3. Diskussion

3.1. DasKernlokalisationssignal der PKCa

Ein Kernlokalisationssignal (NLS) sollte an Importfaktoren binden, die den Transport des
Proteins in den Zellkern vermitteln (s. Kapitel 1.2.3). Die durchgeftihrten Untersuchungen zur
Eingrenzung eines solchen Kernlokalisationssignals der PKCa waren eine direkte Weiterfuh-
rung der in unserem Labor von Stefan Wagner durchgefiihrten Arbeiten mit GFP-APKC-
Fusionsproteinen (Wagner 1999; Wagner et al. 2000). Die Fusion mit GFP erfillte in den
Experimenten neben der Mdglichkeit die subzellulére Lokalisation der Proteine Uber Fluores-
zenz festzustellen auch den Zweck, dem Fusionsprotein eine Grof3e zu verleihen, die eine pas-
sive Diffusion durch den Kernporenkoplex ausschliefst (>45 kDa). Die Ergebnisse legten die
Vermutung nahe, dald sich ein NLS der PKCa innerhalb der Aminosduresequenz 1-187 befin-
det, die die Pseudosubstratregion und die phorbolesterbindende C1-Doméne beinhaltet, denn
sowohl GFP-APK Ca (1-252), als auch GFP-APK Ca(1-187) waren ohne Zugabe von PMA im
Zellkern lokalisiert. Die anderen untersuchten PKCa-Fragmente zeigten als GFP-
Fusionsproteine in der Regel eine gleichméliige, cytoplasmatische Verteilung.

Die vorliegende Arbeit beschreibt den auf diesen Erkenntnissen basierenden Versuch,
das Kernlokalisationssignal der PKCa zunéchst auf die beiden Zinkfingermotive der C1-
Doméne (Claund C1b) einzugrenzen. Dazu wurden V ektoren hergestellt, die Fusionsproteine
codierten, bei denen das jeweilige PKCa-Fragment C-terminal oder N-terminal mit GFP und
einem weiteren Protein fusioniert waren. Die Anwesenheit des zusétzlichen Proteins, bei dem
es sich entweder um B-Galaktosidase oder um ein zusétzliches GFP handelte, war erforder-
lich, da die Fusion mit einem GFP allein nicht mehr ausreichte, um den Fusionsproteinen eine
Gesamtgrof3e von Uber 45 kDa zu verleihen.

Uberraschenderweise wurden die Experimente durch die ebenso starke wie unerwartete
Neigung der Fusionsproteine zu aggregieren erheblich erschwert und schlief3lich auch konkre-
te Schlul3folgerungen aus diesen Untersuchungen verhindert.

AuRerdem weisen die transfizierten Zellen starke morphologische Schéden auf, was auf
eine hohe Cytotoxitizitédt der Fusionsproteine hinweist. Die Grél3e der einzelnen Aggregate
variiert von Zelle zu Zelle ebenso wie ihre subzellulére Verteilung.

Die anfangliche Hypothese, dass die 3-Galaktosidase einen mal3geblichen Anteil an der
Aggregatbildung haben konnte, bewahrheitete sich nicht. Grundlage dieser Vermutung war
die Existenz der etwa 50 Aminosduren umfassenden a-Region, mit deren Hilfe das Enzym

tetramerisieren kann (Moosmann & Rusconi 1996). Diese Tetramerisierung dient normaler-
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weise der Aktivierung der 3-Galaktosidase. In den 3T3-Zellen aber konnte sie moglicherwei-
se zu einer unspezifischen Aggregation fuhren, da 3-Galaktosidase ein bakterielles Enzym ist
und in einer eukaryontische Zelle moglicherweise , fehlreguliert” wird. Allerdings zeigten die
Kontrollzellen, die lediglich mit GFP fusionierte 3-Galaktosidase exprimierten, keinerlei Ag-
gregate, und auch der Ersatz der 3-Galaktosidase durch ein weiteres GFP flhrte lediglich zu
einer geringeren Aggregatbildung, so dal3 hochstwahrscheinlich der PKCa-Bestandteil der
Fusionsproteine fur die Aggregatbildung verantwortlich ist (s. auch S. 47).

Aus der gelegentlich und nur in Ausnahmefallen beobachteten verstarkten Kerntranslo-
kation mancher Konstrukte sollten keine Schlul3folgerungen beziglich des Kernlokalisations-
signals der PKCa gezogen werden, da die beschriebenen Ergebnisse den Verdacht nahelegen,
dal3 es sich in diesen Féllen lediglich um eine passive Diffusion der Fusionsproteine in den
Zellkern handelt.

Zum einen scheint die Wahrscheinlichkeit einer Kernlokalisation umgekehrt proportio-
nal zur GesamtgrofRe des jeweiligen Fusionsproteins zu sein. Wahrend die mit GFP-
fusionierten ,MonoGFP*-Konstrukte ausnahmslos im Zellkern lokalisiert sind, reicht bereits
die Fusion mit einem weiteren GFP bei den ,DiGFP*-Konstrukten aus, um 93-187NDi und
93-187CDi nur noch schwach in den Kern translozieren zu lassen. Wird eines der beiden GFP
durch -Galaktosidase ersetzt, so ist bis auf seltene Ausnahmen bei 93-187N und 93-187C
Uberhaupt keine Lokalisation im Zellkern mehr festzustellen. Aus dieser seltenen Beobach-
tung zu schlief3en, dal? das NLS der PKCa im Bereich der Cla-Region liegt, ist aufgrund der
vorliegenden Ergebnisse schon allein aufgrund ihrer Rarité und schlechten Reproduzierbar-
keit nicht zuldssig. Aul3erdem zeigen weder 1-187N, noch 1-187C eine stimulationsabhangige
Translokation in den Zellkern. Zweitens zeigen die Proteine aufgrund ihrer unerwartet hohen
Neigung zur Aggregation ein ohnehin ungewdhnliches Verhalten, so dal3 eine Schlul3folge-
rung, die auf der subzelluldren Verteilung nichtaggregierter Restproteine basiert, notgedrun-
gen fehlertrachtig sein muf3.

Zum anderen zeigt auch das GFP-GFP-Fusionsprotein, ahnlich wie das GFP selbst, eine
verstérkte Lokalisation im Zellkern, die sich von der der MonoGFP- und DiGFP-
Fusionsproteine nicht unterscheidet. Es liegt daher nahe, dal3 auch die mit PKCa-Fragmenten
fusionierten GFP-Dimere durch den Kernporenkomplex in den Zellkern diffundieren und die
PKCa-Bestandteile des jeweiligen Fusionsproteins mutmal3lich einfach nicht grof3 genug
sind, um das GFP-Dimer daran zu hindern. Nach diesem Modell wiirde also das GFP selbst
far die mit ihm fusionierten Proteinfragmente als NLS fungieren. Das Kriterium der Aus-

schluf3groie kdnnte seine Gultigkeit behalten, indem das Fusionsprotein bei diesem Diffusi-
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onsvorgang in seinem Verhalten moglicherweise nicht einem einzelnen Protein entspricht,
dessen Gesamtgrof3e gleich der Summe der Groéf3en seiner Komponenten wére, sondern jede
Komponente wie die Perlen einer Kette fur sich alleine durch den Kernporenkomplex diffun-
diert.

