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Einleitung

1 Einleitung

1.1 KCTD5 -ein Vertreter der KCTD -Familie

KCTD5, ein Vertreter der KCTD-Familie (Potassium channel tetramerization domain
containing proteiny ist ein tberwiegendzytoplasmatisch lokalisiertes Protein reihg
Lange von 234Aminosiurenund eine N-terminala, zwischen den Aiinosauren 45 und
145 lokalisierten Region, distarke Homologienzur T1 Doméane der Kaliumkanal
bildenden Proteineund zur BTB/POZDomane aufweist Diese BTB (bric-a-brac,
tramtrack, broad complex)/POZ ploxvirus zink finger) Domane ist ein evolutionar
konseviertes Motiv, das zuerst bei D.melanogasterund spater bei R#erviren
beschrieben wurdgl, 2]. Von S.cerevisiagiber A.thaliana bis H.sapienssind Proteine
mit einer BTBDomaé&neinnerhalb der Eukaryoterichlich vertreten und auch in Viren z
finden (Datenbanken in InterHB)). Diese allen KCTD-Proteinen gemeinsamal-
terminale Doméaneermittelt Homo und Heteromerisierunfg, 5], wobei sieneben der
Bildung von homaneren Komplexen (Dimere und hohebdigomee) [6, 7] auch die
Heteromerbildung mit anderen BTialtigen Proteinenvermittelt[2]. Eine Vielzahl von
Proteinen mit einer BTEDoméne weiserzusatzliche funkonelle Motive und Doménen
aufwie ZF, MATH, HECK oder Kelch[5].

Zusatzlich zuBTB-Doméne wurde bis jetzt kein weitergeameinsame®lotiv odereine
konservierte Doméane fur die 2@ertreter der KCTD-Proteinhmilie beschriebenBei
KCTD5 vermittelt de BTB/POZDomanenicht eine Tetranerisierung,wie dies bei der
T1-Domane der Kaliumkanalkter Fall ist sonderreine Pentamerisierun@Abb. 1.1): Das
aufgereinigte  Protein  bildet sowohl unterHochsalz als auch unter
NiedrigsalzbedingungenPentamex [8]. Dabei scheint e NTerminus fur die
Assemblierunginabdingbaru sein[8].

KCTD5 ist ein Uberwiegend zytoplasmatisches Proteingas zum Teil stark im
Perinuklegraumakkumuliert und dessesulzdlulare Lokalisatiorbereitsin Studien von
Weger et al. und im Rahmen meiner Diplomarbeit analysiert wuf@ell]. Bei der
Deletiondes KCTD5 CTerminusbis Aminosaure203 die zu der KCTD5Translokation
in den Zellkernfuhrt, istdas letzte strukturell charatsierte BFaltblatt ketroffen. Die
teilweise an der Ausbildung d&&5-Faltblats beteiligtenAminosaurenl81-191scheinen
fur die gegenuber dem Volllangerotein stark verdndertaukledre Lokalisationdes
verkirzten KCTDSProteins vonBedeutung zu seif8, 10, 11]. Die Lokalisation des
Proteins im Zellkern korreliert mder Ausbildung von &bilenhéhermolekularen Formen
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desProteins im SDSPolyacrylamidel, bei denen es sichermutlichum Dimere handelt
[11].

Abb. 1.1: Ubersicht der pentamerenKCTD5 Struktur. Fiir die Darstellung wurdedas Programm Pymol
und die Protein Datenbank Numme3DRY verwendet[8]. Dargestellt sind(A) Seitenansicht, (B) N
terminale Ansicht und (C)-@&rminale Ansicht des KCTDBentamers.

Die KCTD5-Dimerisierung wird vonC-terminalenStrukturen beeinflussiwéahrenddie
BTB-Domaéanenicht nur die Pentamerisierung bei KCTD5 und die Oligomerisierudgrin
KCTD-Familie vermittelt sondern auchdie Interaktion mitden Ubiquitin-Ligase
Proteinen der Clih-Familie die selbstdieseDomanenicht besitze{12, 13]. Mehrere
Vertreter der KCTBFamilieinteragierermit Ubiquitin-Ligasenund bildenE3-Ubiquitin-
LigaseKomplexe[14, 15]. Fur diese wirdvermutet, dasslie KCTD-Protene die Rolle
der Substratadapter GUbernehnfigd, 16, 17]. Die Interaktion mit CullinProteinererfolgt
dabeihaufig durch die Nterminale BTB/POZDoméaneder KCTD-Proteine wahrend an
den Gterminalen Teildes KCTDProteinspotentielle Ubiquitinierungssubstrate binden
[17,18].

Fir KCTD5 wurde eine Interaktion mit Cullir®wohl in Hefe @& auch in S&ugerzellen
nachgewiesen und es wird vermutet, dass KCTD5 wie weitentréter der KCTD
Familie als Substratadapter fir CulliE3-Ubiquitin-LigaseKomplex fungieen und
Ubiquitinierung vermittet kann[9, 11].

1.2 Ubiquitinierung

Ubiquitin ist ein kleinesPolypeptid, welches aus 76 Aminosauren besteht ueth
Molekulargewicht von8,5 kDa besitzt Ubiquitin wird Uber eine Isopeptidbindung
kovalent mit LysinSeitenketten von Ziptoteinen verknfift. Diese so genannte
Ubiquitinierungwird durchdas UbiquitinRkonjugierende System, bestehems E1, E2-
und E3Enzymen katalysiert [19-21]. Dabei wird s Ubquitin zunachst vom

2
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aktivierenderE1l-Enzym unter ATPVerbrauch in Form eines Thioesters zwischen einem
Cysteinrest des EEnzyms und der {erminalen Carboxygruppe des Ubiquitins
gebunden. Imnéachsten Schritivird das Ubiquitin auf das ERonjugierende Engn
Ubertragenwiederum in Form eines Thioesters mit ein€ysteinrestdes Enzyms Die
Ubertragung des Ubiquitiastesauf das endgultigesubstrat kanentwederdirekt durch
dasE2-Enzym oderin den meisten Fallen unter Beteiligung eilUbiquitin-Ligase,
welche die Substtspezifitat vermittelt, erfolgerin beiden Féllen wird Ubiquitin kovalent
mit der AminogruppeeinesLysinresesdes jeweiligerZielsubstrates verknupfAbb. 1.2).

st pil
= 0-¢
0=C 0=C E3 ¢

: :

4N

00 AP AMP+PP SH E] -
.El
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H

0=C _—Ubi uitin
fquiti )
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+
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Abb. 1.2: Ubiquitinierungs kaskade Ubiquitin wird durch das Enzym E1 unter VerbraucbnvATP
aktiviert und auf ein EEnzym Ubertragen. Zusammen mibei E3Ligase bildet das EProtein eien E3-
Ubiquitin-LigaseKomplex, cer verschielene Ubiquitinierungssubstrate rekrutiert. An diesen Komplexen
werden Substrate durch Ubertragung eikisquitins an einen Lysinrestnonc-ubiquitiniert oder durch die
Konjugation weiterer Ubiquitirstepoly-ubiquitiniert

Die posttranslational Modifikaion von Proteinen durch Ubiquitinierung besitzt
regulatorische Funktion und wurde erstmalig als spezifisches Signal fur die Degradation
der solchermaf3en modifizierten Proteine beschri¢B8nh Dieseselektive Degradation

von Proteinen ist fir viele zelll 2 r e Prozesse wie beispielswe
der intrazellular gebildeten Proteine durch die Entsorgundetidgefalteta Proteine die
Regulation des Zellzyklus und der Apoptose von entscheidender Bedeutung. Als Signal
fur die Degradation idnt die Verknupfung der Proteine mit mehreren
Ubiquitinmolekilen, wobei man afiinf Ubiquitinresten von einer so genannteoly-
Ubiquitinierung spricht. Diese Poly-Ubiquitinierung erfolgt ebenfalls Uber
Isopeptidbindungen, die mit internen Lysinresten lereits verknUpften Ubiquitinreste
gebildet werden. Dabei spialie Lysinposition eine wichtige Rollgir die Funktion der
(Poly)»Ubiquitinierung Sieben Lysinreste des Whiitins kbnnenpotentiell ubiquitiniert
werden Lys® Lys', Lys”, Lys® Lys*® Lys® und Ly$® [23 24]. Die Poly

3
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Ubiquitinierung am Ly& fiihrt in der Regel zuDe gr adat i khedeen A mRrot
durch das 26®roteasom, wobemindestensvier Ubiquitinreste fir die proteasomale
Erkennung notwendig sinf22, 25, 26]. Die Lys™-Poly-Ubiquitinierung ist fiir die

Regulation desZellzyklus unabdingbar, wielurch Versuche mit Hefeellen gezeigt

werden konntg27, 28]. Die Verknuipfung deltUbiquitinreste tiber die Aminosaurduys®,

1 Lys?’, Lys®® und Lys® spielt hingegenbei der Proteindegradationur eine

Lys
untergeordnete Roll28].

Die Poly-Ubiquitinierungfuhrt aber nicht automatisch zur Proteindegradation. Im Falle
der Verkniipfung iber Lys®® kommt es iiberwiegend zu nichtproteolytischen
Funkionsanderungen von Substraten, die wichtig fur zellulare ProzesseDsasd Art
der Poly-Ubiquitinierungaktiviert beispielsweise dis B in&se (IKK)und reguliert die
ribosomale Funktion durctiie Poly-Ubiquitinierungder grof3en ribosomalen Untereiithe
L28 [29, 30]. Eine wichtige Rolle spielt dieys®*-Poly-Ubiquitinierung bei der Regulation
der NFo B v e r migmnaliransdukgonswe&ja1].

Eine Reihe vorzellularen Proteine kénnen auchmonc-ubiquitiniert (Ubertragung eines
einzigen Ubiquitinmolekils auf ein Substrat) oder uli-ubiquitiniert (Mono-
Ubiquitinierung mehrerer Lysinreste eines Substrates)erden Durch Multi-
Ubiquitinierung kann z.B. die Effektivitdt der Endozytose reguliert wef@h Mono-
Ubiquitinierungwurdebei der Regulation dedistoraktivitat, der Genexpression, und der
DNA-Reparatur sowie beEndozytoseund Proteinsortierung im Lysosom beschrieben
[33-36]. So ist die Mono-Ubiquitinierungvon Histon H2B fur das Zellwachstum udae
Meiose notwendig [33]; die Internalisierung und lysosomale Degradation von
Wachstumsfaktoren wie EGRgdidermal growth factgrund PDGF ¢pidermal growth
factor receptoy wird ebenfalls durciMono-Ubiquitinierungvermittelt [37]. Ein Protein
kann auch durch mehrere Ubiquitinieggmodifikationen reguliert werden, wigCNA
(proliferating cell nuclear antigee): Nach DNASchéden fihrtdie PCNA-Mono-
Ubiquitinierungzu einer fehlerhaften und dRoly-Ubiquitinierungzu einer fehlerfreien
DNA-Reparatuf38, 39].

1.3 Cullin E3 RING Ubiquitin Ligasen

Die Vielfalt der einzelnen Komponenten des Ubiquitinsystemas B1-aktivierende
Enzyns, des E2-konjugierenda Enzyns und der E3-Ligasen,weist in eukaryotischen
Organismersehr sarke Unterschiede auEsgibt nurzwei E1-Enzyme,dafir aber37-39
E2-Proteine und mehr al600 bisher identifizierteE3-Ubiquitin-Ligasen, welche die
eigentliche Substratspezifitat vermittdh0-43]. E3-Ligasenwerden aufder Grundlage
deram katalytischen Schrilieteiligten Proteine uncharakteristischeRroteindomanen in
zwei Klasseneingeteilt Dabei unterscheidet manzyme mit einer HECToder eine
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RING-Doméne [44, 45]. Das RING-FingerMotiv (really interesting new gefeesteht

aus einercharakteristischebfolge van Cysteinen und Histidineand verdankt seinen
Namen seiner initialen Identifizierungeim Protein Ring1[46]. Spater wurde gezeigt,
dass viele Proteine mit einRING-Doméanean Ubiquitinierungprozessen beteiligt sind
wie Apcllp oder RAD1847-49]. RING-FingerProteine sind Bestandteil von gréfl3eren
E3-RING-Ubiquitin-LigaseKomplexen, wie beispielsweise dBbx1/RoctProtein das

als katalytische Untereinheit zusammen mit Cdftoteinen den ERigaseKomplex
bildet[12, 50, 51]. Im Unterschied zu EBIECT-Ligasen, die Ubiquitin direkt binden und
auf ein Substrat Ubertragen, Kkatalysieren-RERG-Ligasen die Ubertgung des
Ubiquitinrestesvom E2konjugierenden Enzym auf das Substrat, ohne intermediar eine
Thioesterbindunguszubilder52].

Zu den RINGLigasen gehoren die CulliB3-Ubiquitin-Ligasen. De Cullin-Familie
besteht aus sieben Proteingdull, Cul2, Cul3, Cul4A, Cul4B, Cul5 und Cul7. Die
Proteine weisen eine hohe Homologie insbesondere zwischen bestimmten Aminosduren
am GTerminus auf: Eine Domane vermittelt die Interaktion mit Rocl, wahgeoh
weitere hoch konservierte -t8rminale Aminosauren fir die Bindung von NEDDS8
erforderlich sind [51, 53]. Durch NEDDS8 (Neural precursor cell expressed
developmentally dowregulated protein Bwerden alle CullirfProteine modifiziert und
dies ist fUr ihre Ubiquitinierungsaktivitat erforderlifhil, 54].

Abb. 1.3: Cullin1-Ubiquitin -Ligase-Komplex. Protein Datenbank Nummer 1LD[55], dargestelltmit

dem Programm Pymol. Cullin1 (griin)Rbx1 (rot) i SkpZ2like protein(blau)i CyclinA (orange).

Der N-terminale Anteil der CullirfProteine ist an Wechselwirkungen mit so genannten
Substratadapta beteiligt (Abb. 1.3, SubstratadapteSkp2 like proteih Die grofRe
Substratvariabilitdt innerhalb der CuliFamilie wird durch die Bindung unterschiedlicher
Substratadapter gewahrleistet, die ihrerseits arrsattiedliche Ubiquitinierungssubstrate
binden. Seit der initialen Beschreibung voiBé&x-haltigen Substratadaptern fir einzelne
Mitglieder der CullinFamilie wurden fur viele weitere CulliRroteine solche Adapter fir
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die Substratbindung identifiziefb6, 57]. Auch fir Culin3 sind mehrere Substratadapter
bekann{13, 58, 59]. Sie alle haben eine Gemeinsamkeit: lhre Interaktion mit Cullin3 wird
durch die BTBDoméane vermittelff12, 58, 59|. Auf der Seite des Clh3 wird die
Interaktion mit der BB-Domane durch konservierte Anosauresquenzen in zwei N
terminalen alphddelices vermittelt, sodass die Deletion der ersten dlnAsaurenn der
Regel die Interaktion mdenSubstratadaptern aufhgli2, 13, 59].

1.4 KCTD und weitere BTB -Doméanenproteine als
Substratadapter

Cullin3(Cul3)Ubiquitin-E3-Ligasen kdnnen miHilfe der BTB-haltigen Substratadapter
vielfaltige zellulare Prozesse steueBu wurde fiir Cul3 eine Rolle bei der Regulierung
des Zellzyklus und der Zytokinese durmtie Ubiquitinierung von Aurora B und Cyclin E
beschrieben[60, 61]. Ein Cul3BACURD-Komplex steuert die Bildung von Aktn
Stressfasern und Zellmotilitéat durdie Ubiquitinierung und Degradation von Rh$82].

Fur Cul3BTB-Substratadaptdomplexe wurde ferner eine Beteiligung an der
Regulation von Translptionsfaktoren beschrieben.Durch Interaktion mit Cullin3
KeaplKelchlike ECHassociated protein )lwird Nrf2 (NF-E2-related factor 2 im
Zytoplasma zurlicigehalten und ubiquitiniert, was NrEpezifische antioxidative Gene
negativ reguliert [63, 64]. AuCer dem wi nedativdr KREdulator des n
TranskriptionsaktivatordNF-a B , d u r-Kehapl uBigquitir8Bert [65]. Auch die Cul3
Substratadapter selbst kdnnen in Anwesenheit von Cullin3 ubiquitiniert werden, wie dies
am Beispiel von Keapl und SPOP gezeigt werden kq66i&7]. Die Cullin3-vermittelte
Ubiquitinierung fiihrt bei Keapl zu einer nightoteasomalen Degradatioauch der
Cul3-SubstratadaptavlEL-26 akkumuliert in Zellen nach CullilBemmung 58, 66].
Beispiele fur nichiproteolytische Funktionen wurden fur Cullin3 rRivadkill (RDX) und
KLHL22 als Sulstratadapter beschrieben. CulRDX-Komplexe stabilisieren in
D.melanogasteiCAL1 (chromosome alignment defec), Hasbei der chromosomalen
Segregation eine Rolle spielt und nach RBEmmung protesomal abgebaut wirfs8].
Zusammen nii KLHL22 reguliert Cul3 die Lokalisation de®BerinThreoninrProtein
KinasePLK1, die Prozesse der mitotischen Zellteilung reguliert aufgrund der Cul3
KLHL22-Ubiqutinierung von Kinetochoren dissozii¢89].

Funktionelle Beteiligungen vokCTD-Cullin3-Ubiquitin-Ligase Komplexen sind z.B. flr
DNA-Transkription,DNA-Replikation und Zellmorphologie beschrieben. KCTD11/REN
interagiert mit Cullin3 und vermittelfie HDAC1-Ubiquitinierung und Degradation, as
die Inhibitionvon Gli-1- und Gli-2-abhéangiger Gentranskription uddmit verbunden die
Hemmung des Zellwachstums zur Folge Haf. Zusammen mit Cullin3 wurde fir das
Protein KCTD13 eine Rolle beder Ubiquitinierung und Degradation von RhoA
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beschriebenwelches wiederumProzesse wie Zkehorphologie, Bildung von Aktin
Stressfasern undie embryonale Gastrulation Xenopuseguliert[62].

Obwohl fur viele Proteine aus der KCTEamilie eine prinzipiellelinteraktion mit Cullin3
mittels Immunprazipitatiomachgewiesen werden konnf#4], ist bei den meisten die
funktionelle Charakterisierung der Komplexe noch sehr lickenhaft. Insbesondere konnten
die zellularen Substrate finele derKCTD-Cullin3-Ubiquitin-E3-Komplexe noch nicht
identifiziert werden

1.5 KCTD5 und Cullin3

Die Interaktion zwischen Cullin3 und KCTD5 konnte bereits genaueaharakterisiert
werden [9]. Auch bei diesem Komplex wird vermutet, dass KCTD5 als ein
Substratadapter fidie Ubiquitinierung durcheinen entsprechende@ullin3-Ubiquitin-
LigaseKomplex fungierf9].

Seitens des CullinBroteinssind fur die Interaktiondie Aminosaurenl bis 75 am N
Terminuserforderlich die auch an der Bindung bereits charakterisiertdrsBatadapter
fur Cullin3-E3-LigaseKomplexe beteiligt sind9, 59]. Auf Seiten des KCTD5 sind die
BTB-Doméne und die zusatzlichérterminalenAminosaurend0 bis 45 essentiell[9].

Die Struktur des KCTD®ullin3-Komplexes haben Balasco und seine Kollegen mittels
3D-Modellierung als eieanHeterodecamer mit einem KCTEPentamer und funf Cullin3
Untereinheiten dargestellt, wobg@tdes Cullin3-Molekul mit zwei KCTD5Proteinen
interagier70].

KCTD5 wird durchdie Interaktion mitCullin3 selbst nicht ubiquitiniert, sodass man
anndimen kann, dass KCTD5 als Substratadapter fir den Uibiguungskomplex
fungiert [9]. Der C-Terminus des KCD5-Proteins ist demnach eine potentielle
Bindestelle fuUbiquitinierungssubstrate.

1.6 Potentielle KCTD5 -Interaktionspartner

Die KCTD5-mRNA konntein vielen humanen Geweben und Zelllinierachgewiesen
werden Eine sarke mRNAEXxpression wurde in Epithelzellen, im Dickdarm, in Zellen
des Immunsystems wund in vieleMumorzellen gefunden (BioGPSorg [71],
Proteinatlas.ord 72, 73], RefExA Datenbank)innerhalb deiKCTD-Familie ist KCTD5
amengstermit KCTD2 und KCTD17 verwandt, die nicht nur einohe Homologie im N
terminalen Teil, sondern auch homologe Sequenzen-irer@inus aufweisefg, 9, 15].

In der Studie des CultRING Netzwerkes durch Bennett al. wurden KCTD2 und
KCTD17 ebenfalls als Interaktionspartner von @adlidentifiziert, sodass auchedeals
Substratadaptefiungieren konrdgn [14]. Ob diese drei Proteine bei ahnlichegiluléaren
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Prozessen eine Rolle spielen, wie diaderenah verwandt&CTD-Proteinevermutetwird
[15], ist noch ungewissFur KCTD17 sind einige Interaktionspartner in ProteeBiudien
identifiziert worden wie TNF2, ein Teil des Telosom/Sheltetfomplexes, oder
TUBGCP4, ein Teil des GamnrlabulinKomplexes[74, 75], welche Uberwiegend
zytoplasmatische Proteingnd, wahrend die Interaktionspartner von KCTD5 auch im
Zellkern vertreten sind.

Unter denmittels Yeasttwo-hybrid-Screenddentifizierten KCTD5Interaktionspartner
befindensich Kinasen wie ILK und NEK&am Aufbau de&ytoskelets beteiligteProteine
wie CKAP5 und GIT2, und Proteine, die zwischen Zytoplasma und Zellkern transportiert
werdenkoénnenwie der transkriptiorelle Aktivator ELF3 ausder ETSFamilie oder die
Histonacetyltransferase EP30(Datenbanken BioGRID[76], IntAct [77]). Diese
Interaktionen singedochnoch nicht in Saugerzellererifiziert worden.

AuRBer der Interaktion mit @lin3 ist fur KCTD5 nur die Interaktion mit
GRASP55/GORASP2n Saugerzellebeschrieben undahercharakterisierworden|[8,
9]. GRASP55/GORASP2Qolgi reassembly stacking gean of 55 kD3 ist ein flr den
Aufbau der Golgi-Stapel verantwortlicher Faktorder mit KCTD5 C-terminalen
Aminosaurenl145234 interagiert wobei sich ein Komplex zwischen einetdCTD5-
Pentamemund einem GRASP5®3onomer bildet [8, 78]. Die funktionelle Rolledieser
Interaktionwurdenoch nichtanalysiert

Neben den bereits beschriebenen Proteinen kaohtenit Hilfe des Yeastwo-hybrid-
Systemsim Rahmen meiner Diplomarbetirei wetere Interaktionspartner fir KD5
identifizierten, die damit mdogliche Substrate Cullibasierte Ubiquitin-E3-Ligase
Komplexe mit KCTD5 als Adapterproteimarstellen MCM7, FAM193B und ZNF711
[11].

1.6.1 FAM193B

FAM193B, auchLOC545400derIRIZIO genanntwurde als cDNA zum etsn Mal von
Nagase und Kollegebeschrieberi79]. Laut den DatenbasetJniprot.org und Ensemble

[80, 81] kodiert das menschliche Genom fur mehrere mdglidh&@M193B-
SpleiRvarianten, von denenrer bis funfProteimarianten translatiert werden kénnen. Die
Proteinvariante, deren Transkript sowohl in Menschen als auch in Mausen beschrieben
wurde, wurde m Zytoplasma lokalisier{82]. Nach Deletion des Exons nnte das
Protein mittels Immunfluoreszenm Zellkern detektiert werderwéhrend didnhibition

des zellularen nukleén Exporteszu dernukledren Lokalisationfur alle drei verwendeten
FAM193B-Spleilyariantenfiihrte [82]. Das stehzwarim Einklang mit de Ergebnissen

von Picchione undeinenKollegen die fur FAM193B ein KernwanderungssigngdNLS)
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und ein Kernexportsignal(NES) beschreiben jedoch hatdie Zellfraktionierung die
nuklede FAM193B-Lokalisationnicht bestatigf82].

Fir das FAM193B-Protein ist eine Mitwirkung bei der Entstehung von
Rhédomyosarcoran beschrieben: Zusammen mit PAK®XO1 (Paired box protein
Pax3 und Forkhead box protein Qlspielt es whrscheinlich eine Rolle beder
Tumorentstehung, abenicht bei seiner Aufrechterhaltung82]. Bei PAX3-FOXO1
handelt es sichum ein Hybridprotén: Die Nukleinsduesequenz fur di¢?AX3-DNA-
Bindungsdoméane wird vonChromosom 2 auf 13 transloziert, sodass eiframe
Fusionstranskriptionsfaktor entst¢B8].

FAM193B wird mit FAM193A zu der FAM193Familie gezahlt Uber strukturelle
Merkmale oder mdgliche Interaktionspartigrwenig bekanntEs gibt Untersuchungen
auf Proteirebene, die unter anderem GSK3A und GSKdBasen Ataxin-1-like oder
Ubiquitin-konjugierendes EEnzym J2 als Interaktionspartner von FAM193B
identifizierten[42, 75, 84).

Die Aminoséauren313 bis 555des FAM193BProteinswurden mittelsY easttwo-hybrid-
Systens im Rahmen meiner Diplomarbeit asisreichend fiir eine Interaktiomt KCTD5
identifiziert, sodass FAM193Bals KCTD5Interaktiorspartner auchein potentielles
Ubiquitinierungssubstrat des CullifdCTD5-Ubiquitin-Komplexes sein konnfd.1].

Laut Udeshiet al. wird beim ProteinFAM193B der Lysinrest567 ubiquitiniert, wobei
diese Ubiquitinierung weder bder Degradation des Proteins eine Rolle spielt ndak
Deubiquitinierungssysteguf dese Ubiquitinierung einen Einflussat[85].

1.6.2 ZNF711

Der Transkriptionsfaor ZNF711 gehort zur Kruppel @H,-Typ Zink-FingerProtein
Familie Der C;H,-Typ ist einklassische&ink-FingerMotiv (ZF), bei den zwei Cysteine
und zwei Histidinedurchein Zink-lon stabilisiert werdenDie typische Struktur des,8,-
Zink-Fingersb e st e h't -ldelixs dereri NtegminaldJAminoséauredie ProteinDNA
Wechselwirkungvermitteln, und -Falthatern wiobei die Anzahl derZink-Finger
von Protein zu Proteistark variieren und zwischen 1 und 30 betragen kBiese Art
von ProteirRDNA-Bindung wurde zuerst fur den Transkriptionsfaktor [lIA beschrieben
und spaterm Detail durch Kristallstrukturenanalysier{86, 87]. Bei vielen Proteinen sind
mehrereZF gleichzeitig an der DNABindungbeteiligt [88, 89]. Bekannt sind aucheine
Proteinnteraktionen oder ProteirRNA-Wechselwirkungen die durch Zhk-Finger
vermittelt werderf90-93]. Bei dergrol3enAnzahl der Transkriptioriaktoren ist es nicht
verwunderlich, dass% desmenschlicherlGenomsallein fir die GH-Typ ZF-Protene
kodieren und dass dieses klassischeVftiv nicht nurbei Saugetieren, sondern auch bei
anderen Eukaryoten zu finden i9d].
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Der Trarskriptionsfaktor ZNF711 hat 12 ¢H,-ZF am GTerminus und wird auf dem
ChromosomX kodiert in der Region Xg21-921.3[95]. Die ZNF71tmRNA wurde in
verschiedenen Gehirnarealen und verstarkidén Retina nachgewiesenn humanen
Zelllinien wird ZNF711in SHSY5Y, Astrocyten und besonders stark in -Z@8en
exprimiert [96]. Die Funktion des ZNF711 ist noch weitgehend ungekkstscheint
jedoch an der Regulation vonGenexpressiorbeteiligt zu sein[96]. Eine verkirzte
Variante des Proteins mit nur 719 Aminoséuren wurde bei zwei FamilienleniX-
verknipften mentalen Retaedung (XLMR) gefunden[97]. Als Interaktionspartner
wurde bislang nur PHF8 experimentell beschrieben, eine potentielle Histondemethylase,
deren Mutation oder Deletion ebenfalls bei Prolesandit XLMR identifiziert wurden

[96, 98, 99]. PHF8 wird ahnlich wie ZNF711 in neuronalen Zellen exprimiert, woleei
PHF8Mutationen einen negativen Effekt auf Genexpression und neuronale
Zelldifferenzierung zur Folge haberjl00, 101]. Beide Proteine zeigten eine
Kolokalisation argemeinsameBindesequenzen bei fast 900 Genen undrditbition der
Expression eines Bindungspartners zeigte teilweise aungn negativerkffekt auf die
DNA-Bindung des aretenBindungspartnerg96]. Mit Hilfe der OPHID Text Mining und
Yeasttwo-hybrid-Pooluntersuchungenwurden weitere  ZNF714nteraktionspartner
identifiziert, wobei viele in Zytoplasmaode in derZellmembranokalisiert sind wie z.B.
MAP3K5, SLC16A2 oder ILLRAPLZDatenbankemer PSICQUIC bei EMBELEBI und
GeneCardg[107). Diese ProteiwProteininteraktionen sind noch nicht experimentell
evaluiert und koénnen zurzeit nats eine Orientierung fur weitere Untersuchungen und
mogliche biologisch&unktionenvon ZNF711dienen

Abgesehen von einer potentiellen Rolle des ZNF711 bei der XLMR gidtnegeise auf

eine regulatorische Rolle des ZNF711 der Zellteilung, denn eine Ausschaltung des
ZNF711 Gens durch eine spezifische RNAI fatrti einem Zellteilungsdefeki03. In
Anbetracht der 1875 potentiellen Bindungsstellen des ZNF711 im menschlichen Genom
und der beschebenenpositiven Regulatiorvon JARID1C oder CDCAY [96], die eine
potentielle Rolle bei Chromatidmmodelierung und Zellteilung spielenst es nicht
Uberaschend dass ZNF711als Transkriptionsfaktor irdie Zellteilung involviert sein
konnte.

Viele Transkriptionsfaktoren werden durch Modifikaten wie Phosphorylierung oder
Ubiquitinierung reguliert[104107].Es ist daher sehr wahrscheinlichdess ZNF711
ebenfallsdurch posttranslationalglodifikationen in seiner Funktion reguliert wirdaut
proteomischen Analysewerdender Lysinrest 187 wnoliert und die Lysine an den
Positionen 224 und 289 ubiquitinigri08 109. Auch zellulare Prozesse iuge der
DNA-Schadigung haben Einfluss auf ZNF711: Nach der Schadigung der DNA in
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HEK293 Zellen durch ionisierende Strahlung erfolgt Phosphorylierung am Serinrest 230
[11Q.

ZNF711 wurde im Rahmen meiner Diplomarbeit alKCTD5 Interaktiorspartner im
Yeasttwo-hybrid-Screen identifiziert [11]. Fir die Interaktion mit dem Volllange
Konstrukt KCTD5 waren dabeidie ZNF711-Aminosdurenl70 bis 39%usreichendeine
Regiondes Transkriptionsfaktors, in déie Zink-Finger3 bis 10 lokalisiersind

1.6.3 MCM7-ein Bestandteil der zellularen
Replikationsmaschinerie

MCM7(minichromosome maintenangeotein 7) ist ene Untereinheit des hexameren
MCM-Komplexes RLFM (replication licensing factgr Der RLFM Komplexist fur die
Initiation der DNAReplikation essdrell und besteht ausechsMCM-ProteinenMCM2,
-3,-4,-5,-6 und-7[111, 117.

Der MCM-Komplex bindet als Doppdfiexamer an die DNA, sodass die Replikation in
beide Richtungen gestartet werden kddd3. Die Struktur desarchaischen MCM-
Hexamers wurde kristallisie(Abb. 1.4) [114, 115.

hairpin

Abb. 1.4: Uberblick tber die kristallisierten Strukturen des archaischen MCM -Komplexes. (A)
Kristallstruktur desS.solfataricusMCM (ssoMCM) homohexameren Komplexes, dargestellt von Brewster

et al. [114]. (B) Die elektronenmikroskopische Kartesdoppetheterolexameren MCMKomplexes von
M.thermautotrophicugmit dem ssdViCM-Hexamer, dargestellt von Brewstet al [114]. (C-D) Protein
Datenbank Nummer 4FD@E. 15, modelliertmit dem Programm PymoRAnsicht desMCM-Ringfilaments

frontal (C) und seitlich (D). Das Filament besteht aus Wiederholungen der 5 ssoMCM als die kleinste
unsymmetrischeEinheit Diese Struktur spielt mdglicherweise eine Rollenb&NA-Metabolisnmus und
weniger beider DNA-Replikation[115.
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Die Rekrutierung des MKZ-Komplexes an DNAReplikationsurspriinge erfordert die
Interaktion mit bestimmten zellularen Faktor¢hl16-118, wahrend weitere MCM
Interaktionspartnemwie GINS oder Cdt45 eine Rolle beider Aktivierung der MCM
HelikaseAktivitat spielen[119 120.

Die subzellulare Lokalation der MCMProteine unterliegt Veranderungen in
Abhangigkeit von der Progression des Zellzyklus. Untersuchung&pmmbezeigten,
dass der initiale Zusammenbau der M&dmplexe im Zytoplasma erfolgt und zunachst
zur Bildung verschiedener Subkomplefighrt: MCM4/6/7 zusammen mit MCM2 und
MCM3/5, welche anschliel3end in den Zellkern transloziert wefd2d]. Die nukleére
Translokation erfolgt inScerevisiaein der GtPhase, wahrend die MGHroteine mit
fortschreitender $hase wieder aus dem Zellkern exportiert werdet?]. In Pflanzen
wurde fir MCMProteine ebenfalls ein Export aus dem Zellkern ins Zytoplasma
beobachtet, in diesem Fall allerdings nur wahrend dé&hisisg123.

Der nukleare Export wird zum Teil durctie Phosphorylierung der MCiroteine
reguliert[1227. Die MCM-Modifikation und die Interaktion miterschiedenen zellularen
Proteinen beeinflussen weiterhin dieinktion des RLAM-Komplexes. MCM3 wird
acetyliert, was mit einer Inhibition der DN8ynthese korreli@n kénntg124, 125. Die
Phosphorylierung von MCM4 verhindert die Bindung des gesamten Komplexes an
Chromatin [126]. Auch MCM7 wird im Verlauf des Zellzyklus modifiziertDie
Phosphorylierung am Serinrest 121 spielt vermutlich beim Ubergang inRlias: eine
Rolle [127], wahrend die am Tyrosinrest 600 mit verstarkter Zellprolif@nadssoziiert
wird [128. Die Interaktion mit INT6/EIF3E, einem Translationsinitiationsfaktor, fiuhrt zu
einerUbiquitinierung und Stabilisierung des MCMPfoteinsund die Inhibition des 2%
Proteasoms vermindert die MCMZhromatindissoziatiofil29. Auch die Interaktion mit
dem zellularen Protein E&P, einer E3-HECT-Ubiquitin-Ligase wurde beschrieben
[130. Vermutlich kann diese Ubiquitinierung zu einer Degradation M@M7 fuhren.
Beschrieben wurde auch die Beteiligung von USP&reibiquitin Carboxyiterminakn
Hydrolase 7 an der Dissoziation des MCKlomplexes vom Chromatin. Ein USP7
Mangel bewirkt wie die Inhibition des 28%oteasoms eine verstarkte Bindung der
MCM-Proteine an Chromatin und eine Verzégerung des UbergangshhEieasg 131].
MCMY ist ein wichtiger Bestandteil d&_F-M, denn sein ATPasklotiv ist essentiell fur
die HelikaseAktivitat des MCM4/6/7Komplexes[1327. Eine Hemmung von MCM7 l6st
einen verstarkten Eintritt in die-Bhase augl33. Daher ist es nicht verwunderlich, dass
auch DNAViren in der Lage sind, die Funktion von MCM7 durch direkte
Wechselwirkung oder indike zu beeinflussen. Das Humangt@megalievirus (HCMV)
und das E4rotein der Humanen Papillomaviren (HPV) verminddiinitiale Bindung
der MCM-Proteine an Chromatin, wahrendas EpsteinBarr Virus (EBV) die
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chromosomale Replikation duréhCM4-Phosphorylierung hemnitl34-137]. Die grol3en
regulatorischenProteine des Adenassoziierten Virus 2 (AA\2) Rep78/Rep68die
ebenfalls zu Hemmung der Zellproliferation flihren, gehen eine direkte Interaktion mit
MCM-Proteinen ein[138 139. Neben einer Interaktion zwischen Refl&®68 und
MCM7 wurdeMCM?7 als essentieliiir die AAV2-Replikation beschriebefl4(.

1.7 Interaktion von KCTD5 mit den groRen RepProteinen
des AAV-2

Im Zusammehang mit putativen Interaktionspartnern spielt slidzellulareLokalisation
des KCTD5 naturgemal? eine entscheidende Rollee Identifizierung der nukleér
lokalisierten KCTDé&Interaktionspartner ZNF711 unMCM7 erfolgte im Yeasttwo-
hybrid-Screen jedoch dirch die Bindung an das zytoplasmatisdR€TD5-Wildtyp-
Protein

Eine Veranderung in dé¢CTD5 Lokalisationwurde nach Interaktion miwei weiteren
KCTD5-Interaktionspartnern gezeigtlen grof3en regulatoschenProteinenRep/8 und
Re®B8 von AAV -2, diefur den Lebenszyklus des Adeassoziierten Virus essentisihd
[10, 141-143. Die grol3en RejProteine sind nukke lokalisierte Proteine und interagieren
mit dem GTerminus des KCTD5Diese Interaktion halie Translokation des KCTDid
den Zellkerrzur Folge[10].

Trotz der Interaktion mitCullin3 wurde furKCTD5 keine Ubiquitinierungnachgewiesen,
sadass KCTD5wahrscheinlichals Substratadapter fir den Ubhitpuierungskomplex
fungiert ohne selbst ubiquitiniert zu werdé¢8]. In diesem Fall ist der -Cerminus des
KCTD5 Proteins eine potentielle Bindestelle fir Ubiquitinierungssubst@RASP55
wurde noch nicht als dgliches Substrat des CullikdCTD5 LigaseKomplexes
untersucht, allerdigs sollte fiir diese Interaktion ebenfalls der KCTD%efninale Teil
essentiell seif8]. Auch fur die Interaktion mit den gro3¢Rep78/Rep8-Proteinen sind
die letzten 33 Germinalen Aminosaurendes KCTD5 notwendig10], was die Rep
Proteine als potentielle CullirRCTD5-Ubiquitinierungssubstrate erscheiriéast Neben
der nukledren KCTD5Translokation durch die RepF32®68-Proteinewurde wie bereits
erwahnteine Interaktion zwischen den grof3en Fpteinen und MCMgefunden 139,
einem der von mir identifizierten KCTDBteraktionspartner Diese gegenseitigen
KCTD5-Rep RepMCM7 undKCTD5-MCM?7 Interaktionen, di&kepabhangige nukleare
KCTD5-Translokation und die essentielle RoN®n MCM7 bei der AAV-2-DNA-
Replikation weisen sehr stk auf eine funktionelle Beteiligung voKCTD5 an der
Regulation der AAV2-Replikation hin
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1.8 Die Adeno-assoziierten Viren (AAV)

Das Adeneassoziierte Virus gehdort zur Familie Parvoviridawl ist eines dekleinsten
unbehtillten Viren mit einem einzelstraggn DNA-Genom. AAVvom Subtyp 2 (AAV
2) hat ein 4,7 kbgroRes Genom, welches seinem offenen Leserahmeffiir vier
regulatorische Reproteine und drei CapStrukturproteine unter der Kontrolle von
insgesamt drei Promotoren kodierf144-146. Die AAV-2 endstandige
Genomsequenzenauch ITRs (inverted terminal repeals genannt sind fur die
Replikation, Transkription und Vpackung des AAWGenoms m produktiven
Infektionszyklus essentigll47-149. Fur seinen produktiven Infektionszyklus ist AAY
auf die Ko oder Superinfektion mit einem Helfervirmngewiesenzu denea unter
anderem das Adenovirus oder verschiedene Herpesviren geli@Bhl52. In
Abwesenheit von Helfervirus kommt @svielen Fallen zu einer Integration d&AV -2
DNA in das zellulare Genom, die bevorzugt in Bereichen mit Bindungsstellen fur die
grof3en regulatorischen R&poteine Rep7&e®8 erfolgt[141, 153 154).

Die grofR3en regulatorischen ProteiRep78/Rep68 sindirale Nichtstrukturproteine, die
viele AAV-Funktionen reguliererNeben der Beteiligung ader ortsspezifischen AAV
Integrationdurch homologe Rekombinatiofil41] sind sie fur die Induktion der AAV2
DNA-Replikation und dr Syntheseder Strukturproteine wéahrendes produktiven
Infektionszyklusessentiell[142 143 155 15¢. Fur den AA\tLebenszyklus und die
verschiegnen Teilschritte der AA\2-DNA-Replikation weisen sie die notwendigen
ATPase, Helikase und sequenzspezifisclEdonukleaseaktivitén auf[157-160.

In vielen Falleninteragieren diegrof3en RegProteine mi zellularen ProteinenDie
Interaktion der grof3en Reproteine mit dem Transkriptionsfaktor Spl wurde bei der
Aktivierung der Promotoren p19 und p40 beschrieli]. Eine Interaktion zwischen
Topors und den groRen Reépoteinen beeinflusst mdoglicherweise die AAV
Genexpression16Z] und fir die AAV-Replikation ist die Beteiligung des MGCM
Komplexes erforderlich, wobei Rep78 mit MCM2, MCM5, MCM6 und MCM7
interagieren sol|139 14Q.

Die Interaktionen zwischen Rep7&e©G8 und zellularen Proteinekdnnen ferner
bestimmtezellulare Prozesse beeinflussdfine Inhibition der durch PKA regulierten
Gene kann als Folge dBep-Interaktion mit PrKX putative protein kinase )Xund PKA
(protein kinase Abetrachtet werdefil63. Die Rep78Interaktion mit CDC250der p53
fuhrt zueinem Arrestder Zellen in der $hase, genauso wie dierch Re@8 vermittelte
Rb Phosphorylierunfll38 164, 165.

KCTD5 wurde bisher als einziger toplasmatischer beraktionspartner der
Repr8/Rew8- Proteinecharakterisierf10].

14



Einleitung

1.9 Ziele der Doktorarbeit

Auf Grund charakteristischer Proteinmotive und der nachgewiesenen Interaktion mit
Cullin3 ist KCTD5 als mdglicher Substratadaptér Cullin3-basierteUbiquitin-Ligase
Komplexe [eschrieben worden. Cullid3asierte E3-Ubiquitin-LigaseKomplexe
vermitteh die Ubiquitinierung zellularer Proteine, dials Konsequenzzu einer
Degradation, Stabilisrung oder Funktionsdnderungsdmodifizierten Proteirs fihren
kann Aufgrund derTatsacle, dass bisher noch keine méglichen Substrate fir eine E3
Ubiquitin-LigaseAktivitat des Cullin3-KCTD5-Proteinkomplexes nachgewiesen und
charakteisiert werden konnten, igtie zellulare Funktion dieses Komplexes und damit
auch des KCTD%roteins weitgehehungeklart.

