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1. Einleitung

1. Einleitung

1.1 Peptidyl-Prolyl cis/trans Isomerasen

Die Funktion eines Proteins wird maf3geblich durch seine dreidimensionale Struktur
bestimmt. Definierte Bereiche eines Proteins interagieren mit Substraten, weiteren
Proteinen oder Nukleinsauren. Konformationsanderungen kénnen regulatorisch
wirken, indem Proteine von der inaktiven in eine aktive Form Uberfihrt werden. Fur
die biologische Aktivitat eines Proteins ist eine korrekte rdumliche Struktur seiner
Domanen also unerlasslich. Abweichungen von der nativen Konformation kdnnen
durch Austausch von Aminosauren oder Fehler bei der Faltung der Polypeptidkette
entstehen und fihren fast immer zu Einschrankung oder volligem Verlust der
Proteinfunktion.

Der grof3te Teil der Peptidbindungen innerhalb einer Peptidkette liegt in der trans-
Konformation vor und die Faltung ist ein sehr schneller Prozess, der innerhalb von
Sekunden oder sogar Millisekunden ablauft (Goethel & Marahiel 1999). Peptidyl-
Prolyl-Bindungen, also Peptidbindungen mit einem C-terminalen Prolin, liegen in
nativen Proteinen zu etwa 10% in der cis-Konformation vor. Die Energieniveaus
beider Zustande unterscheiden sich nur geringfugig, die Aktivierungsenergie, die
beim Ubergang vom trans- zum cis-Zustand tberwunden werden muss, ist jedoch
mit ca. 85 kJ/mol sehr hoch (s. Abb. 1). Daher stellt diese Isomerisierung den
limitierenden Schritt bei der Proteinfaltung dar (Brandts et al. 1975). Die Peptidyl-
Prolyl cis/trans Isomerasen (PPlasen) beschleunigen diese Reaktion und spielen
dadurch eine wichtige Rolle bei der Proteinfaltung. PPlasen sind nicht nur an der
Protein-de novo-Synthese und der Rickfaltung denaturierter Proteine beteiligt,
sondern auch an der Regulation grundlegender zellularer Prozesse wie der
Transkription und des Zellzyklus (Shaw 2002).
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1. Einleitung

cis trans

Abb. 1 cis / trans Isomerisierung durch PPlasen am Beispiel einer Serin-Prolin Bindung.
In nativen Proteinen liegen etwa 10% der Peptidbindungen mit C-terminalem Prolin in
der cis-Konformation vor. Die Aktivierungsenergie E,, die beim Ubergang von der trans-
zur cis-Konformation Giberwunden werden muss, betragt etwa 85 kj/mol.

Die katalytische PPlase-Aktivitat wurde 1984 von Fischer et al. erstmals beschrieben.
Seitdem wurden zahlreiche pro- und eukaryontische PPlasen identifiziert. Nach der
klassischen Definition werden drei Familien von PPlasen unterschieden: Die
Cyclophiline, die FK506 bindenden Proteine (FKBPs) und die Parvuline (Shaw 2002).
Diese drei Gruppen zeigen keine Sequenzhomologie zueinander und unterscheiden
sich bezuglich der Hemmung durch spezifische Inhibitoren. Die ersten beiden
Gruppen werden durch Immunsuppressiva gehemmt, die Cyclophiline durch
Cyclosporin A, die FKBPs durch FK506 und Rapamycin (Gé6thel & Marahiel 1999).
Die Parvuline hingegen werden durch diese Substanzen nicht beeinflusst, jedoch
wurde fur einige Parvuline eine irreversible Hemmung durch Juglon (5-Hydroxy-1,4-
Naphtochinon) nachgewiesen (Hennig et al. 1998).

In menschlichen Zellen wurden bislang 17 Cyclophiline, die hauptséchlich im Zellkern
und im Cytoplasma lokalisiert sind, und 13 FKBPs, die vor allem im Cytoplasma und
im endoplasmatischen Reticulum zu finden sind, beschrieben (Fanghaenel & Fischer
2004, Pemberton & Kay 2005). Aus der Gruppe der Parvuline, die vornehmlich im
Zellkern sowie im Cytoplasma lokalisiert sind (Pemberton & Kay 2005), waren
bislang zwei Vertreter in menschlichen Zellen bekannt, ein drittes menschliches
Parvulin wurde kurzlich identifiziert. Der folgende Abschnitt widmet sich der
Beschreibung dieser drei Proteine.
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1. Einleitung

1.2 Die Parvuline

Das fur die gesamte Familie namens gebende Parvulin wurde aus E. coli isoliert und
aufgrund seiner molaren Masse von 10 kDa Parvulin 10 (Par10) genannt (Rahfeld et
al. 1994). Der Name leitet sich vom lateinischen Wort ,parvulus” fur ,klein“ ab. In
einigen Arbeiten der letzten Jahre wurden auch verschiedene andere Bezeichnungen
fur bestimmte Parvulin-Proteine verwendet, wie zum Beispiel EPHV (Eukaryotic
Parvulin Homologue) in Rulten et al. 1999 oder auch die in vielen Datenbanken zu
findende Bezeichnung PIN4 fur das menschliche Parl4. Bei den in dieser Arbeit
untersuchten und beschriebenen Parvulinen soll jedoch die oben genannte
Nomenklatur der Parvuline beibehalten werden.

Neben dem E. coli Parl0 wurden zahlreiche pro- und eukaryontische Parvuline
identifiziert, z.B. das periplasmatische SurA aus E. coli (Tormo et al. 1990, Lazar &
Kolter 1996), ESS1 aus Saccharomyces cervisiae (Hani et al. 1995), PIN1 aus
Arabidopsis thaliana (AtPIN1) (Landrieu et al. 2000) und PIN1 aus der Maus Mus
musculus (MmMPIN1) (Fujimori et al. 2001). Kirzlich wurde auch das erste Parvulin in
Archaen, das CsPIN aus Cenarchaeum symbiosum, beschrieben (Maruyama et al.
2004).

Bis vor kurzem waren nur zwei Parvuline in menschlichen Zellen bekannt, PIN1 und
Parvulin 14 (Par14). PIN1 ist funktional und strukturell gut untersucht. Es besteht aus
einer N-terminalen WW-Domane, deren Name sich von zwei Tryptophan-Resten
herleitet (Bayer et al. 2003) sowie der PPlase-Doméane. Diese ist fur die katalytische
Aktivitat des PIN1 verantwortlich und bindet mit hoher Affinitdt Sequenzen mit
phosphorylierten Aminosduren N-terminal zum isomerisierten Prolin, wobei
insbesondere Sequenzen des Typs phosphoSer-Pro und phosphoThr-Pro als
bevorzugte Substrate des PIN1 beschrieben wurden (Ranganathan et al. 1997).

Die Funktion des PIN1 liegt in der Regulation des Zellzyklus. Es wurde eine
Interaktion von PIN1 mit den phosphorylierten Formen von Cdc25 (cell division cycle)
und PIx1 (polo-like kinase) nachgewiesen, wichtigen Regulatoren von Cdc2, welches
fur den Eintritt der Zelle in die Mitose verantwortlich ist (Crenshaw et al. 1998).
Ferner konnte gezeigt werden, dass PIN1 mit Histon-Deacetylierungskomplexen
(HDAC) interagiert (Wu et al. 2000, Arévalo-Rodriguez et al. 2000). Die
Deacetylierung von Histonen ist fir die Chromatin-Remodellierung verantwortlich,

wodurch die Transkription von an der Mitose beteiligten Genen reguliert wird (Brehm
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1. Einleitung

et al. 1998). PIN1 hemmt die HDAC Aktivitat, ein knock out von PIN1 fuhrt zu
erhohter HDAC Aktivitat und damit zu einer Repression von Genen des Zellzyklus,
wodurch es zum Stillstand des Zellzyklus in der G2 Phase kommt (Wu et al. 2000,
Arévalo-Rodriguez et al. 2000). Aulerdem wurde eine fur die Zellen essentielle
Assoziation von ESS1, dem PIN1 Homologen aus Saccharomyces cervisiae, mit der
RNA Polymerase Il und somit eine Rolle bei der Transkriptions-Regulation
nachgewiesen (Wu et al. 2000).

In verschiedenen Tumorgeweben wurde eine Uberexpression von PIN1 beobachtet
(Lu 2003, Wulf et al. 2004). Daher stellt das PIN1 ein viel versprechendes
Zielmolekdl fur die Diagnostik und Therapie von Tumorerkrankungen dar (“One of the
hottest targets for medicinal chemistry“, Landrieu et al. 2006) und verschiedene
Studien haben sich in den letzten Jahren mit der Identifizierung von Inhibitoren des
PIN1 beschéftigt (Hennig et al. 1998, Uchida et al. 2003, Bayer et al. 2005).

Das humane Parl14 weist in der PPlase-Domaéne eine &hnliche Struktur wie PIN1 auf,
verfligt aber statt der WW-Domane uUber eine basische Doméne. Diese ist
unstrukturiert und tragt vermutlich ein Kernlokalisationssignal (Reimer et al. 2003).
Aullerdem ist die basische Doméane fur die DNA-Bindungseigenschaften
verantwortlich: Parl4 bindet unter physiologischen Salzkonzentrationen mit hoher
Affinitat an AT-reiche gebogene DNA Abschnitte (Surmacz et al. 2002). Solche AT-
reichen Sequenzen spielen eine Rolle bei der Positionierung der Nukleosomen
(Segal et al. 2006) und der Transkriptionsinitiation (z. B. TATA-Box). Uchida et al.
vermuteten 2003, dass PIN1-knock outs in Metazoen im Gegensatz zu Hefen nicht
letal sind (Fujimori et al. 1999), weil diese Organismen fehlendes PIN1 durch Parl4
oder Homologe ersetzen kénnen. Jedoch kann Essl, das einzige Parvulin Homologe
der Hefe, durch PIN1 komplementiert werden (Lu et al. 1996), nicht aber durch Par14
(Metzner et al. 2001). Das sind Hinweise darauf, dass die zellulare Funktion von
Parl14 und PIN1 &hnlich, aber nicht gleich ist.

Kilrzlich wurde ein drittes humanes Parvulin in menschlichen Zellen identifiziert,
welches eine N-terminal um 25 Aminosauren verlangerte Variante des Parl14 darstellt
(Mueller et al. 2006). Als erster Hinweis auf die Existenz dieses Proteins wurde ein
entsprechender Expressed Sequence Tag (EST) bei Datenbankrecherchen entdeckt.
Spater wurde mittels real time PCR die Expression der verlangerten mRNA in
verschiedenen menschlichen Geweben bestatigt, wobei der Anteil des verlangerten

Proteins am gesamten Parvulin (Parl4 und verlangerte Form) in den cDNAs
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1. Einleitung

verschiedener Gewebe zwischen 0,2 % und 2,6 % liegt (Mueller et al. 2006). Da die
molare Masse des Proteins etwa 17 kDa betragt, wurde es in Analogie zur oben
beschriebenen Nomenklatur der Parvuline Parl7 genannt (Mueller et al. 2006).
Durch das Auftreten eines gekoppelten zweifachen Single Nucleotide Polymorphism
(SNP) kommt es zu zwei Isoformen des Parl7. Diese unterscheiden sich durch den
Austausch von zwei Aminoséauren innerhalb des Pra-Peptids an den Positionen 16
und 18. Die zwei moglichen Isoformen sind Q16/R18 (Aminosaure 16 = Glutamin, 18
= Arginin) und R16/S18 (Aminoséure 16 = Arginin, 18 = Serin). Wenn in den
folgenden Kapiteln explizit zwischen beiden Isoformen des Parl7 unterschieden
werden soll, so werden diese als Parl7-QR und Parl7-RS bezeichnet.

Da Parl4 und Parl7 in der basischen und der PPlase-Doméane eine identische
Aminosauresequenz aufweisen und das menschliche Genom nur Uber einen
Parvulin-Locus verfugt, wurde vermutet, dass beide Parvuline durch dieses Gen
codiert werden. Das Auftreten verschieden langer mRNAs kann durch alternative
Transkriptionsinitiation erklart werden. Abbildung 2A zeigt eine schematische
Darstellung der Expression von Parl4 und Parl?. Die N-terminale Verlangerung des
Parl7 bildet laut Vorhersage eine amphipatische Helix (s. Abb. 2B). Solche Helices
konnen Signal-Sequenzen zum Transport des Proteins in die Mitochondrien
darstellen (von Heijne 1986). Es war daher interessant, den Einfluss der Pra-
Sequenz auf die Verteilung der Parvuline innerhalb der Zelle genauer zu

untersuchen.
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Abb. 2 A&B

A) Schematische Darstellung der Expression von Parl4 und Parl7 vom Parvulin-Gen. Durch
Nutzung alternativer Transkriptionsstartpunkte kommt es zur Bildung verschiedener mRNAs.

B) Die Prasequenz des Parl7 bildet eine Helix. In der Darstellung der Pra-Sequenz als helical
wheel wird deutlich, dass es sich um eine amphipatische Helix mit einer hydrophoben und einer
positiv geladenen Seite handelt.
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1. Einleitung

1.3 Mitochondrien: Import von Proteinen und das mitochondriale

Proteom

Die Mitochondrien sind vor ca. zwei Milliarden Jahren aus bakteriellen
Endosymbionten, vermutlich aus der Gruppe der Alpha-Proteobakterien, entstanden
(Gray et al. 1999). Im Verlauf der Evolution hat sich die Zusammensetzung des
Proteinbestandes der Mitochondrien jedoch grundlegend verdndert. Aufgrund der
endosymbiontischen Lebensweise wurde eine Vielzahl funktioneller Gruppen von
Genen nicht mehr benétigt. Einige der urspringlichen bakteriellen Prozesse konnten
durch die Wirtszelle ersetzt werden (z.B. die Aminosaure-Synthese), andere
Funktionen wurden fur die Zelle Gberflissig (z.B. die anaerobe Glykolyse) (Gray et al.
1999). Mittlerweile sind nur noch etwa 15% des mitochondrialen Proteoms
bakteriellen Ursprungs (Gabaldon & Huynen 2004).

Der grofite Teil des heutigen Proteinrepertoires der Mitochondrien ist nuklear codiert,
wird im Cytoplasma synthetisiert und in die Mitochondrien importiert. Um die im
Cytosol synthetisierten Proteine als mitochondrial zu kennzeichnen, sind sie mit
Targeting-Sequenzen versehen, die den gezielten Transport dieser Proteine in die
Mitochondrien gewaéhrleisten. Diese Targeting-Sequenzen werden oftmals durch
Rekombination, Duplikation oder andere Ereignisse zwischen verschiedenen Genen
ausgetauscht, so dass theoretisch jedes beliebige nuklear codierte Protein im Verlauf
der Evolution in die Mitochondrien rekrutiert werden kann (Kadowaka et al. 1996,
Gabaldén & Huynen 2004).

Die Synthese der mitochondrialen Proteine im Cytosol macht eine Importmaschinerie
zum Transport der Proteine in die Mitochondrien nétig. Beim Transport von Proteinen
in den Intermembranraum muss die aufRere Membran passiert werden, beim
Transport in die Matrix auch die innere Membran. Es gibt zwei Arten von Targeting-
Signalen, mit denen Proteine als mitochondrial markiert werden kdnnen: N-terminale
Pra-Peptide, die eine amphipatische Helix bilden, und interne Signal-Sequenzen, von
denen oftmals mehrere in einem Protein enthalten sind. Die positiv geladene
amphipatische Helix stellt zwar das klassische N-terminale Targeting-Signal dar (von
Heijne 1986), jedoch wurden mittlerweile auch eine oder mehrere negative Ladungen
innerhalb einer solchen helicalen Targeting-Sequenz beschrieben (Mukhopadhyay et
al. 2003). Proteine mit N-terminalen Targeting-Signalen werden bis in die Matrix

transportiert, die Pra-Peptide werden meist nach dem Import abgespalten. Proteine

18
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mit internen Signalen werden in die innere oder &uRere Membran der Mitochondrien
eingelagert oder bleiben im Intermembranraum, die Signal-Sequenzen verbleiben im
Protein. FuUr den Transport durch die Membranen sind Multienzymkomplexe
verantwortlich. In der &ufReren Membran ist das der translocase of the outer
membrane (TOM) Komplex, welcher Komponenten zur Erkennung von N-terminalen
und integralen Targeting-Signalen enthalt. Der Transport Uber die innere Membran
geschieht tber die beiden translocase of the inner membrane (TIM) Komplexe. Der
TIM23 Komplex transportiert Proteine mit N-terminaler Targeting-Sequenz in die
Matrix, der TIM22 Komplex transportiert und inseriert integrale Proteine der inneren
Membran mit internen Targeting-Sequenzen (Prinz et al. 2002, Herrmann & Hell
2005, Milenkovic et al. 2007, Neupert & Herrmann 2007).