Aufgrund dieser Hinweise erscheinen die in den Arbeiten von Stefan Wagner gewonne-
nen Erkenntnisse in einem neuen Licht, da er den aktiven Transport seiner Fusionsproteine
viaNLS mit der erwdhnten Ausschlu’3grofie von 45 kDa begriindete und aulerdem feststellte,
dad der Grad der Kernlokalisation der Konstrukte davon abhéngig war, ob die PKCa-
Fragmente C- oder N-terminal mit GFP fusioniert vorlagen. Zum einen handelt es sich bei
seinen GFP-Fusionsproteinen der PKC-Fragmente 1-187 und 1-252 um die kirrzesten der von
ihm hergestellten Fusionsproteine. Zum anderen scheint das Argument, dal3 der Grad der
Kernlokalisation davon abhangig ist, ob das PKC-Fragment C- oder N-terminal mit GFP fu-
sioniert vorliegt, unter Berlicksichtigung der hier gewonnenen Erkenntnisse gleichfalls nicht
Uberzeugend, da der Unterschied lediglich in einer gleichmalBigen Verteilung des
N-terminalen Fusionsproteins Uber die gesamte Zelle im Vergleich zu einer verstérkten
Kernlokalisation des C-terminalen Fusionsproteins besteht, wie sie auch fur GFP allein
beobachtet wird. Da folglich beide Fusionsproteine in den Zellkern gelangen, kann aufgrund
solcher Intensitétsdifferenzen keine Aussage beziglich des Transportmechanismus gemacht
werden, obwohl nicht ausgeschlossen werden kann, dal3 die N-terminale Fusion mit GFP
beispielsweise die Bindung eines | mportfaktors beeintrachtigt. Aufgrund der in dieser Arbeit
dargestellten allgemeineren Beobachtungen wére es jedoch naheliegend, dal3 die betreffenden
Fusionsproteine durch freie Diffusion durch die seitlichen Poren in den Kern gelangen und
die N- bzw. C-terminale GFP-Fusion lediglich deren Verankerung im Zellkern beeinfluf3t.

Um diese Mdglichkeiten auszuschlief3en, sollte eine weitere Kontrolle zeigen, dal3 ein
anderes 187 Aminosauren langes und mit GFP fusioniertes PKC-Fragment nicht im Zellkern
lokalisiert ist.

Die bislang gewonnenen Erkenntnisse schlief3en die Présenz eines NLS in der Region
1-187 der PKCa keineswegs aus, allerdings konnte sie auch nicht bestétigt werden, und die
Ergebnisse lassen weiterhin Raum fur Hypothesen, die ein NL S auf3erhalb dieser Region ver-
muten. Kinftige Arbeiten sollten zundchst darauf abzielen, die Préasenz des NLS in der Regi-
on 1-187 abzusichern, bevor der erneute Versuch seiner Eingrenzung unternommen wird.

Interessanterweise scheint die beschriebene Neigung zur Bildung von Aggregaten mit
der GesamtgrofRe der Fusionsproteine zuzunehmen. So ist bei den MonoGFP-Konstrukten so
gut wie keine Aggregatbildung vorhanden und die DiGFP-Konstrukte zeigen fast ausnahms-
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los eine geringere Neigung zur Aggregation als ihre mit 3-Galaktosidase fusionierten Analo-
ga. Insofern scheint das Problem der Aggregation in den betreffenden PKCa-Fragmenten zu
liegen, die Grol3e des Restproteins scheint hingegen fur die Aggregatbildung eine verstarken-
de Wirkung zu haben.

Einen zusétzlichen und von dieser Arbeit unabhangigen Hinweis, dal3 das Problem der
Aggregatbildung in dem PKCa-Bestandteil der Fusionsproteine selbst lag, lieferten die Arbei-
ten von Perander und Mitarbeitern (2001). Sie entdeckten mit analogen GFP-
Fusionsproteinen ein NLS in der Zinkfingerregion (Aminosauren 141-194) der atypischen
PKCA. Bei dem Versuch, zu prifen, ob ein solches NLS auch fur die Zinkfinger der klassi-
schen Isoformen der PKC konserviert ist, transfizierten sie HeLa-Zellen mit Vektoren, die
Fusionsproteine codierten, die den hier beschriebenen zwar nicht identisch, aber sehr @hnlich
waren: das eine Fusionsprotein enthielt die erste der beiden Zinkfingerregionen, das zweite
die gesamte C1-Region der PKCa (GFP-PKCa(37-88) bzw. GFP-PKCa(37-155)). Die Be-
obachtung, dal? diese Proteine , nicht in den Zellkernen sondern eher in punktférmigen Struk-
turen im Cytoplasma akkumulieren” stimmt exakt mit den hier beschriebenen Beobachtungen
tberein. Offenbar sind GFP-Fusionsproteine der Zinkfingerregionen der PKCa aufgrund ihrer
Neigung zur Aggregatbildung ungeeignet fir die Feststellung eines potentiellen NLS. Dal3 die
Aggregatbildung bei Perander und Mitarbeitern im Gegensatz zu den in unserem Labor ge-
wonnenen Erkenntnissen bereits bei der Fusion des APKCa-Fragments mit einem GFP auf-
trat, ist wahrscheinlich auf die Verwendung unterschiedlicher Zelllinien zurtickzufiihren. Eine
weitere Mdglichkeit wére, dal’ die Abwesenheit der Pseudosubstratregion die Aggregations-
neigung der C1-Regionen zusétzlich verstérkt.

Im Ubrigen stellt die Bildung von Aggregaten nicht die einzige Schwierigkeit bei der
Untersuchung der subzelluléren Verteilung von GFP-Fusionsproteinen dar. Schon Stefan
Wagner hatte gezeigt, dal3 GFP-PKCa in NIH 3T 3-Fibroblasten nach PMA-Stimulation nicht
in den Zellkern sondern an die Plasmamembran transloziert. Dieses Verhalten steht im Wi-
derspruch zu dem der endogenen PKCa, die sowohl von ihm, als auch von anderen Gruppen
nach PM A-Behandlung in immuncytochemischen Untersuchungen im Zellkern nachgewiesen
werden konnte (Wagner 1999; Martelli et al. 1999). Diese offensichtliche Anderung der Ei-
genschaften des Enzyms fuhrte Stefan Wagner allerdings nicht auf die Fusion mit GFP son-
dern auf die Uberexpression zuriick (Wagner, 1999).

In jungerer Zeit sind mehrere Arbeiten publiziert worden, die die Erfahrungen unseres
Labors teilen und GFP-PKCa ebenfalls nicht im Zellkern und nach deren Aktivierung durch
PMA lediglich eine Translokation zur Plasmamembran beobachten (Vallentin et al., 2000;
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Nacro et a., 2001; Mandil et al., 2001; GarciaBermejo et a. 2002). Viele dieser Arbeiten
beinhalten detaillierte kinetische Analysen, die belegen, dal3 die rasche Translokation von
GFP-PKCa an die Plasmamembran mit Konzentration und Einwirkungsdauer von PMA zu-
nimmt (Mandil et al. 2001; GarciaBermejo et al. 2002). Im Gegensatz zu GFP-PKCd durch-
lauft die Lokalisation an der Plamsamembran jedoch kein Maximum und auch die im weite-
ren zeitlichen Verlauf der PMA-Einwirkung stattfindende Lokalisation an der Kernmembran
(Wang et al. 1999; Garcia-Bermejo et a. 2002) wurde bei GFP-PK Ca nicht beobachtet.

