutem
Ethanol gefallt (ca. 70% Endkonzentration). Nach einer Inkubation bei 25 °C
fir 15 min wurde der Ansatz bei >12000 x g und 4 °C fur mindestens 10 min
pelletiert. Nach sorgfiltigem Entfernen des Uberstandes wurde das Pellet
einmal mit 70% EtOH gewaschen. Auftrennung und Analyse des
luftgetrockneten Sequenzier-Ansatzes erfolgte an einem 3100 Genetic
Analyzer (Applied Biosystems/Hitachi, San Jose, CA, USA). Gegebenenfalls
erfolgte eine DNA-Sequenzierung auch extern bei MWG Biotech (Ebersberg).

2.3 Polymerase-Kettenreaktion (PCR)
2.3.1 Amplifizierung von DNA mittels Polymerase-Kettenreaktion (PCR)

Die Polymerase-Kettenreaktion erfolgte nach Mullis (Mullis und Faloona,
1987) in 500 ul-PCR-Reaktionsgefafien (Eppendorf, Hamburg) in einem
T3 Thermocycler (Whatman Biometra, Gottingen). Zur Einfihrung von
Schnittstellen wurden Primer mit Erkennungssequenz des gewlnschten
Restriktionsenzyms und 5-Uberhang verwendet. PCR-Fragmente fiir spéatere
Klonierung wurden nur mit Polymerasen mit Proof Reading-Aktivitadt erzeugt.
Zu 1 x Reaktionspuffer wurden zwischen 0,1 und 1 ug DNA-Matrix, je
25 pmol der beiden Primer, 50 bis 100 pmol jedes dNTPs sowie 1 bis
2,5 Einheiten Cloned Pfu (Stratagene, Amsterdam, NL) gegeben. Bei Bedarf
wurde die Magnesium-Konzentration zwischen 1 und 4 mM variiert. Das
Gesamt-Volumen betrug 50 pl. Dieser Ansatz wurde folgendem PCR-Programm
unterworfen: 94 °C 1 min, (94 °C 45 sec, Ta 45 sec, 72 °C tg)2s, Pause bei
4 °C. Die Anlagerungstemperatur Ta wurde je nach Schmelztemperatur des
Primers zwischen 45 und 65 °C variiert, bei suboptimaler Anlagerung der
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Primer wurden dem Programm drei Zyklen mit niedrigerer Anlagerungs-
temperatur vorgeschaltet. Die Dauer der Elongation (tg) richtete sich nach
der Lange des zu amplifizierenden DNA-Fragments. Dabei wurde fir die Pfu-
DNA-Polymerase eine Synthese-Geschwindigkeit von 1 kb/min angenommen.
Die Produkte einer PCR wurden in jedem Fall durch Agarose-

Gelelektrophorese analysiert.

Analytische PCRs zur Kontrolle auf Vorhandensein eines Inserts sind in
Abschnitt 2.5.3 beschrieben. Wenn zur Klonierung verwendete Schnittstellen
auch in der Sequenz des Inserts vorhanden waren, wurden diese nach 2.3.2
oder 2.3.4 entfernt. Alternativ dazu wurden zwei parallele PCRs durchgefiihrt,
deren PCR-Produkte nach Denaturierung und erneuter Anlagerung direkt

DNA-Fragmente mit iberhdngenden Enden lieferten (Zeng, 1998).
2.3.2 Zielgerichtete Mutagenese mit Dpn I-Selektion (QuickChange)

Zur Einfihrung von Punktmutationen in doppelstrdngige DNA wurde das
QuickChange Site-Directed Mutagenesis Kit (Stratagene, Amsterdam, NL)
verwendet. Die Primer mit der gewlinschten Mutation enthielten auf der
3’-Seite der Mutation mindestens 15 nt, auf 5’-Seite gentigten 12 nt. Sowohl
die Mutagenese-PCR als auch der Verdau der parentalen DNA mit Dpnl
erfolgten nach den Angaben des Herstellers. 2 bis 5 ul des Ansatzes wurden
fur die Transformation von E. coli XL10 Gold verwendet. Gewdhnlich wurde
die Plasmid-DNA von drei bis finf Klonen durch DNA-Sequenzierung auf das

Vorhandensein der Mutation hin tiberpruft.
2.3.3 PCR-Mutagenese mit Megaprimer

Auch durch zwei aufeinander folgende PCRs wurden Mutationen
zielgerichtet in doppelstrdngige DNA eingefiihrt. Diese Technik wurde bei
Inserts angewandt, die ohnehin durch PCR subkloniert werden sollten.
Hierfir wurde ein interner Primer entworfen, der die Mutation und sowohl 5’
als auch 3’ zur Mutation mindestens 12 weitere Basen enthielt. Mit diesem
und dem entgegen gerichteten AufSenprimer wurde in einer ersten PCR ein
Megaprimer mit der gewlnschten Mutation erzeugt. Nach Gel-Reinigung
wurde dieser zusammen mit dem zweiten aufSeren Primer in einer weiteren
PCR verwendet, um das gesamte Fragment einschliefSlich Mutation zu
amplifizieren. AnschliefSend erfolgte die Klonierung des PCR-Produkts wie in
Abschnitt 2.2 beschrieben. Mit dieser Methode ist es Uberdies moglich,

Sequenzen von verschiedenen Matrizen zu fusionieren.
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2.4 Zellbiologie, Transfektion und Mikroskopie
2.4.1 Zellkultur verschiedener Zelllinien

Die verwendeten Zelllinien und entsprechenden Kulturbedingungen sind in
Tab. 2.2 aufgefiihrt. Nach Erreichen von 70 bis 80%iger Konfluenz wurden
die Zellen passagiert.

Tab. 2.2: Die in dieser Arbeit verwendeten Zelllinien

Name Beschreibung; Medium (Herkunft)

COS-7 Nieren-Zelllinie aus Cercopithecus aethiops, transformiert durch einen
replikationsdefizienten SV-40; Medium: Dulbecco's MEM + 10% FBS,
1% L-Glutamin, 37 °C, 5% CO, (ECACC)

Flp-In™ stabil mit pOG44 transfizierte CHO-K1-Zelllinie aus dem Ovar des

CHO chinesischen Hamsters; Medium: Ham’s F12 Medium (PAN Biotech,
Aldenbach), 10% FBS, 2 mM L-Glutamin, Selektion des Wildtyps: 100
ug/ml Zeocin™, Selektion nach der Transfektion: 600 ug/ml
Hygromycin, 37 °C, 5% CO: (Invitrogen, Karlsruhe)

HEK- Zelllinie von humaner embryonaler Niere, transformiert durch
293 Adenovirus Typ 5; Medium: Eagle’s MEM, 10% FBS, 1% Aminosaure-
Mix, 37 °C, 5% CO; (ATCC)

HEP-G2 Karzinom aus humaner Leber; RPMI 1640 + 10% FBS, 1%
Penicillin/Streptomycin, 37 °C, 5% CO, (Tumorbank, DKFZ Heidelberg)

LLC-PK1 Nierenepithel aus Sus scrofa; DMEM + 5% FBS, 1% L-Glutamin, 1%
Aminosaure-Mix, 1% Natrium-Pyruvat, 0.1% f3-Mercaptoethanol

Jurkat Humane T-Zell-Leuk&mie; Medium: RPMI 1640 + 10% FBS + 2 mM L-
Glutamin, 37 °C, 5% CO, (DSMZ)

ATCC, American Tissue Culture Collection, USA
DSMZ, Deutsche Sammlung von Mikroorganismen und Zellkulturen Braunschweig
ECACC, European Collection of Cell Cultures, Salisbury, UK

2.4.2 Transiente Transfektion mit Plasmid-DNA

1 x 105 bis 3 x 105 Zellen wurden auf sterile Glasplattchen ausgebracht, die
in 6- oder 12-Loch-Platten (Falcon) mit Poly-L-Lysin beschichtet waren
(10 min bei RT, 0,1% Poly-L-Lysin, Sigma). Nach 24-sttindiger Inkubation
wurden die Zellen mit der gewlinschten Plasmid-DNA nach der Lipofectamin-
Methode transfiziert. Anschliefend wurden die Zellen bis zur weiteren
Bearbeitung weitere 20 bis 53 h inkubiert. Die Transfektionseffizienz wurde
durch parallele Transfektion von lacZ bestimmt. Da bei Testtransfektionen
kein Unterschied in der Transfektionseffizienz bei Verwendung von mit
Apa Ll linearisierter oder ungeschnittener Plasmid-DNA feststellbar war,
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wurden die Zellen in weiteren Versuchen immer mit circularer Plasmid-DNA

transfiziert.

Fur die Transfektion von COS-7, LLC-PK1 und CHO-Zellen wurde SuperFect
(Qiagen, Hilden) nach den Angaben des Herstellers verwendet. Fur HEP-G2
und HEK293 wurde dieses Protokoll nach Optimierungsversuchen
abgedndert. Hier wurde das Transfektionsreagenz bei gleich bleibender DNA-
Menge um 50 bis 60% reduziert. Mit Effectene (Qiagen, Hilden) wurden bei

HEK-293 keine zufrieden stellenden Resultate erzielt.
2.4.3 Farbung und Einbettung der Zellen

Nach einer Expressionszeit von 24 h wurden mit FLAG-DYRK 3-L
transfizierte HEK-293-Zellen 10 min in 3% para-Formaldehyd in PBS fixiert.
Nach zweimaligem Waschen mit PBS erfolgte die Anfidrbung von FLAG-
DYRK 3-L durch Inkubation mit einem Antikérper gegen das FLAG-Epitop
(1:1000 bis 1 : 1500 in PBG). Dieser wurde nach dreimaligem Waschen mit
PBS mit einem Cy3-konjugierten Antikérper gegen Maus-IgG detektiert
(1 :200 in PBG). Nach drei weiteren Waschschritten mit PBS erfolgte die
Farbung der DNA mit DAPI (0,025 ug/ml Gebrauchslésung; Molecular
Probes, Leiden, NL) fir 5 min. Zwei weiteren Waschschritten mit PBS folgte
das Einbetten in Gel/Mount™ (Biomeda, Foster City, CA, USA) sowie das
Trocknen bei 4 °C Uber Nacht. Alle Schritte wurden bei Raumtemperatur
und moglichst unter Ausschluss von hellem Licht durchgefihrt. Die
Lagerung der Préparate erfolgte bei 4 °C im Dunkeln.

Flp-In™-CHO-Zellen mit stabil integriertem Transgen wurden nach dem
gleichen Protokoll angefarbt. Alternativ wurde hier auch ein Antikdrper
gegen die ersten 16 N-terminalen Aminosaduren der humanen DYRK 3-L
verwendet (1 : 100 in PBQG). In diesem Fall war der Sekundar-Antikérper ein
Cy5-konjugierter anti-Kaninchen-Antikérper (1:200 in PBG). Alle
verwendeten Antikorper sind in Tabelle 2.1 aufgeftihrt.

Die mit fluoreszierenden Proteinen transfizierten Zellen wurden nach dem
Fixieren in 3% para-Formaldehyd (in PBS) dreimal mit PBS gewaschen, dann
mit DAPI gefarbt, erneut zweimal mit PBS gewaschen und direkt in
Gel/Mount eingebettet.
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2.4.4 Fluoreszenz-Mikroskopie

Die Aufnahme der Epi-Fluoreszenz-Bilder erfolgte an einem AxioPhot-
Mikroskop mit AxioCam-Farbkamera und Axio-Vision 2-Software (Zeiss
Jena) oder an einem Leica DM IRB Mikroskop mit hochauflésender Schwarz-
Weifs-Digitalkamera Spot Insight QE Model 4.1 (Visitron Systems/Diagnostic
Instruments USA) und Software MetaVue Version 6.1r6 (Universal Imaging),
jeweils mit Plan-Neofluar-Objektiv (63 x/1,25 in Ol). Unmittelbar nach der
Aufnahme erfolgte bei letzterem System innerhalb der MetaVue-Software die
Konvertierung der an diesem System erzeugten 12-Bit-Bilder in 8-Bit-
Grafiken, damit die Bilder von beiden Mikroskopen auf die gleiche Weise

ausgewertet werden konnten.

Tab. 2.3: Die in dieser Arbeit verwendeten Fluorophore

Name Anregung [nm] Emission [nm]
EGFP* 488, 498 507, 516
ECFP 436 474

EYFP 513, 520 527, 532
DsRed2** 558 583

DAPI 359 461

Cy3™ (anti-Maus) 514/552-554 566/570
CyS5™ (anti-Kaninchen) 649 666-670

* GFP-Molekul mit den Mutationen F64L und S65T fur verbesserte
Fluoreszenz-Eigenschaften (Cormack et al., 1996); Im Folgenden ist bei der
Verwendung der Abkuirzung GFP immer EGFP gemeint.

** In DsRed2 sind im Vergleich zum DsRed-Wildtyp die Mutationen V105A,
[161T und S197A fur beschleunigte Reifung des Fluorophors eingefiihrt.
Angeblich verbessern die Mutationen R2A, KSE und K9T die Loéslichkeit des
Proteins (Clontechniques, Juli 2001, BD Clontech).

Die einzelnen Kanéle eines Fluoreszenz-Mehrkanal-Bildes wurden der
automatischen Tonwert-Korrektur des Grafik-Programms Photoshop (in den
Versionen 6.0 und 8.0/CS, Adobe Systems) unterzogen. In diesem Programm
erfolgte ebenfalls die Uberlagerung der Kanile durch ,Umgekehrte
Multiplikation“. Von jeder Transfektion wurden zwei unabhangige Préparate
an jeweils mindestens drei Bereichen analysiert.
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2.5 Stabile Transfektion von CHO-Zellen
2.5.1 Das Flp-In-System

Zur Etablierung einer stabil mit dem DYRK 3-Transgen transfizierten
Zelllinie wurde das Flp-In™-System benutzt. Bei diesem System ist eine
Erkennungssequenz fur die Flp-Rekombinase, einem urspringlich auf dem

2pu-Plasmid der Hefe codierten Enzym, stabil in die genomische Sequenz

A

C » Expression of lacZ and Zeocin™

| Psvao Amp  pUC ori

Y/ ATG [ /acZ-Zeocin™ -/

Pme |
Aftll
Hind 1l
Aspii18 1
Kpn |
BamH |
Bstx |
EcoR V
Bstx |
Not |
Xhol
EcoD109 1
Apal
Pme |

+ pcDNAS/FRT
+ p0G44

pUC ori

\

/
{ pcDNAS/FRT

| Expression
Vector

E

—» [xpression of hygromycin —» Expression of your gene

Psvao puUCori Amp Pcmv
Y ma TG [ Hygromycin GOl | BGH pA ([fi#e= lacZ-Zeocin™

Amp pUC ori

Abb. 2.1: Das Flp-In™-System. A, Karte des eukaryontischen Expressionsvektors
pcDNAS5/FRT/TO. B, Vektor-Karte des die FIp-Rekombinase codierenden Plasmids.

C, in eine Flp-In™-Zelllinie ist Plasmid pFRT-lacZeo mit FRT-Sequenz stabil ins Genom
integriert. D, schematische Darstellung des durch die Flp-Rekombinase katalysierten DNA-
Doppelstrang-Austauschs. E, das stabil im Genom integrierte Konstrukt nach erfolgreicher
homologer Rekombination. FRT, FIp Recombination Target (FIp-Erkennungssequenz).
GOlI, gewtinschtes Insert, hier FLAG-DYRK 3-L. Die Abbildungen sind dem Handbuch des
Flp-In™-Systems entnommen.
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einer Zelllinie integriert. Diese Erkennungssequenz befindet sich direkt 3’
nach dem Start-Codon innerhalb der codierenden Sequenz fir ein
Fusionsprotein aus f5-Galactosidase und einem die Zeocin-Resistenz
bewirkenden Protein. Zellen des Flp-In™-Systems =zeigen mit diesem
Konstrukt #3-Galactosidase-Aktivitdit und sind resistent gegen das

Antibiotikum Zeocin.

Das gewlinschte Transgen, hier DYRK 3 mit N-terminalem FLAG-Tag, kann
nun in den eine FRT-Sequenz enthaltenden Vektor pcDNAS/FRT/TO
(Abb. 2.1.A) kloniert werden. Gemeinsam mit dem die Flp-Rekombinase
codierenden Plasmid pOG44 (Abb. 2.1.B) werden anschlieffend die oben
beschriebenen Flp-In™-Zellen transfiziert (Abb. 2.1.C). In den Zellen, die mit
beiden Plasmiden transfiziert wurden, erkennt die Flp-Rekombinase die FRT-
Sequenzen im Genom und auf dem Plasmid und katalysiert zwischen diesen
Stellen den DNA-Doppelstrang-Austausch (Abb. 2.1.D). Das Endprodukt
dieser homologen Rekombination ist in Abb. 2.1.E dargestelit.

Die Auswirkungen der Integration des pcDNAS/FRT/TO-Plasmides am Ort
der FRT-Sequenz sind im Folgenden beschrieben (siehe auch Abb. 2.1.E). Die
auf dem Plasmid pcDNAS/FRT/TO codierte Resistenz gegen Hygromycin
befindet sich nun stromabwarts vom SV40-Promotor. Das Start-Codon, das
sich dort vorher befand, bildet nun den Beginn des Leserahmens der
Hygromycin-Resistenz. Die aus CMV-Promotor, dem FLAG-DYRK 3-Transgen
und der Signalsequenz fir die Polyadenylierung aus dem Gen des Rinder-
Wachstumshormon (BGH) bestehende Expressionskassette ist nun
stromaufwéarts des Fusionskonstruktes aus lacZ und Zeocin im Genom
integriert. Dieses Gen kann jetzt jedoch nicht mehr transkribiert werden, da
durch die Integration SV40-Promotor und Translationsbeginn entfernt
wurden (siehe oben sowie Abb. 2.1.D und E).

Diese Rekombination bewirkt, dass die Flp-In™-Zellen resistent gegen
Hygromycin, allerdings nun empfindlich gegentber Zeocin sind. Zudem
sollten sie keine f5-Galactosidase-Aktivitdit mehr zeigen und das Transgen
exprimieren. Nach der Doppeltransfektion mittels SuperFect (Abschnitt 2.4.x)
mit pOG44 sowie pcDNAS/FRT/TO mit FLAG-DYRK 3-L als Insert wurde in
Ham’s F12 Medium (einschliefflich 10% FBS und 2 mM L-Glutamin) mit
600 pg/ml Hygromycin auf stabile Klone selektiert. In spateren Passagen
wurde die Konzentration des Antibiotikums auf 400 ug/ml gesenkt.
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2.5.2 lacZ-Farbung von Flp-In-CHO-Zellen

Gegen Hygromycin resistente Zellklone wurden in 24-Loch-Platten
ausgebracht. In subkonfluenten Zellen wurde die Aktivitdt des Enzyms
B-Galactosidase (lacZ) mit dem $5-Gal Staining Kit (Invitrogen) nachgewiesen.
Dabei wurden die Angaben des Herstellers befolgt. Eine makroskopische
Aufnahme dieser Zellen ist in Abb. 2.2 dargestellt. Von diesen Zellen wurden
bei einer konstanten Belichtungszeit (15 msec) mikroskopische Bilder im
Hellfeld aufgenommen.

Abb. 2.2: Beispiel einer lacZ-Farbung von
verschiedenen Klonen von Flp-In™-CHO-Zellen,
die mit FLAG-DYRK 3-L transfiziert worden sind.

2.5.3 Nachweis des Transgens in genomischer DNA

Zum Nachweis des Transgens in stabil transfizierten Flp-In™-Zellen wurden
2 x 105 Zellen der zu analysierenden Klone pro Vertiefung einer 12-Loch-
Platte ausgebracht. Nach Erreichen der Konfluenz wurde aus diesen Zellen
genomische DNA fir PCR-Analysen extrahiert (Protokoll A, Seite 6.22,
Sambrook und Russel, 2001 folgend).

Hierfir wurden die Zellen 1 h bei 37 °C in 400 ul PCR-Lysepuffer inkubiert
(67 mM Tris-HCI, pH 8,8, 16,6 mM (NH4)2SO4, 5 mM f5-Mercaptoethanol,
6,7 mM MgCly, 6,7 uM EDTA, 1,7 uM SDS sowie 50 ug/ml Proteinase K).
Nach dem Transfer der durch Auf- und Abpipettieren resuspendierten Zellen
in ein 1,5 ml-ReaktionsgefdfS wurde der Ansatz fir 10 min bei 80 °C
inkubiert und anschliefiend bei -20 °C gelagert. Wahrend der gesamten
Aufarbeitung wurde heftiges Mischen vermieden, um das Scheren der
genomischen DNA nicht zu férdern.

Nach Zugabe von 6 mM EDTA (pH 8,0) wurden 10 ul dieser Suspension in
50 ul 1 x Reaktionspuffer mit je 30 pmol der Primer Nr. 199 und 201,
50 pmol jedes dNTPs sowie 2,5 Einheiten Tag-Polymerase (Diagonal)
versetzt. Dieser Ansatz wurde nachfolgendem PCR-Programm unterworfen:
94 °C 1 min (94 °C 30 sec, 50 °C 30 sec, 72 °C 2 min)3o, Pause bei 4 °C.
AnschliefSend erfolgte die Analyse im 1%igen Agarose-Gel.
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2.6 Arbeiten mit Saccharomyces cerevisiae

Die Backerhefe S. cerevisiae wurde nach etablierten Protokollen kultiviert
(Guthrie und Fink, 1991; Rose et al.,, 1990). Uberdies wurden die
Empfehlungen des Yeast Protocols Handbook (BD Clontech, Heidelberg, 2001)
befolgt. Das Standard-Medium war YPDA. Zur Selektion auf Auxotrophie-
Marker wurde SD-Medium verwendet, das den Selektionsbedingungen
entsprechend durch Drop Out-Zusatze (BD Clontech) und gegebenenfalls
weitere Aminosaduren (Sigma) supplementiert war. Zur Kultivierung auf
festen Medien wurden 2% Bacto-Agar zugesetzt. Die Kultivierung in
flissigem Medium erfolgte unter Schiitteln in Erlenmeyer-Kolben. Die
Temperatur fur die Kultivierung von S. cerevisiae war 30 °C. Zur besseren
Auspragung der blauen Farbung von MEL1*-Kolonien wurden die Platten
aber nach der Kultivierung einige Zeit bei 4 °C inkubiert. Eine Lagerung der
Hefe-Stadmme auf Agar-Platten war bei 4 °C fiir eine Dauer von bis zu zwei
Monaten moéglich. Fur ladngere Lagerung wurden die Hefen in 15% (v/v)
Glycerin bei -80 °C eingefroren.

2.6.1 Transformation von S. cerevisiae mit rekombinanter DNA

Hefezellen wurden nach der Lithium-Acetat-Methode (Schiestl und Gietz,
1989) unter Verwendung des YeastMaker™ Yeast Transformation System 2
(BD Clontech, Heidelberg) nach Angaben des Herstellers transformiert
(Protokoll 1). Bei einer geringen Anzahl von Transformationen wurde
alternativ dazu eine weniger als zwei Wochen alte Hefe-Kolonie direkt in

TE/LiAc suspendiert und fir die Transformation verwendet.
2.6.2 Das Hefe-System MatchMaker3

Fuar Yeast Two-Hybrid Screens wurde das Gal4-basierende System
MatchMaker3 (BD Clontech) verwendet. Als Auxotrophie-Marker stehen
durch den Hefe-Stamm AH 109 HIS3 und ADE2 zur Verfigung. Hefe-
Stamme, die interagierende Proteine enthalten, kénnen auf Selektionsmedium
ohne Histidin und ohne Adenosin wachsen. Die verwendeten cDNA-
Bibliotheken waren in dem AD-Vektor pACT2 aus polyA*-mRNA aus fétaler
Leber bzw. Knochenmark humanen Ursprungs (BD Clontech, Heidelberg).
Die Knochenmark-Bibliothek war bereits in den Hefe-Stamm Y 187
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pratransformiert. Beide Bibliotheken enthielten laut Hersteller-Angaben

3,5 x 10% unabhangige Klone.
2.6.3 Yeast Two-Hybrid Screens von cDNA-Bibliotheken

Die cDNA-Bibliothek aus fotaler Leber wurde durch chemische Transformation
(Library Scale) nach dem MatchMaker3 Library Transformation and Screening
Protocol in den mit dem Bait-Plasmid transformierten Hefe-Stamm AH-109
gebracht. Bei Verwendung der pratransformierten Bibliothek wurde der
Hefe-Stamm Y 187, in den die cDNA-Bibliothek aus humanem Knochenmark
transformiert war, mit dem das Bait-Plasmid tragenden Hefe-Stamm AH 109
gekreuzt. Dabei wurde das Protokoll aus dem Pretransformed MatchMaker
Libraries User Manual (Clontech) befolgt. Beide Reaktionsansédtze wurden
anschliefSend auf SD/WHL-Platten mit 10 bis 20 mM 3-Aminotriazol
ausgebracht und mindestens zwei Wochen bei 30 °C inkubiert.

2.6.4 Isolierung von Plasmid-DNA aus S. cerevisiae

Zur Isolierung von Plasmid-DNA aus Hefe wurde das QIAprep Spin Miniprep
Kit (Qiagen, Hilden) nach einem abgewandelten Protokoll verwendet. Mit
einer frischen Einzelkolonie wurden 5 ml des entsprechenden Selektiv-
Mediums inokuliert. Nach Schttteln bei 30 °C fir 16 bis 24 h wurden die
Zellen pelletiert (5 min 5000 x g, 4 °C), in 250 ul P1-Puffer mit 0,1 mg/ml
RNase A resuspendiert und in ein neues 2 ml-Reaktionsgefafs uberfiihrt.
Nach Zugabe von 50 bis 100 ul Glaskugeln (Saure-behandelt, 0,5 mm
Durchmesser, Sigma) wurde der Ansatz fir 10 min bei 1400 rpm geschtttelt
und zwischendurch mehrmals kraftig gemischt. AnschliefSend wurde der
Ansatz einige Minuten stehen gelassen, damit die Glaskugeln sedimentieren
konnten. In einem neuen Reaktionsgefidft wurde der Uberstand mit 250 ul
P2-Lyse-Puffer versetzt und nun nach dem normalen Miniprep Kit weiter
bearbeitet. 5 bis 10 ul des Eluats in 30 ul Elutionspuffer (10 mM Tris-HCI,
pH 8,0) wurde fur Transformation von E. coli, 1 bis 2 ul als Template fiir PCR
verwendet.