Im Rahmen meiner Diplomarbdiiabe ich mit Hilfe des Yeastvo-hybrid-Systems mit
MCM7, ZNF711 und FAM193Rlrei potentielle KCTDSnteraktionspartneidentifiziert,

die sowohl im Zellkern (ZNF711 und MCM?7) als auch im Zytoplasma (FAM193B und
MCM7) lokalisiert sind. Das Wildtyp-KCTD5 ist ein Uberwiegendzytoplasmatisch
lokalisiertesProtein,welches abenach Deletion der Aminoséuren 2034 unterBildung
stabiler Dimere beobachteih den Kern transloziert wird Eine solche nukleére
Translokatbn kann auch fir das Volllandrotein nach Uberexpression virak€TD5-
Interaktionspartner,der groBen regulatorischen Proteine ReRBé@g8 des Adene
assoziierten Virus (AAV2), beobachtet werden

Im Rahmen dieser Doktorarbesplliten die im Yesttwo-hybrid-Screen identifizierte
KCTD5-Interaktionen mit MCM7, ZNF711 und FAM193B1 Saugerzellerverifiziert
sowie die an der jeweiligen Wechselwirkung beteiligten Proteindoméanen und die
funktionelle Bedeutung dieser Wechselwirkung im Detail charakterisiestden.
Insbesondere solltatie dreiKCTD5-Bindunggartner auflie Bildung trimere Komplexe
sowohl mit KCTD5 als auch mit Cullin3 und die Konsequenzen einataraus
moglicherweisaesultierende Mono- oderPoly-Ubiquitinierunguntersuchtverden

Von besoderem Interessélir die Arbeit war die Fragestellung, ob Rep®©8 und
AAV -2 die MCMTZKCTD5-Interaktion unddie dadurch vermittelte putative MCM7
Ubiquitinierung beeinflussen Da eine Interaktion zwische Rep78 und MCM7
beschrieben war, sollte die Rolter KCTD5- und MCMT7-Proteinebei der AAV -2-
Replikationuntersucht werden

Ziel der Doktorarbeit war es, durch die oben genannten Untersuchungeelldiére
Funktion des KCTD5 und des KCTDECullin3-E3-Ubiqutin-LigaseKomplexes
aufzuklaren und didunktionelen Folgen dieseinteraktion fur MCM7, ZNF711 und
FAM193B zu zeigen
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2 Material

2.1 Gerate

Agarosegelelektrophoreggpparatur
Avanti J25 Zentrifuge, Rotor JLA 16250
Dual Gel Caster mighty small SE246
Elektronische Prazisionswaag
Entwicklermaschine Curix 60
FACSGerat

Fluoreszenzmikroskop Axioskop 2 plus
Geldokumentationssystem USysteme
Inkubationsschittler AK 85
Inkubationsschuttler G25

Inverses Fluoreszenzmikroskop DM IL
Inverses Lichtmikroskop CK2
Konfokales Fluoreszenzmikroskop
Lumimeter CentroLB 960

Netzgerat Power Pac 300 und 3000
pH-Messgerat Delta 320
PdyacrylamidGelelektrophoresépparatur
Sonifikator Sonifier 450 / Multistar
Spektralphotometer DU 530

Thermocycler GeneAnfhPCR System 2400&9700

Thermomixer

Tischzentrifuge 5415C
Uberkopfschuttler REAX 2
UV-Transilluminator Chroma 48

Vakuumzentrifuge DNA SpeedVac DNA 110

Western Blot Apparatur
Zentrifuge Mikro 22R
Zentrifuge Omnifug®.0RS

Biorad

Beckmann

Hoefer

Sartorius

AGFA

BD FACSCalibur (E5985)
Zeiss

Intas

Infors (AG) HT

New Brunswick Scientific
Leica

Olympus

Zeiss, LSM510Meta
Bertold Technologies
Bio-Rad

Mettler Toledo

Biorad

Branson / Stork Tronic
Beckman

Applied Biosystems
Eppendorf

Eppenarf

Heidolph

Laborgerate Vetter GmbH
Savant

Biorad

Hettich

Heraeus Sepatech
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2.2 Chemikalien

Roth

2-Propanol

Acrylamid Rotiphorese Gel 30
Agarose NEEO Ultr&ualitat
Bromphenolblau N&alz
D(+)-Saccharose

Dimethylsulfoxid
Dinatriumhydrogenphosphat Dihydrat
Essigsaure (Eisessig, 100 %)

Ethanol

Ethylendiamintetraessigsaure (EDTA)
Formaldehy (37 %)

Glycerin (86 %)

Glycin, 99 % zur Synthese
GuanidirHydrochlorid

Harnstoff

Hepes

Kaliumchlorid

Magnesiumchlorid Hexahydrat
Methanol

Milchpulver

Natriumchlorid

Natriumdodecylsulfat (SDS), ultra pure
Natriumhydrogenphosphat Monohydrat
Natriumhydroxid

[3-Mercaptoethanol

TEMED

Tris (Tris(hydrohymethyPaminomethan)

Tween 20

Biochrom
Penicillin/Streptomycin
Trypsin/EDTA

Merk

Ammoniumchlorid

Imidazol
Kaliumdihydrogenphosphat
Calciumchlorid Dihydrat
Magnesiumsulfat Heptahydrat
Natriumacetat

Natriumchlorid

Triton X-100

Sigma / SigmaAldrich
Ammoniumpersulfat
Natriumacid
Propidiumiodid

GIBCO
Dulbecco’s Eagle Medium mit GlutaMAX
Fotales Kalberserum (FCS)

Nippon Genetics

Midori Green

BioChemika
NonidefP40

Becton, Dickinson and Company
Agar

Bactd ™ Peptone

Bactd ™ Trypton

Southern Biotech
DAPI FluoromountG

Amresco

Cycloheximide Crystalline Ultra Pure
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2.3 Medien, Losungen, Puffer

2.3.1 Medien
DMEM (Vollmedium)

LB-Medium

LB-Medium mit Ampicillin
LB-Medium mitKanamycin

LB-Platten mit Ampicillin

2.3.2 Losungen

Agarosegel.dsung
Ampicillin-Stocklésung
APS-Stocklésung
Calciumchlorid

CycloheximidStamml&sung

10 %

100 pg/ml
100 pg/ml
10 g/l

5dl

10 gl

100 pg/ml
50 pg/ml
1,5 %[w/v]

100 pg/ml

0,82 %[w/V]
100 mg/ml
10 % [wiV]
220260 mM

10 mg/m

Fixierlosung fur Immunfluoreszenz 3,7 %

Hybridisierungslésung
(Southern Blot)

KanamycinStockldsung

LOsung A
(Southern Blot Detektion)

125 mM
5%
250 mM
1mM
45 %

10 mg/ml

5%
5%

fotales Kalberserum
Penicillin

Streptomycin

Bacto Trypton

Bacto BBL Yeast Extract
NacCl

Ampicillin in LB-Medium
Kanamycinin LB-Medium
Agarin LB-Medium,
autoklavieren

Ampicillin

Agarosein 1xTAE-Puffer
Ampicillin in bidest. HO
APS in bidest. KO

CaCb in bidest.H,O

in DMSO

Formaldehyd in PBS losen
Phospha®Puffer, pH 7,2
SDS

NacCl

EDTA

Formamid

Kanamycin in bidestd,0

SDS
Milchpulverin PBS
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LOsung B
(Southern Blot Detektion)

Lysozym
Milchlésung (Blockldsung)

Milchlésung
(Antikorperinkubation)

Natriumacetat

Permeabilisierungslésung

1. Waschlésung (&uthern Bloy

2. WaschlésungSouttrern Blof)

2.3.3 Puffer

2xBBS-Puffer
(Transfektion)

10xDNA-Ladepuffer

3xDNA-Lysepuffer

FACS Flow

FreezeSqueeze&Puffer
(DNA-Extraktion)

GelDenaturierungspuffer
(Southern Blot)

1%

10 mg/ml
6 % [w/V]

6 % [w/V]
0,3 %[w/V]

3M

1%

0,1 %

0,1x
0,1 %

50 mM
280 mM
1,5 mM

0,25 %
25 %
100 mM

3%

70 mM
25 mM
0,01 %

0,3 M
1mM

0,5M
15M

SDS in PBS

Lysozym in bidest. D
Milchpulver in PBS

Milchpulverin PBS
Tween 20

Na-Aceteatin bidest. HO
pH 7,0mit Eisessigeinstellen

Triton X-100 in PBS l6sen

SSCPuffer
SDS

SSCPuffer
SDS

BES

NacCl

NaHPO,

pH 6,9 einstellen

Bromphenolblau
Ficoll Typ 400
EDTA

Sarkosyl

Tris, pH8,5

EDTA pH 8,0
Natriumacid in PBS

Na-Acetat, pH 7,0
EDTA

NaOH
NaCl
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GelNeutralisationspuffer
(Soutern Blot)

Lysepuffer (HirtExtraktion)

NiNTA-Elutionspuffer

NiNTA-Lysepuffer

NiNTA-Puffer A

NiNTA-Waschpuffer

PBST

PBS

PhosphaPuffer

2xProteinprobenpuffer

0,5M
15M

10 mM
1mM
1%

50 pg/ul

200 mM

6 M
0,1 M
0,01 M
10 mM
10 mM

8 M
0,1 M
0,01 M
10 mM
20 mM

8 M
0,1 M
0,01 M
10 mM
10 mM

0,1 % [wiv]
8 mM

2 mM

150 mM

0,5M

2 mM

100 mM

4 % [wiv]

20 % [vIV]
10 % [wiV]
0,02 % [w/v]

Tris-HCI, pH 7,0
NaCl

Tris, pH 8,0
EDTA

SDS
Proteinase K

Imidazol
in 2xProteinprobenpuffer

GuanidirHCI
NaHPO,

Tris-HCI pH 8,0
[>-Mercaptoethanol
Imidazol

Harnstoff

NaHP O,

Tris-HCI pH 6,3
[>-Mercaptoethanol
Imidazol

Harnstoff

NaHPO,

Tris-HCI pH 8,0
[>-Mercaptoethanol
Imidazol

Tween 20 in PBS
NaHPO, x 2 H,0O
NaH,PO; x H,O
NacCl

pH 7,4 einstellen

NaHPO, x 2H,0, pH 7,2

EDTA

Tris/HCI, pH 7,5
SDS

Glycerin
[>-Mercaptoethanol
Bromphenolblau
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10xProteintransferpuffer (WB)

1xProteintransferpuffer (WB)

RAF-Puffer

Sammelgelpuffer
(SDSPAA-Gele)

SDS Laufpuffer

20xSSC

2xSSC

STET-Puffer

1xTAE-Puffer

1xTE

20xTransferpuffer
(Southern Blot)

Trenngelpuffer
(SDSPAA-Gele)

250 mM
1,92 M

1/10
20 %

20 mM
300 mM
10 % [vIV]
1 % [vIV]

0,75 M
0,4 % [w/V]

50 mM
380 mM
0,1 % [wiv]

3M
0,3M

1/10

80 g/l

5 % [v/V]
50 mM
10 mM

40 mM
1mM
0,114 %

10 mM
1 mM

0,5M
0,33 M
0,17 M

15M
0,4 % [w/iV]

Tris
Glycin in bidest. HO

10xProteintransferpuffer
in bidest.HO
Methanol

Tris-HCI, pH 8,0
NacCl

Glycerin

NP40

Tris/HCI, pH 6,8
SDS

Tris
Glycin
SDS

NaCl
tri-Citrat-Dihydrat
pH 7,0 einstellp
20xSSC in bidest.}D

Saccharose
Triton X-100
EDTA, pH 8,0
Tris/HCI, pH 8,0

Tris

EDTA

Essigsaure 100 %
pH 8,5einstellen

Tris-HCI, pH 7,5
EDTA, pH 8,0

Phospha#Puffer, pH 6,8
NaHPOy x H,O
NaHPO, x 2H,0
Tris/HCI, pH 8,8

SDS
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Triton-Lyse-Puffer 1%
25 mM
15mM
4 mM
1mM
10 %

2.4 Fertiglosungen

Roti-PhenolChloroformisoamylalkohol (25/24/1)

Triton X-100
Glycylglycin pH 7,8
MgSO,

EGTA

DTT

Glycerin

Roth

SuperSignal West Pico Chemilumineszent Substrate Pierce

ECL Solution (Stable Peroxide Solution)
pegGOLD RNAPuré

2.5 Affinit atsmatrizen

Anti-FLAG-M2 Affinitatsgel
Protein A Sepharose GAB
NiNTA-Agarose

2.6 Kits

JetStar 2,0 Plasmid MidMaxiprep Kit
High Pure PCR Product Purification Kit
Invisorb Spin DNA Extraction Kit
QuikChange Sitd®irected Mutagenesis Kit
Biotin Labeling Kit

2.7 Enzyme

RestriktionsendonukleaseBantl|, Bglll, BsIGl,
BsBI, Clal, Dpnl, EcaRl, Hindlll, Msd, Ncd,
Notl, Pst, Pvull, Sal, Smd, SpH, Xba, Xhad
Redriktionspuffer: NEB2, NEB4, CutSmart
Alkalische Phosphatase (GJR.0.000 U/ml
T4-DNA-Polymerasg400.000 U/ml

T4-Ligase 400.000 U/ml

PfuTurbo Polymerase, 2,5/l

Pfu Ultra Polymerase, 2,5 U/ul

Phusion higkidelity DNA Polymerase, 2,0 U/ul

PromoKine
Peqglab

Sigma
GE Healthcare
Qiagen

Genomed
Roche

Stratec
Stratagene
ThermoScientific

New England Blabs
New England Biolabs
New England Biolabs
New England Biolabs
New England Biolabs
Stratagene
Stratagene

Biolab
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Reverselranskriptase (RTPolymerase

T4 Polynukleotid Kinase, 10.000 U/ml
10xPolynukleotid Kinase Puffer

Lysozym

RNaseA

Bright Glo Luciferase

Proteasorinhibitor MG132, 3mM in DMSO
Aprotinin, 1,5 mg/ml in HO

Pepstatin A, 1 mg/ml in Methanol
Proteinase K

2.8 GroRenmarker

DNA-GréRRenmarker

GeneRule! DNA Ladder Mix
Proteingrél3enmarker

Spectra" Multicolor Broad Range Protein Ladder

2.9 Antikorper

Primarantikorper

ant-FLAG polyklonalerAntikorper(rabbit)
antrFLAG-M2 monoklonaleAntikdrper (mouse)
anti-Rep (303.9monoklonaleAntikbrper(mouse)
antkMyc (C-19) IgG polyklonalerAntikérper (rabbit)
ant-Myc monoklonalerAntikérper(mouse)
anti-Tubulin monoklonaler Atikérper (mouse)
anti-Histidin monoklonaler Antikérpefmouse)
anti-GFPpolyklonaler Antikdrpelrabbit)
anti-MCM7 monoklonaler Antikérpefmouse)
StreptavidinHRP, Pierce Hight Sensitivity

Sekundéarantikorper

goat antirabbitlgG Antikdrper, Perxidase konjugiert

goat antimouse 1gG Antikérper, Peroxidase konpgrg

goat antimouse Antikérper FITC, Fluoreszenzfarbstoff konjugiert

Applied Biosystems
Biolab

Biolab

Sigma

Genomed

Promega

Sigma

Sigma

Sigma

Roth

Fermenas

Fermentas

Sigma

Sigma

Labor AG Heilbronrn166]
Santa Cruz Biotechnology
Santa Cruz Biotechnology
Calbiochem

Qiagen

Santa Cruz Biotechnology
Santa Cruz Biotechnology
Thermo Scientific

Dianova
Dianova
Dianova

Absorptionsmaximum492 nm/ Emissionsmaximunb20 nm

goat antirabbitAntikorper TRITC, Fluoreszenzfarbstoff konjugiert

Dianova

Absoptionsmaxmum: 550 nm/ Emissionsmaximunb70 nm
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2.10 Oligonukleotide

Alle Oligonukleotide wurdernvon der Firma Eurofins MWG Operom lyophilisierter
Form bezogen, ineiner Konzentration von 100 pmol/ih TE-Pufer gelost und
anschlielend auf eine Arbeitskonzentration voprb0l/ul eingestellt

Tabelle 2.1: Oligonukleotide, die in doppelstrangiger Form direkt in Vektoren ligiert wurden.

Oligonukleotid Sequenz (EY 3 E)

5-AATTCGAGGTAGGCGTGTACGGTGGGAGG(C
AGAGCTCGTTTAGTGAACCGTCAGATCGCCTGGAT’

CMV-miniPromotor

Tabelle 2.2: Tabellarische Auflistungler Oligonukleotide, die alPCRPrimer flrdie Klonierury
von Plasmidknstrukenverwendet wurderErkennungstellenfir Enzyme sind rot markiert.

Konstrukt Enzym Sequenz( 5EY 3 E)
EcoRI .

MCM7-1/650 fw: ATTTAAGAATTCATGGCACTGAAGGACTACGCG
Xbal rv. AATTAATCTAGATCACTGCCCCTTGTCTCCTAGAAG
EcoRI .

MCM7-1/590 fw: ATTTAAGAATTCATGGCACTGAAGGACTACGCG
Xbal rv. AATTAATCTAGATCACTCTCGCCTCATCTCCACGTA
EcoRI .

MCM7-1/500 fw: ATTTAAGAATTCATGGCACTGAAGGACTACGCG
Xbal rv.: AATTAATCTAGATCAGCTGCGGCGAGGGTTGTAGCG
EcoRI .

KCTD5-1/160 fw: AATTAA GAATTCATGGCGGAGAATCACTGCGAG
Xbal rv: AATTAATCTAGATCACACACGGTACACATGCTTCAC
EcoRl .

KCTD5-1/145 fw: AATTAA GAATTCATGGCGGAGAATCACTGCGAG
Xbal rv.: AATTAATCTAGATCAGTCTCGTTCTCTAATTTTGTC

PCBP2 BamHI fw: AATTAA GGATTCTTCCCGCCCGCTCCCCTTTTCCCC
EcoRlI rv.: AATTAAGAATTCCGCGCTCACCCGCCCGGCCAG

Coorf34 BamHlI fw: AATTAA GGATTCAGCTCGAGATGAAGCACAGAA
EcoRlI rv: AATTAAGAATTCCCAACCCCACATGATTCCTCC

JARIDLC BamHlI fw: AATTAA GGATTCAAGGACAACCCCGCGGAAGGAT
EcoRlI rv: AATTAAGAATTCATCGTCGGACCCCGGCTCCAT

fw:

pUC131ZNF711 ECORI  TTAATTGAATTCATGGATTCAGGCGGTGGAAGTCTIGATTGCACACG
Pstl rv: TTAACAGTCCTTGTTCTGCAGITTCATAGTCACAGT

pPBSZNF711 Pstl fw: TGCACACGTGCAAATACTGTGACTATGAAACTGCAG
Xbal rv: TTAATT TCTAGATTACATAAGAGCCTCTTTGTGGTGCCTCATAATATG
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2.11 Plasmide

Tabelle 2.3: Verwendete Plasmide fir die Expression in eukaryotischen Zelllinien

Plasmid Beschreibung Herkunft/Referenz
kodiertyellow fluorescent protein
PEYFRC1 unter Kontrolle des CM\Promobrs. Clontech
Wurde alsTransfektionskontrolle
eingesetzt
pKEX-Re®8 CMV-getriebenes RepéBrotein Labor AG Heilbronr{167]

pKEX-Rep68NLS

CMV-getriebenes RepéBrotein mit Labor AG Heilbronq 10,
Mutation im Kernwanderungssignal 168

pKEX-Rep78

CMV getriebenes Rep7Brotein

Labor AG Heilbronr[167]

PKEX-Rep78NLS

CMV-getriebenes Rep#Brotein mit Labor AG Heilbronq 10,
Mutation im Kernwanderungssignal 16§

pMyc-Cul3

CMV-getriebenedlyc-getaggtes

Cullin3

Labor AG Heilbronn

pCATCH-His-Cullin3

Cullin3-ORFwurdeaus

His getaggtes CullinBnter Kontrolle pMyc-Cullin3 in den

des CM\(Promotors

pCATCH-His-Vektor
kloniert

pCATCH

kodiert

Generierung Nerminaler
TagFusionsproteine

hochimmunogenes FLAC
Epitop unter CMVPromobor fir die
FLAG

[169

pCATCH- KCTD5

FLAG-getaggtes KCTDS5 unter
Kontrolle desCMV-Promotos

Labor AG Heilbronr10]

pCATCHKCTD5-47/234

CMV-getriebendK CTD5 N-
terminaleDeletionsmutante
(AS 47-234)

Labor AG Heilbronr10]

pCATCHKCTD5-1/203
pCATCH-KCTD5-1/191
pCATCHKCTD5-1/181
pCATCHKCTD5-1/170

FLAG-getaggteKCTD5 Cterminale
Deletionsmutanten. AllKonstrukte

steherunterKontrolle desCMV -
Promobrs

Labor AGHeilbronn[11]]

pCATCHKCTD5-1/160

KCTD5 C-terminale Deletions
mutante biAS 160mit
vorgeschalteter@MV-Promotor

KCTD5-1/234 wurde fir
PCRals Matrize verwendet
Das PCRProdukt wurde in
denpCATCH-Vektor
kloniert.

pCATCH-KCTD5-1/145

KCTD5 Ctermnale Deletions
mutante bisAS 145 mit
vorgeschalteter@MV-Promotor

KCTD5-1/234 wurde fir
PCRals Matrize verwendet
DasPCRProdukt wurde in
denpCATCH-Vektor
kloniert

pCATCHMCM7

CMV-getriebenesICM7 mit N-
termiralemFLAG-Tag

Stefan Weger

pMyc-MCM7

CMV-getriebenesMICM7 mit N-
terminalemMyc-Tag

Stefan Weger

pCATCH-His-MCM7

CMV-getriebenes, Higetaggtes
MCM7

MCM7-ORF, umkloniert
aus pCATCHMCM?Y in den
pCATCH-His-Vektor
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Plasmid

Beschreibung

Herkunf t/Referenz

pCATCHMCM7-1/650

FLAG-getaggte MCMC-terminale
Deletionsmutante bis AG50 unter
Kontrolle desCMV-Promotos

pCATCHMCM7-1/590

FLAG getaggte MCMTC-terminale
Deletionsmutante bis AS90 unter
Kontrolle desCMV-Promotos

pCATCHMCM7-1/500

FLAG getaggteMCM7 C-terminale
Deletionsmutante bis AS00 unter
Kontrolle desCMV-Promotos

pCATCH-MCM7 wurde als
Matrize fir PCR verwendet
MCM7-PCRProdukte
wurdentiber EcoRI/Xbal

in den pCATCHVektor
kloniert.

pMyc-MCM7-1/650

CMV -getriebeneMyc-getaygte C-
terminale MCM7Deletionsmutante
bis AS 650

pMyc-MCM7-1/590

CMV -getriebeneMyc-getaggteC-
terminale MCM7Deletionsmutante
bis AS590

pMyc-MCM7-1/500

CMV -getriebeneMyc-getaggteC-
terminale MCM7Deletionsmutante
bis AS 500

pCATCHMCM7 wurde als
Matrize fir PCR verwendet
MCM7-PCRProdukte
wurdentber EcoRI/Xbal

in den pMyc-Vektor kloniert

pCATCH-His-MCM7-
1/650

His getaggte MCMT-terminale
Deletionsmutantenit AS 1-650 unter
Kontrolle desCMV-Promotos

pCATCH-His-MCM7-
1/590

His getaggte MCMT-terminale
Deletionsmutantenit AS 1-590 unter
Kontrolle desCMV-Promotos

pCATCH-His-MCM7-
1/500

His-getaggte MCMTC-terminale
Deletionsmutate mit AS 1-500 unter
Kontrolle desCMV-Promotos

Die C-terminalenMCM7-
Deletionsmutantemurden
ausdenpCATCHMCM7-
Vektorenin denpCATCH-
His-Vektor umkloniert

Myc-Tag mit den Topors

pMYC-DelB26 Aminoséauren 491 bis 576 und einer Stefan Weger
vorgeschalteten CMV Promotor
TAV2.0 Sequenz des komplett@mV -2 AG Heilbronn
P ' Wildtypgenons
pUC13 abgeleiteteBlasmid mit :
pUC131 erweiterter Multiple Cloning Site AG Heilbronn
PCRProdukt ausder RT-
PCRwurde in den puUC131
L Vektor kloniert. Als Matrize
pUC13:tZNF711 ZNF711 Aminoséaure-484 fiir die PCR diente aufge
reinigte RNA aus 293
Zellen
PCRProdukt auslerRT-
L PCRwurde in dempBS
pBSZNF711 ZNF711 Aminoséaren485719 Vekor kloniert. Als Matrize
dienteRNA aus 29%ellen
Drei-Komponenten
FLAG-getaggted/olllange ZNF71 1% gggti%ZZZNNFF?Tf%?‘l aus
pCATCH-ZNF711 E:g:;zlcntégterKontrolle desxCMV ZNF71%485/719 aus pBS
ZNF711wurden inden
pCATCH-Vektor kloniert.
. ZNF7113-0ORF, umkloniert
pMyc-ZNF711 Myc getaggtes ZNF71it aus pCATCHZNF711 in

vorgeschalteter@MV-Promotor

denpMyc-DelB26 Vektor
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Plasmid

Beschreibung

Herkunft/Referenz

pCATCH-His-ZNF711

His-getaggtes ZNF71dit
vorgeschalteter@MV-Promotor

ZNF711, umkloniert aus
pCATCH-ZNF711 in den
pCATCH-His-Vektor

pCATCH-FAM193B

FLAG-getaggtes FAM193B unter
Kontrolle desCMV-Promotos

Stefan Weger

pMyc-FAM193B

Myc-getaggtes FAM193Bnter
Kontrolle desCMV-Promotos

Stefan Weger

pCATCH-His-FAM193B

His-getaggtes FAM193Enit
vorgeschaltetel@MV-Promotor

FAM193B-ORF wurde aus
pCATCH-FAM193B in den
pCATCH-His-Vektor
umkloniert

pMyc-Ubiquitin

MY C-getaggtes Ubiquitimit
vorgeschalteter@MV-Promotor

Umklonierung des
Ubiquitin-ORFs aus dem
pCATCH-His-Vektor in den
pMyc-Vektor

pCATCH-His-Ubiquitin

His-getaggtes Ubiquitimit
vorgeschaltetel@MV-Promotor

Labor AG Heilbronn;
Stefan Weger

pHIV-Luci

Luciferaseunter der Kontolle des
HIV-3’-Long terminal repeat (LTR)

Stefan Weger

pPCBP2Luci

ZNF711Bindesequenz mit
nachgeschaltetem CMMinimal-
PromotorundLuciferase

pJARID1GLuci

ZNF711Bindesequenz mit
nachgeschaltetem CMMinimal-
PromotorundLuciferase

pC2orf34Luci

ZNF71% Bindesequenz mit
nachgeshaltetem CMVWMinimal-
PromotorundLuciferase

PCRAmplifikation der
ZNF711Bindestelleran
denGensequenzen von
PCBP2 JARID1Cund
C2orf34aus HeLaGesan
DNA. Klonierung als3-
KomponenterLigation mit
CMV-Minimal-Promotor
ZNF711Bindesequenz und
dempLuci-Vektor

pDRIME-CMV-Red
shKCTD5B

Gegen KCTD5 (Nukleotie254-275)

gerichtete shRNAinter der Kontrolle Stefan Weger

desCMV-Promotors

pDRIME-CMV-Red
shKCTD5D

Gegen KCTD5 (Nukleotid824-345)

gerichtete shRNAunter cer Kontrolle Stefan Weger

desCMV-Promotors

pDRIME-CMV-Red
shKCTD5E

Gegen KCTD5 (Nukleotid883-404)

gerichtete shRNA unter der Kontroll Stefan Weger

desCMV-Promotors

pDRIME-CMV-Red
shKCTD5F

Gegen KCTD5 (Nukleotidé06-527)
gerichtete shRNA unter d&ontrolle
desCMV-Promotors

Stefan Weger

pSupershCullin3 A

Gegen Cullin3 Nukleotid262-280

gerichtete shRNAinter Kontrolle des Stefan Weger

H1-Promotors

pSupershCullin3B

Gegen Cullin3 Nukleotid620-538

gerichteteshRNAunter Kontrolle des Stefan Weger

H1-Promdors

pSupershCullin3C

Gegen Cullin3 Nukleotidé37-755

gerichteteshRNAunter Kontrolle des Stefan Weger

H1-Promotors

pDRIME-CMV-Red
sRepl

Gegen Rep78 (Nukleotide 1776
1796) gerichtete BINA unter der
Kontrolle des CMV/Promotors

StefanWeger
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Plasmid

Beschreibung Herkunft/Referenz

pSuperMCM7-C

Gegen MCM7 gerichtete sShRNA
(Nukleotide 17841801 ) unter der ~ Stefan Weger
Kontrolle des H1 Promotors

pSupetMCM7-D

Gegen MCM7 gerichtete sShRNA
(Nukleotide 18591879) unter der Stefan Weger
Kontrolle des HIPromotors

pSuperMCM7-E

Gegen MCMT7gerichtete sShRNA
(Nukleotide 19621982) unter der Stefan Weger
Kontrolle des H1 Promotors

pSuperMCM7-F

Gegen MCM7 (Nukleotide 76989 )
gerichtete shRNA unter der Kontroll Stefan Wege
des H1 Promotors

2.12DNA-Sonde fur die Southern Blot Analyse

Fur Southern Blot Analyse wurde der pTAV2.0/ektor einem analytischen
Restriktionsverdaumit Xba und EcoRV unterzogen und dianschlieRend aufgereinigte
komplete AAV-2 DNA-Sequenals DNA-Sondebei der Hybridsierung eingesetzt

2.13 RNA und DNA fir Klonierung en

Fur RT-PCRs wurde RNA aus HEK293Zellen isoliert (3.1.2. Fir PCRs wurde
genomische DNAaus HelLaZellen isoliert(3.1.1).

2.14 Bakterienstamme und Zelllinien

2.14.1 Bakterienstamme

E.coliHB101

E.coli SURE

XL1- Blue

Hybrid derE.coliK12 undE.coli B Stamme Herkunft:
Genotyp: supE44 aral4d galkK2 lacYl Labor AG Heilbronn
o ( gppoR)62 rspL20 ( Sty xyts mtkl Referenz{170

rec

A13 -mam() mcr GsdSE(

Genotyp: endAl supE44 thi gyrA96 relAl Herkunft:
el4 (McrA') - SMRMIMT A Stratagene
lac recB recJ sbcC umuC:Tn5 ( Kan Referenz{17]]

uvrC

[F" proAB lactZ M1 5 TARHJ10

Genayp:r eteAn d\y 9 & Hlih s d R Herkunft:

sup
(Tetr)]

EellMke , proABITkG | Stratagene
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2.14.2 Zelllinien

Zelllinie Beschreibung

Referenz

HelLaZellen humane Epithelzellen eines Zervixkarzinoms  [177,[173

Integriertes humanes Pdpiina Virus Typ 18

HEK293-Zellen humane embryonale Nierenzell¢ransformiert [174
mit dem Adenovirus Typ.FExprimieren E1A, E1B.

2.15 Verbrauchsmaterial

3-MM Papier
Deckglaschen

Erlenmeyerkolben (20 ml, 50 ml, 500 ml, 2000 ml, 2000 ml)

Faltenfilter

Filter (Rotilab&-Spitzenfilter 0,22 pm)
Glaswolle

Medizinischer Réntgenfilm
NitrocelluloseMembran

Nylonmembran

Objekttrager

Parafil m AMn
PastewPipetten

PCRReaktionsgefalRe

Petrischalen

Pipettenspitzen

Reaktionsgefa® (0,5 ml; 1,5 ml; 2 ml)
Zellkulturflaschen (75, 175 cin
Zellkulturschalen (60 x 15 mni00x15 mm
Zellkulturwellplatten (éwell-Platte, 12well-Platte)
Zellschaber

Zentrifugenbecher

Whatman
MenzelGlaser
Shott
MacherayNagel
Roth

Merck

Fuiji

Whatman

GE Healthcare
Brand

Bemis

WU Mainz
Applied Biosystems
Sarstedt
Sarstedt
Sarstedt
Sarstedt
Sarstedt
Costar
Sarstedt
Beckman
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2.16 Computersoftware

Adobe Photoshop

Adobe Photoshop Elements 5.0

BD Cell Quest ProE Software
Flowing Software ZCell Imaging Core, Turku Centre for Biotechnology, Finnjand
Gene Construction Kit' 3.0

ImageJ[175

IPLab 3.5

LSM Image Browser

Microsoft Exel 2007

Microsoft Word 2007

MicroWin (Software furdenLuciferaseAssay)

Pymol[176§

2.17 Datenbanken

APID [177]

BioGrid [76]
Chromosomsequeen aus International Human Genome Project, hg18
cNLS mappefl7§
Ensemblg81]

ESLpred[179

GeneCard§102

Hum-mPloc 2.00180

IntAct und MINT[77, 181]
iRefindex[182

Mentha[183

NCBI CDD[184]

NCBI Pubmed, NCBI BLAST
NetNES[185
PredictProteirj 186

PSORT Il Predictiori187]
Spike[18§

STRING[189

Uniprot[80]
RSCBProteinDataBank[19Q
Yloc [19], 197

The Human Protein Atlgd¥2, 73]
BAC and Cell line database (hymanlab.rgbig.de/bac_viewer/project.actigri)03 193
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3 Methoden

3.1 Molekularbiologische Methoden

3.1.1 Isolierung genomischerDNA aus Kulturzellen

Einer 10cm Schalemit konfluenten untransfizierteideLa oder HEK293Zellenwird das
Medium abgenommen und ein 15ml Rohrchen Ub#ragen. Die Zellen werden inril
PBS mit einem Zellschaberabgeschabtzu dem Medium Uberfihrund fur 5min bei
1000Upm in einer Ausschwngzentrifuge pelletiert Das Pellet wirdzum Waschen
vorsichtigin 1 ml PBS resuspendienndin ein 1,5ml Reaktionsgefal tberfihNach der
Zentrifugation bei1000Upm fur 10s werden die Zellenin 10mM Tris, pH 8,5
resuspendiert.AnschlieBend wird die ZByse durch Zugabe von 150 3xDNA-
Lysepuffer eingeleitet, welcheb ul Proteinase K (1@g/pl) zum Deaktivieren von
Nukleasen undEntfernen von DNAgebundenen Proteinemd 5 pl RNAse A (10upg/ul)
zum RNAVerdau beinhaltet. Der Ansatz wirdvertiert und fir 2h bei 56° inkubiert.
Danachwird der Ansatzmit 500ul Phenol/Chloroformversetzt, umDNA von den
restlichen Zellbestandteileru trennenkurz gevortext und %nin bei RT und 1400Q0pm
zentrifugiert Die wassrige, DNAaltige Oberphasewird zur DNA-Prazipitation durch
EthanotFallung mit 1/10 Volumen Natriumacetat 8, pH 5,2) und 2,5 Volumen
absolutemEthanol versetzt unélir mindestens 3énhin bei-20°C inkubiert. Die gefallte
DNA wird 10min bei 4°C und 14000pm abzentrifugiert und zum Entfernson Salz
und Alkoholresten mit 8l 70 % Ethanolin einer Ausschwingzentrifuggewaschen.
Nach dem Trocknen wird das Relin 100ul 1xTE-Puffer gelost.

Die DNA wird zur Konzentrationsbestimmung 1:20 vorverdinnt und durch
photometrische Messunfgei 260nm (Absaptionsmaximum von DNA) und 280m
(Absomptionsmaximum von Proteinegemessen

3.1.2 Isolierung der GesamtRNA aus Kulturzellen

Die Isolierung der zellularen GesamntRNA erfolgt durch denaturierende Lysanmit
Guanidinisothiocgnat und Pheno{RNA-Purg. Guanidinisothiocgnat lysiert nicht nur
die Zellen sondern inaktiviert gleichzeitiRNasen undserhindert die Aggregation der
RNA.

Fur die RNArIsolierung wurden untransfizierte HEK2938ellen verwendet.2x10cm
Schalen mit Kulturzellen werdezxmal mit PBSgewaschen unchit RNA-Purein einem
Gesamtvolumen von rhl fur 15min bei RT lysiert. Das Lysat wird mitinem
Zellschaber abgeschabt, in eibh,5ml Reaktionsgefald utberfuhrt und mit O
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Chloroform/lsoamialkohol (24:1) versetzt, unlRNA und DNA von denProteinen und
weiteren zellularen Bestandteilen zu trennen. Die Probe wird f8iggéSortext und 3nin

bei RT und 1400Wpm zentrifugiert. Die obere Phase mit Nukleinsauren wird
abgenommen undie RNA wird mit 0,8ml Isopropanol fir 2@nin bei RT gefallt.Die
Probe wird 10min bei 14000Jpm und 4C abzentrifugiert und das RNRellet wird 2-
mal mit 70% Ethanolmit jeweils anschlieRender Zentrifugatiggewaschen, um die
restlichen Proteine zu entfernen. Die aufgereinigte RNA widenrSpeedVac 145 min
getrocknet und in 5Qu RNasefreiem Wasser aufgenommen. Zum Lésen des RNA
Pellets wird die Probe 1fin auf 70C erhitzt.

Die RNA-Konzentration wird durch OfMessung bei 26@m bestimmtEine OD von 1
entspricht dabei einer Konzentration v&hug/ml.

3.1.3 PolymeraseKettenreaktion (PCR)

Die PolymeraseKettenreaktion(PCR) dient deNervielféaltigung von definierten DNA-
Abschnitten wobei die Spezifitatdurch die Bindung der verwendeté&ligonukleotide
(Primer)an komplementare Regionen auf der DNatrize festgelegtwird. Bei der PCR
werden sich wiederholende Zyklen von Auftrennung der beiden -Bhange
(Denaturierung) Anlagerung der Primer (Annealing) und Elongation durchlaufen. Die
Denaturierung erfolgt bei hohen Temperaturen (93°C 8I€P Fur das Annealg der
Primer wird eineTemperatuiverwendet die aufgrundderen Lange undes GC-Gehals

die héchste Anlagerungspezifitat garantiert. Die Synthese des gewinschten -DNA
Abschnittes Ubernimmt einéhdrmostabile DNAPolymerasge die andas 3-OH Ende
beider Primer freie Nukleotidearfiigt und dabeidie DNA als Matrize verwendetMit
jedem weiteren Zyklus erfolgt ein exponentiefiwachs des gewinschiespezifischen
PCRFragment.

Tabelle 3.1: Zusammensetzurgines 50 pul PCRAnsatzes

Komponente Volumen
DNA (1 ng/pl 10 pl
10xPolymeras&eaktionspuffer 5ul
Primer fw (10 pmol/ul) 1,5l
Primer rv (10 pmol/pl) 1,5 ul
d N T(B0 mM) 1l
DNA Polymerase (2,5 U/ul) 0,5 ul
H20 30,5 ul
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Zur FragmeniGroRenanalyse werden P@&Risatze mitl0xDNA-Ladepuffer vermischt
und mittels Agarosegelauftrennung analysiddie genaueZusammensetzunder PCR
Reaktionsarétzein dieserArbeitist derTabelle3.1 zuentnehmen.
Das inTabdle 3.2 angegeben®CRProgramm wurde zur Generung folgender DNA
Fragmenteverwendet:

T Generierung der MCM7und KCTD5Deletionsmutanten bei einer Annealing
Temperatur von 4&

T Generierung deZNF711Bindestellen fir die Klonierung der entsprechenden
Reporterkonstrukte mit detuciferaseGen bei einer Annealiniemperatur von 6C

Tabelle 3.2: Beispiel eines verwendeten P&Rogramms

Zyklus Schritt Zeit Temperatur
1x Denaturierung 3 min 98°C
Denaturierung 15s 98°C
10x PrimerHybridisierung 30s 60°C
Verlangerung 1 min 72°C
Denaturierung 15s 98°C
20x PrimerHybridisierung 30s 60°C
, 1 min + 5s o
Verlangerung VerlangerungZyklus 72°C
Auffullen 7 min 72°C
Abkiihlen 15, 4°C

3.1.4 Reverse Transkriptase PolymeraseKettenreaktion (RT -
PCR)

Bei einerRT-PCRwird die RNA zun&chsin cDNA umgeschrieben, welche anschliel3end
amplifiziert wird Fur eine Reaktion wdenin der Arbeitpro RT-PCRAnsatz 200 bis 300

ng RNAeingesetztund er Reakti onsans aPrimernwiidfir4Smie zi f i s
bei 42°C inkubier{Tabelle3.3). Die sodurch die Reverse Transkriptigeneriertec DNA
dientedannals Matrizefur die eigentliche PCHReaktion. Mt Hilfe der RFPCR wurden

kodierende Abschnitte aus deaNF711und dem FAM193B Geren fir die Klonierung

amplifiziert. Die genauerPCRBedingungen mi pl (entspricht 200hg AusgangdkNA)

cDNA als Matrize sind defabdle 3.2 zu entnehmen.
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Tabelle 3.3: Zusammensetzung ein26 pl RT-PCRAnsatzes

Komponente Menge
RNA (1 pg/pl) 2 pl
5x-Reaktionspuffer 4 ul
DTT, 100 mM 2 pl
ReversePrimer (10 pmol/ul) 2ul
d N T$16 mM 2 ul
Reverselranskriptas€ExpandRT Roche) 1pl
H,0 7 ul

3.1.5 DNA-Prazipitation mittels Ethanol oder Isopropanol

Mittels Ethanol oder IsopropanefFallungkann DNAkonzentriert undzon Proteinresten
Puffernund Salzerbefreitwerden

Fur die DNAFallung mit Isopropanolwird der DNA-Ansatz mit dem 0,7-fachen
Volumen IsopropanoVverseten, gevortextund fir mindestens Ifsin auf Eis inkubiert.
Die préazipitierteDNA wird fur 10min bei 4°C und 10000pm alzentrifugiertund das
Pellet wird mit 70% Ethanolgewascher(5 ml bei Midi- und 15ml bei Maxi-Plasmid
Praparatioan). Nach 10min Zentrifugation bei 3500pm und RT in einer
Ausschwingzentrifugewird der Uberstand entfernt. Das DMNZellet wird bei RT
getrocknet und in ATE-Pufferaufgenommen.

Eine andere MdglichkeiDNA zu prazipitieren, ist die Ethanélallung. Dafur wird der
gewunschte Ansatz mit 1/10 Volumenvi3Natriumacetatmit pH 7,0 und 2,5achem
Volumen absoluterEthanol versetztgevortextund fir mindestem 30min bei -20°C
inkubiert. Die gefallte DNA wird 10nin bei 4°C und 14000pm zentrifugiert und
anschlieBend mit 70% Ethanol in einer Ausschwingzentrifuge gewasghedie Salz
und Alkoholreste zu entfernerNach dem Trocknen wird di®NA in 1xTE-Puffer
aufgenommen.

Die DNA-Konzentration wird durch photometrische Messung bei 260
(Absomtionsmaximum von DNA) und 280m (Absoptionsmaximum von Proteinen)
bestimmt.

3.1.6 Phenol-Chloroform-Extraktion

Fur die Aufreinigung der DNA nach einer Isolierung aus Bakh (3.1.1§ oder nach
einem Restriktionsansaf3.1.1Q wird die PhenoiChloroformExtraktion verwendet. Das
Ziel ist es, die DNA vorEnzymen, weitererProteinen nd anderenStorfaktoren wie
Uberschussigen Salzen oder EDTA zu trennen. Das Probevolumen wird zuersOmit H
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auf 100ul aufgefiullt, zu dem 100ul Phenol/Chloroform/lsoamylalkohol (25:24:1)
zugegebenverden Das Vermischen der Phasen erfolgt duvdrtexen danachwird die
Probe Imin bei 14000Jpm abzentrifugiert. Die unte@ganischd’hasemit demPhenol
Chloroform enthélt moglicle Verunreinigungen durcketteund Lipide in derinterphase
sammeln sichProteine und die obere wassrige Phasthalt dieDNA. Die oberePhase
wird abgenommen undn ein neues 1,5l Reaktionsgefafdiberfiihrt. AnschlieRend
erfolgt nach Zugabe von 1/50 VoluménM Natriumchlorid (Endkonzentration 0,M)
eine EthancFallung mit 2,5 Volumina abslutem Ethanol (3.1.5, um verbleibende
Phenolreste zu entfernen.

3.1.7 AgaroseGelelektrophorese

Die AgaroseGelelektrophorese dient zur Auftrennung VvoDNA-Fragmente
entsprechendrer Gro3e beispielsweise nach einem Restriktionsverdzas Gel ist me
porése Matrix aus Agarosepolymeren, wobei die Porengrole durdie
Agarosekonzentration variiert werden kann.géeingerdie Agarosekonzentratipresto
grolersind die Matrixporenund damit die Wanderungsstrecke und Auftrennung von
groRera DNA-Fragnenten, wahrend hoherAgaroselonzentrationerehereine optimale
Auftrennung von kleinereDNA-Fragmenten erlauben%&ige bis 3%-ige Gele werden
zur Auftrennungm Grol3enbereickion 100 bis 1000p verwendet).

Die abgewogene Menge akgarose wird mitdem entsprecbnden VolumenlxTAE-
Puffer aufgekocht, bis die Agarosefaden sich komplett I6serspatererVisualisierung
von DNA-Fragmenten bei U\Licht werden40ml Gellésungmit 1,5ul Midori Green
versetzt,welchesspater in die DNA interkaliert. Nach denugnéartenwird das Gelmit
TAE-Pufferiberschichtet

Jede DNAProbe wird mit1/9 Volumen10xLadepuffer vermischtDie im Ladepuffer
enthaltmen Farbstoffe ermdglichen zurmen eine Alchatzung der Auftrennung, zum
anderen bewirkt die im Ladepuffer enthaléeSaccharosesin besseres Absinkeder
Probenin die Tascherdes Agarosegels. Fir die Grol3enbestimmung vpatallel ein
kommerzieller DNAMarker aufgetragen. Nach Anlegen eines elektrischen Feldes mit
einer Spannung zwischen 60 und\8@vandertdie negaiv geladene DNA im Gel zum
Pluspol und wird dabei aufgetrennDie Agarosegele werden auf einem UV
Transilluminator ausgewertet und dokumentiert, wobei fiif&parative Gele die
gewtnschten DNAfragmente zunéchst unter langwelligem -Uxht (366nm)
ausgesinitten werden.
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3.1.8 " Fr e®qeeezev Melsohiesushggund Aufreinigung
von DNA aus Agarosegelen

Di e ABgeere e Met hode wi r dFfragniee¢r aue eritemt
Agarosegel zu isolieren.