Aus diesen Ergebnissen darf jedoch nicht geschlossen werden, dal? die PKCa nicht in
den Zellkern translozieren kann, da sie dort sowohl mit immuncytochemischen Methoden, als
auch mit denen der subzelluldren Fraktionierung eindeutig nachzuweisen ist (Buchner 1995,
Buchner 2000).



3.2. Physologische Bedeutung der PSF-Bindung

In der vorliegenden Arbeit wurde in einem ,Pull down assay“ mit dem PTB-assoziierten
Spleil¥faktor (PSF) ein nucledrer Bindungspartner fur Proteinkinase C identifiziert. Ferner
konnte gezeigt werden, dal3 die PSF-Bindung vom Aktivierungszustand der PKCa abhéngig
ist, da die Gegenwart verschiedener Aktivatoren den Anteil copréazipitierten PSFs erheblich
steigerte. Dal? neben den Aktivatoren Ca®* und PMA jedoch auch die Zugabe des I nhibitors
Staurosporin die PSF-Bindung verstérkt, scheint zunéchst ein tberraschendes Ergebnis zu
sein. Es flgt sich allerdings sofort zwanglos in das Bild ein, wenn man bedenkt, dal3 die inhi-
bitorische Wirkung auf der irreversiblen Bindung des Staurosporins im katalytischen Zentrum
der PKCa beruht. Dadurch wird die Bindung der Pseudosubstratregion im aktiven Zentrum
und damit die Autoinhibierung der PKCa verhindert, was letztlich eine ,aktive” Konformati-
on der PKCa stabilisiert (Buchner et a. 1999).

Die Entdeckung, dal3 PKCa aktivierungsabhéngig an einen essentiellen Spleif3faktor
bindet, legt den Verdacht nahe, dal3 nucledre PKCa direkten Einfluld auf den Vorgang des
Spleilens nimmt. Allerdings konnten bereits 1997 in unserem Labor durchgefiihrte Arbeiten
von Uwe Rosenberger diese Hypothese nicht bestétigen. Natirlich kann deshalb eine Funkti-
on der PKCa bei der Regulation des Spleif3ens nach wie vor nicht ausgeschlossen werden,
letztlich ist sie aufgrund der verhétnisméaldig hohen Zahl der nucledren Substrate, von denen
einige sogar in den Spliceosomen nachgewiesen wurden (s. Kapitel 3.3), auch nicht so
unwahrscheinlich. Aber obwohl weitere gezielte Experimente nétig sind, um eine
regulatorische Wirkung der PSF-Bindung auf den Prozess des SpleiRens zu untersuchen,
wurde die Abwesenheit eines regulatorischen Effekts nicht Uberraschen.

PSF stellt mit einem Anteil von etwa 10% (personliche, nicht publizierte Beobachtung)
eine der Hauptproteinkomponenten im Zellkern dar. Allein dieser hohe PSF-Anteil im Zell-
kern macht es unwahrscheinlich, dai3 die Funktionen, die PSF wahrend des Spleil3prozesses
erfillen mag, seine einzigen Aufgaben in diesem Zellkompartiment sind. Da PKCa im Zell-
kern einer Zelle unter physiologischen Bedingungen in erheblich geringeren Mengen vorliegt
als PSF, liegt sicherlich nur ein aulerst geringer Anteil des nucledren PSF PKC-gebunden
vor, und das muf3 nicht notwendigerweise der Anteil sein, der an die pyrimidinreiche Region
der preemRNA bindet. Ein PSF-vermittelter Einflufd der PKCa auf das SpleiRen wéare daher
wahrscheinlicher, wenn PSF ein Substrat der PKCa wére. Aufgrund der Erkenntnis, dal3 PSF
in vitro lediglich &uf3erst schwach phosphoryliert wird, mufd man allerdings davon ausgehen,

dai3 es unter physiologischen Bedingungen wahrscheinlich kein Substrat der PKCa ist. In den
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Autoradiographien der BAC-SDS-Gele scheint PSF zwar immer noch schwach, jedoch deut-
lich besser phosphoryliert zu werden, was eventuell auf die hohere Aktivitét der kommerziell
erworbenen PKCa oder auf den fehlenden Einflul3 der GST-Funktion zurtickzuftihren ist.

Das Ergebnis, dal’ PSF je nach experimentellem Ansatz lediglich als schwaches bis m&
Biges Substrat bezeichnet werden kann, mag auf den ersten Blick Uberraschen, da PSF im-
merhin drei mogliche  Phosphorylierungsstellen  aufweist (KTYT(286)QR,;
RGRS(402)T (403)GK). Allerdings ist die bloRRe Anwesenheit einer Konsensussequenz zur
Phosphorylierung nicht zwingend fur eine gute Phosphorylierung, da die Phosphorylierungs-
stelle beispielsweise aus sterischen Griinden fur die betreffende Kinase unzuganglich sein
kann. Kdrzlich konnte in unserem Labor jedoch nachgewiesen werden, dal3 PSF an Tyrosinre-
sten phosphoryliert wird (Otto et al. 2001). Ob die Tyrosin-Phosphorylierung die Bindung an
aktivierte PKCa beeinflussen kann, bleibt jedoch noch zu untersuchen.

Uber PSF ist bislang relativ wenig bekannt, und bislang sind noch keine Untersuchun-
gen zu moaglichen Funktionen des Proteins aul3erhalb des SpleilRkomplexes beschrieben wor-
den. Insofern sind auch Mutmal3ungen Uber die physiologische Bedeutung der Bindung zwi-
schen aktivierter PKC und PSF hochst spekulativ.

Die Beobachtung, dal3 PSF in vitro schlecht und daher in vivo moglicherweise Uber-
haupt nicht durch PKC phosphoryliert wird, kénnte ein Hinweis darauf sein, dal3 es sich mit
PSF ahnlich wie mit RACK1 verhélt, einem Protein, das gleichfalls an aktivierte PKC bindet,
das gleichfalls ein schlechtes Substrat ist und das wahrscheinlich eine Rolle in der PKC-
vermittelten Signaltransduktion spielt (Ron et al. 1994). Moglicherweise stellt PSF ein kom-
partimentspezifisches RACK dar, und es wére interessant, zu untersuchen, inwiefern es iso-
formselektiv fur konventionelle PKC oder sogar isoformspezifisch fur PKCa ist.

Eine weitere hypothetische Funktion der PKCa/PSF-Bindung wére, die PKCa im Zell-
kern zu verankern. Das wére insofern interessant, als die subzellulére Verteilung der PKC
abhangig von Isoform und Zelltyp variiert (Buchner 1995; Martelli et al. 1999). Ein Zusam-
menwirken von dem Transport in das Zielkompartiment und dortiger Verankerung durch spe-
zifische Ankerproteine wére eine mogliche Erklarung fur die Spezifitdt der PKC.