2.6.5 Protein-Extrakt aus S. cerevisiae fur Western Blot

Das gefrorene Zellpellet einer Ubernachtkultur, das 10 OD-Einheiten
entsprach, wurde mit 140 yl auf 60 °C vorgewarmten Cracking-Puffer
versetzt (8 M Harnstoff, 5% (w/v) SDS, 40 mM Tris-HCI pH 6,8, 0,1 mM
EDTA, 0,4 mg/ml Bromphenolblau, 1% (v/v) 3-Mercaptoethanol, 12 mg/ml
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Complete™, 1 mM PMSF, 1 mM NaF ). Nach Zugabe von etwa 100 mg
Glasperlen (Durchmesser 0,4 bis 0,6 mm) wurde der Ansatz 10 min bei
70 °C inkubiert und anschliefSend 1 min heftig gemischt. Zelltrimmer und
nicht aufgeschlossene Zellen wurden durch Zentrifugation pelletiert (S min
bei >12 000 x g und 4 °C). Der Uberstand wurde in ein neues Reaktionsgefafd
Uberfihrt und auf Eis gelagert. Nach Zugabe von weiteren 50 bis 100 ul
Cracking-Puffer wurden aus dem Pellet durch 3 - 5-mintitige Inkubation bei
100 °C, 1-mintutiges heftiges Mischen und erneute Zentrifugation (5 min bei
>12000 x g und 4 °C) weitere Proteine extrahiert und mit dem ersten
Uberstand vereint. Nach einem weiteren Denaturierungsschritt bei 100 °C
fir 1 bis 3 min wurden die Proben entweder sofort mittels SDS-PAGE
analysiert oder bei -80 °C gelagert. Der Nachweis von Proteinen im Hefe-
Extrakt erfolgte mittels Western Blot (Abschnitt 2.9.4).

2.6.6 Phéanotypische Analyse der erhaltenen Klone

Die positiven Klone nach den Two-Hybrid-Screens wurden durch erneuten
Ausstrich auf Selektionsplatten sowie durch lacZ Aktivitédtstests auf Nylon-
Filtern (nach dem Yeast Protocols Handbook, BD Clontech, 2001)
phanotypisch charakterisiert. Dabei wurden die Marker ADE2 und HIS3
getrennt voneinander analysiert (auf SD/WAL- und SD/WHL-Platten,
letztere mit 10 bis 20 mM 3-Aminotriazol). Ebenso wurden Kombinationen
von Proteinen, deren codierende Sequenz in die Vektoren pGBKT7 und
pGADT?7 kloniert war, auf eine Wechselwirkung im Hefe-System getestet.

2.7 Bioinformatische Methoden

Fuar die Suche nach verwandten Sequenzen von DYRK 3 wurde das
Programm BLAST in verschiedenen Versionen verwendet (Altschul et al.,
1997; Altschul und Koonin, 1998; Schaffer et al., 2001; Altschul et al.,
1990). Nach EST-Sequenzen wurde mit dem Programm tBLASTn in den EST-
Datenbanken von GenBank gesucht (Benson et al., 2001), zudem wurden

Eintrage in Unigene genutzt (LINK).

Die Exon-Grenzen der humanen DYRK 3-L sowie die Verweise auf den
jeweiligen RefSeq-Eintrag wurden dem entsprechenden LocusLink-Eintrag
entnommen (www.ncbi.nlm.nih.gov/LocusLink/). Angaben zur méglichen

Doménen-Struktur liefSen sich im SwissProt-Eintrag (Bairoch und Apweiler,
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1997) und in der SMART-Datenbank finden (Letunic et al., 2004; Schultz et
al., 1998). Genomische Daten wurden dem Ensemble-Genome Browser
entnommen (www.ensembl.org/) und mit BLAST2 verglichen.

Vorhersagen der Sekundarstruktur von Proteinsequenzen wurde mit NPS@
(Network Protein Sequence Analysis) und den darin verwendeten Unter-
programmen getroffen (Combet et al., 2000). Fur die Vorhersage von
ungeordneten Bereichen kamen zudem die in PONDR vereinigten
Algorithmen zur Anwendung (Li et al., 1999; Romero et al., 2001; Romero et
al., 1997), der Zugang zu PONDR wurde durch Molecular Kinetics gewahrt.
Das Programm 3D-PSSM wurde zur Erkennung von Protein-Faltungsmustern
angewandt (Kelley et al., 2000).

Mit SequenceMassager (attotron.com/cybertory/analysis/seqMassager.htm)
sowie zahlreichen Unterprogrammen von expasy.ch/tools wurden DNA-
Sequenzen bearbeitet. Sowohl Nucleotid- als auch Protein-Sequenzen
wurden mit ClustalW verglichen (Thompson et al., 1994), hierfir wurde die

EBI-Version verwendet (www.ebi.ac.uk/ClustalW/).

Mogliche posttranslationale Modifizierungen wurden mit den Programmen
NetPhos 2.0 (Blom et al.,, 1999), YinOYang (Gupta et al., 2003) sowie
SUMOplot™ (www.abgent.com/sumoplot) vorhergesagt.

2.8 Heterologe Expression und Reinigung von Proteinen
2.8.1 Expression von cMyc-DYRK 3-S im TNT-System

Um die Kinase DYRK 3 in einem eukaryontischen Expressionssystem
darzustellen, wurden zu 25 ul Weizenkeim-Extrakt (TNT®, Promega, Madison,
USA) 2 ul des Reaktionspuffers, 1 ul T7-RNA-Polymerase, 1 ul Aminosaure-Mix
(1 mM aller proteinogenen Aminosduren aufSer Methionin), 1 ul 1 mM
Methionin, 1 ul RNasin und 1 ul SO-fach konzentrierter Protease-Inhibitor-Mix
Complete™ (Roche) gegeben. Das Reaktionsgemisch wurde mit 1 ug
Template-DNA versetzt und mit DECP-behandeltem Wasser auf ein
Gesamtvolumen von 50 pl aufgefiillt. Die gekoppelte in vitro Transkriptions-
Translations-Reaktion erfolgte fir 90 min bei 30 °C. Bei der in vitro-
Expression von codierenden Sequenzen in pGBKT7 wurde die Template-DNA

nicht linearisiert, da dieser Vektor sowohl T7-Promotor als auch T7-Terminator
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enthalt. Fur Untersuchungen zur Léslichkeit des Expressionsprodukts
wurde die Reaktion durch Inkubation auf Eis gestoppt. Pellet und Uberstand
nach 10-minutiger Zentrifugation bei 16000xg und 4 °C wurden
anschliefSfend mittels SDS-PAGE und Western Blot mit dem monoklonalen
anti-cMyc-Antikérper 9E10 (1:100 bis 1:200) analysiert.

Fur die spezifische Markierung des translatierten Proteins wurde dem oben
beschriebenen Reaktionsansatz 35S-Methionin mit einer Gesamtaktivitat
zwischen 0,37 und 3,7 MBq (10 bis 100 uCi) hinzugefiigt. Die Detektion
erfolgte anschliefSend an einem GS-525 Molecular Imager® System (Bio-Rad).

2.8.2 Expression in E. coli

Zur heterologen Expression von Proteinen wurden die in Tab. 8.9 aufgefihrten
E. coli-Staimme verwendet. Mit einer Ubernachtkulter (37 °C, 2YT mit dem
entsprechenden Antibiotikum) wurde die Hauptkultur 1 : 50 inokuliert und
anschliefSend unter Schutteln bei 37 °C inkubiert. Bei einer ODgoo zwischen
0,5 und 0,8 erfolgte die Induktion durch 1 mM IPTG. Nach 2 bis S5Sh
Inkubation bei 30 °C wurden die Zellen sedimentiert (5000 x g) und in einem
geeigneten Puffer gewaschen. Das Zellpellet nach erneuter Zentrifugation
(3000 x g) wurde bei -20 °C gelagert.

2.8.3 Zellaufschluss und IMAC

Das Bakterien-Pellet (2 bis 4 g Feuchtgewicht) wurde in 15 bis 40 ml
Aufschlusspuffer resuspendiert (50 mM Tris-HCl, pH 7,5, 150 mM KClI,
S mM Imidazol, 1 mM PMSF und 1 Tablette/50 ml Complete® EDTA-frei
(Roche Diagnostics, Mannheim), 2 mM f-Mercaptoethanol, 0,1% Triton
X-100). Der Aufschluss der E. coli-Zellen erfolgte durch drei- bis flinfmalige
Passage der Zell-Suspension durch einen Microfluidizer (120 psi, Microfluidics,
Newton, MA, USA). Zelltrimmer und Membranbestandteile wurden durch
Ultrazentrifugation (1 h, 100000 x g, 4 °C) sedimentiert. Der Uberstand
wurde durch IMAC weiter bearbeitet. Zell-Suspension, Pellet und Uberstand
wurden mittels SDS-PAGE Uberpruft.

Der Uberstand wurde im Batch-Verfahren auf 2 bis 8 ml Ni-NTA-Sepharose
gegeben, die mit 50 mM K-Phosphat, pH 7,4, 100 mM KCl, 20 mM Imidazol
und 1 mM f3-Mercaptoethanol aquilibriert war. Bei 80 mM Imidazol wurden

erst unspezifisch bindende Proteine eluiert. Die Elution des heterolog
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exprimierten Proteins erfolgte bei einer Imidazol-Konzentration oberhalb von
120 mM.

Die Proteinkonzentration wurde nach der Bradford-Methode (Bradford, 1976)
oder durch Absorption bei 280nm in 6 M Gdm-Cl bestimmt. Der
Extinktionskoeffizient fir Maus-DYRK3-L27.183 und die Cys128Ser-Mutante
dieses Fusionsproteins betrdgt bei 280 nm 7680 M-! cm-!l. Eine Losung mit
1 mg/ml dieses Proteins zeigt somit eine Absorption von 0,408 AU. Fur
NMR-Messungen wurde die Proteinkonzentration mittels Zentricon

(Millipore) auf mindestens S0 uM gesteigert.
2.8.4 Weitere Chromatographie-Schritte

Die Gelfiltration erfolgte an einer Superdex 75-Saule (Amersham Bioscience)
in 50 mM Tris-HCI, pH 7,5, 1 mM DTT bei einem Fluss von 2,5 ml/min.
Fraktionen zu 2 min wurden fir die spatere Analyse durch SDS-PAGE
gesammelt. Die Sdule wurde mit dem Low Molecular Weight Gelfiltration Kit
der Firma Amersham Bioscience kalibriert (Ribonuclease A, 13,7 kDa,
86,2 min; Chymotrypsinogen A, 25 kDa, 75,4 min; Ovalbumin, 43 kDa,
63,2 min; Albumin, 67 kDa, 55,5 min).

Maus-DYRK 3-L27-183 (c1285) wurde nach der IMAC-Reinigung durch Kationen-
austausch-Chromatographie weiter bearbeitet. Hierflir wurde das Protein an
einem Waters HPLC-System bei 4 °C an PORUS HS-Sidulenmaterial
gebunden (Applied Biosystems, Foster City, CA, USA) und mit einem
linearen Gradienten von O bis 1 M KCl in 25 mM Kalium-Phosphat (pH 6,0)
eluiert. Die Fraktionen, die nach SDS-PAGE Maus-DYRK 3-L27-183 (c12ss)
enthielten, wurden vereint und gegen 25 mM Kalium-Phosphat (pH 6,0)
dialysiert (200-faches Volumen, dreimaliger Pufferwechsel, 8 °C).

2.9 Proteinchemische Protokolle
2.9.1 Limitierte Proteolyse mit Trypsin bzw. Papain

In einem Gesamtvolumen von 1 ml wurde Maus-DYRK 327.183-His8 (16 uM)
in 100 mM Tris-HCI, pH 8,5 mit steigenden Mengen an Trypsin versetzt und
far 30 min bei 30 °C inkubiert. Die Reaktion wurde durch Zugabe eines
10-fachen Uberschusses an Trypsin-Inhibitor aus Soja abgestoppt. Nach
Konzentrierung der Proteine durch TCA-Fallung (Abschnitt 2.9.2) erfolgte die
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Analyse des Reaktionsansatzes in einem 15% Tris-Tricin-Gel, das entweder

durch Coomassie- oder Silber-Einlagerung gefarbt wurde.

Maus-DYRK 327.183-His8 (16 uM) in 50 mM MES, pH 6,5 wurde mit steigenden
Mengen an Papain versetzt und fir 30 min bei 30 °C inkubiert. Das
Gesamtvolumen des Reaktionsansatzes betrug 1 ml. Die Reaktion wurde in
flissigem Stickstoff gestoppt. Nach Konzentrierung der Proteine durch TCA-
Fallung (Abschnitt 2.9.2) erfolgte die Analyse des Reaktionsansatzes in einem
15% Tris-Tricin-Gel, das entweder durch Coomassie- oder Silber-Einlagerung

gefarbt wurde.
2.9.2 Fallung von Proteinen

Zur Konzentrierung einer Proteinlésung wurde diese mit dem gleichen
Volumen 72%-iger Trichlor-Essigsdure (4 °C) gemischt und fur 30 min bei
-20 °C gefallt. Die Proteine wurden durch Zentrifugation (16000 x g, 10 min,
4 °C) sedimentiert, zweimal mit 500 ul Aceton (-20 °C) gewaschen und
getrocknet. Nach Loésen in Probenpuffer erfolgte die Analyse mittels SDS-
PAGE. Alternativ dazu erfolgte die Fallung der Proteine mit Natrium-
Desoxycholat (Arnold und Ulbrich-Hofmann, 1999).

2.9.3 Fraktionierung von Saugetier-Zellextrakten

Saugetier-Zellen wurden in eine Kernfraktion und eine cytosolische Fraktion
nach dem Protokoll von Wojchowski und Mitarbeitern fraktioniert (Li et al.,
2002).

2.9.4 SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese (SDS-PAGE)

Proteine wurden durch diskontinuierliche SDS-PAGE in Tris-Glycin-Gelen
aufgetrennt (Laemmli, 1970). Bei der Analyse von Protein-Fragmenten nach
limitierter Proteolyse oder bei heterologer Expression von Proteinen mit
einem Molekulargewicht von weniger als 15 kDa erfolgte die Analyse in Tris-
Tricine-Gelen (Schaegger, 1994). Die Zusammensetzung der verwendeten
Puffer ist unter 2.1.3 zu finden. Die SDS-PAGE wurde in einer Mighty Small
II Elektrophorese-Kammer durchgefiihrt (Hoeffer/Amersham Bioscience,
Freiburg). Als Standards dienten Mark12, SeeBlue2 und MagicMark
(allesamt Invitrogen). Die Darstellung der Proteine erfolgte entweder durch
Coomassie- oder Silber-Farbung.
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2.9.5 Western Blot mit Sdugetier-Zellextrakten

Proteine, die durch SDS-PAGE aufgetrennt worden waren, wurden nach der
semi dry-Methode (Kyshe-Anderson, 1984; Towbin et al., 1979) elektrophoretisch
auf PVDF-Membranen (Millipore) Ubertragen. Hierfir wurden Methanol-
aktivierte Membran und Gel zwischen mehrere mit Transfer-Puffer getrédnkte
Filterpapiere (3MM, Whatman) gelegt und zwischen zwei Fladchenelektroden
eingespannt. Der Transfer erfolgte 75 min bei 1 mA/cm2. Zur Uberprifung
des Transfers wurden Proteine mit Ponceau S (0,2 - 2% in 3% TCA)
angefarbt. Alternativ dazu konnten Proteine auf der Membran auch durch
eine Coomassie-Farbung mit kurzen Inkubationszeiten (Farber nur 10 sec
bis 1 min) sichtbar gemacht werden. Zum Abséttigen von hydrophoben
Bereichen wurde Bio-Magermilchpulver (0,7% Fett) der Firma Heirler
Cenovis (Radolfzell) verwendet (1 h 5% (w/v) Milchpulver (MP) in TBS-T bei
Raumtemperatur). AnschliefRend erfolgte die Dekoration der Membran mit
dem entsprechenden spezifischen priméren Antikorper (siehe Tab. 2.1; in
TBS-T mit 3% MP) fir 90 min bei Raumtemperatur oder bei 8 °C tiber Nacht.
Zur Detektion des priméren Antikérpers dienten Peroxidase-konjugierte anti-
Kaninchen bzw. anti-Maus IgG (1 : 1000 in TBS-T mit 3% MP, 1h bei
Raumtemperatur). Vor und nach der Inkubation mit dem sekundéiren
Antikoérper erfolgte dreimaliges Waschen mit TBS-T (je 5 min, Raumtemperatur).
Zur Detektion der Peroxidase-Aktivitdit wurde die Membran eine Minute in
Chemilumineszenz-Loésung inkubiert. Diese wurde durch Mischen von
2,5 mM Luminol, 400 uM p-Cumarsaure, 1% (v/v) DMSO in 0,1 M Tris-HCI
(pH 8,5) und 5,4 mM H>O2 in 0,1 M Tris-HCI frisch zubereitet. Alternativ
dazu wurde Das ECL-Kit der Firma Amersham Bioscience nach den Angaben
des Herstellers verwendet. Die Detektion der Chemilumineszenz erfolgte

durch Exposition von Medical X-Ray Film (FUJI, Japan).
2.9.6 Analyse von Saugetier-Zellextrakten in 2D-Gelen

Die Auftrennung von Proteingemischen nach dem isoelektrischen Punkt in
der ersten und dem apparenten Molekulargewicht in der zweiten Dimension
erfolgte mit dem ZOOM IPGRunner 2D-Gel-System (Invitrogen, Karlsruhe)
nach den Angaben des Herstellers. Die Zellen wurden in Niedrig-Salz-Puffer
resuspendiert und hypoton lysiert. Nach der Protein-Bestimmung (Bradford,
1976) wurden gleiche Mengen an Gesamtprotein auf Streifen mit
immobilisiertem pH-Gradienten (pH 3 bis 10) aufgetragen. Zur Isoelektrischen
Fokussierung wurde folgendes Stufenprogramm bei konstanter Leistung (1 W)
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angewandt: 20 min 335V, 3 mA; 15 min 750V, 1,3 mA; 15 min 1250V,
0,8 mA; 30 min 3335V, 0,3 mA. Hier erfolgte die SDS-PAGE in 4-12%
NuPAGE Gradienten-Gelen mit dem Standard Mark12. AnschliefSend
wurden die Gele durch Silber-Farbung oder durch Western Blot mit einem
Antikorper gegen GFP analysiert.

2.10 Methoden der Protein-Analytik
2.10.1 UV/Vis-Spektroskopie

Absorptionsspektren im UV/Vis-Bereich wurden von Proteinlésungen an
einem Varian Cary 100 Bio UV/Vis-Spektrometer aufgenommen. Spektren
des Puffers ohne Protein wurden nachtriglich subtrahiert.

2.10.2 Messung des Dichroismus von circular polarisiertem Licht (CD)

CD-Spektren wurden in entgasten und filtrierten Puffern (z. B. 50 mM
K-Phosphat, pH 5.0) bei 20 oder 25 °C in einer 0,5 mm Kuvette an einem
Jasco CD-Spektrometer aufgenommen. Aus Protein-Proben wurden zuvor
Partikel durch Zentrifugation entfernt (10 min 16000 x g, 4 °C). Bei der
Messung wurden folgende Gerédte-Parameter verwendet: 1 nm Bandbreite,
1 sec Ansprechzeit und 1 nm Schrittweite. Fuir ein Spektrum wurden jeweils
10 Scans akkumuliert. Spektren fir Puffer ohne Protein wurden ebenfalls
aufgenommen und anschliefSend subtrahiert. Der Gehalt an verschiedenen
Sekundarstruktur-Elementen wurde mit der am Gerat vorhandenen Software
bestimmt (Jasco Secondary Structure Estimation 1.0). Die Elliptizitdt molare
Ellipsitdit pro Aminosdure ® [deg cm? dmol!] wurde nach Formel 2.1
errechnet (Schmid, 1997). Hierbei wurde das Molekulargewicht Mw in [g/mol],
die Konzentration in [mg/ml] und die Weglédnge in [cm]| eingesetzt.

3 Elliptizitat* M,
10* Konz * aa *Weglange

Formel 2.1

2.10.3 Trypsin-Verdau fur MALDI-Fingerprinting

Nach Coomassie-Farbung von SDS-Polyacrylamid-Gelen wurde 2 x 10 min
mit HoO gespult. Die zu identifizierenden Banden wurden aus dem Gel
ausgeschnitten, zerkleinert und in Acetonitril 10 min dehydriert. Nach
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Entfernung des Uberstandes wurden die Gel-Stiicke mit 0,1 M (NH4)2CO3 fiir
S min rehydriert. Dieser Vorgang wurde einmal wiederholt, anschliefSend
erfolgte die Trocknung des Gel-Stiicks in einer Speed Vac SC110
(ThermoSavant, Holbrook, NY, USA). Das getrocknete Gel wurde bei 56 °C
fir 45 min in 0,1 M (NH4)2CO3z mit 10 mM DTT aufgeschwemmt und dann in
Acetonitril (5 min) abermals dehydriert. Nach Entfernen des Uberstandes
wurde das Gel in 55 mM Jodacetamid-Lésung fir 15 min im Dunkeln
inkubiert. Der Uberstand wurde entfernt und das Gel mit 0,1 M (NH4)2COs3
fir S min gewaschen und im gleichen Volumen Acetonitril fir 5 min
dehydriert. Nach Abnahme des Uberstands wurde das Gel fiir 30 min in der
Vakuum-Zentrifuge (s. o.) getrocknet. Die in dem so behandelten Gel-Sttick
enthaltenen Proteine wurden 45 min in folgender Losung tryptisch verdaut:
0,05 M (NH4)2CO3, 5 mM CacCl2, 0,0125 mg/ml Trypsin (Roche Diagnostics,
Mannheim, gelést in 1 mM HCI). Nach Entfernung des Uberstandes wurde
das Gel-Stiick im gleichen Puffer, jedoch ohne Trypsin, Giber Nacht bei 37 °C
inkubiert. Nach Sedimentation der Gel-Stiicke wurde der Uberstand mittels
MALDI-TOF analysiert.

2.10.4 MALDI-TOF

Zur Analyse eines tryptischen Verdaus wurde 1 pl des peptidhaltigen
Uberstandes mit 1 ul gesattigter a-Cyano-4-hydroxyzimtsdure (in 0,1%
TFA/Acetonitril 2:1) gemischt. Fur Proteinlésungen wurde Sinapin-S&ure als
Matrix verwendet. Salzhaltige Proben wurden mit Zip-Tips (Eppendorf)
gereinigt. MALDI-TOF-Spektren wurden an einem Voyager-DE Pro Gerat
(PerSeptive/Applied Biosystems, Foster City, CA, USA) im linearen (Proteine)
bzw. Reflektor-Modus (Peptide) aufgenommen und mit dem Data Explorer
ausgewertet (Applied Biosystems, Foster City, CA, USA).

2.10.5 N-terminale Protein-Sequenzierung nach Edman

Zum Nachweis des N-Terminus eines Proteins wurde dieses mittels SDS-
PAGE gereinigt und durch Elektrotransfer auf eine PVDF-Membran tibertragen.
Proteinbanden auf der Membran wurden mit Coomassie angefarbt und
ausgeschnitten. Die N-terminale Protein-Sequenzierung durch Edman-
Abbau der ausgeschnittenen Banden erfolgte bei der Firma SeqLab (Gottingen).
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2.11 Kern-Spinresonanz (NMR)
2.11.1 Eindimensionale 'H-NMR

NMR-Spektren wurden an einem Inova 600 Spektrometer (Varian,
Darmstadt) bei einer Protonen-Resonanzfrequenz von 599,8 Hz und einer
Temperatur von 300 K im unter 2.11.3 angegebenen Puffer aufgenommen.
Dieses Spektrometer war mit abgeschirmten Z-Gradienten ausgestattet. Die
Wasserunterdrickung erfolgte durch die WATERGATE-Pulsfolge (Piotto et al.,
1992) oder durch Presaturation.

2.11.2 Markierung von Proteinen mit stabilen Isotopen

Zur Markierung von Proteinen mit N-Stickstoff wurde M9-Minimal-Medium
(siehe 2.1.4) mit 15N-NH4Cl zubereitet. Dieses Medium enthielt zudem 1 mM
Thiamin sowie 12 g Glucose. In einer ersten Vorkultur (10 ml) wurde der
entsprechende E. coli-Expressionsstamm zur Adaption an das Medium 8 h
bei 37 °C unter Schutteln inkubiert. Hiermit wurden 200 ml M9-Minimal-
Medium inokuliert und tber Nacht (37 °C, 200 rpm) inkubiert. Die Zellen
wurden durch Zentrifugation (6000 x g) sedimentiert, in 1 1 frischem Medium
resuspendiert und bis zum Erreichen einer ODegoo von 0,5 inkubiert (37 °C,
140 rpm, Schikanenkolben). Nach Induktion mit 1 mM IPTG erfolgte die
Expression des Proteins bei 30 °C und 140 rpm fir 4 h. Das Zellpellet nach
15 min 6000 x g wurde mit PBS gewaschen und bei -20 °C bis zur Protein-
Reinigung nach 2.8.3 gelagert.

2.11.3 ®N-HSQC-NMR-Spektroskopie

Maus-DYRK 3-L27-183-His8 (50 uM) in 50 mM Kalium-Phosphat-Puffer,
0,5 mM EDTA, 1 mM DTT, pH 6,2 wurde mit 10% 2H>O versetzt und unter
den unter 2.11.1 angegebenen Bedingungen gemessen. Die Aufnahme eines
ISN-Gradienten-HSQC (Kay et al., 1992) erfolgte mit der entsprechenden

Pulsfolge aus der Standardbibliothek der installierten Varian Datenbank.
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3  Ergebnisse

3.1 Die Lokalisierung von DYRK 3 in verschiedenen Zelllinien

Die Lokalisierung von DYRK 3 in der Zelle ist ein bedeutendes Indiz fur die
Funktion dieses Proteins. Allerdings ist die subzellulare Lokalisierung von
DYRK 3 bisher noch ungeklart (siehe Einleitung 1.4). Nach einer genauen
Analyse bereits vorhandener Informationen zu DYRK 3 sollte ektopisch
exprimiertes DYRK 3-Protein in verschiedenen Zellarten untersucht werden.
Hierfir wurden zundchst weitere Angaben zur Expression von DYRK 3

zusammengetragen.

3.1.1 Datenbank-Analyse der Expression von DYRK 3 und Auswabhl
des Zell-Systems

DYRK 3 wird wie in Abschnitt 1.4 beschrieben funktionell im Knochenmark
und in fétaler Leber exprimiert. Diese Gewebe sind nur schwer experimentell
zuganglich, aufwandig zu kultivieren und nur schlecht molekularbiologisch
zu verdndern. Verschiedene DYRK 3-cDNAs wurden jedoch aus fotalem
Gehirn, quergestreifter Muskulatur und Hoden kloniert (Lord et al., 2000;
Becker et al., 1998). Obwohl Lord et al. DYRK 3 als fir erythroide Vorlaufer
spezifisches Protein beschreiben, gibt es in diesen Studien auch Hinweise
auf die Expression von DYRK 3 in Herz, Bauchspeicheldriise, Lymphknoten,
Milz und Thymus, wenn auch nur auf niedrigem Niveau. Deshalb sollte die
Frage geklart werden, ob DYRK 3 auch in gut charakterisierten Zelllinien
analysierbar ist. Hierfir wurden weitere Daten zur Expression von DYRK 3
gesammelt und durch die Suche nach Expressed Sequence Tags (ESTs) ein

selektronischer Northern Blot‘ erstellt.

Mit dem Programm BLASTN wurde in der Datenbank dbEST von NCBI nach
DYRK 3-ahnlichen exprimierten Sequenzen (ESTs) menschlichen Ursprungs
gesucht. Zudem wurden Angaben aus der Sekundar-Datenbank UniGene
EST (www.ncbi.nlm.nih.gov/UniGene) verwendet. Bei diesem ,elektronischen
Northern Blot* wurden fir die menschliche DYRK 3 insgesamt 67 ESTs
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gefunden, die aus Thymus, Gehirn, Leber, Niere und Lunge sowie Karzinom-
Zellen stammen. Mehrfach wurden ESTs aus Gehirn (5), Leber (11), Hoden
(5) und Niere (2) entdeckt.