1.4 Primaten: Systematik und Evolution

Die Systematik der Primaten wurde in den letzten Jahren nicht immer einheitlich
beschrieben, verschiedene Autoren kommen zu unterschiedlichen Ansichten der
verwandtschaftlichen Verhdaltnisse. Die in dieser Arbeit verwendete und im
Folgenden dargestellte Phylogenie der Primaten orientiert sich an Storch & Welsch
(1997), Goodman et al. (2005) und Glazko & Nei (2003). Demnach bilden Mensch,
Schimpanse, Gorilla und Orang-Utan die Gruppe der Grofien Menschenaffen oder
Hominidae. Mensch und Schimpanse weisen einen gemeinsamen Vorfahren auf und
sind somit innerhalb der Hominiden am engsten miteinander verwandt. Der Orang-
Utan hat sich als erster vom Zweig der drei Gbrigen Hominiden abgespalten und ist
somit phylogenetisch am weitesten von diesen entfernt. Gemeinsam mit den Gibbons
(Hylobatidae) bilden die Hominidae die Gruppe der Menschenaffen oder
Hominoidea. Die Auftrennung der Menschenaffen in diese zwei Gruppen fand vor
etwa 16 Millionen Jahren statt. Vor etwa 23 Millionen Jahren trennte sich der Ast der
Menschenaffen von dem der Altweltaffen, zu denen u.a. der Pavian und der
Rhesusaffe gehtren. Menschenaffen und Altweltaffen gemeinsam werden auch als
Catarrhini bezeichnet. Zusammen mit den Neuweltaffen (Platyrrhini) stellen die
Catarrhini im Stammbaum der Primaten den Ast der Anthropoiden oder Simiae dar.
Den zweiten groRen Ast im Stammbaum der Primaten bilden die so genannten

Halbaffen oder Prosimiae. In diese Gruppe gehdren zum Beispiel die auf
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1. Einleitung

Madagaskar endemisch vorkommenden Lemuren. Abbildung 3 zeigt einen
schematischen Stammbaum der Anthropoiden, in dem die phylogenetischen
Verwandtschaftsverhaltnisse aller in dieser Arbeit vorkommenden Arten dargestellt

sind.

GroRe Menschenaffen

Hominidae

Mensch (Homo sapiens)
—E Schimpanse (Pan troglodytes)

Gorilla (Gorilla gorilla)
Orang-Utan (Pongo pygmaeus)

Menschenaffen
(Hominoidea) | Gibbons (Hylobatidae)
Gibbon (Hylobates sp.)
Altweltaffen Pavian (Papio hamadyras)
—IE Rhesusaffe (Macaca mulatta)

Anthropoiden Griine Meerkatze (Chlorocebus
(Simiae) — aethiops)
" Neuwelta_ffgn Eulenaffchen (Aotus trivirgatus)
= (Platyrrhini) Lisztaffchen (Saguinus oedipus)

»1 Nagetiere (Rodentia) [—————— Maus (Mus musculus)

Abb. 3 Schematische Darstellung der phylogenetischen Verwandtschaft aller in dieser Arbeit
untersuchten Anthropoiden. Maus und Rind dienten als Referenzorganismen.

Ein wichtiges Element innerhalb der Anthropoidenevolution ist die Entwicklung des
Gehirns, welches sich in Richtung der Menschenaffen zunehmend vergréf3ert hat.
Verschiedene Studien haben sich in den letzten Jahren mit den molekularen
Grundlagen der Evolution dieses Organs beschaftigt. Dabei scheinen vor allem
solche Gene, die am Energiemetabolismus der Zelle beteiligt sind, einen
malf3geblichen Beitrag geleistet zu haben, da durch eine Steigerung der Effizienz der
Energiegewinnung in den Mitochondrien der erhéhte Energiebedarf des
leistungsfahigeren Gehirns gedeckt werden konnte (Goodman et al. 2005, Grossman
et al. 2004).
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1.5 Zielsetzung der Arbeit

Die menschlichen Parvuline Par14 und Parl7 werden vermutlich durch dasselbe Gen
codiert und durch alternative Transkriptionsinitiation exprimiert. Durch die
Erweiterung des Leserahmens tragt Parl7 ein zusatzliches N-terminales Pra-Peptid.
In der vorliegenden Arbeit sollte die Struktur des Parvulin-Gens und seiner
Promotorregion untersucht werden, um so einen Einblick in die Expression und
Entwicklung des erweiterten Leserahmens zu erhalten. Es sollte der Frage
nachgegangen werden, ob die Erweiterung des Parvulin-Gens, und damit die
Fahigkeit zur Expression von Parl7, auch in anderen Organismen als dem
Menschen zu finden ist. Inshesondere sollte dabei die Entwicklung des Parvulin-
Gens innerhalb der Anthropoiden nachvollzogen werden.

Da das N-terminale Pra-Peptid des Parl7 eine positiv geladene amphipatische Helix
ausbildet, kbnnte es eine Funktion als mitochondriales Targeting-Signal erfullen.
Daher sollte die Verteilung der beiden Parvuline in der Zelle untersucht und
verglichen werden, um den Einfluss des Pra-Peptids auf die subzellulare Lokalisation
von Parl7 aufzuklaren.

Des Weiteren sollte untersucht werden, ob die fir Parl4 beschriebenen DNA-
Bindungseigenschaften durch die N-terminale Verlangerung in Parl7 eingeschrankt
bzw. verandert werden oder ob Parl7 ebenso wie Parl4 mit hoher Affinitdt an AT-

reiche doppelstrangige DNA-Abschnitte bindet.
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2. Material und Methoden

Alle in dieser Arbeit verwendeten Puffer, Medien sowie Agarose- und SDS-PAGE-

Gele wurden (sofern im folgenden Kapitel nicht anders beschrieben) nach den

Standardvorschriften aus Sambroock & Russel (“Molecular Cloning — A laboratory

manual®, 2002) hergestellt.

2.1 In silico Analyse des Parvulin-Gens und seiner Promotorregion

2.1.1 Vergleich der Genstrukturen

Uber die ENSEMBL Genom-Datenbank (www.ensembl.org) wurden genomische

Sequenzen des Parvulin-Locus von 14 Spezies bezogen (s. Tab. 1).

Tab. 1 Uber die ENSEMBL Datenbank bezogene Sequenzen des Parvulin-Gens

Organismus ENSEMBL Gene ID
Mensch (Homo sapiens) ENSG00000102309
Schimpanse (Pan troglodytes) ENSPTRG00000022022
Rhesusaffe (Macaca mulatta) ENSMMUT00000018166
Hausmaus (Mus musculus) ENSMUSG00000034102
Hausrind (Bos taurus) ENSBTAT00000026796
Hund (Canis familiaris) ENSCAFP00000008331
Haushuhn (Gallus gallus) ENSGALG00000003878
Gruner Kugelfisch (Tetraodon nigroviridis) GSTENGO00010206001
Kugelfisch (Fugu rubripes) SINFRUG00000154166
Krallenfrosch (Xenopus tropicalis) ENSXETG00000022578
Fadenwurm (Caenorhabditis elegans) Y48C3A.16

Taufliege (Drosophila melanogaster) CG11858

Zebrafisch (Danio rerio) ENSDARG00000004527
Malariamucke (Anopheles gambiae) ENSANGG00000008079
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Die Sequenzen wurden mit Hilfe der BioEdit-Software

(http://www.mbio.ncsu.edu/BioEdit/bioedit.html) abgeglichen und ausgewertet. Die

Strukturen der Gene wurden hinsichtlich der GroRe und Anzahl von Exons und
Introns untersucht und verglichen. Die Grenzen der Exons und Introns wurden dabei
der ENSEMBL Datenbank entnommen. Der Datenbankeintrag des Schimpansen
wies grolkere Licken auf und war an den entscheidenden Stellen (Exon 1)
unvollstandig, bei den Sequenzen von Hund und Huhn handelte es sich offenbar um
Pseudogene, so dass diese drei Organismen in die weiteren Analysen nicht mit

einbezogen werden konnten.

2.1.2 Analyse der Promotorregionen

Die Promotorregionen der in dieser Studie untersuchten Wirbeltiere (Mensch,
Rhesusaffe, Rind, Maus, Zebrafisch, Kugelfisch, Griner Kugelfisch und
Krallenfrosch) wurden hinsichtlich ihres GC-Gehalts und des Auftretens von
Dinukleotiden des Typs CpG analysiert, um zu Uberpriufen, ob die jeweilige
Promotorregion innerhalb einer CpG-Insel liegt. Solche CpG-Inseln sind laut
Gardiner-Garden & Frommer (1987) definiert als DNA-Abschnitt von mehr als 200 nt
Lange mit einer CpG-Rate von >0,6 und einem GC-Gehalt von >50%. Die Bereiche,
die ausgewertet wurden, waren immer der Abschnitt 300 nt upstream und 200 nt
downstream des ATG (Start) Codons des Par14 sowie, als Referenz, 500 nt
downstream des TAA (Stop) Codons. Es wurde die Gesamtzahl der G- und C-
Nukleotide sowie der CpG-Dinukleotide ausgezahlt. GC-Gehalt und CpG-Rate

wurden dann wie folgt berechnet:

Gesamtzahl (G + C — Nukleotide)
Gesamtzahl (Nukleotide)

GC —Gehalt = x100%

Anzahl(CpG — Dinukleotide) ..pachet

CpG — Rate = - -
Anzahl(CpG — Dinukleotide)

erwartet

Die Anzahl der erwarteten Dinukleotide betragt 1/16 aller Dinukleotide, da es 16
verschiedene Moglichkeiten gibt, aus den vier Basen der DNA ein Dinukleotid zu
23
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bilden. Zusatzlich wurden alle Sequenzen auf das Auftreten einer TATA-Box
(Konsensus-Sequenz 5'-TATAAA-3') Uberprtift.

Des Weiteren wurde die EST Datenbank der GenBank
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez?db=nucest) nach weiteren Sequenzen
durchsucht, die wie der zuerst identifizierte EST (AU098526), den erweiterten

Leserahmen des Par17 enthalten. Dabei wurden nur die ESTs analysiert, die in 5'-

Richtung sequenziert wurden, zu mindestens 50 Nukleotiden mit dem ersten cDNA-
Datenbankeintrag zu Par14 (AB009690) von Uchida et al. (1999) Uberlappten und

keine intronischen Sequenzen mehr enthielten.

2.2 Phylogenetische Analyse zum Auftreten eines offenen

Leserahmens fur Parl7 innerhalb der Ordnung der Primaten

Es wurden zwei verschiedene Abschnitte des Parvulin-Gens analysiert: Um das
Auftreten und die phylogenetische Entwicklung der Prasequenz zu untersuchen,
wurde das Exon 1 amplifiziert. Das in allen Organismen dieser Studie enthaltene
Exon 3 diente als Kontrolle fir das Vorhandensein des Parvulin-Gens.

Aus Zellkulturen isolierte genomische DNA von neun Primaten wurde von der

European Cell Culture Collection (ECACC, www.ecacc.org.uk) bezogen (s. Tab. 2).

Tab. 2 Von der ECACC bezogene genomische Primaten-DNA

Spezies ECACC Zell-Linie
Schimpanse (Pan troglodytes) 89072704
Gorilla (Gorilla gorilla) 89072703
Orang-Utan (Pongo pygmaeus) 89072705
Gibbon (Hylobates sp.) 86102901
Pavian (Papio hamadryas) 89072101
Rhesusaffe (Macaca mulatta) 90071809
Grune Meerkatze (Chlorocebus aethiops) 85102918
Eulenaffchen (Aotus trivirgatus) 90110510
Lisztaffchen (Saguinus oedipus) 85011419
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Als Positivkontrolle fur das Auftreten eines durchgehenden Par17-Leserahmens
wurde menschliche genomische DNA aus HelLa-Zellen verwendet. Diese wurde nach
Sambrook und Russel, ,Molecular Cloning®, Chapter 6.22 Protocol A isoliert. Als
Kontrolle fir das Auftreten des Par14 Gens (Exon 3) und das Fehlen einer
Verlangerung des ersten Exons wurde genomische DNA aus C57 BL6/J Mausen
verwendet, die von Dr. Manuela Wiling (ZMB, Entwicklungsbiologie)
freundlicherweise zur Verfugung gestellt wurde.

Die Abbildung 3 zeigt einen schematischen Uberblick (ber die Phylogenie aller

analysierten Organismen.

Alle genomischen DNAs wurden zunachst mit dem Repli-G Whole Genome
Amplification Kit (Qiagen, Hilden) amplifiziert, um ausreichend Ausgangsmaterial fur
die PCRs zu erhalten. Dabei wurde nach Angaben des Herstellers verfahren.

Fur die Amplifizierung von Exon 1 wurden zwei verschiedene Primerkombinationen
eingesetzt: Der forward Primer 251f bindet vor dem Par17 Start-Codon der humanen
Sequenz in einem bis zur Maus konservierten Bereich, der zweite forward Primer
246f bindet genau auf dem Par17 Start Codon. Als reverse Primer wurde in beiden
Fallen 481r verwendet. Exon 3 wurde mit den Primern 453f und 482r amplifiziert. Die

Sequenzen der Primer sind in Tabelle 3 dargestellt.

Tab. 3 Primer fir die Amplifizierung der Exons 1 und 3 des Parvulin-Gens

Primer Sequenz (5’- 3’ Richtung)

251f CGG CTT TCA GGC ATT TGT TTA G
246f ATG CCC ATG GCG GGG CTT CTA AAG
481r TTT CCC CGC TTT TCC AGA ACC ACT
453f GTC AGA CAC ATT CTA TGT GAA AAA C
482r CCC TTG CCT GGC TTT ATC TTC ACT

Die PCRs wurden in einem T3000 Thermocycler (Biometra, Goéttingen) mit dem in

Tabelle 4 a&b gezeigten Ansatz und Programm durchgefinhrt.
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Tab. 4 a&b Pipettierschema und Programm der PCR zur Amplifizierung der Parvulin-Genabschnitte
fur die phylogenetischen Analyse

a
pro Ansatz End-Konzentration
TAQ-Puffer (NEB) 5ul 1Xx
Primer 1 2 ul 20 pmol / Ansatz
Primer 2 2 ul 20 pmol / Ansatz
dNTPs (Eppendorf) 1yl jeweils 0,2mM
H20 38.5 yl
Tag-Polymerase (NEB) 0.5 ul 2,5U/ Ansatz
Template 1 ul
gesamt 50 pl
b
Temperatur (°C) Zeit (Min.) Zyklen

94 5 1x

94 1

60 1 30x

72 2

72 7 1X

8 hold

Die PCR-Produkte wurden auf 2% Agarose-Gelen aufgetrennt, die Banden
ausgeschnitten und aufgereinigt (QIAquick Gel Extraction Kit, Qiagen, Hilden). Die
Fragmente wurden dann in den pCR2.1 TOPO Vektor kloniert (TOPO TA Cloning Kit,
Invitrogen, Karlsruhe; Durchfihrung laut Angaben des Herstellers) und sequenziert
(GATC Biotech, Konstanz).