AulBerdem wére es denkbar, dal3 PSF fur aktivierte PKCa in dhnlicher Weise wie
AKAP79 als Gerustprotein fungiert. AKAP79 bindet Proteinkinase A, Proteinkinase C und
Phosphatase 2B (Calcineurin) an jeweils unterschiedlichen spezifischen Bindungsstellen und
kann daher mit allen drei Enzymen einen definierten Komplex bilden (Klauck et al. 1996).
PSF kann, @hnlich dem AKAP79, auf3er der PKCa zumindest noch Proteinphosphatase 1 (Hi-

rano et al. 1996) und somit wenigstens zwei verschiedene Enzyme binden. Allerdings ist nicht
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auszuschlief3en, dal? beide Enzyme kompetitiv um dieselbe Bindungsstelle konkurrieren, oder
ihre Bindungsstellen im PSF zumindest Uberlappen. Es werden also auch hier weitere Unter-
suchungen notwendig sein, um zu entscheiden, ob die Bindung von PKCa und Prote-
inphosphatase wirklich an zwei unterschiedlichen Bindungsstellen des PSF erfolgt. In neuerer
Zeit konnte in ,Yeast two-hybrid“-Experimenten gezeigt werden, dal3 PSF Uber das RRM2
Motiv (Aminosauren 371-444) mit Zinkfingermotiven anderer Proteine interagieren kann
(Dye & Patton 2001), so dal3 die C1-Region der PKCa ein vielversprechender Kandidat als
potentielle PSF-Bindungsregion wére. Die Bindungsstelle fir Phosphatase 1 liegt allerdings
beim PSF in dem Bereich der Aminosauren 349-430 (Hirano et al. 1996), wodurch also fir
das PSF die Funktion eines Gerustproteins, zumindest fir PKCa und Proteinphosphatase 1,
nicht sehr wahrscheinlich wére, wenn sich eine Interaktion der C1-Region der PKC mit dem
RRM2-Motiv des PSF bestéatigen sollten.

Eine weitere Vertiefung der Experimente zur physiologischen Bedeutung der PKC/PSF-
Interaktion wére generell in jedem Fall von Bedeutung, selbst bei Zelltypen, bei denen PKCa
nachweislich nicht im Zellkern auftreten sollte: Es existiert eine cytosolische Form des PSF,
der lediglich die 38 C-terminalen Aminosauren (incl. C-terminaler NLS-Sequenz) fehlen,
deren Aminosduren 1-662 aber identisch mit dem nuclegren PSF sind. Bei dieser F-1soform
handelt es sich vermutlich um eine Spleil3variante, deren biologische Bedeutung allerdings
immer noch unbekannt ist (Patton et al. 1993; Dye & Patton 2001). Das F-PSF wird von den
Zelle nach heutigem Kenntnisstand zwar nur in geringen Mengen exprimiert, aber eine spezi-
fische und aktivierungsabhangige Bindung von PKCa im Cytosol wére in ihrer Bedeutung

nicht zu unterschétzen.
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3.3.  Nucledre Substrate der PKCa

Die Phosphorylierung von Kernmembranen bzw. eines Triton X-100-Extraktes davon in Ge-
genwart von V*?P-ATP und die anschlieRende Auftrennung ihrer Proteine mittels BAC-SDS-
PAGE fuhrte zur Identifikation zahlreicher Substrate. Manche dieser Substrate sind bereits
literaturbekannt und dienen als Kontrolle und als Beleg fur die Tauglichkeit dieser Methode.

Zu diesen bereits bekannten Substraten gehort beispielsweise LAP2[3, auf das in Kapitel
1.2.1 bereits ausfuhrlich eingegangen wurde. Es stellt gemeinsam mit den Laminen und Hi-
stonen das Hauptsubstrat der PKCa im Zellkern dar (s. Kapitel 1.4), und seine nativen
Phosphorylierungsstellen fir PKCa konnten kirzlich in unserem Labor bestimmt werden
(Dreger et al. 1999). Die Phosphorylierung von LAP23 beeinfluf3t seine Bindung an Chroma-
tin und Lamin B (Foisner & Gerace 1993).

Auch das Lamin B wurde in dieser Arbeit bereits ausfiihrlich beschrieben (s. Kapitel
1.2.1 und Kapitel 1.4). Es ist ebenso wie LAP2[3 ein gutes in vivo- und in vitro-Substrat nu-
clegrer PKC (Fields et al. 1988; Beckmann et al. 1992; Collas et al. 1997; Shimizu et al.
1998). Seine Phosphorylierung durch PKC fuhrt zur Depolymerisation dieses Intermediarfi-
laments und ist wahrscheinlich ein wichtiger Schritt beim Zusammenbruch der Kernhille
wahrend der Mitose (Fields et al 1988; Beckmann et al. 1992).

Die bislang unbekannten (vgl. aber S. 59) in vitro-Substrate der PKCa, die wahrend
dieser Arbeit identifiziert wurden, werden im folgenden in alphabetischer Reihenfolge aufge-
fahrt und diskutiert. Alle aufgeflihrten Substrate enthalten PKC-Konsensus-Phosphorylie-
rungsstellen ([ST]-x-[RK]). Die Gegenwart von PK C-Konsensus-Phosphorylierungsstellen ist
fur sich allein jedoch nicht ausreichend, um daraus ableiten zu kénnen, dal3 ein Protein ein
Substrat ist (s. Kapitel 3.2). Da es sich zudem bei den im folgenden beschriebenen Substraten
ausnahmslos um in vitro-Substrate handelt, mul3 fir jedes dieser Proteine individuell geprift
werden, ob es auch in vivo von PKCa phosphoryliert wird. Eine elegante Moglichkeit hierfur
wére beispielsweise, intakte Zellen mit y**PO, zu behandeln und aus deren Homogenat die
interessierenden Proteine anschliefRend mittels Immunpréazipitation zu fallen. Ein Vergleich
der mittels MALDI-Massenspektrometrie durchgeftinrten Phosphopetideanalyse mit der des
in vitro phosphorylierten Proteins sollte dann Aufschlul® darliber geben kénnen, welche der
im folgenden aufgefihrten Proteine auch in vivo-Substrate der PKC sind und was ihre
Phosphorylierungsstellen sind.

Als néchster Schritt wére es naheliegend, zunéchst Uber |mmuncytochemie oder Elek-

tronenmikroskopie die subzellulére Verteilung der Proteine innerhalb der Zelle oder gegebe-
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nenfalls sogar deren exakte Lokalisation innerhalb des Zellkerns zu untersuchen. Das gilt ins-
besondere fur die bislang weitestgehend oder sogar vollsténdig unbekannten Proteine.

Desweiteren wére es gerade bei diesen Proteinen wahrscheinlich lohnend, zunéchst
nach deren biologischen Funktionen zu suchen, da deren Kenntnis eine fast zwingende Vor-
aussetzung fur eine sinnvolle Untersuchung der physiologischen Bedeutung ihrer Phosphory-
lierung sind. Dafur &Rt sich allerdings kaum ein schematisches Vorgehen entwickeln. Erste
funktionelle Hinweise kdnnten sich jedoch aus ihren Interaktionspartnern ergeben, die man
beispielsweise Uber Co-lmmunpréazipitationsexperimente identifizieren konnte. Das weitere
Vorgehen wirde von dem Protein und ersten funktionellen Anhaltspunkten abhangen, denk-
bar wére unter anderem die Expression von mutierten Formen des Proteins oder dominant
negativen Mutanten oder der Einsatz von antisense-Oligonucleotiden.