Die hier beschriebene Analyse der Expression von DYRK 3 deutet auf eine
weniger linienspezifische Expression hin als bisher in der Literatur
dargestellt. Deswegen war die Untersuchung der Lokalisierung von DYRK 3
in gut charakterisierten Zelllinien moéglich. Fur die folgenden Versuche
wurden die Leber-Zelllinie HEP-G2, die Nieren-Zelllinien LLC-PK1 und HEK-
293 sowie COS-7-Zellen ausgewdhlt. Weitere Angaben zu diesen Zellen sind
in Tab. 2.2 zu finden.

3.1.2 DYRK 3 als Fusion mit DsRed

Nachdem feststand, dass DYRK 3 in verschiedenen Zelllinien untersucht
werden kann, konnte mit den Lokalisierungsstudien begonnen werden.
Hierfir wurde zunéchst die codierende Sequenz von humaner DYRK 3-S in
den Vektor pDsRed2-C1 kloniert, der die codierende Sequenz fir das rot
fluoreszierende Protein DsRed aus der Koralle Discosoma spec. enthalt
(Verkhusha et al., 2001; Yarbrough et al., 2001). Bei diesem Konstrukt
befindet sich DsRed N-terminal von DYRK 3.

Abb. 3.1: Transfektion von LLC-
PK1-Zellen mit DsRed-DYRK 3-S.
Die Zellen wurden nach 24 h
Expression fixiert und DAPI gefarbt.
Die Auswertung erfolgte durch

DsRed DsRed+DAPI DAPI Fluoreszenz-Mikroskopie.

Vorab wurden mit diesem Plasmid die Transfektionsbedingungen von
COS-7- und LLC-PK1-Zellen optimiert (siehe Abschnitt 2.4.2). Dem so
etablierten Protokoll folgend, wurden nun LLC-PK1-Zellen mit DsRed-
DYRK 3-S transfiziert. Nach einer Expressionszeit von 24 h wurden die
Zellen fixiert und mit DAPI angefarbt, einem fluoreszierenden DNA-Farbstoff.
AnschliefSend wurden die Zellen durch Fluoreszenz-Mikroskopie analysiert.
In LLC-PK1-Zellen war nur eine schwache Fluoreszenz im Rotkanal zu
erkennen (Abb. 3.1). Diese war jedoch Uber die gesamte Zelle verteilt. Auch in
Zellen, die sich gerade in der Mitose befanden, war keine Anderung der
Lokalisierung des Fusionsproteins zu erkennen (Abb. 3.1, rechte Zelle).
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Neben der einheitlich in der Zelle verteilten Fluoreszenz waren in mit DsRed-
DYRK 3-S transfizierten LLC-PK1-Zellen auch Bereiche konzentrierter
Fluoreszenz zu erkennen. Diese befinden sich in Abb. 3.1 in beiden Zellen
unterhalb der durch DAPI gefarbten DNA. In COS-7-Zellen, die mit dem
gleichen Konstrukt transfiziert waren, waren diese Bereiche intensiver,
gesprenkelter Fluoreszenz starker ausgeprdgt. Bei der Variation der
Expressionszeit nach der Transfektion zwischen 20 und 53 Stunden konnte

in COS-7-Zellen sogar eine Zunahme dieses Signals beobachtet werden.

DsRed lagert sich in vitro und in der lebenden Zelle zu Tetrameren
zusammen (Wall et al., 2000). Diese Tetramerisierung ist fir die Ausbildung
des Fluorophors unbedingt erforderlich (Sacchetti et al., 2002). Uberdies war
bei einer Fusion von DsRed mit verschiedenen Connexinen, Proteinen der
Gap Junctions, bereits eine Tendenz zur Aggregation beschrieben worden
(Lauf et al., 2001). Somit kann auch fir die Fusion von DsRed mit DYRK 3
die Aggregation des heterolog exprimierten Proteins in der Zelle eine

Erklarung fir die oben beschriebenen Beobachtungen sein (vergleiche hierzu
Abschnitt 3.2.2).

Abb. 3.2: LLC-PK1-Zellen wurden
mit DYRK 3-S als -Fusion
transfiziert. Die Zellen wurden nach

24 h Expression fixiert und DAPI
GFP GFP+DAPI DAPI gefarbt.

Das Oligomerisieren, vor allem aber das Aggregieren des Fusionsproteins
kann die korrekte Lokalisierung beeintrachtigen. Da auch die hier
verwendete Kombination aus DsRed und DYRK 3-S zur Aggregation neigt,
wurden fir die folgenden Studien Fusionen von DYRK 3 mit GFP kloniert.
Dieses grin fluoreszierende Protein GFP aus der Qualle Aequorea victoria
liegt im Gegensatz zu DsRed als Monomer oder als lose assoziiertes Dimer in
der Zelle vor (Yang et al., 1996; Zimmer, 2002; Matz et al., 2002).

Die Beobachtungen in LLC-PK1-Zellen mit DsRed-DYRK 3-S sollten nun mit
einer Fusion von GFP und DYRK 3-S wiederholt werden. Hierfir wurde die
codierende Sequenz der Kinase in den Vektor pEGFP-C1 kloniert. Mit diesem
Konstrukt wurden die oben beschriebenen Transfektionen wiederholt.
Intensive Bereiche von gefleckter Fluoreszenz waren nun nicht mehr zu
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erkennen. Gleichméafdiig war die grine Fluoreszenz der EGFP-Fusion in der
Zelle verteilt wie in Abb. 3.2. zu erkennen. Aufgrund des beobachteten
Aggregationsverhaltens einer Fusion von DYRK 3 mit DsRed war also eine
GFP-Fusion von DYRK 3 mit GFP besser fuir weitere Lokalisierungsstudien
geeignet. GFP wurde Uiberdies bereits in verschiedenen Studien zur Analyse
des Kerntransports von Proteinen verwendet (Stauber, 2002). Zusatzlich
wurde auch eine DYRK 3-Fusion mit einem kurzen Peptid, dem FLAG-Tag,
auf seine Lokalisierung getestet, der das Gesamtprotein nur um acht
Aminosduren grofier werden lasst im Vergleich zu den Proteinen GFP
(27 kDa) und DsRed (28 kDa).

3.1.3 FLAG-DYRK 3-L ist in HEK-293-Zellen vom Zellkern
ausgeschlossen

An anderer Stelle wurde bereits gezeigt, dass DYRK 3 Fusionen am
N-Terminus toleriert (Li et al., 2002). Eine kleine Fusion wie der FLAG-Tag
(acht zusatzliche Aminosduren) beeinflusst das Verhalten des Gesamt-
proteins nicht so sehr wie ein zuséatzliches Protein (GFP, 27 kDa). Ein
zusatzliches Epitop war bei diesen Studien fir die Detektion von DYRK 3
erforderlich, da ansonsten nur ein Antikérper gegen den N-Terminus von

DYRK 3 zur Verfligung stand, der diese Sequenz sehr schlecht erkannte.

Hierfir wurde vor die codierende Sequenz von DYRK 3-L die Sequenz fir den
FLAG-Tag eingefliigt. Zwischen Start-Codon und der weiteren Sequenz von
DYRK 3 befinden sich nun die Tripletts fir die Aminosduren DYKDDDDK.
Direkt stromaufwarts des Start-ATGs wurde eine Kozak-Sequenz fir gute
Translationsinitiation eingefigt (Kozak, 1999; Kozak, 1989). Das so
erhaltene Konstrukt wurde in den eukaryontischen Expressionsvektor
pcDNAS/FRT/TO eingeftigt. (Dieser Vektor eignet sich auch fur die stabile
Integration des Inserts mittels Flp-Rekombinase.) Mit dem Plasmid FLAG-
DYRK 3-L wurden nun HEK-293-Zellen transfiziert, nach 24 h Expression
fixiert und durch Immunofluoreszenz und DAPI angefarbt (Abb. 3.3).

Die Zellen in den Abb. 3.3.A und B sind mit FLAG-DYRK 3-L transfiziert. Die
Verteilung der Fluoreszenz von FLAG-DYRK 3-L unterscheidet sich deutlich
von jener von GFP-DYRK 3-S. Trotz des niedrigeren Molekulargewichts von
66,7 kDa im Vergleich zu 91,4 kDa bei GFP-DYRK 3-S ist das hier
untersuchte Fusionsprotein vollstdndig vom Zellkern ausgeschlossen.
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Abb. 3.3: Transfektion von
humanen HEK-293 Zellen mit
FLAG-DYRK 3-L. A und B zeigen
verschiedene Zellen, die FLAG-
DYRK 3-L enthalten, C zeigt
oben links zwei nicht transfizierte
Zellen (»). Nach 24 h Expression
wurden die Zellen fixiert und mit
einem monoklonalen Antikérper
(1:1000) gegen den FLAG-Tag
inkubiert. Der sekundare -
markierte Antikorper war gegen
Maus-IgG gerichtet. Dann
erfolgten DAPI-Farbung und
Einbettung. Merge, Uberlagerung
der -Fluoreszenz mit dem

anti-FLAG merge DAPI DAPI-Signal.

Zwei nicht transfizierte Zellen sind in Abb. 3.3.C zu erkennen (siehe
Pfeilspitze ). Diese wurden nicht vom anti-FLAG-Antikérper angefarbt und
stellen somit eine Negativkontrolle fiir den Antikérper dar. Im Gegensatz zu
den bisher untersuchten Zellen COS-7 und LLC-PK1 formen HEK-293
Zellhaufen. Dieses Erscheinungsbild ist jedoch nicht von der Transfektion
abhingig.

FLAG-DYRK 3-L wurde in HEK-293-Zellen vom Kern ausgeschlossen, GFP-
DYRK 3-S in LLC-PK1- und COS-7-Zellen jedoch nicht. Der Ausschluss vom
Zellkern wurde bisher fiir keine Kinase der DYRK-Familie beschrieben. Um
diese Art der Lokalisierung genauer zu untersuchen, wurde nun auch
DYRK 3-S mit N-terminalem GFP in HEK-293-Zellen untersucht. Zudem
wurde auch der Einfluss der Position des GFPs mit DYRK 3-Konstrukten mit
C-terminalem GFP untersucht.

3.1.4 Klonierung von DYRK 3-Fusionen mit C-terminalem GFP

Die verschiedenen Isoformen von DYRK 3 (siehe Einleitung 1.4) unter-
scheiden sich in den ersten Aminosduren des N-Terminus. Der gesamte
N-terminale Teil dieser Kinase ist zudem der Bereich, der sich am meisten

von den anderen DYRK-Proteinen unterscheidet. Innerhalb der ersten 150
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Aminosduren bestehen lediglich 15% Identitidt (und 26% Ahnlichkeit, Needle
Align, EBI) zur Sequenz von DYRK 2. Falls in diesem Teil des Proteins die
entscheidenden Signale fir die korrekte Sortierung in der Zelle liegen,
kénnten diese durch N-terminale Fusionen in ihrer Funktion beeintrachtigt
werden. Deshalb wurden auch DYRK 3-Konstrukte mit C-terminalem
Fusionsprotein untersucht.

Eco RI Bam HI
pEGFP-N1 5'Kozak ATG DYRK 3

| 3' pEGFP-N1

Abb. 3.4: Schematische Darstellung von DYRK 3 in dem eukaryontischen Expressions-
vektor pE -N1. Kozak, Nucleotid-Sequenz CCACC fur gute Translationsinitiation.

Hierfir wurden sowohl die Long- als auch die Short-Isoform von DYRK 3 in
den Vektor pEGFP-N1 kloniert. Bei diesen Konstrukten ist ein EGFP-Molekl
C-terminal an das zu untersuchende Protein fusioniert. Fur eine erleichterte
Translationsinitiation wurde vor das Start-Codon ATG die Sequenz CCACC
eingefigt (Kozak, 1999; Kozak, 1989). Eines dieser Konstrukte ist
schematisch in Abb. 3.4 dargestellt.

3.1.5 DYRK 3 mit C-terminalem GFP ist in HEK-293-Zellen vom Kern
ausgeschlossen

HEK-293-Zellen, die von humanen embryonalen Nierenzellen abstammen,
wurden bereits in friiheren Arbeiten tiber DYRK 3 verwendet (Li et al., 2002).
Diese Zellen wurden mit DYRK 3-L mit C-terminalem GFP, DYRK 3-S mit N-
bzw. C-terminalem GFP sowie isoliertem GFP transfiziert, nach 24 h fixiert
und DAPI gefarbt und durch Fluoreszenz-Mikroskopie analysiert (Abb. 3.5).

Nach der Transfektion von HEK-293 mit DYRK 3-L und DYRK 3-S mit
C-terminaler GFP-Fusion (Abb. 3.5.A und B) war die Fluoreszenz wie bei
DYRK 3 mit N-terminalem FLAG-Tag vom Zellkern ausgeschlossen. Bei der
Transfektion von HEK-293-Zellen mit DYRK 3-S mit N-terminalem GFP
(Abb. 3.5.C) wurde die griine Fluoreszenz wieder in der gesamten Zelle
detektiert wie auch in LLC-PK1-Zellen (vergleiche Abschnitt 3.1.2). Hier war
kein Ausschluss des Fusionsproteins vom Kern zu beobachten.

Um Klarheit iber die Lokalisierung von DYRK 3 mit N-terminalem GFP zu
gewinnen, wurde die Lokalisierung von GFP-DYRK 3 in HEK-293 auch durch
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transfiziert. Nach 24 h
Expression wurden die Zellen

GFP GFP+DAPI DAPI fixiert und DAPI gefarbt.

Abb. 3.5: Transfektion von
HEK-293 Zellen mit DYRK 3-
GFP-Fusionskonstrukten.
Humane HEK-293

Zellen wurden mit

A) DYRK 3-L- ,

B) DYRK 3-S- ,

C) -DYRK 3-S sowie

D) pE -N1

Zell-Fraktionierung untersucht. Im Western Blot wurde eine immunreaktive
Proteinspezies mit einem apparenten Mol-Gewicht von etwas mehr als
90 kDa detektiert, was dem theoretischen Mw des Fusionsproteins von
91,4 kDa entspricht. Trotz niedriger Intensitat des Signals konnte GFP-
DYRK 3 sowohl im cytosolischen als auch im Kernextrakt nachgewiesen
werden (Abb. 3.6). Dieses Ergebnis stimmt also mit den mikroskopischen
Beobachtungen tiberein.

Abb. 3.6: Fraktionierung von HEK-293-Zellen, die mit GFP-DYRK 3-S

transfiziert waren. In einem 4-12% NuPAGE-MOPS-Gel wurden

ol h ﬁ cytosolischer Extrakt (cyt) und Kernextrakt (nuc) aufgetrennt und mittels
Western Blot mit einem Antikdrper gegen GFP analysiert.

cyt nuc
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Die DYRK 3-Fusion mit C-terminalem GFP war vom Kern ausgeschlossen,
die DYRK 3-Fusion mit N-terminalem GFP befand sich im Gegensatz dazu
sowohl im Cytoplasma als auch im Zellkern von HEK-293-Zellen. DYRK 3-S
wurde nun mit N- bzw. C-terminalem GFP auch in HEP-G2-Zellen
transfiziert, um zu klaren, ob diese Unterschiede in der Lokalisierung auf

einen Zelltyp beschrankt sind.

3.1.6 GFP-Fusionen von DYRK 3 sind in HEP-G2-Zellen vom Kern
ausgeschlossen

Bei der Datenbank-Analyse der DYRK 3-Expression (siehe Abschnitt 3.1.1)
wurden die meisten ESTs in Bibliotheken aus Leber-cDNA gefunden.
Deshalb wurde nun auch die Lokalisierung von GFP-Fusionen von DYRK 3
in der menschlichen Leber-Zelllinie HEP-G2 untersucht. Diese Zelllinie

exprimiert weiterhin zahlreiche Proteine des Leberstoffwechsels (Aden et al.,
1979; Knowles et al., 1980).

Abb. 3.7: Transiente
Transfektion von humanen
HEP-G2 Zellen mit

A) -DYRK 3-S,

B) DYRK 3-S- und

C) pE -N1.

Nach 24 h Expression wurden
die Zellen fixiert und DAPI

GFP GFP+DAPI DAPI gefarbt.

Hierfur wurden HEP-G2-Zellen mit DYRK 3-S mit N- bzw. C-terminalem GFP
sowie dem Vektor pEGFP-N1 transfiziert. Nach 24 h Expression wurden die
Zellen fixiert, DAPI gefarbt und mittels Fluoreszenz-Mikroskopie analysiert
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(Abb. 3.7). In HEP-G2-Zellen befand sich DYRK 3 ausschliefSlich im
Cytoplasma, nicht jedoch im Zellkern. Der Kernausschluss von DYRK 3 war
hier unabhéingig von der Position des GFPs im Gegensatz zu den in
Abschnitt 3.1.5 transfizierten HEK-293-Zellen. Diese bisher noch nicht
beschriebene Art der Lokalisierung war bei HEP-G2-Zellen mit DYRK 3 und
C-terminalem GFP deutlich zu erkennen (Abb. 3.7.B). Bei jenen Zellen mit
DYRK 3 und N-terminalem GFP ist in Abb. 3.7.A lediglich eine Zelle mit
klarem Ausschluss der Fluoreszenz vom Zellkern zu sehen (Pfeilspitze V¥ in
Abb. 3.7.A).

Sowohl in HEK-293- als auch in HEP-G2-Zellen, nicht jedoch in LLC-PK1-
Zellen war DYRK 3 als Fusion mit GFP oder dem FLAG-Tag vom Zellkern
ausgeschlossen. Die Stellung des GFPs relativ zu DYRK 3 ist flir den Kern-
Ausschluss entscheidend, jedoch abhangig vom Zelltyp. Diese Art der
Lokalisierung konnte nicht durch einfache Gréfsenbegrenzung erklart
werden, da einzig der GroéfSe nach alle hier untersuchten Fusionsproteine
vom Kern ausgeschlossen sein sollten. Somit stellt die Lokalisierung von
DYRK 3 ausschliefSlich im Cytoplasma ein Merkmal dar, das bisher bei

keiner anderen DYRK-Kinase beschrieben worden ist.

Der Ausschluss von DYRK 3 vom Zellkern kann durch die Bindung an ein
cytosolisches Ankerprotein erkldrt werden. Dieses koénnte in den
verwendeten Zellen unterschiedlich exprimiert sein. So wére die beobachtete
Zelltyp-Spezifitdt verstdndlich. Auch verschiedene Zelltyp-spezifische
posttranslationale Modifizierungen kénnen die Lokalisierung von DYRK 3
beeinflussen.

3.1.7 Fragmente von DYRK 3 als GFP-Fusionen

Um erste Hinweise fir den Mechanismus des Kern-Ausschlusses zu
erhalten, wurde nun die Lokalisierung von Proteinfragmenten analysiert.
Hierfir wurde der N-terminale Teil von DYRK 3-S von Metl bis Gly163 in
den eukaryontischen Expressionsvektor pEGFP-N1 kloniert. Laut dem
Programm PSORT (www.psort.org) enthélt dieses Fragment mit der Sequenz
I153PNAKKRH1!%9 ein einteiliges Kern-Lokalisierungssignal (NLS) (Horton und
Nakai, 1997; Nakai und Horton, 1999). Falls dieses NLS funktional ist, sollte
dieses Fragment im Kern angereichert werden. Wenn das Fusionsprotein
jedoch vom Kern ausgeschlossen wird, spricht dies eher fir die Existenz
einer Bindungsstelle fiir ein Ankerprotein.
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Sowohl dieses N-terminale als auch das im Folgenden beschriebene Kinase-
Konstrukt enthielten ein C-terminales GFP sowie die in Abschnitt 3.1.4
beschriebene Kozak-Sequenz. Die Kinase-Doméane von DYRK 1A (Val149 bis
Met499) zeigte nach Deletion von N- und C-Terminus eine im Vergleich zum
Wildtyp unverdnderte Kinase-Aktivitdt (Himpel et al., 2001). Somit sollte
auch das hier verwendete Fragment von DYRK 3 eine intakte Kinase-
Doméane enthalten. Es beginnt direkt mit der DYRK Homology Box (siehe
Einleitung 1.3) bei Gly164 und schlief3t den kurzen C-Terminus mit ein.

Abb. 3.8: Transfektion von
HEK-293 Zellen mit
Fragmenten von DYRK 3.
HEK-293 wurden mit

A, DYRK 3-S1.163- :

B, DYRK 3-S14.568-

sowie C, pE -N1
transfiziert. Nach 24 h
Expression wurden die
Zellen fixiert und DAPI

GFP GFP+DAPI DAPl s

Die Lokalisierung dieser Konstrukte wurde im Folgenden in HEK-293-Zellen
analysiert (Abb. 3.8). Hierfir wurden die Zellen mit den entsprechenden
Plasmiden transfiziert, nach 24 h Expression fixiert, DAPI gefarbt und

mittels Fluoreszenz-Mikroskopie analysiert.

Der N-terminale Teil von DYRK 3-S ist in einigen HEK-293-Zellen in der
gesamten Zelle verteilt (Abb. 3.8.A). In anderen Zellen war aber auch fir das
N-terminale Fragment von DYRK 3 der Ausschluss vom Kern zu beobachten
(Pfeilspitze « in Abb. 3.8.A). In LLC-PK1-Zellen war dieses Konstrukt immer
vom Kern ausgeschlossen.
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Eine GFP-Fusion von DYRK 3-S ohne den N-terminalen Teil ist in HEK-293-
Zellen gleichmafig Uber die Zelle verteilt (Abb. 3.8.B). Im Gegensatz zu
DYRK 3-S und DYRK 3-L in voller Lange (Abb. 3.2 und 3.5.C) zeigt dieses
Fragment keinen Kernausschluss mehr. Die vermutete Bindungsstelle fur
ein postuliertes Ankerprotein kann durch die Deletion des N-Terminus

verloren gegangen sein.

In Abb. 3.9 sind die in diesem Abschnitt gewonnenen Erkenntnisse noch
einmal zusammengefasst. Sie werden in Abschnitt 4.1 ausfiihrlich diskutiert.
Im Folgenden wurde jedoch ein anderer Aspekt untersucht, der die
Lokalisierung von zahlreichen Proteinen beeinflussen kann - méogliche
posttranslationale Modifikationen.

in LLC-PK1, Cos-7 und HEK-293 sowohl
m DYRK 3-S im Cytoplasma als auch im Zellkern; vom
Kern ausgeschlossen in HepG2

£ DYRK 3-L in HEK-293 vom Kern ausgeschlossen

in HEK-293 und HepG2 vom Kern
DYRK 3-8 m ausgeschlossen

DYRK 3-L m in HEK-293 und HepG2 vom Kern

ausgeschlossen

in einigen HEK-293-Zellen vom Kern

ausgeschlossen, in anderen sowohl im
ND Cytoplasma als auch im Zellkern; in

LLC-PK1-Zellen vom Kern ausgeschlossen

Kin in HEK-293-Zellen sowohl im Cytoplasma
ase m als auch im Zellkern

Abb. 3.9: Uberblick tiber die in Abschnitt 3.1 durchgefiihrten Transfektionen
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3.2 Die Kinase DYRK 3 in eukaryontischen Expressionssystemen

Nach der ausfihrlichen Analyse der Lokalisierung von DYRK 3 in Saugetier-
Zellen wurden Expressionsversuche in verschiedenen eukaryontischen
Systemen durchgefiihrt. Diese sollten zeigen, ob die Kinase fur eine in vitro-
Reinigung Uberexprimiert werden kann. In diesem Falle sollten

posttranslationale Modifizierungen genauer analysiert werden.

Die posttranslationale Modifizierung eines Proteins kann die Lokalisierung
eines Proteins beeinflussen. Das Anhdngen des kleinen Proteins SUMO
(Small Ubiquitin related MOdifier) hat beispielsweise einen entscheidenden
Einfluss auf den Transport zwischen Cytosol und Zellkern sowie auf die
Zellkern-interne Protein-Sortierung (Pichler und Melchior, 2002).

Ein Ankerprotein kann fir die Zelltyp-spezifische Lokalisierung von DYRK 3
verantwortlich gewesen sein (siehe Abschnitt 3.1). Jedoch kénnen die dort
geschilderten Beobachtungen auch durch eine Zelltyp-spezifische
Modifizierung von DYRK 3 erklart werden. Somit sollte des Weiteren dieser
Aspekt von DYRK 3 untersucht werden.

3.2.1 Analyse von DYRK 3 mittels 2D-Gelelektrophorese

Mit dem Programm SUMOplot™ (www.abgent.com/sumoplot) wurde zunachst
die Aminosdure-Sequenz von DYRK 3 nach Motiven fir eine mogliche
SUMOylierung durchsucht. Ein Motiv um Lys84 (MKS34VE), das nur in der
Sequenz von DYRK 3 vorhanden ist, sowie ein weiteres um Lys337 (LK337PE),
das in der Sequenz mehrerer Vertreter der DYRK-Familie enthalten ist,
entsprechen exakt dem klassischen SUMOylierungsmotiv ®KxE (O steht hier
fir einen hydrophoben Rest). Innerhalb des N-Terminus von DYRK 3 ist nur
noch ein weiteres Motiv zu finden. Das weniger optimale Motiv um Lys159
(EKI59LE) ist einzig in DYRK 3 und dem homologen Nematoden-Protein
MBK-2 zu finden. Motive fir eine moégliche SUMOylierung sind also in der
Aminosaure-Sequenz von DYRK 3 vorhanden. Zudem wird die den DYRK-
Proteinen dhnelnde Kinase HIPK 2 durch SUMO-1-Konjugation modifiziert
(Engelhardt et al., 2003).

Uberdies war in Western Blots des in Hefe exprimierten N-Terminus von

DYRK 3 eine weitere Beobachtung zu machen, die auf eine SUMOylierung
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hinweist. Der Hefe-Stamm AH 109 wurde mit DYRK 3-L27.184 bzw. mit Maus-
DYRK 3-L27.183 als Fusion mit der DNA bindenden Doméne des
Transkriptionsfaktors Gal4 und dem cMyc-Epitop transformiert. Die
Klonierung von Maus-DYRK 3 wird in Abschnitt 3.4.3 beschrieben.
Suspensionskulturen dieser Hefen wurden im Western Blot mit einem

Antikoérper gegen das cMyc-Epitop analysiert (Abb. 3.10).

Eine schwache Bande mit einem apparenten Mw von 37 kDa war sowohl bei
der Maus- als auch bei der humanen Isoform von DYRK 3 zu sehen (« in
Abb. 3.10). Diese stimmt mit dem theoretischen Molekulargewicht dieser
Fusionsproteine gut tiberein (37,7 kDa, human; 37,6 kDa, Maus). Zusétzlich
zu diesem Signal war eine weitere, intensivere Bande mit einem apparenten
MW von etwa 50 kDa zu sehen (<« in Abb. 3.10). Sollte es sich bei beiden
Proteinspezies um den N-Terminus von DYRK 3 handeln, so ist eine
Modifizierung durch SUMO (11,5 kDa) oder Ubiquitin (8,6 kDa) eine

mogliche Erklarung fir die GrofSendifferenz.