Das ausgeschitiiene Gelstiickmit dem gewiinschteDNA-Fragmentwird zunachstfir
30min in 1ml FreezeSqueezdPuffer &quilibriert. Danach wird es in ein0,5ml
Reaktionsgefaltiberfihri welchesein kleines,mit eina Kanile gestochenelsoch im
Bodenbesitzt, welches wiederum mit einer kleinen Menge Glasveallgestopft wurde
Das Reaktionsgefa®ird fur mindestens 3fhin bei-80°C eingefrorenDanach wird das
kleine Reaktionsgefald in ein In1l Reaktionsgefald gestellt und dfn bei 2000Upm in
einer Ausschwingzentrifuge abzentrifugieBurch diese Prozeduwird die Agarose
Matrix zerst@t und deren Reste verbleibender Glaswollewéhrenddie DNA durch die
Offnung in das neuel,5ml Reaktionsgefal abflieRDie DNA wird dann durch die
Ethanolfallungaufgereinigt undn der Regel in 10 bi20 pl 1xTE aufgemmmen.

3.1.9 Isolierung und Aufreinigung von DNA aus Agarosegegn
mit Purification Kit

Die Aufreinigung von DNAFragmentenn dieser Arbeiterfolgt zum Teildurch das High
Pure PCR Product Purification Kit. Die Aufreinigung basiert auf selektiver {BNWung

an die Glasfasern in Anwesenheit v@uanidiniumthiocyanat, eines chaotropen Salzes.
Zuerst wird das Agarosegel durtitkubationmit demBindungspffer gelost.Die Losung
wird auf eine Matrix-Saule gegebenan die die freigesetzteDNA spezifisch bindé.
Kontaminierende Proteine oddreie Nukleotide gehen mit den Glasfasern keine
spezifische Bindung einDurch anschlieRendeWaschschritte werden unspezifisch
gebundene Molekileentfernt, sodassdie aufgereinigte DNA mit einer niedrig
konzentrierterSalzbsungisoliert werden kann

3.1.10Restriktionsanalyse

Eine Restriktionsinalysewurde in der Regein einem Gesamtvolumansatz von 10l
durchgefuhrtDer Ansatzbeinhaltet Jug PlasmidDNA, 5 bis 10U Restriktionsenzyife)

und 1pl des vom Hersteller empfohleng&f@xRestriktionspuffes. Die Ansatze werden mit
H,O aufgefillt und furl bis 2 h bei der Temperatur inkubiertdie flr die Enzymaktivitat
optimal ist Bei den meistem dieser Arbeiverwendeten Enzymen entstehen im Zuge des
Restriktionsverdus 5° oder 3-UberhangeWird ein Plasmidbei der Generierung von
Vektoren fir Klonierungen nur mit eineBnzym geschnitterknnen diese Uberhange
einer Religation fihrenUm das zu verhinderiwerdensolche Vektoransatzenach der
Inkubation mit Restriktionsenzynre fur weitele 20min bei 37°C mit5 U alkalischer
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Phosphatase aus Kalberdarm (CIP) inkubiarh die Phosphatgruppen an derC#i
Enden zu entfernenm Anschluss an die Restriktion werden die entstandenen-DNA
Fragmente in einem Agarosegalfgetrennt(3.1.7) und bei Bedarfausgeschnitten und
aufgereinigt. Bei PCHragmenterwurde im Anschluss an die Restriktion in der Regel
zusatzlicheine DNA-Aufreinigunglber einePhenolChloroformExtraktiondurchgefiihrt

(3.1.5.

3.1.11Phosphorylierung und Ligation von Oligonukleotid -Paaren

Eine Methode, kurze zusatzliche Sequenzen wie ein Antikéfdgpitop in ein
Plasmidkonstrukt einzufligen, ist die Einklonierung von synthetischen Oligonukleotiden.
Dafir werden 2 EinzelstrangOligonukleotide verwendet die im internen Bereich
komplementarzueinandersind und nach dem Annealen Uber diese komplementéaren
Bereiche hinaus an den Enden Uberhange aufweisen, die zu den im Vektor mit
Restriktionsenzymen erzeugt&berhangen kompatibsind.

Zunachstwerden die5’-OH Enden deOligonukleotide phosphoryliert, um eine Ligation
mit den 3-OH Enden desVektors zu ermdglichen. Daflrwerden Einzelstrang
Oligonukleotidemit 10xPolynukleotidKinasePuffer, 50mM ATP undT4 Polynukleotid
Kinase vermischt. Der Ansatz wird mituB H,O auf 5ul aufgefillt und fir 3dmin bei

37°C inkubiert. Die Kinase wird anschlieRend fur mbh bei 68C inaktiviert Dabei
kénnen die beiden komplementaren Oligonukleotide bereits fir dieafng&eaktion
gemischt werden und anschlieBend UB@min auf RT abgekuhlt werdenum stabile
Doppelstrangereiche auszubildenNach dem Abkuhlen wird der Ansatfiir den
folgenden Ligationsansatz noch100 n 1XTE Puffer verdunnt5 pl der verdinnte
AnnealingReaktionen werden danmit ca. 100ng einesmit den entsprechenden
Restriktionsenzymen geschnittenen uilder ein praparatives Agarostggereinigten
Vektorsligiert (siehe Abschnig3.1.7 3.1.10.

Tabelle 3.4: Ansatz zu Phophorylierung der Oligonukleotiden

Komponente Menge
Oligonukleotid (10 pmol/pul) 1p
10xPolynukleotieKinasePuffer 0,5 ul
ATP (50 mM) 0,25 ul
T4 PolynukleotidKinase 0,25 ul
H.O 3ul
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3.1.12Ligation

Zur Generierungneuer KonstrukteverdenRestriktionsfragmente aus anderen Plasmiden,
mit Restriktionsenzymen geschnittene RPERdukte oder Oligonukleotidpaare (siehe
Abschnitt3.1.1Q in Pasmde (Vektoren) durch Ligatiokloniert.

Fur eine Ligation werden Insef@ul3er bei Oligonukleotiden)nd Vektor zuerst miten
gleichen oder kompatiblen Restriktioaszymen geschnitten, damit dientstandenen
Uberhange komplementar sinblach der Aufeinigung tber praparative Agarossdg
werden Inser(s) und Vektor in einem 1015ul Ansatz mit 1/10 Volumen
10xLigationspuffeim Gesamtansatand 3 U T4-Ligase gemischtinser{(s) und Vektor
sollten ungefahr in einem molaréferhaltnisvon 3:1 bis 5:1vorliegen Nach 2 bis 4 h
Inkubation bei RT wird der gesamte Ligationsansatz in kompeteieoli-Zellen
transformiert und ausplattierAls Kontrolle wird ein Ansatz mitgefiihrt, in demer
verwendete Vektor mit HO statt mit einem Insert vermischt wjrdum de
Religationshaufigkeit des Vektors zu tberprifen.

3.1.13 Herstellung chemisch kompetenter Bakterienzellen

Fur die Herstellung chemisch kompetenter Baktemé¢llen werden 1Ql eines
Glycerinstocksn 5 bis 10ml antibiotikafreiem LBMedium angeimpfund U/N bei 37°C
und 110Upm inkubiert 2 ml der U/N-Kultur werden in einem ILKolben auf 250ml LB-
Medium tberimpfundbis zu einenODsgsnrWertvon 0,5 bis 0,8ei 37°C inkubiertDie
Kultur wird dannin vorgekuhlte Zentrifugenbecher Gb#mrt und fir 10min ad Eis
gehalten Danach erfolgt die Zentrifugatiofiir 5 min bei 4°C und 5000pm und das
Zellpellet wird vorsichtig in50 ml eiskalter0,1M MgCl,-Losung resuspendiert. Danach
werden dieBakterienellen 5 min bei 4°C und 3000pm abzentrifugiert. Bs Pelléwird
vorsichtig in 50ml eiskalter 0,1M CaCh-Losung resuspendiert und 80n auf Eis
gehalten Nach der erneuten Zentrifugation wird das Pellet durch vorsichtiges
Resuspendieren inrél eiskalter 0,]M CaCk/14% GlycerinLosungaufgenommen und in
200ul Aliquots bei-80°C eingefroren.

3.1.14 Transformation kompetenter Bakterienzellen

Fur die Transformation gdenin dieser ArbeitkompetenteZellen der Stammé.coli
HB101 und E.coli Sure verwendet Die Transformation dient derAufnahme
doppelstrangiger zirkérerPlasmidDNA, die in den Bakteenstammeramplifiziert wird.

Die Transformatiorwird durchdie Behandlung der Zellen wahrend der Herstellung (siehe
Abschnitt 3.1.14) miCaClk und ein@ Hitzeschock bei 42°@rmdoglicht Wahrscheinlich
vermindert @& CaQG,-Lésung die negative Zelloberflaicherddung, wahrendder
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Hitzeschockfir die Porenbildungn der Zellhillenotwendig ist durch die die Plasmid
DNA aufgenonmen wird.

Die kompetenten Zellen, die in einer WILCaCL/14% Glycerin LOsung gelagenterden
(siehe Abschnitt3.1.13, tauen zunachst fur 10 bisl5min auf Eis auf. Zu50pl
kompetenterzellen werden entwedet ng bis 1 ug PlasmidDNA oder ein kompletter
10 ul Ligationsansatzugegeben, gemischt und fir weitere3Gmin auf Eis inkubiert.
Nach dem Hitzeschock fi®0s bei 42°Cwerden die Zellerfiiir 2 min auf Eisabgekunhlt,
anschlieBendnit 150l auf 37°C vorgewarmtemLB-Medium ohne Antibiotika versetzt
und fir20-30 min bei 37°Cunter Schittelinkubiert,um dieExpresson der Antibiotika
Resistenzgeneu ermoglichenBei der Klonierungeines neuen Plasmidsrd der gesamte
Ansatz auf LBPlatten mitSelektionsAntibiotikum ausgestricherFir Flissigkulturen far
die Praparationvon PlasmieDNA im Midi- oder Maimafistab wid der gesanat
Transformationsansatz auf 100 bzw. 250 LB-Medium mit dem Selektionrs
Antibiotikum Uberimpft.Platten oder Suspensionen werd#h bei 37°C im Brutschrank
bzw. in einem Schittlenkubiert.

3.1.15 Plasmid-Minipraparation

Die Isolierung von Plasid-DNA aus Bakterienklonen zur Analyse von
Klonierungsproduktererfolgt durch das AufschlieRen kleiner Mengen Zellsuspension
durch die LysozyrMethode.

Dafur werden zunéachst eine Anzahl (abhangig vom Verhéltnis der erhaltenen Kolonien
bei der eigentlicherLigation in Gegenwart des Inssrtind bei der KontroiVektor-
Religation) von Einzelkolonienn 15ml Re&tionsgefalRenauf 3 ml LB-Medium mit
Antibiotika-Selektion angeimpft undiir 12 bisl6 h bei 37°C geschittelt.Eine pweils

1 ml Kultur wird anschlief¥d in einem 1,5m| Reaktionsgefal? bei 140Q@pm und 4°C

fur 5min abzentrifugiert und das Zellpellet wird in 1B0STET-Puffer resuspendiert.
Nachder Zugabe von 12l Lysozym wird die Probe gevortext und flrmin bei 90°C
inkubiert.Es erfolgt die Spaling der Bakterienzellwand zwischerAdetylmuraminsaure

und N-Acetylglukosamin und die Membranproteine werden herausgeltst, was die Lyse
der Bakterienzellen zuFolge hat.Die Zelltrimmer werden anschliel3efid 10min bei
14000Upm und 4°Cabzentrifugiertund mit einer Pipettenspitze entfertie sich im
Uberstand befindendelasmidDNA wird durch EthanbFallungkonzentriert DasDNA-

Pellet wird inder SpeedVac fur 1@nin getrocknet undn 50ul 1xTE aufgenommen.
Anschlie3end erfolgt dernalytische Resiktionsverdau.Bei einen positiven Ergebnis
werden 50 bis 100l der jeweiligen U/NKultur, die wahrend der Minipraparation bei 4°C
gelagert weidlen, auf 100ml bzw. 250ml U/N-Kulturen fur eine Midi- bzw. Maxi-
PlasmidDNA-Préaparationibermpft.
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3.1.16 Plasmid-DNA-Midi- und -Maxipraparation

Zur Produktion von Plasmiden in gréReren Mengen werdenMidl Maxipraparationen
verwendet. Die Methode basiert auf alkalischer/SIDse der Bakterierellen und
Bindung der negtiv geladenen DNA an lonenaustausersaulen. Fur die Lyse,
Waschschritte und DNAsolierung wird der JetStar 2,0 Plasmid MitMaxiprep Kit
verwendet. Die PlasmiBraparation erfolgt nach dem Protokoll des Herstellersdemt
mitgelieferten PuffernDie Zahlen in Klammern beziehen sich auf die MBriparation.
100 (250 ml einer U/NKultur der E.coli-Zellen mit dem gewiinschten Plasmigrden
bei 5000Upm und4°C fur 5min abzentrifugiert und das Zellpelleach dem Protokoll
lysiert: Resuspension id (10)ml Puffer E1 mit RNase A Inkubationbei RT fur 5 min
nachZugabe von 4 (10nl Puffer E2 (Lysepuffer)und anschlie3endNeutralsation durch
Zugabe von 4 (10nl PufferE3. Die lysierten Zellen werden bei 1000@m und 4C fur
10 min abzentrifugiert und das Lysat wird durch einen Papierfilteleagfmit 5 (15)ml
E4-Puffer aquilibrierte Anionenaustauschersagjegeben Die Saule wird mit 10 ml
(2x30ml) Puffer E5 zur Entfernung aller Nukleinsauren mit Ausnahme der sehr
festgebundenen PlasmidS u p e-DNMAo gdwéischen und anschlieRendird die
Plasnid-DNA mit 5 (15)ml PufferE6 von der Sauleluiert.

Danach wird die DNA durch Isopropandillung konzentriert, von restlchen
Kontaminationen gereinigt undad getrocknete Pelletird anschlie3endn 100ul 1xTE
aufgenommen. Fiur die Konzentrationshastiungwird die Probel:50 verdiinnt undoei
260nm (Absomptionsmaximum von DNA) und 280m (Absorgionsmaximum von
Proteinen)photometrischgemessenDurch diese photometrischdessungwird sowdl
die DNA-Menge als auch die Verunreinigung der Probe durabtelPre bestimmt.
Anschliel3end welen ein analytischer Restriktionsverdand die Auftrennung auf einem
Agarosegeturchgefuhrt

3.1.17 Sequenzierung

Die Sequenzierung deProbenaus dieser Arbeiterfolgt durch die Firma Eurofins
Genomics Dafir wird 1 pg einer PlasmidDNA in der SpeedVac Zentrifuge in einem
1,5ml Reaktionsgefald eingetrocknéinschlieliend wird die DNA id5ul 5 mM Tris-
HCI, pH 8,0 gelést Sequenzierungsergebnisse werden mitBl&ST-Analyse (NCBI)
oder Gene&onstriction Kit analysiert
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3.1.18 Hirt -Extraktion zur Isolierung von Virus -DNA aus
Saugerzellen

Die Hirt-Extraktionsmethode erlaubt es, virale DNA aus Kulturzellen aufzureinigen.
Dafur werden die Zellen inMlediumabgeschabt unith 15 ml Reaktionsgefal3e tberfuhrt.
Die Proben werde-mal kurz nit 1xPBS gewaschen, inr@l Lysepuffer resuspendiert
und far 2h bei £C inkubiert, um eine vollstandige Lyse zu erreichen. Danach werden zu
jeder Probe bei langsame Vortexen 50Q NaCl (Anfangskonzentration [4)
tropfenweise zugegeben und die Ansatzeder U/N bei 4C inkubiert.

Die prazipitierte zellulare DNA wird bei 105Q0om und 4C fur 15min pelletiert. Der
Uberstand wird abgenommen, in ein neuesnlReaktiongefal Gberfiihrt und mind
Chloroform versetzt. Die Proben werden gevortext und fimirb bei 3500Upm
abzentrifugiert, um eine klare Phasentrennung zu erreichen. miel@r Oberphase, die
virale DNA und RNA enthalt, werden mit 2Q0 3 M Natriumacetat (pH 5,2) versetzt und
gevortext. Anschlie3end wird jede Probe mit ®5absolutenEthanol versetzt und
mindestens fur 3tin bei-20°C gefallt. Nach der Zentrifugation wird das DNRellet mit
70% Ethanol gewaschen (Abschni®l1.5, getrocknet und in 5QI 1xTE-Puffer
aufgenommen. Fir die photometrische DKAnzentationsbestimmung bei 260 nwird

die Probe 1:20 verdunnt.

Die mittels Hirt-Extraktionsmethode aufgereinigte virale DN¢ann anschlieend mit
Hilfe desSouthern Blots analysiert werden. Dafur werdgrg@NA mit 40U Dpnl fur

2 h bei 37°C inkubiert, urdie transfizierte, irfE.coli methylierte virale DNA zu verdauen.
AnschlieRende Inkubation mit O,y RNAse A fir 15min bei RT entferntie eventuell
mitaufgereinigte RNA. Die Probe wird danach mit 10xLadepuffer vermischt und in einem
0,8%igen Agarosegebei 36V U/N aufgetrennt. Das Gel wird anschlieBend mit einem
Lineal fotographiert.

3.1.19 Southern Blot Analyse

Die Southern Blot Analyse dient dem spezifischen Nachweis von-Baifuenzen nach
dem Transfer aus einem Gel auf eine Nitrocelluloseler Nylonmembkan durch
Hybridisierung mit entsprechenden, zu der gesuchten SHduenz komplementéren
DNA-Sonden.

Ein Agarosegel mit aufgereinigter viraler DNA (Abschnitt 3.1.1§ wird nach
Gelelektrophorese zunachst mit OMSHCI fur 10 min depurinisiert, was zu einer DNA
Fragmentierung beim Ubertragen auf die Membran und somit zu einer erhohten
Ubertragungsefizienz fuhrt. Nach 2 kurzen Waschschritten ait Wrd das Agarosegel
3-mal fir 30min mit 0,5M NaOH/1,5M NacCl denaturiert, um diBissoziation der DNA
Doppelstrdnge zu erreichen. AnschlieBend erfolgt nach 2 Waschschritten,@nitliél

41



Methoden

Neutralisationdurch 3mal Inkubation mit 0,9V Tris-HCI, pH 7,0/1,5M NacCl fir je 30
min.

Die virale DNA wird fur den spezifischen Nachweis dudsgn Kapillar-Transfer auf die
Nylonmembran Ubertragen. Der Aufbau des Kapillarblots sieht wie folgt ausMbk3
Papier, durchtrankt im Transferpuffer, dessen Enden in ein Reservoir mit dem
Transferpuffer eingetaucht sind, &8V durchtranktes Papier, das Agaegel, die
durchtrankte Nylonmembran, 2X¥8M durchtranktes Papier, 2¥@M trockenes Papier
und anschlie3end ein Stapel trockener Papiertiicher. Diasohuflegeneines Gewichtes
werdender Sog des Transferpuffers und die resultierenden KapillarkraftéirkgrdDer
Kapillarblot wird U/Nbei RT gelassen.

Die DNA-Detektion erfolgt durch die Hybridisierung einer Bietirarkierten DNASonde
mit der gesuchten DNASequenz an die Membran. Fir die Sonde werden 100 bisg200
des spezifischen DNA-Fragments mit kD auf 34ul aufgefullt und mit 1Qul
5xReaktionspuffer versetzt. Die Probe wird fumB auf 95°C erhitzt und anschliel3end
fur 5min bei 4°C inkubiertDann werderi pl Klenow-Fragment und pl von demBiotin
Labeling Mix zum DNAFragment zugegeben und flih bei 37°C inkubiertDie Zugabe
von 1ul 0,5M EDTA stoppt die Reaktion. Die markierte DN®onde kann sofort fur die
Hybridisierung verwendet oder b&0°C gelagert werden.

Vor der Hybridisierung wird die Membran fir b@in bei RT getrocknet und dieNA
wird mit UV fixiert. Die Membran wird in einer Glasrohre in einem Hybridisierungsoffen
zunéchst h bei 42°C in Hybridisierungslosung vound anschlieBend U/N mit der
spezifischerDNA-Sonde bei 42°C hybridisiert. Die DN8onde wird abgenommen und
die Membran gewaschen: 4xhfin mit 2xSSC/0,1% SDS bei 42°C zum Ausverdiinnen
der Hybridisierungssondeund 2x30min mit 0,1xSSC/0,1% SDS bei 55°C zum
stringenten Waschen. Anschliel3end wird Biembrander Glasrohreenhommen,2-mal

mit 20ml Losung A fur 20min bei RT unter leichtem Schutteln inkubiert und mitr20

in Loésung A 1:1000 verdinntem High Sensitivity StreptavidRP fir 20min inkubiert.

Die Membran wird jeweils fir 15 bis 3@in mit der Lésung B (2x5@00 ml) und PBST
(83x50-100 ml) gewaschen. Dieo8denDetektion erfolgtmit einem Gemisch aus dem
chemilumineszierenden Substrat (SuperSignal West Pico Chemilumineszent Substrate,
Luminol) und einer stabilen Wasserstoffperekidsung, mit welchemdie Membranfr

1 min inkubiert wird. Die an StreptavidigekoppeltePeroxidase katalysiert die Oxidation
des Luminols durch Wasserstoffperoxidd dieentstehende Lichtemissiost auf einem
Rontgenfilm detektierbar
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3.2 Zellbiologische Methoden

3.2.1 Zellkultur

HelLa und HEK293Zellen werden in DMEMVollmedium mit 10% ES, 100pug/ml
Penicillin und 10Qug/ml Streptomycin bei 37°Qund 5% CQ kultiviert. Fur die
Passagierung oder das $séen der Zellen fir Versuchard das Medium abgenommen
und die Zellen werden einmal mixPBS gewascherin 75cn?-Flaschen werden dann
2ml Trypsin (in 175cm?-Flasch@ 3ml) zugegeben, tber die Wstumsflache verteilt

und wieder abpipettiertDie Zellen werdenfur die Ablosungfir 3 min mit dem
Trypsinfilm bei 37C inkubiert Die abtrypsinierten Zellenwerden im frischen Medium
aufgenomme und in der gewlnschten Dichte auf neue Kulturflaschen bzw. Kulturschalen
ausgesat. Bs Trypsinwird durch die Zugabe des Mediumsktiviert

3.2.2 Transfektion mittels Ca 3(PO4).° Prazipitation

HelLa und HEK293Zellen weaden in dieser Arbeit Ubetie CalciumphasphatMethode
transfiziet. Dabei wird PlasmidDNA mit Calciumchloridund 2xBBS vemischt, was zu
Ausbildung vonCalciumphosphakristallen fuhrt, die sichan die DNA anlagern Die
CalciumphosphaDNA Prazpitate werden wéahrend der Inkubation im Zellkediledium
von den Zellen Uber Endgiose aufgenommen und die DNA wird Gber einen bisher nicht
bekannten Mechanismus im Zellkern freigesetzt.

Vor der Transfektionwerdendie Zellen ausgesasi€heAbschnitt3.2.1) undfir 3 bis4 h
(HeLaZellen) bzw.12 bis 24 h (HEK293Zellen) bei 37C/5% CQ inkubiert, bis sie
wieder adharent sindDie Zellen sollten zum Zeitpunkt der Transfektion eine Konfluenz
von 4050% aufweisen (ca.>&0° HeLa bzw. 1x10° HEK293Zellen auf eine @&m
Schale andere KulturgefalRe entsprechend der Oberflache anpassen)cifiBcBalen
wird eine Gesamtmenge vofipg DNA mit 150ul CaCh-Losung (220-240mM flr
HelLa und 240-260mM fiur HEK293-Zellen) durch Vortexen gemischt unehschleRend
werden 150ul 2xBBSPufer zugegeben und erneut gevortedach einem kurzen
Abzentrifugieren werden die Ansatze furl5min bei RT inkubiert und die
Transfektionsmischungird tropfenweise auf die ausgggenadhérenterZellen pipettiert.
Nach 12bis 18 h Inkubation bei 37°C eoigt ein Mediumwechsel. Die Zellen werdgn
nach Versuch 28is 44 h nachder Transfektiongeerntet.

Die angegebenellengenagaben zwuentransfizierterPlasmiden, dievahrend der Arbeit
verwendet weden, beziehen sich immauf die Transfektion von ém-Schalen.

3.2.3 Virusinfektion von Zellkulturen

Fur eine virale Infektion werdeHelLa oder HEK293-Zellen in 6 cm-Schalen ausgesat
und fir 3bis 4 h bei 37°C5% CQ inkubiert Der bei -80°C gelagerte adenovirale Stock
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des Adenovirus Typ %wird bei 37C oder RT augetaut und mit dem 3T warmen
Medium zur Endkonzentratiorx&0’ Viruspartikelml verdiinnt.

Das Mediumwird von den adh&renten Zell@bgenommen und 4Q0 des verdinnten
adenoviralen Stock@x10’ virale Partikeln\werden vorsichtig auf digellen vertdt. Die
Kulturschalen werderitir 45min bei 37°C/5% CQ inkubiert, wobei die Schalen alle
15 min geschwenkt werderum die viralen Partikelnzu verteilen und die Austrocknung
der Zellen zu verhindermAnschliel3endverden 2,4nl Medium auf die Zellen pipgeért.
Die Zellen kdnnen direkt nach der Infektionmittels CalciumphosphaPrazipitation
transfiziertwerden.

Nach 12bis 18 h Inkubation bei 37C erfolgt ein MediumwechseDie infizierten Zellen
werden40-42 h nach Infektionim Zellmediumabgeschabtnd in 15 ml Reaktionsgefalie
Uberfuhrt. Nacheing Zentrifugationvon 5 min bei 900Upm wird das ZellpelleR-mal
kurzmit 1xPBS gewaschamd anschliel3end aufgearbeitet.

3.2.4 ImmunfluoreszenzZ Analyse

Mit Hilfe der indirekten ImmunfluoreszenzIF) kénnen Makromizkile in einer Zelle
fluoreszenzmikroskopisch visualisiert werden. Die Methode wird in dieser Arbeit zum
Nachweis der Proteinlokalisation und rzWntersuchung von Kokalisation zweier
Proteineverwendet

Fur die IFVersuchewerdenDeckglaschen in Kultgchalen oder die Vertiefungen einer
Multi-Well-Platte platziert Die Zellen werden wie Ublich ausgesat umdittels
CalciumphosphaPrazipitationtransfiziert UnsynchronisierteZellen werden40 bis 42 h
nach derTransfektionprozessiertwobei die Zeien fur die Bestimmung der Zellzyklus
abhangigerokalisationmit derFragestellunyariieren(3.2.5.

Die Deckglashenwerdenin ein Tragernetz transferieikkurz mit 1xPBS gewaschen und
30min in 3,7% BrmaldehydlxPBS bei RT inkukert, um diezellularenStrukturen zu
fixieren. Danactwerden die Zellekurz mit 1xPBS gewaschen und ZRermeabilisierung
der Zellmembranfir 10 min mit 1% Triton X100'1xPBS inkubiert. Naclkeinem kurzen
Wasclschrittmit 1xPBSwerden de Deckglaschen in eine mit feuchtéthatmanPapier
und Paafilm ausgelegte Kammer Uberfuhrt. Alle verwendepemaren und sekundéren
Antikorper werden 1:1000 in 2% FCSAxPBS verdinnt, wovon 150pl auf ein
Deckglaschemipettiertwerden.UnsynchronisierteZellen werden fU2 h mit dem ersten
Antikorper in einer geschlossenen Kammer inkubiert und anschlieend unter S@iltteln
mal fir 5min mit 1xPBS gewaschen. Die Inkubation rdgém fluoreszenzmarkierten
Sekundaratikdrper erfolgt ebenfalls fur 2 in 150ul 2% FCSAxPBS Danach werden
die Deckglascher8-mal mit 1xPBS fur 2bis 3 h im Dunkeln gewaschen. Deckglaschen
mit synchronisierterZellen werdenfir 2 h oder U/N fiur 10 bis 12h mit dem ersten
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Antikorper inkubiert. Die Inkubation mit dem fluoreszenzmagiken Sekundaratikorper
erfolgt fur2 hin 150l 2% FCSAXPBS

Fir die IF werderie Objekttrager mit 70% Ethangewaschen und jedes Deckglaschen
wird mit einem TropfenDAPI Fluoromount eingedeclelt, wobei DAPI durchdas
Interkalieren indie DNA die Visualisierung der Zellkerne beiner Emissiorvon 455nm
Wellenlangeermoglicht. Die Praparate werdichtgeschitzbei £C gelagerundwerden
nach12 bis 24 h mit einemFluoreszenmikroskop analysiert.

Die Analyse undBearbé&ung derlF-Proben erfolgt mittelsiPLab,LSM Image Browser

und ImageJEFur die Erstellungler AbbildungerwurdeAdobe Photoshoperwendet

3.2.5 Zellsynchronisation

HelLaZellen werdemmittels eines Doppelthymidinblosksynchronisier{194, 195. Der
Thymidinblock verhindert die DN/ASynthese, sodass sich die Zellen in der spaten G1
Phag ansammeln und erst nach eideigabevon frischem Medium synchron durch die
S-, G2 und M-Phase voranschreiten.

Thymidin wird 1 h nach Transfektiorin einer Endkonzentration von @M zu den
ausgesatemnadharenterHelLaZellen zigegebenDanach werden die Zelleftir 18h bei
37°C inkubiert In dieser Zeitarretieren die Zellen zunehmend in der GRhase
unmitelbar vordem Beginnder SPhase Danach werderdie HeLaZellen 3-mal mit
1xPBS gewaschen und fidre nachste® h mit frischem Medium inkubierDieser Schritt
dient dem AbschlieRen de8-Phase.Nach 9h effolgt fir weitere 17h der zweite
Thymidinblock, ebenfalls in eineEndkonzentrationvon 2mM, um die Anzahl der
synchonisierten Zellen noch zu steigernAnschlie3endwird der Block aufgehoben
indemdie Zellen2-mal mit 1xPBSgewaschemndmit frischem Mediumversorgtwerden
Fir eine Untersuchung wahreddsvoranschreitenden Zellkjus werden HelLaZellenzu
bestimmten je nach Fragestellung festgelegten Zeitpunkten nachAdérebung des
Blocks aufgearbeitet2-mal mit 1xPBS gewaschen und &xProteinpobenpuffer, RAF-
oder NINTA-Lysepuffer abigenommen oder fidie IF aufgearbeitetDie Kontrolle der
Synchronisatiorerfolgt durch eine FAC&nalyse mit Propidiumiodi@3.2.6.

3.2.6 FACS-Analyse der Zellsynchronisation

Die FACS-Analyse wirdin dieser Arbeit verwendet, umien Anteil der verschiedenen
Zellzyklusphasen bei synchmsierten Zellen zu Uberprifercir eine FACS Analyse
werdendie Zellen 2-mal mit 1xPBS gewaschem 1 ml 1xPBSabgeschabt unish 1,5m|
ReaktionsgefalRe uUbéftrt. Nacheing Zentrifugation fur5 min bei 900Upm wird das
Zellpellet in 60ul H,O aufgenommen und40 ul abs. Ethanolwerdentropfenweise zu
den Probenvahrend des Vortexens pipettieie Zellen werden fur 1Bis 24 h bei4°C in
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70% Ethanolinkubieit, um die zellularen Strukturen zu fixieramd anschliel3engd-mal

mit 1xPBS fur 5min bei 900Upm abzentrifugiert Das Zellgllet wird in 200ul 1xPBS
aufgenommen. Um die zellulare RNA zu verdauwsia,durchdie Propidiumiodidfarbung
die DNA-Messung beaiflussen kannwerden die Proben fur 15nin mit RNaseA
(Endkonzentration20 pug/ml) bei RT inkubiert. Anschlielend wird zu jeder Probe
Propidiumiodid in einer Endkonzentrationvon 40 ug/ml zugegeben Propidiumiodid
interkaliertin die zellulare DNAund erhubt so Ruckschlisse auf den DIG&halt der
Zellen zu ziehen Die FACSMessung erfolgt miCell ProQuest mit B FACSCalibur
wobei pro Probe 10.000 Zellen gemessen werBendergesamta durch FSC und SSC
eingestellta Zellpopulationwird der indviduelle DNA-Gehaltdurchdasinterkalieende
Propidiumiodid bei einer Absorptionswellenlange von 540 nm und einer
Emissionswllenlange von610 nm gemessen. Die Datenauswertung erfolgt durch
CellQuestund Flowing Software Programne.

3.2.7 LuciferaseReportergenAssay

Der LuciferaseAssay basiert auf eindlessung des Emissionslichtes, das im Zuge einer
Oxidierung des Substrates liferin durch das zytoplasmatische Enzyiuciferase
freigesetzt wirdIn dieser Arbeit wd derLuciferaseAssay verwendet, um den Einfluss
eines Transkriptionsfaktors durcBindung an eine spezifische, deiruciferasgen
vorgeschaltetdNA-Sequenz zu untersuchgéReportergerAssay) Aufgrund derStéarke
des gemessenen Emissionslichtést eine quantitative Auswertung detuciferase
Expressiorund dementsprechentkr Transkriptionsrate des Reportergariglich.

HelLa und HEK293Zellenin 6 cm-Schale werden24 oder 42h nachTransfektion 2mal
mit 1xPBS gewaschen undn 400pl Triton-Lyse-Puffer 10min bei RT lysiert.Die
lysierten Zellen wrden mit Hilfe von Zellschabm abgelost undin 1,5ml
ReaktionsgefaRe uberfuhDie Zelltrimer werdendannfir 5 min bei 14000Jpm und
4°C pelletiertund cer Uberstandvird in ein neued,5ml ReaktionsgefaRberfiihrt. Die
Messung und daVorbereiten der Riben erfolgt bei Rn einer 96Well-Platte Fir eine
Messung weden 5ul des Substrates Bjht Glo vorgelegtund 100ul des Zelllysats
zugegeben. Die Messung wingit Hilfe des Berthold Lumimeters LB966nerhalbvon 5
bis 8min nach der Lysatzugabdurchgefiihrt und die Auswertung erfolgt mittels
Microsoft Exel 2007
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3.3 Proteinbiochemische Methoden

3.3.1 Proteinextraktion aus Kulturzellen

Die Gesamtproteinextrakticerfolgt 24h oder 4042 h nach einer Transfektiopschnitt
3.2.2. Nach der Mediumabnahme wenddie Zellen 2mal mit 1xPBS gewaschen und
direkt in 2xProteinprobapuffer lysiert Fir die VergéichbarkeitverschiedeneProben
hangt die Mengan 2xProteinprobapuffer von der Anzahl detransfiziertenZellen tzw.
von der Flache deKulturschalefWells ab: Eine initial ausgesate Zellzahl vd&x10®
HeLa bzw.1x10° HEK293 Zellenwird in 200 pl 2xProteinprobapuffer lysiert

Die Ansatze werden fur 1din bei RT geschwenktdie Lysatemit einem Zellschabe
abgeschiat und in 1,5ml ReaktionsgefalRe Uberfuhiie Proteinextrakte werden fir
5 min bei 95C inkubiert, auf Eis abgekihlnd auf SDSPAA-Gele aufgetragen. Im Falle
einer hohenViskositat aufgrund eines erhéhten DMBehaltes werdenlie Ansatze fir
25 s sonifiziert.

3.3.2 SDS-Polyacrylamidgelelektrophorese (SDSPage)

Uber die SDSPage konnen Proteine nach ihrem Molekulargewicht in einem
Polyacrylamid-gel aufgetrennt werderbafur wird ein SDShaltiges, diskontinuierliches
Puffersystemverwendet [196]. Bei der Zelllyse mittels 2Proteinprobapuffer und
anschlielBendem Erhitzen funtn bei 95C interagiert ds negativ geladene S$t den
Proteinen, sodass ih@&trukturen zestért werden undlie Eigenladungiberdeckt wird
Die Ladung der Proteine ist damit proportional zu ihrem Molekulargewicit die
Proteinewerden durch die Gelporemtsprechenthrer Grol3eaufgetrennt.

Fur das GiBen der Gele wrden zwei Platten nach Einlegen eines Abstandhalters
(Spacers)n eine GielRapparatur eingespanmid die Dichtigkeit des Aufbausmit H,O
Uberpruft Dannwird zundchstdie Trenngelldsung zwisen die Platten pipettiert undit
Isopropanol Uberschichteum eine scharfe Trenngelkante zu erhalterNacldem das
Trenngel vollstandig polymerisiert ist wird das Isopropanol abgegossen urdle
Sammelgellésung wird auf dabrenngel pipettiert. Durcheinen Kamm werden die
Taschen fur die Probeam Sammelgehusgespart. Nach deollstandigen Blymerisation
des Sammelgels kdénnen die Gele direkt verwendet oder in feuchten Tlchern fir mehrere
Tage bei 4C gelagert werden.
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Tab. 3.5: Ansatze fiur SD$olyacrylamidgele

Reagenz 15 9% Trenngel 8% Trenngel 4,5 % Sammelgel
bidest. HO 7,3ml 14,3 ml 11,8 ml
Acrylamid/BisacrylamidMix 15 mi 8ml 3ml
Trenngelpuffer 7,5 ml 7,5 ml -
Sammelgelpuffer - - 5,0 ml
APS 200 pl 200 pl 200 pl
TEMED 40 pl 40 pl 40 pl

Fur die eigentliche Eekrophoresewird das Gelin eine Gelkammer eingespanmlie
Puffertanks werden mit 1xSBiSaufpuffer gefillt unddie Taschen werden mien
Proteirextrakten beladen Zur GrofRRerbestimmung wird zusatzlich eiRrotenmarker
aufgetragen, deaus einem Gemisclion Protein@ bekannte GroRenbesteht, die mit
unterschiedlichen Farbstoffen markiert sind, sodass die Auftrennung bereits wahrend des
Gellaufs verfolgt werden kanRroGel wird eine Stromstarke von h2A angelegt.

Die Proteine bilden aufgrund d& diskontiruierlichen Puffersystems und des
niederprozentigen Sammelgelime scharfe Bande im Sammelgel, biie zur Grenze zum
Trenngel erhalten bleibt. igrund des verandertepH-Wertes wandern die Proteine im
Trenngel nicht mehr als eine einheitliche Bande, sondern werden nach ihrer Grofe
aufgetrenntDie kleinsten Proteine wandern dabei schneller durch die Geldenexicht

die Lauffront den unteren Rand des Gels, wird @ilelektrophorese beendet und die
Gele werden anschlie3end fur die Western Blot Analyse verwehbigtlinitt3.3.3.

3.3.3 Western Blot Analyse

Die Western Blot Analyse dient dem spezifischen Nachweis von ProteachnTransfer
auf eine Nitrocellulosemembran durclie Inkubation mit den entsprechenden
Antikorpem.

Fur das SemiDrBlotverfahren werdeninsgesamt 83-MM Papiere und eine
Nitrocellulosemembrader Grol3e 5xm pro Gel verwendetDer Aufbau sieht wie folgt
aus: 3x3-MM Papiere auf der unteren Elektrode der Blotapparatur (Anodgedie
Nitrocellulosemembrargas zu blottende Gel ohne den SammelgelamteilanschlieRend
wieder 3x3-MM Papiee. Alle Komponenta werden vor dem Zusammenbaun i
1xProteintransferpuffegetrankt.Uberschissiger Puffer wird von der Anode entfernt, die
Apparatur zusammengesetzt udié Proteinefir 1 h 40min bei einer Stromstarke von
50mA pro Gelauf die Membrargeblottet Um anschlieBendie unspezifischeRrotein
Bindestellenauf derMembranzu blockieren, wird die Membran tUber Nacht b&C4n
einer6% Milchlésunginkubiert
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Die Inkubation mit einem Priméarantikorper erfolgt fiib bis 2h. Anschliel3end wird der
unspezifisch gebundene Primarantikdrper durch diemigye Waschen der mbran fur
5 min mit 1xPBST entfernt.Danachwird die Membrarfir 1,5h mit einemPeroxidase
markierten Sekundarantikdrpeinkubiert und danachfir 1,5 bis 3h mit 1xPBST
gewaschen.

Der Nachweis der Peroxidasefolgt mit einem Gemisch aus derhemilumneszierenden
Substrat $uperSignal West Pico Chemilumineszent Substrateminol) und einer
stabilen Wasserstoffperoxlddsung, mit welchendie Membrarfir 1 min inkubiert wird.
Die an den Sekundarantikorper gekoppedheroxidase katalysiert die Oxidatiates
Luminols durch Wasserstoffperoxid. Die dabei entstehende Lichtemission wird auf einem
Rontgenfilm detektiert.

3.3.4 Stabilitatsassay

Bei dem hier durchgefuhrtenStabilitatsassay wird die zellulare, eukaryotische
Proteintranslatiordurch Zugabevon Cyclohexmid gehemmt, was die Untersuchudgr
Halbwertszeitzellularer Proteine erlaultl97]. Die Quantifizierung der Proteinmenge
kann durch einen Vergleich mit Tubulerreichtwerden,welchesin Anwesenheit des
Cycloheximids fur lange Zeit stabil bleibt.

Fur einen Stabilitdéassay wird Cyclohemid nach der Trarsfektion in einer
Endkonzentratiorvon 10 uM/ml (1:100 aus einetO mM Stockdésung auf HelLa oder
HEK293 Zellen gegeben Cycloheximid wird in DMSO geldst und gelagert, sodass
DMSO in einer 1:100 Verdinnungals Kontrolle zu Zellkultur zugegeben wird. Der
Zeitpunk der Zugabe wird als B Wert definiert und die Proben werden verschiedenen
Zeitpunkten einer Gesamtproteinextraktion unterzogen.

3.3.5 Ko-Immunprazipitation

Die Immunprézipitation dient der gezielten Anreicherung eines Prateh&ventuell an
dieses Proia gebundener weiterer Proteirms einem GemisclDie Isolierung des
gewtnschten Proteins erfolgt durch einen spezifischen Antikoérper, der entweder das
gewtnschte Protein selbst oder eifigmtop-Tag an dem Protein erkennt. Die Isolierung
erfolgt im Ideafall unter nativen Bedingungen, sodais zellularen Komplexe, die das
gewunschte Protein in der Zelle bildet, intakt bleiben. Diese Methode ermdglicht einen
Nachweis zellularer Interaktionspartner des isolierten Proteins.

Die Ko-Immunprazipitationen erden entweder mit einer arfLAG-M2 AgaroseMatrix

oder mit emnem spezifischen Antikorper uneéiner Protein A SepharoseMatrix
durchgefuhrtAlle Wasclschritte efolgen im eiskalten RAfPuffer unddie Zentrifugation
erfolgtbei 2000Upm, damit disFLAG-M2 Agarose oder Protein A Sepharose nicht durch
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zu starke Zentrifugatiomerstortwird. Die Uberstande werden bei allen Waschschritten
vorsichtig durch eine PasteBipette abgesaugtMehrere Waschschritte dienen der
Entfernung unspezifisch gebundener Praein

HelLa und HEK293Zellen werden 4h nachder Transfektion 2-mal mit je 2 ml 1xPBS
gewaschen und mit rhl eiskaltem RAF-AufscHusspuffer fir 10min bei 4C unter
Schwenken aufgeschlosserDanach werden dieLysate abgeschabt,in 1,5ml
ReaktionsgefalRe bérfihrt und fir die Abtrennung der ZelltrimmedOmin bei
14000Upm und 4C zentrifugiertDie Uberstande werden in neue ibReaktionsgefale
Uberfuhrt und auf Eis gestellt.

Fur eine Prazipitatiomit deranttFLAG-M2 Agarose werden 12| der Matrix pro Probe
verwendet. Di€cGesamtmenge afdigarosefur die gewlinschte Anzahl von Anséataeind
zunachst3-mal mit RAF-Puffer gewaschemund anschliel3end in 1Q0 RAF-Puffer pro
Ansatz resuspendiertleweils 10Qul dieser Suspension werderu einem Zellextrakt
pipettiert und fur 2h bei £C Uber Kopf geschwenkAnschlie3end wird die Probemal
mit je 1 ml RAF-Puffergewaschen undie gebundenen Proteimeerdendurch Inkubation
mit 35 pl 2xProteinprobapuffer eluiert und denaturiert

Bei derPrazipitationmit einem spezifischen Antikérper unérotein A Sepharoseiwd der
Ansatz zunachstmit 2 ul des spezifischen Antikdrpers fur 1 bei #C Uber Kopf
geschwenktDie Protein A Sepharoseird als SuspensiomiRAF-Puffer eingewogen und
3-mal nach der Zentrifugationmit je 1ml RAF-Puffer gewaschenNach dem letzten
Waschschritt wird sie in einer Endkonzentration von B¥RIAF-Pufferresuspendiemind
jeweils 150ul dieser Suspensiorwerden zu den Ansatzen mit demspezifischen
Antikdrpem pipettiert, die danfiir 1 h unter Schwenken inkubiewerden AnschlieRend
werdendie Probe 4-mal mitje 1 ml RAF-Puffergewaschen undie gebundenen Proteine
durch Inkubation miB5 pl 2xProteinprobapuffer eluiert und denaturiertNach 5min bei
95°C werden dieprazipitiertenProkine mittels SDSPage(Abschnitt 3.3.1) aufgetrennt
undmit Hilfe desWestern Blog (Abschnitt3.3.3 analysiert.