Die erhaltenen Sequenzen wurden mit Hilfe der BioEdit Software

(http://www.mbio.ncsu.edu/BioEdit/bioedit.html) verglichen und ausgewertet. Da die

entsprechenden Sequenzabschnitte von Mensch, Rhesusaffe, Rind, Maus und
Schimpanse (nur Exon 3) bekannt waren (s. Abschnitt 2.1), konnten diese
Organismen als Referenzsequenzen beim Alignment sowie zur Beurteilung der

Qualitat der Sequenzierungsergebnisse genutzt werden.
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2.3 Subzellulére Lokalisation der Parvuline

2.3.1 Vorhersage der Lokalisation von Parl4 und Parl7 mit verschiedenen

Algorithmen
Zur Vorhersage der subzellularen Lokalisation von Par14, Par17-RS und Par17-QR
wurden die in Tabelle 5 dargestellten Algorithmen verwendet. Es wurde jeweils die

komplette Aminosauresequenz zur Analyse eingegeben.

Tab. 5 Zur Vorhersage der Lokalisation der Parvuline verwendete Algorithmen

Programm | Adresse Referenz

Guda et al.
Mitopred http://bicinformatics.albany.edu/~mitopred/

2004

Claros
Mitoprot http://ihg.gsf.de/ihg/mitoprot.html

1995

Small et al.
Predotar http://urgi.versailles.inra.fr/predotar/predotar.html 2004

Nakai & Horton
PSortll http://psort.nibb.ac.jp/form2.html

1999

Emanuelsson et al.
TargetP http://www.cbs.dtu.dk/services/TargetP/ 2003

2.3.2 Nachweis von endogenem Parvulin in HelLa-Zellen durch
Zellfraktionierung und Western Blotting

Zellkultur

HelLa-Zellen (DSMZ, Braunschweig) wurden in Cellstar 250 ml Kulturflaschen
(Greiner, Frickenhausen) in HelLa-Medium (D-MEM, 1x MEM, 10% Fotales
Kalberserum, alles Gibco, Deutschland) bei 37°C und 5% CO, angezlchtet, bis der
Boden der Kulturflaschen zu ca. 80% mit Zellen bedeckt war. Die Zellen wurden
dann fir 10 Minuten mit 1 ml Tryple Express (Gibco, Deutschland) pro Flasche
trypsiniert, in jeweils 10 ml D-MEM (Gibco, Deutschland) aufgenommen, in 15 ml

Zentrifugenrohrchen (Greiner, Frickenhausen) Uberfuhrt, bei 100 x g fur 5 Minuten
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zentrifuguiert und die Zellpellets in je 2 ml D-MEM resuspendiert. Die Zellzahlen der
Suspensionen wurden mit Hilfe einer Neubauer-Kammer bestimmt. Dabei wurde
folgendermalien vorgegangen: Das Deckglaschen wurde so auf die Kammer
aufgelegt, dass an den Auflageflachen ,Newtonringe“ zu erkennen waren und somit
ein korrekter Abstand zwischen Deckglaschen und Kammer gewahrleistet war. Von
der zu zahlenden Zellsuspension wurden 20 ul unter das Glaschen gesogen, wobei
darauf geachtet wurde, dass sich die Suspension gleichmaRig in der Kammer
verteilte und keine Luftblasen zu erkennen waren. Unter dem Mikroskop (Olympus
CK2, 10x Vergroflerung, Olympus, Hamburg) wurden dann die Zellen in jedem der
vier groflen Quadrate der Kammer ausgezahlt. Aus den vier erhaltenen Werten
wurde ein Mittelwert gebildet und dieser mit 10* multipliziert. Das Ergebnis gibt die
Zellzahl pro ml an.

Fur die folgende Fraktionierung wurden je 6x10° Zellen in zwei parallelen Ansétzen

eingesetzt.

Fraktionierung

Die Zellen wurden mit Hilfe des Qiagen Mitochondria Isolation Kits (Qiagen, Hilden)
in die Fraktionen Kerne, Cytosol, Mitochondrien und eine weitere, nicht genauer
charakterisierte Fraktion, die im Protokoll des Kits als microsomale oder Membran-
Fraktion bezeichnet wird und in der sich Membranen, Zelltrimmer etc. ansammeln,
aufgetrennt. Die Zellkerne wurden in 1ml 100 mM Tris-Cl (pH 8.8) aufgenommen, alle
anderen Fraktionen in den entsprechenden im Kit enthaltenen Puffern. Die
Fraktionierung wurde den Angaben des Herstellers entsprechend durchgeftihrt. Der
letzte Zentrifugationsschritt, bei dem die Mitochondrien von der Membran-Fraktion

getrennt werden, wurde auf 20 Minuten ausgedehnt.

SDS-PAGE und Western Blotting

Die Proteinkonzentrationen der einzelnen Fraktionen wurden mittels Bradford-Assay
in einem BioPhotometer (Eppendorf, Hamburg) bestimmt. Fur die Gel-Elektrophorese
soliten pro Gel von jeder Fraktion 30 pg Protein eingesetzt werden. Da die
Proteinkonzentrationen zu niedrig waren, um in einem Volumen von 30 ul (=
maximales Volumen einer Tasche des Gels) 30 pg Protein auftragen zu konnen,

mussten die einzelnen Fraktionen gefallt werden.
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Dazu wurde von jeder Fraktion das Volumen, was einer Proteinmenge von 30 ug
entsprach, mit je 400 pl Methanol und 100 pl Chloroform gemischt und zentrifugiert
(5 Minuten, 4°C, 14500 rpm / 14000 x g, MiniSpin plus Zentrifuge, Eppendorf,
Hamburg). Die obere Phase wurde verworfen, es wurden 400 pl Methanol
zugegeben, gemischt und nochmals zentrifugiert. Der Uberstand wurde verworfen,
das Pellet an der Luft getrocknet. Die Pellets wurden in 30 pl Gel-Ladepuffer (10%
Glycerin, 2% SDS (w/v), 2% B-Mercaptoethanol, 50 mM Tris-Puffer (pH 6,8), 3 g/l
Bromphenolblau) resuspendiert, bei 95°C fur 5 Minuten inkubiert und dann auf 15%
SDS-PAGE Gele aufgetragen.

Als Positivkontrolle wurde Par17 aus einem pET-41 Vektor (Novagen, Darmstadt) in
E. coli BL21 exprimiert (Klon BC 580.6.1 aus der Klonsammlung der AG Biochemie,
ZMB). Die Bakterien wurden durch Ultraschallbehandlung (10 Minuten, auf Eis)
lysiert, es wurden 5 pl des Lysats auf jedes Gel aufgetragen. Die Elektrophorese
wurde fur 2 Stunden bei 125 V und 35 mA in einer Novex MiniCell Kammer
(Invitrogen, Karlsuhe) durchgefiihrt. AnschlieRend wurden die Gele in einem Semi-
Dry Blotter (Biometra, Gottingen) auf Nitrocellulose Membranen (Invitrogen,
Karlsruhe) geblottet (100 mA, 35 Minuten). Die Membranen wurden fur 30 Minuten in
TBS-T 150 (50 mM Tris, 150 mM NaCl, 0.1% (v/v) Tween20) + 2% (w/v) Milchpulver
(Bio-Magermilch-Pulver, Heirler, Reformhaus) geblockt und tber Nacht bei 4°C mit
einem Par17-Antikorper (4113AF, aus Kaninchen, entspr. Ab-EXT aus Mueller et al.
2006, 1:200); oder einem der in Tabelle 6 aufgelisteten Marker-Antikdrper (alle in
TBS-T 150 + 2% Milch) inkubiert.

Die Blots wurden gewaschen (1x mit TBS-T 500 [wie TBS-T 150 aber mit 500 mM
NaCl], 2x mit TBS-T 150), um uberschussigen unspezifisch gebundenen ersten
Antikdrper zu entfernen und fir 2 Stunden bei 4°C mit dem entsprechenden HRP-
konjugierten sekundaren Antikérper (ECL Anti-Mouse oder Anti-Rabbit IgG
Horseradish Peroxidase linked, 1:2000, beide Amersham, Freiburg) inkubiert.
Anschliel3end erfolgte die Entwicklung der Blots mit Hilfe eines ECL Kits (Amerham,
Freiburg), CL-XPosure Filmen (Pierce, Bonn) und eines AGFA Curix Entwicklers
(AGFA, Kaln).
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Tab. 6 Zur Charakterisierung der Zell-Fraktionen verwendete primare Antikdrper

o Marker far Spezifische )
Antikorper _ Hersteller Verdunnung
(Organell) Bande bei
Cytochrom C
(Mouse), monoclonal Abcam,
Mitochondrien 15 kDa 1:200
[7H8.2C12] Cambridge, UK
(ab13575)
GAPDH (Rabbit)
Abcam,
HRP-konjugiert Cytosol 35 kDa 1:500
Cambridge, UK
(ab9385)
Golgin97 (Mouse) ) Molecular Probes
Golgi-Apparat 97 kDa ) 1:200
monoclonal CDF4 Europe, Leiden, NL
84 (Mouse),
P84 ( : Abcam,
Kernmatrix-Protein Zellkern 84 kDa . 1:500
Cambridge, UK
(ab487)
panCadherin (Rabbit) Abcam,
Plasmamembran 145 kDa . 1:200
(ab6529) Cambridge, UK

2.3.3 Lokalistionsbestimmung mit Hilfe von Uberexprimierten Parvulin-EGFP

Fusionsproteinen

Erstellung der Konstrukte

Es wurden full length Konstrukte von Par14 und Par17 sowie Deletionskonstrukte,
die nur die Pra-Sequenz bzw. die Pra-Sequenz und die basische Domane des Par17
(jeweils in beiden Isoformen Q16/R18 und R16/S18) enthielten, C-terminal mit EGFP
fusioniert. Als template zur Amplifizierung der unterschiedlichen Parvuline bzw.
Parvulin-Fragmente mittels PCR dienten die Produkte der in Mueller et al. 2006
beschriebenen RT-PCRs fir Par17-RS und -QR, die jeweils den gesamten
Leserahmen enthielten. Die verwendeten forward Primer enthalten eine Kozak-
Sequenz, die der Translationsinitiation dient (Kozak 1999), sowie eine EcoRI
Schnittstelle, die reverse Primer eine BamHI Schnittstelle. Die Abbildung 4 gibt einen
Uberblick (ber die verschiedenen Konstrukte sowie die zur Amplifizierung
verwendeten Primer, Tabelle 7 zeigt die Zusammensetzung des Ansatzes und das
PCR-Programm. Die PCRs wurden in einem T3000 Thermocycler (Biometra,
Gottingen) durchgeflhrt.
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A

Konstrukt pré basisch  PPlase EGFP Primer

hPar14 ::I{:y 304F/305R
hPar17 RS Rs — @ === 300F/305R

hPar17 QR R — @ === 300F/305R
PrarS basisch =00 300F/488R
Pr4QR basisch | gr === S5 300F/488R
PraRS [ Rs | =7F 300F311R
PraQr [ or | SO5E 300F311R
EGFP ==

B
Sequenzen der Primer (5" — 37):
300F aaaaaa gaattc gccacc atg cecc atg geg ggg cit cta aag
304F aaaaaa gaattc gccacc atg ccg ccc aaa gga aaa agt ggt
305R aaaaaa ggatcc it tct tce tic gac cat aat aat atg
31MR atatat ggatcc tt gga agc ttg ttg ttg aac gct g
488R atatat ggatcc tt gga acc ttg age ctt ctt gtc a

Restriktionsschnittstellen: gaattc — EcoRl ggatcc — BamHl
Kozak-Sequenz: gecacce

Abb. 4 A&B

A Schematische Darstellung aller Parvulin-EGFP-Konstrukte und der zur Amplifizierung
benutzten Primer.

B Sequenzen der Primer. Die Schnittstellen der Restriktionsenzyme (fett) sowie die Kozak-
Sequenz (kursiv, unterstrichen) sind gekennzeichnet.
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Tab. 7 a&b Pipettierschema und Programm der PCR fur die Parvulin-EGFP-Konstrukte

a
pro Ansatz Konzentration
TAQ-Puffer (NEB) 5l 1x
Primer 1 2yl 20 pmol / Ansatz
Primer 2 2yl 20 pmol / Ansatz
dNTPs (Eppendorf) 1yl jeweils 0,2mM
H20 38.5 yl
Tag-Polymerase (NEB) 0.5 pl 2,5U/ Ansatz
Template 1ul
gesamt 50 pl
b
Temperatur (°C) Zeit (Min.) Zyklen

94 5 1x

94 1

65 1 30x

72 2

7 7 1x

8 hold

Die PCR-Produkte wurden auf 2% Agarose-Gelen aufgetrennt, die Banden
ausgeschnitten und aufgereinigt (QIAquick Gel Extraction Kit, Qiagen, Hilden). Die
gereinigte DNA wurde in 30 yl Elution-Buffer (1:10 verdunnt) aufgenommen und mit
den Restriktionsenzymen EcoRI und BamHI (New England Biolabs, Frankfurt)
verdaut. Es wurde die gesamte gereinigte DNA eingesetzt, hinzu kamen 5 pl EcoRI-
Puffer (New England Biolabs, Frankfurt), 1 yl BSA (10 mg / ml, New England Biolabs,
Frankfurt) und 10 U von jedem der beiden Restriktionsenzyme. Jeder Ansatz wurde
dann mit ddH20 auf 50 pl aufgeflllt. Mit den Ansatzen fur den Verdau des Vektors
pEGFP_N1 (Clontech, Heidelberg) wurde ebenso verfahren, allerdings wurden hier 1
Mg DNA und 20 U von jedem Enzym eingesetzt. Alle Restriktionsansatze wurden 4
Stunden bei 37°C inkubiert und anschliefend aufgereinigt. Die geschnittenen PCR-
Produkte wurden mit Hilfe eines QIAquick Gel Extraction Kits (Protokoll ,Cleanup
from enzymatic Reactions®, Qiagen, Hilden) gereinigt und in 30 pl Elution-Buffer
(1:10 verdunnt) resuspendiert. Der verdaute Vektor wurde zunachst auf einem 1%
Agarose-Gel aufgetrennt, um den geschnittenen Vektor von ungeschnittener Vektor-
DNA sowie den ausgeschnittenen Fragmenten zu trennen. Die Bande des mit beiden
Enzymen geschnittenen Vektors stellte dabei auf dem Gel die starkste Bande da,
etwas unterhalb der Bande des einfach geschnittenen Vektors und oberhalb der
Bande des ungeschnittenen Vektors. Diese Bande wurde aus dem Gel

ausgeschnitten und mit einem QIAquick Gel Extraction Kit gereinigt.
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Fur die Ligation der unterschiedlichen PCR-Produkte mit dem pEGFP_N1 Vektor
wurden 1-10 ul der doppelt geschnittenen Vektor-DNA (je nach Starke der Bande bei
der vorhergegangenen Gel-Aufreinigung) mit 0,5 pl T4 Ligase (2 U/ul, New England
Biolabs, Frankfurt) sowie 2 ul T4 Puffer (New England Biolabs, Frankfurt) angesetzt
und mit Insert-DNA (= je eines der PCR-Produkte) auf 20 pl aufgeflllt. Als
Religationskontrolle (Negativkontrolle) wurde einer der Ansatze statt mit Insert mit
ddH,O aufgefullt. Die Ligations-Ansatze wurden uber Nacht bei 16°C inkubiert. Die
ligierten Konstrukte wurden dann in chemisch kompetente E. coli NEB 5-a (New
England Biolabs, Frankfurt) transformiert indem 50 ul Zellen mit 2,5 pl DNA auf Eis
gemischt, fur 45 Sekunden bei 42°C inkubiert und auf Eis wieder abgekuhlt wurden.
Nach Zugabe von 200 pl vorgewarmtem LB-Medium wurden die Zellen fur 1 Stunde
bei 37°C inkubiert, anschlielend auf Kanamycin-haltigen LB-Agar-Platten (50 pg / mi
Kanamycin, Roth) ausplattiert und Gber Nacht bei 37°C inkubiert. Am folgenden Tag
wurden von jeder Platte 5 Kolonien einzeln abgenommen und in je 5 ml LB-Medium
(+ Kanamycin, 50 ug / ml, Roth) Gber Nacht bei 37°C inkubiert. Anschlieiend wurde
aus jeder Bakterienkultur das entsprechende Plasmid mit einem Qiagen Plasmid Mini
Kit (Qiagen, Hilden) extrahiert. Jeder Vektor wurde sequenziert (MWG Biotech,
Martinsried), um die Richtigkeit der Konstrukte zu Uberprifen. Von jedem Konstrukt
wurde eine Glycerinkultur eines Klons mit korrekter Sequenz angelegt, indem eine in
LB-Medium (+ Kanamycin) logarithmisch wachsende Flussigkultur des Klons mit

20% Glycerin vermischt und bei -80°C eingefroren wurde.