Mouse Human Abb. 3.10: Western Blot von humaner DYRK 3?"'%
91- sowie Maus-DYRK 32”8 jeweils mit N-terminaler
87 A A At et s s Gal4-BD-Fusion. Das theoretische Molekulargewicht
:z: . « dieser Proteine betragt 37,7 bzw. 37,6 kDa, hier sind
- o S~ .- zusatzlich Protein-Spezies mit apparentem My von

50 kDa zu erkennen.

Eine korrekte SUMOylierung eines menschlichen Proteins im Hefe-System
sollte moglich sein, da die hierfir nétigen Enzyme hoch konserviert sind.
(Goettsch und Bayer, 2002). Trotzdem sollte nun in menschlichen Zellen
exprimiertes DYRK 3-Protein analysiert werden. Zur Analyse von post-
translationalen Modifizierungen eignet sich besonders die zweidimensionale
Gelelektrophorese wegen ihres sehr grofSen Auflésevermégens (Gorg und
Westermeier, 1998; Lottspeich, 1998). Deswegen wurde das ZOOM
IPGRunner 2D-Gel-System (Invitrogen) im Labor etabliert (siehe auch
Material und Methoden 2.9.5).

Die in Abschnitt 3.1.4 beschriebenen Konstrukte von DYRK 3-L sowie der
N-Terminus von DYRK 3-S mit C-terminalem GFP wurden erneut in
HEK-293-Zellen transfiziert. Gesamt-Zellextrakt dieser Zellen wurde mit pH-

Gradienten von pH 3 bis 10 nach dem isoelektrischen Punkt aufgetrennt, in
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der zweiten Dimension mittels SDS-PAGE der Gréfse nach aufgetrennt und
dann Silber gefdrbt bzw. nach Transfer auf eine PVDF-Membran mittels
Western Blot mit einem Antikérper gegen den GFP-Teil analysiert. Mit
pEGFP-N1 transfizierte Zellen dienten hier als Positivkontrolle. Ein Signal
fur das GFP-Protein war bei etwa 28 kDa und einem pKi zwischen 5,1 und

5,3 deutlich zu erkennen.

Bereits bei der Fraktionierung von HEK-293-Zellen war beobachtet worden,
dass ein Fusionsprotein mit DYRK 3 nur ein sehr schwaches Signal im
Western Blot erzeugt (siehe Abb. 3.6). Deswegen wurde bei diesen 2D-Gelen
getestet, ob die Auflésung der Signale auch oberhalb der vom Hersteller
empfohlenen maximalen Proteinmenge zufrieden stellend ist.
Uberraschenderweise blieb die Aufldsung selbst bei starker Uberladung des
Gels (300 ug Protein pro Gel) nahezu unverandert (Abb. 3.11).

4.4 53 6.0 7.2 [pH]
3.0 42 51 56 6.8 9.6
' " e e 4 ' 1 "

4.4 53 6.0 7.2 [pH] 4.4 53 6.0 7.2 [pH]
42 51 56 6.8 9.6 30 42 51 56 6.8 9.6
] L} L1] 1 m 1 i

ol Ek - [kDa] !
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=] - - =

= e _; 3 36 -

g?- ‘—_ - ::_ = - M-

21- - - - - 21- = _
= - - - - —
GFP DYRK3-L-GFP DYRK3-ND-G

Abb. 3.11: DYRK 3-GFP-Konstrukte im 2D-Gel. HEK-293-Zellen wurden mit pEGFP-N1,
DYRK 3-L-GFP sowie DYRK 3-S.163-GFP transfiziert. Nach 48 h Expression wurden die
Zellen in Niedrigsalz-Puffer lysiert. Jeweils 300 uyg Gesamtprotein wurden auf pH-Streifen
von pH 3 bis 10 nach dem isoelektrischen Punkt und mittels SDS-PAGE in der zweiten
Dimension aufgetrennt. AnschlieRend erfolgte eine Farbung durch Silbereinlagerung.

Auch mit 300 ug Gesamtprotein blieben Signale fiir die DYRK 3-
Fusionsproteine unter dem Detektionslimit im Western Blot. Fir eine weitere
Analyse der HEK-293-Zellextrakte war der Anteil des DYRK 3-Fusions-
proteins am Gesamtprotein nicht ausreichend (siehe hierzu auch Abschnitt
4.2.1). Im Folgenden wurde deshalb versucht, mehr DYRK 3-Protein durch
gekoppelte in vitro-Transkription und Translation zu produzieren.
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3.2.2 in vitro-Expression von DYRK 3

Nachdem es Indizien fir eine posttranslationale Modifizierung von DYRK 3
gab, wurde das Zoom-2D-Gelsystem erfolgreich im Labor etabliert. Wegen
des geringen Expressionsniveaus von DYRK 3 in HEK-293-Zellen war eine
genauere Analyse moglicher DYRK 3-Isoformen bisher noch nicht méglich.
Hierfir waren entweder grofSere Mengen an DYRK 3-Protein oder ein
empfindlicherer Nachweis des Proteins nétig. Darum wurden Versuche
unternommen DYRK 3 durch in vitro-Transkription und -Translation in
einem eukaryontischen System darzustellen. In solchen Systemen ist die
Expression von pg- bis mg-Mengen Protein moéglich (Yokoyama, 2003). Eine
in vitro-Translation birgt zudem den Vorteil, dass hier das Translations-
produkt spezifisch markiert werden kann (zum Beispiel durch den Einbau
von radioaktiv markierten Aminosduren). Dadurch wird eine empfindlichere

Detektion moéglich als beim Western Blot.

Fur die gekoppelte in vitro-Transkription und -Translation von DYRK 3-S
wurde das Protein in voller Ldnge mit N-terminalem cMyc-Epitop in einem
entsprechenden auf Weizenkeimextrakt basierenden System (TNT®, Promega)
exprimiert. Hierfir wurde der Vektor pGBKT7 genutzt, der sowohl
T7-Promotor als auch T7-Terminator enthalt. cMyc-DYRK 3-S enthalt
16 Codons fur die Aminosadure Methionin. Dieses Konstrukt sollte also gut
durch 35S-Methionin-Einbau markierbar sein.

Das Konstrukt cMyc-DYRK 3-S wurde nach den Angaben des Herstellers im
TNT-System exprimiert. Darauf wurden unlésliche Bestandteile durch
Zentrifugation vom Uberstand getrennt. Sowohl Uberstand als auch das
Pellet wurden nun mittels SDS-PAGE und Western Blot mit einem Antikérper
gegen das cMyc-Epitop auf das Vorhandensein des Fusionsproteins hin
analysiert (Abb. 3.12.A). Flur das spezifische Markieren des Translations-
produkts wurde die TNT-Reaktion nach Zugabe von 35S-Methionin
wiederholt. Dieser Reaktionsansatz wurde als Ganzes in der SDS-PAGE
aufgetrennt und nach dem Trocknen des Gels an einem Phosphor-Imager
analysiert (Abb. 3.12.B).

In Abb. 3.12.A ist eine Bande bei 65 kDa zu erkennen, die dem berechneten
Molekulargewicht von cMyc-DYRK 3-S von 65,9 kDa entspricht. Zudem sind
Banden bei 40 kDa und 36 kDa erkennbar. Bei diesen handelt es sich um N-

terminale Abbauprodukte des Translationsprodukts, da nur diese durch das
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cMyc-Epitop markiert sind. Im Reaktionsansatz mit 35S-markiertem
Methionin (Abb. 3.12.B) ist ebenfalls eine Bande mit 65 kDa apparentem
Molekulargewicht zu sehen, die cMyc-DYRK 3-S in voller Ladnge entspricht.
Auch in diesem Ansatz sind kleinere Proteinfragmente zu erkennen.

Abb. 3.12: in vitro-Expression von cMyc-DYRK 3-S.
A, Nachweis des Proteins in Pellet (Pe) und Uber-

fe s B C stand (Us) mittels anti-cMyc-Antikdrper. Sowohl im
Pellet als auch im Uberstand sind Banden bei 65,
) v _— ~ 66 40 und 38 kDa erkennbar. (Standard Mark12 in
% 12% Tris-Glycin-Gel) B, DYRK 3-S wurde durch
“ * 36 *3-Methionin-Einbau wahrend der Translation
B - 51 markiert Die Detektion des Reaktionsproduktes
— erfolgte am Phosphor-Imager (Standard SeeBlue2

in 10% MOPS NuPAGE). C, Maus-DYRK 3 mit N-
terminalem cMyc-Epitop in FDCW2-Zellen zum
Vergleich aus Li et al. (2002).

-21

Zum Vergleich ist in Abb. 3.12.C eine Abbildung aus Li et al. (2002)
wiedergegeben. Dort war Maus-DYRK 3, ebenfalls mit N-terminalem cMyc-
Epitop, in Interleukin-3-abhangigen FDCW2-Zellen exprimiert worden. Auch
bei der Expression in dieser Maus-Zelllinie waren neben einer Proteinspezies
von ca. 70 kDa weitere Banden mit einem apparenten Molekulargewicht von
etwa 40 bzw. 30 kDa zu beobachten.

Die in Abb. 3.12.A sichtbaren Signale waren sowohl im Pellet als auch im
Uberstand vorhanden. Somit verringerte nicht nur proteolytischer Abbau die
Menge an DYRK 3-Protein in voller Lange, ein Grofditeil des Proteins

aggregierte zudem direkt nach der Translation.

Im TNT-System war es moglich, DYRK 3-S als Protein in voller Lange zu
exprimieren. Hierbei waren jedoch trotz Zugabe von Protease-Inhibitoren
und den im Weizenkeimextrakt vorhandenen Faltungshelfern sowohl
proteolytischer Abbau als auch Aggregation nicht zu unterbinden. Die bei
diesen Versuchen gewonnenen Erkenntnisse helfen bei der Interpretation
der Beobachtungen von DYRK 3-S mit N-terminalem DsRed in COS-7- und
LLC-PK1-Zellen. Sowohl mit N-terminalem cMyc-Epitop als auch mit DsRed
neigt die Kinase DYRK 3 zur Aggregation (siehe Abschnitt 3.1.2).
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Wegen Aggregation und Abbau war jedoch das im TNT-System exprimierte
Protein nicht fir eine Analyse mittels zweidimensionaler Gelelektrophorese
ausreichend. Deshalb wurde durch die aufwandige Expression in einer stabil
transfizierten Zelllinie versucht, grofdere Mengen an DYRK 3 zu erhalten.

3.2.3 Humane DYRK 3-L in stabil transfizierten Flp-In-CHO-Zellen

In den in Abschnitt 3.1 beschriebenen Versuchen erschienen wiederholt die
transfizierten Zellen kleiner zu sein als nicht transfizierte Nachbarzellen in
deren Umgebung. Der Kern der transfizierten Zellen war im Vergleich zu den
anderen Zellen ebenfalls verkleinert (siehe beispielsweise Abb. 3.2, 3.7.A
und C, 3.8.C). Diese Anderung der Zellmorphologie war allerdings unabhingig
von der An- oder Abwesenheit der DYRK 3-Kinase. Zusatzlich zu diesem
Einfluss der Transfektion selbst auf die Zellen waren mit den Plasmiden, die
DYRK 3 enthielten, nicht die Transfektionsraten zu erreichen wie mit dem
Vektor pEGFP-N1 allein oder mit Kontrollplasmiden, die den Natrium-
Glucose-Cotransporter SGLT-1 oder die Tyrosylprotein-Sulfotransferase
TPST-1 enthielten (freundlichst bereitgestellt von Herrn Daniel Scharlau und
Dr. Sandra Goettsch).

Um die Schwierigkeiten bei der Transfektion zu umgehen, sollte nun eine
Zelllinie etabliert werden, die die Kinase DYRK 3 stabil exprimiert. Erste
Versuche mit spontaner Insertion nach transienter Transfektion und
Selektion mit dem Antibiotikum G418 lieferten keine zufrieden stellenden
Ergebnisse. Uberdies berichteten bereits Lord et al. tiber Probleme bei der
Etablierung einer stabilen DYRK 3 exprimierenden Zelllinie (Lord et al., 2000).

Deswegen wurde eine stabile Zelllinie mit Hilfe des Flp-In-Systems
(Invitrogen) etabliert. Hierbei wird die Insertion des Transgens durch die
cotransfizierte Flp-Rekombinase katalysiert (Handbuch zum Flp-In-System,
Invitrogen). Dieses von dem naturlich vorkommenden 2u-Plasmid der Hefe
stammende Enzym erkennt eine spezifische 34 bp umfassende DNA-Sequenz
und vermittelt an dieser Stelle analog zur Cre-Rekombinase eine homologe
Rekombination (Sauer, 1994; Martin et al., 2002; Gopaul et al., 1998; Woods
et al., 2001a). Weitere Erlauterungen zum Flp-In-System sind unter Material
und Methoden 2.5.1 zu finden.

Das bereits in Abschnitt 3.1.3 beschriebene Plasmid von DYRK 3-L mit
N-terminalem FLAG-Tag in pcDNAS/FRT/TO konnte fir diese Versuche
verwendet werden, da dieses Plasmid bereits die Erkennungssequenzen fur
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die Flp-Rekombinase und ein Hygromycin-Resistenz-Gen enthielt. Mit
diesem Plasmid und dem die Flp-Rekombinase codierenden Plasmid pOG44
wurden Flp-In-CHO-Zellen transfiziert und anschliefend Uiber mehrere
Passagen bei einer anfinglichen Hygromycin-Konzentration von 600 ug/ml

selektiert.

Durch die Integration des Transgens und der Resistenz sollte in den
positiven Klonen die Expression des in den Ausgangszellen vorhandenen
Enzyms f-Galactosidase (lacZ) unterbunden werden. Nach Subklonierung
einzelner Klone wurden diese auch in einer 24-Loch-Platte ausgebracht und
nach Erreichen der Konfluenz mit dem 3-Gal Staining Kit (Invitrogen) auf
ihre f-Galactosidase-Aktivitdt getestet. Drei dieser Klone sowie nicht
transfizierte Flp-In-CHO-Zellen sind nach $-Gal-Farbung in Abb. 3.13 zu
sehen. Zweifelsfrei zeigten diese Klone eine geringere lacZ-Aktivitat als der
Wildtyp, was auf eine gelungene Insertion des Transgens schliefSen lasst.

B

. ' l; ,’;‘_,' : A A

M ST .-4'A : .g’ ..:d"’%'
Abb. 3.13: R-Gal-Farbung von Flp-In™-CHO-Zellen, die mit FLAG-DYRK 3-L transfiziert
wurden (Klone 4’A, 3'A und 1'C). Im Vergleich dazu wurden Wildtyp (wt) Flp-In™-CHO-

Zellen angefarbt. Diese Aufnahmen erfolgten mit identischen Belichtungszeiten (konstant
15 msec) ohne nachtragliche graphische Bearbeitung.

Nach der positiv verlaufenen Etablierung von Zellklonen, die gegen
Hygromycin B resistent sind und keine $3-Galactosidase-Aktivitdt mehr zeigen,
wurde das Vorhandensein des DYRK 3-Transgens in der genomischen DNA
dieser Zellen durch PCR uberpruift. Die verwendeten Primer amplifizieren das
DYRK 3-Transgen in seiner vollen Lange (erwartetes PCR-Produkt 1826 bp).
Wegen der enthaltenen Introns wird das endogene DYRK 3-Gen bei den hier
verwendeten PCR-Bedingungen auf keinen Fall amplifiziert.

Wie unter Abschnitt 2.5.4 beschrieben wurde genomische DNA aus allen
zwolf in Kultur gehaltenen Klonen sowie aus verschiedenen Passagen der

Ausgangszellen isoliert und mittels PCR analysiert. Die PCR-Ansatze wurden
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anschliefSend in einem 1%igen Agarose-Gel aufgetrennt und an einem Gel
Doc 1000 System (Bio-Rad) analysiert.

Bei allen zwolf Klonen war eine Bande zwischen 1,5 und 2 kb zu sehen, die
der erwarteten Grofle des PCR-Produkts entsprach (Abb. 3.14). Diese Bande
war nicht bei der PCR mit der genomischen DNA der Ausgangszellen
entstanden. Somit handelt es sich bei diesem PCR-Produkt um das stabil
integrierte DYRK 3-Transgen. Folglich war es gelungen, die codierende
Sequenz fir FLAG-DYRK 3-L in die genomische DNA von Flp-In-CHO-Zellen

Zu integrieren.

Flp-In-CHO

2 flag-DYRK3-L Klone wt 2
*® x ® E=]
S0 LOmMaaPLO0 S o x
= O = F T = 0 N T =M = = — O -

Abb. 3.14: PCR mit genomischer DNA als Template aus Flp-In-CHO-Zellen mit bzw. ohne
stabil integrierter FLAG-DYRK 3-L. Als Marker dienten die NEB 100 bp- und 1 kb-Leitern. Als
Positivkontrolle (pc) diente die codierende Sequenz von DYRK 3-L in pEGFP-N1 (links)
sowie in pcDNA5/FRT/TO, bei denen das zu erwartende 1826 bp-PCR-Produkt zu sehen ist.
Die Klone, deren -Gal-Farbung auch abgebildet ist, sind mit * markiert.

Die Klone mit FLAG-DYRK 3-L sowie nicht transfizierte Zellen wurden nun
wie die in Abschnitt 3.1.3 analysierten HEK-293-Zellen auf mit Poly-L-Lysin
beschichteten Deckglaschen ausgebracht. Subkonfluent erfolgte die Farbung
mit einem Antikérper gegen das FLAG-Epitop oder mit dem Antikérper gegen
den N-Terminus von DYRK 3-L. Mit beiden Antikérpern war kein
Unterschied zwischen den untersuchten transgenen Klonen und den

Ausgangszellen zu beobachten.

Daraufhin wurden Zellextrakte der FLAG-DYRK 3-L-Klone 4’A, 3’A und 1°C
sowie des Wildtyps mittels Western Blot mit dem Antikérper gegen den
DYRK 3-L-N-Terminus sowie dem anti-FLAG-Antikérper auf die Anwesenheit
des transgenen Proteins getestet. Bei keinem der Klone war eine spezifische
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Bande mit einem apparenten Molekulargewicht zu erkennen, die dem
theoretischen Molekulargewicht dieses Fusionsproteins von 66,7 kDa
entsprach.

Obwohl ohne Zweifel die codierende DNA fur DYRK 3 in den transfizierten
Flp-In-Zellen vorhanden war, bewirkte das Transgen keine detektierbare
Expression des Proteins. Wenn die Uberexpression der Kinase DYRK 3
toxisch fur die Zellen ist, dann haben jene Zellen einen Wachstumsvorteil,
die die Kinase nur schwach oder gar nicht exprimieren. Nach mehreren
Passagen kann das zum vollstdndigen Verlust der Expression fihren. In
Ermangelung genauerer Kenntnisse Uber die physiologische Rolle von
DYRK 3 bleibt hier die interessante Fragestellung, wie die Zellen die
Expression des Transgens unterbinden kénnen. Durch RT-PCR sowie
Sequenzierung der genomischen Inserts kann diese Frage in weiter-

fihrenden Studien beantwortet werden.

In dieser Arbeit sind erste Indizien flir eine posttranslationale Modifizierung
von DYRK 3 gesammelt worden. Fur die viel versprechende weitere Analyse
dieser DYRK 3-Modifizierung wurde zudem die zweidimensionale Gel-
elektrophorese erfolgreich im Labor etabliert. Bisher behinderte jedoch der
niedrige Anteil des DYRK 3-Proteins im Protein-Extrakt transfizierter Zellen
genauere Analysen. Diese Aufgabe soll durch Anreicherung der transfizierten
Zellen mittels Fluoreszenz-gestiitzter Zell-Sortierung (FACS) oder Immuno-
prazipitation in weiterfihrenden Studien angegangen werden. Dann kann
auch der Nachweis einer moglichen SUMOylierung mittels Western Blot mit
einem gegen SUMO gerichteten Antikérper erbracht werden.
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3.3 Der N-Terminus der Kinase DYRK 3 interagiert mit STAT 5

Bei der Entwicklung von roten Blutzellen wurde der Kinase DYRK 3 eine
regulierende Rolle zugeschrieben (Geiger et al., 2001; Lord et al., 2000). Die
Wirkungsweise dieses Enzyms als Inhibitor der Erythropoiese ist jedoch auf
molekularer Ebene noch ungeklart, da bisher keine Wechselwirkungspartner
dieser Kinase bekannt sind.

3.3.1 Suche nach Interaktionspartnern von DYRK 3

Fur das Auffinden von Interaktionspartnern hat sich das Yeast Two-Hybrid-
System besonders bewahrt (Drees, 1999; Uetz et al., 1998). Diese Methode
wurde 1989 erstmalig beschrieben (Fields und Song, 1989). Hierbei wird die
modulare Natur von Transkriptionsfaktoren ausgenutzt. DNA-bindende (BD)
und die Transkription aktivierende (AD) Doméane des Transkriptionsfaktors
Gal4 koénnen voneinander getrennt und mit anderen Proteinen fusioniert
werden. Wenn diese im Zellkern der Hefe miteinander interagieren, entsteht
wieder ein voll funktionstiichtiger Transkriptionsfaktor. Dieser wiederum
aktiviert nun Reportergene der Hefe, Uiber die die positiven Klone selektiert
werden koénnen. In dieser Arbeit wurde das System MatchMaker3™ (BD

Clontech) verwendet.

Dem Protein DYRK 3 wurde eine funktionelle Rolle bei der Blutbildung
zugeschrieben. Da die Blutbildung im Knochenmark und in fétaler Leber
ablauft, wurde in cDNA-Bibliotheken dieser Gewebe in Yeast Two-Hybrid
Screens nach Wechselwirkungspartnern von DYRK 3 gesucht. In beiden
Bibliotheken waren die cDNA-Inserts im Hefe-Vektor pACT2 an die Gal4
Aktivierungsdoméane (AD) fusioniert. Fuar die Screens wurden sowohl
DYRK 3-Baits in voller Lange als auch N-terminale Fragmente im Hefe-
Vektor pGBKT7 als Fusion mit der DNA bindenden Doméne (BD) des
Transkriptionsfaktor Gal4 verwendet. Mit den Bait-Plasmiden transformierte
Hefe AH 109 wurde nun entweder chemisch mit der cDNA-Bibliothek
transformiert oder mit einer pratransformierten Bibliothek im Hefestamm
Y 187 gekreuzt. Nun wurden die positiven Klone auf geeignetem Medium
selektiert, die AD-Plasmide dieser Klone isoliert und schliefdlich deren Inserts
sequenziert. Die gefundenen Klone sind in Tabelle 3.1 aufgefihrt, Angaben
zu den durchgefiihrten Screens finden sich in Tab. 8.10 im Anhang.
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Tab. 3.1: Sequenzierte Klone aus den DYRK 3-Y2H-Screens

Screen sequenzierte Klone
DYRK 3-Sin  C-Terminus der Enolase-1 (Muller, 2001)
BML

STAT 5A (Mtiller, 2001)

DYRK 3-Sin Metallothionein 2A (BC007034), auf’erhalb des Leserahmens

FL
Proteoglycan 4; Megakaryozyten stimulierender Faktor,

NP_005798
Erythroides alpha-Spectrin (NP_003117)

CpG binding protein; DNA bindendes Protein mit PHD und
CXXC Domaéane (NP_055408)

DYRK 3-Li-1s1  Metallothionein 2A (BC007034), aufderhalb des Leserahmens
in FL (mehrere Klone)

hD327.184 in Hamoglobin (BC032122)

Bl Metallothionein 2A (BC007034), aufSerhalb des Leserahmens
alpha-2-HS-Glycoprotein (NM_001622)
ATP-Synthetase FO (NM_006356)

FL = cDNA-Bibliothek aus fétaler Leber; BML = cDNA-Bibliothek aus Knochenmark.
Beide cDNA-Bibliotheken sind humanen Ursprungs. In Klammern ist der
entsprechende Datenbank-Eintrag in Genbank angegeben.

Bei verschiedenen Screens wurden Klone isoliert, die einen Teil der
codierenden Sequenz des Metallothionein 2A enthielten. Diese war jedoch
stets aufSerhalb des Leserahmens an die Aktivierungsdoméne fusioniert, so
dass sich die unten angegebene Aminosdure-Sequenz ergab (Kleinbuchstaben
waren bei einzelnen Klonen unterschiedlich). Dieser Klon zeigte keine fur
DYRK 3 spezifische Interaktion und wurde deshalb nicht ndher analysiert.

vdvpanprAT CPDSSRFFSS PWIPTAPAPP VTPAPAPAPA NAKSANAPPA RKAAAPAALW
AVPSVPRAAS AKGRRTSAAA APDAGTAPLP DVKNATSTNL DFLCTTLTVT VCYIPFSMK

In einem Screen der cDNA-Bibliothek aus fotaler Leber mit der DYRK 3-
Kinase in voller Lange als Bait wurde der C-Terminus von erythroidem
alpha-Spectrin isoliert. Dieses Protein ist am Aufbau der Erythrocyten-
Membran beteiligt und besteht zu einem grofSen Teil aus Spectrin-Motiven,
einer sich wiederholenden Einheit. Bei Spectrin-Motiv 10 befindet sich
zudem eine SH3-Domaéane, deren Liganden noch unbekannt sind. Der in

Doktorarbeit Jonathan W. Mdller



STAT 5A interagiert mit dem N-Terminus von DYRK 3 69

diesem Screen isolierte Klon beginnt bei Spectrin-Motiv 18 und schliefdt
jenen Teil des Proteins mit ein, dem eine E2-Ubiquitin-Ligase-Aktivitat
zugeschrieben wurde (Sangerman et al., 2001; Kakhniashvili et al., 2001).
Dieser Klon kann sowohl fiir eine posttranslationale Modifizierung von
DYRK 3 als auch fur die cytosolische Verankerung dieser Kinase
verantwortlich sein (siehe Abschnitt 3.2). Er soll in weiter fihrenden Studien
charakterisiert werden.

Die anderen isolierten Klone codierten entweder extrazellulare bzw. sekretierte
Proteine (Proteoglycan 4 und alpha-2-HS-Glycoprotein) oder waren typische
y,Falsch-Positive“ bei Yeast Two-Hybrid Screens (CpG bindendes Protein,
FO ATP-Synthetase; www.fccc.edu/research/labs/golemis). Aufgrund der
hohen Expression von Hamoglobin in erythroiden Geweben und der damit
einhergehenden Uberreprasentation der entsprechenden mRNA in der cDNA-
Bibliothek wurde auch dieser Klon als ,Falsch-Positiver® eingestuft und nicht
weiter bearbeitet.