Bei allen Proteinen, die sich als in vivo-Substrate der PKCa erweisen, drangt sich als
nachster Schritt natlrlich die Frage nach der physiologischen Bedeutung der Phosphorylie-
rung und deren experimelle Beantwortung auf. Ahnlich wie bei der funktionellen Untersu-
chung der Proteine ist es auch hier unmdglich, ein allgemeingtiltiges V orgehen zu entwickeln.
Auch hier konnten zunéchst Co-Immunprézipitationsexperimente oder andere Bindungstests
hilfreich sein, um zu sehen, ob die Phosphorylierung die Bindung an bekannte Interaktions-
partner beeinflufdt oder vielleicht sogar neue I nteraktionen erméglicht. Auch hier wéare es in
weiterfihrenden Experimenten erfolgversprechend, Mutanten des jeweiligen Proteins zu ex-
primieren, besonders was die mutmaldlichen Phosphorylierungsstellen betrifft. So wirde es

sich beispielsweise anbieten, durch Aspartat ein phoshoryliertes Serin zu simulieren.

Heterochromatin protein 2, binding Protein 3 (Genbank Q8VEQG)

Hierbei handelt es sich um ein 554 Aminosauren langes Protein, das bislang lediglich als
hypothetisches Protein bekannt war. Die auf genomischen Untersuchungen basierende Se-
guenz wurde erst im Dezember 2001 und damit erst in jlngster Vergangenheit in der
EMBL/GenBank-Datenbank eingetragen.

Computerunterstiitzte Sequenzvergleiche zeigten, dal3 das Protein neben einem zweitei-
ligen NLS in der Nahe des N-Terminus (117-134) aul3erdem drei ,,Linker-Histon"-Regionen
(159-234; 266-330; 338-413) im mittleren Abschnitt des Proteins aufweist. Diese Abschnitte
weisen eine hohe Homologie zu dem ,, Linker-Histon" H1 auf, so dal3 es sehr wahrscheinlich
scheint, dai3 das Protein &hnlich wie das ,, Linker-Histon" H1 durch die Bindung von Nucleo-

somen in der Lage ist, Chromatinstrukturen héherer Ordnung zu erzeugen.
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Aufgrund der Présenz der Histon-dhnlichen Regionen innerhalb des Proteins ist es nicht
Uberraschend, dal? dieses Protein ein gutes in vitro-Substrat der PKCa ist. Im Gegenteil, es
war sogar zu erwarten, denn gerade fur das eng verwandte Histon H1 konnte in in vitro —
Experimenten schon vor Uber 20 Jahren gezeigt werden, dal3 es ein gutes PKC-Substrat ist
(Patskan & Baxter 1985; Butler et al. 1986). Eine physiologische Funktion der Phosphorylie-
rungen durch PKC ist bislang allerdings nicht bekannt, Effekte auf die Chromosomenkonden-
sation oder andere Anderungen in der Chromatinstruktur, die moglicherweise auch zur Akti-

vierung oder Stillegung von Genen fiihren kdnnten, scheinen aber wahrscheinlich.

Histon H2al

Dieses Histon ist 129 Aminosauren lang und gehdrt mit den Histonen H2B, H3 und H4 zu
den Kernhistonen. Jeweils zwei dieser Kernhistone bilden zusammen das oktamere Nucleo-
som, um das dann ca. 145 bp der DNA gewunden sind.

Ahnlich wie im Falle des Heterochromatin 2 ist auch fiir das Histon H2a seine Entdek-
kung als gutes in vitro-Substrat der PKCa kein wirklich Uberraschendes Ergebnis. Schon seit
Mitte der 80er Jahre ist bekannt, dal3 neben dem bereits oben erwdhnten Histon H1 auch die
Kernhistone H2B und H4 zu den besten in vitro-Substraten der Proteinkinase C zdhlen
(Patskan & Baxter 1985; Butler et al. 1986). Auch fir deren Phosphorylierung durch PKC ist
bislang keine biologische Funktion bekannt, aber auch hier scheinen Einflisse auf Chromatin-

struktur oder Chromosomenkondensation wahrscheinlich.

Heterogene nucleare Ribonucleoproteine (hnRNP)

In der vorliegenden Arbeit konnten hnRNP A1, hnRNP A2/B1, hnRNP A3, hnRNP L und
hnRNP U als Substrate der PKCa identifiziert werden. Die gleichméiig im Zellkern verteil-
ten hnRNP-Proteine sind an der Prozessierung der premRNA beteiligt und haben wahr-
scheinlich Einflisse auf die Auswahl der Spleil3stellen beim alternativen SpleiRen und sind
madglicherweise am Export der reifen mRNA aus dem Zellkern beteiligt. Sie zeichnen sich
durch hohe Basizité aus und sind Bestandteile der Ribonucleosomen, hochmolekularen
Komplexen aus hnRNA und mindestens 24 verschiedenen hnRNPs (Dreyfuss et al. 1993).
Das hnRNP Al ist bereits als Substrat der PKC( bekannt (Municio et al. 1995). Von
diesem 319 Aminosauren umfassenden Protein existiert durch alternatives Spleif3en noch eine
zweite Isoform, der die Aminosduren 251-302 fehlen. Interessanterweise sind hnRNP A1 und

hnRNP A2/B1 nicht nur im Kern, sondern auch im Cytosol lokalisiert, so dal3 sie moglicher-
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weise zu den Proteinen gehoren, die als ,, shuttle® fungieren und die poly-A-mRNA aus Kern
ins Cytoplasma transportieren kénnen (Pinol-Roma & Dreyfuss 1992).

Vor dem Transport der hnRNP/mMRNA-Komplexe durch die Kernpore missen aller-
dings die hnRNPs, die keine ,, shuttle*-Proteine sind, spezifisch aus den Komplexen entfernt
werden. Besonders interessant ist in diesem Zusammenhang die Hypothese, dal3 an diesem
Mechanismus auch DExH/D-RNA-Helikasen beteiligt sein konnten (Mili et al. 2001; Jan-
kowsky et al. 2001), da solch eine Helikase in dieser Arbeit ebenfalls als Substrat der PKCa
identifiziert werden konnte.

Die moglichen biologischen Funktionen der hnRNP-Phosphorylierungen durch PKCa
sind vielfaltig, da die Reifung der mRNA in allen Stadien regulierbar ist und durch die Modi-
fikation der hnRNP beeinfluft werden kénnte. Gerade in Hinblick darauf, dal3 auch eine
RNA-Helikase unter den in dieser Arbeit identifizierten Substraten der PKCa ist, sollte zu-
dem in weiteren Untersuchungen festgestellt werden, ob die Aktivitdt der PKCa mdglicher-
weise Auswirkungen auf den mRNA-Export hat.

Sollte es sich erweisen, daf? die in dieser Arbeit identifizierten hnRNPs auch in vivo
Substrate der PKC sind, darf nicht auf3er acht gelassen werden, dal3 bei hnRNP Al und
hnRNP A2/B1 hochstwahrscheinlich auch die cytosolische PKCa einen Anteil an deren
Phosphorylierung hat. Es wére in diesem Zusammenhang und unabhéngig von den beiden
skizzierten Modellen interessant, zu untersuchen, ob die Phosphorylierung méglicherweise
Einfluf? auf das Verhaltnis von cytosolischem und nucledrem hnRNP A1 bzw. hnRNP A2/B1
hat, wie es fur die Phosphorylierung von hnRNP A1 durch PKCC bereits gezeigt wurde, die
zu einem Anstieg von cytosolischem hnRNPA1 fihrte (Municio et a. 2000).