Expression der Konstrukte in HeLa-Zellen

Alle Transfektionen wurden in 12-Loch-Platten (Greiner, Frickenhausen)
durchgefuhrt. In jedes Loch wurde ein Deckglaschen, welches zuvor in Ethanol
eingelegt und durch Abflammen sterilisiert wurde, gelegt, auf dem die Zellen
anwachsen konnten. Auf eine Beschichtung der Deckglaschen mit poly-L-Lysin
wurde verzichtet, da die Zellen auch ohne die Beschichtung gut auf den Glaschen
anwuchsen. HelLa-Zellen wurden mit einer Dichte von etwa 2x10° Zellen pro well in
HelLa-Medium (s. 2.3.1) ausgesat und bei 37°C und 7,5% CO, fur 24 Stunden
inkubiert. Um die Plasmide fur die Transfektion vorzubereiten wurden aus den
Glycerinkulturen der Bakterienklone Ubernachtkulturen in je 5 ml LB-Medium
angeimpft. Aus diesen Flussigkulturen wurden dann mit Hilfe eines Qiagen Plasmid

Mini Kits die verschiedenen Plasmide extrahiert und deren Konzentration mit einem
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Eppendorf Biophotometer bestimmt. Das Reagenz zur Transfektion von 3 Ldchern
einer 12-Loch-Platte wurde dann wie folgt angesetzt: 120 pl Opti-MEM (Gibco,
Deutschland) wurden mit 3,6 yl FuGene6 (Roche, Mannheim) vermischt und 5
Minuten bei Raumtemperatur inkubiert. AnschlieRend wurden 1,2 ug Plasmid-DNA
dazu gegeben und weitere 40 Minuten bei Raumtemperatur inkubiert. Pro Loch
wurden dann 41 ul dieses Ansatzes mit dem Medium vermischt. Die Platten wurden
fur 40 Stunden bei 37°C und 7,5% CO, inkubiert. Anschliel3end wurden die Zellen mit
frischem Medium gewaschen und die Mitochondrien mit MitoTracker™ orange
(Molecular Probes, Karlsruhe) gefarbt. Von 50 ug lyophylisiertem Farbstoff wurde
durch Zugabe von 100 pyl DMSO (Roth, Karlsruhe) eine 1 mM Stammldsung
hergestellt. Diese Stammlosung wurde mit vorgewarmtem HelLa-Medium 1:10000
verdunnt, auf die Zellen gegeben und 30 Minuten inkubiert. Die Zellen wurden dann
dreimal mit PBS (pH 7,4) gewaschen, in 3% p-Formaldehyd + 0,2% Triton X-100
(Fluka, Munchen) in PBS fur 10 Minuten fixiert und anschlieend nochmals in PBS
gewaschen. Die Deckglaschen wurden aus den Lochern der Platte genommen, an
der Luft getrocknet und dann in Mowiol (Polyvinylalkohol 4-88, Fluka, Munchen) auf
Objekttragern eingebettet. Die Praparate wurden uUber Nacht getrocknet, dann mit

Nagellack versiegelt und bei 4°C im Dunkeln aufbewahrt.

Fluoreszenz-Mikroskopie

Die Auswertung der Praparate erfolgte mit Hilfe eines Olympus BX61
Fluoreszenzmikroskops mit einer F-View ||l Kamera und der dazugehorigen cell*P
Software (Mikroskop und alle Komponenten von Olympus, Hamburg, Kamera und
Software von Soft Imaging Systems (SIS), Munster). Es wurde ein UPlanSApo 100x
Objektiv sowie die Filterwurfel U-M41002b (Anregung 545 +/- 30 nm, Emission 610
+/- 35 nm) fur MitoTracker bzw. U-M41020 (Anregung 480 +/- 10 nm, Emission 520
+/- 20 nm) fir EGFP benutzt. Es wurden von jedem Praparat mindestens 20 Z-Stapel
mit jeweils etwa 25 Scheiben aufgenommen, der Abstand zwischen den Scheiben
betrug etwa 0,2 um. Die Belichtungszeiten lagen bei 50 — 60 ms fur MitoTracker bzw.
500 — 600 ms fur EGFP. Um Autofluoreszenz- oder sonstige unspezifische Signale,
die als grine EGFP-Signale gewertet werden konnten, ausschlielen zu kdnnen,
wurden nur Bildausschnitte aufgenommen, auf denen sowohl eindeutig transfizierte
(grine EGFP- und orange MitoTracker-Signale) als auch nicht-transfizierte Zellen

(nur MitoTracker, keine grinen Signale) zu erkennen waren. Die Z-Stapel wurden mit
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dem Nearest Neighbor Algorithmus dekonvuliert. Dadurch wurde stérendes Streulicht
aus anderen Scharfeebenen rechnerisch entfernt und die Bilder gescharft. Bei der
Darstellung der Bilder wurden die untersten ca. 10% der Signale nicht berucksichtigt,
so dass der Hintergrund zwischen den Zellen vollkommen schwarz und frei von
unspezifischen Hintergrundsignalen war. Fir die Berechnung der Kolokalisierung
(also dem Anteil an grinem EGFP-Signal, der mit dem MitoTracker-Signal
Uberlagert) wurde jeweils ein Bild aus der Scharfeebene in der Mitte eines Stapels
ausgewahlt. Mit Hilfe der Kolokalisierungsfunktion innerhalb der Cell*P Software
wurden beide Kanale des Bildes binarisiert, so dass sie nur noch aus griinen bzw.
orangen und schwarze Pixeln bestanden. Die Schwellenwerte flir die Binarisierung
der Bilder wurden so gesetzt, dass auch die schwachsten Signale noch erkannt
werden konnten, aber der Zwischenraum zwischen Zellen schwarz und frei von
unspezifischen Signalen war. Dann wurde der Anteil aller EGFP-Signale, die mit dem
MitoTracker kolokalisieren, in Prozent berechnet. Fur jedes Konstrukt wurden
mindestens zehn Bilder ausgewertet und aus den erhaltenen Kolokalisierungsraten

ein Mittelwert sowie die Standardabweichung errechnet.

2.4 Funktionelle Studien: DNA-Bindung durch Parl17

Praparation der Zell-Lysate

HelLa-Zellen (DSMZ, Braunschweig) wurden in Petrischalen (Greiner Cellstar,
Frickenhausen) angezogen, mit den Par14-, Par17 RS- und Par17 QR- EGFP
Konstrukten wie oben beschrieben transfiziert und fir 40 Stunden bei 37°C und 7,5%
CO; inkubiert. Die Zellen wurden mit HeLa Medium gewaschen, mit 1 ml Lysepuffer
pro Schale (50mM KPO4, 1mM EDTA, 0.1% Triton X, 1 mM Pefablock (Roth,
Karlsruhe), pH 7.0) Uberschichtet und mit einem sterilen Spatel abgekratzt. Die
Zellen wurden in ein 15 ml Zentrifugenréhrchen (Greiner, Frickenhausen) Uberfihrt
und mit Dilution-Puffer (20 mM Tris pH 7.5, 10% Glycerin, 1mM EDTA, 1mM DTT,
0.1% Triton X, 37.5 mM (NH,4).SO,4) auf ein Gesamtvolumen von 4 ml aufgefullt. Die
Lysate wurden drei Mal fur 30 Sekunden mit Ultraschall behandelt und dann
zentrifugiert (20 Minuten, 4°C, 4000 rpm / 3220 x g, Eppendorf Zentrifuge 5810R).
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Vorbereitung der DNA-Cellulose

Fur jedes der vier Zell-Lysate wurden 0,25 g DNA-Cellulose (4,8 mg Kalbsthymus-
DNA / g, Sigma, Mianchen) in 3 ml Bindungspuffer (20mM Tris pH 7.5, 10% Glycerin,
100 mM KCI, 1mM EDTA, 10mM NaF und 0.1% Triton X) suspendiert und unter
standiger Rotation bei 4°C Uber Nacht inkubiert.

Bindungs-Assay

Fir jedes Lysat wurden 850 pl der Cellulose Suspension in ein 2 ml
Mikrozentrifugen-Gefal® (Eppendorf, Hamburg) Gberfuhrt und drei Mal zentrifugiert
(10 Minuten, 4°C, 2000 rpm). Zwischen den Zentrifugationsschritten wurde das Pellet
mit frischem Bindungspuffer gewaschen. Nach dem letzten Zentrifugationsschritt
wurde der Uberstand verworfen und 850 ul Zell-Lysat zu der Cellulose gegeben. Die
Suspension wurde unter standiger Rotation fir eine Stunde bei 4°C inkubiert und
anschlieRend zentrifugiert (10 Minuten, 4°C, 2000 rpm / 400 x g, Eppendorf
Zentrifuge 5415R). Der Uberstand wurde bei 4°C aufbewahrt. Die Cellulose wurde
dann in mehreren Schritten mit Bindungspuffer mit aufsteigender Salzkonzentration
(0, 50, 100, 200 & 500 mM KCI) gewaschen. Nach jedem Waschschritt wurde die
Suspension inkubiert und zentrifugiert wie oben beschrieben. Alle Uberstéande

wurden bei 4°C gelagert.

Fallung der Uberstande

Alle Uberstande mussten gefallt werden. Dazu wurden 400 pl jedes Uberstandes mit
je 400 ul Methanol und 100 pl Chloroform gemischt und zentrifugiert (5 Minuten, 4°C,
14500 rpm / 14000 x g, MiniSpin plus Zentrifuge, Eppendorf, Hamburg). Die obere
Phase wurde verworfen, es wurden 400 ul Methanol zugegeben, gemischt und
nochmals zentrifugiert. Der Uberstand wurde verworfen, das Pellet an der Luft

getrocknet und in 20 ul Gel-Ladepuffer (s.0.) resuspendiert.

Gele und Blots

Die geféllten Uberstande wurden auf 12,5% SDS-PAGE Gelen getrennt, auf
Nitrocellulose Membranen geblottet und entwickelt wie oben beschrieben. Es wurde
ein EGFP-Antikorper (JL-8 Monoclonal Mouse Antibody, Clontech, Heidelberg,
1:500) verwendet.
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Kontroll-Experiment

Um auszuschlieRen, dass die Proteine an die Cellulose und nicht an die gekoppelte
DNA binden, wurde ein Kontrollexperiment durchgefuhrt, bei dem die DNA-Cellulose
vor der Zugabe der Zell-Lysate mit Benzonase (30 U, 60 Minuten, 37°C; Sigma,
Minchen) behandelt und dadurch die DNA von den Cellulose-Beads entfernt wurde.

Das Experiment wurde dann noch einmal wie oben beschrieben durchgefihrt.
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3. Ergebnisse

3.1 In silico Analyse des Parvulin-Gens und seiner Promotorregion

Die beiden menschlichen Parvuline Parl4 und Parl?7 unterscheiden sich nur durch
ein Pra-Peptid von 25 Aminosauren Lange, welches dem Parl7 N-terminal voran
gestellt ist. Beide Proteine werden durch das gleiche Gen codiert, die Nutzung
unterschiedlicher Transkriptionsstartpunkte fiihrt zur Bildung verschieden langer
MRNAs. Um das Auftauchen der Erweiterung des Leserahmens in verschiedenen
Organismen genauer zu untersuchen, wurden in Datenbanken verfligbare
Sequenzen des Parvulin-Gens aus unterschiedlichen Spezies miteinander verglichen

und hinsichtlich ihrer Struktur und der Promotorregion analysiert.
3.1.1 Vergleich der Genstrukturen

Der Vergleich der Strukturen des Parvulin-Gens zeigt, dass alle untersuchten
Wirbeltiere die gleiche Struktur des Gens aufweisen. Sowohl beim Menschen als
auch beim Rhesusaffen, Rind, Maus, Krallenfrosch, Zebrafisch, Kugelfisch und
grinen Kugelfisch besteht das Parvulin-Gen aus vier Exons und drei Introns. (s. Abb.
5) Die Exons weisen bei allen Organismen eine etwa gleiche Grof3e auf: Exon 1 (ab
Parl4 ATG Start Codon) 36-42 bp, Exon 3 68-74 bp, Exon 3 120 und Exon 4 (bis
TAA Stop Codon) 159-171 bp. Bei den verfugbaren Sequenzen von Haushuhn und
Hund handelte es sich offenbar um Pseudogene, die nur aus einem einzigen Exon
bestanden und nicht weiter analysiert wurden. Auch im Genom des Menschen
wurden zwei Pseudogene identifiziert, auf Chromosom 1 und 15. Diese sind aber
nicht mit der codierenden Sequenz des Parl4 identisch (Chromosom 1 zu 87%,
Chromosom 15 zu 97%), enthalten keine Verlangerung fur das Parl7 und kdnnen
daher nicht fir die Expression von Parl4 und Parl7 verantwortlich sein. Sowohl
Parl4 als auch Parl7 werden also durch das Parvulin-Gen auf Chromosom Xql13
codiert. Der Datenbankeintrag des Schimpansen war nur im Bereich der Exons 3 und
4 komplett, wo die Sequenz fast vollstandig mit der menschlichen Ubereinstimmt, im
Bereich der ersten beiden Exons wies sie jedoch gréfRere Licken auf und konnte
aufgrund dessen nicht komplett mit den anderen Sequenzen abgeglichen werden.
Die Abbildung 5 gibt einen Uberblick tber die Parvulin-Genstruktur in den acht
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untersuchten Wirbeltieren mit vollstdndig verfugbarer Sequenz. Bei den ubrigen

analysierten Organismen besteht das Parvulin-Gen nur aus zwei oder drei Exons.

Exon | (ab ATG) Intron | Exon Il Intren I Exon il Intron 111 Exon [V

Pari7 /l Par14 bis STOP (TA&)
Mensch 117 1 42 4632 T4 10250 120 463 159
(Homo sapiens)
Rhesusaffe — 11 42 1893 74 10283 120 475 159
(Macacca mulatta)
Rind — 11 42 2166 74 5604 120 652 159
(Bos taurus)
Maus —- {42 2103 74 5275 120 356 159
(Mus musculus)
Krallenfrosch — I 36 681 68 1684 120 1156 159
(Xenopus
tropicalis)
Zebrafisch — I 36 T 71 1466 120 1804 171
(Danio rerig)
Kugelfisch -1l 36 210 74 217 120 186 159
(Fugu rubripes)
Griiner Kugelfisch — I 36 1688 74 169 120 195 159
(Tetraodon
nigroviridis)

Abb. 5 Exon-Intron-Struktur des Parvulin-Gens in den acht untersuchten Wirbeltieren, deren
Sequenz Uber die ENSEMBL-Datenbank erhéltlich war. Alle untersuchten Organismen weisen vier
Exons etwa gleicher GréRe (in bp) auf, nur beim Menschen liegt eine Erweiterung des ersten
Exons und somit ein open reading frame fiir die Expression von Parl7 vor.

Ein zusatzliches Start-Codon fur die Expression von Parl7 und somit eine
Erweiterung des ersten Exons konnte in den in Datenbanken verfigbaren
Sequenzen nur beim Menschen nachgewiesen werden. Ein erweiterter Leserahmen
wurde weder beim Rind noch in der Maus identifiziert. Da der Datenbankeintrag des
Schimpansen unvollstandig war, stellte der Rhesusaffe den nachsten Verwandten
des Menschen mit verfiigbarer Sequenz dar.