Nach Aktivierung durch Phosphorylierung dimerisieren STAT-Proteine. Das
Dimer wird anschlieffend aktiv in den Kern transportiert. Neuere Studien
bewiesen Uberdies das konstitutive Shuttling von nicht aktivierten STAT-
Monomeren (McBride und Reich, 2003; Meyer et al., 2002a; Zeng et al.,
2002). Bereits in einer vorangegangenen Arbeit war Maus-STAT 5A als
Wechselwirkungspartner von DYRK 3 identifiziert worden (Muller, 2001).
Aufgrund der in Abschnitt 3.1 beschriebenen Anzeichen fur ein Shuttling von
DYRK 3 wurde STAT S5A fur die weitere Charakterisierung im Hefe-System

ausgewahlt.
3.3.2 DYRK 3interagiert mit STAT 5A im Hefe-System

In vorangegangenen Studien konnte eine Wechselwirkung zwischen
humaner DYRK 3-Kinase und dem Transkriptionsfaktor STAT 5A aus der
Maus gezeigt werden (Mtller, 2001). Fur eine Bestatigung dieser Interaktion
wurde die codierende Sequenz des menschlichen STAT SA ausgehend von
EST-Klon U43185 kloniert (Clone ID RGO001104, Invitrogen Research
Genetics). In der Aminosaure-Sequenz war eine Abweichung zum RefSeq-
Eintrag NM_003152 in GenBank sowie zum SwissProt-Eintrag P42229 zu
finden. Die Mutation Ala283Asp war Uberdies auch nicht in EST-Sequenzen
vorhanden. Deshalb wurde diese Mutation mittels QuickChange wieder zu

Ala283 korrigiert. Eine andere Sequenzabweichung existierte im RefSeq-
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Eintrag NM_003152 im Vergleich zu dem hier sequenzierten Klon sowie zum
SwissProt-Eintrag P42229. Anstelle von Gly88 enthélt der RefSeq-Eintrag ein
Arginin. Beide Varianten konnten durch EST-Sequenzen bestéitigt werden, so
dass es sich hier um einen natirlich vorkommenden Sequenz-
Polymorphismus (SNP) handeln koénnte. Gly88 wurde deshalb nicht
verandert. Neben diesen Korrekturen wurde fir Klonierungszwecke das
Codon fur Thr97 durch eine Mutation mit Megaprimer von ACA zu ACT

verandert, um eine interne Nde I-Schnittstelle zu beseitigen.

Die korrigierte Sequenz fir STAT S5A wurde als Fusion mit der Aktivierungs-
doméane (AD) in den Hefe-Vektor pGADT7 kloniert. Zusammen mit DYRK 3-
oder Kontrollkonstrukten in pGBKT7 als Fusion mit der Gal4 DNA
bindenden Domé&ne (BD) wurde mit diesem Plasmid der Hefe-Stamm AH 109
transformiert und auf Selektivmedium ausgebracht (Abb. 3.15). Hefe-Stamme
mit AD-STAT S5A in Kombination mit BD-DYRK 3-L oder -S zeigten
Wachstum auf den Selektionsplatten, die Kontrollen jedoch nicht. Die
Aktivierung der Reportergene und somit das Wachstum auf den
Selektionsplatten ist der Hinweis auf eine Wechselwirkung der eingebrachten
Proteine. Allein mit AD-STAT SA und BD transformierte Hefen zeigten
schwaches Wachstum auf Platten ohne Histidin, dies konnte jedoch durch
Zugabe von 10 bis 20 mM 3-Amino-Triazol, einem kompetitiven Inhibitor des
durch His3 codierten Enzyms, unterbunden werden. Somit konnte die
Interaktion zwischen den menschlichen Proteinen DYRK 3 und STAT 5A
eindeutig im Hefe-System gezeigt werden.

DYRK3-L + STAT5A ///f,/fﬁyﬁ Abb. 3.15: Humane DYRK 3

DYRK3-L + AD ’ (als Fusion mit der Gal4-BD)

BD + STATSA ’Iﬂ und.hume.me STAT5A (aI§
Fusion mit der Gal4-AD) im
DYRK3-S + AD

Hefe-Stamm AH 109. Wachstum
auf den Selektionsplatten deutet
auf eine Wechselwirkung der

DYRK3-S + STAT5A

BD + STAT5A g af* ’

- Ade -_-His eingebrachten Proteine hin.

Fur die weitere Untersuchung dieser Interaktion wurde die codierende
Sequenz von humanem STAT 5A in den Vektor pGBKT7 als BD-Fusion
kloniert, DYRK 3 in pGADT7 als AD-Fusion. Das Vertauschen von AD- und
BD-Partner stellt eine Methode zur Uberpriifung der Wechselwirkung im
Hefe-System dar (BD Clontech, Yeast Protocols Handbook, 2001). Eine
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erneute Aktivierung der Reportergene ist ein weiteres Indiz fUr eine tat-
sédchliche Protein-Protein-Wechselwirkung. Das Testen dieser Plasmide im
Hefe-System war aber nicht moglich, da STAT S5A - fusioniert an die
Gal4-BD - bereits ohne Wechselwirkungspartner die Reportergene aktivierte.
Mutmafilich mittels seiner eigenen Transaktivierungsdoméane, die auch als

solche in Hefe wirkt.

3.3.3 Die Kinase-Aktivitat von DYRK 3 ist fur die Interaktion mit STAT 5A
nicht erforderlich

Ebenso wie andere DYRK-Kinasen phosphoryliert DYRK 3 bevorzugt ein
Rx(x)S/TP-Motiv (Becker et al., 1998; Campbell und Proud, 2002), bei dem
das Arginin nicht durch ein Lysin ersetzt werden kann. In der Primarsequenz
von STAT S5A ist nur ein entsprechendes Motiv um Serin 780 in der
Aktivierungsdoméane vorhanden. Die Phosphorylierung dieses Restes und
eines weiteren S725P-Motives hat modulierenden Einfluss auf die STAT SA-
Aktivitat (Decker und Kovarik, 2000). Dieser Aspekt wird zudem in Abschnitt
3.6.1 diskutiert. Da die Transaktivierungsdoméane (TAD) von STAT SA ein
mogliches Substrat der Kinase DYRK 3 darstellt, konnte dieser Bereich auch
flir eine Wechselwirkung im Hefe-System ausreichend sein. Zur Uberpriifung
dieser Annahme wurde zum einen die TAD in voller LAnge, zum anderen eine
Verkiirzung bis zu Ser780, einem Teil des modglichen Phosphorylierungs-
motivs, in den Hefe-Vektor pGADT7 kloniert und auf Wechselwirkung mit
DYRK 3 getestet. Im Gegensatz zu STAT 5A in voller Lange (siehe Abb. 3.15)
zeigten beide TAD-Konstrukte keine Interaktion mit DYRK 3 im Hefe-System
(nicht abgebildet).

DYRK3-S kd + AD "’” “R A
AL

DYRK3-S wt + STAT5A "g 45 ¢ A

DYRK3-S kd + STAT5A g | g

- Ade - His

Abb. 3.16: Hefe-Stamm AH 109 wurde mit DYRK 3-S bzw. der katalytisch inaktiven Mutante
DYRK 3-Sys218arg als BD-Fusion und AD-STAT 5A transformiert und auf Selektionsplatten auf
eine Wechselwirkung der transformierten Proteine getestet. kd, katalytisch inaktiv (kinase dead).

Zahlreiche Protein-Protein-Interaktionen sind von der Phosphorylierung
mindestens eines Wechselwirkungspartners abhingig. Wenn die Interaktion
zwischen DYRK 3 und STAT 5 allerdings nicht priméar auf die TAD und somit
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auf das mutmafliche Phosphorylierungsmotiv beschrankt ist, kann diese
Wechselwirkung auch ohne Phosphorylierung durch DYRK 3 stattfinden.
Zur Uberpriifung dieser Annahme wurde in BD-DYRK 3-S mittels
QuickChange eine Punktmutation in der ATP-Bindungstasche eingeftiihrt.
Diese bei DYRK 1A und Maus-DYRK 3 bereits beschriebene Mutation
(Lys218Arg) fuhrt zum Verlust der Kinase-Aktivitat (Becker et al., 1998; Li et
al., 2002). (Dieses Lysin ist auch in Abb. 1.2 dargestellt.)

Mit der katalytisch inaktiven Mutante von BD-DYRK 3-S und AD-STAT 5A
wurde erneut die Hefe AH109 transformiert und auf Selektivmedium
ausgebracht. In Abb. 3.16 ist das Wachstum der Hefe mit AD-STAT SA und
BD-DYRK 3-S zu sehen, unabhangig ob Wildtyp oder Mutante. Die Interaktion
zwischen STAT SA und DYRK 3 ist folglich nicht abhéngig von der Kinase-
Aktivitdt von DYRK 3. Ob auch die Kinase-Doméne als strukturelle Einheit
bei dieser Wechselwirkung entbehrlich ist, wurde in den folgenden Studien
getestet. Hierflir wurde zunédchst verschiedene Teile des DYRK 3-N-Terminus
in pGBKT7 subkloniert und anschliefend auf eine Wechselwirkung mit
STAT 5A getestet.

3.3.4 Der DYRK 3-N-Terminus ist ausreichend fur die Wechselwirkung
mit STAT 5A

Innerhalb der Kinase-Doméne &hneln sich die Vertreter der DYRK-Familie.
Die N-terminalen Doménen dieser Proteine sind jedoch sehr unterschiedlich.
Die Unterschiede in den N-terminalen Sequenzen koénnten Bereiche
moglicher Wechselwirkungen mit Interaktionspartnern darstellen und ein
Merkmal zur molekularen Diskriminierung sein. Daher wurde nun getestet,
ob der N-Terminus von DYRK 3 fiir die Bindung an STAT 5A ausreichend ist.
Zur Beantwortung dieser Frage wurden unterschiedliche Teile des DYRK 3-
N-Terminus in pGBKT7 kloniert und auf eine Wechselwirkung mit STAT 5A
getestet (Abb. 3.17).

Das DYRK 3-L-Fragment von Met64 bis Lys151 beginnt in der Mitte eines
40 Aminosduren umfassenden Bereiches, fir den keine definierte
Sekundarstruktur vorhergesagt werden konnte. Das Ende dieses Fragments
befindet sich mit Lys151 genau zwischen zwei mutmafilichen Helices. Isoliert
konnte dieses Fragment stabil in E. coli exprimiert werden (siehe Tab. 8.5 des
Anhangs). Fusioniert an die DNA bindende Doméane von Gal4 war dieser Teil
von DYRK 3 jedoch nicht ausreichend fiir eine Bindung an STAT 5A. Die
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ersten N-terminalen Aminosduren der langen Isoform von DYRK 3 schliefRen
einige positiv geladene, aber auch flexible Reste (Ser, Gly) mit ein. Auch ein
Fragment von Metl bis zu dem eben beschriebenen Ende bei Lys151 zeigt
keine Interaktion mit STAT 5A.

Das Konstrukt DYRK 3-L27.184 bzw. das entsprechende Fragment Maus-
DYRK 3-L»7-183 des Maus-Proteins beginnt mit der Leu27, ab der die
verschiedenen DYRK 3-Isoformen Short und Long identisch sind. Dieses
Fragment endet zwei Aminosduren vor der DYRK Homology Box, einem
innerhalb der DYRK-Familie konservierten Sequenz-Motiv (siehe
Einleitung 1.3). Laut Sekundarstruktur-Vorhersage ist dieser Abschnitt eine
Loop- oder Coil-Region. DYRK 3-L27.184 schliefdt am C-terminalen Ende ein
kurzes Faltblatt mit ein und endet mit Gly183-Gly184 genau vor Prolin 185,
einem Sekundarstruktur brechenden Rest. Dieses Fragment ist fur eine
Interaktion mit STAT SA ausreichend (Abb. 3.17).

DYRK3-L, 5, + AD w, ’ C it Rl o
DYRK3-L,, ., +STATSAL 9 9 9/ « = o0 o . 4
DYRK3-L, . +AD orgp @ . . ‘*"

1151

DYRK3-L . +STAT5SAg? #® o . = -
DYRK3-L,_  +AD * & & #‘

DYRK3-L,,, + STATSA® ” "l’ 0’ "‘" # ¥

mDYRK3-L._+AD P& oo o o

mDYRK3- L2?183+5TAT5A'*W &7’ ' 4 ’ “" ﬂ ’ '&

27183

BD + STATSA B o ¢ PP o

- Ade - His

27184

Abb. 3.17: Das N-terminale Konstrukt DYRK 3-L*""®* bzw. Maus-DYRK 3-L*"""# ist
ausreichend fur eine Wechselwirkung mit STAT 5A. Verschiedene Fragmente von

DYRK 3-L wurden als Gal4-BD-Fusion gemeinsam mit AD-STAT 5A in den Hefe-Stamm
AH 109 transformiert. Die Hefen wurden auf SD/WL ausgestrichen und nach 1 d bei 30 °C
auf die Selektionsmedien SD/WAL und SD/WHL+10 mM 3-AT Replika gestempelt. Der
Phanotyp auf den Selektionsmedien wurde nach drei bis finf Tagen bewertet.

Der fur die Bindung an STAT 5A verantwortliche Teil innerhalb des DYRK 3-
Proteins konnte in diesen Versuchen schrittweise eingegrenzt werden. Die

hier beschriebenen Ergebnisse sind in Abb. 3.18 noch einmal schematisch
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dargestellt. Das N-terminale Fragment DYRK 3-L27.184 bzw. Maus-
DYRK 3-Lz7-183 ist fur die Interaktion mit STAT SA ausreichend.

Die Aminosdure-Sequenz des N-Terminus von DYRK 3 ist in Abb. 3.20 zu
sehen. Obwohl dieser Teil fur eine Wechselwirkung mit STAT 5A ausreichend
ist und dartiiber hinaus auch fir die cytoplasmatische Verankerung von
DYRK 3 verantwortlich zu sein scheint, enthalt dieser Bereich keine bisher
bekannte Protein-Doméane (It. SMART-Datenbank fir Protein-Doménen).
Zudem sind auch keine zufrieden stellenden Antworten durch die
Vorhersage der Sekundarstruktur zu erhalten. Deshalb sollte der N-
terminale Teil von DYRK 3 in weiteren Studien biophysikalisch untersucht

werden.

DYRK 3-L
| +

DH Kinase Doméane
DYRK 3-S

| 1 +
DYRK 3-S K218R K218R
1 -_-—— +

DYRK 3-L
— Abb. 3.18:

Schematische

e Darstellung der
Wechselwirkung

4+ von STAT 5A mit
Teilen von DYRK 3.

4+ DH,DYRK

Wechselwirkung mit STAT 5A Homology Box.

DYRK 3-L

1-151

DYRK 3-L

27-184

Maus-DYRK 3-L

27-183
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3.4 Der N-Terminus von DYRK 3 besitzt nur wenig
Sekundarstruktur in Lésung

In Abschnitt 3.1 wurde gezeigt, dass der N-terminale Teil fir die Verankerung
von DYRK 3 im Cytoplasma verantwortlich ist, wahrscheinlich durch Bindung
an ein Ankerprotein. Uberdies ist dieser Teil fiir die Wechselwirkung mit dem
Transkriptionsfaktor STAT SA ausreichend (Abschnitt 3.3). Der N-Terminus
ist also fur die Funktion von DYRK 3 bedeutend. Dieser Teil des Proteins
zeigt die geringste Ahnlichkeit zu anderen DYRK-Proteinen. Zudem enthélt
DYRK 3-L im Bereich von Metl bis zu Tyr207, dem Beginn der Kinase-
Domane, aufier dem kurzen DYRK Homology-Motiv keine bekannten Protein-
Doméanen laut der Domé&nen-Datenbank SMART (Letunic et al., 2004,
Schultz et al., 1998). Selbst mit dem Fold Recognition Programm 3D-PSSM
(Kelley et al., 2000) gelang es nicht ein Modell dieses Protein-Fragments zu

€rzeugen.

Der N-Terminus ist nach den Ergebnissen der bisherigen Abschnitte
bedeutend fur die Funktion von DYRK 3. Uber die Struktur kann jedoch
mittels bioinformatischer Methoden keine Aussage gemacht werden. Deshalb
sollten nun Teile des N-Terminus heterolog exprimiert und biophysikalisch
charakterisiert werden.

3.4.1 Der N-Terminus der humanen DYRK 3 neigt zur Aggregation

Zunichst wurde hierfir die codierende Sequenz von humaner DYRK 3-S
einschliefSlich der DYRK Homology Box in einen modifizierten pET-19-Vektor
kloniert. Das so entstandene Konstrukt enthalt einen N-terminalem His6-
Tag, eine Erkennungsstelle fiir TEV-Protease sowie humane DYRK 3-Si.1s6.
Dieses Konstrukt endet direkt vor der Kinase-Domé&ne. (Da sich die beiden
DYRK 3-Isoformen L und S um 20 Aminosduren unterscheiden, entspricht
Tyr187 in DYRK 3-S dem oben erwdhnten Tyr207 in DYRK3-L.)

Der N-Terminus von humaner DYRK-3 mit N-terminaler His6-Fusion wurde
in E. coli BL21(DE3)RIL exprimiert (« in Abb. 3.19.A). Der grofste Teil des
Proteins befand sich nach dem Zellaufschluss im Pellet, ein gewisser Teil
konnte jedoch mittels IMAC gereinigt werden (<« in Abb. 3.19.B). Diese
Praparation wurde mittels analytischer Gelfiltration untersucht (Abb. 3.19.C).
Verschiedene Protein-Spezies wurden dabei detektiert, die einen grofsen
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hydrodynamischen Radius hatten. Ein intensives Signal bei 46 min
entspricht einem Partikel von deutlich mehr als 100 kDa. Einzig das
schwache Signal (¥*) bei 83 min (entspricht 16,5 kDa) stimmt ungefdhr mit
dem erwarteten Laufverhalten eines Monomers des exprimierten Proteins
(20,7 kDa) tiberein. In der SDS-PAGE enthielten alle untersuchten Fraktionen
jedoch nur das monomere Fragment des DYRK-3-N-Terminus. Der geringe
l6sliche Anteil dieses Proteins besteht also hauptsachlich aus grofSen Aggregaten.

A PTG + B A Pe Us E C o
oo- Bl - SR = & 5

55— S 50 - = F 2
— S _;Il-— 20.03-

36— . — 36 - T e 2
31— — W— '%n.nz-

S - < - g
21— 18 22~ K 001
16~ ”

= 30 40 50 60 70 80 a0 100
Retentionszeit [min]

Abb. 3.19: A, Expression des humanen DYRK 3-N-Terminus mit N-terminalem His6-Epitop und
TEV-Erkennungssequenz in E. coli BL21(DE3)RIL. B, Reinigung durch IMAC; A, Aufschluss;
Pe, Pellet; Us, Uberstand; E, Eluat. C, Analytische Gelfiltration auf Superdex 75. Standards
(@) entsprechen 67 kDa, 43 kDa, 25 kDa und 13,7 kDa (von links nach rechts). Pfeilspitze
(<) in A und B, Induktionsbande und Bande nach IMAC-Reinigung.

Um ein besser l6sliches Konstrukt des N-terminalen Teils des DYRK 3-
Proteins zu erhalten, wurde nun die Aminosdure-Sequenz des N-terminalen
Teils von DYRK 3 aus verschiedenen Saugetier-Spezies miteinander
verglichen.

3.4.2 Sequenzvergleich des DYRK 3-N-Terminus aus verschiedenen
Saugetier-Spezies

Da das exprimierte N-terminale Fragment der humanen DYRK 3 zum
uberwiegenden Teil aggregierte, wurde diese Sequenz mit dem homologen
Protein aus der Maus verglichen (Abb. 3.20). Obwohl fiir das Protein aus
Maus bisher noch keine Splice-Varianten beschrieben sind, waren auch
hierfir ESTs mit unterschiedlichen 5-Bereichen zu finden. In dieser Abb.
wurde eine Sequenz dargestellt, die der humanen DYRK 3-L gleicht. Diese
Sequenzen zeigen im gesamten N-terminalen Bereich bis Tyr209 81%
Identitdt (und 94% Ahnlichkeit) in der Aminosdure-Sequenz. ESTs mit der
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5’-Sequenz von DYRK 3 wurden zudem durch translated BLAST in GenBank
fir den Hund (BMS539261), das Hausschwein (BE014379) sowie die
Wanderratte (XP_222607) gefunden. Die Sequenzen aus Hund wund
Hausschwein sind der humanen Sequenz &ahnlicher, jene aus der

Wanderratte zeigt mehr Ubereinstimmungen mit der Maus-Sequenz.

<Exonl Exonl1><Exon2
Hs-L MGGTARGPGRKDAGPPGAGLPPQQRRLGDGVYDTFMMIDETKCPPCSNVLCNPSEPPPPR 60
Hs-§ - —\——— MKWKEKLGDGVYDTFMMIDETKCPPCSNVLCNPSEPPPPR 40
Cf MCRLGDGVYDTFMMIDETKCPPCSNVLCNPSEPPLPR 37
Ss MGGTARGPGRKDAGQPGAGLPPQQRRLGDGVYDTFMMIDETKCPPCSNALCNPSEPPLPR 60
Rn ------—---— MHRLNNARLGDGVYDTFMMIDETKCPPYTNTLCNPSEAPVSR 42
Mm MGGAARDRGRKDAALPGAGLPPQQRRLGDGVYDTFMMIDETKGPPYSDTFSNPSEAPVSR 60

. . e . e **x ::_::****_*:*
sec EEEEe Cysteine PPI1

Exon2><Exon3

Hs-L RLNMTTEQFTGDHTQHFLDGGEMKVEQLFQEFGNRKSNT 1QSDGISDSEKCSPTVSQGKS 120
Hs-S RLNMTTEQFTGDHTQHFLDGGEMKVEQLFQEFGNRKSNT1QSDGISDSEKCSPTVSQGKS 100
Cf  RLNITAEQLTRDHTQRFLNGGEVKVEQLFQEFSSRRSDTLQSDGINDSEKCSPTVSQGKS 97
Ss RLNIPTEHLTRDHTQRFLNGGEMKVEQLFQEFGNRRSSTFQSNG INDSEKCSPTTSQGQS 120
Rn RLNITTEPFTRGHTQHFVSGGVMKVEQLFQEFGSRRTSTLQSDGVSNSEKSSP-ASQGKS 101
Mm RLNITTEPLTRGHTQHFVNGSEMKVEQLFQEFGNRRSNTLQSDG I SNSEKSSP-ASQGKS 119

sec eeee HHHHHHHHHHHH Serin-reich

Hs-L SDCLNTVKSNSSSKAPKVVPLTPEQALKQYKHHLTAYEKLEIINYPEIYFVGPNAKKRHG 180
Hs-S SDCLNTVKSNSSSKAPKVVPLTPEQALKQYKHHLTAYEKLEIINYPEIYFVGPNAKKRHG 160
CFf  SDSLNAVKPSNSAKSSKVVPLTPEQALKQYKHHLTAYEKLEI INYPEIYFVGPNAKKRHG 157
Ss  SDSLNTVKSSSSSKTSRVVPLTPEQALKQYKHHLTAYEKL--- 160
Rn SDSLGTVKCSLSSRPSKVLPLTPEQALKQYKHHLTAYEKLEI ISYPEIYFVGPNAKKRQG 161
Mm  SESLSAVKCNLSSRPSKVLPLTPEQALKQYKHHLTAYEKLEIVSYPEIYFVGPNAKKRQG 179

sec PPI1 HHHHHHHHHhhhhhhhhh eEEEe
DH: |=> Kinase-Doméne Exon3 ...

Hs-L VIGGPNNGGYDDADGAY IHVPRDHLAYRYEVLK I IGKGSFGQVARVYDHKLRQYVALKMV 240
Hs-S VIGGPNNGGYDDADGAY IHVPRDHLAYRYEVLK I 1GKGSFGQVARVYDHKLRQYVALKMV 220
Cf  VIGGPNNGGYDD--- 169
Rn  VIGGPNNGGYDDADGAY IHVPRDHLAYRYEVLK I I GKGSFGQVARVYDHKLRQYVALKMV 221
Mm  VIGGPNNGGYDDADGAY IHVPRDHLAYRYEVLKI 1GKGSFGQVARVYDHKLRQYVALKMV 239

AEAAAAAAAAAAXAAAAAAAXAAAAAAAXAAAAAAAXAAAAAAAXAAAAAAAXAAAAAAAAAAdhh*k

sec eee HHHHHHhheee HHHHHHHHHHHHHHHHHHH

Abb. 3.20: Vergleich der Proteinsequenz des N-terminalen Teils von DYRK 3 aus
verschiedenen Saugetier-Spezies. Hs, Mensch, (Long: AF186773, Short: AF186774),
Cf, Hund (BM539261), Ss, Hausschwein (BE014379), Rn, Wanderratte (XP_222607),
Mm, Maus (NM_145508). In Klammern sind die Nummern der GenBank-Eintrage
angegeben. Exon-Grenzen fur humane die DYRK 3-L sind LocusLink entnommen. Die
Angabe der Sekundarstruktur stellt den Consensus flir hDYRK 3-L aus NPS dar. Der
Sequenzvergleich erfolgte mit ClustalW. N-terminal zur Kinase-Doméane sind die zur
DYRK Homology Box gehérenden Aminosauren hervorgehoben.
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Mehrere Austausche von geladenen Aminosduren (Asn48Asp, Gly71Arg,
Asp72Gly, Asp79Asn, Aspl07Asn) fihren dazu, dass das Fragment Leu27-
Glyl183 des Maus-Proteins einen um fast eine pH-Einheit hoéheren
isoelektrischen Punkt aufweist als der entsprechende Teil der humanen
DYRK 3-L (pKi 7,22 statt pKi 6,48). Mit 53PxxPxxPxR und 134KxxKxxPxxP sind
zwei verschiedene Poly-Prolin-II-Motive in der humanen DYRK 3-Sequenz
vorhanden, die von SH3- oder WW-Doméanen gebunden werden kénnen
(Cesareni et al., 2002).

Bis auf wenige bei Redox-Prozessen beteiligte Proteine liegen die Cystein-
Seitenketten cytosolischer Proteine permanent als freie Thiol-Gruppen vor.
Die Kinase DYRK 3 aus der Maus enthalt in der Prim&rsequenz des
N-terminalen Teils nur ein einziges Cystein (Cys128) im Gegensatz zu vier
Cysteinen (Cys43, Cys46, CysS51, Cysl23) im N-Terminus der humanen
DYRK 3. Zudem ist auch dieses Cystein zwischen Mensch und Maus nicht
konserviert, an Position 128 befindet sich in menschlicher DYRK 3-L ein

Serin-Rest.

Sowohl fir humane als auch fiur Maus-DYRK 3 wurde eine Rolle bei der
Blutbildung nachgewiesen (siehe Einleitung 1.4). Somit sind die Cystein-
Reste auch fur die Funktion von DYRK 3 nicht essentiell. Da trotz
Reduktionsmittel in allen verwendeten Puffern die Aggregate des humanen
DYRK 3-Fragments Disulfid verbriickt waren, wurde der N-Terminus der
Maus mit nur einem Cystein-Rest ausgewahlt.

3.4.3 Klonierung und Expression vom Maus-DYRK 3-L7.1g3

Nachdem das DYRK 3-Protein aus der Maus fur weitere Studien ausgewéahlt
war, wurde die codierende Sequenz des N-Terminus von Maus-DYRK 3
ausgehend von EST-Klon BG 915770 (Research Genetics, Invitrogen)
kloniert. Dieser EST-Klon wurde zundchst vom 5’- und vom 3’-Ende her
sequenziert. Da 5’-Bereich und poly(A)-Schwanz der cDNA (GenBank
NM_145508) vorhanden sind, enthalt dieser EST-Klon die codierende
Sequenz von Maus-DYRK 3 in voller Lange.