3.3.6 NINTA -Aufreinigung

Die NINTA-Methodeerlaubt es, Riteine unter denaturierenden Bedingunges Zellen

zu isolieren und ist fantersuchung von Proteinmodifikationen wie Ubiquitinierung
geeignet.Das Prinzip basiert auf einer Bindung des-Higs an NiNTAAgarose unter
denaturieenden Bedingungen, sodas$. Zielproteine mit einem His-Tag gezielt aus
Zelllysaten isoliert werden. Durch exzessivéVaschschritte mit niedrigen
Imidazolkonzentrationewerden unspezifisch gebundene Proteine ausgewaschen und die
Zielproteine kdnnen durch Einsatz hoher Imidazo#emtratiorvon der NiNTA verdrangt
werden. ImidazoWird unmittelbarvor der Anwendung zugegehen
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Die transfizieren Zellen einer @m-Schale werden in @l NINTA-Lysepuffer
aufgenommen und fir OImin bei 4C lysiert. Die Lysate werden inl,5ml
Reaktionsgfalie tberfuhrt un@x30 s auf der Stufe 8onifiziert, um die zellulare DNA zu
zerkleinern. Die Zellreste werden fur @On bei 14000Jpm abzentrifugiert und die
Lysatein neuel,5 ml Reaktionsgefaldberfuhrt.Inzwischenwird die NiNTA vorbereitet:
Pro Ansatz werdn 20ul NiNTA-Agarose2-mal mit NiINTA-Lysepufferbei 2000Upm
Zentrifugation gewaschemm die Agarose nidlzu zerstéren. Danach wird ddiNTA -
Agarose in 5Qul NiNTA-Lysepuffer pro Ansatzesuspendiertind zuden Zelllysaten
gegeben. Die Ansz¢ werden h bei RT unter Drehen inkubiert und dann gfent
gewaschen, um unspezifisch gebundeneteinezu entfernen1 ml NiNTA-Lysepuffer
mit 20mM Imidazol; 1ml NiINTA-Waschpuffer; Inl NiNTA-Puffer A mit 0,2% Triton
X-100; 1ml NiNTA-Puffer A; 1ml NiNTA-Puffer A mit 0,1 % TritonX-100. Bei allen
Waschschritten werden die Ansatze nach Pufferzugabe inveunertfir 2 min bei
2000Upm pelletiert DasProteinAgarose Pellet wird in 501 2xProteinprobapuffer mit
200mM Imidazol aufgenommenyodurchdie gereinigteé His-getaygten Proteinesluiert
und denaturiert werdemNach einer kurzen Zentrifugatiaverdendie Uberstnde in neue
1,5ml Reaktionsgefa® tberfuhrt, 5min bei 95C erhitzt und mittels SDSPage und
Westen Blot analysiert(Abschnitte3.3.1, 3.3.3.
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4 Ergebnisse

4.1 Charakterisierung von KCTD5

4.1.1 Einfluss desKCTD5 C-Terminus auf die Dimerisierung und
die subzellulare Lokalisation

Zur grundlegendeiCharakteisierung des KCTD®roteins wurde Plasmidkonstrukte mit
unterschiedlich groRen Deletioren im C-terminalen Bereich verwendet.Die
entsprechereh Abschnitte der KCTDSequenz wurdemit einemN-terminalen FLAG
TagEpitop versehemnd standemach Transfekon in Sdugerzellen unter der Kontrolle
des frihen PPmotors/Enhancers des Humanen Cytomegals (CMV).

Die Untersuchung der zellularen Lokalisation erfolgte mittels Immunfluoreszenz. Wie von
Bayon et al und Wegeret al. beschrieber{9, 10], war das Volllange-Wildtyp-Protein
hauptséaclch im Zytoplasma lokalisierthier jedoch verstarkim perinuklgirenBereich
anzutréfen (Abb. 4.1, A). Da bei eineRNA-InterferenzStudieKCTD5 als essentiell fur
die Zellteilung identifiziert wurde [103, wurde eine mdgliche Kolokalisation des
Wildtyp-KCTD5 mit zellularen zytoplasmatischen Struktureme Tubulin untersucht.
Dafur wurde eine Doppelfarbung far Tubulin und das transfizierte KGIR34 in
HelLaZellen durchgefuhrt(Abb. 4.1, B). Tubulin und KCTD51/234 konntenbeide
gemeinsamm Zytoplasma undnsbesonderen perinukigren Bereichdetektiert werden.
Die Verteilung der Proteinevar jedoch augenscheinlich nicht absolidentisch well
KCTD5 im Vergleich zuTubulin weitgehenchomogener im Zytoplasma verteilorlag
Diese visuelle Schlussfolgerung wurde durch Quantifizierung bestétigt: Laut Confoc2,
ImageJ betragt der Pearson Korrelationskoeffizient fur KCTD5 und TubulinD 23 .
Mit Hilfe der konfokalen Mkroskopie konntedahereine partielleKolokalisation von
KCTD5 und Tubulingezeigt werden.

Mit verschiedenemeletionen im Germinalen Bereich voiKCTD5 geht teilweise eine
veranderteellulare Lokalisatioreinher Die KCTD5-1/203und KCTD51/191 Mutanen,
die eine Deletion der 31 bzw. 43-t€&minalen Aminosauren aufweisesind im
Unterschied zumWildtyp-Protein ganz Uberwiegendm Zellkern zu finden[10, 11].
Hingegen sind beder Deletion zusatzlicher Aminoséuren imt€minalen Bereich die
entprechenden Mutanten KCTBE181 undl/170wieder im Zytoplasmanzutreffen9,
11]. Um den Zusammenhang zwischaten im KCTD5 C-Terminus vorhandenen
Aminosaureabschnitten und der Lokalisation des Protaedéiser charakterisieren zu
kénnen, wurdn zusatzlichzu denim Rahmen der Diplomarbeit bereits generierten
Konstrukten 11] weitere KCTD5Mutanten hergestellt: KCTD%/160 und KCTD5L1/145
(Abb.4.1, C).
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Abb. 4.1: Der KCTD5 C-Terminus beeinflusstdie Dimerisierungseigenschaftenund die subzellulare

Lokalisation. (A-B) Immunfluoreszenz in Hel-gellen. Aufnahmen mit dem konfokalen Mikroskdpiss

LSM 510. (A) HeLaZellen wurdenmit 4 ug pCATCHFLAG-KCTD5 trarsfiziert und nach42h fir die

Immunfluoreszenzaufgearbeitet. Die immunologische Farbung erfolgte durchFARIG-M2 (mous¢

Primér und FITGmarkiertem Sekundantikorper. (B) mmunfluoreszenzin HelLaZellen nach
Transfektionvon 4 ug pMyc-KCTD5. Zellen wurden mit anfTubulin Primér- und FITC-markiertem
Sekundaratikbrper und zusatzlich mit ant-Myc (rabbi) Primdr und TRITC-markiertem
Sekundaratikbrper gefarbt (C) Schematische Darstellung der verwendeten pCAFCAG-KCTD5-

Konstrukte. (D)HEK293-Zellen wurden mit4 ug von pCATCH-FLAG-KCTD5-Konstrukten transfiziert.

Die Gesantellextrakte wurdenauf die Expression der KCTDBBroteine mit anttFLAG-M2 (mousé

Antikdrper mittels Western Blot untersucht. (E) Hel-Zellen wurden mit pCATCH-FLAG-KCTD5-

Konstrukten transfiziert Die Untersuchung erfolgtemit anttFLAG-M2 (mous@ Primar und FITG

markiertem Sekundaratikérper. Die Bilder wurden mit einermkonventionellenFluoreszenzmikroskop
aufgenommen.
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Bei der Untersuchung aller generierten KCTDutanten mittels Immunfluoreszenz
wurdenKCTD5-1/203 und KCTDS&1/191 in Ubereinstimmung mit den vorangegangenen
Studien fast ausschlief3liam Zellkern detektiert, wahrend KCTBE181 und KCTD5
1/170 Mutanten im Zytoplasma lokalisievaren Abb. 4.1, E). Die weitere Verkirzung
des GTerminus bis zur Aminosaure 160 hatte Falge, dass KCTDA/160 verstéarkt im
Zellkern und nur teilweise im Zytoplasma detektiert werden konnte. Nach der C
terminalen Deletion bis zur BFBoméane wurde KCTD&A/145 im Zytoplasma
nachgewiesen. Die Deletion desTérminus bis Aminosaure 47 translozierte das Protein
KCTD5- 47/234zueinem geringefeil in den Zellkern.

Die Proteinexpression der verwendeten KCTHnstrukte wurde zusatzlich mittels
Western Blot untersucht. Fur alle Kstrukte konnte eine Expression von FLA&aktiven
Proteinbanden nachgewiesen werdébh 4.1, D). Das KCTD51/145Konstrukt wies

die schwachste Proteinexpression auf, sodass die Proteinbande bei einer kurzen
Expositionszeit nicht detektierbar waAljb. 4.1, D, Spur 8). Bei den Konstrukten
KCTD5-1/203, KCTD51/191, KCTD51/160 und KCTD57/234 wurde im Western
Blot jeweils eine zusétzliche Bande im hohermolekularen Bereictktaate die mit
Ausnahme von KCTD#7/234 auch eine starkere Intensitat besal? als die auf der Hohe
des putativen Monomer@&bb. 4.1, D, Spuren 3, 4, 7,)9 Aufgrund des anscheinenden
Molekulargewichts dieser Banden kaangenommen werden, dass es sich um KGTD5
Homodimere handelt. Interessanterweise wurden diese Bamgsscthliel3lichbei den
KCTD5-Konstrukten beobachtet, fur die eine nukledre Lokalisation gezeigt werden
konnte sodass von einem funktionellen Zusammenhawgchen Dimerisierung und
nukle&er Lokalisation ausgegangen werden k@Ahb. 4.1, D-E) [11].

Einige der KCTDSKonstrukte zeigten eine zusatzliche reaktive Bande unmittelbar tber
der erwarteen hauptsachlichen Bandehp. 4.1, D, Spuren 7, 9). In diesem Fall handelt
es sich wahrscheinlich um eine zellulare posttranslationale Modifikation.

Die Korrelation von nukledrer Lokalisation der KCTD5-1/203, -1/191 und -1/160
Mutanten mit der Ausbildung verneintlicher Homodimere die auch unter den
Bedingungen der SDBAA-Gelelektrophorese stabil waren, walie Frage auf, ollie
Veranderung der zellularen Lokalisatieme direkte Folge vonHomodimerisierung oder
HomooligomerisierunfPentamerisierumg war.

Zur Beantwortung dieser Fragestelluwgrden dasm Zytoplasma lokalisieet KCTD5-
Volllange-Konstrukt und dagiberwiegendm Zellkern lokalisierte KCTDA5L/191 nach
gemeinsamer Expressioauf ihre subzellulareLokalisation und maogliche Interaktion
untersucht.

Nach getrennter Transfektion wurdevie in den vorangegangenen Experimenten das
Myc-getaggte KCTD5Volllange-Protein im Zytoplasma und das FLAgetaggte
KCTD5-1/192-Protein im Zellkern nachgewiesgibb. 4.2, A). Nach der Kotransfektion
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beider Konstrukte erfolgte jedoch beim tUberwiegenden Teil der untersuchten Zellen eine
Translokation deMyc-getaggterKCTD5-1/234Volllange-Proteins in den Zellkern.
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Myc- 52— S-—'
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KCTD5-1/234 52— WB:anti-Myc
+
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Abb. 4.2: Verénderte Lokalisation des Volllange-KCT D5-1/234 Proteins nach Interaktion mit der
KCTD5-1/191 Mutante. (A) HeLaZellen wurden einzeln oderin Kombination mit je 2ug pCATCH-
FLAG-KCTD5-1/191 und pMyc-KCTD5-1/234 in 4 ug Anséatzentransfiziert. Die wntersuchten Proteine
wurden fur die inmunfluoreszenamit folgenden Antikdrpern inkubiert: arLAG-M2 (mouse)Primar
und FITGmarkiertem Sekundaratikbrper antiMyc (rabbit) Primar und TRITCGmarkiertem
Sekundaratikdrper. Die Bilder wurden mit dem Lase-ScanningMikroskop aufgenommen. (B)Ko-
Immunprazipitationvon Myc-getaggtem KCTDH/234 mit RAG-getaggtenKCTD5-1/191 HelLaZellen
wurdenin einem 4ug Ansatzmit 2 ug pCATCHFLAG-KCTD5-1/191 und 2 pg pMyc-KCTD5-1/234
kotransfiziert Die eine Halfte wuwle im RAF-Puffer lysiert undmit FLAG-M2 Agarose prazipitiertDie
zweite Halfte wurdedirekt in Proteinprobapuffer lysiert. Die Prazipitate unddie Gesamtzellextrakte
wurden mittels Western Blot untersucbie Detektion erfolgte durcantMyc (rabbif) und antiFLAG-M2
(mousé Primarantikbrperund entsprechende Sekdérantikorper

Um zu Uberprifen, ob die beiden Proteine in den Zellen als Komplex vorliegen, wurde
FLAG-KCTD5-1/191 prazipitiert und das KCTBE234Proteiniber den MyeTag in der
Western Bbt Analyse nachgewiesen. Es konnte eine spezifische Interaktion zwischen den
beiden KCTD5Proteinen gezeigt werderAlfb. 4.2, B, IP: Spur 3). Wahrend jedoch
sowohl in den Prazipitaten als auch in d@esamtzellexakten putative dimerische
FLAG-KCTD5-1/1912-Banden nachgewiesen werden konn&hb. 4.1.2, B) wurdenim
Myc-Western keine unter den Bedimgen der SDSPAGE stabilen KCTD5-1/234
putativen Heterodimere oder hohere Oligomere nachgewiédsm 4.2, B, Spuren 31).

Die Koprazipitation der beiden KCTDBroteine zeigt jedoch, dass es durch die
Interaktion wahrscheinlich zuAusbildung von Trimeren oder hoheren Oligomeren
kommt.

Die Untersuchung der generierten KOS-Konstrukte bestatigte die Rolle der- C
terminalen Aminoséauren bei deruklearen Translokationvon KCTDS Eine starke
Korrelation wurde zwischen Kernlokalisation und Dimerausbildung beobachtetiegie
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ansatzweisan friheren Experimentebeobachtet woeh war[10, 11]. Das Wildtyp
KCTD5 wird durch Ausbildung starker Dimere oder Oligomere mit einer nuklearen
Deletionsmtante in den Zellkern transloziert.

4.1.2 KCTD5 -Lokalisation im Verlauf des Zellzyklus

Das VolllangeKCTD5-1/234Konstruktist ein Uberwiegend zytoplasneth lokalisiertes
Protein In einem vorangegangel easttwo-hybrid-Screen wurdenmit MCM7 und
ZNF711als KCTDS Interaktionspartner zwei Faktoretentifiziert, die ihre biologische
Aktivitat Gberwiegend im Zellkern entfaltepll, 96]. Daher wurdeuntersucht, ob
KCTD5-1/234 mdglicherweisseire Lokalisationim Lauf desZellzyklus andertund in
raumliche Nahezu diesennteraktionspartnerkommt. Fir diese Untersuchungen wurde
zunachst die Methodik deBynchronisabn von HelaZellen durch einen doppelten
Thymidinblock etabliert und mittel&FACS-Analyse in Gegenwart von Propidiumadid
validiert

Die Analyse der Zellen erfolgte mit FACS CellQuest Pralie Auswertung mit Flowing
Software 2. Untersucht wurden dieseen 11 Stunden nach der Aufhebung des Blocks
durchdasWaschen der Zellen und die Zugatesfrischen MediumsAbb. 4.3).

Eine exemplarische Auswertung der FABBalyse ist inAbb. 4.3, A fir die Zeitpunkte

0 hund 11h dargestellt. Unmittelbar nach der Aufhebung des Blocks konnten bereits viele
Zellen am Anfang der -Bhase detektiert werden, wobei die DiSAnthese zu dem
Zeitpunkt noch nicht fortgeschritten wahlp. 4.3, B, vgl. Oh und 3,5h). Nach 3,5
befanden sich 49% der Zellen noch in dePl&se und 45% bereits in der-BBase,
wahrend die Anzahl der Zellen mit einem einfachen BES&z nur bei 6% lagAbb. 4.3,

B, C, D). Nach h war der Grol3teil der Zellen bereits in der-BRase und die Zellzahl in
der SPhaseging von 4%6 auf 19%zurtick Die Zellteilung setzte zwischen 8 unch9
nachdem Eintritt in die SPhase einAbb. 4.3, C und D).11h nach dem Aufheben des
Blocks hatten 78% der Zellen die, 8lie G2-Phase und die Zytokinese durchlaufen.
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Abb. 4.3: Synchronisierung von HelLa-Zellen. HeLaZellen wurden mittels des Doppelthymidinblocks
synchronisiert.1 h vor dem esten Thymidinblockwurden die Zellenmit der pCATCH-PlasmidDNA
transfiziet. Die Aufnahne der 10000 Zellen erfolgte trels CellQuest Prd. Fiir die Auswertung wurde
Flowing Softvare 2 benutzt.Dargestelltist eins von zwei durchgefuhrterExperimenten(A) Beispiel der
Auswertung mit Hilfeder Flowing Softwar@ zu denZeitpunktenO h und 11h nach Freisetzung idas
frische Medium. (B) Darstellung d&esamtppulationenin einem Hstogramm. Dargestelist die Zellzahl
gegendie Propidiumiodidfarbung zu verschiedenen Zeitpunkten ndeim Eintritt in die SPhase (C)
Tabellarischébarstellung der Populationeerteilungin denG1/S/G2Phaserzu verschiedene#eitpunkten
(D) Graphiscle Darstellung dein G1/S/G2gemessenen PopulationenProzent

Mit dem doppelten Thymidinblock wurdedie Synchronisierungraten von 60-70%
erreicht [195 198. Diese Synchronisierusgethode konnte daher in demeiteren

Untersuchungen egesetziverden um die Lokalisation und die Expression v&€TD5
und seinen Interaktionspartnemn Abhangigkeit vomZellzyklus zu untersuchenDie

Untersuchung der KCTDbokalisation erfolgtewie oben dargestelin synchronisierten
HeLaZellen. In einem Vorversuch wurdke Lokalisation vorKCTD5 zwarwéahrend des

gesamten Zellzyklusintersucht, die nachfolgenden Macke konzetmierten sichjedoch

auf dieersten 1 nachdemEintritt in die SPhase
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Abb. 4.4: Lokalisation von KCTD5 in Abhangigkeit vom Zellzyklus. HeLa-Zellenwurdenin einem 4ug
Ansatzmit 4 ug pCATCHFLAG-KCTD5 FasmidDNA transfiziert einem doppelten Thymidinblock zur
Synchronisierung der Zellen unterzogen und zu verschiedenen ZeitpunktesenaAciihebung des Blocks
mittels Immunfluoreszenz mit anttFLAG-M2 (mous@ Priméarantikdrper und FITGmarkierten
Sekundaantikorper analysiert.

DasVolllange KCTD5-Protein wurde vound unmittelbar nach Beginter SPhaseganz
Uberwiegendim Zytoplasma nachgewiese&ine Anderung der Lokalisation mit einer
Abschwachung des zytoplasmatischen Anteils und einer verstarktenukpearen
Fluoreszenavurde erstmalig ®is 9 h nach Aufhebung des Blocks beobach#gilf. 4.4).
Ein Vergleich mitAbb. 4.3 lasst vermuten, dass es sich dabei Uberwiegem&ellen in
der G2Phase des Zellzyklus handelt, wahrend es in déh&ezu keiner Veranderung
der ztoplasmatischen Lokalisation komnztum Zeitpunktder Zytokinesekonzentrierg
sich KCTD5 um die chromosomale DNA herum h()9 und bilde¢ dann bei
Zellausbreitung einen starken perindgken Ring mit Auslaufern in Richtung
Zellmembran aus (16). Nach der Adésion und Zellausbreitung konnte KCTRE&nNn
wieder Uberwiegend im Zytoplasma nachgewiesen werderh)(1Riese Ergebnisse
weisen darauf hin, dassnei nukledre Funktion von KCTD5 bei der aitliehen
Zytokineseeine Rolle spielt.
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4.2 KCTD5 und der Replikationsfaktor MCM7

4.2.1 Charakterisierung der MCM 7 -Konstrukte

Da das MCM7Protein inder vorangegangenen Diplomarbeit Yeasttwo-hybrid-Screen
als putativer Interaktionspartner von KCTDRind damit auch als potentiell8sibstrat fur
eine KCTD5Cullin3-vermittelte Ubiquitinierungdentifiziert werden konnt¢l1], wurde
die Interaktion der beiden Proteine in Sdugerzellen unterdbafiir wurde zunachster

offene Leserahen von MCM7 in Vektoren mit verschiedenen Tags NTerminus des
MCM7-ORF kloniert und dieMCM7-Proteinexpression in Hekaind inHEK293 Zellen

mittels Western Bloanalysiert{Abb. 4.5, A).

1 4 1 4 MCM7(ug) MCM-Doméne
135— % — el 5 e - MOy -/7%9 1 145 642 719
95 — | — - D ‘E MCM7 - 1/650 ||
T i & MCMT - 1/5900 e
= [ ' -_—
o MM - 1/ 500
Q =
~
I I
£ Z = FLAG-MCM7  1/650 _1/590 _1/500
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95— |= TN < | = . O 72— —
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®© — F h 52— — - — —
1 2 3 4 -~
1 2 3 4 5 6 7

Abb. 45: Untersuchung der Proteinexpression der getaggten MCM7 -Konstrukte. (A)

Proteinexpression deMCM7-VolllangeKonstrukte mit FLAG, Myc- und HisTags jeweils fusioniert an

den N-Terminus des MCMZORF. Kulturzellen einer 6cm-Schalewurden mit4 ug pCATCH-FLAG-

MCM7-1/719 (HeLaZellen) pMyc-MCM7-1/719 (HeLaZellen) oder pCATCHHis-MCM7-1/719

(HEK293 Zellen) transfiziert Nach 42h wurdendie Gesamtellextrakteim WesternBlot mit antirFLAG-

M2 (mouse), antMyc (rabbit), antiHis und antMCM7 Primarantikdrpern und entspreanden

Sekundarantikdrperranalysiert (B) Schematische Darstellung der der Arbeit verwendeterrLAG-

getaggterMCM7-Konstrukte mit unterschiedlieim Deletionen de€-Terminus (C) Die Proteinexpression
der FLAG-getaggteiVCM7-Mutanten wurde itHEK293-ZellengetestetDie Zellen wurden mipCATCH-

FLAG-MCM7-1/650, MCM7-1/590 oder MCM7-1/500 PlasmidDNA transfiziet und die
Gesamtzedixtraktewurden 42h spaterim Western Blotmit anttMCM7 Antikorper analysiet. (A und C)

Die exogenen MCM-Proteinbanden sind durch schwarze Pfeile, die endogenen Mgaden durch
graue Pfeile markiert

Die Expression allergenerierten MCM+Ll/719Konstrukte konnteim Western Blot
nachgewiesemverden Abb. 4.5, A). Dasrechnerische Molekulargewiclkiesendogenen
MCM7 betragt 81,kDa, die durchanttMCM7 Antikdrper detektierte Bandezeigte
jedoch ein tatsachliches Laufverhalten @&kDa (Abb. 4.5, A, Spuren 34, grauePfeil).
Aufgrund der geringen Grofdes FLAG- und des His-Tags liefen die entsprechenden
UberexprimierterexogenerMICM7-Proteire direkt Uber dem endogenen MCNPFotein.
Die MCM7-Bandenwarenab einer Konzentration von jug DNA in einem 4ug Ansatz
fur alle drei Tagsdetektiebar. Bei Uberexpression des MygetaggtenMCM7-Proteins
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wurde mit demant-Myc Antikérper nur einesinzigeBande detektiertAbb. 4.1, A: anti-
Myc, Spuren 12), wahrend sowohl beim FLAG- als auch beimHis-getaggten
Expressioskonstruken eine zweite Bande mieinemhodherenMolekulargewicht aufat
Die zusatzliche Bande wde mit ant-MCM7 Antikorper ebenfallsnachgewesen, sodass
es sichhier moglicherweise um eine Modkation handelt, die besi Myc-getaggten
MCM7-Protein nicht auftritt. Bei allen Konstruktenwvurden eine bis zwei prominente
niedemolekulare Banden detektieAlfb. 4.5, A). Hierbei handeétes sich wahrscheinlich
um Degradationsprodukte der tiberexprimierten MCRféteine.

Zur genauenCharakterisierung der Interaktion zwischen MCM7 und KCTUD& zur
Eingrenzung potentiell mit Ubiquitin modifizierter LyskRest im MCM7-Leserahmen
wurden mittels PCHKlonierung zusatzich drei C-terminale MCM7-Deletionsmutanten
generiert Abb. 4.5, B). Mittels Yeasttwo-hybrid-Screes wurde die MCM7Regionmit
den Aminoséaurerb91-719 als ausreichend fur die Interaktion mit KCTD8entifiziert
[11], wahrendan derinteraktion mit EGAP die Aminosauren 63854 beteiligt sind130.
Bei der Gterminalen MutanteMCM7-1/650 fehlt ein Teil der Aminosduren die
maoglicherweise die beraktion mit KCTD5 vermitteln Diese KCTD5-Interaktions
domaneist beim Konstrukt MCM7-1/590 vollstandig deletiertebensowie die 52 G
terminalen Aninosaurerder so genannteMCM-Domane AulRerdem fehlt dem MCM7
1/590Konstrukt diebeschriebenénteraktionsloméane fur die Bindungn EG-AP.

Die Proteirexpression der generierten FLA&etaggten MCM7-Deletionskonstrukten
wurde in HEK293Zellen untersucht (Abb. 4.5, C). Unter den beschriebenen
Transfektionsbedingungen latie Nachweisgrenzélir MCM7-1/590 und MCM¥1/500
oberhalb von lug transfiziertem MCM-+Expressionskonstruktwahrend furMCM7-
1/650eine schwache Bandeei 1ug des Konstruktes detektiert werden konitach der
Transfektionvon 4 ug PlasmidDNA wurde fur alle Deletionsmutanten eingeutliche
Expressiondetektiert(Abb. 4.5, C, Spuren 3, 5 und). Beim MCM7-1/500Konstrukt
wurde eine zweite Bandemit einemhéhere Molekulargewicht nachgewiesewobeies
sich mogliherweise undie gleicheModifikation handelt,die beiden FLAG- und His
getaggtenMICM7-1/719Volllange-Proteinenauftiitt (Abb. 4.5, A und C, Spur Y. Eine
zusatzliche, unterhalb der &Pa laufende Bande wurde ballen Deletionsmutanten
detektiert, wobei es sictvahrscheinlich wie bei MCMZ/719 um Abbauprodukte der
Uberexprimierten Proteine handeatenn @e alternative, verkirzte Variante de&CM7-
Proteinswird beidenverwendeten Vektoren nicht gebildet.

Insgesamt konntgjezeigt werden, dasdle unterschiedlich getaggténCM7-Volllange
Konstrukteund Deletionsmutantemur Expression von Proteinen der erwarteten Grof3e
fuhrtenund de Konstruktedamit fuir die Folgegperimentesingesetzt werdekonnten
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4.2.2 Charakterisierung der fur die Interaktion von KCT D5 mit
MCM7 notwendigen Proteindoménen

Zunachst sollte die imYeasttwo-hybrid-Screen bereits nachgewiesene Interaktion
zwischen KCD5 und MCM7 in Saugerzellen verifiziertwerden Dafir wurden
unterschiedlich getagg KCTD5 und MCM?7Volllange-Konstrukte in HEK293-Zellen
transfiziert und das jeweils FLAGetaggte Protein Uber FLAM2 Agarose prépitiert
(Abb. 4.6, A und B).

Nach der Préazipitation von FLAGetaggtem MCM7 korten im anschlielRenden Western
Blot zwei Banden detektiert werden, die im Laufverhalten der unmodifizierten und einer
wahrscheinlich modifizierten Form des MCNPfoteins entspchen Abb. 4.6, A, IP:
Spur 3). Das kdransfizierte Myc-getaggte KCTD5-1/234 konnte in den MCMY
Prazipitaten deutlich nachgewiesen werden, allerdings wurde auch bei der Kontrolle in
Abwesenheit von EAG-getaggtem MCM7 eine MyKCTD5-Bande detektiertdie
jedochsehr schwachvar (Abb. 4.6, A, IP: Spuren 2, 3). Die vergleichsweise wesentlich
starkere KCTD8ande in der Spur 3 (in Anwesenheit von FLM&EM7) weist jedoch
darauf hin, dass es neben einer schwachen unspezifischen Bindung v&{CVIp& an

die HLAG-M2 Agarose auch zu einer spezifischen Kéexpildung mit MCM7kam Das
putative KCTD5Homodimer konnte ebenfalls in den MCNWmunprazipitaten
nachgewiesen werden, allerdings ist die Bindungsspezifitat aufgrund der sehr schwachen
Bande nicht eindeuti¢Abb. 4.6, A, IP: Spuren 2, 3). Die Kotransfektion mit MCM7 hatte
keine Veranderung im KCTDExpressionsmuster in débesamtzedxtrakten zur Folge
(Abb. 4.6, A, Gesamtextakte: Spuren-3).

Als zusatzliche Kontrolle wurden in einem komplementaren Ansatz FKEGD5-
Prazipitate aufdie Prasenz degkotransfizierten MyeMCM7 mittels Western Blot
untersucht. FLAGKCTD5 konnte mit Hilfe der FLAGV2 Agarose spezifiscprazipitiert
werden, wobei auch das putative KCFEBmodimer gut zu erkennen waklb. 4.6, B,

IP: Spur 2). Das Mygetaggte MCM7 konnte nur im Ansatz mit dem kotransfizierten
FLAG-KCTD5 nachgewiesen werden, sodass es sicheura spezifische Interaktion
zwischen den beiden Proteinen harelghbb. 4.6, B, IP: Spuren 1 und 2). Das MCM7
Expressionsmuster wurde durch die Kotransfektion von KCTDS5 nicht beeinfhisist (
4.6, B, Gesamtextrakte).

KCTDS5 interagiert Uber seinen-términalen Anteil mit Cullin3, sodass eine Interaktion
mit  potentiellen Substraten des gebildeten CWKEETD5-Komplexes sehr
wahrscheinlich Uér den Gterminalen Teil des KTD5 vermittelt werden muiss{®, 11].

Um zu untersuchen, welche Aminoséduren am KCTDBbe@ninus fur die Interaktion mit
MCM7 notwendig sind, wurde die Bindung des MyetaggteriolllangeMCM7-1/719

an die Cterminalen KCTDEDeletionsmutanten in Form der FLAgetaggten
Fusionsproteine analysiert.
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Abb. 4.6: KCTD5 interagiert spezifisch mit MCM7. (A, B) Ko-Immunprazipitationzwischen KCTD5
und MCM7 in Saugerzellen. Fir die Transfektion K293 Zellen einer 6cm-Schale mit einem 4g
DNA-Ansatz wurden (A) 2 ug pCATCH-FLAG-MCM7-1/719 und2 pg pMyc-KCTD5-1/234 (B) 2 ug
pMyc-MCM7-1/719 und 2 ug pCATCH-FLAG-KCTD5-1/234 PlasmidDNA verwendet Die RAF-
Zelllysatewurden fur 2h mit FLAG-M2 Agarose prazipitiertDie Prazipitate undlie Gesamtzellextrakte
aus HEK293Zellen wurdenim Western Blot mit ani-FLAG-M2 (mouse) und antiMyc (mouse)
Primérantikdrpern und entsprechenden Sekundarantikérpanalysiert (C) Untersuchung demteraktion
zwischenMyc-getaggtemMCM7-VolllAnge-Protein undFLAG-KCTD5-Mutantenmittels Kopréazpitation
anFLAG-M2 Agarose HEK293 Zellen wurden mi pug pCATCH-FLAG-KCTD5 und2 pg pMyc-MCM7-
Konstrukenin einem 4ug Ansatzkotransfiziert Die Aufarbeitungder Prazipitateerfolgte nach Protokoll.
Die préazipitierten Proteinevurden im WesternBlot mit antrtFLAG-M2 (mous¢ und antiMyc (rabbif
Primarantikdrpernund entsprechenden SekundéarantikdrpeeinhgewieserDie Gesamtzedixtraktewurden
parallel zw Immunprazipitation aufgearbeitet und mittels Western Blot untersucht. (D) Ko-
Immunpréazipiaion mittels FLAGM2 Agarose zur Untersuchung der InteraktinmischenMyc-getaggten
MCM?7-Deletionsnutanten und-LAG-KCTD5-Volllange-Konstrukt in HEK293-Zellen Die Kotransfektion
der HEK293Zellen erfolgte mit 2u.g pCATCH-FLAG-KCTD5 und 2ug pMyc-MCM7-Mutanten ineinem
4 ug Ansatz.Die durch KCTD5koprézipitiertenMCM7-Proténe sinddurchweif3ePfeile markiertFir den
Nachweis der prézipitierten Proteingvurden ant-Myc (mous@ und antFLAG-M2 (mousé
Primarantikdrperund entsprechende Sekundéarantikormwendet

Alle untersuchtenFLAG-getaggtenKCTD5-Deletionsmutanterwurden mit FLAG-M2
Agarose prazipitiertAbb. 4.6, C, IP). Die unspezifische MCMBindung an FLAGM2

Agarose war sehr schwach ukohntedaher vernachlassigterden(Abb. 4.6, C, IP: Spur

2). Zwischen Myc-MCM7 und denFLAG-getaggtenC-terminalen KCTD5-Mutanten
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KCTD5-1/203 1/191 und 1/181 wurde die starkste Bindurepbachte(Abb. 4.6, C, IP:
Spuren 46), die bei weitererDeletion deKCTD5 C-Terminuswieder schwacher wurde

In Prazipitaten mit KCTD&/171 und 1/160 konnteun noch eine €hwache MCMY
Bande nachgewiesen werdeAbp. 4.6, C, Spuren7-8). Im Vergleich zur Negativ
Kontrolle wurde zwischen MCM7 und KCTD#&/145 keine spezifische Interaktion
detektiert Abb. 4.6, C, Spur 9).Nach Kotransfektion der KCTDBeletionsmutanten
wurde keine Anderung im MCMExpressionsmuster beobachtefbb. 4.6, C,
Gesamtextrakde Insgesamt zeigte die Starke der Interaktion eine weitgehende, wenn auch
keine vollstdndige Korrelation mit der nukleédren Lokalisation der jeweiligen KETD5
Deletionsmutanten (vghbb. 4.1).

Als Nachstes wurde die Rolle d#dCM7 C-Terminus bei der Interaktion mitdem
Volllange-ProteinK CTD5 untersuchtFLAG-getaggte&KCTD5-1/234 wurdeliber FLAG

M2 Agarose prazipitiert und die kotransfizierteMCM7-1/500, -1/590 und -1/650
Proteinformerwurden imWestern Blot Gber ihren My€agnachgewiesenAbb. 4.6, D).
Generell wurde weniger FLA®CTDS5 nach Kotragiektion mit MCMT-
Deletionsmutanten prazipitierAbb. 4.6, D, Spuren 3, 5, 7 uné). Bei allen dreiMCM7
C-terminalen Deletionsmutantemar eine schwache Proteinbande zu erkennen, die auf
eine Interaktion mit KCTD5 hinies (Abb. 4.6, D, Spurens, 7 und 9). DieMyc-MCM7-
1/590 und-1/500 Proteinanden sind allerdings sehr schwach, sodas¥ergleich zum
Wildtyp von einer stark verminderten Interaktion auggegen werden musBei Myc-
MCM7-1/650 wurde zum Teil eine unspezifische Bindung an FIME Agarose
beobachtetAbb. 4.6, D; Spuren 4 und 5).

Schlussfolgernd sindif die Interaktion zwischen KCTD5 und MCMauf Seiten von
KCTDS5 eine zumindst partielle Lokalisationm Zellkern und dieAminosaureri71-181

von entscheidender Bedeutun§eitens MCM7 sind die Aminosaurenm Bereich
zwischen 650 und@19 malfigeblich bei der Interaktion mit KCTD5 beteiligt, obwohl die
fur die Interaktionnotwendige Region nicht mit letzter Eindeutigkeientifiziert werden
konrte.

4.2.3 Bildung von trimeren Komplexen zwischen KCTD5,
Cullin3 und MCM7

In den bisher dargestellten Untersuchund@mnte gezeigt werden, das&CTD5 in
Saugerzellen mit MCM7 einen Komplex bilden kann, wodurch di& @asttwo-hybrid-
Screenerhobenen Daten bgitigt werden konnteie weiterfihrenden Untersuchungen
sollten einemdglichenBeteiligung von KCTD5 an der MCM@biquitinierungibereine
Funktion als Substratadapter fur Culif3-Ligase KomplexenachgehenVoraussetzung
fur eine solche Funktion wérdie Bildung von Proteinkompken, welche alle drei
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Komponenten,Cullin3, KCTD5 urd das potentielle Substrat MCM®nthalten. Die
Bildung solcher Komplexe war daher Gegenstand der eiEetperimente.

Fur die Untersuchunginer gemeinsameRolle von KCTD5- und Cullin3-Proteinen bei
der Komplexbildung mit MCM7 wurdenunachstgegen KCTD5 und Cullingerichtete
small hairpin(sh-RNA-Expressionskonstrukigeneriert Die unter der Kontrolle des H1
RNA-Polymerase IlIPromotorsgebildeten shRN& werden durcldas Enzym Dicer im
Zytoplasma der transfizierten Zelle zu den siRBlAals den eigentlichen
Effektormolekilen prozessiert.

Die gegen KCTDSerichteten shRNAConstrukte(insgesamt vieverschiedene shRNBS,
als B,D, E und F bezeichnetyurden in HEK293Zellen durch Kotransfektion mit dem
FLAG-getaggten KCTDHexpressionskonstrukgetestet Abb. 4.7, A). Das shRNA-
Konstrukt B zeigte keinen hemmenden Effekt wahrend das Konstrukt D zu einer
deutlichen Hemmung deexogenen FLAG-KCTD5-Expression fuhrte Abb. 4.7, A,
Spuren 2, 4). Am effektivsten konnte die KCT-B&pression durchdie gemeinsame
Transfektionvon zwei siR N Asinhibiert werden entweder g Kombinationvon D undE
oder die Kombinationvon D undF. (Abb. 4.7, A, Spuren 2 und-8). Diese sR N As&ind
zu verschiedenen Zielregionen komplemerfear.die weiteraen Versuche wurdelaher die
Kombination deshRNA-KonstrukteD und E vewendet.

Die Funktionalitat der generierten shRMNnstrukte gegen Cullin3 irHeLa und
HEK293 Zellen ist derAbb. 4.7, B, zu entnehmen. Sowohl HelLa als auch irHEK293
Zellen wurde die durch anllyc Antikorper detektierte exogene Cullin3
Proteinexpression am starksten durch die Transfektion vogp ShRNAKonstrukt A
gehemmt Abb. 4.7, B: Spuren 14). Die shRNAKonstrukte B und C schienen in HelLa
Zellen weniger effektivzu sein, wahrend es iHEK293-Zellen zu einer schwachen
Hemmung der CullindExpression durch Kotransfektion der shRNA C kam (B, Spuren 2
und 810). Mit Ausnahme der shRNA C IHEK293Zellen nahm bei allen Konstrukten
der Hemmeffekt unerwarteterweise ntitigenden Konzentrationen afhp. 4.7, B). Auf
der Grundlage dieser Ergebnisse wufde die weiteren Versuche |ig des shRNA
Konstruktes A gegen Cullin3 in einenug DNA-Transfektionsansatz verwendet.

Fir den Nchweis der Bildung eines trimeren MCMITDS5-Cullin3-Komplexes
wurdenHEK293 Zellen mit FLAG-MCM7, Myc-KCTD5 und MyeCullin3 Konstrukten
ko-transfiziert. Das FLA&etaggte MCM7 wurde bei allen Ansatzen erfolgreich mit
FLAG-M2 Agarose prazipitiert und ko@zipitierte KCTD5 und Cullin3Proteine wurden
Uber ihren MyeTag in der Western Blot Analyse nachgewieséib( 4.7, C). Eine
spezifische Wechselwirkungwischen MCM7 und KCTD5 konnte ebenso detektiert
werden wiedie zwischen Cullin3 und MCM7Apb. 4.7, C, IP: Spuren 3 und 4), die
maoglicherweise Uber endogenes KCTD5 vermittaldwNach Kotransfektion aller drei
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Proteine wurden KCTD5 und Cullin3 zusammen als MGktéraktonspartner detektiert,
was fir die Bildung eines trimeren Komplexes spriéttl(. 4.7, C, IP: Spur 5).

FLAG-KCTD5 - + + + + + + + +

shRNA - - B D B+D B+E B+F D+E D+F .
WB:anti-FLAG

;’:_ *— o= - ~KCTD5-1/234

1 2 3 4 5 6 7 8 9

shRNA A shRNA B shRNA C
shRNA(pg) - 1 2 3 1 2 3 1 2 3
Myc-Cullin3 + + + + + o+ 4+ + o+ o+ )
135 7 WB:anti-Myc
HeLa| g5— B e p———— L R qTAS L
135— |3
293 W*Culliﬂ
95—
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
FLAG-MCM7 - - + + + + + + +
Myc-KCTD5 + - + - + + 4+ w <
MYC-Cullin3 - + - + + - - + +
Rep78-shRNA - - - - -+ -+ -
KCTD5-shRNA - - - - - - - -~
Cullin3-shRNA - - - - R .
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95— =SEE=EsR=n o
72— - :- : - - ;
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| e e
& WB:anti-Myc
135— ’ <+ Cullin3
72—
52— - - cgiP «KCTD5
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8 — —
© e - —
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Abb. 4.7: Komplexbildung zwischenKCTD5, Cullin3 und MCM7. (A) Austestung dembhibitorischen
Aktivitat der generierten shRNKonstrukte gegen KCTD5 in EK293Zellen (4 ug Anséatze fir &m-

Schalen) Je 1 pg der shRNAKonstrukte wurde mit ig pCATCHFLAG-KCTD5 kotransfiziert. Die
KCTD5-Expression wurde inden Gesamtzkextrakten mit antFLAG-M2 (mous@ Antikdrper
nachgewiesenB) Austestung der Hemmaktivitat dgenerierta shRNA-Konstrukte gegecullin3. HeLa

und HEK293-Zellen wurden mit Jug pMyc-Cullin3 und steigenden Konzentrationdaer sSiRNA gegen
Cullin3 kdransfiziet. Die Proteinexpression wurde ikWestern Blot42 h nachder Transfektion mit anti

Myc (mouse@ Antikdrper untersucht.(C) Co-Immunprazipitation vonMCM7, Cullin3 und KCTD5.
HEK293-Zellen wurden mit Jug pMyc-Cullin3, 1pug pMyc-KCTD5 und 2ug pCATCH-FLAG-MCM7

PlasmidDNA in einem 4ug Ansatzkotransfiziert Als shRNA-Konstruktewurden 1ug shRNA gegenRep,

1 pg Cullin3-shRNA A und je 1ug KCTD5shR N As® und E wie angegebehRotransfiziert. Die Zelllysate
wurdenfir die Immunprazigation mit FLAG-M2 Agarose flr Zh inkubiert unddie Prazipitate wurden
zusammen mitlen Gesamtze#xtraktenmittels Western Blotmit antiMyc (rabbif) Antikdrper auf KCTD5

und Cullin3 und miantirFLAG-M2 (mousé Antikdrperauf MCM7 untersucht.
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Die Menge desan MCM7 gebun@nen KCTD5nahmnach Kotransfektion der Kontrell
shRNA gegenRepr8 leicht und nach Kotransfektion d€ullin3-shRNA deutlich zu,
wahrend die Hemmung der KCTEExpression durchdie KCTD5-shR N As@ und E
keinen Effekt auf die Bindungsstarke zwischen MCM7 Quudlin3 ausibe (Abb. 4.7, C,
IP: Spuren €9). Eine unspezifische Cullin3oder KCTD5Bindung an FLAGM2
Agarose wurde nicht beobachtefbp. 4.7, C, IP: Spuren 12). In der MCMT-
Proteinexpressiongab es keine grof3en Unterschiede zwischen dewerschiedenen
Ansatzen(Abb. 4.7, C, Gesamtextrakde Eine leichte Zunahme d&CTD5-Proteinmenge
wurde nach Kotransfektion mit CullirghRNA beobachtetAbb. 4.7, C, Gesamtextrakte
Spur 7).

Die vorangegangenekrgebnisse deuteten auf die Bildung eines trimd¢emplexes
zwischen MCM7, KCTD5 und Cullin3in S&augerzellerhin. In weiteren Experimenten
wurde daher Uberprift, obdie MCM7-Proteinexpression durch steigende Mengen an
kotransfizierteKCTD5 oder Cullin3 PlasmidDNA beeinflusst wird Abb. 4.8).