Die Pra-Sequenz ist beim Rhesusaffen bereits gewissermal3en vorgeformt, auch ein

zusatzliches Start-Codon ist vorhanden. Durch eine Licke innerhalb der Sequenz
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(relativ zur menschlichen Sequenz) ist dieses Start-Codon jedoch nicht in-frame mit
dem Start-Codon des Parld (s. Abb. 6). Da die verfugbare Sequenz des
Schimpansen genau in diesem Bereich unvollstandig war, war eine genauere
Aussage nicht moéglich und es ergab sich die Notwendigkeit, weitere Spezies aus der
Ordnung der Primaten zu sequenzieren, um der interessanten Frage der Entwicklung
der Pra-Sequenz nachzugehen und den Zeitpunkt des ersten Auftretens der

Erweiterung von Parl4 zu Parl7 genauer bestimmen zu kdnnen.

Start Par1? Start Par14
G 4
Mensch TacGAET8c cRCCGGGGCTTCTAAAGGGGCTTGTACGGCAACTGGAGCAGTTCAGAGTTCAACAACAAGCTTCCAACERTC CGCCCAAAGGAAAA
{Homo sapiens) stpp M P M A G L LKGTLVROQLES GFRVOQQQASEKMPTPEKTEGEK
R s
Rhesusaffe TaceARIAcCRTRECGG. . . . TCTAAGGGGGCTTGAACGGCAACTGGAGCAGTTCAGAGTTCAACAACAAGCTTCCAACRTRCCGCCCARAGGAAAA
(Macaca mulatta) G HAHGG vV R GL ERQLEOQFRWYOQOQQASI KMPTZPIKTSGK
StpD M P M A VStpG G L N G N W S S S EFNWNEKTLTPRT CRP |

Rind TAGGACACACCAGTGGGGE. . . .CTGAAGGGGCT'I_I'GTGCGGCAACCTAAGCAG'I_I'GAGAGTTCP.ACGGCAGACTITGGAAECCCCGAP.AGG.»’-‘-.AAA
¢ T S G A StpR G F VYV R QP KOQULRVOROGQTILTEMKNPTPIKTGHK

(Bos Taurus) G H

G F

Abb. 6 Alignment der Uber den ENSEMBL Genome Browser erhéltlichen Sequenzen des Exon 1
des Parvulin-Gens von Mensch, Rhesusaffe und Rind. In dem dargestellten Abschnitt sind die
beiden ATG-Start-Codons fur Parl4 und Parl7 zu erkennen. Ein durchgehender Leserahmen zur
Expression von Parl7 ist nur im Menschen vorhanden. Beim Rhesusaffen ist dieser zwar
vorgeformt, jedoch ist das Parl7 Start-ATG nicht in-frame mit dem Parl4-Startpunkt. Die Sequenz
des Rindes lasst noch deutlich weniger Ubereinstimmungen erkennen.

3.1.2 Analyse der Promotorregionen

Bei allen untersuchten Saugetieren (Mensch, Rhesusaffe, Rind und Maus) konnte im
Bereich um das Parl4-Start-Codon (300 Nukleotide upstream und 200 Nukleotide
downstream) eindeutig eine CpG-Insel identifiziert werden, die der Definition von
Gardiner-Garden & Frommer (1987) entspricht (GC-Gehalt tber 50% und CpG-Rate
>0,6). Der Bereich, der sich unmittelbar an die codierende Sequenz anschliefl3t (500
Nukleotide downstream vom STOP-Codon TAA) wurde als Referenz ausgewertet,
hier sind diese Werte deutlich niedriger. Bei den ubrigen Wirbeltieren sind die Werte
fur die CpG-Rate zwar auch im Bereich um das START-Codon deutlich héher als im
Anschlu3 an das STOP-Codon, jedoch liegen sie unter dem Wert von 0,6. Die

Tabelle 8 gibt einen Uberblick tiber alle ermittelten Werte.

40



3. Ergebnisse

Tab. 8 GC-Gehalt und CpG-Rate der Promotorregion sowie der 3'-Region des Parvulin-Gens in allen
untersuchten Wirbeltieren

-300nt ATG +200nt TAA +500nt
GC-Gehalt (%) CpG-Rate GC-Gehalt (%) CpG-Rate
Mensch 51,6 0,864 36,2 0,03
Rhesusaffe 58,4 0,992 38,2 0,128
Rind 58,8 0,608 41,8 0,192
Maus 54,6 0,608 39 0,096
Zebrafisch 37 0,32 37,4 0,16
Kugelfisch 36,2 0,448 31,8 0,064
Gruner Kugelfisch 38,4 0,576 33 0,128
Krallenfrosch 46 0,64 41,6 0,096

Es konnten jedoch in den Sequenzen der analysierten Wirbeltiere keine Tata-Boxen
oder anderen Promotor-Konsensus-Sequenzen identifiziert werden. Lediglich eine
Sequenz, die der Initiator (Inr) -Konsensus Sequenz (Py-Py(C)-A+1-N-T/A-Py-Py,
Butler & Kadonaga 2002) ahnlich ist, konnte identifiziert werden Die Sequenz lautet
5-tcAATTG-3’ und weicht nur in der letzten Base von der Konsensus Sequenz ab.
Sie liegt im Bereich des Transkriptionsstartpunkts fur die verlangerte menschliche
MRNA, fur die es zunachst lediglich einen einzigen EST (AU098526) als Hinweis auf
ihre Existenz gab, deren Expression dann in verschiedenen menschlichen Geweben
nachgewiesen werden konnte (Mueller et al. 2006). Das erste Adenin in dieser
Sequenz entspricht dem ,A+1“, also dem Transkriptionsstart, in der Inr-Konsensus
Sequenz. Die Sequenz wurde auch beim Rhesusaffen und beim Rind gefunden, bei
der Maus weicht sie von den anderen Organismen ab, das ,,A+1" ist hier durch ein
Guanin ersetzt.

Bei der Suche nach ESTs, die Abschnitte des Parvulin-Gens enthalten, wurden 70
Sequenzen gefunden, die in 5-Richtung sequenziert wurden, keine intronischen
Sequenzabschnitte enthielten und eine Uberschneidung mit dem original cDNA
Eintrag (AB009690 von Uchida et al. (1999)) von mindestens 50 Nukleotiden
aufwiesen. Nur ein EST, der bereits genannte AU098526, enthielt die komplette
Verlangerung zum Leserahmen fir Parl7. Das entspricht einem Anteil von etwa
1,5% aller Sequenzen und stimmt somit gut mit dem in Mueller et al. (2006)

beschriebenen Anteil von Parl7 am gesamten Parvulin tGberein. Die ubrigen ESTs
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enthielten zwar nicht die komplette 5’-Erweiterung, wiesen aber eine Vielzahl
verschiedener Startpunkte auf. Das ist ein weiterer Beleg fur die Initiation der
Transkription von verschiedenen schwachen Startpunkten aus.

All das sind typische Eigenschaften der Promotoren von Housekeeping-Genen, die in
einer CpG-Insel liegen und mehrere schwache statt eines starken Promotorelements
besitzen (Knippers 1997), was zu verschiedenen Transkriptionsstartpunkten flihren
kann. Das Auftreten verschieden langer mRNA-Isoformen des Parvulins beruht also
offenbar auf unterschiedlichen Transktiptionsinitiationspunkten auf einem Gen und
kommt nicht durch die Expression verschiedener Gene oder durch Splicing zustande.
In einer phylogenetischen Analyse sollte nun das Auftreten des erweiterten

Leserahmens innerhalb der Anthropoiden néher untersucht werden.

3.2 Phylogenetische Analyse zum Auftreten eines offenen

Leserahmens fur Parl7 innerhalb der Ordnung der Primaten

Wie im vorhergehenden Abschnitt beschrieben weisen weder das Rind noch die
Maus in ihrem Genom eine Erweiterung des Parvulin-Gens auf. Auch im
Datenbankeintrag des Rhesusaffen konnte kein ORF fur Parl7 identifiziert werden.
Daher muss sich die Pra-Sequenz in der Evolution der Anthropoiden nach der
Auftrennung der Altwelt- und Menschenaffen entwickelt haben. Die Sequenz des
Schimpansen war jedoch unvollstandig, so dass eine genauere Aussage nicht
maoglich war. Um das Auftreten der Verlangerung des Parvulin-Gens innerhalb der
Saugetierordnung der Primaten weiter zu analysieren, wurden Abschnitte des
Parvulin-Gens von insgesamt 10 verschiedenen Primaten mittels PCR amplifiziert,
sequenziert und miteinander verglichen.

Die PCR auf das Exon 3 und somit der Nachweis eines Parvulin-Gens fiel bei allen
getesteten Organismen positiv aus (s. Abb. 7). Dieser Bereich des Parvulin-Gens
scheint also hoch konserviert zu sein.

Die PCR auf das Exon 1, die mit dem Primerpaar 251f / 481r durchgefihrt wurde,
lieferte bei allen Primaten ein Produkt der richtigen Gré3e (142 bp), nicht jedoch bei
der Maus (s. Abb 7). Die konservierte Sequenz upstream des Parl7 Start-Codons ist

also offenbar bei allen getesteten Primaten in &hnlicher Form vorhanden. Diese
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PCR-Produkte konnten fir eine Sequenzierung und genaue Analyse dieses
Abschnitts des Parvulin-Gens verwendet werden.

Bei der PCR mit dem Primerpaar 246f / 481r wurden nur bei Mensch, Schimpanse,
Orang-Utan, Gorilla und Gibbon, also den Menschenaffen, Produkte einer Gréf3e von
etwa 117 bp erhalten. Die Sequenz im Bereich des Parl7 Start-Codons, wo der
Primer 246f bindet, scheint somit bei den anderen Organismen so weit von der
menschlichen Sequenz abzuweichen, dass eine korrekte Bindung des Primers nicht
mehr maoglich ist. Die Sequenz, an der der forward Primer bindet, muss also bei allen
getesteten Menschenaffen sehr ahnlich sein und einen etwa gleichen Abstand zur
Bindungssequenz des reverse Primers aufweisen. Daher besteht die Méglichkeit,
dass hier ein durchgehender Leserahmen fur Parl7 vorliegt. Abbildung 7 zeigt
Agarose-Gele, auf denen die Produkte der drei unterschiedlichen PCRs aufgetragen

wurden.
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Menzchenaffen Altweltaffen Meuweltaffen

100bp Hela Maus Schimp Gorilla Orang Gibbon Pavian Rhesus GrMeerk Eulen Liszt NegKontr 100bp

Exon la
Primer
251FM481R
200 w— ’ e 142 bp
- T — — —
100 — —
Menschenaffen Altweltaffen Meuwweltaffen
100bp Hela Maus Schimp Gerilla Orang Gibbon Pavian Rhesus GrMeerk Eulen Liszt MegKontr 100bp
Exon Ib
. ; Frimer
— 24BFM4B81R
200 w— p— 117 bp
- e —
100 — —
L —
Menzchenaffen Altweltaffen Meuweltaffen
100bp HelLa Maus Schimp Gerilla Orang Gibbon Pavian Rhesus GrMeerk Eulen Liszt NegKontr 100bp
Exon Il
Primer
453F482R
120 bp

e a8 O 9 i i
100 e W ——— -— —
—

Abb. 7 Auftrennung der PCR-Produkte fur die phylogenetische Analyse auf Agarose-
Gelen. Exon 1 und Exon 3 des Parvulin-Gens verschiedener Primaten sowie der Maus als
Kontrolle wurden mittels PCR amplifiziert und auf Agarose-Gelen aufgetrennt. Der
entsprechende Abschnitt des Parvulin-Gens sowie die benutzten Primer und die zu
erwartende Fragment-L&nge sind jeweils rechts neben den Gelen vermerkt.
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Der Vergleich der Sequenzier-Ergebnisse von Exon 1 und Exon 3 mit den bereits
bekannten Sequenzen von Mensch, Schimpanse (nur Exon 3), Rhesusaffe, Rind und
Maus zeigt, dass die Qualitat der erhaltenen Sequenzen sehr gut ist und sie mit den
Datenbanksequenzen Ubereinstimmen. Die neu erhaltenen Sequenzen der anderen
Organismen und der bislang unbekannten Bereiche sind daher verlasslich.

Alle Organismen zeigen im Exon 3 kaum Abweichungen von der menschlichen
Sequenz, es tauchen maximal zwei Austausche auf Aminosaureebene auf (s. Abb. 8
A). Der hohe Grad der Konservierung in diesem Bereich des Parvulin-Gens konnte
somit bestatigt werden.

Die Sequenzen des Exon 1 zeigen bei allen Primaten eine Art vorgeformter Parl7
Pra-Sequenz: Das zusatzliche ATG-Codon, das in der menschlichen Sequenz den
Translationsstartpunkt fur Parl7 darstellt, kann in den Sequenzen aller getesteter
Primaten, aufl3er in der des Lisztaffchens, identifiziert werden. Betrachtet man
ausgehend vom Parl4-Start-Codon die potentielle Aminoséuresequenz, die sich
beim Vorliegen eines ORF upstream in Richtung des Parl7-Start-Codons ergeben
wurde, so unterscheidet sich diese zwischen den verschiedenen Spezies in maximal
zwei Aminosauren.

Allerdings sind die beiden Start-Codons nur bei den Menschenaffen (Mensch,
Schimpanse, Gorilla, Orang-Utan und Gibbon) in frame zueinander. Beim Gibbon ist
diese Sequenz jedoch durch ein in frame Stop-Codon (TAA) unterbrochen, wodurch
ein durchgehender open reading frame fur Parl7 verhindert wird. Um die Richtigkeit
der Sequenzen zu gewahrleisten wurden alle PCRs zur Amplifizierung des ersten
Exons mehrfach durchgefuhrt, die Produkte aus jeder PCR kloniert und jeweils
mehrere Klone sequenziert. Daher konnen Fehler bei der PCR oder der
Sequenzierung ausgeschlossen und das Auftreten dieses Stop-Codons innerhalb der
Gibbon-Sequenz als gesichert angesehen werden. Die Altweltaffen (Pavian,
Rhesusaffe und Griine Meerkatze) weisen, bezogen auf die menschliche Sequenz,
zwischen den beiden Start-Codons eine Licke von vier Nukleotiden auf, bei den
Neuweltaffen (Eulenaffchen und Lisztaffchen) sind es funf fehlende Nukleotide. Rind
und Maus zeigen kaum Ubereinstimmungen mit der vorgeformten Pra-Sequenz.
Abbildung 8 A&B zeigt ein Alignment der erhaltenen Sequenzen von Exon 3 und

Exon 1.
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Mensch AACATGGCAAAATCATGGAAGCCATGGAAAAGTTAAAGTCTGGGATCAGATTCAATGAACGTCGCCGCACAGTATAGT
(Homo sapiens) H G K IMEAMEU KLU KST GMRBRTFNIEUV A AOQY S
Schimpanse AACATGGCAAAATCATGCAAGCCATCCAAAAGTTAAACTCTCGCATCAGATTCAATGAAGTCCCCACACAGTATACT
{Pan troglodytes) H G K I M A MEKLIKSGMRERETFNEV A QY 5
Gorilla oo ATCCCAAAATCATGCAACCCATGCAAAACTTAAAGTCTGGAATCACATTCAATGCACTCCCCACACAATAT. ..
(Gorilta gorilla) G K I MEAMETKTLEKSGMRFNEVY ATy

Orang-Utan oo ATCCCAARATCATGCAACCCATGGAAAAGTTAAAGTCTGGGATCACATTCAATGAACTCGCCACACAGTAT. ..
{Pongo pygmaeus) G K I M A M EKLIKSGMRBRTFNEV A Qv

Gib

- ATGOCAAARTCATGCAAGCCATGCAAAAGTTAAACTCTCLAATCGAGATTCAATGAAGTCCCCOCACAATAT. ..
G K I M E A MEI KTLIEKS SO GMRBRFNEWV A AOQY