Zur Analyse der Struktur des DYRK 3-N-Terminus wurde die codierende
Sequenz von Leu27 bis Gly183 des Maus-Proteins in pET-41 kloniert. Das so
erhaltene Konstrukt schlief3t ein Start-Codon innerhalb einer Nde I-

Erkennungssequenz und eine C-terminale His8-Fusion ein. Das DYRK 3-
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Fragment von Leu27 bis Gly183 entspricht tiberdies dem in den Abschnitten
3.1.7 sowie 3.3.4 verwendeten Teil der humanen DYRK 3 (Leu27 bis Gly184).

Maus-DYRK 3-L27.183 wurde in E. coli BL21(DE3)RIL mit C-terminaler His8-
Fusion exprimiert. Nach Induktion mit IPTG war eine deutliche Induktions-
bande erkennbar (Abb. 3.21.A). Die Reinigung erfolgte durch IMAC sowie
Kationenaustausch-Chromatographie. Der Anteil an léslichem Protein war
bei Maus-DYRK 3-Ly7.183 wesentlich héher als bei dem in Abschnitt 3.4.1
exprimierten Protein (Abb. 3.21.B). Durch Austausch des einzigen Cysteins
durch Serin (Cys128Ser) mittels QuickChange konnte die Loslichkeit dieses
Fragments weiter gesteigert werden (Abb. 3.21.C). Hier war keine Bande in
der pelletierten Fraktion (Pe) mit dem gleichen apparenten Molekulargewicht
wie die Induktionsbande zu sehen, im Gegensatz zu Maus-DYRK 3-L27-1s3,
(Abb. 3.21.B).

B Pe Us E Pe E
L

66- -

55 - =

36- -

31- = )
= 4

21- -

58

o |

Abb. 3.21: A, Expression von Maus-DYRK 3-L,7.1g3 mit C-terminalem His6-Epitop in E. coli
BL21 (DE3)R|L B, Reinigung von Maus-DYRK 3-L27_183 und C, Maus-DYRK 3-L27_133 Cc128S
durch IMAC. A, Aufschluss; M, Standard; Pe, Pellet; Us, Uberstand; E, Eluat.

Das gereinigte Protein wurde durch MALDI-TOF analysiert. Im MS-Spektrum
von Maus-DYRK 3-Lo7-183 (Abb. 3.22) ist als intensivstes Signal eine Masse
von 18807,94 Da zu erkennen. Diese Masse entspricht dem berechneten
Molekulargewicht (Abweichung 1,00 Da). Zudem zeigt das Spektrum einige
weitere Signale zwischen 17 und 20 kDa. Diese entsprechen N-terminalem
Abbau-Fragmenten von Maus-DYRK 3-L»7.183. Unter Nutzung dieser Signale
war eine N-terminale Protein-Sequenzierung moglich (Tab. 3.2). Bei der
Masse 19017,47 Da handelt es sich mutmafSlich um das Matrix-Addukt von
Maus-DYRK 3-L27-183. Um 9000 Da sind die eben beschriebenen Fragmente

noch einmal mit zweifacher Ladung zu sehen.
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Abb. 3.22: Maus-
DYRK 3-L27.183 (c1285)
im MALDI-TOF.
Matrix war Sinapin-
Saure.

Die far die weiteren Studien verwendeten Praparationen von Maus-

DYRK 3-L27-133 enthalten zum gréfditen Teil das Protein in seiner vollen

Lange. Zu einem geringeren Teil sind Protein-Spezies vorhanden, die um

maximal 14 Aminosduren N-terminal verklirzt sind. Somit konnte das N-

terminale Fragment Leu27 bis Gly183 von Maus-DYRK 3 mit C-terminaler

His8-Fusion exprimiert und gereinigt werden. Dieses Protein wurde im

Folgenden biophysikalisch charakterisiert.

Tab. 3.2: MALDI-TOF Fragmente von Maus-DYRK 327.183 (c1285)

m/z (Da) Sequenz berechnetes MW Differenz
19017,47 MW + SA
18807,94 Met (MW) 18806, 94 1,00
18675,72 Leu 18675,74 -0,02
18562,17 Gly 18562 ,59 -0,42
(Asp, Gly, val, Tyr, Asp, Thr)
17855,06 Phe 17854 ,89 0,17
17706,82 Met 17707,71 -0,89
17575,63 Met 17576,52 -0,89
17444 ,82 Ile 17445,33 -0,51
17330,94 Asp 17332,17 -1,23
17218,00 Glu 17217,08 0,92

224,07 Da = Mol-Masse der Matrix Sinapin-Saure (SA)
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3.4.4 Im CD zeigt Maus-DYRK 3-L,7.153 €inen geringen Anteil an
Sekundarstruktur

Zur Analyse der Sekundéarstruktur wurde das tber IMAC und Anionen-
austausch-Chromatographie gereinigte Protein Maus-DYRK 3-L27-183 (c128s)
mit C-terminalem His-Tag mittels Fern-CD-Spektroskopie untersucht. Das
Spektrum dieses Proteins in 50 mM Kalium-Phosphatpuffer (pH 6,5) ist durch
ein Minimum an Elliptizitdt bei 200 nm sowie ein Plateau zwischen 215 und
225 nm gekennzeichnet (Abb. 3.23, geschlossene Kreise). Die CD-Spektren
von Maus-DYRK 3-L27.183 und Maus-DYRK 3-L27-183 c128s waren identisch.

Die Auswertung dieses Spektrums mit dem Programm Jasco Secondary
Structure Estimation 1.0 ergab einen Sekundirstruktur-Anteil von 47%
beta-Faltblatt, 7% beta-Turn und 45% Random Coil. Diese Angaben kénnen
jedoch nur grobe Naherungen sein, da das daraus berechnete Referenz-
Spektrum (Linie in Abb. 3.23) merklich von den Messdaten abweicht. Zudem
vernachléssigt dieses Programm den Anteil an Poly-Prolin-II-Helices (PPII).
Gerade in flexiblen Peptiden oder Proteinen ist dies ein in den letzten Jahren
zunehmend hédufiger beschriebenes Sekundarstruktur-Element (Bhatnagar
und Gough, 1996).

0 5 %W
oOOD ¢ e
= '2000". o’ ..-.0'.. Abb. 3.23: DYRK 3-L37.1s3 (C128s) AUS
E 4000 4 . Ry Maus im CD-Spektrum.
k- ot N * Aufgenommen in 50 mM K-Phosphat,
=] L]
g o . pH 6,5 (®) oder 50 mM K-Phosphat,
T 0] e s pH 6,5, 6 M Gdm-CI (O). Die Linie
§ * 0 entspricht einem Spektrum mit 47%
-10000 4 «
® 0% beta-Faltblatt, 7% beta-Turn und 45%
12000 : . . . - Random Coil (Jasco Secondary
190 200 210 220 230 240 250
Wellenlinge [nm] Structure Estimation 1.0).

Poly-Prolin-II-Helices weisen ebenso wie Random Coil-Bereiche ein deutliches
Minimum an Elliptizitat bei 200 nm auf. Zusatzlich zeigen PPII-Peptide ein
schwaches Maximum an Elliptizitdt um 215 nm (Bochicchio und Tamburro,
2002). Somit enthalt Maus-DYRK 3-L27.183 (c128s) Bereiche in Random Coil,
PPII-Abschnitte und eventuell auch einen geringen beta-Faltblatt-Anteil.
Diese Sekundar-Struktur-Elemente kénnen durch 6 M Gdm-Cl entfaltet
werden (offene Kreise in Abb. 3.23).
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Laut CD-Spektroskopie enthalt Maus-DYRK 3-L27-183 (c128s) unstrukturierte
Bereiche, jedoch auch Anteile von Sekundérstruktur-Elementen, die durch
Gdm-Cl entfaltet werden kénnen. Ob diese Elemente sich auch zu einer
globularen Struktur zusammen lagern, wurde im Folgenden durch limitierte

Proteolyse untersucht.

3.4.5 Die limitierte Proteolyse von Maus-DYRK 3-L,7.1g3 ergibt kleinere
Fragmente

Die limitierte Proteolyse stellt eine schnelle und einfache Methode zur
Analyse der raumlichen Struktur eines Proteins dar. Bei limitierenden
Mengen der Protease erfolgt zunachst die Spaltung des Proteins an
exponierten Stellen wie Random Coil- oder Loop-Regionen, globulare Bereiche
werden erst spater oder bei hoheren Konzentrationen an Protease verdaut.
Somit deuten bei der limitierten Proteolyse entstehende Fragmente auf
globulare Bereiche hin (Polverino de Laureto et al., 1999).

Maus-DYRK 3-L27.183 wurde einer limitierten Proteolyse durch Trypsin
unterworfen (sieh Material und Methoden 2.7.6). Hierbei wurde die Trypsin-
Konzentration bei gleich bleibender Inkubationszeit gesteigert. Durch Zugabe
eines zehnfachen Uberschusses an Trypsin-Inhibitor aus Soja wurde die
Reaktion gestoppt. In Abb. 3.24 ist die Analyse dieser Reaktionsansatze
mittels Tris-Tricin-SDS-PAGE zu sehen.

Bei Inkubation von Maus-DYRK 3-Ly7.183 mit geringer Trypsin-Menge ist
noch ein Teil des urspringlichen Proteins zu sehen (siehe Pfeilspitze in
Abb. 3.24). Mit zunehmender Trypsin-Konzentration sind drei Fragmente mit
einem apparenten Molekulargewicht von etwa 15, 12 und 9 kDa zu
erkennen. Die Intensitdt der Bande, die dem urspringlich eingesetzten
Protein entspricht, nimmt schon bei einem 1 : 1000-Verhéltnis von Trypsin
zum Substrat deutlich ab, diese Bande ist jedoch bis zu einem 1 : 400-
Verhéaltnis sichtbar. Auch die Intensitdt der Banden flUr die gréfderen
Spaltprodukte verringert sich bei steigender Trypsin-Konzentration. Einzig
das Fragment bei 9 kDa ist noch deutlich bei hoher Trypsin-Konzentration
zu sehen (1 :200 Trypsin/Substrat, teils auch bei 1: 100). Die in diesen
Ansatzen sichtbare Bande bei 20 kDa stammt vom Trypsin-Inhibitor aus
Soja, mit dem die Reaktion gestoppt wurde. Ein dhnliches Banden-Muster
wurde auch beim limitierten proteolytischen Verdau durch die Protease
Papain beobachtet.
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Die Banden bei 15, 12 und 9 kDa wurden aus dem Gel ausgeschnitten.
Durch N-terminale Protein-Sequenzierung konnte der Beginn der Fragmente
nicht bestimmt werden. Das eingesandte Protein, das auf eine PVDF-
Membran uUbertragen war, war wahrscheinlich N-terminal blockiert. Durch
MALDI-Fingerprinting konnten jedoch alle drei Banden als Teile des N-
Terminus von DYRK 3 identifiziert werden.

588888888.828883%¥ .
SReeernew I - - Abb. 324 Maus-DYRK 3-Lo7.4g3-His8 wurde
B o e O WL G W mit Trypsin in den angegebenen molaren
36— Verhaltnissen gemischt. Nach einer 30-
31- mindtigen Inkubation bei 30 °C wurde die
¢ ! Reaktion mit zehnfachem Uberschuss an
s : . Trypsin-Inhibitor abgestoppt, gefallt und im
14- S : ) 15%igen Tris-Tricin-Gel analysiert. Die
u‘“ . - Pfeilspitze markiert das urspriingliche Protein,
6-% 0 die mit * gekennzeichneten Banden zeigen
. B - 1 ‘ “ ein apparentes Molekulargewicht von etwa
3.5- . . 2a O s TLAE . v

15, 12 und 9 kDa.

Die Protease Trypsin spaltet die Polypeptidkette N-terminal vor positiv
geladenen Arginin- und Lysin-Resten. 18 positiv geladene Reste sind in der
Aminosdure-Sequenz von Maus-DYRK 3-L27.183 vorhanden, der grofSte
Bereich ohne positiv geladene Seitenketten erstreckt sich tiber 18 Amino-
sduren. Einzig durch die Primar-Sequenz koénnen die beobachteten

Fragmente also nicht erklart werden.

Bei der limitierten Proteolyse des DYRK 3-N-Terminus waren Fragmente des
Proteins zu beobachten. Diese wurden jedoch ebenfalls bei hoéheren
Konzentrationen an Protease verdaut. Somit bildet dieser Teil von DYRK 3
keinen stabilen globularen Bereich, durch einige lokale Wechselwirkungen
wird dagegen ein Teil des Proteins anfangs vor der Einwirkung der Protease
geschuitzt. Sowohl bei der Analyse durch CD als auch bei der limitierten
Proteolyse gab es Hinweise auf strukturierte Bereiche bzw. Teilstrukturen
innerhalb des N-Terminus von DYRK 3. Um die Struktur dieses Proteinteils
abschliefSend zu beschreiben, wurde der DYRK 3-N-Terminus nun mittels

NMR analysiert.
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3.4.6 NMR-Analyse von Maus-DYRK 3-L7.1g3

Bei der Kernspinresonanz werden die Resonanzsignale einzelner NMR-
aktiver Kerne detektiert. Die chemische Verschiebung dieser Kerne ist sehr
empfindlich gegentiber der Umgebung. Ein 1SN-HSQC-Spektrum eines
Proteins kann deshalb zur Beurteilung der raumlichen Struktur genutzt
werden. Besonders innerhalb des hydrophoben Kerns einer globularen
Domdne kommt es zu einer starken Aufspaltung der chemischen
Verschiebungen. Nach den Hinweisen auf einen bestimmten Gehalt an
Struktur durch CD und limitierte Proteolyse sollte deshalb der N-Terminus
von DYRK 3 mittels NMR untersucht werden.

Hierfir wurde !>N-markiertes Maus-DYRK 3-Lz7-183 mit C-terminalem His8-
Tag exprimiert und wie in Abschnitt 3.4.3 gereinigt. Die Aufnahme der
Spektren erfolgte an einem Varian-NMR-Spektrometer bei einer Protonen-
Resonanzfrequenz von 600 MHz (siehe Material und Methoden 2.11). Wahrend
der Messung aggregierte ein Teil des Proteins.

(ppm) «45:’?1"-“-’53‘ <=
==
Z _ 5
i _ P ‘?ﬂpm 47:7{:';?
114 gl
- ﬁi d
7] =
116
118
120
122
124
126 Abb. 3.25: 15N-HSQC-
Spektrum von Maus-
128 DYRK 3-Ly7-1ss.
130 @ 50 uM Protein in 50 mM
e — N —— K-Phosphat, pH 6.5,
8.8 8.6 8.4 8.2 8.0 7.8 7.6 7.4 7.2 7.0
F2 1H  (ppm) 1 mM DTT, 10% 2H,0.

In Abb. 3.25 ist ein Ausschnitt des !SN-HSQC-Spektrums von Maus-
DYRK 3-L»7-183 mit C-terminalem His8-Tag dargestellt. In diesem Spektrum
sind zahlreiche Resonanzen im !H-Bereich zwischen 7,8 und 8,8 ppm sowie
114 bis 130 ppm auf der !>N-Skala zu sehen. Dies ist die fir Random Coil
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charakteristische Region (Wiithrich, 1986). In diesem Bereich sind etwa 105
einzeln aufgeloste Resonanzen erkennbar. Das untersuchte Konstrukt des
DYRK 3-N-Terminus umfasst jedoch 168 Aminosaduren. Die fehlenden
Aminosduren sind entweder mit anderen Resonanzen Uberlagert oder aber in
der NMR nicht sichtbar.

Neben diesen Resonanzen enthédlt das 1SN-HSQC-Spektrum von Maus-
DYRK 3-L27-183 noch weitere Signale. Jene um 114 ppm auf der 1°N-Skala
und 7,0 sowie 7,6 ppm im IH-Bereich stammen von den Stickstoff
enthaltenden Seitenketten der Glutamine und Asparagine. Die Resonanzen
zwischen 110 und 114 ppm stammen vorwiegend von Glycin- und Serin-
Resten.

Von den NMR-Daten kann abgeschatzt werden, dass mindestens 63% der
Aminosduren von Maus-DYRK 3-L»7.183 ungeordnet vorliegen (dies entspricht
der Anzahl der sichtbaren Resonanzen). Wegen mdglicher Uberlagerung
weiterer Resonanzen kann der Anteil von Resten in Random Coil allerdings
auch hoéher liegen. Deshalb kénnen in dem isolierten Fragment Leu27 bis
Gly183 des DYRK 3-Proteins aus Maus terndre Kontakte im stabilen

hydrophoben Kern einer globuldren Domé&ne ausgeschlossen werden.
3.4.7 Weitere N-terminale Fragmente von DYRK 3

CD-Spektren und limitierte Proteolyse von Maus-DYRK 3-L27-183 deuten auf
einen bestimmten Gehalt an beta-Faltblatt und PPII-Helix hin. Zur
genaueren Definition dieser Bereiche lokaler Struktur wurden deshalb
weitere Teile des N-Terminus subkloniert und in E. coli exprimiert. Diese
zeigten jedoch im Vergleich zu Maus-DYRK 3-L»7.183 keinen erhéhten Anteil
an Sekundarstruktur (in Tab. 8.5 zusammengefasst). Alle untersuchten
Fragmente waren in den verwendeten Puffern zum gréfditen Teil ungeordnet,

obwohl sie in E. coli exprimiert werden konnten.

Somit ist ein grofer N-terminaler Teil der Kinase DYRK 3 flexibel bzw. in
Losung unstrukturiert, obwohl er die Verankerung des Proteins im
Cytoplasma und die Wechselwirkung mit dem Transkriptionsfaktor STAT 5A
vermittelt.
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4 Diskussion

4.1 Die Lokalisierung von DYRK 3 in Saugetier-Zellen

Die intrazellulare Lokalisierung ist ein wichtiges Merkmal der DYRK-Proteine
(siehe Einleitung 1.4). Da jedoch die Lokalisierung von DYRK 3 widerspriichlich
in der Literatur beschrieben war, wurde in der vorliegenden Arbeit diese
Eigenschaft von DYRK 3 ndher untersucht. Hierfir wurden Saugetier-Zellen
mit verschiedenen Fusionen von DYRK 3 transfiziert und durch Fluoreszenz-
Mikroskopie analysiert.

4.1.1 Der N-Terminus von DYRK 3 enthélt eine mutmalliche
Bindungsstelle fiir ein cytosolisches Ankerprotein

DYRK 3 befindet sich mit N-terminalem GFP in HEK-293-, LLC-PK1- und
COS-7-Zellen sowohl im Kern als auch im Cytosol. Einzig in HEP-G2-Zellen
wird dieses Konstrukt vom Kern ausgeschlossen. Uberdies konnte durch
Zellfraktionierung und Western Blot GFP-DYRK 3-S sowohl im Cytosol als
auch im Kern von HEK-293-Zellen nachgewiesen werden. Die Lokalisierung
von DYRK 3 in Kern und Cytosol kann wegen eines Molekulargewichts von
mehr als 65 kDa - der Grofse von DYRK 3 ohne jegliche Fusionen - nicht mit
passiver Diffusion durch die Kernpore erklart werden. Einzig Proteine kleiner
als 50 kDa gelangen durch einfache Diffusion in den Kern. Da jedoch eine
GFP-Fusion von DYRK 3-S trotz eines Molekulargewichts von 91,4 kDa in
den Zellkern vordringen kann, muss dieses Protein so mit Komponenten des
Kernporen-Komplexes oder der Transportmaschinerie interagieren koénnen,
dass es in den Kern gelangen kann. Somit sind die in dieser Arbeit
gewonnenen Erkenntnisse die ersten Hinweise fiir das Hin- und Herwandern
(Shuttling) einer Kinase der DYRK-Familie zwischen Kern und Cytoplasma

von Saugetier-Zellen.

Mit einer kleinen N-terminalen Fusion (FLAG-Tag) sowie mit C-terminalem
GFP wird DYRK 3 in HEP-G2- und HEK-293-Zellen vom Zellkern
ausgeschlossen. Nach Deletion des N-terminalen Teils ist jedoch die Kinase-
Domé&ne mit C-terminalem GFP in HEK-293-Zellen erneut sowohl im
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Cytoplasma als auch im Zellkern zu finden. Eine GFP-Fusion des
N-terminalen Teils allein sollte mit 45,8 kDa wieder durch passive Diffusion
in den Kern gelangen koénnen. Diese Lokalisierung ist auch bei einem Teil
von HEK-293-Zellen zu beobachten. In anderen HEK-293-Zellen sowie in
LLC-PK1-Zellen befindet sich dieses Protein jedoch wieder ausschliefdlich im
Cytoplasma. Falls ein cytosolisches Ankerprotein fiir das Zurtickhalten von
DYRK 3 im Cytoplasma verantwortlich ist, sollte dieses also im N-terminalen
Teil von DYRK 3 binden. Somit konnte die fiir die cytosolische Verankerung
notwendige Bindungsstelle innerhalb der Sequenz von DYRK 3 auf den

N-terminalen Teil begrenzt werden.

Im Unterschied zu DYRK 1A enthdlt DYRK 3 kein klassisches, zweiteiliges
NLS (Becker et al., 1998). Jedoch ist im N-Terminus von DYRK 3-S laut
PSORT (www.psort.org) mit der Sequenz !53PNAKKRHI!>9 ein mutmafliches
Kern-Lokalisierungssignal (NLS) des Typs par7 vorhanden (Horton und
Nakai, 1997; Nakai und Horton, 1999). Dies ist das einzige Sortier-Signal,
das mit PSORT in der Primar-Sequenz von DYRK 3 zu finden ist. Da sich
jedoch eine Fusion von DYRK 3-Si.163 mit C-terminalem GFP im Cytoplasma
von HEK-293- und LLC-PK1-Zellen befindet, wirkt das oben beschriebene
Motiv zumindest im hier untersuchten Kontext nicht als NLS. Uberdies
gelangt ein DYRK 3-Konstrukt auch ohne N-Terminus und ohne dieses
mutmafiliche NLS als GFP-Fusion in den Kern. Somit scheint die Sequenz
von Prol53 bis His159 fur die subzelluldre Sortierung von DYRK 3-S ohne
Bedeutung zu sein.

Das Hin- und Herwandern von DYRK 3 zwischen Kern und Cytoplasma
sowie die cytosolische Verankerung des Proteins werden im Folgenden mit
dem Transport anderer Proteine zwischen Zellkern und Cytoplasma
verglichen.

4.1.2 Shuttling und Verankerung von Proteinen

Um vom Cytosol in den Kern zu gelangen, muss ein Protein die Kernpore
passieren. Der Kernporen-Komplex (NPC) ist mit etwa 125 MDa ein riesiger
Proteinkomplex mit bemerkenswerten Eigenschaften. Proteine kleiner als
50 kDa oder bis zu einem Durchmesser von 9 nm kénnen durch Diffusion
zwischen Cytoplasma und Kern hin und her wandern. Groéfiere Proteine
mussen im Komplex mit Import- und Exportfaktoren aktiv durch die
Kernpore transportiert werden. Der aktive Protein-Transport ist von Ran
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abhéingig, einem kleinen GTP-bindenden Protein aus der Ras-Familie. In der
Nahe von DNA liegt Ran durch die Aktivitdit des Chromatin-gebundenen
GEFs (Guanosine Nucleotide Exchange Factor) RCC1 GTP-gebunden vor, im
Cytosol wird Ran durch Ran-GAP deaktiviert, einem GTPase aktivierenden
Protein (Dasso, 2002; Komeili und O'Shea, 2001; Kuersten et al., 2001).
Sortier-Signale werden durch Bindung an hoch konservierte Import- und
Export-Faktoren (Importin-alpha und -beta bzw. Karyopherin-1 und 2 sowie
Exportin 1/CRM 1) erkannt und bewirken so den Import bzw. Export

bestimmter Proteine.

Von STAT-Transkriptionsfaktoren (Signal Transducer and Activator of
Transcription) war schon lange bekannt, dass sie nach Aktivierung und
Dimerisierung in den Kern transportiert werden (Horvath, 2000; Kisseleva et
al., 2002). Diese Proteine besitzen kein klassisches Kern-Lokalisierungssignal
(NLS). Es wird vermutet, dass hier erst durch Dimerisierung ein funktionales
NLS entsteht. Neuere Studien zeigten allerdings, dass STAT-Monomere auch
im Ruhe-Zustand permanent zwischen Kern und Cytosol hin- und
hertransportiert werden (Meyer et al., 2002a; Zeng et al., 2002; Meyer et al.,
2002b; McBride und Reich, 2003). Erst nach Cytokin-Stimulation und dem
aktiven Kern-Import des STAT-Dimers werden diese Transkriptionsfaktoren
jedoch im Kern angereichert, nun binden sie DNA und induzieren die

Transkription von Ziel-Genen.

Die dynamische Lokalisierung der MAP-Kinase ERK2 wurde bereits in der
Einleitung (Abschnitt 1.4.2) geschildert. Dartiber hinaus ist die cytosolische
Verankerung der einzelnen Komponenten einer MAP-Kinase-Kaskade in
funktionalen Einheiten fir eine effiziente SignalUbertragung von
entscheidender Bedeutung (Johnson, 2002; Karandikar und Cobb, 1999;
Yoshioka, 2004).

4.1.3 Ein neuer Mechanismus der Regulation von DYRK 3

DYRK-Proteine aktivieren sich durch Autophosphorylierung innerhalb der
Aktivierungsschleife (siehe Einleitung 1.2.1). Somit kénnen sie nicht analog
den MAPKs durch tibergeordnete Kinasen aktiviert werden, sondern mussen
sie auf anderem Wege reguliert werden. Wenn DYRK 3 durch bislang
unbekannte Faktoren im Cytoplasma verankert wird, sonst jedoch zwischen
Cytosol und Zellkern hin und her wandert, ist dies ein maoglicher
Regulierungsmechanismus.
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Verschiedene Proteine werden durch Beeinflussung ihrer Lokalisierung
innerhalb der Zelle reguliert. So bindet das Protein PEA-15, ein kleines
cytosolisches Protein mit Death Effector-Doméane, an ERK2 und verhindert
den Kern-Import dieser MAP-Kinase (Whitehurst et al., 2004). Die Caspase-7
wird nach einem apoptotischen Stimulus im Zellkern angereichert, im
Ruhezustand verhindert jedoch die Pro-Domé&ne einen vorzeitigen Kern-
Import dieser Protease. Erst wenn die Pro-Doméane durch andere aktivierte
Caspasen abgespalten wird, kann Caspase-7 in den Kern gelangen und zum
Prozess der Apoptose durch Spaltung der Poly(ADP-Ribose)-Polymerase
beitragen (Yaoita, 2002).

Die Familie von 14-3-3-Proteinen ist dafiir bekannt, die Lokalisierung von
Proteinen zu beeinflussen (Ferl et al., 2002; Muslin und Xing, 2004). FOXO-
Transkriptionsfaktoren gehéren zu den =zahlreichen Proteinen, die von
14-3-3s gebunden werden (van der Heide et al., 2004). Hier hat die
mehrfache Phosphorylierung durch AKT/Protein-Kinase B die Bindung von
14-3-3 an das FOXO-Protein, dessen Export aus dem Kern und
cytoplasmatische Verankerung zur Folge. Ob DYRK 3-S in dem Serin-reichen
Bereich von Ser77 bis Ser113 (zwolf Serin- und drei Threonin-Seitenketten
innerhalb von 37 Aminosduren) eine Bindungsstelle flir ein 14-3-3-Protein
besitzt, ist eine spannende Fragestellung fur weiterfihrende Studien.