Municio und Mitarbeiter konnten ferner zeigen, dal3 die Phosphorylierung durch PKC(
die Fahigkeit von hnRNP A1 RNA zu binden, dramatisch beeintrachtigte. Sollte sich erwei-
sen, daid dies fir hnRNP Al und die anderen identifizierten hnRNP bei deren Phosphorylie-
rung durch PKCa der Fall ist, so ist wahrscheinlich, dal3 das direkte Auswirkungen auf die
Zusammensetzung der Ribonucleosomen haben, oder vielleicht sogar ein grundlegener Regu-
lationsmechanismus sein konnte. Anderungen der Ribonucleosomenzusammensetzung konn-
ten wiederum Einflusse auf die Wahl alternativer Spleif3stellen der mRNA haben.

Ott Protein (Genbank Q62012)

Uber das Ott (Ovary testis transcribed) Protein ist bislang nur wenig bekannt, und die einzi-
gen Erkenntnisse dartiber basieren auf der Arbeit von Kerr und Mitarbeitern (1996). Demnach
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liegt das Gen fur das Ott-Protein der Maus auf dem X-Chromosom und ist Teil einer Multi-
genfamilie, die vollstandig in dieser Region lokalisiert sein soll. Das Ott-Protein soll streng
spezifisch im Gewebe des Hodens exprimiert werden und mindestens sieben der Ott-Gene
sollen meiosespezifisch exprimiert werden.

Die in unserem Labor gemachten Beobachtungen scheinen allerdings gegen diese re-
striktiven Annahmen zur Expression dieses Proteins zu sprechen, da es sich bel den in der
vorliegenden Arbeit verwendeten N2a-Zellen um eine neuronale Zelllinie handelt. Ferner
wird dem Ott-Protein eine ungewdhnliche Struktur zugeschrieben, da eine Besonderheit die-
ses Proteins seine auffallend histidinreiche Region im Mittelteil (109-271) ist. Ansonsten
weist das 449 Aminosduren umfassende Protein keinerlei signifikante Merkmale oder bekann-
te Sequenzmotive wie beispielsweise ein RRM oder NLS auf, die als Hinweise auf seine bio-
logische Bedeutung dienen kénnten. Daher ist es in diesem Falle auch unmdglich, Aussagen

zu seiner physiologischen Rolle als Substrat der PKCa zu machen.

Putatives Protein, iD: 12834524 (Trembl Q9D1C9)

Dieses Protein (280 Aminosauren) ist bislang noch vollsténdig unbekannt und in den Daten-
banken lediglich als hypothetisches Protein gefihrt. Seine auf DNA-Sequenz-Daten basieren-
de Sequenz befindet sich erst seit vergangenem Jahr in den Datenbanken und weist ein RRM
(59-149) auf. Insofern ist es moglich, dal3 das Protein Aufgaben in der mRNA-Prozessierung
erfllt und dal3 eine Phosphorylierung durch PKCa oder andere nucledre Kinasen moglicher-

weise die Wechselwirkung zwischen RRM und RNA reguliert.

PSF (PTB-assozierter Spleil3faktor)

s. Kapitel 3.2

Ribophorin 11

Kreibich und Mitarbeiter entdeckten die Ribophorine | und 11, als sie 1978 bei einer gelelek-
trophoretischen Auftrennung von glatter und rauer ER-Membran zwei Proteine (63 kDa bzw.
65 kDa) entdeckten, die nur in der rauen ER-Membran zu finden waren.

Beide Ribophorine weisen eine Transmembranregion nahe ihres cytosolischen
C-Terminus auf und sind Bestandteile des Oligosaccharyltransferasekomplexes (OST) im
rauen ER. Dal3 die beiden hochkonservierten Proteine denselben Namen tragen ist irreflih-

rend, da die beiden Ribophorine eine vollsténdig unterschiedliche Primérsequenz aufweisen
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(Crimaudo et al. 1987) und vermutlich auch unterschiedliche Funktionen haben. So wird im
Falle Ribophorin | vermutet, dal3 es gemeinsam mit der Oligosaccharyltransferase (OST438)
direkt zur katalytischen Wirkung des Komplexes beitrégt (Hardt et al. 2000). Die Funktion
des Ribophorin I ist bislang noch unbekannt.

Der OST katalysiert die Ubertragung von Glc(3)-Man(9)-GIcNAc(2) von Dolicholpy-
rophosphat auf spezifische Asparaginreste der nascierenden Polypeptidkette, sobald diese in
das Lumen des ER eintritt. Der OST-Komplex besteht aus mindestens 4 verschiedenen Pro-
teinen und enthélt neben den Ribophorinen | und 11 und der erwéhnten OST48 noch DAD1
(Defender against apoptotic death; Sanjay et al. 1998; Fu et al. 1997).

Ribophorine sind bislang als Markerproteine des rauen endoplasmatischen Retikulums
bekannt. Daher ist in diesem Fall nicht das eigentlich Uberraschende Ergebnis, dal3 es sich bei
dem Ribophorin Il offenbar um ein Substrat der PKCa handelt, als vielmehr die Beobach-
tung, das Ribophorin in der Triton X 100-resistenten Fraktion zu finden. Da die Membranen
des rauen endoplasmatischen Retikulums und die duRere Kernmembran in ihrer Proteinzu-
sammensetzung voneinander ununterscheidbar sind, wére es sicherlich begrindet, anzuneh-
men, dal3 die aul3ere Kernmembran einen gewissen Ribophorinanteil enthalt. Allerdings sind
die Proteine der auf3eren Kernmembran durch die Behandlung mit Triton X-100 weitgehend
abgel6st worden, unter anderem auch andere Markerproteine des rauen ER wie beispielsweise
das Calnexin (Dreger et a. 2001). Trotzdem kann nicht vollstandig ausgeschlossen werden,
dai es sich bei der Anwesenheit des Ribophorins in der Triton X 100-resistenten Fraktion um
ein gut reproduzierbaren Solubilisierungseffekt handelt: In der Vergangenheit wurden zahlrei-
che Experimente zur Solubilisierung der Ribophorine mittels nichtionischer Detergentien
durchgefihrt, in deren Verlauf festgestellt wurde, dal? die Ribophorine mit Membranen sedi-
mentieren, aus denen die meisten anderen Proteine von den Detergentien bereits herausgel st
worden waren (Kreibich et al. 1978; Kreibich et al. 1982).