Pavian . . .ATGGCAAAATCATGGAAGCCATGGAAAAGTTAAAGTCTGGGATGAGATTCAATGAAGTGGCCTCACAGTAT. . .
{Papio hamadryas) G K I M A M EKLIKSGMRBRIFNEV A Qv
Rhesusaffe ARCATGGCAAAATCATGGAAGCCATGCAAAAGTTAAAGTCTGGGATGAGATTCAATGAAGTGGCCTCACAGTATAGT
(Macaca mulatia) H G K IM A M E KLKSGMRBRVFNIEV A QY s
Griine Meerkatze . . [ATGGCAAAATCATGGAAGCCATGGAAAAGTTAAAGTCTGGGATGAGATTCAATGAAGTGGCCTCACAGTAT. .
(Chlorocebus aethiops) G KI MEAMETKTLTEKSGMRFNEVAREFOaQYy
Euleniffchen . . .ATGGCAAAATCATAGAAGCCATGGAAAAGTTAAAGTCTGGGATGAGATTCAATGAAGTGGCTGCACAATAT. . .
(Aotus trivirgatus) G K I EAMEZKTLSEKSGMERTFNEWVAAGOQY
Lisztaffchen . . .ATGGCAAAATCATGGAAGCCATGGAAAAGTTAAAGTCTGGCATGAGATTCAATGAAGTGGCTGCACAATAT. . .
(Saguinus oedipus) GKIMEA AMETZKTLIEKSTGMRBRFNEVAATG QY
Rind AACATGGAAAAATCTTGGAAGCCATGGAAAAGTTAAAGTCTGCAATGAAATTCAATGAAGTGGCTGCACAATATAGT
(Bos Taurus) H G kK I A MEKTLTEKSGMIEQFNEVAAQYS
Maus AACATGGGAAAATCATGGAAGCCATGGAARAGTTAAAGTCTGGCATGAGATTCAGTGAAGTGGCCACACAATATAGT
(Mus musculus) HGKIMETA AMETZEKTLTZEKSGMRFSHEVADGDOQYS
B Parl7 Parl4
4 E 4
Mensch TaccARTccRIACCCGGGCTTCTAAAGGGGCTTGTACGGCAACTGGAGCAGTTCAGAGTTCAACAACAAGCTTCCAACITACCGCCCAAAGGAAAA
{Homo sapiens) Stp D M P M A G L L K GL VRQLE®QFURVYQQQASI KM MPTPIKTGK
R s
Schimpanse .. . GAQEccd A CCCGGCTTCTAAAGGGGCTTGTACGGCAACTGGAGCAGTTCAGAGTTCAACAACAAGCTTCCAACIRTRC CGCCCARAGGAAAA
(Pan troglodytes) DM PMAGTLTLEKTGLVYROQLE®QFRVYQQQASIKMEPTPIKGHK
Gorilla ... GAdETEccNI®: COGGGCTTCTAAAGGGGCTTGTACGGCAACTGGAGCAGTTCAGAGTTGAACAACAAGCTTCCAACIRTRC CGCCCAAAGGAAAA
(Gorilla gorilia) DMPMAGTLTLTEKTGLVYROQLE®QFRVYEQQASIK KM EPTPZKSGHK
Orang-Utan - ,c.Ac@cC(m:AAGcGGUCTAAAGGGGC{TGTACGGG&AcrcGAG(AGWCAGAGW(AACAACAAGCWCCGAmCGCCCMAGGAAM
(Pongo pygmaeus) D M P EGVLKOGLVYVROQLEOQFRVY QQaaQaASE P P K G K
Gibbon ... GAdEREccRI8C TTGGGGTTCTAAAGGGGCTTGTACGGTAACTGGAGCAGTTCAGAGTTCAACAACAAGCTTCCAACIRTRC CGCCCAAAGGGAAA
DMPMVGVYLEKGTLVR RSpLEOQFRVYVOQOQO0ASEKMPTPEKGEGEK
Pavian a5 ,GACECC(MGCGG, . - . TGTAAGGGCGCTTGAACGGCAACTGGAGCAGTTCAGAGTTCAACAACAAGCTTCCAACTEACCGECCARAGEARAA
(Papic hamadiyas) A f VR GLERQLEOQGTFRYQQOQASI KMPPIKTGEGLK
VStpG G L N G N WS S S EFNWMNIKTLTPR RCERTPEKE
Rhesusaffe TAGGACEE{C@(GG. o .TGTAAGGGGGC{TGAACGGG.~'—\CTGGAGCAGWCAGAGWCAACAACMGCWCCAACm(GCCCAAAGGAAAA
(Macaca mulatta) VREGL ERQGLELEQTFRY Q@ QQASKMMEP K G K
StpHMP VStpG G L N G N W S 5 S EF NNZEKTLTPRCERTPKE
Griine Meerkatze cmcum:ccc, - .TGTAAGGGGGGTGAACAGGACTGGAGCAGTrCAGAGTrcMCAACAAGCWCCAACMCCGCCCAAAGGGAM
['C‘."'.‘.'urocebusae.‘.".fops) R G L Q e LEQFRVQQOASI KMEPZPIKSEGK
VStpG G L N S N WS S S EFNNKLTPRCERTPKG
Eulenéffchen i .c.ccmccm JEGSw .TCTAAAGGGGC{TGTAAGGCPACTGGAGCAG'I‘[CAGAG'IT(MCAGCAGGTWCCAAC@C(GCCCMAGGAAM
(Aotus trivirgatus) AC P C G L KGLVROQLEGQTFRVYOU.OQ 5 K PP KGK

G MP M W

Lisztaffchen ...GeeaTTcccyIEr . oG, . .

(Saguinus oedipus) A°F P C G
G I P M W

SKGACKATGAVQSSTAGFQDAAQRK

. TCTAAAGGGGCTTGTAAGGCAACTGCAGCAGTTCAGAGTTCAACAGCAGGTTTCCAACIC CGCCCAAAGGAARA

Lk G LY EQLEQFRVQIOHOBVSEKXKNPPKEGK
S KGACKATG AV QS STAGTFNOQDAAGOQQRK

Rind TAGCACACACCAGTGGGEC. . . . CTGAAGGGGCTTTGTCCGGCAACCTAAGCAGTTGAGAGT TCAACGGCAGACT IGGAAEZ(CCCGAAAGGAAAA
(Bos Tauru G H TS G A Stp R G F ¥V R Q P K QLRVY QROQTULEM®KRPTPIKSGHK
Maus GAGGACATACCTGTGGGCCL‘[GAGGGGTCC T GCFAGCACCGGAACAGTTGCCGGAGAG‘I’TCF'.TECGCCAGCWAAGACECGCCGA#GGGGAAA
(Mus musculus) EDIUZPVG G 5 F CStpH R N S C R RV HPP AStpE M P P K G K

Abb. 8 A&B Alignments der analysierten Abschnitte der Exons 1 (Teil B) und 3 (Teil A) des
Parvulin-Gens. (Erklarung siehe nachste Seite)
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Abb. 8 A&B Alignments der analysierten Abschnitte der Exons 1 (Teil B) und 3 (Teil A) des
Parvulin-Gens (siehe vorherige Seite). Unter den Nukleotidsequenzen sind jeweils die
entsprechenden Amonisauresequenzen angegeben (in schwarz) bzw. die Aminoséuren, welche
sich vom ATG-Start-Codon des Parl4 in upstream Richtung ergdben, wenn der Leserahmen
zwischen Parl7 und Parl4 Start-ATG durchgehend wére (in grau). Exon 3 ist in allen
Organismen (auch Maus und Rind) hoch konserviert, es kommen maximal zwei Austausche auf
Aminosaureebene vor, welche in Teil A der Abbildung schwarz unterlegt sind. In Teil B der
Abbildung ist zu erkennen, dass die Erweiterung des Leserahmens in allen Primaten vorgeformt
ist, das zusatzliche ATG-Codon, welches den Translationsstart fur Parl?7 darstellt, ist mit
Ausnahme des Lisztaffchens bei allen Primaten vorhanden. Nur bei Mensch, Schimpanse,
Gorilla und Orang-Utan ist der Leserahmen durchgehend, beim Gibbon ist er durch ein in frame
STOP-Codon (TAA) unterbrochen. In der menschlichen Sequenz sind die beiden SNPs, die

zum Auftreten der beiden Isoformen —QR und —RS der Pra-Sequenz fuhren, grau unterlegt.

Die in Abbildung 8 dargestellten Sequenzen der Exons 1 und 3 des Parvulin-Gens

aller untersuchter Primaten wurden auch in der EMBL Nucleotide Sequence

Database (http://www.ebi.ac.uk/embl/) hinterlegt und kénnen dort eingesehen

werden. Die entsprechenden Accession Numbers dieser Datenbankeintréage sind in

Tabelle 9 aufgelistet.

Tab. 9 Accession Numbers der Datenbankeintrage, unter denen die in dieser Arbeit ermittelten

Sequenzen der Exons 1 und 3 des Parvulin-Gens in der EMBL Nucleotide Sequence Database zu

finden sind.

Spezies EMBL Accession Number
Mensch (Homo sapiens) AM420633
Schimpanse (Pan troglodytes) AM420634
Gorilla (Gorilla gorilla) AM420635
Orang-Utan (Pongo pygmaeus) AM420636
Gibbon (Hylobates sp.) AM420637
Pavian (Papio hamadryas) AM420638
Rhesusaffe (Macaca mulatta) AM420639
Grune Meerkatze (Chlorocebus aethiops) AM420640
Eulenaffchen (Aotus trivirgatus) AM420641
Lisztaffchen (Saguinus oedipus) AM420642
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Bei der Betrachtung der Sequenzen des Exon 1 féllt auf, dass nur in der Sequenz
des Menschen die beiden SNPs auftauchen, die zum Auftreten der beiden Isoformen
QR und RS des Parl7 fuhren. In den Sequenzen aller getesteter Primaten sowie in
der des Rindes ist nur die QR Form codiert, auch wenn dort kein durchgehender
Leserahmen vorliegt. Das bedeutet aber nicht zwangslaufig, dass die RS-Form in
anderen Organismen nicht vorkommt, da sie im Menschen auch nur in bestimmten
cDNAs identifiziert wurde (Mueller et al 2006).

Ein durchgehender offener Leserahmen und somit die Moglichkeit zur Expression
von Parl7 konnte also nur bei den GroRen Menschenaffen (Hominidae)
nachgewiesen werden. Die Entwicklung der Sequenz folgt dabei der Evolution der
Primaten. Abbildung 9 zeigt eine schematische Darstellung der Phylogenie der

Anthropoiden und der Entwicklung der Pra-Sequenz des Parl7.

Grofe Menschenaffen

’ Hominidae)
Menschenaffen Expression von Par17
(Hominoidea) | moglich
Gibbons (Hylobatidae

Durchgehende Prasequenz I STOP Codon inn
Prasequenz

1alb der

Altweltaffen Liicke von 4 Nukleotiden
’ innerhalb der Prasequenz

Anthropoiden

(Simiae) [ |
Neuweltaffen Liicke von 5 Nukleotiden
g (Platyrrhini) innerhalb der Prasequenz
> —> KEINE vorgeformte

Prasequenz

»| Nagetiere (Rodentia) [——»

Abb. 9 Schematische Darstellung der Entwicklung der Pré-Sequenz des Parl7 innerhalb der
Anthropoiden. Die Evolution der Pra-Sequenz folgt der Phylogenie der Anthropoiden.

Nach dieser phylogenetischen Analyse der Entwicklung der Sequenz sollte nun die
Funktion des Pra-Peptids und sein Einfluss auf die Verteilung der Parvuline in der

Zelle untersucht werden.
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3.3 Subzellulére Lokalisation der Parvuline

Die Expression einer verlangerten Parvulin-mRNA wurde in verschiedenen
menschlichen Geweben nachgewiesen (Mueller et al. 2006). Die N-terminale Pra-
Sequenz, durch die sich Parl4 und Parl7 unterscheiden, bildet eine positiv geladene
amphipatische Helix, die als mitochondriales Targeting-Signal fungieren konnte
(Prinz et al. 2002). Daher wurden die beiden Parvuline auf Unterschiede in ihrer

subzellularen Lokalisation untersucht.

3.3.1 Vorhersage der Lokalisation der Parvuline mit verschiedenen Vorhersage-

Algorithmen

Von Parl4 ist bekannt, dass es grof3tenteils im Zellkern angereichert sowie zu einem
kleineren Teil gleichmé&lR3ig im Cytosol verteilt ist (Surmacz et al. 2002). Nun sollte der
Einfluss der Pra-Sequenz des Parl7 auf die Verteilung des Proteins innerhalb der
Zelle aufgeklart werden. Die Vorhersage der subzellularen Lokalisation von Parl4
und Parl7 mit Hilfe verschiedener Vorhersage Algorithmen fiel jedoch nicht eindeutig
aus. Die Programme Predotar und Mitoprot erkannten Parl7 als mitochondriales
Protein, PSORTII aber nicht. TargetP gab fir die beiden Isoformen von Parl7 an, mit
einer Wahrscheinlichkeit von je etwa 50% mitochondrial lokalisiert zu sein, Mitopred
schlie3lich bezeichnete sowohl Parl4 als auch Parl7 als mitochondrial. Tabelle 10
zeigt eine genaue Ubersicht Uber die von den funf Programmen berechneten
Wahrscheinlichkeiten der mitochondrialen Lokalisation von Parl4, Parl7-QR und
Parl7-RS.

Tab. 10 Wahrscheinlichkeiten fiir eine mitochondriale Lokalisation von Parl4, Parl7-QR und Parl7-
RS, berechnet mit finf verschiedenen Vorhersage-Algorithmen. Die Wahrscheinlichkeiten kdnnen
zwischen 0 und 1 liegen, wobei ein Wert von 1 bedeutet, dass fur das entsprechende Protein

vorhergesagt wird, mit einer Wahrscheinlichkeit von 100% in den Mitochondrien lokalisiert zu sein.

Programm Par14 Parl7QR Parl7RS
Mitopred 0.846 0.99 0.99
Mitoprot 0.0454 0.4088 0.9242
Predotar 0.02 0.39 0.56
PSortll 0.174 0.130 0.087
TargetP 0.126 0.403 0.494
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3.3.2 Nachweis von endogenem Parvulin in menschlichen Zellen durch

Zellfraktionierung und Western Blotting

Da die Vorhersage der Lokalisation der Parvuline mit Hilfe verschiedener
Algorithmen nicht eindeutig ausfiel, wurden experimentelle Ansétze zum Nachweis
der Verteilung von Parl4 und Parl7 in der Zelle gewahlt. Um nachzuweisen, in
welchen Kompartimenten das endogene Parl7 lokalisiert ist, wurden HelLa Zellen in
vier verschiedene Fraktionen aufgetrennt: Das Cytosol, die Zellkerne, die
Mitochondrien sowie eine Membran-Fraktion, die Membranen und sonstige
Zelltrtmmer enthalt. Die in den Fraktionen enthaltenen Proteine wurden auf SDS-
PAGE-Gelen aufgetrennt, geblottet und mit verschiedenen Antikdrpern
charakterisiert. Zum Nachweis von Parl7 wurde der in Mueller et al. 2006
beschriebene Antikorper Anti-EXT (4113AF) verwendet, der an die Pr&-Sequenz von
Parl7 bindet und somit nur Parl?, nicht aber Parl4 erkennt. Um die Reinheit der
Fraktionen zu Uberprufen, wurden Antikdrper gegen spezifische Marker-Proteine,
deren Lokalisation innerhalb der Zelle bekannt ist, eingesetzt.