Die gezielte Beeinflussung der subzellularen Lokalisierung ist also ein
moglicher Mechanismus der Regulierung von Proteinen, der bisher bei keiner
DYRK-Kinase in multi-zelluldren Organismen beschrieben worden ist. Einzig
das Protein Yaklp aus Hefe scheint seine Lokalisierung abhangig von der

Glucose-Konzentration zu verdndern (Moriya et al., 2001).

4.2 Expression der Kinase DYRK 3 in eukaryontischen Zellen
4.2.1 Expressionslevel von DYRK 3

Bei der Expression von DYRK 3-Fusionen in den Zelllinien COS-7, LLC-PK1,
HEP-G2 und HEK-293 sowie in Flp-In-CHO-Zellen wurden DYRK 3-L-GFP
und DYRK 3-S-GFP in geringeren Mengen gebildet als isoliertes GFP,
DYRK 3-Si1-163-GFP oder DYRK 3-Sies4-568-GFP. Dies spiegelte sich in den
langeren Integrationszeiten der AxioCam-Farbkamera am Fluoreszenz-

Mikroskop wider (20 bis 40 sec im Vergleich zu sonst 1 bis 10 sec). Trotz des
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sehr intensiven Signals der Positiv-Kontrolle GFP war zudem bei dem
ohnehin schwachen Signal von GFP-DYRK 3-S im Western Blot die Detektion
von DYRK 3 mit C-terminalem GFP nicht méglich. Uberdies war in stabil mit
FLAG-DYRK 3-L transfizierten Flp-In-CHO-Zellen keine Expression des
Transgens detektierbar. Deshalb sollen hier Faktoren diskutiert werden, die
unter Umstanden die Expression von DYRK 3-Fusionsproteinen beeinflusst
haben.

Die Expression von Immunglobulinen und des Wachstumshormons des
Hausschweins in eukaryontischen Zellen konnte durch Einfligen eines
ktinstlichen Introns in die jeweilige cDNA gesteigert werden (Furebring et al.,
1997; Li et al., 2003). Somit kann schlicht die Gréfde der Intron-losen cDNA
fir das niedrige Expressionsniveau von DYRK 3-S/L-GFP verantwortlich
sein. Angesichts der guten Expressionsraten anderer Proteine (GFP-SGLT-1
sowie TPST-1-GFP) unter den hier angewandten Bedingungen und der
wenigstens mafdigen Expression von GFP-DYRK 3-S ist jedoch bei
DYRK 3-S/L-GFP ein einfacher Grofien-Effekt unwahrscheinlich.

Die beiden Isoformen S und L von DYRK 3 unterscheiden sich in den ersten
26 Aminosauren (siehe 1.5.3). DYRK 3-L enthalt in diesem Bereich vier selten
genutzte Codons (Becker et al., 1998). Keine der ersten sechs Aminosduren
von DYRK 3-S wird im Gegensatz dazu von einem Triplett codiert, das einen
geringeren Anteil als 0,8% aller Codons humaner Proteinsequenzen
einnimmt (Gustafsson et al., 2004). Seltene Codons, besonders am Beginn
einer codierenden Sequenz, kénnen die Translation beeinflussen, jedoch nicht
allein durch die Verfigbarkeit der entsprechenden tRNAs, sondern auch
durch Beeinflussung von mRNA-Stabilitdt und -Sekundarstruktur (Griswold
et al., 2003; Wu et al., 2004; Zhao et al., 2003).

Sollten Eigenschaften des N-Terminus die Expression von DYRK 3
beeinflussen, so sollte ebenfalls DYRK 3-Si-163-GFP, also der isolierte
N-terminale Teil von DYRK 3-S, nur in geringen Mengen exprimiert werden.
Der Intensitat der Fluoreszenz (bzw. der bendtigten Integrationszeit wahrend
der Aufnahme) zufolge wird dieses Fusionsprotein mit der zu DYRK 3-S-GFP
identischen b5’-Region jedoch besser exprimiert. Eventuell ist also die
Expression von DYRK 3 in seiner vollen Lange problematisch flir einige
Zellen, was auch die fehlende Expression von FLAG-DYRK 3-L in Flp-In-
CHO-Zellen erklaren kénnte.
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Zur weiteren Analyse des Verbleibs von DYRK 3 in der Zelle wére die
Bestimmung der mRNA-Menge durch Northern Blot bzw. RT-PCR erforderlich.
Uberdies musste die Quantifizierung der Protein-Menge verbessert werden,
da einzig das Fluoreszenz-Signal keinen zuverldssigen Indikator fur die
Menge an gebildetem Protein darstellt. In vitro-Expression (Abschnitt 3.2.2)
sowie vorangegangene Studien (Li et al., 2002) deuteten an, dass DYRK 3
empfindlich gegentiber proteolytischem Abbau ist. Folglich koénnte die
Quantifizierung der Protein-Menge in An- und Abwesenheit eines Proteasom-
Inhibitors wie MG132 (Rock et al., 1994) auch Auskunft Uber den
Mechanismus des Abbaus von DYRK 3 geben.

4.2.2 Die Stabilisierung von DYRK 3

Das niedrige Expressionsniveau von DYRK 3-GFP sowie die fehlende
Expression von FLAG-DYRK 3-L in Flp-In-CHO-Zellen kann mit toxischen
Effekten der Kinase auf diese Zellen erklirt werden. Wenn DYRK 3 ein
Inhibitor der Proliferation ist, sollte die Aktivitdt dieses Proteins in sich
teilenden Zellen sorgfaltig reguliert sein. Dies kann wie in der Einleitung
(Abschnitt 1.5.2) beschrieben durch die begrenzte Expression in bestimmten
Entwicklungsstadien ausgewdéhlter Zellen geschehen. Uberdies wurden in
dieser Arbeit Hinweise gefunden, dass auch die Lokalisierung von DYRK 3

Zelltyp-spezifisch reguliert werden kann (Abschnitt 3.1).

Eine weitere Regulationsebene kann die Protein-Stabilitdt sein. DYRK 3
neigte als Fusion mit DsRed2 sowie mit N-terminalem cMyc-Epitop zur
Aggregation. Zudem war das Protein in dieser und in einer vorangegangenen
Studie empfindlich gegentiber proteolytischem Abbau. Die Transkription der
DYRK 3-mRNA ist keineswegs auf erythroide Zellen beschrankt (siehe
Abschnitt 3.1.1), jedoch koénnte ein nur in diesen Zellen exprimiertes Protein
DYRK 3 stabilisieren und vor Aggregation und Abbau bewahren. Somit wéare
gewdhrleistet, dass das DYRK 3-Protein aufSer in seinen Ziel-Zellen nur in

geringen Mengen oder gar nicht exprimiert wird.

Fur die in vitro-Translation von DYRK 3 stand zum damaligen Zeitpunkt nur
das auf Weizenkeim-Extrakt basierende TNT-System zur Verfligung. Vor dem
Hintergrund von denkbaren Zelltyp-spezifischen Stabilisatoren ist die
erneute Expression von DYRK 3 in einem auf Reticulocyten-Lysat

basierenden System von Interesse.
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Ein Stabilisator von Proteinen in eukaryontischen Zellen ist HSP 90. Dieses
Chaperon ist fir die korrekte Expression von manchen Kinasen (z. B. Src
und Raf) und anderen Proteinen essentiell (Richter und Buchner, 2001). So
fuhrt die Inhibition von HSP 90 durch Geldanamycin in Drosophila-SL2-
Zellen gleichzeitig zum Verlust der Aktivitdt der POLO-Kinase, einer bei der
Zellteilung beteiligten Kinase (de Carcer et al., 2001). Da jedoch HSP 90 in
jeder eukaryontischen Zelle vorkommt, kann dieses Chaperon nicht fir die
vermutete Zelltyp-spezifische Stabilisierung von DYRK 3 verantwortlich sein.
Bei der weiteren Suche nach Interaktionspartnern ist somit auch die
Identifikation eines mutmafSlichen Stabilisators von DYRK 3 zu erwarten.

4.3 Uber die Wechselwirkung von DYRK 3 mit mdglichen
Substraten

Dem klassischen Modell der JAK/STAT-Signaltibertragung entsprechend
(Horvath, 2000; Kisseleva et al.,, 2002) kann STAT 5A nach der
Phosphorylierung von Tyrosin-Resten mittels seiner SH2-Doméanen dimerisieren
und in den Kern wandern (O'Shea et al., 2002). STAT S5A ist in die
Signaltibertragung nach der Stimulierung der Zelle durch verschiedene
Cytokine involviert, unter anderem Prolactin, das Wachstumshormon und
EPO bewirken eine Aktivierung dieses Transkriptionsfaktors. Zunachst soll
hier der Einfluss von Serin-Phosphorylierung auf STAT 5A beschrieben
werden, anschliefSend wird die Wechselwirkung zwischen der Kinase DYRK 3
und STAT SA diskutiert.

4.3.1 Die Phosphorylierung von STAT 5A an Serin-Resten beeinflusst
dessen Aktivitat als Transkriptionsfaktor

Neben der Phosphorylierung an dem in allen STAT-Proteinen konservierten
Tyrosin enthalten die meisten STATs in Saugetieren ein weiteres
Phosphorylierungsmotiv innerhalb der Transaktivierungsdomane (TAD)
(Decker und Kovarik, 2000). Serin-Phosphorylierung an dieser Stelle ist fir
STAT1 und STAT3 essentiell, um einen durch Interferon induzierten voll
funktionsfdhigen Aktivator der Transkription zu bilden (zusammengefasst in
Decker und Kovarik, 2000). Auch fir STAT4, STATS und STAT6 wurde Serin-
Phosphorylierung nachgewiesen (Visconti et al., 2000; Kirken et al., 1997;
Pesu et al., 2000; Wick und Berton, 2000). Kinasen, die fir die Serin-
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Phosphorylierung von Ser727 in STAT3 verantwortlich sein kénnen, sind
Extracellular Signal Regulated kinase 1 (ERK1/p44-MAPK), Homeodomain
Interacting Protein Kinase 2 (HIPK2), aber auch DYRK 1A und DYRK 2
(Matsuo et al., 2001).

Sowohl STAT 5A als auch STAT 5B werden in Prolactin-stimulierten Zellen
an einem konservierten Serin phosphoryliert (Ser725 in STAT 5A and Ser730
in STAT 5B). Dieses in ein PSP-Motiv eingebettete Serin entspricht der
Phosphorylierungsstelle im PS72"MP-Motiv in STAT1 und 3 (Yamashita et al.,
1998). Dartiber hinaus wurde bei STAT SA neben der Phosphorylierung an
Tyr694 und Ser725 auch Phospho-Ser779 detektiert (Beuvink et al., 2000;
Pircher et al., 1999; Reddy et al., 2000). Die MAP-Kinase ERK ist ein
Kandidat fir die Serin-Phosphorylierung von STATS (Pircher et al., 1999),
nicht jedoch die anti-apoptotische Kinase Pim-1 (Paukku, 2003).

Im Gegensatz zu STAT1 und STATS3, die die Phosphorylierung an Ser727 zur
Aktivitdt benotigen, ist bei STATS die Rolle der Serin-Phosphorylierung
schwieriger zu beschreiben. Die Phosphorylierung von STAT 5A an Serin-
Resten hat keinen Effekt bei der durch STAT 5A vermittelten
Signaltibertragung des Interleukins-2 (IL-2) (Xue et al., 2002). Zunéichst
wurde auch bei der Signalibertragung des Prolactins (PRL) kein Unterschied
eines STATS5-Reportergens bei der Expression von STATS-Serin-Mutanten im
Vergleich zum Wildtyp detektiert (Yamashita et al., 1998; Beuvink et al.,
2000). Spater jedoch wurde ein inhibitorischer Effekt far die
Phosphorylierung an Serinen auf die Aktivitdit von STATS als
Transkriptionsfaktor beschrieben (Yamashita et al., 2001). Die inhibitorische
Serin-Phosphorylierung nach PRL-Stimulierung kann bei STAT S5A durch
gleichzeitige Stimulierung von Glucocorticoid-Rezeptoren umgekehrt werden
(Yamashita et al., 2001). STAT SA-Ser-725Ala-Mutanten zeigen in PRL-
aktivierten Zellen eine verzogerte Tyrosin-Dephosphorylierung und binden
eine langere Zeit an DNA (Beuvink et al., 2000). Hier scheint die Serin-
Phosphorylierung von STAT SA die Dauer des ubertragenen Signals zu
beeinflussen. Im Zusammenhang der Signaltibertragung des
Wachstumshormons wurde ein inhibitorischer Effekt der Serin-
Phosphorylierung fir STAT SA und 5B beschrieben, dieser war jedoch vom
Promotor-Kontext abhéngig (Park et al., 2001).

Nach Stimulation von Ba/F3-EPO-R-Zellen mit EPO wurde ebenfalls die
Phosphorylierung von STATSA und STATSB an Serin725/730 detektiert (Haq
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et al., 2002). Auch in erythroiden AS-E2-Zellen wird Ser725/730 (STATSA/SB)
EPO-abhangig phosphoryliert, hier jedoch scheint Ser779 permanent
phosphoryliert zu sein (Boer et al., 2002). In welcher Art die Serin-
Phosphorylierung von STATS das EPO-Signal moduliert, ist noch ungeklart.

Die Phosphorylierung von STATS an Serin-Resten hat folglich bei
unterschiedlichen Signalwegen verschiedene Funktionen. Sie kann die
Dauer der transkriptionellen Aktivierung modulieren oder direkte
inhibitorische Effekte auf die Aktivitdt des Transkriptionsfaktors austben.
Zudem kann der Effekt der Serin-Phosphorylierung vom jeweiligen Promotor
abhangen (Park et al., 2001). Da STAT SA mit Tyr694, Ser725 und Ser779
mehrere Phosphorylierungsstellen besitzt, kann an der Transaktivierungs-
doméane dieses Transkriptionsfaktors die Integration verschiedener Signale
erfolgen (Yamashita et al., 2001).

4.3.2 DYRK 3 und STAT 5A

In dieser Arbeit wurde gezeigt, dass DYRK 3 mit STAT 5A im Hefe-System
interagiert. Das N-terminale Fragment von Leu27 bis Gly184 von DYRK 3-L
war fUr diese Interaktion ausreichend; die katalytisch aktive Kinase-Doméane
von DYRK 3 war hingegen nicht fir die Wechselwirkung mit STAT 5A
erforderlich. Die isolierte Transaktivierungsdoméne (TAD) von STAT 5SA zeigte
keine Wechselwirkung mit DYRK 3, obwohl sich in dieser Sequenz mit
RLS780/779P ein Motiv befindet, das von DYRK 3 phosphoryliert werden kann
(Nummerierung der humanen bzw. Maus-Sequenz, siehe Einleitung 1.2.2 zur
Substratspezifitdt der DYRKSs).

Somit ergibt sich fur die Wechselwirkung von DYRK 3 und STAT S5A
folgendes Modell: Der mutmafdlich fir spezifische Substrat-Erkennung
zustandige flexible N-Terminus von DYRK 3 bindet als Erstes einen bisher
noch nicht n&her eingegrenzten Bereich von STAT S5A. In einem zweiten
Schritt kann die ebenfalls flexible Transaktivierungsdoméne (Wang et al.,
2000) von der Kinase-Domdne von DYRK 3 erkannt, gebunden und

phosphoryliert werden. Dieses Modell ist in Abb. 4.1 dargestellt.

Auch DYRK 2 wurde im Hefe-System auf eine Wechselwirkung mit STAT 5A
getestet. Diese Kinase interagierte ebenfalls mit STAT SA. Hier werden jedoch
die Reporter-Gene des Hefe-Systems wesentlich schwéacher aktiviert, was auf
eine schwichere Bindung hinweist. Das Protein DYRK 2 ist DYRK 3
innerhalb der Kinase-Domé&ne sehr dhnlich (79% Identitét), im N-Terminus
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unterscheiden sich diese Kinasen jedoch erheblich (nur 32,1% identisch).
Somit spricht dieser Befund ebenfalls flir die Rolle des DYRK 3-N-Terminus
als spezifische Bindungsdoméane bei der Interaktion mit STAT SA.

Q
c I

STAT 5A

A
c
—= C — STAT 5A
c N STAT 5A
\N \N
\N N N
N N
Abb. 4.1: Modell der Wechselwirkung zwischen DYRK 3 und STAT 5A. DYRK 3 ist in Rot
dargestellt, STAT 5A in Blau. TAD, Transaktivierungsdomane; P, Phosphat.

4.4 Struktur und Funktion des DYRK 3-N-Terminus

Die in der vorliegenden Arbeit geschilderten Ergebnisse belegen den Einfluss
des N-Terminus der DYRK 3-Kinase auf die Lokalisierung des Proteins sowie
auf die Wechselwirkung mit dem Transkriptionsfaktor STAT SA. Bei der
biophysikalischen Analyse des N-Terminus von Maus-DYRK 3 zeigte sich das
untersuchte Protein-Fragment als gréfstenteils flexibel mit einem geringen
Anteil an Poly-Prolin-II-Helix und/oder beta-Faltblatt. Trotz des klassischen
Bildes von Proteinen, in dem die rdumliche Faltung unerlasslich fir die
Funktion ist, gibt es mittlerweile eine zunehmende Anzahl an Proteinen und
Protein-Doménen, die flexibel oder ungeordnet ihre Funktion erftillen
(Wright und Dyson, 1999; Tompa, 2002).

4.4.1 Ungeordnete Proteine und Strukturinduktion

Ungeordnete Proteine oder Protein-Doménen sind bei der Bindung von
Liganden flexibler als globuldre Proteine. Zudem haben sie bei gleicher
Anzahl von Aminosduren eine gréfSere Oberflaiche fir intermolekulare
Wechselwirkungen (Gunasekaran et al., 2003). Diese beiden Eigenschaften
machen sie zu geeigneten Bindungsdom&nen. Haufig gehen ungeordnete
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Proteine vor oder wahrend der Erfiillung ihrer biologischen Funktion in

einen starker geordneten Zustand tber (Uversky, 2002).

Der eukaryontische Translations-Initiationsfaktor eIF4E wird durch das 4E
bindende Protein (4E-BP) 1 inhibiert. 4E-BP 1 ist ein vollig ungeordnetes
Protein, das nach einem Induced Fit-Mechanismus an elF4E bindet (Fletcher
und Wagner, 1998). Auch das Pro-Peptid des Nerven-Wachstumsfaktors
(NGF) ist in Loésung gréfstenteils unstrukturiert. Als Teil von proNGF
stimuliert das Pro-Peptid die in vitro-Faltung der NGF-Domé&ne und scheint
in Anwesenheit dieser Domé&ne strukturiert zu sein (Kliemannel et al., 2004).
Somit ist es auch moéglich, dass im N-Terminus von DYRK 3 in Anwesenheit

der Kinase-Doméne Struktur induziert wird.

Im N-Terminus von DYRK 1A wurden sowohl phosphorylierte Serin- als auch
Tyrosin-Reste nachgewiesen (Himpel et al., 2001). Obwohl diese Reste nicht
zwischen DYRK 1A und DYRK 3 konserviert sind, ist auch eine
Phosphorylierung von Seitenketten innerhalb des Serin-reichen Bereiches
des DYRK 3-N-Terminus denkbar (Ser77 bis Serl133, vergleiche Abschnitt
4.1.3). Diese wurde jedoch wahrscheinlich nicht zur Induktion von
Sekundarstruktur fuhren (Kipping et al., 2001), sondern eher zur

Regulierung der Interaktion mit Wechselwirkungspartnern dienen.
4.4.2 Bindungsmotive innerhalb des N-Terminus

Die Analyse von DYRK 3-Fragmenten mit C-terminalem GFP deutete auf ein
far die cytosolische Verankerung verantwortliches Motiv innerhalb des
N-Terminus (siehe 3.1.7 und 4.1.1). Dieses kann in folgenden Studien durch
die Bestimmung der Lokalisierung weiterer Deletionsmutanten von DYRK 3
genauer eingegrenzt werden.

Da im Hefe-System DYRK 3-L27.184 an STAT 5A binden konnte, die
Fragmente von Metl bzw. Met64 bis Lys151 jedoch keine Wechselwirkung
mit diesem Transkriptionsfaktor zeigten, kann das mit STAT S5A
interagierende Motiv zwischen Lys151 und Gly184 im N-Terminus von
DYRK 3 vermutet werden. Dieser Bereich enthalt mehrere Tyrosin-Reste und
hydrophobe Seitenketten, die bei einer Interaktion von Bedeutung sein

kénnen.

Zusammenfassend handelt es sich beim N-Terminus von DYRK 3 um eine
flexible Bindungsdoméane. Diese ist fur die Interaktion mit mutmafSlichen
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Substraten verantwortlich. Die Protein-Kinasen der DYRK-Familie zeigen
eine ahnliche Aktivitdit gegenuber der Primé&rsequenz ihrer Substrate
(Campbell und Proud, 2002; Himpel et al., 2000). Hier kann durch
zusatzliche Interaktion mit dem fir DYRK 3 individuellen N-Terminus die

spezifische Phosphorylierung von Substraten sichergestellt werden.

4.5 Experimenteller Ausblick

In dieser Arbeit wurde sowohl die Lokalisierung von DYRK 3 als auch die
Interaktion mit moglichen Substraten erfolgreich analysiert. Bei beiden
Prozessen spielte der in Losung flexible N-Terminus eine entscheidende
Rolle. Diese Ergebnisse bilden die Grundlage fir neue Fragestellungen, die
jedoch nicht mehr Teil dieser Arbeit sind. Diese moglichen Forschungs-

vorhaben seien hier kurz umrissen.

Leptomycin B (LMB) ist ein spezifischer Inhibitor des Export-Rezeptors
CRM1 (Kudo et al., 1999). Wenn der Export von DYRK 3 aus dem Kern von
CRM1 abhangig ist, dann sollte durch Inkubation der Zellen mit LMB das
Protein im Zellkern angereichert werden. Dies wéare ein zuséatzlicher Beweis
fur das Shuttling von DYRK 3 zwischen Zellkern und Cytosol.

Durch die Analyse von weiteren N-terminalen Deletionsmutanten von
DYRK 3 kann in weiterfihrenden Studien auch das flir die cytosolische
Verankerung verantwortliche Strukturelement eingegrenzt werden. Dabei
sind besonders die fir das Shuttling benutzten Signale von Interesse, da in
der Aminosdure-Sequenz von DYRK 3 keine klassischen Sortiersignale zu
finden sind. Auch die genauere Analyse der Zellspezifitdt der Lokalisierung
ist von Interesse. Hierbei ist eventuell die Identifizierung der Proteine

moglich, die die Zelltyp-abhangige Lokalisierung von DYRK 3 verursachen.

Nach der erfolgreichen Etablierung von Protokollen zur Anreicherung von
DYRK 3 aus Saugetier-Zellen (entweder durch FACS oder Immuno-
prézipitation) kann die posttranslationale Modifizierung dieser Kinase durch
zweidimensionale Gelelektrophorese sowie Western Blot-Analysen weiter-

fihrend untersucht werden.

In dieser Arbeit wurde die Wechselwirkung zwischen DYRK 3 und STAT 5A
ausfiihrlich im Hefe-System untersucht. Flur weiterfihrende Studien steht
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nun STAT SA in einem eukaryontischen Expressionsvektor sowie eine
Fusion des DYRK 3-N-Terminus mit GST bereit. Uberdies ist die Analyse
weiterer Wechselwirkungspartner der Kinase DYRK 3 von grofSem Interesse.
So bleibt zu klaren, ob nicht das in einem letzten Screen identifizierte
Spectrin das gesuchte cytosolische Ankerprotein von DYRK 3 darstellt. Diese
neuen Ansédtze sollen zum weiteren Verstidndnis der Funktion der Kinase

DYRK 3 auf molekularer Ebene beitragen.
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5 Zusammenfassung

Dual specificity tyrosine phosphorylation regulated kinase 3 (DYRK 3) z&hlt
zur Kinase-Familie der DYRK-Proteine, die eine Rolle bei Wachstum und
Entwicklung spielen. DYRK 3 fungiert hier als fuir die erythroide Linie
spezifischer Inhibitor der Entwicklung von roten Blutzellen. Diese Funktion
wurde sowohl flir das humane als auch das Maus-Protein gezeigt. DYRK 3
enthalt eine zentrale Kinase-Domé&ne gemeinsam mit 20 Aminosauren, die
einzig bei Kinasen der DYRK-Familie konserviert sind (DH-Box). Zudem
enthalt das Protein einen kurzen C-Terminus sowie eine ausgedehnte
N-terminale Domé&ne mit bisher unbekannter Funktion. (Diese enthalt 184
bzw. 164 Aminosduren in den Isoformen DYRK 3-L und S.) Bisher ist die

Funktion von DYRK 3 nur wenig verstanden.

Um DYRK 3 innerhalb der Zelle zu lokalisieren, wurden verschiedene
Saugetier-Zellen mit Fusionen aus DYRK 3 und GFP oder FLAG-Tag
transfiziert. Durch Fluoreszenz-Mikroskopie und Zell-Fraktionierung konnte
gezeigt werden, dass sich DYRK 3-S sowohl im Cytoplasma als auch im Kern
von HEK-293-Zellen befindet. GFP-DYRK 3-S kann mit 91,4 kDa nicht mehr
durch einfache Diffusion in den Kern gelangen. Das Protein muss also in der
Lage sein, aktiv zwischen Cytoplasma und Zellkern hin und her zu wandern
(Shuttling).

Im Gegensatz dazu wurde DYRK 3 mit C-terminalem GFP oder N-terminalem
FLAG-Epitop in HEK-293-Zellen vom Kern ausgeschlossen. Nach Deletion
des N-Terminus bis zum Beginn der DH-Box befand sich auch
DYRK 3-Sie4-568-GFP sowohl im Cytoplasma als auch im Zellkern. Der
isolierte N-Terminus mit C-terminalem GFP wurde in einem Teil der Zellen
vom Kern ausgeschlossen. Der Ausschluss von Zellkern war bei DYRK 3-S-
GFP auch in HEP-G2-Zellen, jedoch nicht in LLC-PK1- oder COS-7-Zellen zu
beobachten. Diese Ergebnisse legen nahe, dass DYRK 3 innerhalb der

N-terminalen Doméane Zelltyp-spezifisch im Cytosol verankert wird.

Zur ldentifizierung von Wechselwirkungspartnern wurden Yeast-Two-Hybrid-
Screens mit DYRK 3 als Bait durchgefiihrt. Einer der Klone, der mit DYRK 3
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interagiert, war STAT SA. Innerhalb des Hefe-Systems konnte der STAT S5A-
bindende Teil von DYRK 3 erfolgreich eingegrenzt werden. Das N-terminale
Fragment von Leu27 bis Gly184 von DYRK 3-L war fir diese Interaktion
ausreichend, die katalytisch aktive Kinase-Dom&ne von DYRK 3 war
hingegen nicht fir die Wechselwirkung mit STAT SA erforderlich. Die so
identifizierte Bindungsdoméne beinhaltet die gleichen C-terminalen
Aminosduren wie jenes DYRK 3-Fragment, das die Verankerung der Kinase

im Cytoplasma bewirkt.