FLAG-MCM7 - + + + + + o+ + + o+ o+
Myc-KCTD5(pg) - - - = - - 05 1 15 2 3
Myc-Cullin3(pg) - - 1 2 3 - - - - - -
05— WB:anti-MCM7
=Esr
72— EEREESE *S-N‘*“r =T TFLAG-MCM7
o - . S — === <=MCM7endogen
et — e —
TR — et
WB:anti-Tubulin
e e s a— Tubulin
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11
FLAG-MCM7 + + + + + 0+ o+ o+
Myc-KCTD5(pg) - - - - -1 2 3
Myc-Cullin3(ug) - 1 2 3 - -

" WB:anti-MCM7
95—

72_-..‘ -.d S FLAG-NCH7
50— MCM7endogen

WB:anti-Tubulin

e S, <« Tubulin

1 2 3 4 5 6 7 8

Abb. 4.8: Steigende Konzentrationen von exogenen KCTD5 und Cullin3 fuhren zu keinen
einheitlichen Veradnderungen im MCM?7 -Expressiorsmuster. HEK293Zellen wurden mit jug
pCATCH-FLAG-MCM7 und zusétzlich mit steigenden Mengen vpNyc-KCTD5- oder pMyc-Cullin3-
Plasmidkongentrationerewischenl pg und 3ug DNA in einem 4ug Transfektionsansatz fansfiziert Die
Gesamtzedixtrakte wurdenim Western Blotmit ant-MCM7Antikérper auf MCM7-Expressionund mit
antiTubulin zur Kontrolle der aufgetragenen Proteinmeugtersucht

Die Analyse des ersten Versuches im Western Blot ergab keine kGide5 Cullin3
konzentrationsabhangige Veranderungen in der MEvbteinmenge: Sowohl die

Expression des FLAgetaggten exogenen MCMonstruktes als auch des endogenen
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MCM7-Proteins wurdedadurch nicht beeinflussAbb. 4.8, A). Bei einem wiederholten
Experiment wurde jedoch eine deutliche Zunahme insbesondere des exogenen FLAG
getaggten MCM+Proteins nach Kotransfektion vonug KCTD5 oder Jug Culin3
PlasmidDNA beobachtet Abb. 4.8, B). In Anbetracht der identischen
Versuchsdurchfihrung und widersprichlichen Ergebnisse konnte kein eindeutiger
konzentrationsabhangiger Einfluss von KCTD5 oder Cullin3 au¢ #MCM7-
Proteinmenge festgestellt werden.

Zusammenfassend zeigteie €ir die funktionellen Untersuchungegenerierten 9R N Asd
gegen Cullin3 und KCTD®Bur eine partielle Inhibition der Expression ihrer Zielproteine,
wobei fir KCTD5 fast eine vollstainde Hemmung durcden gleichzeitigen Einsatter
shRNA-KonstrukteD und E erreichiverden konnte Obwohl der trimere Komplex aus
MCM7, KCTD5 und Cullin3 gebildet wirdkam esnach Hemmung der Cullin3
Expressionzu einerdeutlichen Zunahme der Menge an KCTD%velches an MCM7
gebundenwar. Diese Tatsache lasst darauf schlieleagsddas freie, nicht in Cullin3
Komplexen gebundene KCTD5 eine starkere Affinitat zu MCM7 besitzt. Moglicherweise
bilden sich zunachst KCTDBICM7 Komplexe, die dann tUber KCTD5 an CnBi
rekrutiert werdenEine Anderungn der MCMZProteinmenge nach Kotransfaki von
KCTD5 und Cullin3 konnte nicht eindeutig gezeigt werden.

4.2.4 Nachweis der MCM7 Ubiquitinierung Uber denaturierende
Reinigung an NiINTA -Agarose

Fur MCM7 wurdebeschriebendassdas Protein in Sdugerzellerch dieE6-assoziierte
Protein (E6-AP) E3-Ubiquitin-Ligase modifiziertwird, die jedoch nur fir einen Teil der
gefundenen Ubiquitinierung verantwortlich ist13(. Zur Untersuchungen der
Ubiquitinierung von His-getaggten MCM7-Protein unter stark denaturierenden
Bedingungenwurde zunachstlas Protokoll von Rodgueset al. gewahlt[199. Dieses
fuhrte jedochin der Originalfassungicht zur erhofften selektiven AufreinigumigsHis-
getaggterMCM7-Proteins Das urspriungliche Protokoll wurde datmmeodifiziert, um die
Bindungsspezifitat des Higetaggten MCM+Proteins zu erhéhen undedunspezifische
Bindung von Myeubiquitinierten Proteinen an die NiNTFWatrix zu vermindernDie
Modifikationen betrafen vor allem verschiedene Variationater Imidazol
Konzentrationenwéhrend de Aufschluss und Waschschritte undlie Mengen an
eingesetar NINTA-Agarose.
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o Imidazol in mM
NINTA-Pufler Ansatzt 1 Ansatzt 2 Ansatz 3 Ansatz 4
Lysepuffer 10 mM 10 mM 10 mM 10 mM
Waschpuffer - 10 mM - -
Puffer A/0,2 % Triton 10 mM 10 mM 10 mM 10 mM
Puffer A 10 mM 20 mM 20 mM 10 mM (Puffer pH 5,3)
Puffer A/0,1 % Triton 20 mM 20 mM 30 mM 20 mM (Puffer pH 5.,3)
B Ansatz 1 2 3 4
His-MCM7 - -+ -+ -+ -+
Myc-Ubiquitin - + + o+ + o+ + o+ o+
WB:anti-MCM7
135 —
R -_— — - 3
o — = B = = vy
-
<| 72—
E WB:anti-Myc
2| 260—
. ' ' g " ® [ubiquitin

95—
72—

Abb. 4.9: Optimierun g der Methode zur Aufreinigung His-getaggter Proteine mittels NiINTAAgarose.

(A) Tabdlarische Darstellungder verschiedenenlmidazotKonzentrationenin den Aufschluss und
Waschpuffern, die fur die Reinigung von Hjstaggtem MCM7 aubBlEK293-Zellen getestetwurden (B)
NiNTA-Aufreinigung des His-getaggtenMCM7 unter den verschiedenerBedingungen HelLaZellen
wurden mit 1ug pCATCH-His-MCM7 und 1pg pMyc-Ubiquitin in einen 4 ug Ansatzkotransfiziet. Nach

42 h wurden die Zelllysate unter denaturierenden Bedingungeh Himit 20 ul NINTA-Agarose inkubiert.

Die MCM7-Proteinewurden miteinemant-MCM7 Antikdrper und die Myc-ubiquitinierten Formen des
Proteins miinemani-Myc (rabbi) Antikérperim Western Blodetektiert.

Der Abb. 4.9 (A) sind die getesteten ImidazKbnzentrationen zu entnehmen. Besen
Ansétzen wurden jeweils 320 statt urspriinglich 51 NiNTA-Agarose fiirdas Lysat
einer 6cm-Kulturschale (420° HEK293 Zellen) eingesetzEndogenes MCM7 wurde bei
einer NiINTA-Aufreinigung nicht préazipitiert, sodass bei allen Versuchen nur die
Expression und Ubiquitinierung des Hjstaggten, tUberexprimierten MCM7 detektiert
wurde. His-getaggts MCM7-Protein konnte unter allen getesteten Bedingungen
aufgereinigt werden, wobei die héchste WIEM7-Proteinmenge unter den Bedingungen
des Ansatzes 2 prazipitiert werden konitbl{. 4.9, B, oberer Teilygl. Spuren 3, 5, 7, 9).
Gleichzeitig wurde in diesem Ansatz nur sehr wenig unspezifisdiiesn Abwesenheit

von HisMCM7 an die NINTAMatrix gebundeneMyc-Ubiquitin prazipitiert Abb. 4.9,

B, urterer Teil, Spur 4). Das Verhaltnis von spezifischen, durch dieWbiquitinierung

von MCM?7 verursachten Myreaktiven Banden (B, Spuren 3, 5, 7 und 9) zu den Banden,
die durch die unspezifische Prazipitation von MJiquitin an NiNTAAgarose
verursachtvurden (B, Spuren 2, 4, 6 und 8), war daher bei diesem Ansatz im Vergleich zu
den Ubrigen Ansatzen am besten. Aufgrund dessen wurden fur weitere Versuche zur
denaturierendenReinigung an NiNTAAgarose die Bedingungendes Ansatzes 2

verwendet.
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In einem Fajeversuch wurde zunachdte Ubiquitinierung deddis-getaggtea MCM7-
1/719zu verschiedenen Zeitpunkten nach Transfek#ioalysiert als Zeitpunktevurden

dabei24, 30 und 42 verwendetDie
Transfektion detdiert werden Abb
prazipitierten MCM7Proteirs schen

starkste MCM+Ubiquitinierung konnte42 h nach
. 410, A, Spuren 3, 5und 7). Die Menge des
zwischen 30 nd 42h relativ konstantzu bleiben

wéahrend beim 42h-Wert die vermeintliche MCM7-Abbauprodukte zuehmen @bb.
4.10, A, Spuren 3, 5und 7, mit grauen Pfeilermarkier). Die unspezifische Prgatation
von Myc-Ubiquitin in Abwesenheit des Hgetaggten MCM7 war in diesem Versusdhr

gering, sodassed Uberwiegend Teil
ubiquitiniertem MCM?7 entspricht.
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Abb. 4.10: Zellulare Ubiquitinierung des MCM7 -Proteins und seiner Deletionsmutanten (A) MCM7-
Ubiquitinierung zu versckbidenen Zeitpunkten nach TransfektibtEK293-Zellen wurdenin einem 4ug
DNA-Trarsfektionsansatamit 1 pg pCATCH-His-MCM7-1/719 und 1pg pMyc-Ubiquitin kotransfiziet.
Die Eluateder denaturierenden NiNT-AgaroseReinigungwurden mitant-tMCM7 und antiMyc (rabbif

als Priméaratikdrpernund entsprechenden
einem 4ug DNA-Trarsfektionsansatzanit 1

Sekundarantikorpamalysiert (B) HEK293-Zellen wurdenin
pg pCATCHHis-MCM7-1/719, -1/650, -1/590 oder-1/500

trarsfiziert und zum Teil mit Jug pMyc-Ubiquitin kotransfiziet. Die Inkubation mit MG132 erfolgte fir die
letzten 16h vor der Aufarbeitung.Die His-getaggten MCM+Proteine wurden Uber NiNT-Agarose unter
denaturierenden Bedingungen aufgereinigt died Eluatewurdenim Western Blotmit anttMCM7 und

ani-Myc (rabbi) Antikdrpern analysiert
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In Gegenwart des Proteasdnhibitors MG132 kam es zu einer starkeren Akkumulation
der MycUbiquitin-modifizierten Banden und auch zu einer vergleichbaren Zunahme der
Menge an prazipitiertem MCM{Abb. 4.10, B; vgl. auchAbb. 4.10 mit Abb. 4.9). Der
Proteasominhibitor wurde dabei fir 18 zugegeben. Eine deutliche Zunahme der
Proteinmenge in €genwart des Proteasdmhibitors weist darauf hin, dass die
Ubiquitinierung zumindest teilweise an der Degradation von MCM7 beteiligt ist.

Des Weiteren wurdedie Ubiquitinierung der generierten C-terminalen MCM7-
Deletionsnutanten UberprtftDie Konstruke HisMCM7-1/719 und HisMCM7-1/650
konnten gut prazipitiert werden, wahredig@ Menge an prazipitierten MCMZ/590 und
MCM7-1/500 Proteinemur nach Inkubation mit MG13flir einen Nachweis mit dem
MCM7-Antikorper ausreichendar (Abb. 4.10, B). Fur alleMCM7-Deletionslonstrukte
konnteeine Ubiquiinierungnachgewiesen werdeAljb. 4.10, B, Spuren 4, 7-8, 1011,
13-14). Der GrolRRenbereich der ubiquitinierten Banden komteli@abei mit der jeweiligen
GroRRe des nichmodifizierten ProteinsStark ubiquitiniertesViICM7-1/719lief in einem
Molekulargewichtsbereiclzwischen B0 bis 30kDa und dieser Bereich versah sich

bei den Gterminalen Mutanten entsprechend der Grol3e Ridetion in einen etwas
kleineren GrolRenbereicfAbb. 4.10, B, Spuren 5, 8, 11und 14). Dies spricht fur eine
Poly-Ubiquitinierung bestimmter Lysinreste, die sidm der nicht deletierten Region
zwischen Anminosdure 1-500 befinden.Trotz der relativ hohen Menge an NiNTA
gebundenem Proteimurde beiMCM7-1/590im Vergleich zur MCM¥1/650 Mutante ein
deutlicher Verlust an ubiquitinierten Formen beobachédib( 4.10, B, untere Tell,
Spuren 8 und 11Paher scheint auch die Region zwischen den MCM7 Aminosauren 590
und 650 eir oder mehrere Modifikationsstellen aufzuweisen.

4.2.5 Einfluss von KCT D5 und Cullin3 auf die MCM7 -
Ubiquitinierung
Es konnte bereits gezeigt werdelass MCM7einen Komplex mit KCTD5 und Cullin3
bildet (Abschnitt4.2.3. Ferner konnte gezeigt werden, dBEM7 nach Uberexpression
von Ubiquitineiner deutlichen Ubiquitinierung unterworfesird (Abschnitt4.2.4. Um zu
entscheiden, otMCM7 ein mdgliches Substrat fir eingRCTD5-Cullin3-Ubiquitin-
LigaseKomplex darstellt, wurde daher der Einfluss einer Uberexpression von exogene
KCTD5 und Cullin3 auflie MCM7-Ubiquitinierunguntersucht
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Abb. 4.11: MCM7 -Ubiquitinier ung wird durch KCTD5 und Cullin3 kaum beeinflusst. (A)

Ubiquitinierung des MCM+Proteins in Hela und HEK293-Zellen nach Kotransfektion von 4 g

pCATCH-His-MCM7 und 2pg pMycUDbiquitin in einem 8pg Trarsfektionsansatz pro 6cm-

Zellkulturschale In ausgewdahlten Ansétzen wurden zusatzfighiy pCATCH-FLAG-KCTD5 oder 1ug

pCATCH-FLAG-KCTD5 und 1pg pMyc-Cullin3 PlasmidDNA kotransfiziert Eine Halfte der Ansatze
wurde vor der Aufarbeitundir 14h mit 3uM MG132 inkubiert. Die Eluate derNiNTA-Agarose

Aufreinigung wurden im Western Blanit anttMCM7 und antiMyc (mouse)Antikdrpein analysiert

Grauer Pfeil markiert moglichidis-MCM7-Abbatprodukte.(B) Ubiquitinierung von Hisgetaggtem MCM7
in Gegenwart teigender Mengen von exogenem KCTDBHEK293 Zellen wurdermit 1 ug pCATCHHis-

MCM7 und 1 pug pMyc-Ubiquitin in Gegenwartsteigende Mengen des pCATCHFLAG-KCTD5 DNA-

Vektors kotransfiziertEs wurden Parallelansatmeit (Inkubation fir14 h) und ohne ProteasInhibitor

MG132 durchgefuhrt Die Eluate der NiNTAAgaroseAufreinigung wurden imWestern Blot mit anti

MCM7 und antiMyc (rabbit) Antikdrpern analysier{C) Quantifizierungder MCM7-Ubiquitinierung bei

steigenden Konzentrationedes KCTD5Expressionstinstruktes Das Verhéltnisder Intensitaten von
préapitiertem MyeUbiquitin zu MCM7 wurde aus3 unabhangige Versucha mittels Image®rmittelt und

fur die Kontrollen in Abwesenheit von exogenem KCT@&it und ohne MG132)eweils auf 1 gesetzt.
Dargesteli sind alle Intensitédtebezogerauf dieseKontrollen.
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Wie bereits in den vorangegangen Versuchen konntergédeggtes MCM7 und seine
Myc-getaggten Ubiquitinierungsproduktaus den HeLa und in HEK293Zellen
spezifisch Uber NiINTAAgarose aufgereinigiverden Abb. 4.11, A). Nach alleiniger
Kotransfektion von KCTD5%oder kombinierter Expression von exogenen KCTD5 und
Cullin3 zeigte sich jedoch gegenuber der Kontrolle ohne KCTD5 und Cullin3 keine
eindeutige Veraretung im Ausmal} der MCMU@biquitinierungsstarke, weder in der
Absolutstarke Abb. 4.11, A, unterer Teil, Spuren-8) noch in Relation zu eluierter
MCM7-Proteinmenge (A, vgl. unteren mit oberem Teil, Spuré&). Nach der Hemmung
des Proteasoms durch MG132 wurden ebenfalls keine Unterschiede in der-MCM7
Ubiquitinierung detektiert Abb. 4.11, A, Spuren 911). In HEK293Zellen ging die
MCM7-Ubiquitinierung nach der Uberexpremsivon KCTD5 sogar zuriick, wobei dieser
Effekt nach Uberexpression von KCTEEIIIIN3 aufgehoben wurde und das Verhaltnis
MCM?7-Ubiquitinierung/MCM7ZGesamtmenge wieder im Bereich des Kontrollansatzes
ohne KCTD5 lag Abb. 4.11, A, Spuren 1517). Zusatzlich wurden in HEK293ellen
Banden prazipitiert, bei denen es sich vermitliom MCM7-Abbauprodukte handelt
(Abb.4.11, A, 14-17).

Als Nachstes wurde die MCMU@biquitinierung nah Kotransfektion steigend&CTD5-
Plasmidkonzentrationeruntersucht. (Abb. 4.11, B). Es konnten keineeindeutigen
Veranderungen in der MCM7-Ubiquitinierung mit steigenden Mengen aKCTD5-
PlasmidDNA nachgewieserwerden (Abb. 4.11, B, Spuren 413). Bei allen Ansatzen
wurde nach Inhibition des Proteasoms eine Zunahme  de&CM7-
Ubiqutinierungsschmiers beobacht@bb. 4.11, B, Spuren 413). Daher wurde das
Intensitatsverhaltnis zwischeder Ubiquitinierung und der Gesanmproteirmenge an
MCM7 Uberprift. Tendenziell konntenit zunehmenden KCTDEonzentrationenin
Abwesenheit des Proteasdnhibitors eine Abnahme, in Gegenwart des Inhilsifedoch
eine Zunahmales Intensitatsverhaltnissesobachtet werden, was flr eine Beteiligung
von KCTD5 an der MCM?Ubiquitinierung und-Degradation spcht (Abb. 4.11, C).
Dieser Effekt war jedoch statistisch hicsignifikant Die Schwankungen zwischen den
Versuchenwaren sogrof3, dasskeine statistisch signifikanten Effekte zuobachten
waren

4.2.6 MCM7 Expression und Lokalisation in Abhangigkeit vom
Zellzyklus

In vorangegangenen Studien anderer Arbeitsgruppemewaigt worden, dasdCM7 fir

die DNA-Replikation essentiellist und einer Zellzyklusabhéngigen Regulation
unterworfen isf111, 112 122. Daher war es vobesonderem Interesse zu untersuchen,
ob die Uberexpression odémhibition seiner KomplexpartneKCTD5 und Cullin3 die
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Abb. 4.122 MCM7 -Expression und Lokdisation im Verlauf des Zellzyklus. (A) Untersuchung der
Expression des endogenen MCiAtoteinsin Abhangigkeit vom ZellzyklusDie Synchronisation erfolgte
durchden Doppelthymidinblock Die Gesamtze#ixtrakte wurden zu verschiedenen Zeiten nach Freisetzung
geerntet Als Kontrolle dienten utnansfiziete synchonisierteHelLaZellen zum Zeitpunk. HeLaZellen
wurden mitje 1 ug der LeervektoDNA pCATCH und 1 ug pMyc oder zur Untersuchung des Einflusses
von KCTD5 und Cullin3 mit jel ug pCATCHFLAG-KCTD5 und 1ug pMyc-Cullin3 in einem 4ug
Transfektionsansatkotransfziert Bei zwei Ansatzenwurden HeLaZellen mit je 1pg shRNA D und
shRNA E gegen KCTD%nd 1 pug shRNA A gegen Cullin3 transfizierDie Expression des endogenen
MCM7 wurdemittels des amtMCM7 Antikorpers, dieExpressiorder exogenen FLAGKCTDS und Mye
Cullin3 mit antiFLAG-M2 (mouse) und mti-Myc (rabbit) detektiert. Die Analyse mit afifubulin
Antikorper kontrollierte die aufgetragen&esamtproteinmengeGrauer Pfeil detet auf mdgliche
kreuzeagierende ProteingB) Zellulare Lokalisationvon MCM7 und KCTD5 in Abhangigkeit vom
Zellzyklus HelLaZellen wurdenmit 2 pg pCATCHMCM?7 und 1 pg pMyeKCTDS5 in einem 4 pg DNA
Transfektionsansatkotransfiziert. Die Immunfluoreszerdetektion erfolgte mit aniMCM7 Primé&r und
FITC-markiertem Sekundaratikdrper fuir MCM7 sowie mit anttMyc (rabbit) Primadr und TRITG
markiertemSekundéarantikorpdiir KCTDS.

Innerhalb des untersuchten Zeitrahmens konnte keine Veranderung in der Expression des
endogenen MCM7 nachgewiesen werdébl( 4.12, A). Der scheinbare Abfhlder
MCM7-Expression 8 bis B nachder Aufhebung des Blocks ist auch beim als Kontrolle

eingesetzte Nachweis von Tubulin zu beobachten und daher wahrscheinlich auf
ungleichméiy aufgetragene Mengen der Gesamtzellextrakte zurickzufihren. Nach
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Uberexpressn von KCTD5 und Cullin3 konnten ebenfalls keine deutlichen Unterschiede
im zeitlichen Verlauf deMCM7-Proteinspiegalim Vergleich zum Ansatz mit den leeren
Vektoren detektiert werdgi\bb. 4.12, A).

Die Hemmungder endogenen Cullin3und KCTD5Proteine durch den Einsatz von
ShRNAG6s hatte ebenf al |l s -Expeessioe im Védlerch 2um s s
Kontrollansatz Abb. 4.12, A). Auch hier korrelieten die Schwankurgn der detektierten
MCM7-Mengen mit denen des Tubulins und sind daher auf ungleiche Mengen an
aufgetragenen Gesamtzellextrakten zurlckzufihBen der Bewertung dieser Versuche

zu einem mdglichen Einfluss von KCTD5 und Cullin3 auf MCM7 in verschiedenen
Phasen des Zellzyklus muss jedoch bertcksichtigt werden, diash die limitierte
Effizienz der Transfektion der Uberexpressiogw. der RNAInterferenzKonstrukte

nicht alle Zellen erreicht wden, die endogenes MCM7 exprimieren

Es konnte in den vorgegangenen Versuchen zu KCTD8kalisation gezeigt werden,
dass KCTD5 zu bestimmten Phasen des Zellzyklus verstarkt perinuklear und zum Tell
auch nuklear lokalisiert vorliegtApb. 4.4). Mittels Immunfluoreszenintersuchungen
wurde nun die jeweilige Lokalisation von MYCTD5 und FLAGMCM7 nach
Kotransfektion der beiden Proteine in HeZellen untersucht. Die Translokatioron
KCTDS5 in den Zellkern 9 bis 10 nach er Aufhebung des Blocks an der Grenze zur S
Phasefuihrte zu einemZusammentreffen der beiden Proteine Zeitfensterunmittelbar

vor der Zytokinese Abb. 4.12, B). MCM7 konnte nur im untergeordneten Mafl3e im
Zytoplasma detektiert werdenB. 7 h nach der Blockau#bung.

Das Uberexprimierté-LAG-KCTD5 zeige keine Schwankungen dd?roteinexpression
wahrend deuntersuchten 1B. Eine dimerische Proteinform konnte bei diesem Versuch
im Zeitfenster vorB8 bis 10h nachAufhebung des Blocks, welches mit einer verstirk
nuklearen Lokalisation korliert hatte nicht detektiert werdeifAbb. 4.12, A, Spuren €8).

Die Untersuchung der Proteinexpression tioHalisationin densynchronisierterHelLa

Zellen zeigte, dasKCTD5 und MCM7 vor der Zytokinese imZellkern aufeinander
treffen kbnnenso dass es insbesondere in diesem Zeitfenster zu moéglichen funktionellen
Auswirkungen kommen kann.

4.3 KCTD5 und MCM7 im AAV -2 Replikationszyklus

4.3.1 Interaktionen zwischen KCTD5, MCM7 und Rep 78/ Rep68

Zu denbereitsbeschriebenen KCTDteraktionspartnerrgehdren die groReAAV -2
Repr8/ReB8-Proteine daren Uberexpression eine Translokation des KCI®6teins in
den Zellkern bewirkf10]. Da fur MCM7 ebenfalls eine Interaktion mit den grof3en Rep
Proteinenbeschrieberworden warf{139, wurden moglicheNechselwirkungen zwischen
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KCTD5, MCM7 und den Ref8/Re®B8-Proteinen untersuchdie Auswirkungen auf den
AAV -Replikationszyklus haben kénnten

Mittels Immunprazipitatiornach Expression allatrei Proteinein HEK293-Zellen wurde
zunachstuntersucht, ob die R&B/ReB8-Proteine d@ Interaktion zwischen KCTD5 und
MCM7 beeinflussen konnenFur die Interaktion mit MCM7 sind die C-terminalen
KCTD5-Aminoséaurenl71-181 entscheidendAbb. 4.6, C), wahrenddie Interaktion mit
den RepProteinerdurch die Aminosauren 20234 vermittelt wird[10, 11]

Fur diesen Versuch wurde FLA@etaggtesKCTD5 aus Zelllysaten mit FAG-M2
Agarose prazipitiert undie kotransfizierterlMCM7- und Rep6&Proteinewurdenmittels
Western Bot detektiert.Trotz derFLAG-KCTD5-Prazipitation in groRen Mengevar das
Myc-getaggte MCM7Proteinim Gegensatz zu den in Abschniti2.2 dargestellten, in
HEK293 Zellendurchgefuhrten Visuchemicht detektierbgrunabhéngig von der Rep68
Koexpression(vgl. Abb. 4.6, C und Abb. 4.13, A). Rep68konntenur in den KCTD5-
Immurprazipitaten nicht aber in den Kontrollprigataten in Abwesenheit von KCTD5
nachgewiesen werden, wdie spezifisch&Vechselwirkungzwischen KCTD5 und Rep68
bestétigt(Abb. 4.13, A, IP: Spuren 3, 4, 7 und 8piese Interaktion wurdéeurch die
MCM7-Kotranfektion nicht beeinflusstSowohl das Rep6Brotein als auch KCTD5
wurden deutlich exprimiert, wobei Rep68 keinEBmfluss auf die KCD5-Expresson
ausube (Abb. 4.13 A, Spuren 2, 4, 6, 8). DiexogeneMCM7-Expressiorging nachder
Koexpressionmit Rep68 zurlick die Mengen des endogenen MCMProteins waren
jedochnur leicht riicklaufig(Abb. 4.13, A, GesamtextrakteSpuren 53).

Die Interaktion zwischen KCTD5 und MCM7 konntedanVersucherin Gegenwart von
Rep68 nicht detektiert werden, sodass mehsten Versuche mit dem AAX/Protein
Rep78 durchgefihrt wurden. Zusatzlich zu dem KGMdlllAnge-Protein wurde die €
terminale Deletionsmutante KCTEH181 aufdie Komplexbildung mit MCM7 nach
Koexpression von Rep78 uberpruft: Der KCFDA81:-Mutante fehlendie fir die
Interaktion mit Rep78 notwendige@-terminalen Aminosaurengdoch zeit) sie eine
starkere Interaktion miMCM7 als das VolllangeKCTD5-1/234 @bb. 4.6, C). Sowohl
KCTD5-1/234 als auch KCTD4/181 konnten Uber die FLAGI2 Agarose gut
aufgereinigt werden Abb. 4.13, B, Spuren 2 und -40). In den FLAGKCTD5-
Prazipitaten wurde mittels arfRep Antikorper eine Proteinbande detektiert, die im
Laufverhalten der Molekulargrof3e des RejPf8teins entspractAbb. 4.13, B). Dadiese
Bande jedoch in abgeschwachter Form abehder Negativkontrolle und in KCTDB5
1/181 Prazipitaten detektiert wurde, obwohl Rep78 nachweislich keine Interaktion mit
KCTD5-1/181 eingeht, handelte es sich harwahrscheinlichum eine uspezifische
Proteinbande der Molekulargréf3e k2a, die bereits in den Versuchen mit Rep68 zu
beobachten war (vghbb. 4.13, A und B, IP:anti-Rep.
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Abb. 4.13: Einfluss der groRen AAV-2 RepProteine Rep78 und Rep68 auf die Interaktion zwischen
KCTD5 und MCM7 . (A) FLAG-M2 AgaroseKo-Immunpréazpitationvon Rep68 und MCM7 mit FLAG
getaggtem KCTD3n HEK293Zellen. Die Zellen wurden mit jug pPCATCHFLAG-KCTDS5, 1 ug pMyc-
MCM7 und 1pug pKEX-Rep68in einem 4ug DNA-Transfektionsansatkotransfiziert. Die Halfte der
Proben wurde lysiert undas FLAGgetaggte KCTD5nit FLAG-M2 Agaroseprazipitiert Von der anderen
Halfte wurdenGesamtzetxtraktehergestellt Die Prazipitateund die Proteinextraktevurden im Western
Blot mit anttMCM7, anttMyc (mous@ und anti-Rep Primar und entsprechenden Sekundéarantikérpern
analysiert (B) Immunpragpitation von Rep78 ud MCM7 mit FLAG-getaggten KCTDHroteinenin
HEK293-Zellen. Die Zellen wurden mitl ug pCATCHKCTD5-1/2340der1 pg pCATCHKCTD5-1/181,

2 ug pMyc-MCM7 und 1pg pKEX-Rep78in einem 4ug Transfektionsansatikotransfiziert Die Lysate
wurden mit FLAGM2 Agarose inkubiert und die Prézipitate wurden irasférn Blotmit anttMCM7, antk
Myc (mousé und antiRep Antikdrpernanalysiert Die Aufarbeitung und Detektion erfolgte analog zu (A).
(C) Co-lmmunprazipitation von KCTD5 mit FLAGetaggtem MCM7 in HEK293-Zellen. HEK293-Zellen
wurden mit 2ug pCATCHFLAG-MCM7, 1ug pMycKCTDS5 undO0,2 ug pKEX-Repr8 kotransfiziert. Die
Zelllysate wurden mit FLAGV2 Agaroseprazipitiet und im Western Blotmit anttFLAG und antiMyc
Antikdrpernanalysiert

MCM7 zeigte eine spezifische Interaktion mit beiden untersuchten KcPrDteinen,
wobei de Bindung an KCTDH/181, wie schonin den friheren Versuchemstarker
ausgepragt warAbb. 4.13, B, Spuren 4 und 8)In Gegenwart von Rep78 war jedoch
keine MCM7KCTD5-Interaktion mehr nachweisb&Abb. 4.13, B, Spuen 6, 10). Bei
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den KCTD51/234Prazipitaten koénnte die Komplexbildung zwischen MCM7 und
KCTD5 aufgrund einer sterischen Hinderuhgch Rep78 inhibiert worden sein. Bei dem
KCTD5-1/181 sollte einesolche steridee Hinderung aufgind der fehlenden Interaktion
von Rep78 mit dem verkirzten KCTB%otein nicht vorliegen, aber die Expression und
damit die Prazipitation von KCTD5 scheint hier durch die Kotransfektion von Rep78
reduziert worden zu sein

Um zu Uberprufenpb die KomplexbildungzwischenMCM7 und KCTD5 in Gegenwart
von Rep68 mdoglicherweisaur aufgrund der geringen prazipitiert’l€TD5-Menge nicht
nachweisbamwar, wurde eine Immunprazipitation mit nié&LAG-getaggten MCM7 und
Myc-getaggten KCTD5 in Anwesenhaion Ref8 durchgefiihrtNach Uberexpression
von Rep78 wurde &in Unterschied irder pragpitierten MCM7-Menge detektier{Abb.
4.13 C, Spuren und 4). DasKCTD5-Protein konnte in geringen Mengkaoprazipitiert
werden(Abb. 4.13, C, Spuren 24). Der Intensitatsvergleich der Igganden mit dem in
den Prappitaten enthalteneKCTD5-Protein deutet darauf hin, dass in Gegenwart von
Rep78 mdglicherweise weniger KCTD5 mit MCM@mplexiert wird.

Insgesamt scheint i@l Wechselwirkung zwischen KCTD5 und Rep68 durdle
Kotrarsfektion vonexogenenMCM7 nicht beeinflusszu werden wahrend die MCM7
KCTD5-Interaktion nach Koexpression von RefHR@68 leicht geschwacht wird
moglicheweise durch sterische Hinderung
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Abb. 4.14: Interaktion zwischen MCM7 und Rep78 (A) Ko-Immunpréipitation: HEK293-Zellen
wurden mit3 ug pPCATCHFLAG-MCMY7 und pKEXRep78 in steigenden Plasmidmengen zwisobdn
und 1pg in einem 4ug DNA-Transfektionsansatkotransfiziert. FLAGM2 Agaroselmmungazipitate
wurden mittels Veéstern Blot mit anttRep und antMCM7 Primarantikbrpern und entsprechenden
Sekundarantikérperanalysiert Die Gesamtze#ixtraktewurdenaus parallel zu Immunprézpitation mit den
gleichen Mengen an PlasmBNA trarsfizierten HEK293-Zellen hergestellt Der Nachweis der MCMY
und Rep7&xpression erfolgte mit aAMCM7 und antiRep als Priméaratikdrpernund entsprechenden
Sekundéarantikérpern(B) HEK293Zellen wurden mit 219 pCATCHFLAG-MCM7 und 0,2ug pKEX-
Rep78in einem 4ug Transfektionsansatzotransfiziert. Die eine Halfte der Proben wurde mit -&ep
Antikérper und Sepharose A préazipitiert. Die zweite Halfte der Proben wurde mKlah@-M2 Agarose
préazipitiert Rep78 und MCM7 wurden im ®étern Blotmit anttMCM7 und antiRep Antikdrpern
nachgewiesen.

Fur die Repr8/Re®B8-Proteinewurde die Interaktion mit MCM7 uneine zumindest
partielle Kolokalisation in subnuklearen Strukturesdigieberf139. Rep78 kbnnte also
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Uber die Interaktion mit MCM7die Komplexbildung zwischen MCM7 unHCTD5
reduzieren. Eine Kotransfektion mit Rep78dessen Expressio schon bei kleinen
transfizierten Plasmidmengen den Sattigungsbereich erreichate in HelLaZellen
keinen inhibierendenEffekt auf die Expression desxogenenFLAG-getaggtenoder
endogenen MCMProteirs (Abb. 4.14, A, Gesamtextrakde In denFLAG-M2 Agarose
Préazipitaten wurden beide FLAG-getaggten MCM-+Proteinmodifikationen mit anti
MCM7 Antikorper nachgewieser(Abb. 4.14, A). Auch der antrRep Antikorper
detektierte eia Bande mit einem Molekulargewichuf der Hoéhe des Rep78 bgép-
80kDa (Abb. 4.14, A, IP: Spuren 47). Diese Rep78Bande wurde jedoch auch im
Prazipitatin Abwesenheit des FLA@etaggterMCM7 detektiert(Abb. 4.14, A, IP: Spur
3) und ist daher eher auf eine unspezifische Prazipitation von Repa@fase Bindung
an MCM?7 zurtickzufuhren.

Parallel zueinan analogen Koprégitationsversuchmit FLAG-M2 Agarosein HEK293
Zellen wurde in diesen Zellen zusatzliehe Prazipitation midemanti-Rep Antikorper
durchgefuihrt, um die mdogliche Interaktion zwischen MCM7 und Repi8
komplementéren Ansatrachweisen zu kénnen. Rep78 konnte durch denrAREROrper
sehr gut prapitiert werden (Abb. 4.14, B, Spur 3) aberMCM7 wurde nicht nur im
Rep78Prazipitat, sonderauch in den Kontrollansatzen detektigkbb. 4.14, B, Spuren 1
und 2. Bei derPrazipitation Uber derFLAG-Tag desVICM7-ProteinswurdeRep78auch
in Abwesenheit von MCM7 unspezifisch prazipitiekbb. 4.14, B, Spuren 5 und 6).
Zusammenfassend ist daher festzustellen, dassspemfische Inteition zwischenden
AAV -2 Repr8/ReB8-Proteinen und dem ReplikationsfakMCM7 in dieser Arbeit nicht
verifiziert werdenkonnte

4.3.2 Einfluss der AAV -2 Proteine Rep78/Rep68 auf die MCM7 -
Ubiquitinierung
Die Interaktion zwischen KCTD5 und MCM7 scheint invwasereit der grol3en Rep
Proteine beatrachtigt zu seirfAbschnitt4.3.1). Aus diesem Grund wurde untersucht, ob
die RepUberexpression die MCMUbiquitinierung durch mdglich&Vechselwirkungen
mit demKCTD5-Cullin3-MCM7-Komplex beeinflusserkdnnte.
Die Expression deverwendeterRe8-Proteine erreichte schon bei eirtensfizierten
PlasmidDNA-Menge von 0,6ug einen SattigungsbereicAljb. 4.15, A und B,antirRep.
Nach der Kotransfdion von Rep68 odeder Kernwanderungsmutant@ep68NLS
konnten keine deutlichen Veranderungen in der MeBApression nachgewiesen werden.
Ein geringer Anstieg in der Proteinmenge des endogeatssr nicht exogenen FLAG
getaggten MCM+Proteinskonnte nactKotransfektionvon mehr als Jug Rep68Re® 8
NLS-PlasmidDNA beobachtet werdei\bb. 4.15, A und B, Spuren -B).
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Nach der Uberexpression von Rep68 kam es tendenziell zu einer leicht verminderten
MCM7-Ubiquitinierung ohne eine Reduktion in der Menge an prazipitiertem Protein
(Abb. 4.15, C, vgl. Spuren % und 78). NachderKotransfektion mit Rep68ILS wurden
geringere Mengen des HMCM?7-Proteins prazipitiertdie durch Ubiquitin modifizierten
Banden nahmeaber teilweise sogar zAlpb. 4.15, C, Spuren 4 und 10).
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Abb. 4.15: Einfluss von Rep68 und der Kernwanderungsmutante Rep68&NLS auf die MCM7 -
Expression und-Ubiquitinierung . (A, B) HEK293-Zellen wurdenmit 1 pg pCATCH-FLAG-MCM7 und
steigenderKonzentrationervon pKEX-Rep68 odepKEX-Rep68NLS in einem 4ug Transfektionsansatz
kotransfiziert.Die Gesamtze#ixtraktewurdenim WesternBlot mit anttMCM7 und antiRep Antikdrpern
analysiert (C) NiNTA-Aufreinigung des Higyjetaggten MCM7 und Nachweis dBfCM7-Ubiquitinierung
HEK293Zellen wurden mit jug pCATCHHis-MCM7, 1ug pMyc-Ubiquitin und teilweise mit0,2ug
pKEX-Rep68 oderpKEX-Rep68-NLS in einem 4ug Transfektionsansatkotransfiziert. Die Zelllysate
wurdenan NiNTA-Agaroseaufgereinigt unddie NiNTA-Eluateim Wesern Blot mit anttMCM7 und anti
Myc (rabbi) analysiert Die Gesamtextrakte wurderagllel zu NiNTA-Aufreinigung hergestellt und mit
anti-Rep AntikdrpemittelsWestern Bloauf Rep6&Rep68NLS-Expression untersucht.
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Insgesamt kommt es also durch das Uberwiegend im Kern lokali®eg&8Wildtyp-
Protein zu einer leicht verminderten, durch die zytoplasmatisch lokedislep68NLS-
Mutante jedoch eher zu einegrstarken MCM7-Ubiquitinierung.

4.3.3 Einfluss von MCM7 auf die AAV -2-Genomreplikation

Die initiale Bindung des MCMomplexes kann durcldlas Humane Cytomegafious
oder das E4Protein der Humanen Papillomaviren (HP¥§rmindern werden, wahrend
MCM4 durch das EpsteinBarr Virus (EBV) phosphoryliert wird[135137]. MCM7
wurde alsein fur dieproduktiveAAV -2-DNA-Repikation esenteller Faktor beschrieben
[140. Eine produktive AAV -2-Replikation erfordert eine Koinfektion mit einem
Helfervirus wie beispielsweis@Adenovirus,welches ein fur die AAVDNA-Replikation
und Induktion der Genexpression geeignetes zellulifdisu induzieren kann157.
Auch furdenAdenovirus wurdesine Beteiligung an devliodifikation zellularer Proteine
beschrieberf200, 201]. Daher kann nicht ausgeschlossen werden, dasaktiigtat des
MCM-Komplexes durcldie AAV-Helferviren posttranslational reguliert wirdusgehend
von dieser Uberlegungvurde daher untersucht, ob sich das AusmaR der MGM7
Ubiquitinierung nah einerinfektion mit Adenovirus entscheidend verandert

Die MCM7-Ubiquitinierung wurde in HEK293Zellen nach einer Infektion mit
Adenoviren vornSubtyp?2 untersuchtZusarlich wurdedabeidie MCM7-Ubiquitinierung
nach der Hemmungvon KCTD5 durch Verwendng der spezifischen KCTDRNA-
InterferenzKonstrukte shRNAG D und E Uberprift. Die Adenovirusinfektion schien
keinen Einfluss auf die MCMZUbiquitinierung zu haben denn die MCM7-
Ubiquitinierungsintensitainderte sich nach der Infektion nigitbb. 4.16, A, Spuren 3
und 4). Die zusatzlicheKotransfektionder KCTD5shR N AsGhatte ebenfalls keinen
Einfluss aufdie MCM7-Ubiquitinierung Abb. 4.16, A, Spuren3 und5). Daspardlel fur
die Effizienzkontrolle der shRNAKonstrukte eingesetzteLAG-KCTD5-Proteinwurde
jedoch nach Kdransfektion der Konstrukte aucatur partell gehemmt(Abb. 4.16, B),
sodassin eventueller Effekt der Inhitton von KCTD5 auf die MCM+-Ubiquitinierung
nicht abschliel3end beurteilt werden kann.

Zusatzlich zurUbiquitinierung wurde auch die MCMExpression24 und 4Ch nachder
Infektion mit Adenovirus Uberprifin der Proteinexpressiosowohl des exogenen als
auch des endogenen MCMroteins gab es nadier Infektion mit Adenovirus kaum
VeranderungenAbb. 4.16, C, vgl. Spuren 4nd §. Zwar wurde eine leichte Zunahme der
MCM7-Proteinmenge 2# nach der Infektion beobactet, nach der Auswertung von
Wiederholunggersuche handelte es sich hier aber urexperimentell bedingte
Schwankungen ddpProteirmenge(Abb. 4.16, C, 24 h: Spur 6). Auch der Rickgang der
MCM7-Bandenstérke nactier Kotransfektion mit Ubiquitin war nicht reprasentativ fur
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alle Versuche, sodass man daraicht zwangslaufig eine verstarkte MCND&gradation
nach Uberexpression vdgbiquitin ableiten kanr(Abb. 4.16, C, 24h: Spu#). Erst nach
der Inkubation mitdem Proteasoninhibitor MG132 konnte ein kleiner Rickgander
MCM7-Proteinmenge nach Adenows Infektion beobachtet werdgibb. 4.16, C, vgl.