Der Nachweis der Marker-Proteine GAPDH und Cytochrom C in den Fraktionen fiel
eindeutig aus: GAPDH konnte im Cytosol, Cytochrom C in den Mitochondrien
nachgewiesen werden. Allerdings konnten weder fiir Golgin97, noch fur panCadherin
oder p84 spezifische Banden identifiziert werden, wodurch insbesondere die
Zusammensetzung der Membran-Fraktion nicht eindeutig definiert werden konnte.
Der Vergleich mit dem SDS-PAGE-Gel zeigt aul3erdem, dass die Spuren aller vier
Fraktionen gleichmafig mit Protein (30 pg pro Spur) beladen wurden (s. Abb. 10).
Das Parl7 konnte in der Mitochondrien-Fraktion sowie in der Membran-Fraktion
nachgewiesen werden. Durch den Vergleich mit dem als Positivkontrolle
eingesetzten, in E. coli exprimierten Parl7, konnte das Parl7 auf den Blots eindeutig
identifiziert werden. Im Zellkern sowie im Cytosol, wo das Parl4 lokalisiert ist
(Surmacz et al. 2002), wurde kein Parl7 detektiert.

In Abbildung 10 sind die Ergebnisse der Western Blots dargestellt.
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+ Cyt Nuc Membr Mito
. Parlv
Lo - -
e GAPDH
W Cyt C

= == —3-—-iGeI
R

Abb. 10 Nachweis von endogenem Parl7 in HelLa Zell-Fraktionen. Fraktionen von HelLa
Zellen wurden auf einem SDS-PAGE-Gel aufgetrennt, geblottet und mit Antikdrpern
gegen GAPDH und Cytochrom C charakterisiert. Parl7 kann in der Membran-Fraktion
und in den Mitochondrien nachgewiesen werden.

+ = Positivkontrolle (in E. coli exprimiertes Parl7), Cyt = Cytosol, Nuc = Zellkerne,

Membr = Membran-Fraktion, Mito = Mitochondrien.

3.3.3  Lokalistionsbestimmung mit  Uberexprimierten Parvulin-EGFP

Fusionsproteinen

Um den Einfluss der Pra-Sequenz des Parl7 auf die subzellulare Lokalisation in
menschlichen Zellen genauer zu untersuchen, wurden Fusionsproteine mit EGFP
(Enhanced Green Fluorescent Protein) hergestellt und in HeLA Zellen exprimiert.

Anhand der fluoreszenzmikroskopischen Aufnahmen ist zu erkennen, dass Parl4
wie zuvor beschrieben (Surmacz et al. 2002) gréf3tenteils im Zellkern angereichert
sowie unstrukturiert im Cytoplasma verteilt ist. Die beiden Isoformen von Parl7 (QR
und RS) hingegen sind fast vollstédndig an bzw. in den Mitochondrien lokalisiert. Das
als Kontrolle exprimierte, nicht-fusionierte EGFP befindet sich fast vollstandig im
Zellkern (Abb. 11 A). Um den Einfluss der Pra-Sequenz auf die mitochondriale
Lokalisation genauer zu untersuchen, wurden Deletionskonstrukte hergestellt. Auch
die Deletionskonstrukte von Parl7, also die beiden Isoformen des Préapeptids mit und
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ohne basische Domane mit EGFP fusioniert, scheinen groéf3tenteils an bzw. in den
Mitochondrien lokalisiert zu sein (Abb. 11 B), allerdings sind auch zwischen den
Mitochondrien sowie im Bereich des Zellkerns schwache Hintergrundsignale zu
erkennen. Die Deletionskonstrukte scheinen also zu einem etwas geringeren Anteil
als die full length Proteine mitochondrial lokalisiert zu sein.

Die Berechnung der genauen Werte der Kolokalisierung mit Hilfe der
entsprechenden Funktion der Cell*P Software bestatigte den optischen Eindruck der
subzellularen Lokalisation der verschiedenen Fusions-Proteine. Wahrend Parl4-
EGFP nur zu etwa 11% mit den Signalen des mitochondrienspezifischen Farbstoffs
MitoTracker orange Uberlagert, liegen die entsprechenden Werte der beiden
Isoformen von Parl7 bei 77% (RS) bzw. 63% (QR). Auch die Deletionskonstrukte,
die die Parl7 Pra-Sequenz, jedoch nicht die PPlase Domane enthalten, zeigen
deutlich hohere Kolokalisationswerte als das Parl14. Die Konstrukte aus Pra-Sequenz
und basischer Domane sind zu 49% (RS) bzw. 42% (QR) mitochondrial lokalisiert,
die beiden Isoformen der Pra-Sequenz alleine mit EGFP fusioniert zu 29% (RS) bzw.
34% (QR). Im Vergleich zu diesen Werten kolokalisiert nicht-fusioniertes EGFP nur
zu etwa 4% mit den mitochondrialen Signalen. Die Abbildung 12 gibt einen genauen
Uberblick Uber alle getesteten Fusionsproteine und die entsprechenden
Kolokalisierungswerte. Alle Konstrukte, die die Pra-Sequenz des Parl7 enthalten,
sind also zu einem deutlich héheren Anteil mitochondrial lokalisiert als das Parl4.
Die Kolokalisierungswerte werden jedoch niedriger, je kiirzer das Protein ist.
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A MitoTracker EGFP Overlay Z

hPar14-EGFP

hPar17RS-EGFP

hPar17QR-EGFP

PEGFP_N1

MitoTracker EGFP Overlay

praRS-basisch-
EGFP

praQR-basisch-

EGFP

praRS-EGFP

praQR-EGFP

Abb. 11 A & B Expression von Parvulin-EGFP-Fusionsproteinen in HeLa-Zellen. (Erklarung siehe
nachste Seite)
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Abb. 11 A & B Expression von Parvulin-EGFP-Fusionsproteinen in HelLa-Zellen (siehe
vorherige Seite). Alle Konstrukte wurden C-terminal mit EGFP fusioniert. Es wurden full length
Konstrukte von Parl4, Parl7 (-QR und -RS) (Teil A) sowie Deletionskonstrukte, die zwar die
Pra-Sequenz enthielten, aber C-terminal um die PPlase- bzw. PPlase- und basische Domane
verkirzt waren (Teil B), in HeLa Zellen exprimiert. Unfusioniertes EGFP (aus dem Vektor
pEGFP_N1) wurde als Kontrolle exprimiert. Die Mitochondrien wurden mit Mitotracker orange
angefarbt. Bei der fluoreszenzmikroskopischen Auswertung der Praparate wurden Mitotracker-
und EGFP-Signale getrennt voneinander aufgenommen und die entsprechenden Bilder dann
Ubereinander gelegt (Overlay). Da keine Einzelbilder, sondern Stapel von je etwa 25 Bildern mit
einem Abstand von etwa 2 pm augenommen wurde, konnte eine 3D Rekonstruktion erfolgen
und Schnitte durch die Zelle angefertigt werden (Z). Die roten Linien in den Bildern zeigen an,
an welcher Stelle im Bild der entsprechende Z-Schnitt vorgenommen wurde.

Anhand der Bilder ist deutlich zu erkennen, dass alle Konstrukte, die die Pré-Sequenz des
Parl7 tragen, groRtenteils mitochondrial lokalisiert sind, wohingegen Parl4 wie zuvor
beschrieben im Zellkern und zu einem kleineren Teil im Cytoplasma zu finden ist. Unfusioniertes
EGFP wird fast vollstandig im Zellkern detektiert.

Konstrukt pré basisch PPlase EGFP  Kolokalisierung [%)]

hPar14 — e 11+6
hPar17 RS RS | 0= 7745

hPar17 QR QR — 63+9
PriRS basisch | Rs |—= SE 498
PriQR basisch | ar |F—= SE 4211
PriRS RS > e 29 +15
PriQR QrR = 3413
EGFP =F 441

Abb. 12 Schematische Darstellung der Parvulin-EGFP-Konstrukte, die in HelLa Zellen exprimiert
wurden, mit den entsprechenden Kolokalisierungswerten. Diese Werte geben an, wieviel Prozent
der EGFP-Signale des jeweiligen Konstrukts mit den Signalen des MitoTracker Uberlagern.
Zusatzlich die Standardabweichung angegeben. Der Kolokalisierungswert ist also ein MaR fir die
mitochondriale Lokalisation der einzelnen Konstrukte.

Nachdem in diesen Lokalisationsstudien gezeigt wurde, dass Parl4 und Parl7?
aufgrund des N-terminalen Pra-Peptids eine unterschiedliche subzellulare
Lokalisation aufweisen, sollte nun geklart werden, ob das Pra-Peptid in Parl7 einen
Einfluss auf die fir Parl4 beschriebenen DNA-Bindungseigenschaften (Surmacz et
al. 2002) hat oder ob Parl7 wie Parl4 gut an doppelstrangige DNA bindet.
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3.4 Funktionelle Studien: DNA-Bindungseigenschaften von Parl17

Uber Parl4 ist bekannt, dass es an doppelstrangige DNA bindet (Surmacz et al.
2002). Um zu Uberprufen, ob Parl7 die gleichen DNA-Bindungseigenschaften wie
Parl4 aufweist oder ob diese durch die N-terminale Verlangerung des Proteins
beeinflusst werden, wurde ein DNA-Bindungsassay durchgefthrt.

Es wurden EGFP-Fusionsproteine von Parl4, Parl7-RS und Parl7-QR (s. Abschnitt
2.3.2), sowie unfusioniertes EGFP als Negativkontrolle, in HeLa-Zellen
Uberexprimiert, die Zellen lysiert und die Lysate mit DNA-Cellulose inkubiert. Die
Cellulose-Beads wurde dann in mehreren Schritten mit Puffer mit aufsteigender
Salzkonzentration (0, 50, 100, 200 & 500 mM KCI) gewaschen, die einzelnen Eluate
gesammelt, auf SDS-Page Gelen aufgetrennt und geblottet wie oben beschrieben.
Mit einem anti-EGFP Antikdrper konnten dann die Fraktionen identifiziert werden, in
denen die verschiedenen Proteine von der DNA-Cellulose abgel6dst wurden. Je hdher
die Salzkonzentration, bei der das Protein abgewaschen wurde, desto starker war die
Bindung an die DNA-Cellulose.

Da die Detektion der Banden auf den Blots mit Hilfe des Antikoérpers nicht
ausreichend sensitiv war, wurden die Experimente in Kooperation mit der
Arbeitsgruppe von Prof. Dr. Joachim Rassow (Ruhr-Universitat Bochum) wiederholt.
Dabei wurden 3°S-Methionin markiertes Parl4 und Parl7 eingesetzt und die Gele
autoradiographisch ausgewertet (s. Abb. 13). Eine genaue Beschreibung der
Durchfuhrung findet sich in Kessler et al. (2007).

Beide Isoformen des Parl7 zeigen gleiche Bindungseigenschaften wie Parl4, die
Proteine werden erst bei hohen Salzkonzentrationen eluiert. Wahrend freies EGFP
bereits bei 50 mM KCL abgewaschen wird, werden Parl4 und Parl7 grof3tenteils bei
100 und 200, zum Teil auch noch bei 500 mM KCI von der DNA geldst (s. Abb. 13).
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Abb. 13 Bindung von Parl4 und Parl7 an DNA-Cellulose. Radioaktiv markiertes Par14 und
Parl7 sowie Porin als Kontrolle wurden mit DNA-Cellulose-Beads inkubiert und mit Puffer mit
aufsteigender Salzkonzentration gewaschen (0-500 mM KCI). Die einzelnen Eluate sowie das
unbehandelte Lysat (nicht mit DNA-Cellulose-Beads inkubiert) wurden auf einem Gel
aufgetrennt und die Banden der radioaktiv markierten Proteine autoradiographisch auf einem
Foto-Film sichtbar gemacht. Wahrend Porin auch mit Waschpuffer ohne Salz von den Beads
gel6st wird, binden sowohl Par14 als auch Parl7 an die DNA-Cellulose und kénnen erst bei
Salzkonzentrationen ab 100 mM KCI abgewaschen werden.

(Abbildung aus Kessler et al. (2007); Experiment durchgefuhrt von Dr. Panagiotis
Papatheodorou und Elke A. Dian (Ruhr-Universitat Bochum))

Zusatzlich wurde eine Negativkontrolle durchgefihrt, bei der die DNA-Cellulose zuvor
mit Benzonase behandelt wurde, um die DNA von den Cellulose-Beads zu entfernen
und eine unspezifische Anlagerung der Proteine an die Beads ausschliel3en zu
konnen. Der Blot der Eluate dieses Experiments zeigt, dass auch hier Protein in den
Fraktionen, die mit 100 und 200 mM KCI eluiert wurden, enthalten ist. Zwar sind die
Banden bei der Negativkontrolle deutlich schwécher als im eigentlichen Experiment,
jedoch befinden sich immer noch eindeutig Par14 und Parl7 in den Fraktionen (ohne
Abb.). Das beruht vermutlich auf einem unvollstandigen Verdau der DNA durch die
Benzonase, so dass sich immer noch DNA an der Cellulose befand, an die die
Proteine binden konnten. Eine Bindung der Parvuline an DNA konnte also belegt
werden, da der Anteil an gebundenem Protein abnimmt, wenn die DNA entfernt
wurde. Unspezifische Wechselwirkungen zwischen den Parvulinen und der Cellulose
konnen jedoch aufgrund dieses Experiments nicht vollstdndig ausgeschlossen

werden.
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4. Diskussion

4.1 Struktur und Evolution des Parvulin-Gens: Bioinformatik und

phylogenetische Studien

Das erst kurzlich beschriebene menschliche Parvulin-Protein Par17 unterscheidet
sich von dem bereits gut charakterisierten Par14 nur durch eine N-terminale Pra-
Sequenz von 25 Aminosauren. In einer in silico Analyse konnte gezeigt werden, dass
beide Proteine durch dasselbe Gen auf Chromosom Xq13.1 codiert werden. Durch
Nutzung alternativer Transkriptionsstartpunkte kann eine mRNA gebildet werden, die
einen erweiterten Leserahmen sowie ein zusatzliches ATG-Start-Codon tragt und die
Grundlage fur die Expression der unterschiedlichen Proteine bildet. Es konnte
gezeigt werden, dass der Transkriptionsstart von Par14 und Par17 inmitten einer
CpG-Insel liegt, die der Definition von Gardiner-Garden & Frommer (1987) entspricht.
Es konnte keine TATA-Box oder eine andere klassische Promotor-Sequenz
identifiziert werden.

Dieses sind typische Eigenschaften der Promotoren von Housekeeping-Genen,
welche flir die grundlegenden Funktionen der Zelle verantwortlich sind (Eisenberg &
Levanon 2003). Diese Promotoren liegen oftmals innerhalb einer CpG-Insel und
weisen an Stelle eines einzelnen starken eine Vielzahl an schwachen
Promotorelementen auf (Knippers 1997). Somit kann die Struktur des Parvulin-
Promotors, die der von klassischen Housekeeping-Genen ahnelt, als Hinweis auf
eine essentielle Funktion des Parvulins in der Zelle gewertet werden, da es sich
vermutlich um ein Housekeeping-Gen handelt.

Das fur die Expression von Par17 bendtigte Start-Codon, welches 75 Nukleotide
upstream vom Startpunkt des Par14 liegt, konnte anhand der in Datenbanken
zuganglichen Sequenzen nur beim Menschen identifiziert werden. Andere
Saugetiere wie das Rind, die Ratte und die Maus weisen diese Erweiterung des
Leserahmens und damit die Mdglichkeit zur Expression von Par17 nicht auf, was
bereits in Mueller et al. (2006) beschrieben wurde. Kurz nach der Veroffentlichung
dieses Artikels stand dann das Genom des Rhesusaffen (Macaca mulatta) zur

Verfugung. Der Rhesusaffe zeigt zwar in seiner Sequenz ein zusatzliches ATG-Start-
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Codon, jedoch ist dieses durch eine Licke innerhalb der Sequenz relativ zur
menschlichen Sequenz nicht in frame mit dem Start-Codon des Par14, so dass auch
hier kein durchgehender Leserahmen vorliegt.

Da der Datenbankeintrag des Schimpansen an den entscheidenden Stellen (Exon 1)
unvollstandig war, stellte das Genom des Rhesusaffen den phylogenetisch nachsten
Verwandten des Menschen dar, dessen Sequenz zur Analyse zuganglich war. Es
ergab sich also die interessante Frage, an welchem Punkt innerhalb der Evolution
der Anthropoiden das Par17 zum ersten Mal auftaucht.