Diese Bindungsdomé&ne von Maus-DYRK 3 wurde in E. coli als lésliches
Protein exprimiert und biophysikalisch untersucht. Hierbei deuteten
Analysen mittels CD-Spektroskopie und limitierter Proteolyse auf einen
geringen Anteil an beta-Faltblatt und Poly-Prolin-II-Helix hin. Die
Untersuchung dieses Protein-Fragments durch 15N-NMR-Spektroskopie
zeigte jedoch, dass der N-Terminus von DYRK 3 zum grofSen Teil flexibel in

Lésung vorliegt.

In der vorliegenden Arbeit wurden erstmalig Hinweise fir das Shuttling eines
DYRK-Proteins in Saugetier-Zellen beschrieben. Dartiber hinaus konnte der
bisher nicht untersuchte N-Terminus von DYRK 3 fiir die Verankerung der
Kinase im Cytosol und fur die Interaktion mit dem modglichen Substrat
STAT S5A verantwortlich gemacht werden. Bei der biophysikalischen Analyse
dieser Bindedoméne erwies sie sich allerdings in Lésung als flexibel oder
ungeordnet. Der N-Terminus von DYRK 3 ist also fir die Interaktion mit
anderen Proteinen von Bedeutung und beeinflusst die subzellulare
Lokalisierung von DYRK 3.
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6 Summary

Dual specificity tyrosine phosphorylation regulated kinase 3 (DYRK 3) is a
member of the DYRK family of serine/threonine protein kinases implied in
growth and developmental regulation. Within the haematopoietic system,
DYRK 3 plays a unique role among the DYRK family members as line specific
suppressor of red blood cell development in man and mouse. DYRK 3
consists of a central kinase domain with an associated 20 N-terminal amino
acids only conserved within the DYRK family of protein kinases (DH box), a
short C-terminal part and a large amino acids spanning N-terminal domain
with unknown function (184 or 164 amino acids in DYRK 3-Long (L) and
Short (S), respectively). However, DYRK 3 action is still poorly understood.

To localize DYRK 3 within the cell, protein fusions with GFP or FLAG tag
were transiently transfected into different mammalian cell lines. By
fluorescence microscopy and cell fractionation studies DYRK 3-S with
N-terminal GFP fusion was shown to be present within the cytosol and the
nucleus. As the GFP-DYRK 3-S fusion would be restricted to the cytosol
simply by its size of 91.4 kDa, the protein has to be able to shuttle between

cytosol and nucleus.

In Contrast, a fusion of DYRK 3 with C-terminal GFP or N-terminal FLAG tag
was excluded from the nucleus of HEK 293 cells. Deletion of the N-terminal
domain up to the start of the DH box caused the protein DYRK 3-Si64-568-
GFP to shuttle again. The N-terminal domain with C-terminal GFP tag was
excluded from the nucleus in many of the cells. Exclusion of DYRK 3-S-GFP
was also clearly seen in HEP-G2 cells but not in LLC-PK1 or COS-7 cells.
These findings can be explained by cell type specific cytosolic anchorage of
DYRK 3 via its N-terminus.

Yeast two-hybrid screens were performed to identify interacting partners of
DYRK 3. Among others, one DYRK 3 interacting candidate was STAT SA. The
interaction of DYRK 3 with STAT SA was dissected using the yeast system.
Not only was the kinase activity of DYRK 3 dispensable for this interaction,
but the N-terminal fragment from Leu27 to Glyl84 of DYRK 3-L was
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sufficient for an interaction with STAT SA. This binding domain includes the
same C-terminal end as the DYRK 3 fragment causing cytoplasmic
anchorage of DYRK 3-S.

This binding domain of mouse DYRK 3 was then expressed in E. coli as
soluble protein and characterized biophysically. Although CD and limited
proteolysis studies suggested a certain content of beta sheet and poly
proline II helix, the protein was shown to be flexible to a large extent by
ISN NMR spectrometry.

This is the first description of a mammalian DYRK protein to shuttle between
nucleus and cytosol. In addition, the individual N-terminal part of DYRK 3
caused cytoplasmic anchorage of DYRK 3 and was sufficient for the
interaction with STAT 5 although this binding domain was unstructured in
solution. Taken together, the N-terminal part of DYRK 3 is responsible for
protein-protein interactions and influences the subcellular localization of
DYRK 3.
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8 Anhang

8.1 Plasmide, Vektoren und Oligonucleotide

Tab. 8.1: Verwendete cDNAs

Insert Vektor Referenz

humane DYRK 3-L  pBS SK(-) Dr. W. Becker, Aachen (588 aa/65713,1 Da/pK; 9,61)
humane DYRK 3-S  pBS SK(-) Dr. W. Becker, Aachen (568 aa/63976,2 Da/pK; 9,51)
DYRK 1A aus Ratte pBS SK(-) Dr. W. Becker, Aachen

humane DYRK 2.1 pBS SK(-) Dr. W. Becker, Aachen

Maus-DYRK 3-L pCMV.SPORT-6 EST-Klon BG915770*

Maus-STAT 5A pBS SK(-) Dr. Th. Decker, Wien

humanes STAT 5A  pCMV.SPORT-6 EST-Klon U43185*

*Research Genetics, Invitrogen; aa, Anzahl der Aminosauren

Tab. 8.2: Verwendete Vektoren

Vektor Merkmale (Fusionen, Tags) Marker Ref.
pEGFP-N1 EGFP C-terminal zur MCS Kan/Neo BD Clontech
239 aa/26941,6 Da/pK; 5,51
pEGFP-C1 EGFP N-terminal zur MCS Kan/Neo BD Clontech
265 aa/29371,1 Da/pK; 5,83
pDsRed2-C1 DsRed N-terminal zur MCS Kan/Neo BD Clontech
248 aa/27935,6 Da/pK; 6,85
PECFP-Clmoa ECFP N-terminal zur MCS Kan/Neo BD Clontech
pEYFP-C1 EYFP N-terminal zur MCS Kan/Neo BD Clontech
pcDNAS.1 Amp, Neo Invitrogen
pcDNAS/FRT/TO FRT-Erkennungssequenz Amp, Hyg Invitrogen
pGBKT7 Gal4 DNA bindende Domaéane Kan, Trp BD Clontech
pGADT7 Gal4 Aktivierungsdomaéne (AD) Amp, Leu BD Clontech
pACT2 Gal4 AD, cDNA-Bibliotheken Amp, Leu BD Clontech
pET-41 GST-Fusion, His-Tag Kan Novagen Merck
pET-19_Mod mit TEV-Schnittstelle Amp Axel Scheidig
pCR2.1-TOPO Amp, Kan Invitrogen

Neo, Neomycin-; Hyg, Hygromycin-; Kan, Kanamycin-; Amp, Ampicillin-Resistenz
Leu, LEU2-Gen; Trp, TRP1-Gen
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Tab. 8.3: Die in dieser Arbeit erzeugten und verwendeten Plasmide fir
eukaryontische Expression (ausgenommen Hefe)

Insert Vektor aa/Mw/pKi

FLAG-DYRK 3-L #142) pcDNA5 /FRT/TO 596 aa/66708,0 Da/pK; 9,44
GFP-DYRK 3-S #168) pEGFP-N1 812 aa/91399,9 Da/pK; 8,85
DsRed2-DYRK 3-S #88) pDsRed2-N1 795 aa/89964,5 Da/pK; 9,18
DYRK 3-L-GFP #129) pEGFP-C1 833 aa/93216,8 Da/pK; 8,85
DYRK 3-S-GFp #130 pEGFP-C1 813 2a/91480,0 Da/pK; 8,71
DYRK 3-S1.163-GFP #131 pEGFP-C1 408 aa/45783,6 Da/pK; 5,86
DYRK 3-Speiat-163-GFP #1320 pEGFP-C1 651 aa/73349,7 Da/pK; 9,06
STAT 5A pcDNA3.1

GFP-SGLT-1 pEGFP-N1 Daniel Scharlau
TPST-1-GFP pEGFP-C1 Dr. Sandra Goettsch

aa, Aminosauren; Mw, theoretisches Molekulargewicht; pK;, isoelektrischer Punkt

Tab. 8.4: Die in dieser Arbeit erzeugten und verwendeten Konstrukte
in Hefe-Vektoren

Insert Vektor Bemerkung
BD-DYRK 3-S pGBKT7 Mdiller, 2001
BD-DYRK 3-S kd pGBKT7
BD-DYRK 3-L pGBKT7 Maller, 2001
BD-DYRK 3-L7-184 pGBKT7
BD-mDYRK 3-L27-183 pGBKT7
BD-DYRK 3-L1.151 pGBKT7
BD-DYRK 3-Lg4-151 pGBKT7
BD-rDYRK 1A pGBKT7
BD-DYRK 2.1 pGBKT7
AD-DYRK 3-S pGADT7 Mdiller, 2001
AD-DYRK 3-L pGADT7 Maller, 2001
AD-mSTAT 5A pGADT7 Muller, 2001
BD-STAT 5A pGBKT7
AD-STAT 5A pGADT7

AD-STAT 5A-TAD’ (Ala717-Ser780) pGADT7
AD-STAT 5A-TAD (Ala717-Ser794)  pGADT7
AD-Spectrin-alpha (His1704-Glu1892) pACT2

Der Spectrin-Klon wurde nur 5’ ansequenziert, enthalt aber der Insertlange nach die gesamte C-terminale
Sequenz bis GIn2418. Die anderen Klone aus den Yeast Two-Hybrid Screens sind nur in Tab. 3.1 aufgefiihrt.
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Tab. 8.5: DYRK 3-Konstrukte zur Expression in E. coli

Insert Nr. Vektor Bemerkungen

hDYRK 3-Si.186 56 PET-19_mod siehe Abschnitt 3.4.1; N-term. His6-TEV
mD3-L27-183 121 pET-41* siehe Abschnitt 3.4.3 ff.

mD3-La7.183 (c128s) 173 pET-41* Cys128Ser, siehe Abschnitt 3.4.3 ff.
mD3-La3-127 133 pET-41%* keine Induktionsbande

mD3-Les-150 134 pET-41* unstrukturiert nach CD und 'H-NMR
mD3-L72.175 135 pET-41* Inclusion Body

mD3-L72.150 136 pET-41* unstrukturiert nach CD und 'H-NMR
mD3-Los-150 145 pET-41%* keine Induktionsbande

mD3-Les-158 147 pET-41* I6sliches Protein

mD3-Les-158 (c128s) 174 pET-41%* Cys128Ser, unstrukturiert nach CD
mD3-Li.150 153 pET-41* l6sliches Protein

mD3-Li-150 (c128s) 175 pET-41* Cys128Ser, unstrukturiert nach CD

mD3, Maus-DYRK 3
* Klonierung tiber Nde I/ Xho I, deshalb nur C-terminaler His8-Tag, kein GST

Tab. 8.6: Verwendete Oligonucleotide fir Sequenzierung und Klonierung

Name Sequenz (5’ nach 3’ Bemerkungen (Tn)

Sequenzier-Primer flr Vektoren

T7Prom taa tac gac tca cta tag gg 47°C
T7Term gct agt tat tgc tca gcg g 48 °C
CMVfor cgc aaa tgg gcg gta ggc gtg fir pcDNA Vektoren 60 °C
BGHrev cta gaa ggc aca gtc gag g fur pcDNA Vektoren 53°C
GST for ttg cag ggc tgg caa gcc acg GST 3-Ende 60 °C
5 AD cta ttc gat gat gaa gat acc cca cca aac cc 5" Gal4-AD Insert >65°C
3’AD agt gaa ctt gcg ggg ttt ttc agt atc tac gat 3' Gal4-AD Insert >65°C

102 CCcC gga att agc ttg gct gca r SP fir pGBKT7

177 TGA TCA GTT ATC TAG ATC CG r SP fiir Living Color Vectors

Oligonucleotide fiur humane DYRK 3

440-S3 gtg aaa ctt tcc agc atg tgg intrev SP flir DYRK3 52 °C

116 gca tga tgg agc ttc tag gg int for SP fiir hDYRK3

117 ccc tag aag ctc cat cat gc int rev SP fiir h(DYRK3

175 aga gag aga tct atg aag tgg aaa gag aag ttg f PP fir DYRK3_MKWKE
999 (Bgl 1)

176 aga gag GAA TTC ACT AGC TAA TCA GTT TTG GC r PP fir DYRKS (Eco RI)

103 cta tat tca tgt acc tcg aga cca int for SP fiir DYRK3

184 aaa ttt aaa cat ATG AAG TGG AAA GAG AAG TTG f PP fir hDYRK3_ND_MKWKE
GGG (Nde I)

185 aaa ttt gga tcc atta AGC TAG ATG GTC TCG AGG r PP flir hDYRK3_ND (Bam HlI,
TAC ATG Stop)
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186 aaa ttt aaa cat ATG GGT CCC AAT AAT GGA GGG f PP fiir hDYRK3_KD (Nde I)
TAT GAT G

187 CGC TAC AGC ACA CCA ATT GAT ATA TGG AGT TTT mut for PP fur hDYRK3_KD
GGC TGC ATC (A Nde )

188 aaa ttt gga tcc atTA GCT AAT CAG TTT TGG CAA r PP fir hDYRK3_KD_KLIS
TAC ACT (Bam HI) KLIS

197 tat ata tat CAT ATG GGG GAT GGT GTC TAT GAC ACC PP firh DYRK3_ND (Nde I)

198 a cac acg aat tca tta ctc gag ACC ACC AAT AAC r PP fiir h_DYRK3_ND

TCC ATG TCT TTTC

(Xho | - Stop - Eco RI)

199 a tat atg aat tcc acc ATG GGA GGC ACA GCT CGT forPP - h_DYRK3-L (Eco RI -
GGG Kozak)

200 a tat atg aat tcc acc ATG AAG TGG AAA GAG AAG forPP - h_DYRK3-S (Eco RI -
TTG GGG Kozak)

201 aa tta agg atc cga AAT CAG TTT TGG CAA TAC ACT  revPP-h_DYRK3 (NO Stop
GC Bam HI)

202 a tat atg aat tcc acc atg GGT CCC AAT AAT GGA forPP - h_DYRK3-S DELTA 1 -
GGG TAT GAT G 164 (Eco RI - Kozak)

203 aa tta agg atc cCC AAT AAC TCC ATG TCT TTT CTT  revPP-h_DYRK3-Sonly1-
GGC 164 (NO Stop Bam Hl)

216 ata tat gga tCC ACC ATG GAT TAC AAG GAT GAC forPP h_DYRK3-L_MDYKD
GAC GAT AAG gga ggc aca gct cgt ggg cct ggg (Bam HI, Kozak, Flag-Tag)

217 aa tta att aat tgc ggc cgc tca gct aat cag ttt revPP h DYRK3 KLIS (Notl,
tgg caa tac act gc Stop)

218 at ata tCC ATG ggc cac cat cac cat cac cat GAA  forPP h_DYRK3EIIN (Nco |,
ATA ATT AAT TAT CCA GAA ATT TAC His6)

219 aat taa gga tcc atta GAA AGC ACT TGC AGG ATT revPP h_DYRK3 PASAF
AAC TAC C (Bam HI, Stop)

221 ata tat gaa ttc atta TTT ATA TTG CTT CAG GGC revPP h_DYRK3_QYK
TTG TTC (Eco RI, Stop) ahnlich 208

223 ata tat act agt ccc cac tgg aat gat ggg gcc forPP h_STAT5A_SH2 (Spe I)
atc

224 tat ata tat cat atg acc act gag cag ttt aca forPP h_DYRK3_TTE (Nde I)
gga gat c

225 tat ata tat cat atg gga ggc aca gct cgt ggg forPP h_DYRK3 _MGGT

(Nde )

226 tat ata tat cat atg aag tgg aaa gag aag ttg forPP h_DYRK3_MKWK
ggg ga (Nde )

228 aca cac ctc gag TTT ATA TTG CTT CAG GGC TTG revPP h_DYRK3_QYK (Xho I),
TTC ohne Stop!

238 ata tat gga tcc ttg ggg gat ggt gtc tat gac hDYRK3_LGDGV (Bam HI)
acc

239 aat taa gaa ttc att att tat att gct tca ggg hDYRK3_LKQYK_rc STOP
ctt gtt c (EcoRI)

Oligonucleotide fir Maus-DYRK 3

193 tat ata tat cat atg TTG GGG GAT GGT GTC TAT f PP flir m_DYRK3_ND (Nde I)
GAT AC

194 aca cac ctc gag ACC ACC AAT AAC TCC CTG CCG C r PP fir m_DYRK3_ND (Xho I)

w/o St

195 tat ata tat cat ATG GGG GAT GGT GTC TAT GAT f PP fir m_DYRK3_ND (Nde I)
ACT TTC =193 Delta TTG

196 a cac acg aat tca tta ctc gag ACC ACC AAT AAC r PP fiir m_DYRK3_ND
TCC CTG CCG C (Xho | - Stop - Eco RI)

204 tat ata tat cat atg GGC CCA CCC TAT TCG GAC forPP m_DYRK3_GPP (Nde I)

ACA TTC
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205 tat ata tat cat atg ACC ACT GAG CCA CTC ACG forPP m_DYRK3_TTE (Nde I)
AGA GGC
206 tat ata tat cat atg GGC CAC ACT CAG CAC TTT forPP m_DYRK3_GHT (Nde I)
GTG AAT GG
207 aca cac ctc gag CTT CAC CGC GCT CAG GCT TTC TG  revPP m_DYRK3_AVK (XhoI)
ohne Stop!
208 aca cac ctc gag TTT ATA CTG CTT CAG CGC TTG revPP m_DYRK3_QYK (XhoI)
CTC ohne Stop!
209 aca cac ctc gag TTT GGC ATT CGG ACC CAC AAA revPP m_DYRK3_NAK (Xho I)
GTA G ohne Stop!
220 ata tat gaa ttc atta ctc gag ctt ctc gta ggc revPP m/h_D3 EKLE (Eco R,
agt gag gtg gtg Stop, Xho 1)
227 tatatatat cat ATG GGA GGC GCA GCC CGC GAT C forPP m_DYRK3_MGGA

Oligonucleotide fir DYRK 2 und DYRK 1A

(Nde )

118
119
120
121
130
131
132
133
143
144
122
123
124
125
145
146
126
127
128
129

gga cag cat tca tag acg gc
gcc gtc tat gaa tgc tgt cc
ggc tcc agt tgt tac gag cat c
gat gct cgt aac aac tgg agc c

tATG TTA ACC
TG TTA ACC
CTCA GCT AAC
aattcTCA GCT
tg aat gat
tatg aat gat
ctc tat gat
cct gtt cct
ccc agt ctt
gga ggt ggt
gat tat gac
GCC TGG ACA

AGG AAA
AGG AAA
AAG TTT
AAC AAG
cac ctg
cac ctg

ttg
caa
cag
gcc
ccc
GCA

ttg
caa
gca
tga
aaa
GCA

cCcT
CCT
TGG
TTT
cat
cat
agg
atc
CCa
aga
act
GCG

TCG G
TCG Ge

CAA CAC

TGG CAA CAC
gtc ggc

gtc ggc

aaC acc

ata gag

cct cc

ctg gg

cgg

T ATG CAT ACA GGA GGA GAG AC

TG CAT ACA GGA GGA GAG ACt tc
cTC ACG AGC TAG CTA CAG GAC TC
aatt cTC ACG AGC TAG CTA CAG GAC TC

Oligonucleotide fur Enolase-1

if SP fur hDYRK2

ir SP fiir hDYRK2

if SP fir hDYRK2

ir SP fiir hDYRK2

fPP 1 hDYRK2_L (fiir Nde I)
fPP 2 hDYRK2_L (fiir Nde I)

r PP 1 fir hDYRK2 (fiir Eco RI)
r PP 2 filr hDYRK2 (fiir Eco RI)
fPP 1 fir hDYRK2_S (Nde I)

f PP 2 fir hDYRK2_S (Nde I)
if SP fur DYRK1A

ir SP fiir IDYRK1A

if SP fur IDYRK1A

ir SP fiir IDYRK1A

if SP fur DYRK1A

ir SP fiir IDYRK1A

f PP 1 DYRK1A (fiir Nde I)

f PP 2 rDYRK1A (fiir Nde I)

r PP 1 DYRK1A (fiir Eco RI)

r PP 2 IDYRK1A (fiir Eco RI)

84int3 tta ttc tcc agg atg ttg gga gca i SP fur ENO1 und MBP-1
115 gag cag agg ttt acc aca acc i SP fir ENO1
Oligonucleotide fur STAT 5A
104 aaa ttt aaa cat atg gcg ggc tgg atc cag gcc for PP fur hSTAT5 Nde |
cag c
105 ttt aaa ccc ggg tca tga gag gga gcc tct ggc rev PP fir hSTAT5 Xma |
aga ggt g
106 ggg ggc agc ggt cat aAg ttt tct gga gct gcg int rev PP flir hNSTAT5 A Nde |
tgg cg
111 gcg gcg gca gca gct ggc cgg g i SP fir hRSTAT5A
112 Cccc ggc cag ctg ctg ccg ccg C i r SP fir hSTAT5A
113B CGG CTA CTG TGC TGT GGG i SP fir hRSTAT5A
114 ggt tct cct tgg tca ggc ccc gg i r SP fir hNSTAT5A
140 GCA GCG TGA GGC ACA GAC i SP fir h\STAT5A
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181 aaa ttt aaa cat atg GCC ACG TAC ATG GAC CAG f PP fir STAT5_Cterm (Nde I)
GCC

182 aaa ttt gga tcc atta CGA GAG GCG GGA GTC AAG r PP fiir STAT5_Cterm1
ACT G (Bam HI)

183 aaa ttt gga tcc atta TGA GAG GGA GCC TCT GGC r PP fiir STAT5_Cterm2
AGA G (Bam HI)

Twm, Schmelztemperatur; PP, Primer fir PCR; SP, zum Sequenzieren; f/for, forward; r/rev, reverse,
i/int, intern; m/mut, Mutation.

Tab. 8.7: Zielgerichtete Mutationen (QuickChange)

Plasmid Sequenz der verwendeten Oligonucleotide (5’ nach 3’ Nr.
PECFP-C1mod GAT CTC GAG CTC AAG CTT CcG AAT TCT GCA GTC 161
GAC GG
CCG TCG ACT GCA GAA TTC gGA AGC TTG AGC TCG 162
AGA TC
DYRK 3-S tac gtg gcc cta cgt atg gtg cgc aat gag aag  440M1
Lys218Arg cat tgc gca cca tac gta ggg cca cgt act gtc  440M2
Maus-DYRK 3., GAA AGC CTG AGC GCG GTG AAG AGC AAC CTT TCC o944
Cys128Ser TCC AGG C
GCC TGG AGG AAA GGT TGC TCT TCA CCG CGC TCA 245
GGC TTT C
humanes GGT GTG AGA AGT TGg CCG AGA TCA TCT GGC 141
STATSA CAG ATG ATC TCG GcC AAC TTC TCA CAC CAG G 142
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8.2 Die verwendeten Bakterien- und Hefe-Stamme

Tab. 8.8: Stamme von E. coli fir die Manipulation von DNA

Name Hersteller Bemerkungen

DHS5a™ Invitrogen, Karlsruhe zur Klonierung

XL-1 Blue Stratagene, Amsterdam, NL zur Klonierung

XL-10 Gold® Stratagene, Amsterdam, NL zur Klonierung grofSer Inserts
DH10B Research Genetics, USA Wirt samtlicher ESTs

TOP10 One Shot Invitrogen, Karlsruhe Elektro-kompetent

Top10 Invitrogen, Karlsruhe TOPO-Klonierung

Tab. 8.9: E. coli Stdmme fur die heterologe Expression von Proteinen

Name Hersteller Bemerkungen

BL21(DE3)RIL Merck Novabiochem, T7-Polymerase, Codon optimiert
Schwalbach (Taunus)

Rosetta Merck Novabiochem, T7-Polymerase, Codon optimiert,
Schwalbach (Taunus) reagiert auf unterschiedliche

Konzentrationen von IPTG

Die verwendeten Stdmme von S. cerevisiae (Genotyp)

Der Genotyp des Hefe-Stammes Y 187 (BD Clontech, Heidelberg), der die
cDNA-Bibliothek enthielt, ist: MATa, ura3-52, his3-200, ade2-101, trp1-901,
leu2-3, 112, gal4A, met, gal8OA, URA3::GAL1UAS-GAL1TATA-lacZ, MEL1.

Der S. cerevisiae-Stamm AH 109 (BD Clontech, Heidelberg) wurde als
Kreuzungspartner flir Y 187 mit der pratransformierten Bibliothek verwendet.
Mit AH 109 wurden uberdies samtliche Co-Transformationsexperimente
durchgefihrt. Dieser Stamm besitzt den Genotyp: MATa, trp1-901, leu2-3,
112, ura3-52, his3-200, gal4A, gal8OA, LYS2::GALIUAS-GALITATA-HIS3,
MEL1, GAL2UAS-GAL2TATA-ADE2, URA3::MEL1UAS-MEL1TATA-lacZ.

8.3 Angaben zu den Yeast Two-Hybrid Screens

Informationen zu den durchgefiihrten Screens mit Hilfe des Yeast Two-
Hybrid-Systems sind in Tab. 8.10 zu finden. Diese enthalt Angaben zur
Komplexitédt der verwendeten cDNA-Bibliotheken, zur Effizienz der Kreuzung
bzw. der Transformation, zu den Selektionsbedingungen sowie zur Zahl der
gesichteten Klone. Die Klone, die sequenziert wurden, sind in Tab. 3.1
aufgefiihrt.
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Tab. 8.10: Mit dem Yeast Two-Hybrid-System durchgefiihrte Screens von cDNA-Bibliotheken

Bait DYRK 3-S DYRK 3—L64,151* DYRK 3—L1,151 DYRK 3-L27—184 DYRK 3-L27,184 Maus-
DYRK 3-Lz7-183

cDNA-Bibliothek Leber Leber Leber Leber Knochenmark Leber

Methode Chemische Chemische Chemische Chemische Mating Chemische
Transformation Transformation Transformation Transformation (1,5 x 108) Transformation

SD/W 4,6 x 108 6,0 x 108 3,4 x 108 3,5x 108 7,6 x 109 7,4 x 108

SD/L k. A. 4,0 x 106 k. A. 6,0 x 106 1,4 x 108 2,2 x 106

SD/WL 6,0 x 10° 2,1 x 106 2,4 x10° 2,7 x 106 0,2 x 106 1,1 x 106

% der Bibliothek 17% 59% T% T7% 6% 32%

* Mit diesem Konstrukt wurden zwei Screens durchgefiihrt. Die Angaben aus beiden Screens sind hier addiert worden. Die
verwendeten cDNA-Bibliotheken waren in dem AD-Vektor pACT2 aus polyA*-mRNA aus fotaler Leber bzw. Knochenmark
humanen Ursprungs (BD Clontech, Heidelberg). Die Knochenmark-Bibliothek war bereits in den Hefe-Stamm Y 187
pratransformiert. Beide Bibliotheken enthielten 1t. Hersteller urspriinglich 3,5 x 109 unabhéangige Klone. Die sequenzierten
Klone sind in Tab. 3.1 aufgelistet. *** Bei diesem Screen ist die Effizienz des Matings, nicht jene der Transformation
aufgefuhrt.
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