Spuren 5 und 7), was auf eine schiagre MCM7 Proteinexpressian Gegenwart von
Adenovirus hindeutet.
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Abb. 4.16: Einfluss des Adenovirusauf die MCM7 -Ubiquitinierung und -Expression.(A) Prazipitation
von His-getaggtemMCM7 mit NiNTA-AgaroseausHEK293Zelllysaten.Die Zellen wurdernzunachsimit

Adenovirus infiziert und anschlieBemdit 1 ug pCATCHHis-MCM7, 1ug pMycUbiquitin und fir den
Ansatz 5 zusatzlich mit j& pg KCTD5-shR N As® und E trasfiziert. Die Angaben beziehen sich auf@m
4 ug TransfektionsansatRie Ansatze wurden vor der Aufarbeitufiy 16 h mit dem Proteasofimhibitor
MG132 inkubiert. DiesluiertenProteine wurdemittels Western Blotmit antiMyc (rabbif) und aniMCM7

Antikorpen detektiert.(B) Parallel zu A durchgéhrterVersuchzum Einfluss der KCTDsMHR N As® und
E auf die FLAG-KCTD5-Expressionin HEK293-Zellen. Die Zellen wurden mit ig pCATCHFLAG-

KCTD5 und je 1ug KCTD5-shR N As@D und E in einem 4ug Transfektionsansatirarsfiziert. Die

Gesamtzelixtrakte wurden im Western Blot mit antiFLAG-M2 (mousg Priméarantikérper und

entsprechendem Sekundarantikorpetersucht. (CHEK293-Zellen wurden mitl pg pCATCHHis-MCM7

und 1pg pMyc-Ubiquitin in einem 4ug Transfektionsansatz transfizieHine Halfteder Ansatzewurde
unmittelbarvor der Transfektiomit Adenovirus infiziert(40 h), wahrend diezweite Halfte erst16 h nach
der Transfektion mit Adenovirus infiziert wurde (24h). Alle Anséatze wurden 4Ch nach der

Plasmidtransfektion aufgearbeitet6h vor der Aufabeitung wurde ein Teil der Ansatzenit dem
Proteasorinhibitor MG132 inkubiert Die His-MCM7-Expression wurde imlen Gesamtzadktrakten mit
ant-tMCM7Antikdrper untersucht. (D) Die Gesamtze#xtrakte ausHelLa und HEK293Zellen nach
Infektion mit Adenovius und Transfektionvon 2 pg pPCATCHFLAG-MCM7 und1 pug pTAV2.0in einem
4 ug Ansatz Die Gesarteellextrakte wurden 4@ nach Transfektion und 24 oder BGach Infektion mit
Adenovirus gesammelt. Die MCMDJetektion erfolgte mit arfFLAG-M2 (mous@ Priméar und

entsprechende Sekundérantikdrper

Die MCM7-Expressionwurde auchnach Kotransfektion mit einem AAY-Wildtyp-
Plasmid untersuchyym Aussagen in Gegenwart eines replikationsfahigen AZéhoms

treffen zu konen In der Proteinmenge des exogenen FLég&taggten MCM7 konnten
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keine Verdnderungen detektiert werden, die auf eine mdgliche-2Rdlle hinweisen,
unabhangig vom Zelltyp odeter zeitlichen Dauer der AAX2-Genomreplikation Abb.
4.16, D). Allein die niedrmolekularen Banden, dieutth den antFLAG Antikdrper
zusatzlich detektiert undden moéglichen MCM7Abbauprodukten zugeordnet wurden,
nahmen nur in Anwesenheit dexplikationsfahigen AAVGenomsund nachAdenovirus
Infektion zu @Abb. 4.16, D, Spuren 24 und 57).

Die durclgefihrten Experimente lieferten keinen Nachweis einer Veranderung in der
MCM7-Proteinexpression odedter MCM7-Ubiquitinierung untereinem Einfluss von
Adenovirus oder AAV2.

Ungeachtet der Ergelsse von Nashet al, die MCM7 als Rep7&e®8
Interaktionspartner identifiziertef139, konnte die MCM7Rep78ReG8-Interaktion in
dieser Arbeit nicht verifiziert welen Es stellte sich die Frage, ob MCMuirklich eine
Schlisselrolle bailer AAV -2-Replikation spieltwie in der vorausgegangenen Arbeit von
Nashet al. beschreiben14(. Fur die Bearbeitung dieser Fragestellung wurdéhI$hs6
gegen MCM7 generiert und Veranderungen in der AAReplikation nach deren Einsatz
untersucht.

Die Wirkung der generierten BN Asdvariiertezwischen den Konstruktekaum (Abb.
4.17, A). Die siR N AsOE und Fwaren in HelLaZellen sehr effektiv und fuhrten zur
vollstandigen Expessionshemmung der exogenen, FABd Hisgetaggten MCM7 und
zur Reduktion des endogenen MCHAroteinsauf 10 bis 20% des zellularen Niveaus
(Abb. 4.17, A). Unter Einsataler shRNAKonstruktewurdein HeLaZellenein mogliche
Effekt der Inhibition von MCM7 auf die produktive AAZ-ReplikationuntersuchtNach
der Kotransfektionvon steigenden Mengen adCM7-shRNA F mit einem infektiosen
AAV -Genom in Gegenwart von Adenovirus konnierder Southern Blot Analydesine
Veranderungen in @ Abundanz de”rAV -2-Replikationsintermediate gegentber dem
Kontrollansatz gefunden werd€Abb. 4.17, B). Ein leichter Rickgang der replikativen
DNA-Formen konnte im Ansatz mit Opfg kotrarsfiziertem shRNA-Konstrukt beobachtet
werden Abb. 4.17, B, Spuren ). Bei dieser Konzentration war auch der staEtekt
auf die exogene und endogene MGExpression zu verzeichneAlfb. 4.17, C, Spuren
2-6). Unter Einbeziehen der Folgeexperimente muss dieser Rickgang jedoch als
experimentelle Schwankung interpretiert werden.

Da der Ansatzmit dem shRNAKonstrukt F die endogene MCMExpression nicht
vollstandig hemmtewurde eine Kombination aus shRNAKonstrukten bezugliclihres
Einflusees auf die AAV-2-Replikation untersucht. Das Niveau der AAW2-
Replikationsintermediateblieb trotz der gemeinsamen Kotransfektion beidd#rRNA-
Konstrukte unverandert Apb. 4.17, D, Spuren ). Es erfolgte eine starke
Expressionshemmung des Hjstaggten MCM+Proteins, das Proteinniveau des
endogenen MCM7 gingedoch nur geringfligig zurick Abb. 4.17, E). Hierbei ist zu
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beriicksichtigen, dass fur die Hemmung des endogenen MCM7 die Transfektionseffizienz
eine entscheidende Rolle spielt, wahrend das exogene Protein ausschlief3lich in den Zellen
exprimiert werden kann, die auch die shRKé&nstrukte aufnehnre

Eine geringe Abschwachung der dimerischen und vor allem monomerischen replikativen
DNA-Form zeigte sich unter dem mSatz der KCTDsHhR N Asp die jedoch in
Folgeexperimenten ebenfalls als Schwankung interpretiert werden mAibbted(17, D,

Spur 6).
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Abb. 4.17: Die AAV2-Replikation wird durch eine Hemmung derMCM7 Expression nicht beeinflusst
(A) Untersuchung dewirkung von MCM7-shRNA-Konstruktenauf die MCM7-Expression HeLaZellen
wurdenmit 1 pg pMycMCM7 und 0,5pg shR N As@egen MCM7D, E oder Fin einem 4ug Ansatz
kotrarsfiziert. Die Gesamtze#ixtrakte wurda mit anttMCM7 Antikdrperim Western Blotuntersucht(B)
Wirkung derMCM7-shRNA F aufdie AAV -2-DNA-Replikation.HeLaZellen wurden mit 2ug pTAV2.0
und steigenden Konzentrationeder MCM7-shRNA F in einem 4ug Ansatz katarsfiziert. Vor der
Transfektion wurden all&nséatze auReder Negativiontrolle mit Adenovirus infiziert.Die monomeische
und diedimerische AAV -2 DNA-Replikationsformerwurden mittels Southern Blot Analyse nachgewiesen
(C) HeLaZellen wurderin einem Parallelansatz £ZB) mit steigenden Konzentrationgon MCM7-shRNA
Fund 1ug pCATCHHis-MCM?7 kotransfiziert.Die Gesamtze#ixtraktewurden mit anitMCM7 Antikorper
im Western Blotanalysiert (D) Wirkung der MCM7-shR N AsGoder KCTD5shR N Asdauf die AAV -2-
Replikation.HeLaZellen wurden mi2 ug pTAV2.0und je 1 ug KCTD5shR N As® und Foder jel ug
MCM7-shR N As6C und E oder C und kotransfiziet. Alle AnsatzeaulRerden Negativiontrollen wurden
mit Adenovirus infiziert. Die monomeische und die dimesche DNA-Replikationsformenwurden in
Southern Blot analysier(E) HeLa-Zellen wurden in einem Parallelansatz(®) mit 1 ug pCATCHFLAG-
MCM7 und je 1 pg MCM7-shR N Asbdoder 1 pg pCATCHFLAG-KCTD5 und je 1 pug von KCTD5-
shR N As® und Fkotransfiziert. DieGesamtze#ixtrakte wurdemit anttMCM7 Antikorper in Western
Blot analysiert
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Eine Beteiligung von MCM7 an der produktiven AA/Replikaton konnte in den im
Rahmen dieser Arbeit durchgefuhrten funktionellen Untersuchungen nicht bestatigt
werden. Die Hemmung der MCMRroteinexpression mit Hilfe von spezifischen
shR N Aséfuhrte zu keinen nennenswerten Veranderungen in der -28WA-
Replikatil. Die Effektivitat der eingesetzten shRNKonstrukte fur das endogene
Protein kann allerdings nur anhand parallel durchgefihrter Versuche mit getaggten
exogenen Proteinkonstrukten bewertet werdlbngekehrt konnte weder fiffAV -2 noch

fur Adenovirusals enes seiner bevorzugten Helfervirein Einfluss auf die MCM7
Ubiquitinierung odeden MCM7-Proteirspiegelnachgewiesen werden.

4.4 Funktionelle Charakterisierung des KCTD5-
Interaktionspartners ZNF711

4.4.1 Untersuchung der fur die Bindung an ZNF711
erforderlichen KCTD5 -Proteindomanen

Im Yeasttwo-hybrid-Screernwurdeein Gterminaler zwischen den Aminosauren 476 und
733 lokalisierter Abschnitt des ZNF71Proteins als mit KCTD5interagierende
Proteindoméne identifizie(Abb. 4.18, A) [11]. Um diese Interaktion in Saugerzellen zu
verifizieren, wurdenExpressiosvektoren mit dem komplettenZNF711Leserahmen
generiert.Dabeiwurden & denN-TerminusdesZNF711Proteinsin Vektoren eins der
FLAG, YFP, His odemMyc-TagEpitope fusoniert. Aufgrund der relativ grof3en Lange
des offenen Leserahmens wurden mit Hilfe von spezifischen PriomainHEK293
MRNA als Template di&- und C-terminalen Anteile des Leserahmens getrennt mittels
RT-PCR amplifiziert und in einer -BomponenterLigation in die entsphenden
Vektoren kloniert.Die ZNF711-Proteinexpression wurde naemer Uberexpression in
Saugerzellen mittels Bstern Blountersuch{Abb. 4.18, B-D).

Fur alle generierten Katrukte aul3er dem HgetaggterZNF711 konnte die Expression
eines entsprechenden Fusionsproteins gezeigt weiddn4.18, B-D). Fir eine deutliche
Expression war die Transfektion vonud Plasmidkonstrukt bezogen auf einemugl
Gesamtansatz furiree 6cm-Schale nur fir My@etaggtes ZNF711 ausreichenabb.
418 C). Beim FLAGgetaggten ZNF71Protein war die Expression auch nach
Transfektion von 41g PlasmidDNA immer noch relativ schwaclibb. 4.18, D).

Die subzellulare Lokalisation des ZNF711 wurde in H&eden mit Hilfe des YFP
getaggten Proteins durch Fluoreszenzmikroskopie analysib. (4.18, E). Nach
Transfektion des YFPZNF711 war dieses Uberwiegend im Zellkern lokalisiert, wobei die
Nukleoli ausgespart blieben.

Da alle Konstrukte zu reaktiven Banden der erwarteten Gro3e im Western Blot fuhrten,
wurdensie fir die weiteren Experimente eingesetz

84



Ergebnisse

ZNF711—]
1 476 733 761
YFP-ZNF711(ug) - 1 4 . BT =
>so— T & 26 135_ R 8 entiFLIG
-l =4 95= «~ FLAG-ZNF711
189 A& YFP-ZNF711 T
95— =
C i | 2 3 E
MyC-ZNFTIL(Mg) - 1 .o
ey PYFP
95— M —Myc-ZNF711

72—
anti-Tubulin

g - Tubulin

pYFP-ZNF711
1 2

YFP DAPI

Abb. 4.18. Expressiorsanalysevon exogenem ZNF711in Saugerzellen.(A) Schematische Darstellung
desZNF7121-Proteins ZF: Zink-Finger Doméane(B) HeLaZellen wurden mit bder4 pg pYFRZNF711in

4 ug Ansatzentransfidert und die Proteinexpression wuriteden Gesanellextraktenmit einemantFGFP
Antikdrperim Western Blothachgewieser(C) HEK293 Zellen wurden mit Jug pMycZNF711 transfiziert
und dieExpression des Mygetaggten Proteins mit einem aktiic Antikorper (mouse) nachgewieseber
Nachweis mit antiTubulin diente ar Kontrolle der aufgetragenen Zelteaktmenge (D) HEK293 Zellen
wurden mit 4ug pCATCHFLAG-ZNF711 transfiziert undlie Expression des FLA@etaggten Proteins
wurde mit einemanti-FLAG Antikorper ¢abbif) nachgewiesen(E) Der FluoreszendNachweis von YFP
ZNF711 in HeLaZellen. Die Zellen wurden mit g4g pYFRZNF711 oder 4ig pYFP als Kontrolle
transfiziert. Nach 4% wurden die Zellen fixiert undn Gegenwart vorDAPI| eingedeckeltDie Bilder
wurdenmit einemkonventionelle Fluoreszenzmikroskop aggnommen.

Die im Yeasttwo-hybrid-Screen beobachtetateraktion zwischen ZNF711 und KCTD5
wurde zunachstin Saugerzellen Uberpriiftwobei die fur die Interaktion wichtigen
KCTD5-Aminoséuremmittels der KCTD5Deletionsmutanten identifiziert werden sollten
Dafur wurden HEK29Zellen mit Myc-getaggtem ZNF711 und-LAG-getaggten
KCTD5-Mutanten transtiert. Beim KCTD5-1/234VolllAnge-Konstrukt war die Menge
andurch FLAGM2 Agaroseprazpitiertem Proein am hochstenyahrend die KCTD5
1/145Deletionsmutanteron allen Konstrukten die schwach®ande zeigt (Abb. 4.19,

A, Spuren 28). Die Bande flrdie N-terminale MutanteKCTD5-47/234lief annahernd
auf der glechen Ho6he wie dieunspezifische Bande déwreuzreagierenden schweren
Ketten delgGas undwar daherschwierig zu erkenne\pb. 4.19, A, Spur 9).
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Abb. 4.19. Interaktion und subzellulare Verteilung von ZNF711 und KCTD5 Proteine. (A)
Kopréazipitationvon Myc-getaggtenZNF711 mit FLAG-getaggten KCTD®eletionsmutantenHEK293-
Zellen wurdenin einem 4ug Ansatzmit 2 ug pMyc-ZNF711 und2 pg des jeweiligenpCATCH-FLAG-
KCTD5-Konstruktes kotransfiziet. Die Zelllysate wurden mit FLA@/2 Agarose prazipitiert und mit anti
FLAG-M2 (mousé Antikérper zum Nachweis von KCTD5 und aMic (rabbif) Antikdrperzum Nachweis
von ZNF711 analysiert(B) HEK293 Zellen wurden mit 21g pMyc-ZNF711 und 2ug pCATCH-FLAG-
KCTD5-Deletionsmutantenwie angegebenkotransfiziert Die Gesamtze#ixtrakte wurdenauf die
Expression der entsprechenden Fusionsproteimeh antiFLAG-M2 (mous@ und antiMyc (rabbif
Antikbrpem im Western Blot analysiert Die Analyse mit antiTubulin diente mr Kontrolle der
aufgetragenen Zeb¢raktmenge(C) Subzellulare Lokalisation des MyNF711-Proteinsund der KCTD5
Deletionsmutanten nach Kotransfektion in Helellen. Die Zellenwurdenin 4 ug Gesamansitzen mit
2 pg pMyc-ZNF711 undieweils 2 pg der pCATCH-FLAG-KCTD5-Konstruktekotransfiziet. Die mit anti
Myc (rabbit) Primarantikbérper und TRITGmarkierten Sekundamtikbrper sowie antiFLAG-M2 (mouse)
Antikérperund FITC-markierten Sekundarantikdrpdurchgefihrtenmmunfluoreszeren wurden midem
konfokalenLaser Scanniniylikroskopdokumentiert.

Eine unspezifische Prazipitation des Myetaggten ZNF711 durch die FLAK32
Agarose wurde nicht beobacht&bp. 4.19, A, Spur 1),sodass beim Auftreten einer
reaktiven Bande von einer spezifischen Bindung an das jeweilige K®&T@ibin
ausgegangen werden kann. Die stérkste Interaktion konnte zwischen ZNF711 und
denjenigen KCTD®eletionsmutanten beobachtet werden, die putative Rirmesbilden

und Uberwiegend im Nukleus lokalisiert sindlbp. 4.19, A, Spuren 3, 4 und 7). Die
Bindung von ZNF711 an das Volllangeotein KCTD51/234 fiel hingegen deutlich
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schwacher aus, insbesondere in Anbetraghr Tatsache, dass KCTE2234 in grof3en
Mengen prazipitiert wurde. Keine Interaktion konnte zwischen ZNF711 und KETD5
47/234 nachgewiesen werden, einer KCTD&etionsmutante, die laut friheren
Untersuchungen keine Interaktion mit Cullin3 einggttib. 4.19, A, Spur 9)[11, 207.

Die ZNF71%Proteinexpression, die parallel mittels Western Blot Analyse untersucht
wurde, zeigte nur geringflgige Variationen naidr Koexpression der verschiedenen
KCTD5-Deletionsmutanten Abb. 4.19, B). Wahrend die Deletion deKCTD5-
Aminosauren 181191 zu einem Rickgang der ZNF7Rfoteinexpression fuhrte, blieb

die ZNF711Proteinexpression naderKoexpression mit den KCTDBMutanten, die eine
Deletion lediglich bis Amincséaure 191 auswiesen, unverandéil( 4.19, B, Spur 5).

Trotz der starken Wechselwirkung und Ausbildung putativer Dimere Ubte auch KCTD5
1/160 einen leichten inhibitorischen Effekt auf die ZNFEkpression ausAbb. 4.19, B,

Spur 7).Nach der Kotransfektionder schwach exprimierten KCTBEE145 und der N
terminalen MutanteKCTD5-47/234 war ungefahr das Expressionsniveau der ZNF711
Kontrolle zubeobachte (Abb. 4.19, B, Spuren 1 und-8).

Aufgrund der Tatsache, dass die verschiedenen KCD&BStionsmutanten eine
unterschiedliche zellulare Lokalisation aufweisen (¥gib. 4.1), wurde tberpruftob die
Uberexpression der KCTDRonstrukte eine Anderung der ZNFZLbkalisation zur
Folge hatte Ferner sollte mit diesen Untersuchungen die Frage beantwortet werden, ob
und unter welchen Bedingungen es zu einer Kolokalisation der beiden Proteine kommt.
Dafur wurden HelL&ellen mit MycZNF711 und den verschiedenen FLAETD5-
Konstrukten kotransfiziert und nach Immunfluoreszéundarbeitung mit Hilfe der
konfokalen Mikroskopie untersuchljb. 4.19, C). Bei den KOD5-Konstrukten wurde

die in Abb. 4.1 gezeigte sulzellulare Lokalisation des Wildtyproteins und der
verschiedenen Deletionsmutanten bestatigt. Zusatzlich konnte bei diesem Versuch eine
zytoplasmatische Lokalisatm fur zwei Proteine nachgewiesen werden, die Dimere
ausbilden: KCTD5L/160 wurde zu einem grol3en, KCTRR03 zu einem sehr geringen
Anteil im Zytoplasma detektie(Abb. 4.19, C).

ZNF711 wurde nach Kotransfektiomit den KCTD5Konstrukten tberwiegend im
Zellkern detektiert. Zwei Ausnahmen bildeten die schon erwéahiteétze mitKCTD5-

1/203 und 1/160. Bei diesen konnte in manchen Zellen eine Kolokalisation von ZNF711
und KCTD5 im Zytoplasma beobachtet werden. Yéal nachder Kotransfektion von
KCTD5-1/234, KCTD51/181, KCTD51/145 und KCTD#47/234 nur ein Kleiner
ZNF71%Signalrickgang beobachtet wurde, konnte im Ansatz mit KECIQ31 kaum
ZNF711 detektiert werden. Ausnahmen bildeten in diesem Fall die KonsKaki®5-

1/203 und 1/191, die ihrerseits selbst Uberwiegend im Zellkern lokalisiert sind und dort
auch zu einer Erhéhung der ZNF7Rioteinspiegel mit einer ausgepragten Kolokalisation
der beiden Proteine futen (Abb. 4.19, C).
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Insgesamt konnte in diesen Untersuchungen die initial im Yeashybrid-Screen
gefundene Intaktion von KCTD5 mit ZNF711 in vollem Ausmaffestétigt werden.
Dabei zeigten insbesondere solche KCIB¥6teinmutanten eine starke Bindung an
ZNF711, die sich in der Westernanalyse nach SB&E durch die ausgepragte Bildung
putativer dimerer Proteinformen auszeideme Diese KCTDBVutanten zeigten auch
eine ausgepragte Kolokalisation mit ZNF711, entweder in Nukleus im Fall von KCTD5
1/203 undKCTD5-1/181 oder im Zytoplasma im Fall von KCTE5160. Dielntensitat

der ZNF711-Expression im Immunfluoreszeiachweiskorreliere wiederum mit der
Starke deinteraktionzwischen KCTD5 und ZNF71Jedoch nichwollstandig mit den im
Western Bot erhobenen ¥pressionsdaten

Diese Ergebnisse lassen darauf schliel3en, dassntkraktion zwischen ZNF711 und
KCTD5 zumindest teilweisdurch eine Oligomerisierung von KCTD5 vermittelt wird, die
sich im Auftretenvon gegeniiber SDStabilen Dimeren in der Proteingédktrophorese
niederschlagtin welchem Ausmafd das WildtCTD5 zur Bildung solcher Oligomere
befahigtist, konne durch die bisherigen Untersuchungen nicht geklart werden. Auch das
VolllangeProtein kann jedoch unter bestimmten Bedingungen, beispielwais
Anhéangigkeit von der Progression des Zellzyklus Nukleus akkumulieren (siehe
Abschnitt 4.1.2. Durch die Interaktion von KCTD5 mit ZNF711 scheilie ZNF711
Expression und/oder Stabilitdt erhoht werden zumindest ineinzelnen subzellularen
Kompartimenten.

4.4.2 Bildung trimerer Komplexe zwischen KCTD5, ZNF711 und
Cullin3

Durch die Verifizierung derim Yeasttwo-hybrid-Screen beobachtete Interaktion
zwischen ZNF711 und KCTD5 in Saugerzeli@bschnitt4.4.1) ergab sich in Analogie

zu den Untersuchungen mit MCM7 die Frage nach einer moglichen Funktion von KCTD5
als ZNF711spezifischer Adapter fi€ullin3-basierteE3-Ubiquitin-Ligasen. Daftir sollte
zunachst die Bildungrimera Komplexe bestehed auskKCTD5, Cullin3 und ZNF71,
untersucht werdenNach gemeinsamer Transfektion der unterschiedlich getaggten
Expressionskonstrukten Saugerzellenwurde UberFLAG-M2 Agarose aufgereinigtes
FLAG-getaggtes ZNF71lkuf koprazipitierte KCTD5 und Cullin3 untersucht (Abb.

4.20). Diese Versuche wurden sowohl in Abwesenheit von MG@dh. 4.20, A) als

auch zusatzlich in Gegenwart von MG132 durchgefifkisb(4.20, B).
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Abb. 4.20: Bildung eines trimeren Komplexes vonZNF711mit KCTD5 und Cullin3. (A) HEK293
Zellen wudenin einem4 pug DNA-Ansatzmit 2 ug pCATCH-FLAG-ZNF711, 1 ug pMyc-KCTD5 und
1 pg pMyc-Cullin3 in verschiedenen Kombinatien kotransfiziert. Die Zelysate wurden mit FLAG-M2
Agaroseprazipitiert und mit antiFLAG-M2 (mouse)Antikérper zum Nachweis des FLAGNF711 und
anti-Myc (rabbit) Antikérperzum Nachweis der My CTD5 und Myc-Cullin3 im Western Blot analysiert
Die Gesamtextrakte wurdeparallel auf die ZNF711Expression mit artFLAG-M2 (mouse) Antikdrper
und als kontrolle mitanti Tubulin Antikdrperim Western Blot untersucht. (BJEK293-Zellen wurden in
einem 4ug DNA-Ansatz mit 2ug pCATCHFLAG-ZNF711, 1ug pMycKCTD5 und 1ug pMycCullin3
in verschiedenen Kombinatien kotransfiziert.Die Halfte der Anséatze wurde fur Hmit dem Proteasom
Inhibitor MG132 inkubiertDie Zelllysate wurdemit FLAG-M2 Agarose prézipitierutnd mit antiFLAG-
M2 (mouse)Antikbrperzum Nachweis des FLAGNF711 und antMyc (rabbit) Antikérperzum Nachweis
der MycKCTD5 und MyeCullin3 im Western Blot analysiert(C-D) Parallelansatz zu Bnit 2 pg
pCATCH-FLAG-ZNF711, 1ug pMycKCTD5 und 1ug pMyc-Cullin3. Die Expression vonZNF711,
KCTD5 und Cullin3wurde in den Gesamtextraktemit antrFLAG-M2 (mouse)und antiMyc (rabbit)
Antikérpern im Western Blotetektiert Analyse mit ati-Tubulin Antikdrper diente zur Kontrolle der
aufgetragenen Proteinimge.

Gesamtextrakte

Das FLAGgetaggte ZNF711 konnte in Abwesenheit des Protedsbibitors MG132

nur in geringen Mengen Uber die FLA®2 Agarose prazipitiert werdemAbb. 4.20, A

und B, IP:FLAG). Im ersten Versuch wurde keinespezifische Bindung von Myc
KCTD5 oder MyeCullin3 an die FLAGM2 Agarose detektiertAbb. 4.20, A, IP: Spuren

5 und 6) und auch im zweiten Versuch wurde nur eine geringe Menge voK®W05
unspezifisch prazigert (Abb. 4.20, B, Spuren 1 und 5). In beideviersuchenkonnte
jedoch eine deutliche gemeinsame Bindung von KCTD5 und Cullin3 an ZNF711 in
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Abwesenheit von MG132 nachgewiesen werdabb(4.20, A, IP: Spur 4 und BSpur 4),

was auf eine Bildung eines hohermolekularen CWKETID5-ZNF711:-Komplexes
hinweist, wobei die Bindung von KCTD5 durch Koexpression von Cullin3 wesentlich
verstarktwurde (Abb. 4.20, A und B, Spuren 3 und 4), ohne dass es zu einer Zunahme der
KCTD5-Gesamtexpression gekommen wgkbb. 4.20, D).

KCTD5 und Cullin3 wurderauchnach proteasomaldnhibition als Interaktionspaner

von ZNF711 bestatigtvobeies unter diesen Bedingungendeutlich erhéhte@NF711-
Proteinspiegeln und damit verbunden auch zu einem verstarkten Nachweis von Cullin3
und KCTD5 in den ZNF7XImmunprazipitaten kanfAbb. 4.20, B, vgl. Spuren 34 und

7-8).

Nach der ZNF711:Koexpressionmit KCTD5 und insbesondere nacder Koexpression

mit Cullin3 wurden erhohte Proteinmengedes ZNF711lbeobachtet Abb. 4.20, A,
Gesamtextriate: Spuren #4; und G Gesamtextrakte: Spurerd?, wahrenddieser Effekt
nach Inkubation mit MG132 nichthachgewieserwurde (Abb. 4.20, C, Spuren 5/7).
ZNF711 wird in Zellen proteasomal abgebaut, vorauf die idbetlProteinzunahme nach
Inhibition des Proteasontsnweist(Abb. 4.20, C, Gesamtgtrakte: vgl. Spuren-2 und 5

7). Cullin3, das proteasomal degradiert w[2D3 204, akkumuliert nach Inkubation mit
dem MG132 ebenfalls wie ZNF711, wéahrendCTD5 durch ds Proteasom nur
unwesentlichreguliert wird(Abb. 4.20, D, Gesamtextrakte: Spurerdund 57)

Die Bildung einestrimeren Komplexes zwischen ZNF711, KCTD5 und Cullkénte
durch die beschriebenen Versuche nachgewiesen webdach Koexpression von
KCTD5 und Cullin3 scheint efgdoch in Abwesenheit von PremmInhibitor nicht zu
verminderten ZNF71-Proteinspiegeln zu kommen, was zunachst gegen eine Rolle von
KCTDS5 bei der Proteasoabhangigen Degradation von ZNF711 spricht.

4.4.3 Stabilisierung des ZNF711-Proteins durch KCTD5 und
Cullin3

Mit Hilfe weitererExperimente wurdeler induzierendeEffekt von KCTD5 und Cullin3
auf die Proteinmenge des exogenen ZNFritersucht der in den vorangegangenen
Experimenten nachgewieseresden konnt€Abschnitt4.4.2. FLAG-ZNF711 wurde mit
steigend@ Mengen vonKCTD5- und Cullin3Expressionskonstruktekotransfiziert, um
deren Effekt auf die ZNF71Rroteinmenge unddamit mdogliche funktionelle
WechselwirkungeawischenZNF711, KCTD5 und CullinZu untersuchen.
EinekontinuierlicheZunahme des exogenen ZNF7Rfoteinswurde sowohl irHeLa als
auch inHEK293-Zellen nachMyc-KCTD5-Kotransfektionin Konzentration oberhalb von
1ug beobachtet (Abb. 4.21, A). Erst ab dieser Plasmidkzentration war die
Proteinexpresen deskotransfizierterkKCTD5 mit dem antiMyc Antikorper detektiebar
(Abb.4.21, A, Spuren 5 und 1516). Die zunehmende Expression des exogenen KCTD5
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korrelierte mit steigerst ZNF711Proteinmengewobei fir diesen positiven Effekt
offenbar eine minimale zelluldre Konzentration KCTD5-Proteinerforderlich way die
erst mit Transfektion von fig PlasmidDNA erreicht wurdeDie Cullin3-Kotransfektion
fuhrte ebenfalls zu eineésteigerung der ZNF71RroteinmenggAbb. 4.21, B). Dieser
positive Effektwar in HEK293Zellen im Vergleich zu Hel-Zellen starker ausgepragt,
was wahrscheinlich auf die starkere CullingExpression in HEK293Zellen
zuridkzufuhren ist Abb. 4.21, B, vgl. Spuren 3L0 mit 1320). Vergleichbar zu Ansatzen
mit KCTD5 fihrte erst die mit denant-Myc Antikdrper nachweisbare Menge an
exprimiertenCullin3 zu einer Zunahme des ZNF7(A4bb. 4.21, B, Spuren & und 12
13).

A HeLa HEK203
e |
Myc-KCTD5 - - 01030651 152 25 3(ug) - - 6163051 152 25 3(ug)
FLAG-ZNF711 - + + + + + + + + + -+ 4+ + 4+ o+ + + + o+
WB: _ = 9=
anti-FLAG 3;’_ R e i T s smsesmm————— <— ZNF711

anti-Tubulin e ———— <= S E— <~ T Ubulin

anti-Myc 25: — ————— —w <= KCTD5

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20
Myc-Cullin3 - - 0103051 152 25 3(mug) - - 010630651 152 25 3(ug)
FLAG-ZNF711 - + + + + + + + + + -+ + + + + + + + +
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Abb. 4.21: ZNF711-Zunahme nach Koexpression steigender KCTD5 und Cullin3 ProteinmengeiiA)
HeLa und HEK293Zellen wurden rnt 1pg pCATCHFLAG-ZNF711 und steigenden DNA
Plasmidkonzentrationen von pMYaCTDS5 in einem 4ug Ansatz kotransfiziert. Die  Gesamtextrakte
wurdenim Western Blotmit anttFLAG-M2 (mouse) Antikbrpeauf die Expression von ZNF71ind mit
antiMyc (rabbit) Antikdrper auf die Expression von KCTD&nalysiert. (B)HeLa und HEK293-Zellen
wurden mit lug pCATCHFLAG-ZNF711 und steigenden Plasnattengen von pMy«Cullin3 in einem
4 ug Ansatz kotransfiziert. Die Gesamtextrakte wurden im Western Blot miFRAG-M2 (mouse)und
antiMyc (rabbit) Antikbrpern analysiert(A-B) Die aufgetragend’roteinmengewvurde mit anti Tubulin
Antikdrperkontrolliert.

Der bereits vermutete positive Einfluss von KCTD5 und Cullin3 auf die ZNF711
Proteinmenge lie3 sich mit Hilfe der mdtgefihrten Experimente bestatigen. Dabei

korrelierte die kotransfizierte Menge an KCTD5 und Cullin3 mit der Erhéhung der
ZNF7121Proteinspiegel.
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In den Immunfluoreszerdntersuchungen zur Analyse einer méglichen Kolokalisation
von ZNF711 und KCTDSvurde nach Kotransfektion der nuklear lokalisierten KCFD5
1/191 Deletionsmutanteeine starke Zunahme der ZNFZ7ltensitat im Nukleus
beobachtetobwohl diese Effekt im Western Blot nicht detektiert wurd@bb. 4.19, B
und C). Aufgrund des positiva Einflusses der steigenden KCTD5 und Cullin3
Konzentrationen auf ZNF711, wurdaherals Nachsteim Detail analysieftob KCTD5
1/191 die Gesamtexpression VRP-ZNF711ebenfallsbeeinflusen konnte.

Entgegen den Ergebnissériinerer Experimente mit FLA@etaggtem ZNF711 wurde
eine Proteinzunahme des YfgetaggterZNF711 nach Koexpession von KCTDHL/234

in HelLaZellen nicht beobachtetwas mdglicherweise durch geringe kotransfizierte
KCTD5-Plasmidmenge bedingt wdAbb. 4.22, Spuren 5 und 6)Dagegen hatte die
Koexpression de FLAG-KCTD5-1/191Deletionsmutante, die verstarkt mit ZNF711
interagiert, einerstarkenpositiven Einfluss auf ZNF711Apb. 4.22, Spuren 5 und 9). Ein
vergleichbaer Effekt wurde auch nach Koexpression de#lyc-getaggta Cullin3
detektiert der sich nach zuséatzlicher Kotransfektion mit FLAGKCTD5-1/234 oder
FLAG-KCTD5-1/191nur geringfuigig verstarktgAbb. 4.22, Spuren 5, ;78 und 10Q.

YFP-ZNF711 - - - -+ o+ o+ o+ o+ o+
FLAG-KCTD5-1/234 - + - - -+ -+ - =
FLAG-KCTD5-1/191 - - + - - - - + 4+

Myc-Cullin3 - - -+ + o+ - I

o B b “ o .. WB:anti-GFP

135— -
O - 27711

95—
WB:anti-Tubulin

R Eere® < Tubulin

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10

Abb. 4.22: KCTD5-1/191 fuihrt zu einer starken Induktion der ZNF711-Proteinmenge HelLaZellen
wurden mit2 ug pYFRZNF711und wahlweise mif pg pCATCH-FLAG-KCTD5, 1 ug pCATCHFLAG-
KCTD5-1/191und 1 ug pMyc-Cullin3 in einem4 ug Gesamtansatzotransfiziert.Die Gesamtze#ixtrakte
wurden im Westen Blot mit anttGFP Antikérperauf die Expression des YFdgetaggten ZNF71Proteins
und mit antiTubulin Antikdrperzur Kontrolle der aufgetragenen Proteinmeiagealysiert

Die Ergebnisse der zwei iAbb. 4.21 und Abb. 4.22 dargestellterExperimentezeigen
eine deutlich erhdhte Prteinmenge des exogenen ZNF7hadch Koexpression von
KCTD5-1/191 oder Cullin3. Das VolllangeKCTD5-1/234 zeigte hingegen ersbei
hoherenPlasmidkonzentrationen oder nach Koexpression mit Cudingn deutlichen
Effekt. Dies war ein erster Hinweis auf eiRenktiondes KCTD5Cullin3-Komplexesbei
der Regulation der ZNF71Rroteinkonzentratian

Die beobachtete ZNF71Rroteinzunahme kmte durch eine verstarkt& NF71%t
Transkription,mMRNA-ZNF71%Translation oder eine Stabilisierung d&8$F711Proteins
durch e&n Cullin3KCTD5-Komplex hervorgerufen wordesein
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Zunachst wurdeler mogliche Einfluss des KCTBGullin3-Komplexes auf die ZNF711
Stabilisierung untersuchin einem Vorversuch wurdezunachst grundlegende Parameter
fur die Untersuchung deZNF711Protenlebensdaueermittelt Daftr wurdendie mit
Myc- oder FLAGgetaggten ZNF711Proteina transfizierterHeLa bzw. HEK293 Zellen

bis zu 12h mit Cycloheximid (CHEX) zur Hemmung derProteintanslationinkubiert.
Anschliel3end erfolgte die AnalyserdZNF711Proteinmenge im Waern Blot Abb.
4.23)

Hela HEK293
- 4+ + 4+ 4+ + + FLAG-ZNF711 - 4+ + 4+ + + + FLAG-ZNF711
A - - + + - - I KX - -+ + - - - (HX
- - - - - + + DMSO T -+ + DMSO
O 6 12 0 6 12 Zeit(h) O 6 12 0 6 12 Zeit(h)
-
95— P :
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72— '
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Abb. 4.23: Die ZNF711-Stabilitat ist abhéngig vom verwendeten ProteinTag flur die Detektion. (A)
HelLa und HEK293 Zellen wurde mit 2ug pCATCH-FLAG-ZNF711 transfiziert24 h nach Transfektion
wurde alsZeitpunkt Odefiniert. Das Zellmedium wurde zum Zeitpunkt O @itcloheximid(CHX) in einer
Endkonzentration von 1jig/ml versetzt und die Gesamtextrakte wurden 6 und 4@ateraufgearbeitet.
DMSO diente als Kontrolleda die CycloheximigGtammldsung in DMSO angesetzt wurBée Analyse der
FLAG-ZNF71XProteinmenge erfolgte im Wkesn Blot mit antFLAG (rabbi) Primar und
entsprechender@ekundarantikérpeExpositionszeit: 1 Miute.(B) HeLa undHEK293-Zellen wurden mit
2 ug pMycZNF711 transfizierund zum Zeitpunkt Q24 h nach Transfektionjnit Cycloheximid (CHX in
einer Endkonzentratiomon 10ug/ml oder mit DMSO als Kontrolleersetzt Die Gesamtextrakte wurden 6
und 12h nach Inkubation mit CHXnit anti-Myc (rabbit) Antikérperim Western Blot analysierMembran
Expositionszeit: 1 Minute fliHeLaZellenund 5 Sekunden flHEK293 Zellen

In HeLaZellen konnte fur das FLA@etaggte ZNF711 nur eine schwache Bande
nachgewiese werden, wobei die FLA&@NF71XProteinmenge auch bei den
vorangegangenen Versucheach derTransfektion von Jug PlasmidDNA unter der
Detektionsgrenze lagv@l. FLAG-ZNF711 in Abb. 4.23, A und Abb. 4.21). Der
Translationsstop nach Zugabe de<lGlyeximids fihrte zu einer AbnahmesdeLAG-
ZNF71%Proteinspiegalin HeLa und inHEK293-Zellen: FLAGZNF711 warin HeLa
Zellen 6 h spaternicht mehr detektidar (Abb. 4.23, A, HeLa Spuen 24) und in
HEK293 Zellen konnte eine Kkontinuierliche Abnahme der ZNFPIateirmenge
beobachtet werden, sodass hlhach Translationsstop die ZNFZPtoteinmenge am
Detektionslimit lag Abb. 4.23, A, HEK293 Spuren 24). Als Kontrolle wurde DMSO
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verwendet, da die CHS$tammlésung in DMSO angesetzt worden whr. diesen
Kontrollansatzen fand keine Abnahme des FLARF711 statt, was auf einen
spezifischen zellulareZNF71tAbbauinnerhalb von 1% hinweist (Abb. 4.23, A, HeLa
und HEL293 jeweils 57). Eine verstarkte Zunahme in der FLAANF71LIntensitat 12h
nach Inkubation mit DMSO ist mdglicherweise durctlas Erreichen eines
ExpressionsmaximugB6 h nach Transfektion zu erklaren.

Im Vergleich zum FLAGgetaggten ZNF7ZXProtein blieb die Bandenintensitat des Myc
getaggten Proteins in Helzellen unverandertund nur in HEK293Zellen war eine
geringfugige Abnahme festzustell¢Abb. 4.23, B, HeLa undHEK293 Spuren2-4). In
beiden Zelinien war die fur das Mygetaggte ZNF711 erhaltene Basalintensitat der
reaktiven Banden stérker als die fur das Fl-é€iaggte ProteinrAbb. 4.23, vgl. A und B.
Dies kénnte sowohdurch eine erhdhte Reaktivitat der Antikorprer Falle des MyeTags
als auch durch eine erhthte Stabilitat des lggtaggten Proteins (s.u.) bedingt sein.

Im direkten Vergleich zeichet sich @és Protein mit dem My&ag also durch eine
wesentlich hohere Stabilitat aus als das mit dem FI&G. Bei dem hier verwendeten
Myc-Tag handelte es sich um sechs hintereinander geschalteteEpitgpe zur
Verbesserung der Detektion. Dagegen was &AG-Epitop nur einmal vorhanden.
Moglicherweise stort derMyc-Tag mit seinen wiederholten Sequenzmotivedie
physiologische Regulation der ZNFZPtoteinstabilitat viel starker als der sehr kurze
FLAG-Tag.Deswegen wurdedie weiteren Untersuchungeaur ZNF711-Proteinstabilitat
in Gegenwart von exogenem KCTD5 und CullimBisschlieBlichmit dem FLAG-
getaggta Protein durchgefuhrt.Wie in den initialen VersucherfAbb. 4.23), wurde
ZNF711bei alleiniger Transfektionach Inkubation mit Cycloheximiginerhalb von 1%
fast kompétt abgebau(Abb. 4.24, A, vgl. Spuren 24 unddie DMSO-Kontrolle, Spuren
9-11). Die Koexpression der MygetaggterKCTD5 und Cullin3 Proteine steiger den
ZNF7121Proteinspiegel und verlangsamte den ZNFAbbauy ohnediesenkomplett zu
stoppenAbb. 4.24, A, vgl. Spuren 57 und 1214).

Beim nachfolgenden Versuchurden KCTD5 und Cullin3 nicht nur in Kombinabn,
sondern auch jeweils einzeln Uberexprimiert und die Effekte auf den AMoimedNF711
untersucht. Die ZNF711Bandenintensitat nahm in Abwesenheit der beiden
Effektorproteine 6 h nach Translationsstopab und lag 12h spéater unter der
NachweisgrenzeAbb. 4.24, B, Spuren 24). Sowohl die individuelldJberexpressioron
Myc-KCTD5 oder MyeCullin3 als auch deren Kombinatidratten einen positiven Effekt
auf den ZNF711-Proteinspiegel zum Zeitpunktund verlangsamte den ZNF711-Abbau

in Ansatzemmit Cycloheimid (Abb. 4.24, B, Spuren 24). In keinem von diesen Anséatzen
wurde der ZNF714Abbau jedoch komplett gestoppt.Zwar unterlag der ZNF711
Proteinspiegel in den mit DMSO beliktten Probegeringen Schwankungeabereinen
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unspezifischerDMSO-Einfluss auf ZNF711 liel3 sich nicht nachweigéibb. 4.24, B,
Spuren 57).

Cycloheximid  DMSO
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Abb. 4.24: Einfluss von KCTD5 und Cullin3 auf die ZNF711-Proteinstabilitat. (A) HEK293-Zellen
eing 6 cm-Zellkulturschalewurden mit 2 ug pCATCHFLAG-ZNF711 oder mit 219 pCATCHFLAG-
ZNF711, 2ug pMyc-KCTD5 und 2ug pMyc-Cullin3 in 6 ug Anséatzen kotragfiziert. Die Zellen wurden
24 h nach Transfektiorfir den Zeitpunkt O in 2xProteinprobapuffer lysiert. Die verbliebenen Ansétze
wurdenfur 6 oder 12h mit Cycloheximid(CHX) mit einer Endkonzentratiovon 10 uM/ml oderDMSO als
Kontrolle inkubiert Die Gesamtextraktevurdenim Western Blotmit antitFLAG-M2 (mousé und anti
Tubulin Antikdrpern analysiert(B) HEK293-Zelleneineg 6 cm-Zellkulturschalewurden mit 2ug pCATCH
FLAG-ZNF711, 2 ug pMycKCTD5 und 2ug pMyc-Cullin3 in verschiedenen Kombinationen 6 ug
Ansatzen kotransfizert. Ein Drittel der Ansatze wurd24 h nach Transfektiomum ZeitpunktO aufgearbeitet
und der Resfir 6 oder 1zh mit Cycloheximid oder DMSO inkubierDie Gesamtextrakte wurden im
Western Blot mit antFLAG-M2 (mouse) und anfTubulin Antikérpern analsiert. Die Spur1 wurde nur
mit 6 ug Leervektor als Negativkontrolle transfiziert.

Die Kotransfektion von KCTD5 uridder Cullin3 fuhrt zu einer verlangerten ZNF711
Halbwertszeit, die inGegesatz zur regulare@NF711kHalbwertszeitdeutlich Uber 6
betrddg. Durch diese Stabilisierung karsuch der deutliche Anstiesn den ZNF711
Proteimengennach Uberexpression von KCTD5, Cullin3 oder KCTD%91 erklart
werden FUr diese Effekte sinpedocherhebliche Schwellenwerte von exogen€@TD5

und Cullin3 erfordelich.