Allerdings liegt die in dieser Arbeit eingesetzte Detergenskonzentration von 0,5 % drei-
fach so hoch, wie die héchste jemals von Kreibich und Mitarbeitern publizierte Konzentrati-
on, und bislang existieren noch keine hochaufgeldsten elektronenmikroskopischen Aufnah-
men, die die Verteillung des Ribophorins in den Kernmembranen zeigen. Da aul3erdem keine
Funktionen fir das Ribophorin 11 bekannt sind — und somit auch keinerlei Funktionen, die
zwingend eine Assoziation mit dem OST-Komplex voraussetzen, kann nach dem derzeitigen
Kenntnisstand eine Présenz des Ribophorin im Zellkern nicht ausgeschlossen werden. Sollte
der experimentelle Nachweis gelingen, dal3 das Ribophorin 11 auch an der inneren Kernmem-

bran vorkommt, so kénnten sich daraus neue Aspekte zur Ribosomen-Biogenese ergeben. So
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konnte gerade ein mit Ribosomen wechselwirkendes Protein wie das Ribophorin |1 beispiels-
weise ein guter Kandidat fur die Ausbildung spezifischer Routen sein, Uber die die préaribo-
somalen Untereinheiten zum Kernporenkomplex transportiert werden kénnen (Leger —
Silvestre et al. 1997). Uber die Phosphorylierung konnten dann diese Routen durch die PKCa

modifiziert werden und so der Export der préribosomalen Untereinheiten beeinfluf3t werden.

RNA-Helikasel |/Gu

Diese Helikase besteht aus 851 Aminosauren und gehoért zur Familie der DEAD (Asp-Glu-
Ala-Asp) —Box-Proteine. Urspriinglich wurde das Enzym von Florez-Rozas und Hurwitz
(1993) in Kernextrakten von HelLaZellen entdeckt. Es kann doppelstréngige RNA unter
ATP-Hydrolyse in 5-3'-Richtung entwinden und bei einstrangiger RNA die Bildung von
Sekundéarstrukturen induzieren. Fur beide Aktivitéten sind verschiedene Doméanen dieses
Proteins verantwortlich: Die fur die Helikase-Aktivitét verantwortliche Doméane befindet sich
am N-Terminus und macht etwa dreiviertel des gesamten Proteins aus, die fur die ,RNA-
Faltung” zusténdige Domane befindet sich im C-terminalen Viertel des Proteins (Valdez et al.
1997), in dem hochkonservierte FRGQR-Motive die RNA binden (Valdez 2000). Da die
RNA-Helikasel 1/Gu auch im Nucleolus lokalisiert ist und die Zugabe von Actinomycin D, ein
Inhibitor der rRNA-Synthese, eine Umverteilung des Enzyms in das Nucleoplasma zur Folge
hat, wird vermutet, dal3 das Protein wichtige Aufgaben bel der Synthese der rRNA Gbernimmt
(Perlaky et al. 1997).

Es liegt daher nahe, dal3 Modifikation dieses Enzyms eine interessante Moglichkeit fir
die PKCa darstellt, Einfluld auf die Synthese der ribosomalen RNA und damit auch letztlich
auf die Biogenese der Ribosomen zu nehmen. Dal3 in dieser Arbeit auch Ribophorin Il als
nucledres Substrat der PKCa identifiziert wurde (s.0.), konnte ebenfalls in diese Richtung
deuten.

Ein weiterer wichtiger Aspekt der Phosphorylierung dieses PKCa-Substrates ist ein
madglicher Einfluld der Helikase auf die Ribonucleosomenzusammensetzung und daraus resul-
tierend die Moglichkeit, alternatives SpleiRen und/oder den Export der reifen mRNA zu regu-
lieren (Mili et al. 2001, Jankowsky et al. 2001). Dieser Mdglichkeit sollte besondere Beach-
tung geschenkt werden, da in dieser Arbeit auch mehrere hnRNP als in vitro-Substrate der
PKCa identifiziert wurden. Nahere Einzelheiten sind oben in dem betreffenden hnRNP-
Unterkapitel beschrieben.
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Vimentin

Bei Vimentin handelt es sich um ein Intermediarfilament (IF). Es besitzt ein etwa 310 Amino-
sduren langes Zentrum aus superspiralisierten a-Helices, das dem Protein erlaubt, Gber , coi-
led-coil“-Interaktionen zu polymerisieren. Welche biologische Funktion die die Kernregion
flankierenden nicht helicalen N-und C-terminalen Doméanen haben, ist allerdings noch unklar.
Einerseits konnten sie Kinetik und Grad der Polymerisation regulieren, da zumindest
Phosphorylierungen in der N-terminalen Doméane das IF-Netzwerk destabilisieren und unter
Umstanden wahrscheinlich vollstéandig auflosen konnen (Inagaki et al. 1997). Anderen Unter-
suchungen zufolge enthalten diese Doméanen jedoch Lokalisationssignale und sind magli-
cherweise fur dierichtige Ausrichtung der | F-Struktur verantwortlich (Lowrie et al. 2000).

Als PKC-Substrat ist Vimentin bereits seit 1988 bekannt und in dieser Eigenschaft
schon héufig beschrieben worden (z.B.: Huang et al. 1988, Bertrand et al. 1994, Williams et
al. 1994). Der Anteil der einzelnen PKC-Isoformen an der Posphorylierung ist bislang jedoch
noch schlecht untersucht. Lediglich fir PKCd wurde gezeigt, da’ dieses Enzym Vimentin
sowohl binden als auch phosphorylieren kann (Owen et a. 1996).

Auch die Gegenwart des Vimentin in der inneren Kernmembran und der nuclegren Ma-
trix ist schon lange bekannt und ebenso, dal3 diese Assoziation stabil gegentiber dem Einsatz
nichtionischer Detergetien ist (Carmo-Fonseca & David-Ferreira 1990, Fey et al. 1984,
French et al. 1989). Es wird vermutet, dal3 die amphiphile N-terminale Doméne die Doppel-
membran des Zellkerns durchdringen und dann direkt in Wechselwirkung mit der nucledren
Matrix treten kann (Perides et al. 1987, Traub & Schoeman 1994(a)).

Nucledres Vimentin war aufgrund seiner Ahnlichkeit mit Transkriptionsfaktoren und
seiner ausgepragten Fahigkeit, DNA und Histone zu binden, schon lange postuliert worden
(Traub & Schoeman 1994(a)). Sein Nachweis erwies sich jedoch lange als schwierig, da bis-
lang kein Antikdrper gegen Epitope gefunden werden konnte, die im Zellkern nicht maskiert
vorlagen. Allerdings war FITC-gekoppeltes Vimentin tber die FITC-Komponente nachweis-
bar (Hartig et al. 1998). Es wird angenommen, dal3 Vimentin erhebliche regulatorische Ein-
flisse auf die Genexpression ausiibt (Traub & Schoeman 19944, Traub & Schoeman 1994b) —
und in diesem Fall wére es fur die PKCa eine interessante Mdglichkeit die Genexpression
Uber die Phosphorylierung des Vimentins zu beeinflussen. Wahrscheinlich sind auf3erdem
Einflisse auf die Vimentin-Polymerisierung. So beobachteten Mangoura und Mitarbeiter
(1995) einen starken Anstieg der Oligomerisierung nach Zugabe des Phorbolesters TPA.
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3.4. Zusammenfassung

Im ersten Teil der vorliegenden Arbeit wurde der Versuch unternommen, das in vorausgegan-
genen Arbeiten unseres Labors auf einen Teil der regulatorischen Doméne der PKCa einge-
grenzte Kernlokalisationssignal (Wagner 1999) genauer zu definieren. Dazu wurden Zellen
mit Expressionsvektoren transfiziert, die PKCa-Deletionsmutanten codierten, die mit GFP-
B-Galaktosidase bzw. mit zwei GFP-Molekilen fusioniert waren. Die erzielten Ergebnisse
erlauben keine Aussage beziiglich der Présenz eines NL S innerhalb der C1-Doméne der PKC,
da die Fusionsproteine tiberraschenderweise eine ausgesprochen hohe Cytotoxizitdt aufweisen
und in Aggregaten variabler Gestalt und Gréf3e assemblieren.