4.4.4 Die Lokalisation und Expression von ZNF711 wahrend der
Zellteilung

Sowohl KCTD5 als auch ZNF72dwurden in einer grol3en Protedptudie als essentiell
fur die Zellteilung identifiziertshort interfering(si)-R N As@yegen KCTD5 und ZNF711
fuhrten zu einem Zellteilungsdefek{103. KCTD5-1/234 und ZNF711sind jedoch
Uberwiegend in unterschiedlich&®llkompartimenterokalisiert und es konnte trotz der
in derImmunprazipitdon nachgewiesenen spezifischen Interaktion in Sdugerzediap
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Kolokalisation der beiden Wildtyproteine in der Immunfluoreszenz detektiert werden
(Abb. 4.19, C). Daraus ergabsich die Hypothesedass KCTD5 und ZNF711
maoglicherweise wahrend d&ellteilung in engedaumliche Nahe kommen kéem. Das
sonst Uberwiegend zytoplasmatisch lokalisiel k€ TD5-Protein scheint wahrend der
Zytokinese stark im perinukledren Bereich unzumindest partiell im Nkleus zu
akkumulieren(Abb. 4.4, Abb. 4.12, B; und Immunfluoreszenzdateer BAC andCdl

Line Databasg wo es moglicherweismit ZNF711zusammetmnifft. Um dieseHypothese

zu Uberprifen, wurde die Lokalisatiater beiden Proteine in synchronisierten HelLa
Zellen untersucht.

KCTD5 und ZNF711 zeigten eine gemeinsame Lokalisation im Nukleus 7tbisagh
Aufhebung des Blocks, unmittelbar vor der Zytokinesdh( 4.25, A, 8 und 12h).
Ansonsten war KCTD5 in Ubereinstimmung mit den bereits erhobenen Daten
ausschlie8lich im Zytoplasma lokalisiert, wahrend eine zytoplasmatische ZNF711
Lokalisation zu keinem Zeitpunkt der Zellteilung beditat wurde. Nach einer
Inkubation der Zellen mit dem Proteasdmhibitor MG132 fur 4 h akkumulierten beide
Proteine im Zellkern(Abb. 4.25, B). Mdglicherweise findet also eine fortlaufende
Translokation von KCTD5n kleinen Mengen in den Zellkern statt, wo das Protein jedoch
schnell abgebaut wird.

Aufgrund dessen, dass es nach Cutki@ransfektion zu einer verstarkten zellularen
Komplexbildung zwischen KCTD5 und ZNF711 kambp. 4.20), wurde als Nachstes
Uberpruft, ob Cullin3 méglicherweise die Lokalisation der beiden Proteine wahrend des
Zellzyklus beeinflusst.

Dargestellt werden ausgewaéhlte Zeitpunkte wahrend des Zellzykhis 4.26, A). Die
KCTD5-Lokalisation wurde durch die CulliRRoexpression nicht beeinflusst. Wie bereits
gezeigt, wurde KCTD5 nur in der @2hase vor der Zellteilung im perinuklearen und
nuklearen Raum detektiefAbb. 4.25, A und Abb. 4.26, A: 8h). Nach Cullin3
Kotransfektion wurde zytoplasmatisches ZNF711 in Zellen unmittelbar vor und wahrend
der SPhase und perinukleares ZNF711 vor der Zytokinese detefdigint 4.26, A: O h,

3 h und 8h). Die beobachtete ZNF74lranslokation kann auf die verstarkte Bildung des
KCTD5-Cullin3-ZNF71kXKomplexes im Zytoplasma oder auf die ZNF711
Proteinzunahme infolge der Cullin3oerexpression zuckgefihrt werden.
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Abb. 4.25; Subzellulare Lokalisation von KCTD5 und ZNF711 im Verlauf der Zellteilung. (A) HeLa
Zellen wurden mit 21g pMycZNF711 und2 ug pCATCHFLAG-KCTD5 in einem 4ug Gesamtasatz
kotrarsfiziert. Die Synchronisation erfolgte durch einen Doppelthymidinbldgie Zellen wurdenzu den
angegebenen Zeiten nach der Aufhebung des Blocks mi-BAt-M2 (mouse) Primér und FITG
markiertem Sekundéarantikbrpéir KCTD5 sowie mit antMyc (rakbit) Primar und TRITGmarkiertem
Sekundarantikorpefiir ZNF711inkubiert Die Bilder wurden mit dem Fluoreszenzmikroskop Axioskop 2
plus aufgenommenVeilRe Pfeik markieen die ausgewahlt&elle, die sichin der Zytokineséefindet (B)
HelLaZellen wurdenmit 2 ug pMycZNF711 und Jjug pCATCHFLAG-KCTD5 in einem 4ig Ansatz
kotrarsfiziert. Der synchronisierte Ansatz wurde unmittelbar nach déwufhebung des
Doppelthymidinblocks fur 4 mit MG132 inkubiert. Fir die Immunfluoreszenz wurden die Zellen mit anti
FLAG-M2 (mouse) Primérund FITCG-markiertem Sekundéarantikbrpéiir KCTD5 sowie mit antMyc
(rablit) Primar und TRITGmarkiertem Sekundéarantikdrpdiir ZNF711 inkubiert. Die Bildaufnahme
erfolgte mit dem Fluoreszenzmikroskop Axioskop 2 plus.

DAPI

Wie bereits gzeigt, interagiere ZNF711 mit der KCTD5DeletionsmutanteKCTD5-
1/191 starker als mit dem Volllangerotein wobei dieKCTD5-1/191 Kotransfektionzu
einer @hnlich starken ZNF711-Proteinzunahmevie Cullin3-Uberexpression fiihrteAbb.
4.19 und Abb. 4.22). Im folgenden Experimenvurdedaheruntersucht, olZNF711 nach
Kotransfektion mit Cullin3 und KCTD5-1/191 ebenfalls zytoplasmatischlokalisiert
vorlag Die Kolokalisation zwschen der KCTDHL/191 Deletionsmutante und ZNF711
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konnte wéhrend der untersuchten hlzvach Eintritt in die SPhase durchgehend
beobachtet werdef@\bb. 4.26, B). Dabei wurden beide Proteine verstarkt im Zellkend u
nur teilweise im Zytoplasma nachgewieselie zytoplasmatische Lokalisatiomon
KCTD5-1/191 war aufgrund der Tatsache, dadiese Deletionsmutanten SDSPAA-
Proteingel zu einem Teil als Monomer vorliegt, zu erwarten

A B
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Abb. 4.26. Partielle zytoplasmatische ZNF714lokalisation nach KCTD5- und Cullin3-
Uberexpression (A) HeLaZellen wurdenmit 2 ug pMyc-ZNF711, 2ug pCATCH-FLAG-KCTD5-1/234
und 2ug pCATCH-His-Cullin3 in einem 6ug Ansatz transfiziert und mittels Doppelthymidinblock
synchronisiert. Die Ansatze wurden den angegebenen Zeiten naétufhebung des Blocks$ur die IF
aufgearbeitetund mit antiFLAG-M2 (mous¢ Priméar und FITCGmarkiertan Sekundéantikorper sowie
antirMyc (rabbif Priméar und TRITGmarkiertan Sekundéantikérperinkubiert Die Proteiftokalisation
wurde mittels Fluoreszenzmikroskopie mit dem Fluoreszenzmikroskop Axioskop 2 plus unte{Bjicht.
HeLaZellen wurdenmit 2 ug pMycZNF711, 2ug pCATCH-FLAG-KCTD5-1/191 und 2ug pCATCH-
His-Cullin3 in einem 6ug Ansatz transfiziert Die Proben wurden mittels Doppelthymidinblock
synchronisiertzu den angegebenen Zeiten nach Aufhebung des Bgmdammelt unanit ant-FLAG-M2
(mousé Priméar und FITGmarkierten Antikdrper sowie antMyc (rabbi) Priméar und TRITGmarkierten
Sekundaratikdrper inkubiert Die Bilder wurden mit dem Fluoreszenzmikroskop Axioskop 2 plus
aufgenommen

Zusammenfassend konnte in der Immunfluoresztmiaveise eine perinukledre und
zytoplasmatische ZNF71llokalisation in Anvesenheitvon Cullin3 und dem Wildtyp
KCTD5-Protein beobachtet werdenBei Kotransfektion mit KCTD5L/191 statt des
Volllange-Proteins zeigte derGrof3teil der Zellen einggemeinsamelokalisation von
KCTD5 und ZNF711 im ZellkernWahrend die zusatzliche dinB-Uberexpression nur
zu geringugigen Schwankungernn der ZNF711intensitat fuhrte(Abb. 4.26, A und B),
ging de nukleare ZNF71-Fluoreszenzintensitat nach der Kotransfektion mit KCTD5
1/234 zuricAbb. 4.19, C). Aus diesem Grund wurdds Nachstegberprift, ob KCTD5
und Cullin3die ZNF711Gesamtexpressioim Zeitraum nach Eintritt in di&Phase bis
zur Zytokineséeeinflussten
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Abb. 4.27. ZNF711-Expression wahrend der Zellteilung.HeLa-Zellen wurderentwedemit 2 ug pMyc
ZNF711 oder mit2 ug pMyc-ZNF711, 2 ug pCATCH-FLAG-KCTD5 und 2 pg pCATCH-His-Cullin3
kotransfiziert. Nach der Synchronisation durch DoppelthymididblMarden die Zellen durctie Zugabe
von frischemMedium in die SPhase freigesetzt urahschlieRendu bestimmterZeitpunktengesammelt.
Die Myc-ZNF711Proteinmengen den Gesamtze#ixtrakten wurdem Western Blotmit anttMyc (rabbid
Antikorperdetektiet; ant- Tubulin diente zur Kontrolle der aufgetragenen Proteinmenge

Wahrend der erstet2 h nach Freilassunder Zellenwurdenkeine Schwankungen in der
ZNF71XProteinmengdestgestellt die nicht mit gleichzeitiger Abnahme des Tubulins
einherginger{Abb. 4.27).

Insgesamt untemty de ZNF71%Proteinmengewadhrend der Zellteilunghur geringen
Schwankungerund ein Einfluss von KCTD5oder Cullin3 konnte nicht nachgewiesen
werden. ZNF711 war wéhrend der Sund G2-Phasen und amEnde derGl-Phase
durchgehendm Zellkern lokalisiertundeine Uberexpressiornon KCTD5 filhre zu keiner
Verandeung inder ZNF71XLokalisation Nach Cullin3Kotransfektionkonnte ZNF711
im Laufe der DNASynthese im Zytoplasma nachgewiesenwerden, wobei de
zytoplasmatische ZNF7ilokalisation mdglicherweise erst durch die Zunahme der
ZNF71%Proteinlonzentratiomach Cullin3Uberexpression detektierbast. Eine partielle
ZNF71XLokalisation im Zytoplasma wurde nach KCTD5-1/191 Kotransfektion
bedbachtet, wasnoglicherweiseauf diestarkelnteraktion zwischemlen beiden Proteinen
und eine damit verbundene KCTB#fduzierte Translokation des ZNF7PIoteins
zuruckzufihren ist.

4.4.5 ZNF711 alstranskriptioneller Regulator

Fur ZNF711 wurde eine Rolle ba der Regulation der zellulareisenexpression
beschrieberf96]. Nach Applikation von shRNAjegen ZNF711 kam es zu einer bis zu
50%-igen Hemmung der Exgssion von ZNF71¥ielgenen, obwohl dieser Hemmeffekt
nicht alle gezeigten Gene gleichermaBerinflusstg96]. Fur einigeProteineder KCTD
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Familie wird neben der Funktion deBubstratubiquitinierungtr den proteasomalen
Abbau auch eine Beteiligung an der Regulation der Genexprebsgnhrieber205
209.

Um zu untersuchen, ob KCTD5 an der Regulation der ZNfgékleuerten Genexgssion
beteiligt ist, wurdenLuciferaseVektoren mit fir ZNF711 spezifischen Bindestellen
generiert. Vor einem MinimaCMV-Promotor wuden verkirzte Varianten der von
Kleine-Kohlbrecher und Kollegen identifizierten ZNFZBIndestellen aus de’dARID1G
PCBP2 und C2orf34Genen [96] Uber eine PCRAmplifikation der entsprechenden
Sequenzen aus genomischer DNA aus HEK268Bnkloniert.

Fur die Untersuchung des Einflusses einer ZNFThtl KCTD5Uberexpression auf die
generierterReportergene mit verkurzten ZNFZBindestellen wurdewier unabhangige
Versuche in HeLaund HEK293Zellen durchgefuhrtAbb. 4.28).

Ein aktivierender Effekt von ZNF711 wurde in HEK288llen auf die Reportergene mit
den PCBP2 und C2orf34Teilsequenzen gemesséAbb. 4.28, A). Bei den PCBP2
Anséatzen erfolgte einé- bis 10fache Zunahme ddruciferasaktivitat, wahrend beilen
C2orf34Ansatzeneine 5- bis 30fache Reportergektivierung gemessen wurd@bb.
4.28, A). Die Koexpression von KCTD5 fiihrte zu einer weitgehenden Aufhebung der
ZNF71Xvermittelten Aktiverung der Reporterkonstruktgin Einfluss von ZNF711 oder
ZNF7112:KCTD5 aufdie JARID-LuciferaseGenexpressiowurde bei den durch§érten
Versuchen nicht gemessehbp. 4.28, A).

In HeLaZellen resultierte die ZNF71Koexpression beJARID und C2orf34 n einer
50%-igen Genrepression, die durch KCTD5 noch verstarkt wuld.(4.28, B). Dieser
inhibitorische Effekt des KCTD®roteins war beimPCBP2Konstrukt weniger stark
ausgepragt, wobei die ZNF7llberexpression in dsem Fall zu einer 1;fachen
LuciferaseAktivierung fuhrte.
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Abb. 4.28: Einfluss von ZNF711 und KCTD5 auf die Expressionausgewahlter zellularer Promotoren
im ReportergenAssay inHelLa- und HEK 293 Zellen. (A) HEK293-Zellen wurden mit Jug Luciferase
Konstrukten (JARID, PCBP2 oder C2orfromotorbzw. Gensequenz 1 ug pMyc-ZNF711 und Jug
pCATCH-FLAG-KCTDS5 in den gezeigte Kombinatioren kotransfiziert. Gezeigt sindMittelwerte aus 5
Messumgenvon 2 unabhangigen Versuahéir JARID und 7 Messungen aus 4 unabhéangigen Versuchen fir
PCBP2 undC2orf34. (B) HeLaZellen wurden mit lug LuciferaseKonstrukten (JARID, PCBP2 oder
C2orf34 Promotor bzw. Gensequedz 1ug pMyc-ZNF711 und Jug pCATCHFLAG-KCTDS5 in den
gezeigte Kombinatioren kotransfiziert. Gezeigt sind Mittelwerte aus 6 Messungen voondbhéngigen
Versuchen.(A-B) Die Zellen wurden42h nach Transfektion ni Triton-Lyse-Puffer lysiert und die
Luciferasaktivitat wurde mittels Lumimeter gemessé@&ne Luciferasaktivitdten der einzeln transfizierten
Luciferaseektorenmit den ZNF711Bindestellen wurda auf 100% geetzt Alle Reportergenaktivitaten
sind bezogen auf die Kontrollen in Abwesenheit von exogenem ZNF711 und KCTDé&rgestellt.
Statistische Signifikanz wurde mit degapaarten abhangigeiT ést ermittelt0,01<P<0,05 undP**<0,01

Ein statistischsignifikanter Einfluss vorZNF711 oder ZNF11 und KCTD5 auf die
Reportergnexpression konnte bei allen Ansétzen in H2eHhen detektiert werden
wéahrend es in HEK29Zellen nur bei dem PCBPRonstrukt zu einer statistisch
signifikanten ZNF711-vermittelten Genaktivierung kanistatistische Signifikanz wurde
mit dem gepaarten abhangigeifdst ausgerechnetisenerellzeigte sich jedoch nach
Koexpression von KCTD5 eine Repression der in GegenwarZi#v 11 gemessenen
Promotoraktivitaten. ZNFL1 alleinezeigtein HeLa einen hemmenden Effekt auf die
Reportergenexpressiater JARID- und C2orf34Luciferase wahrend m HEK293-Zellen

eine Aktivierungder JARID- und C2orf34LuciferaseExpressionbeobachtet wurdeNur
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bei den Ansatzemit demPCBP2LuciferaseKonstrukt erfolgtan beiden Zelltypereine
Genaktivierungdurch die ZNF711-Uberexpression, die in HEK29Zllen jedoch viel
starkerausfiel (Abb. 4.28). Aufgrund des einheitlichen positiven Effektsn ZNF711auf
die PCBP2LuciferaseGenexpression wurdalieses Konstrukt fir eine detaillierte
Untersuchung der Konzentrationsab@igkeit der ZNF711 und KCTD5-Wirkungen
ausgewahl{Abb. 4.29).
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Abb. 4.29 ZNF711- und KCTD5-konzentrationsabhangige Reportergenexpression.(A-B) HEK293
Zellen wurdenmmit demPCBP2LuciferaseKonstrukt pMyc-ZNF711 und pCATCH-LAG-KCTD5 in den
angegebenen Plasrkimhzentrationerkotransfiziert, de sich auf eiren 4,5ug Transfektionsansatz figlie
6 cm-Schalebezdgen Grafisch dargestellsind die Mittelwerte (A) der 8 Messungen aus Bnabhéngigen
Versuchen undB) der4 Messungen aus inabhangigen VersuchefC-D) HelLaZellen wurdenmit dem
PCBR2-LuciferaseKonstrukt pMyc-ZNF711 und pCATCH-LAG-KCTD5 in den angegebenen
Plasmidkonzentrationen kotransfiziert, die sich aukeia,5ug Transfektionsansatz fidie 6 cm-Schale
bezogen (C) Gezeigt sinddie Mittelwerte aus5 Messungen von Rnabhangign Versucherfir 0,5ug
PCBP2und 8 Messungen aus thabhéngigen Versuchéir 1 ug PCBP2Luciferase (D) Gezeigt sind die
Mittelwerteder5 Messungen ausuhabhangigen Versuchgii-D) Als 100% wurde di¢ uciferasektivitat
des PCBP2LuciferaseVektors g@gsetzt Alle Reportergesktivitditen sind bezogen auf die Kontrolle
dargestelltStatistische Signifikanz wurde mit dem gepaarten abhéngigesttermittelt0,01<P<0,05 und
P**<0,01; n.s-nicht signifikant.

In HEK293 Zellen wurde die strkstelLuciferaseAktivitat bei der héhsten eingesetzten
Menge des Myecgetaggten ZNF7XExpressionskonstruktegemessenAbb. 4.29, A),
wahrendbei der niedrigen Menge vdnug pMycZNF711im Gegensatz zu den friheren
Versuchen eia ExpressionsBmmungdes Reportergendeobachtet wurdeunabhéngig
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von der eingesetzteMlenge anPCBP2LuciferaseVektor (Abb. 4.28, A und Abb. 4.29,

A). Verglichen mitder Transfektion von 0,59 desPCBP2LuciferaseKonstrukteskam

es bei den Ansatzemmit 1ug PCBPZ2Luciferasezu gré3een Schwankungen in der
Messung Diese Schwankungekonntendurch die Bindung weiterer zellularer Faktoren
aul3er ZNF715n diePromotorsequezenaufgrund degn hiherer zellulare Konzentraibn
bedingt sein(Abb. 4.29, A und B). Fur weitere Versuche wurdegeswegen0,5ug
PCBP2Luciferasepro Ansatz transfiziert.

Die ZNF71Xvermittelte LuciferaseAktivierung konnte bei weiteren Versuchen nicht
bestatigtwerden:Die ZNF7112Uberexpressiofiiihrte bei der Halfte der Ansatze zu einer
Expressionsemmung des Reportergenswahrend die zweite Halfte eine schwache
Aktivierung verzeichnet¢Abb. 4.29, B). Diese Effekt liel3 sichauch nachrransfektion
des leeren pMyc-Vektors beobachtensodass eine ZNF7ermittelte Genaktivierung
oderRepressiomicht beobachtet wurd®urch das mit ZNF711 zusatzlich kotransfizierte
KCTD5 kam esin HEK293 Zellen zu einerExpressionsemmungdes Reportergenslie
allerdings mit steigender KCTD&onzentration nachlie. Ob deser Effekt
maoglicherweiseauf die WechselwirkungzwischenKCTD5 und ZNF711 zurlckzufihren
ist, bedarf weiterer Untersuahgen: Die KCTDSontrollansétze ohne ZNF711 z&sg
zwar keine klare konzentrationsabhéngige Tendenz wie eine ansteigende Aktivierung,
konnten aber durchadendogene ZNF71die GenaktivitdbeeinflussenAbb. 4.29, B).

Die starkste LuciferaseAktivierung wurde in Hel&ellen ebenfalls nachder
Kotransfektionvon 2 ug ZNF711 gemesse(Abb. 4.29, C). Ein tendeziell positiver
ZNF71XEinfluss auf die Genexpressiovar in HeLaZellen gut zu erkennermul3erdem
war die ZNF71livermittelte Genaktivierung teilweise signifikantViderspruchlich ist
jedoch die stastisch signifikante Reportergapressiomnach Kotransfektion von 2 ug
ZNF711 in den nachfolgenden Versuch@bb. 4.29, C und D: 2 pg ZNF711 ohne
KCTD5).

Ahnlich wie in HEK293 konnte der leere pMyuektor die Reportergenexpressiam
HelLaZellen positiv beeinflussen wahrend die KCTD&Jberexpression einerviel
starkeren statistischsignifikanten repressorischen Effekt aulie PCBPZLuciferase
Expressionausiibte mit oder ohne ZNF71Kotransfektion (Abb. 4.29, D). KCTD5
konnte die Genaktivitat effektiv reprimierengine Beteiligung vorZNF711 an dieser
KCTD5-vermittelten Hemmung der Genexpression konnte jedoch aus den Ergebnissen
nicht abgeleitet werden. Eine Beteiligung des endogenen ZNF711 in den Ansétzen ohne
Koexpression von exogenem ZNF711 kann allerdings nicht ausgeschlossen werden.
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4.5 Charakterisierung des KCTD5 Interaktionspartners
FAM193B

4.5.1 Subzellulare Lokalisation von FAM193B und Interaktion
mit KCTD5

Das ProteinFAM193B, auch ald. OC545400der IRIZIO bezeichnet, war als weiterer
Interaktionspartner von KCTD5 im vorangegangenen Yeasthybrid-Screen
identifiziert worden[11]. Fur die Untersuchungen in S&augerzellemussten zun&chst
entsprechende Expressionskonstrugeneriert werden. Mit spezifischen Primeund
MRNA aus HEK29Zellen als Templatewurde FAM193B zun&chstin cDNA
umgeschrieben undénschlielBed amplifiziert. Fur die funktionellen Untersuchungen
wurdenFAM193B-Fusionsproteine mit verschiedenen Tggseriert FLAG-FAM193B,
Myc-FAM193B und HisFAM193B.

Picchione und Kollegehattenfir FAM193B eine zytoplasmatische Lokalisatigezeigt,
wobei rachDeletiondes Exons @der Zugabe von Leptomycin B das Protein im Zellkern
beobachtet wurde[82]. Daher wurde zunachst die g@lfiuldre Lokalisation von
FAM193Bin HeLaZellen Uberpruft.

FAM193B wurde in Ubereinstimmung mit den vorhandenen Literaturdaten im
Zytoplasma detektiert und bei den sich teilenden Zellen wurde teilweise eine perinukleare
Lokalisation beobachtetApb. 4.30, A und B). Aus diesem Grund wurde im nachsten
Versuch Uberprift, ob FAM193B mit Bestandteilen des Zytoskeletts wie Tubulin
kolokalisiert. Tatsachlich wurde eine starke perinukledre Kolokalisation von FAM193B
mit Tubulin bei der Zelladhasion direkn Anschlussan die Zellteilung beobachtéAbb.

4.30, B, obere Reihe). In anderen Zellzyklusstadien konnte eine Kolokalisation mit
Tubulin nur bedingt nachgewiesarerden Abb. 4.30, B, untereReihe).

Der FAM193BInteraktionspartner KCTD5 zeigte wahrend des Zellzyklus ebenfalls eine
starke perinukleare Lokalisatioll§b. 4.4), sodass als Néachstdse Kolokalisation der
beiden Prteine in HeLaZellen untersucht wurdeéEine Kolokalisation mit denPearson
Koeffizienten0,55t0,05 wurdezwischenKCTD5 und FAM193Bsowohl perinuklear als
auch zytoplasmatisch beobach{gbb. 4.30, C). Dabei zeigen beide Proteine eine
verstéarkte perinukire Akkumulation insbesondere direkt natgr Zellteilung.
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Abb. 4.30: Subzellulare Lokalisation von FAM193B. (A) HeLaZellen wurden mit 419 pMycFAM193B
trarsfiziert. Der FAM193BImmunfluoreszendNachweis erfolgte durch Inkubation rmant-Myc (rabbit)
Primarantikorperund TRITC-markiertan Sekundrantikérper (B) HeLaZellen wurden mit 44g pMyc-
FAM193B trarsfiziert. Fixierte Zellen wurden mit anttMyc (rabbi) Prim&- und TRITC
Sekundarantikérpezum FAM193BNachweis und mit anffubulin (mouse) Prim&rund FITC-markierten
Sekundéantikdrper zum TubulinNachweis inkubiert(C) HeLaZellen wurden mit 219 pMyc-FAM193B
und 2ug pCATCHFLAG-KCTD5 kotransfiziert.Die Zellen wurden mit artFLAG-M2 (mouse) Primér
und FITGmarkiertem Sekundarantikérpemd zusatzlich mit antlyc (rabbit) Primar und TRITG
markiertem Sekurdarantikbrper gefarbt. (AC) Die Bilder wurden mit dem konventionellen
Fluoreszenzmikroskopgeiss Axoskop 2 plusaufgenommen

Die initial im Yeasttwo-hybrid-Screenidentifizierte Interaktion zwischen KCTD5 und
FAM193B wurde als Nacstes in Saugerzellen UberpriBafir wurden HEK293Zellen
mit Myc-FAM193B und FLAGKCTD5-Deletionsmutantetkotrarsfiziert, um zuséatzlich
die Rolle der CGterminalenKCTD5-Aminosaurenbei der Interaktion mit FAM193Bu
untersuchen.

Alle KCTD5-ProteineaufRer KCTD547/234 wurdenmit FLAG-M2 Agaroseaus den
Zelllysaten prazipitiert(Abb. 4.31, A). FAM193B interagierte am stasken mit den
ausschlief3lich im Zytoplasma lokalisierten KCTEB%oteinen: KCTDEL/234, KCTD5-
1/181 undKCTD5-1/171 Abb. 4.31, A, Spuren 2, 5 und)6Die FAM193-Bindung an de
KCTD5-Mutanten mit einer nukledren Lokalisation, die stabile Dimere ausbilden,
dagegen viel schwéchéhbb. 4.31, A, Spuren 3, 4 und). Die Deletion der Aminosauren
160171 hatte trotz der zytoplasmatischevkalisation von KCTD51/160 und KCTD5
1/145 eine starke Minderung der koprazipitierten FAM1#3Bteinmenge zur Folge
(Abb.4.31, A, Spur 8).
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Abb. 4.31: Interaktion, Expression und subzellulare Lokalisation der FAM193B- und KCTD5-
Proteine. (A) Koprazipitation des My@etaggtea FAM193B mit FLAG-getaggten KCTD5
DeletionsmutantenHEK293-Zellen wurden mit 219 pMycFAM193B und 2 ug eines derpCATCH-
FLAG-KCTD5-Konstrukte in einem 4ug Ansatz kotransfiziert. Die Zelllysate wurden mit FLAM2
Agarose prazipitiert undlie PrazipitationzwischenKCTD5-Mutanten und FAM193Bwurde mit antk
FLAG-M2 (mousg und antiMyc (rabbif Antikdrpernim Western Blotanalysiert (B) Transfekion von
HEK293Zellen wie in (A). Die Gesamtze#xtrakte wurden mitantirFLAG-M2 (mousé und antiMyc
(rabbid Antikdrpern im Western Blot analysielit anti-Tubulin wurde die aufgetragene Zellextraktmenge
kontrolliert. (C) Subzellulare Lokalisation dédyc-FAM193B-Proteins undler KCTD5-Deletionsmutanten
nach Kotransfektion in Hel-Zellenwie in (A) beschrieberzAM193B wurde mitanti-Myc (rabbit) Primér
und TRITGmarkiertem Sekundéarantikérpemd KCTD5 mit anttFLAG (mouse) Primérund FITG
markiertem Sekundarantikdrpeanalysiert. Dielmmunfluoreszeren wurden mit dem konfokalen Laser
Scanning Mikroskop dokumentiert.

Die FAM193BProteinexpression unterlagt nach Kotransfektion der KGTD5
Deletionsmutanten geringfiigigen Schwankungéob( 4.31, B). Eine minimale Abnahme
der FAM193BProteinexpressio fand nach der KCTD&/171Kotrandektion verglichen
mit dem KCTD51/234Ansatz statt Abb. 4.31, B, Spuren 2 und 6), wahrenein
Ruckgang der FAM193®roteinmenge insbesondere bei der KCIIDHAS
Kotransfektion beobachtet wurdé&hb. 4.31, B, vgl. Spuren 17 und 6). Obwohl das
KCTD5-1/145Protein in diesem Western Blot nicht nachgewiesemde, konnte der

negative KCTDE1/145Effekt in anderen Versuchen bestatigt werd&inl( 4.31, B, Spur
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8). Zunahmen der FAM193Broteinkonzentration, die in diesem Versuch beobachtet
wurden, erwiesen sich bei vderholten Experimenten als experimentelle Schwankungen
(Abb.4.31, B, Spuren 4, 5, 7 und 9).

Die zytoplasmatische Lokalisation von FAM193B wurde durch Uberexpression
verschiedener KCTDDBeletionsmutanten in HekAellen nicht beeinflusst Abb. 4.31,

C). Eine Kolokalisation wurde zwischen allen zytoplasmatisch lokalisierten KETD5
Mutanten und FAM193B detektiert, nur zwischen FAM193B und den nukledren Mutanten
KCTD5-1/203 und KCTD5-1/191 war der mittels ImagéJoloc2 errechnete Pearson
Koeffizient O 0,1 (Abb. 4.31, C). Trotz der schwachen FAM193Bteraktion mit
KCTD5-1/160 und KCTDEL/145 kolokalisierten diese Proteine in HeZellen (Abb.

431, C mit dem PearseKoeffizient 0,4:0,1), sodass auf die identische subzellulare
Lokalisation beider Proteine geschlossen werden kann. Die K&Wribosauren 145

171 sind wahrscheinlich in die Interaktiontr®RAM193B involviert, weil ihre Deletion zu
einer Abschwachung der Interaktion flhrte, genauso wie die Deletion der Aminosauren 1
47 (Abb. 4.31, C). Allerdings konnten nur geringe Proteinmengen an KG#DR234
Ubehaupt préazipitiert werden, sodass die beobachtete Reduktion in der Menge an
koprazipitiertem FAM193B unter Umstanden ausschlie3lich durch dedfektive
Bindung dieses KCTD®roteins an FLAGVI2 Agarose bedingt war.

Neben den @erminalen Aminosauren istie Lokalisation des KCTD®roteins bei der
Interaktion mit FAM193B entscheidend. Die nuklearen, Dimere ausbildenden KCTD5
Proteine gehen im Vergleich zu zytoplasmatischen KGPBieinen eine viel
schwéachere Interaktion mit FAM193B ein. FAM193B koloka&isi mit den
zytoplasmatischen KCTDButanten. Die Bindung an KCTDB$/203,-1/191 und-1/160

kann durch die partiell zytoplasmatische Lokalisation der Monomere dieser
Deletionsmutanten erklart werden, die insbesondar@erinukledrraum mit FAM193B
kolokalisieren.

KCTD5-Deletionsmutanten konnten die FAM19BBoteinmenge positiv oder negativ
beeinflussen. Dieser Punkt bedarf jedoch weiterer Untersuchungen.

4.5.2 Bildung trimerer Komplexe zwischen FAM193B, KCTD5
und Cullin3

Nachdem die Interaktion und Kolokalisati des FAM193BProteins mit KCTD5
eindeutig nachgewiesen werden kongtellte sich die Frage, abe KCTD5-Cullin3-E3-
Ligase einen Komplex mit FAM193Ewudildet. Dafur wurde transfiziertesFLAG-
getaggtesAM193B mit FLAG-M2 Agarose au$iEK293 Zellen praapitiert und aufdie
Anwesenheitron kotransfizierten, MygetaggterK CTD5 und Cullin3Proteinergetestet.
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Abb. 4.32. Komplexbildung zwischen KCTD5, Cullin3 und FAM193B. HEK293Zellen wurden in
einem 4 ug Geamtansatz mit2 ug pCATCH-FLAG-FAM193B, 1ug pMyc-KCTD5 und 1 ug pMyc-
Cullin3in den angegebenen Kombinationen kotransfizigit die Immunprazipitation (IP) wurde die Hélfte
der Ansatzgeweilsmit FLAG-M2 Agarosepradpitiert und die Prézipitate mit anEFLAG-M2 (mousé oder
antiMyc (rabbi) im Western Blot auf die Gegenwart der entsprechend getaggten Proteine unt@gicht
zweite Halfte wurdalirekt mit Proteinprobepuffer lysiert und die Gesamtzellextrakte wurdenWestern
Blot mit ani-FLAG-M2 (mousg Antikdrper auf die FAM3B Proteinexpessionund als Kontrolle fir die
Gesamtproteimengein denZellextraktenzusatzich mit antiTubulin Antikérperuntersucht.
FLAG-FAM193B konntespezifisch prazipitiert werdemnabhangig von kotransfizierten
KCTD5 und Cullin3(Abb. 4.32, IP.FLAG). Weder bei KCTD5 noch bei Cullin3 konnte
eine unspezifische Bindung an die FLAKA2 Agarosein Abwesenheit des FLAG
getaggten FAM193Bdetektiert werden Abb. 4.32, IP:FLAG, Spuren 1 un@). Die
Interaktionzwischen FAM193B undKCTD5 wurde bestatigt, wobei diese Interaktion in
Gegenwart vorexogenenCullin3 verstarkiwird (Abb. 4.32, IP:FLAG, vgl. Spuen 4und
6). Wahrend nach alleiniger Expression von Cullin3 diesiebt koprazpitiert werden
konnte kam es nach Koexpression VR TD5 zu einer sehr starken Koprazgtion von
Cullin3 (Abb. 4.32, IP:FLAG, Spure 5 und 6) FAM193B scheint also sehr stark den
KCTD5-Anteil im Cullin3-KCTD5-Komplex, jedoch nichtdirekt an nichtmit KCTD5
komplexiertes Cullin3 zu binden. Ahnlich scheint die Bindung von KCTD5 an Cullin3
seine Affinitat fir FAM193B zu erhéhen

Nadh KCTD5-Kotransfektion ging die FAM193®roteinmenge starkurtick, wahrend
die Cullin3-Kotransfektion mit oder ohne KCTDkeinen Einfluss auf cen FAM193B-
Proteinspiegeteigte Abb. 4.32, Gesamtextrakte).

In Saugrzellenbildet sich folglich ein trimerer Komplezwischen KCTD5, Cullin3 und
FAM193B, der iber KCTD5 als zentral&lied vermittelt wird Dariiber hinaus flihrt die
Gegenwart vorCullin3 zu einer verstarkteBindung vonKCTD5 an FAM193B, die auf

eine hoheStabilitat des trimeren Komplexes hinweist
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4.5.3 FAM193B-Proteinexpressionund Ubiquitinierung

Nachder Kotransfektion voirAM193B mit den KCTD5-Expressionskonstrukten wurde
eine Abnahme der FAM193Broteinkonzentration in den Gesamtextrakitestgestellt
die beim FLAGgetaggten FAM193B-usionsprotein wesentlich deutlicher ausfiel als
beim Mycgetaggten Fusionsproteifvgl. Abb. 4.31, B: Spuren 12 und Abb. 4.32,
Spuren 34). Die Stabiltatsversuchamit exogen exprimiertelNF711 hatten ebenfalls
gezeigt,dass MyegetaggtesZNF711-Protein im Vergleich zu einem FLAGetaggten
ZNF711in der Zelleeine langere Halbweszeit hat(Abb. 4.23). Aus diesem Grund
wurden die Untersuchungen zU#AM193B-Proteinexpression unter steigenden KCTD5
und Cullin3DNA-Plasmidkonzentrationermit einem FLAGgetaggten FAM193B
Konstruktdurchgefthrt
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Abb. 4.33. Die Expression von exogenenKCTD5 und Cullin3 fiihr t zu einer erhéhten FAM193B-
Proteinkonzentration. (A-B) HEK293Zellen wurdenin einem 4ug Ansatzmit 1 ug pCATCHFLAG-
FAM193B und mit den in der Abbildung angegebenerpMyc-KCTD5 und pMyeCullin3 DNA-
Plasmidkonzentrationerkotransiziert. Fur denFAM193B-Nachweis wurden di€&sesamtze#xtrakteim
Western Bloimit anttFLAG-M2 (mousé@ Antikdrperanalysiert(A) Eine Analyse mit ardTubulin (mouse)
Antikorper diente zurkontrolle der aufgetragenen Zebdrakimenge (C) HEK293-Zellen wurden mit2 pg
pCATCH-FLAG-FAM193B, 1ug pCATCH-His-Ubiquitin, 1 ug pMycKCTD5 und 1 pg pMyc-Cullin3
kotransfiziert.Ein Teil der Anséatzevurdemit 3 pg/ml MG132flr 15 h vor der Aufarbeitungnkubiert. Die
Zellen wurden in Proteinpbenpuffer lysiert unddie Gesamtextraktan WesternBlot mit antitFLAG-M2
(mousg Antikoérper auf FAM193B und antiTubulin Antikdrper zur Kontrolle der aufgetragenen
Proteinmengeintersucht
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Bei Kotransfektion von KCTD5 oder Cullin3 Expressionskonsenkin einer Menge
zwischen 0,5 und @gg PlasmidDNA, bezogen auf einen g Gesamtansatz, war zwar
tendenziell eine Zunahme der FAM198Boteinmenge zu beobachten, diese war jedoch
nicht fir alle Werte eindeutigApb. 4.33, A und B, Spuren-5 und 79). Dagegen stieg
die FAM193BProteinmenge nach Uberexpression vopg3KCTD5 oder Cullin3
erheblich gegeniber der Kontrolikhp. 4.33, A und B, Spuren 6 und 10). Dieser postiv
Effekt wurde auch nach KCTDBSund Cullin3Kotransfektion in geringen Mengen in
Anwesenheit von Ubiquitin unabhangig vom Proteagohibitor MG132 beobachtet,
wahrend Ubiquitin allein keinen positiven Einfluss auf FAM193B ausifite.(4.33, C).
Dieser Befund deutet auf eine langzeitige Proteinstabilisierung oder eine erhohte
Proteinexpression als eine mogliche Folge einer Regulatiorn dieec KCTD5Cullin3-
Komplex hin, wobeies unklar ist, okeine KCTD5-Cullin3-vermittelte Ubiquitinierung
dabei eine Rolle spielt.

Als putativer KCTD5-Cullin3-Ubiquitinierungssubstrat  wurde FAM193Bauf
Ubiquitinierung getestetDer Nachweismdéglicher FAM193B-Ubiquitinierung wurde in
HEK293 Zellen mit MycFAM193B durchgefuhrtund die Huate wurden ach der
spezifischenAnreicherungdes HisgetaggtenUbiquitins durch NiNTA mit antiMyc
Antikorper auf Myc-getaggtes FAM193Rintersucht.Tatsachlich konnte ubiquitiniertes
FAM193B detektiert werde (Abb. 4.34, Spur 4).Es handelt sich um einen spezifischen
Nachweis der FAM193Ribiquitinierten Form, denn eine unspezifische Bindung an
NiNTA-Agarose wurde nichieobachtet (Spur 3).
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Abb. 4.34: FAM193B-Ubiquitinierung. HEK293Zellen wurden fir 4G mit 2 ug pMyc-FAM193B und
1ug pCATCH-His-Ubiquitin transfiziert. AnschlieBend erfolgtdie Anreicherung des Higetaggten
Ubiquitins unter denaturierenden Bedingungen. Das Eluat wurde mitedteYiBlot mit antirMyc (rabbif
Antikoérper auf MyeFAM193B untersucht.

Die KCTD5- oder Cullin3-Uberexpressioriiihrte beiFAM193B zu einer Zinahmeder
Proteinspigel. Diezellulare FAM193BUDbiquitinierunglieferte einen interessanten Punkt
fur weitere Untersuchungen des FABBB als ein potenzielles KCTBGullin3-

Ubiquitinierungssubstrat.
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5 Diskussion

KCTDS ist ein Vertreter der KCTBamilie (Potassium channel tetramerization domain
containing proteiny die durch das Vorhandensein eineBTB/POZDomaéane
charakterisierist. Fur viele KCTD-Proteinewird aufgrund ihrer Interaktion mit Cullin3
eine Funktion als Substratadapter fir Culligasierts E3-RING-Ubiquitin-Ligase
Komplex vermutetund fir einige Vertreter ist eine solche Funktiorauch bereits
nachgewiesefil7, 62, 207]. An derinteraktion mit Cullin3 sinchuf der Seite voKCTD5

die N-terminalen Aminoséauren 406 zusammen mit d8TB-Domanebeteiligt wobei es
unklar ist, ob der Nf'erminus ohne die BT®omaéne fur die Interaktion ausreichend ware
[9]. AuRerdem wurdeine Interaktion zwischen KCTD5 und den gro3en ReReéb8-
Proteinen desAdencassoziierterVirus AAV -2 beschriebendie Auswirkungen dieser
Komplexbildungfur den AAV -2 Replikationgyklus sind jedoch noch nicht geklaftL(].
Infolge der Interaktion mit Rep7BE©G8 transloziert KCTDS5, eiansonsten tberwiegend
zytoplasmatiscHokalisiertesProtein, in den ZellkernEine Anderung der subzelluién
Lokalisationvon KCTD5 konnte auchnach DeletionseinerC-terminalen Aminosauren
203234 beobachtet werdemei der eine nun Uberwiegend nukleare Lokalisaties
verkirzten Proteinsmit der Bildung stabiler putativerdimerischer Proteinformen
einhergét[10, 11].

Im Hinblick auf eine mogliche Funktiomon KCTD5 als Substratadapter fur Culln3
basierte UbiquitirFE3-Ligasen konnten als Ausgangspunkt der vorliegenden Arbeit drei
potentielle zellulare Interaktionspartner Weasttwo-hybrid-System identifiziert werden,
unter denen sowohl tGberwiegend nukleér lokalisierte als auch zytoplasmatische Proteine
vertreten sindEs handelt sicldabei um den Replikationsfaktor MCM7, das Zifikger
Protein ZNF711 und ein zytoplasnsaties ProteincfAM193B/IRIZIO[11].

5.1 Translokation von KCTD5 zwischen Zytoplasmaund
Nukleus

Fur dasVolllange-Protein KCTD5 wurde in meinen Untersuchungen eine Utberwiegend
zytoplasmatiscle Lokalisationmit einer \erstarkten perinuklearen Prasebeobachtet
Trotz der beschriebenen Interaktion mém GRASP55Protein[8], das an deBildung

des GolgiApparates mitwirkt, ist KCTD5 im gesamten Zytoplasma vertdilie
beobachtete Translokation der KCTD®letionsmutanten in den Zellkern korreliert mit
Ausbildung stabiler Dimeremit Involvierung desC-Terminus (Abb. 4.1, D und E).
Bereits in der Diplomarbeit wurde aufgrund der beschriebenen KETD5
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Rontgenstrukturanalysediskutiert, dass die endstandigen, vermutlich ins Zytoplasma
exponierten Aminosauren 234 fiur die zytoplasmatische Lokaligat verantwortlich

sind [8, 11]. Mdglicherweise fuhrt die schrittweise Deletion derte@minalen
Aminosauren zu ieer Strukturveranderung, die einerstarkte Interaktion oder eine
Unfahigkeit zum rickgangigen Monomerisieren zur Folge. l2ie Deletion der
Aminosairen 181191, die mit der Aminosaure 183 die engste Stelle des Pentamers
bilden, betrifft dasf35-Faltblat und beeintrachtigt moglicherweisdie Wechselwirkung

mit weiteren KCTD5Monomeren 8, 11]. Die Aminosauren 15A.60bilden eine Schleife

und einen Teil desR4Faltblats, die die Dimere stabilisieren oder verstarkte
Dimerisierung einleiten konnen. Dass die KCTD4381 oder KCTD51/17XMutanten
trotz dieses Bereichs monomerisiert vorliegen, dwivomoglich durch stikturelle
Verédnderungen aufgruhder Deletionen verursacht

Die Koprazipitation des KCTD%olllange-Konstrukts mit dem KCTDA/192Dimer und
seine anschlieBende nukledre Translokat{@bb. 4.2) spricht fur eine KCD5-
Oligomerisierung im Zytoplasma als Voraussetzung fir eine direkte nukleéare
Translokation oder die Intera@h mit weiteren Proteinen, digannals ShuttleProteine

fur KCTD5 dienenDer zellulare Mechanismus der KCTH%anslokation bedarf weiterer
Untersuchungen. Interessanterweise wuitteBACH1, ein zytoplasmatischdaroteinmit

einer BTBDomane ein zellularer Mechanismus miking alternativemn BACH1-Splice
Isoform beschrieben, die eine Translokation dgeplasmatischeACH1-Proteins in

den Zellken bewirkt[208).