Offensichtlich kdnnen also in diesem Fall GFP-Konstrukte nicht zur Klarung der oben
genannten Fragestellung verwendet werden.

Im zweiten Teil der Arbeit wurde auf der Grundlage von Vorarbeiten unseres Labors
(Rosenberger 1997) nachgewiesen, dald der PTB-assoziierte Spleil3faktor (PSF) ein Bindungs-
partner fur PKCa ist. Dabei handelt es sich um das erste nucledre PKC-bindende Protein
Uberhaupt. Die Bindung ist abhéngig von der Aktivierung der PKCa. Desweiteren wurde
festgestellt, dal’ PSF ein schwaches Substrat der PKCa ist.

Bei der Suche nach weiteren Substraten der PKCa wurden in vitro-Phosphorylierungen
von Kermembranen bzw. deren Triton X-100 resistenten Fraktionen durchgeftihrt und die
Proteine anschlief3end mittels zweidimensionaler BAC-SDS-PAGE aufgetrennt. In der Auto-
radiographie sichtbare Spots konnten aus den Gelen ausgestochen und mittels MALDI-TOF-
Massenspektrometrie konnten 12 neue Substrate der PKCa zusétzlich zu dem bereits erwahn-
ten PSF identifiziert werden. Darunter sind unter anderem mit dem Heterochromeatin 2, dem
Ott-Protein und einem putativen Protein drei neue Proteine identifiziert worden, die bislang
nur aufgrund genetischer Daten in den Datenbanken zu finden waren und Uber deren Funktion
demzufolge bislang nichts bekannt ist.

Die biologischen Funktionen, die die anderen Proteine erfullen, sind ebenso wie mogli-
che Bedeutungen ihrer Modifikation durch PKCa vielfaltig. Sie erfullen u.a. Aufgaben bei so
wichtigen Prozessen wie Spleil3en, beim mRNA-Export, bei der Chromatinorganisation, bei

der Genregulation und bei der Ribosomenbiogenese.
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3.5.  Ausblick

Da die Ergebnisse zwar die Existenz eines Kernlokalisationssignals in der untersuchten Regi-
on der Aminosauren 1-187 nicht ausschlief3en, aber letzlich nicht den zwingenden Beweis
erbringen, dal3 das NL S eben dort und nicht in einem anderen Teil des Proteins sein mul3, soll-
te zunéchst sichergestellt werden, dal3 sich die gesuchte NLS-Sequenz tatsachlich innerhalb
der C1-Doméne der PKCa befindet. Ein Kontrollexperiment sollte zeigen, dal3 ein 187 Ami-
nosauren langes und mit GFP fusioniertes PK Ca-Fragment, das die C1-Doméne nicht enthalt,
nicht in den Zellkern transloziert (s. auch S. 46). Sollte sich die Existenz einer NLS-Sequenz
innerhalb der C1-Doméne der PKCa bestétigen, so ware bei einem erneuten Versuch ihrer
Eingrenzung der Einsatz von Expressions-V ektoren wenig sinnvoll, wenn sie analoge PKCa-
Deletionsmutanten codieren, die lediglich mit einem anderen Markerprotein als GFP fusio-
niert sind: Die bisherigen Ergebnisse lassen darauf schlief3en, dai’ die Probleme der Cytotoxi-
zitdt und der Aggregatbildung primér in den PKCa-Deletionsmutanten begriindet liegen und
nicht in der Fusion mit GFP. Ein alternativer und wahrscheinlich sinnvollerer Weg wére, Pro-
teine zu identifizieren, die an die PKCa-Sequenz 1-187 binden und die moglicherweise als
I mportfaktoren fungieren konnten. Uber Punktmutationen wére dann die Bindungsstelle und
somit das NLS identifizierbar.

Fur weiterfihrende Untersuchungen zur PKCa/PSF-Bindung wére es zundchst erforder-
lich, die PKCa-Bindungsstelle des PSF zu lokalisieren und zu untersuchen, ob es sich bei
PSF um ein Gerustprotein fir PKCa, Phosphatasel und etwaige weitere Proteine handeln
konnte.

Aufgrund der Vielfalt der neuen Substrate der PKCa und der moglichen biologischen
Funktion ihrer Phosphorylierung miissen sich Folgeexperimente anschlief3en, die fur jedes
Substrat  spezifisch sind. Allgemein sollte mittels Immuncytochemie oder GFP-
Fusionsproteinen zunéachst die Verteilung der Substrate im Zellkern festgestellt werden — das
gilt insbesondere fur die drei bislang unbekannten Proteine. AulRerdem waére fur alle Proteine
der Nachweis erforderlich, dal3 sie auch in vivo Substrate der PKCa sind. Standardmethoden
wie Coimmunpréazipitation oder das ,Crosslinking” von komplexierten Proteinen kdnnten
ferner Aufschliisse Uber Bindungspartner und damit Hinwelise auf mogliche biologische Funk-

tionen geben.
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3.6.  Summary

The family of protein kinase C (PKC) isozymes are key-players in many signaltransduction
pathways. The classical isoform PKCa is able to translocate into the nucleus and probably to
induce changes in gene expression. Therefore identification of its nuclear localization signal,
interacting proteins and its substrates in the nucleus are of special interest.

Based on earlier work in our laboratory which led to prediction of a nuclear localization
signal NLS in the C1-region of PKCa (Wagner, 1999), fusion proteins of deletion mutants of
PKCa and either GFP-B-Galactosidase or two GFP-molecules, respectively, were con-
structed and expressed in mammalian cell lines by transient expression to exactly define the
NLS of PKCa. The localisation pattern of the fusion proteins were analysed by confocal laser
scanning microscopy. Surprisingly, the fusion proteins turned out to be cytotoxic, assembling
in multiple intracellular aggregates with different shape and sizes. Based on these observa-
tions it was concluded that the approach of expressing fusion proteins cannot be used to find
the exact NLS of PKCa.

The second part of thiswork was aimed to identify interacting partners and substrates of
nuclear PKCa. Nuclear extracts of mammalian cells were incubated with GST-PKCa, im-
muno-precipitated and subsequently analysed with western blot analysis, which reveals that
PTB associated splicing factor (PSF) is a PK Ca-interacting protein. This interaction depends
on the activation status of PKCa. It was also shown that PSF is aweak substrate of PKCa.

In search for additional substrates of PKCa, nuclear membranes and their detergent in-
soluble fractions where phosphorylated in vitro. The proteins were separated via 2D BAC-
SDS-PAGE and gel spots corresponding to the autoradiography were used to identify the pro-
teins by MALDI-mass spectrometry. With this method, we identified substrates, which are
already known in literature as well as 13 new substrates of PKCa. Three of these proteins
(heterochromatin 2, the Ott-protein and a putative protein) are known only from sequence
data. The other newly identified substrates of PKCa, which include PSF, are known to be
involved in many different processes including splicing, the export of mMRNA, chromatin or-

ganization, regulation of gene-expression and biogenesis of ribosomes.
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