Die Analyse mittels schrittweiser Deletideutet daraufhin, dass neben der BIBomane

der GTerminus in die KCTD®Dimer- und Oligomerbildunginvolviert ist. Fir einen
weiteren Cullin3Adapter, SPOP, zeigte van Geersdaelieal., dass eben der BTB
Domane der &erminus sowohl fur die Dimerisierungals auch Oligomerisierung
entscheidendst [209. Die Untersuchung einer Oligomerisierung zwischen KCTDBI5

und KCTD51/191und ihrer subzellularen Lokalisation kénnte die Frage beantworten, ob
nur die BTB-Doméne oderzusatzliche @erminale Aminosauwen fir die stabile
Dimerisierung und Oligomerisierung essentiell sind

Aufgrund der Ergebnisse kann nicht ausgeschlossen werden, dass HKXimB® oder
hohere Oligomere aticim Fall des Volllang&Vildtyp-Proteins standig in geringen
Mengen im Zellkern g@isent sind. Eine putative DimBande konnte fur das Wildtyp
KCTDS5 erst bei groRen Proteinmengen im Western Blot detektiert werden und lag bei den
ImmunfluoreszentJntersuchungen vermutlich unterhalb ddaichweisgrenz€Abb. 4.1,

A und Abb. 4.7, C.Gesamtextrakje Es kdonnte also standig ein geringer Teil des
zellularen KCTD5Pools durch Dimerisierung und/oder Oligomerisierung zwischen
Zytoplasma und Zellkern transloziert wWlen und dieser Prozess konnte durch die
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Wechselwirkung mit weiteren zellularen Proteinen reguliert werden. FapKeinBTB-
Protein undeinenCullin3-Interaktionspartner, wurde eine durch Dimerisierung regulierte
standige Translokation zwischen Zytoplasond Zellkern beschriebdi64, 21(. Diese
Hypothese konntéir KCTDS5 durch Zellfraktionierung oder Einsaipn Leptomycin B in
weiterfihrendeftntersuchungeiberpruft werden.

KCTD5 kolokalisiert partiellmit Tubulin (Abb. 4.1, B) und kénnte daher Uber eine
Wechselwirkung mit Tubulin oder zellularen Transportproteine funktionelle
Auswirkungen auf die Bildung des ZytosketditbenBei einer grol3en RNAnterferenz
Studiewurde KCTD5als essentiell fur die Zellteilung identifiziedie es mdglicherweise
positiv reguliert[103. AulBerdem zeigte das KCTB¥olllange-Protein eine nukleare
Lokalisation 8 bis 10 h nach dem Eintritt von Zellen in diPt&se, die unmittelbar vor
der Zytokinese liegt. In diesem Fall konnte KCTD5 vor fgokinese verstarkt auf seine
nuklearen Interaktionspartner fir deren Regulierung trefiéne verstarkte KCTDb5
Dimeriderung in einer der Zellteilungdasen liel3 sich mittels Western Blot jedoch nicht
nachweisen, moglicherweise wegen eines schnelleroMerisieres oder eines KCTD5
Abbaus im Zellkern: Eine verstarkte nukleare Lokalisation von KCTD5 konntA na
Inkubation mit dem Proteasembhibitor MG132 detektiert werde’\bb. 4.25, B).

Fur einige BTB-haltige Cullin3-Substratadaptewurde eine Kolokalisation mit Aktin
Filamenten beschrieben: Keapl assoziiert Uber Aktinflamente mégkeisemit dem
Proteasormund MayvenKLHL2 assoziiert mit FAktin in neuronalen Zellef211-213.
Fur die Uberprifunginer Kolokalisation voiKCTD5 mit Aktin fehlte jedochein in der
ImmunfluoreszenAnalyse funktioeller anti-Aktin  Antikdrper. Bioinformatische
Vorhersagenin Datenbanken lieféeen ebenfalls kein einheitliches Ergebnigr eine
maogliche Assoziation von KCTD5 mit zytoplasmatisch lokalisierten Struktlréneine
Assoziation mit dem Endoplasmatischen Retikulum (ER) ergab sich iardéictProtein
Databaseeine 21%-ige, in derPSORT Il PredictionDatenbasgedochnur eine 4,3%-ige
Wabhrscheinlichkeit Fir eine Assoziation mit dem Zytoskelettiegt die
Wabhrscheinlichkeit lauPSORT Il PredictioiDatenbasd®ei 13%.
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5.2 Wechselwirkung von KCTD5 mit dem Replikationsfaktor
MCM7

5.2.1 Detaillierte Charakterisierung der Interaktion zwischen
KCTD5 und MCM7

Die detaillierte Analyse der @erminalenKCTD5-Doméne und seiner Rollbei der
Interaktion mit MCM7zdgte, dass didminosauren 171180 und einenukleare KCTDS
Lokalisation fir die Interakbn mit MCM7 vonentscheidendeBedeutung sindAbb. 4.6,

C). Die Aminos&auren 17180 bilden in deKCTD5-Pentametsuktur einen Teil deU 6
Helix und den lbop zum R5Faltblatt[8], wobeisowohlder Loop als auchd i e-Helix6
fur putative Interaktionspartner gatigdnglichsind. Die MCMZInteraktion mit KCTD5
1/160zeige jedoch, dass die Aminosauren 1860, die in der Pentamerstruktur ebenfalls
gut zuganglich sind, und die rdumliche Nahe zu MCM7 aufgrund der nukleéren
Lokalisation fur die Interaktion ausreichend sindEs ist wahrscheinlich, dassied
Interaktionvon KCTD5 mit MCM7 durch die Aminosduren aus dem Bereich-130
vermittelt wird, unterstitzt vorden Aminosaureri45160 und mdoglicherweise durch
Cullin3. Ganz wesentlich ist naturgemaf3 eine r&umliche N&he der beiden
Interaktionspartner. Dies erklart die schwache MCMAnteraktion mit dem
zytoplasmatishen KCTD51/234 und die ebenfalls schwache Interaktion ndiém
nukledrerKCTD5-1/160, dem der Bereich zwischdan Aminosaurei71-180 fehlt Ein
Teil der KCTD51/181-Mutante dimerisiert ebenfiés, wobei der geringe Anteil von
Dimeren mit der Situation beimKCTD5-Wildtyp vergleichbarist (Abb. 4.13 B).
Maglicherweise ist die beobachtete Bindung an MCM7 fiur das WHBtgtein und die
KCTD5-1/181 auschlieRlich auf diesedimerischen nuklear lokalisierten Formen
zurtckzufihren.

Im Yeasttwo-hybrid-Screen war i@ MCM7-Proteindomanemit den Gterminalen
Aminosauren 59719 fur die Interaktion miKCTD5 ausreichend. Bei der Untersuchung
der MCM7-Deletionsmtanten fuhrte die Deletion dekminosauren500-650 zu einer
Abschwachung der Binduren KCTD5 sodass die Doméane zwisnden Aminosauren
591 und 650an der Interaktion maf3geblich beteiligt .idhteressamrweise liegerdie
Aminosauren fur dieBindung anE6-AP in der L2G-Box (Aminosauren640-646) und
somit im gleichen Proteinabschnittler damit mdglicherweise die Wechselwirkung mit
zwei putativerlJbiquitin-LigaseKomplexen vermittelt

KCTD5 und MCM7 interagieren miteinander vermutliagm Zellkern Die pemanente
nukleare Lokalisation geringer KCTEMengenkonnte eine Rolle bei der Regulatidas
MCM-Komplexes spielen Die Untersuchung der synchronisierten Zellen zeigte e
nukleare KCTD5Lokalisationunmittelbar vor der Zytokinesa der G2PhasgAbb. 4.4),
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eine Anderungwurde jedoch wedein der MCM7-Proteinmengenoch in der MCM7?
Lokalisation nach KCTD5Uberexpression detektierAlgb. 4.12), wobei ein nukleare
MCM7-Expott tatsachlich wahrend der GZhase beschrieben wurdgl22. Ein
Zusammentreffen voMCM7 und KCTD5 im Zellkern wird zwar von Ergebnissen der
Immunprazipitation gare  wesentlich unterstitzt, fir eine genaue Aussageu dem
Interaktionsortmissta jedochwahrend des ZellzykluparalleleUntersuchungn mittels
der konfokalen Mikroskopie, Koimmunprazipitationund Zellfraktionierungdurchgefiihrt
werden.

5.2.2 MCM7 als putatives Substrat desKCTD5-Cullin3 -
Ubiquitin -Ligase-Komplexes

MCM?7 interagiert mit deeellularenE6-AP Ubiquitin-Ligase,die MCM7 wahrscheinlich
fur die proteasomale Degradatipoly-ubiquitiniert[130. Neben der E@\P-vermittelten
MCM?7-Ubiquitinierung findet man jedoch noch weitésbiquitinierung die durch bisher
noch nicht identifizierte Ubiquitinierungskomplexe vermittelwird [109, 13(. Die
funktionellen Konsequenzerder MCM7-Ubiquitinierung sind nicht bekannBei der
Bildung des maRRgeblich an der DNReplikation beteiligtetMCM-Komplexes scheinen
jedoch die Ubiquitinierung einer weiteren Komponenteles MCM3Proteins und die
USP7,die Ubiquitin Carboxylterminak Hydrolase 7 wichtige Rollen zuspielen[131,
214.

Die Ergebnisse der Immunprazipitation deuten auf die Bildung des MKBIDS5-
Cullin3 UbiquitinrLigaseKomplexes (Abb. 4.7, C). Esist allerdings nicht eindeutig, ob
die Interaktion zwischeMCM?7 und Cullin3direkt ist oder durctiKCTD5 vermittelt wird
denn de Cullin3-Bindung anMCM7 wurdeauchnach Kotransfektion der BN As@egen
KCTDS5 detektiert.Die Effektivitat derKCTD5-shR N As&variiere beidendurchgefuhrten
Versuchen(Abb. 4.7, A und Abb. 4.16, B) und ihre Effektivitdt gegendas endogene
KCTD5 konnte nicht Uberprift werden, sodass @iellin3-MCM7-Interaktion durch
endogenes KCTD5 vermittelt werden koénntei einer von Bennet und Kollegen
durchgefuhrten Studiwurde MCM7 als Cullindnteraktionspartner isoliert, genauso wie
MCM-BP, MCM3 und MCM6[14]. In diesem Fall ist es ebenfalls unklar, ob die
Interaktion durch weitere zellulare Reme wie KCTD5 vermittelt wird.Fir eine
endgultigeBeantwortung dieser Fragestellung ware es vorteilhaftintkzaktonsstudien
zwischen MCM7, KCTD5 und Cullin3 in vitro mit gereinigten Proteinkomponenten
durchzufiihren

Laut einer proteomischen Studierdeninsgesam® MCM7-Lysine ubiquithiert, wobei6
davon zwischedenAminosauren 15 und 23tkalisiert sind[109. Deswegen ist es nicht
verwunderlich, dassdie MCM7-1/500 Deletionsmutanteimmer noch sehr stark
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ubiqutiniert wird. Nur 6 der9 Lysinrestesollenlaut der $udieamproteasomaleMCM7-
Abbau beteiligt sein. Zu einemé&hnlichen Ergebnis kam aueme andereéstudie in der
MCM7 moncubiquitiniertundnicht durchdasProteasom abgebawird [215.

Steigende Mengen von exogenddCTD5 fihrten tendenell zu einer verminderten
Bildung poly-ubiquitinierter MCM7-Formen (Abb. 4.11, C). In Ubereinstimmung mit
diesen Daten wurde keine Abnahme in der MCGRiGteinmenge nach KCTD5
Uberexpression beobacht@bb. 4.8). Die Hemmung des Proteasordarch Inhibitoren
fuhrte zu einer MCM7-Akkumulation (Abb. 4.10, B, und Abb. 4.11). Diese Daten
sprechen recht eindeutig gegen eine Beteiligung von KCTD5 an der Proteasom
vermittelten Degradation von MCM7, schlieBen jedamhe durchKCTD5-Cullin3-
vermittelte MCMZMono-Ubiquitinierung nicht aus. Eine solche spezifischdono-
Ubiquitinierungwérevor dem Hintergrund der Ubrigen Ubiduiierung des Proteins nach
NiNTA-Aufreinigung nicht zu detektieren. Eifegulation durciMono-Ubiquitinierung
wurde fir viele Faktoren beler Genexpression under DNA-Replikation beschrieben
[105 216. Um diese putative MCMUDbiquitinierung durch den KCTDEullin3-
Komplex zu untersuchen, missten Experimente mit-K#4& K63 Ubiquitinmutanten
durchgefuhrt werden und d#&beschriebenen MCMLysine musstemndividuell in vitro

auf Ubiquitinierung untersucht werden

Der vermuteteKCTD5- und Cullin3Einfluss auf das exogene MCMPtotein liel’ sich
nicht eindetig nactweisen (Abb. 4.8). Der fir die Regulation der MCM7
Proteinexpressionbeschriebene Ruckkopplungsmechanismus wirde ldie einem
Versuch konstant verblieben MCM7-Menge erklaren[217]. Die in einem weiteren
Versuchnach starkerUberexpression von KCTD5 detektierte Zunahme in der MCM7
Proteinmenge lieBe sich zwar durch eine nichtproteolytische, regulatorische
Ubiquitinierung erklaren, stehbar in leichtemWiderspruchzu den erstefergebnissen.
Moglicherweise gibt es komplexe Wechselwirkungen zwischen der MCM7
Autoregulation und einer noch hypothetischen Regulation durch &@8m5-Cullin3-
LigaseKomplex[217, 21§ .

Die Bindung des MCMKomplexes an die Replikationsspriinge bei der Regulation der
zellularen DNAReplikation wird nicht nur durch Modikation der MCMProteine
reguliert wie z.B. MCM4Phosphorylierund136, sondern auch durch Interaktion mit
anderen Proteinkomplexeis ware mdoglich, dass KCTD5 GM7 nicht ubiquitiniert,
sondern dessen ProteinDNA-Wechselwirkung reguliert: Die Proteine mit einer
BTB/POZDomane kénnen eine direkte Bindungan die DNA und Genaktivierung
vermittelnoder Genexpressioohne Cullin3 wie KCTD1 oder KCTD10 reguliereier

ist jedoch zu bericksichtigen, dass KCTD1 und KCTD10 im Gegensatz zu KCTD5
Uberwiegend im Nukleus lokalisiert sif2il9, 220 .
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5.2.3 Interaktion von MCM7 mit Rep78/ Rep68 und seine Rolle
bei der AAV -2-Replikation

MCM7 wurde als Interaktionspartner von Rep78 beschrieben, jet@cheine direkte
Interaktion nicht gezeigt wurdd.39. Interessanterweise kommt es nach Uberexpression
der Rep78Re®B8-Proteine zu einedeutlichen Abschwachung oder eindtompletten
Aufhebung der Interaktion zwischen KCTD5 und MCKAbD. 4.13). Die Interaktionvon
KCTD5 mit Rep78Re®©8 wird durch die BTBDoméne (Aminosauren 470) unddie C-
terminalen Aminosauren 2334 vermittelt, sodass die MCMICTD5-Wechselwirkung
maoglicherweiseweniger durch dieBindung an die gleichie KCTD5-Doménen als
vielmehr durch die sterische Hinderungischen MCM7 und Rep7REB8 beeintrachtig
wird. Interessant wéare die Untersuchung der MGKAZTD5-Interaktion nach
Uberexpressionder Rep7&ReG8-NLS Mutanten die keine Veranderung in der
subzelularen KCTDS5Lokalisation bewirken. Die von Nashet al. [139 beschriebene
Interaktion zwischen RE8Re©B8 und MCM?7 lield sichm Rahmen dieser Arbedurch
verschiedee Koprazipitatiorsansatzenicht bestatigen, sodass diese Wechselwirkimng
vitro mit aufgereinigten Protepartnern untersucht werdenisste

Die durchgeflihrten Versuche zeigtamf3erdemkaum eine Veranderung m MCM7-
Ubiquitinierungsmuster durch Ref#8/Res8-Uberexpression. Interessanterweiserde
die MCM7-UbiquitinierungnachExpression dekernwanderungdefizienten Mitante der
groBen RegProteine Re®8-NLS, welche uUberwiegend im Zytoplasma lokalisiest,
geringfugigverstarkt(Abb. 4.15, C). Sollte die Interaktionwischen KCTD5 und MCM7
zu einer MCM7-Ubiquitinierung mit regulatorischer Funktionflhren, kénnten
Rep78Rew8 durch Bindung an KCTD5 diese Interaktion verhindern und dadurch in den
Zellzyklus eingreién. Die Beteiligung der Rep7Be®BS8-Proteine bei derDNA-
Replikation oder seine antbnkogene Wirkungwurden bereits beschriebefil50 164
165.

Die Fragestellung nach der RepR8f(68vermittelten MCM7 Regulation durch
geschwachte KCTDB®CM7-Interaktion konnte nicht beantwortet werden. Die
Untersuchungen zeigte keine Veranderungen in der MCMPfoteinmenge oder
Ubiquitinierung, die durch KCTD5oder die RepProteine eingeleitet wurden. Die
geschwéchte Interaktion zwischen KCTD5 und MCM7, verursacht durch Aegyb8/
Proteine, konnteeine KCTD5-vermittelte MCMZModifikation verhindern, ohne dass
dieser Effekt detektiert wurde. Um diese Frage zu beantworten, muisstachgtdie
funktionellen Auswirkungender KCTD5MCM?7-Interaktion im Detail charakterisiert
werden.

MCM7 ist als Teil des MCMReplikationskomplexs fur die AAV-2-Replikation
essentiell[14(. Der Einsatz der & N As6gegen MCM2 und MCM€@uhrt zu einer
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80%-igen AAV -2-Replikationsminderung wahrend die Wirkung der siRNA gegen
MCM?7 nicht untersucht wurd¢14(. Die Effektivitat der verwendetesiR N AsGgegen
MCM2 und MCM6 wrd nicht gezeigtobwohl die Hemmungsstarke walsteeinlich eine
wichtige Rolle spielt: Fur MCM7 wurde berichtet, dass bei einer Hemmung der
MCM7-Proteinmenge um 80 bis 90 % trotzdeoch zu einer effizienteBNA-Synthese
kommt[133.

Durch den Einsatz der gegdnCM7 gerichteten shRNAKonstrukte konnte in dieser
Arbeit keine Reduktiorder endogenen MCMRengevon mehr als 90% erreicht werden.
Die Restmenge ist wahrscheinlich entsprechend den oben genannteddBefwch fur
die AAV -Replikation noch ausreichendus diesem Grund war wed die Verifizierung
der MQMI7-Funktion bei der AAV2-Replikation mdglich noch konnte digenaueRolle
des KCTD5Proteins dabei untersucht werden.

Obwohl einige Viren, wie z.Bdas Cytomegabvirus, einen Einfluss auflen MCM-
Komplex austiben135, wurde nach Infektion mit Adenovirus oder AAY/ keine
Anderung in der MCM7-Proteinmenge oderdem MCM?7-Ubiquitinierungsmuster
detektiert (Abb. 4.16). Entweder erfolgt durch die getesteten Viren keine MCM7
Regulation oder die dafir verwendeten Methoden waren nicht sensitiv genug, sollte es
sichbeispielsweis@ur um eingegulatorischélCM7-Mono-Ubiquitinierunghandeln.

5.3 Funktionelle Wechselwirkungen des KCTD5 -Cullin3 -
Komplexes mit dem ZNF711-Transkriptionsfaktor

5.3.1 Bildung einestrimeren ZNF711-KCTD5 -Cullin3 -
Komplexesund KCTD5 -Cullin3 -vermittelte ZNF711-
Stabilisierung

ZNF711 ist ein Transkriptionsfaktor, der auf demCKromosom kodiert wirdDer N-
terminale Teil zwischerlen Aminoséuren69 und 40Qzeigt eine 40%-ige Homologie zu
der GAL4Aktivierungsdomane, didei Zfx und ZnfY2 Faktoren beschrieben wurde
[227]].

Neben der beschriebenerinteraktion mit PHF8[96] gibt es putative ZNF711
Interaktiorspartner, die mitHilfe der OPHID Text Mining und Yeasttwo-hybrid-
Pooluntersuchungeidentifiziert wurden Viele sind in Zytoplasma und Zellmembran
lokalisiert, wie z.B. MAP3K5, SLC16A2 oder IL1IRARL(Datenbankenn PSICQUIC
bei EMBL-EBI und GeneCards). Diese Protétroteirrinteraktionen sind noch nicli
Saugerzellenevaluiert und kénnen zurzeit nur als eine Orientierung fur weitere
Untersuchungen und mdgliche biologiséhenktionenvon ZNF711 dienen.
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Die durch Yasttwo-hybrid-Screen identifizierte Interaktion zwischen ZNF711 und
KCTDS5 konnteim Rahmen dieser Arbeih Immunprazpitationsstudien in Saugerzellen
bestatigt weaden. Fur die Interaktion mit ZNF711spielt die KCTDS
DimerisierungOligomerisierungeine Schlusseblle, denn eine starke Interaktion konnte
nur zwischen ZNF711 und nuklear lokalisierte@TD5-Mutanten nachgewsen werden
die putative stabile Dimerkilden (Abb. 4.19). Zwar erfolgte dieinitiale Identifizierurg
des ZNF711 im Yeadtvo-hybrid-Screen durch Bindung an KCTE3234, jedoch liegt
die an das KCTD5-VolllangeProtein bindende ZNF71-Menge in den untersuchten
Saugerzellen (HeLa und HEK293) nur knapp oberki@aibNachweisgrenz®abei ist zu
berticksichtign, dass im Hefesystem beide untersuchten Interaktionspartner durch die
fusionierten Domanen der verwendeten HBfanskriptionsfaktoren in den Zellkern
geschleust werdenMdglicherweise entspricht die schwache ZNFBEhde dem
Proteinanteil, der an die KID5-Dimere bindet die nur einen geringen Anteil des
KCTD5-1/234Volllange-Proteins ausmacherAufgrund des Versuchsaufbaust es
allerdings nicheindeutig ob die nukledre KCTD%okalisationder KCTD5-Proteineund
somit die raumliche Naheder die stale strukturelle Dimerisierungind damit eine
maogliche KCTD5-Konformationséanderundir die Interaktion mit ZNF71Imaf3geblich
sind

Die fur die Interaktion mit ZNF711 essentiell&CTD5-Proteindoméanen wurden nicht
genauidentifiziert, der GTerminus bis Ammosaure 160st jedochentbehrlich Fir eine
detaillierte Doméaneanalyse musste die Interaktion zwischeaus Zytoplasma oder
Nukleus isolierterKCTD5-Proteinenund -Mutantenmit ZNF711in vitro mit und ohne
aufgereinigtes Cullingrfasstwerden

Sowohl de KCTD5- als auch dieCullin3-Uberexpressioffiihrte zu einer Prteinzunahme
des exogenerLAG-ZNF711 @Abb. 4.21). Der ZNF71XProteinanstiegkonnte erst ab
einan bestimmten Schwellenwert von kotransfizierterKCTD5- oder Cullir8-
Expressionskonstruktdmeobachtet werdesodass die Komplexbildung anscheinend eine
bestimmte Menge an KCTBBimeren oder Cullin3 in der Zelle erfordeDie Tatsache,
dassdie nukleérlokalisierteKCTD5-1/191-Mutante bereits bei niedrigen Kpentrationen
zu einem ahnlickstarken Anstiegder YFP-ZNF711-Proteinkonzentratioritihrt wie das
Wildtyp-Protein bei sehr hohdfonzentrationerfAbb. 4.22), sprichtdafir, dassdurch die
KCTD5-Uberexpressiomlie Arzahl der KCTD5Dimere steigt die laut Untersuchungen
des Western Blotsine sehr stabil&trukturbilden und zu einem geringen Teil immén
der Zelle vorhanden sind. Die Dimerisierung leitet womdglich die KCTD5-
Pentamerisierungnd dieTranslokation in dn Nukleus einwie die Trimerbildung des
KCTD5-1/234 mit dem KCTDH&L/191 zeigte (Abb. 4.2). Das kotransfizierte Cullin3
erhoht dieKCTD5-Bindung anZNF711 Denkbar ware deswegen eine durch Cullin3
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eingeleitete KCD5-Konformationginderung[70]. Fir Keapl einen zytoplasmatischen
Cullin3-Substratadapter mit einer BIBomane, wurderbeispielsweiseeine geotffnete
und ene geschlossen&onformationenbeschrieben[222. Durch Dimerisierung und
Anderung seine Konformation reguliert Keaplfir sein Substrat Nrf2Stabilitat und
Transbkationzwischen Nukleus undytoplasmd 64, 223.

Die ZNF71XProteinzunahme durch den KCT{Zwllin3-Komplex beruhgé auf der
Stabilisierung des ZNF711 Proteiffsbb. 4.24) unddamit auf einenicht-proteolytischa
Funktion des KCTD5-Cullin3-Ubiquitin-LigaseKomplexes Die ZNF711Halbwertszeit
ist jedochvon dem ProteiTag abhagig: Der in einigen Untersinungen verwendete
Myc-Tag mit 6 Wiederholungen des M¥apitops scheint die Halbwertszeit von ZNF711
artifiziell zu erhéhen und fihrte daher zu einer starken Nivellierung der K&Il;3-
Effekte (Abb. 4.23). Fur die Beurteilung der physiologischen Regulation von ZNF711
wurden daher vorzugsweise die Ergebnisse mit ddmAG-ZNF711-Fusionsprotein
herargezogen, welches sich durch emnsehr viel kiirzeren Fusionsanteil auszeictet.
Vergleich zum endogenen ZNF711 fehjgeloch, sodasdie Stabilisierung des ZNF7-11
Proteins durch KCTD&ullin3 nur am Beispiel desxegenen FLAGZNF711 Uberprift
werden konnte

5.3.2 Der Einfluss von KCTD5-Cullin3 auf ZNF711 im Verlauf
des Zellzyklus

Zusatzlich zuder verstédeten Interaktion zwischen KCTD&Gnd ZNF711leitet Cullin3
eineZNF711Translokdion in dasZytoplasma ein, die ohne CullindJberexpression viel
schwacher ausféllt und in derPhaseam deutlichsterauftritt (Abb. 4.26). Steigende
KCTD5-1/234 und CullingExpression fuhren zainerZNF711Proteinzunahme, dimit
der nuklear lokalisiertenKCTD5-1/191 Deletionsmutante schon bei geringen
Konzentrationen beobachtet wur@&bb. 4.21 und Abb. 4.22). Diese durch KCTD5
Cullin3 vermittelte ZNF71iModifikation, die das Protein stabilisiert, korreliert nicht mit
seiner Translokationn das ZytoplasmaDie zytoplasmatische Lokalisatioffiel in
Gegenwart vonKCTD5-1/191 im Vergleich zum VolllangeKCTD5 schwacher aus
wahrscheinlictdurchdie starke, permanent€CTD5-1/191Pré&enz im Zellkern.
EinedeutlicheVeranderung in der Proteinmenge des exogenen ZNF711 warderlauf
desZellzyklus kaumbeobachtetaber in der $hase erfolgt ein minimaler Ruckgader
ZNF71X:ProteinmengdAbb. 4.27). Mdglicherweise isder durch KCTD5 und Cullin3
modifizierte Anteil des gesamteBNF711 unabhangig vom Zellklus zu geringr eine
guantitative Ausweung, denn nur ein geringer Teil des KCTslllAnge-Proteins
dimerisiert in der ZelleDenkbar ist deswegezine KCTD5Cullin3-abhéngigdRegulation
der ZNF711Funktion durch Stabilisierung undie KCTD5bedingte Steuerung der
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ZNF712XLokalisation wahrend des Zellzyklus, dieusatzlich durchdie Cullin3-RING-
Ligase reguliert wird KCTDS und Cullin3 selbst konnten in ihrer Funktion durch
Zellzyklusfaktoren gestent sein. Die Applikation von sR N As@egen ZNF711 zgte
eine Beteiligung vonZNF711an der Regulation devlitose, dennder ZNF711fi Kn e ¢ k
d o wniief nach Kittler et al einen Zdéteilungsdefekt durch gestorte
Spindelassemblierung oder Chromosomenaggreghgoror[103. Aufgrund der grof3en
Anzahl derbeschriberen ZNF711-Bindestellerbei Gber 1000 Genemare dies jedochu
erwarten96].

5.3.3 ZNF711 als Transkriptionsfaktor

Zink-Finger sind nicht nur bei ProteDNA, sondern auch bei ProteRrotein
Interaktionenvon entscheidender Bedeuturigje im Yeasttwo-hybrid-Screengefundene,
fur die Bindung an KCTD5 ausreichendeZNF711Region liegt zwischenden
Aminosauren 47633 undbeinhalté 9 Zink-Finger, obwohl die minimale, an KCTD5
bindende ZNF71:-Bequenz nicht naher charakterisiert wurde.urdd diese
Wechselwirkungzwischen KCTD5 und ZNF711 kénntke ZNF711Bindung an INA
oder an seine Interaktionspart@erchdirekt beeinflusst werden

Das Einsetzen von shRNA gegen ZNFTHL in HEK293Zellen einen repressiven Effekt
auf die JARID1G, C2orf34 und PCBP2Genexpressign was ZNF711 zwar als
Transkriptionsfaktor aber niclzvingend als Transkriptionsaktivator charakterisjof).
Die Untersuchungen der ZNF7-Elnktion bei einem ReportergefAssay im Rahmen
dieser Arbeitbescheinigen ZNF711 éne repressorische Funktion in Hekallen und
konnten bei Versuchen iRIEK293Zellen eine tendemglle Aktivatorfunktion zeigen
(Abb. 4.28). Obwohl steigende Konzentrationen des Zirikuger Preeinstendenziell zu
einem Anstiegder Reportergenexpression mit der PCEFe2juenzn beiden Zelltypen
fuhrten (Abb. 4.29), ist es afgrund starkerDifferenzen zwischen den Messwerten
einzelner Versuche&kaum mdglich, ZNF711 auf Basis durchgefuhrter Experimente
eindeutig als einen Transaktivator oder Transrepressor zu charakterisieren
Interessanterweise ist d#ARID1G und C2o0rf34Grundexpression in HEK29Zellen
starker als in Hel&ellen, wahrendPCBP2 vergleichtar stark in beiden Zelltypen
exprimiert wird (The Human Protein Atlas)Moglicherweise findeteine ZNF711
vermittelte zelltygpezifische Genregulatiostatt die zu einerJARID1G und C2orf34
Repression in Hed und einer vergleichbaren Aktivierung d@€CBP2-Genexpressioim
HelLa und HEK293Zellenfuhrt.

Die KCTD5Kotransfektion filihrte zu Repressionder Reportergeexpression Sie
verstarkte die repressorische ZNF7Hunktion in HeLaZellen und minderte die ZNF711
vermittelte  Genaktivierung in  HEK29Bellen (Abb. 4.28). Verstarkte
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Reportergerepression des PCBRZktors wurde in HelL&ellen allein durch KCTD5
Transfektion gemessen(Abb. 4.29), wobei dieser Effektméglicherwese durch die
Interaktion mit dem endogenen ZNF7Rfoteinvermitteltwird.

Trotz der experimentellen Schwankungen deuten die Versuchsergebnisseinauf
zelltypspezifische ZNF71KCTD5-vermittelte Genregulation.KCTD5 konnte die
ZNF7112:DNA-Bindungsaktiviiit entwederdirekt durch Wechselwirkung mit ZNF711
oder indirekt durch eine KCTD®ermittelte Modifikation beeinflussen.

Obwohl sie haufig fur die Untersuchung der Wirkung von putativen
Transkriptionsfaktoren auf die entsprechenden responsiven Promotenédeeingesetzt
werden, handelt es sich bei Reportergatersuchungerdoch um teilweise artifizielle
Systene, welche die physiologische Regulation nicht immer vollstandig abbilDés
konnte erklaren, warum ZNF711, welchesn KleineKohlbrecher und Kdégen als
Transkriptionsaktivatoibeschrieben wurde, gerade in HeZellen auch reprimierende
Effekte zeigte [96]. Zudem binden die verwendeteDNA-Seque&zelemente
wahrscheinlich aul3er ZNF711 noch weitere Transkriptionsfaktorenderen Bindung
wiederum Gegenstand einer Regulation durch ZNF711 sein &Odrint diesem
Zusammenhang konnt&leine-Kohlbrecher zeigen dass ZNF711genregulatorische
Funktion ausibtund mit PHF8, einer Histehysin-Demethylase interagiert [96].
Moglich wae, dass ZNF71IHistonmodifikatioren steuert und dadurchei der DNA
Regulationals Transaktivatobzw. Transrepressdungiert Im Gegensatz zur Interaktion
mit weiteren Transkriptionsfaktoremerden solche Histonmodifikatienin Reportergen
Assays nur unzureichend abgebildet

Unter den putativen ZNF71ZXInteraktiorspartnen befinden sich beispielsweise
HIST1H3A (histone cluster 1 H3aund JARID1C (lysinespecificHistordemethylase 5C
welchelaut KleineKohlbrecherdurchZNF711reguliert wird[96]. Falls ZNF711 nur mit
weiteren Faktoren wie PHF8 die Genexpression durch Methylierung reguliert, wird kein
Effekt auf die Genexpression von einem Plasmid detektiert werden komien.
Genegulation durch ZNF711sollte daher in zuklnftige Untersuchungeram besten
durchdie endogene mRNMengemittels Nathern Blot untersucht werdekin weiteres
Problem kénnte am Vorhandensein von nur einer Bindungssequenz liegetiNExé 1-
Bindungsintensitatwurde an ausgewéahltenDNA-Sequenzemicht unersucht, sodass
moglicherweiseaufgrund zugeringer DNAZNF71XInteraktion keineAuswirkungen auf
die Genexpression detektiert wurddéfine Alternative wareein Gal4-Fusionssystem, in
welchem die isolierte Bindung von ZNF711 an seine Bindesequenzen chtensrden
konnte
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5.4 Interaktion des KCTD5-Cullin3-LigaseeKomplexes mit
FAM193B

FAM193BALOC54540IRIZIO ist ein zytoplasmathes Protein ohne konservierte
Strukturdoméanen. Laut verschiedenesté&hbankeimst seine mRNAN einer Melzahlvon
menschliche Geweben und in vielen Tumorzellen vorhanden,wobei eine verstéarkte
MRNA Expression in Milz, Hirngewebe und weiblichen Reproduktionsorganen detektiert
wurde (http://biogps.org GenportalLhe Human Protein Atlas, RefExBatenbank). Die
Untersuchungen von Picdme und seinen Kollegerund die Suche inDatenbanken
bestéatigentrotz der zytoplasmatischen Lokalisatiades Proteinsdie Prasenz eines
KernwanderungssignalsKRARHKLKKK  (HumrmPLoc 2.0; NLS Mapper Psortll
prediction; ESLpred82)).

Das FAM193B-Protein selbstkonnte nach Inhibition des nuklearen Tgaorts durch
Leptomycin B imNukleusdetektiert werdefi82]. Unklar ist, unter welchen Beding@en
FAM193B nukle&rlokalisiertvorliegt. Trotz seiner NLSSequenkommtdas Proteirauch
wahrend der Zellteilungausschliel3lichperinuke& vor. Diese verstarkt perinukleare
FAM193B-Lokalisation kann unmittelbar nach der Zellteilung detektiert werden, wo das
ansonstemomogenm Zytoplasma verteilte FAM193B teilweise mit Tubulin kolokalisiert
(Abb. 4.30, B). Aufgrund der perinulgiren KCTD5-Lokdisationwéahrend der Zellteilung
(Abb. 4.4) ist esmdglich, dass FAM193B zusammen mit KCTD5 bei der Zytokinese oder
dem Transport von zellularen Faktoren zwischen Zytoplasma und Zellkern eine Rolle
spielt. Die Applikation einer siRNA gegen FAM193Rihrte in einer RNAInterferenz
Studie zu einer Storung in der Zellteilupid3.

Neben dem beschriebenen PAR®XOL1 sind laut grschiedenen proteomischen Studien
Ataxin-1, ein ChromatinbindungsfaktoGDC25 (cell division cycle 25Aund MAPKS
(mitogenactivated protein kinase)&inter den putativen FAM193Biteraktionspartnern
[224]. Aufgrund dieser nuklear und zytoplasmatisch lokalisierten Interaktionspartner lasst
sich vermuten, dass FAM193B an vielen zellularen Prozessen beteiligt sein kénnte, wie
die Zellteilung, Zellproliferation ok Proteinregulation.

Fur die Interaktion mitFAM193B ist die zytoplasmatische KCTDBSokalisation von
zentralerBedeutung(Abb. 4.31). Die Cterminalen KCTDBAminosaurenl71 bis 234

sind fur die Interaktion nicht eforderlich und auch der Bereich zwischenden
Aminosauren145 und 171 ist wahrscheinlichentbehrlich Der letztere Befund ist
allerdings afgrund einer geringen Proteinexpressidar KCTD5-1/145Mutante mit
leichten Unsicherheiten behaft®Vie bei ZNF711ist auch die Bindung von KCTD5 an
FAM193B von der zellularerKCTD5-Lokalisation abhangig, allerdings auf Grund der
unterschiedlichen subzellularen Lokalisation died€€TD5-Interaktionspartner mit
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unterschiedlichen Vorzeichekiir die KCTb> undFAM193B Interaktion muss KCTD5

im Zytoplasma lokalisiert sein Mdoglicherweiseist die Lokalisation in demselben
Zellkompartimen fur die Interaktion von entscheidender Bedeutung oder die
zytoplasmatische KCTD5-Monomereweiseneine von Dimeren verschiedene Struktur
des G oder NTerminus auf, die maRRgeblich fur die Interaktion HARAM193B ist.
Maoglicherweise bedarf emucheiner durt die Bindung an Cullin3nodifiziertenKCTD5-
Proteinstruktur, dieerst eine starke Wechselwirkung mit FAM193Bermaoglichen denn
trotz eirer starken Interaktion zwischen FAM193B und KCTDS5 scheint Cullin3 diese
Bindung noch weiter zu verstarke(Abb. 4.32). Diese Fragestellung konnten
zukunftigen Untersuchungesn KCTD5-Mutantenadressiert werderdie keine Dimere
undauch keinédligomeremehrausbilden kénnef64].

Die FAM193B-Proteinzunahme nach KCTBbder Cullin3Proteintiberexpression deutet
auf eine posive regulatorischéRolle desUbiquitin-LigaseKomplexeshin (Abb. 4.33).
Laut Udeshi et al wird der FAM193B Lysinrest 567 ubiquitiniert [85]. Die
Ubiquitinierung ded.ysinreses567ist wohl nicht in proteasomale Degradation involviert
[85], aber ob der positive Effekt der KCTD5 undlith3 Proteine auf FAM193B auf einer
Ubiquitinierung beruht, muss noch experimentell untersucht werden. Die FAM193B
Ubiquitinierung wurde in dieser Arbeit zwar nachgewiesen, eine KS6ATR193B-
Mutante konnte im Rahmen diese Arbeit jedoch nicbhruntersicht werden.

Um den KCTD5Cullin3-Einfluss aufFAM193B zu klaren, bedarf es Untersuchungen des
endogenen FAM193Proteing damit kinstlibe Tags keinen Einfluss autlie
Proteinlebensdauexusiiben, wialies bei dem Myegetaggte ZNF711-Protein gezeigt
wurde, oder keine sterischen Hinderungen bei WechselwirkumggnKCTD5-Cullin3
darstellen. Es ist nicht ausgeschlossen, dass die schwache Interaktion z\Wwis&ken
FAM193B, Myc-KCTD5 undMyc-Cullin3 den MycTags anLigaseKomplexProteinen
verschuldet is{Abb. 4.32).
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5.5 Evidenzen fur eine Funktion von KCTD5 als
Substratadapter fir Cullin3 -Ubiquitin -Ligasen

Die Ausbildung trimere Komplexe von ZNF711:KCTD5-Cullin3 und FAM193B
KCTD5-Cullin3 und die ahnlichen funktionellen Auswirkungen einer KCTD5 oder
Cullin3-Uberexpressiommuf die potentiellen SubstratZNF711 und FAM193Bbefinden

sich im Einklang mit der Ausgangshypothese der Arbaiter Rolle vonKCTD5 als
spezifischeSubstratadaptdiir Cullin3-Ubiquitin-Ligasen

Dass potentielle zellulare Substrate des Qui3-KCTD5-Komplexes sowohl im
Zytoplasma als auch im Nukleus lokalisiert sind, erscheint zunachst widersprichlich.
Allerdings wurde Cullin3 bereits in sehr unterschiedlicBdetkompartimenten detektiert:
nach Neddylierung an der Zellmembrf22y, im ER, im Zellkern und im Zytoplasma
[63, 226. Auch KCTD5 scheintdurch seine Dimerisierung und Oligomerisierung
zwischen Zytoplasma und Nukleus zu translozieren.

Anhand der Ergebnisse dieser Arbeit wurde ein hypothesshtoalel fir die Funktion

von KCTD5 als potentielte Cullin3-Ubiquitin-E3-LigaseSubgratadapter entwickelt.
Dieses ist irderAbb. 5.1 dargestelit.

Fur nukledre Substrate muss zunachst eine Dimerisierung von K@&Flgen, die
maoglicherweise durch eine teilweise Maskierung deéei@inalen Aminosauren 26334
vermittelt wird. Dadurch wird das Protein in den Nukleus translomiedt kann dort an
Cullin3 und das nukleare Substrat bindé&ach erfolgter Substratubigitinierung oder
durch Einfluss eines weiteren Proteins erfolgt eine MonomerisiateadCTD5Anteils

des Komplexesdie den Export von KCTD5 in das Zytoplasma leitet Aus den
vorhandenen Datekann jedochicht eindeutig gechlusfolgert werden, ob daSubstrat

und Cullin3 dabei an KCTD5 gebunden bleiben. Fir zytoplasmatische Interaktionspartner
von KCTD5 wie FAM193B findet die Bindung wahrscheinlich an die monomere KETD5
Form im Zytoplasma statt, scheint aber auch hier durch die zusatzliche Bindang vo
Cullin3 unterstutzt zu werden

125



Diskussion

Abb. 5.1: Modell der Regulation nukledrer Substrate durch den KCTD5-Cullin3-E3-Ubiquitin-
LigaseKomplex. Nach der Dimerisierun{Oligomerisierunyjim Zytoplasma translozierédfCTD5-Dimere
(Oligomere)in den Zellkern und binden an Cullindid KCTD5Substrate, wobei Cullindie Bindung von
KCTD5 an das jeweilige Substrat verstarken kann. ibstratmodifikationgls Beispiel hier di¢Mono-
Ubiquitinierung kdnntezu eineMonomeisierungvon KCTDS5 fuhrengdie eiren Export des Proteins in das
Zytoplasmazur Folge hat, mit oder ohrgebundene€ullin3. Parallel dazu kénnte eine geringe Menge des
KCTD5-Cullin3-Komplexes mit einem gebundenen Substrat ins Zytoplasma translozierbwerde

Die Trimerbildung des KCTDA/234 mit dem KCTDS5L/191Dimer undanschlie3ende
KCTD5-1/234Translokation in den Zellkern erhamtedie These dass KCTD5 im
ZytoplasmaDimere und sogarOligomere ausbildet, welche eine nukleare Lokalisation
einleiten Daba vollzieht KCTD5 wahrscheinlich eine Konformationsanderurgik&nnte
gezeigt werden, dass die dimerisierenden KCT2fetionsmutanten starker an Cullin3
binden[11], sodass die Deletion bestimmtert&@minaler Bereiche méglicherweise die
KCTD5-Konformation zugunsten der braktion mit Cullin3 verandert.Diese
Konformationsdnderung konnte fur d&ndung an seine nuklearen Substrate MCM7 oder
ZNF711ebenfallsnotwendigsein und wird méglicherweise durch Cullin3 stabilisi€ie
KCTD5-Bindung an seine Substrate wird in Anwekeit vonCullin3 verstarkt.

Ein nuklearer Export von KCTD5 setzt wahrscheinlich eine KGMmomerisierung
voraus, diedurch KCTD5Cullin3 vermittelte Substratmodifikatioonder ein weiteres
Protein eingeleitet wird. Daran ised GTerminus von KCTD5walrscheinlich erneut
malgeblichbeteiligt: Die Aminosauren 20234 sindfir die Interaktion mit Ubiquitin

LigaseSubstratenzwar vernachlassigbaraber ihre Deletion fuhrt zu stabilen, nukleér
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