Daher wurde im Rahmen dieser Arbeit eine phylogenetische Analyse des Parvulin-
Locus von verschiedenen Anthropoiden durchgeflihrt. Die Analyse zeigte, dass
aulder dem Menschen nur der Schimpanse, der Gorilla und der Orang-Utan einen
durchgehenden open reading frame fur die Expression von Par17 aufweisen. Diese
Arten bilden zusammen die Gruppe der Grol3en Menschenaffen oder Hominidae.
Weder bei den Altwelt- noch bei den Neuweltaffen konnte ein durchgehender open
reading frame zur Par17 Expression identifiziert werden, obgleich die Sequenz
bereits hohe Ahnlichkeit mit der codierenden Sequenz in den Hominiden aufweist
und bei fast allen Organismen auch das zusatzliche ATG-Codon bereits zu finden ist.
Die Evolution der Pra-Sequenz folgt der Evolution der Primaten, es ist kein
plotzliches Auftreten der Sequenz im Verlauf der Primatenevolution zu erkennen. Die
Licke in der Sequenz, die einen durchgehenden ORF fur Par17 verhindert, wird
durch Einfigen von Nukleotiden kleiner. Wahrend die Neuweltaffen eine Licke von 5
Nukleotiden aufweisen, sind es bei den Altweltaffen nur noch 4 Nukleotide, bei den
Menschenaffen schlie3lich ist die Sequenz durchgehend und das zusatzliche ATG
Codon in frame mit dem des Par14. Ein durchgehender ORF fur Par17 durch
Umstrukturierung der Sequenz ist demnach erst nach der Auftrennung von
Menschenaffen (Hominoidea), wozu die Hominidae und die Gibbons gehéren, und
Altweltaffen entstanden. Diese Aufspaltung fand vor etwa 23 Millionen Jahren statt
(Glazko & Nei 2003, Goodman et al. 2005). Das Stop-Codon, welches beim Gibbon
den ORF unterbricht, wurde vermutlich erst nachtraglich, nach der Aufspaltung der
Menschenaffen in Hominidae und Gibbons vor etwa 16 Millionen Jahren, ausgebildet
(Glazko & Nei 2003, Goodman et al. 2005).
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Das Auftreten des erweiterten Leserahmens, der die Expression des Par17
ermoglicht, konnte also auf die Grolen Menschenaffen beschrankt werden. Somit
scheint es sich bei Par17 um ein Hominiden-spezifisches Protein zu handeln. Die
Funktion der Pra-Sequenz auf die subzellulare Lokalisation und Funktion des Par17
sowie der mdgliche Einfluss von Par17 auf die Evolution der Menschenaffen werden

in den folgenden Abschnitten ausfuhrlich diskutiert.

4.2 Subzellulare Lokalisation der humanen Parvuline

Die N-terminale Verlangerung des Par17 bildet eine positiv geladene amphipatische
Helix aus (s. Abb. 2B). Solche Helices fungieren oftmals als mitochondriale Targeting
Signale (Prinz et al. 2002). Der Versuch, die Lokalisation mit verschiedenen
Prediction Tools vorherzusagen, fiel jedoch nicht eindeutig aus: Drei von funf
Programmen (Mitoprot, Predotar und TargetP) bezeichneten die beiden Isoformen
von Par17 (QR und RS) als mitochondrial oder wahrscheinlich mitochondrial,
Mitopred gab sowohl fur Par14 als auch Par17 eine Lokalisation in den
Mitochondrien an, wohingegen PSORTII keines der Parvuline als mitochondrial
erkannte. Deswegen waren experimentelle Ansatze notwendig, um die Lokalisation
der Parvuline in der Zelle eindeutig zu bestimmen. Endogenes Par17 wurde in
Fraktionen von Hela Zellen (Zellkerne, Cytosol, Membran-Fraktion und
Mitochondrien) mittels Western Blotting detektiert. Das Par17 konnte hierbei in den
Mitochondrien sowie in der Membran-Fraktion, in der sich Zelltradmmer und
Membranen ansammeln, mit einem spezifisch gegen die Pra-Sequenz gerichteten
Antikorper nachgewiesen werden.

Um die Bedeutung der Pra-Sequenz des Par17 auf die subzellulare Lokalisation des
Proteins genauer zu untersuchen wurden Fusionsproteine aller drei Formen des
Parvulins (Par14, Par17-RS und Par17-QR) sowie Deletionskonstrukte, die nur die
Pra-Sequenz bzw. die Pra-Sequenz und die basische Domane enthielten,
hergestellt, die C-terminal mit dem Enhanced Green Fluorescent Protein (EGFP)
verknupft waren. Die Fusionsproteine wurden in HelLa Zellen exprimiert und die
Fluoreszenzsignale des EGFP in den unterschiedlichen Kompartimenten der Zellen
fluoreszenzmikroskopisch detektiert. Die Mitochondrien wurden mit Hilfe des

spezifischen Farbstoffs MitoTracker orange sichtbar gemacht, eine Farbung des
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Zellkerns war nicht nétig, da die Mitochondrien den Kern ringférmig umschlielen und
dieser daher nach MitoTracker-Farbung eindeutig zu identifizieren war. Die Par14-
EGFP-Fusionsproteine lokalisierten grofdtenteils im Zellkern sowie gleichmaRig
verteilt im Cytoplasma. Die zuvor beschriebene Verteilung von Par14 in der Zelle
(Surmacz et al. 2002) konnte also bestatigt werden. Die full length Par17-EGFP
Konstrukte Uberlagerten fast vollstandig mit den Signalen der Mitochondrien. Auch
die C-terminal um PPlase- oder PPlase- und basische Domane verkirzten
Konstrukte waren grof3tenteils mitochondrial. Zwar nahm der Anteil des Proteins, der
mit den Mitochondrien kolokalisierte, ab, je kirzer das auf die Pra-Sequenz folgende
Protein war, die Werte waren jedoch immer noch deutlich hdher als bei Konstrukten
ohne Pra-Sequenz. Die Pra-Sequenz des Par17 stellt also ein Signal zum
mitochondrialen Targeting dar. Allerdings scheinen auch basische und PPlase-

Domane einen Einflu auf die Lokalisation zu haben.

In vitro Import Experimente

Die Ergebnisse konnten in Kooperation mit Dr. Panagiotis Papatheodorou und Prof.
Dr. Joachim Rassow (Ruhr-Universitat Bochum) bestatigt werden. In in vitro Import
Experimenten mit isolierten Mitochondrien konnte eine Anlagerung von Par17 und
Par14 an die Oberflache der Mitochondrien gezeigt werden. Hierzu wurden radioaktiv
markiertes Par14 und Par17 mit menschlichen (Jurkat), Ratten- und Hefe-
Mitochondrien inkubiert, abzentrifugiert, die Pellets auf Gelen aufgetrennt und
autoradiographisch ausgewertet. Durch Proteinase K (PK) Behandlung wurde an der
auleren Mitochondrien-Membran haftendes Protein entfernt. Auf den Gelen ist zu
erkennen, dass sowohl Par14 als auch Par17 mit den Mitochondrien assoziiert sind.
Nach Verdau der von auflen an den Mitochondrien haftenden Proteinen
verschwindet die Bande des Par14 und nur die Bande des Par17 ist noch zu sehen.
Par17 befindet sich also offenbar zu einem Teil innerhalb der Mitochondrien, wo es
vor dem Abbau durch Proteinase K geschuitzt ist (s. Abb. 14 A). Durch diesen
Nachweis der Assoziation beider Parvuline mit der Membran der Mitochondrien lasst
sich auch das in den Zell-Fraktionierungen beobachtete Par17 in der Membran-
Fraktion erklaren (s. Abschnitt 3.3.2).

Ferner konnte belegt werden, dass Par17 in die mitochondriale Matrix transportiert

wird. Par17, welches mit Rattenleber-Mitochondrien inkubiert wurde, ist auch dann
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noch auf dem Gel zu erkennen, wenn die aul3ere Membran durch Schwellen zerstort
und freie Proteine durch Proteinase K verdaut wurden. Erst nach Behandlung mit
Digitonin, welches die Auflosung der inneren Membran bewirkt, verschwindet die
Bande des Par17. Das als Kontrolle verwendete Protein VDAC (Voltage dependent
anion channel), ein Porin der auferen Mitochondrien-Membran (Mueller et al. 2000),
wird bereits nach dem Schwellen von der Proteinase K abgedaut (s. Abb. 14 B).
Par17 befindet sich also offenbar innerhalb der mitochondrialen Matrix, da es erst
nach der Zerstorung der inneren Membran fur den Verdau zuganglich wird. In
weiteren Experimenten konnte gezeigt werden, dass der Transport von Par17 in die
Matrix abhangig von einem intakten mitochondrialen Membran-Potenzial ist und die
Importeffizienz im Lauf der Zeit steigt. Eine genaue Beschreibung der Durchfuhrung

und Ergebnisse aller Import-Experimente findet sich in Kessler et al. (2007).

Rat liver mitochondria
| |

Import into isolated mitochondria i
| Jurkat Rat liver Yeast | VDAC - %

| 11 I | EREE

1 2 3 4 ) 6

Par17 — e

poien. - : s —Par7
s 8 . —Pari4  Digitonin (1%) - - +
. o, . Pk Swelling - + +
Proteinase K = + + +

Abb. 14 A&B Ergebnisse der in vitro Import-Experimente mit isolierten Mitochondrien

A Anlagerung von Par14 und Par17 an Mitochondrien. Sowohl Par14 als auch Par17 sind mit der
Membran assoziiert, aber nur Par17 kann nicht durch Proteinase K (PK) verdaut werden und muss
sich demnach im Inneren der Mitochondrien befinden.

B Par17 wird in die mitochondriale Matrix transportiert. Mit Rattenleber-Mitochondrien inkubiertes
Par17 kann auch nach der Entfernung der aufleren Membran durch Schwellen noch detektiert
werden. Erst nach Zerstérung der inneren Membran durch Digitonin wird Par17 durch Proteinase K
verdaut. VDAC bezeichnet das Porin, welches in der auleren Mitochondrien-Membran lokalisiert ist
und als Kontroll-Protein diente.

(Abbildungen aus: Kessler et al. 2007)
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Sowohl in den Zellfraktionen als auch in den Import Experimenten wurde deutlich,
dass Par17 nach Erreichen der mitochondrialen Matrix noch in seiner vollen Lange
vorliegt und als Bande von 17 kDa Grolle detektiert wird. Somit wird die Pra-
Sequenz nach dem Import offenbar nicht vom Rest des Proteins abgetrennt. Das ist
zwar ungewohnlich, da der grote Teil der klassischen Targeting-Sequenzen nach
dem Import abgespalten wird (Prinz et al. 2002). Es sind jedoch einige Signal-
Peptide beschrieben, die nicht prozessiert werden, wie zum Beispiel die 3-Oxoacyl-
CoA Thiolase, ein Enzym der B—Oxidation (Amaya et al. 1988), oder das
mitochondriale Chaperon cpn10 (Rospert et al. 1993).

Die Bedeutung der Prd-Sequenz des Parl7 als mitochondriales Targeting-
Signal

Die Funktion der Pra-Sequenz des Par17 als mitochondriales Targeting-Signal
konnte eindeutig bewiesen werden. Allerdings nimmt die Importeffizienz ab, wenn die
PPlase-Domane oder PPlase- und basische Domane fehlen. Die Pra-Sequenz wird
demnach fur das mitochondriale Targeting unbedingt bendtigt, doch auch die
basische und die PPlase Domane scheinen eine Rolle zu spielen. Eventuell sind
diese beiden Domanen hilfreich bei der Anlagerung des Proteins an die Membran
der Mitochondrien. Diese These wird durch die in den in vitro Import-Experimenten
beobachtete Anlagerung beider Parvuline an die Mitochondrien bestatigt und erklart
den Anteil von Par17 in der Membran-Fraktion, da sich in dieser Fraktion die
Trummer von Mitochondrien und Zellmembran sammeln.

Rulten et al. beschrieben 1999 eine Lokalisation von Par14 im Zellkern, im
Cytoplasma und in mitochondrialen Fraktionen von menschlichen HEK293 Zellen
(Rulten et al. 1999). Es wurden mittels einer Immunogoldfarbung und
elektronenmikroskopischer Auswertung Signale innerhalb der mitochondrialen Matrix
detektiert, welche dem Par14 zugeschrieben wurden. Der eingesetzte Antikorper war
jedoch gegen die PPlase-Domane gerichtet, so dass es sich bei dem detektierten
Protein offenbar um Par17 und nicht um Par14 handelte, da beide Proteine die
gleiche PPlase-Domane besitzen, aber nur Par17, wie nun nachgewiesen, das
mitochondriale Targeting-Signal aufweist. Bei dem von Rulten et al. in Zellfraktionen
detektierten 14 kDa grof3en Protein in der Mitochondrien-Fraktion handelt es sich

vermutlich wirklich um Par14, welches aber nicht in der Matrix lokalisiert, sondern,
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aufgrund der oben beschriebenen Affinitdt von Par14 zur mitochondrialen

Oberflache, nur mit der aulReren Membran assoziiert ist.

4.3 Die Regulation der Expression von Parl4 und Parl7

Der Mechanismus, dass aus einem Gen durch alternative Transkriptionsinitiation
mehrere Proteine mit unterschiedlichen Targeting-Signalen hervorgehen kénnen, ist
bereits seit langerem bekannt und vielfach beschrieben (Danpure 1995). Ein
ahnliches Prapeptid wie das des Par17, das eine amphipatische Helix bildet, kann
der Serin-Pyruvat Aminotransferase (= Alanin-Glyoxylat Aminotransferase, AGT) als
mitochondriales Targeting-Signal durch Nutzung eines alternativen
Transkriptionsstartpunkts voran gestellt werden (Oda et al. 1990, Oatey et al. 1996).
Die Verwendung alternativer Transkriptionsstartpunkte, um Transkripte mit
unterschiedlicher Lokalisation zu generieren, ist in Zellen von Saugetieren eher
selten, in Hefen aber sind viele Beispiele bekannt (Oatey et al. 1996).

Verschiedene Regulationsmechanismen der Expression der unterschiedlichen
Formen sind identifiziert worden. In Hefen und einigen hoheren Organismen ist die
Expression verschiedener Isoformen eines Proteins haufig von metabolischen
Zustanden und vom Nahrstoffangebot abhangig (Elgersma et al. 1995, Danpure
1995). In Metazoen werden unterschiedlich lokalisierte Isoformen eines Proteins
oftmals zell- bzw. gewebespezifisch exprimiert (Danpure 1995). Das ist allerdings
beim Par17 offenbar nicht der Fall, da die gleichzeitige Expression beider Parvuline

in einer Vielzahl menschlicher Gewebe gezeigt wurde (Mueller et al. 2006).

4.4 Die Funktion der Parvuline Parl4 und Parl7 in der Zelle

Obwohl die Bedeutung von Par14 und Par17 in der Zelle bislang nicht vollstandig
aufgeklart werden konnte, lassen sich doch aufgrund dieser Arbeit sowie
vorhergegangener Studien einige sinnvolle Rickschlisse auf mogliche Funktionen
der Parvuline ziehen.

Die DNA-Bindungsexperimente zeigen, dass Par17 die gleichen DNA-

Bindungseigenschaften aufweist wie flr Par14 zuvor beschrieben (Surmacz et al.
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2002) und bei physiologischen Salzkonzentrationen an doppelstrangige DNA bindet.
Da sich beide Proteine nur durch das mitochondriale Targeting-Signal des Par17
unterscheiden, welches fur die unterschiedliche subzellulare Lokalisation
verantwortlich ist, erflllen sie vermutlich in ihrem jeweiligen Kompartiment eine
ahnliche Funktion. Dafir spricht, dass die Mitochondrien und der Zellkern die beiden
DNA-haltigen Kompartimente der Zelle darstellen. Beide Parvuline verfugen Uber die
basische Domane, welche fur die Bindung an doppelstrangige AT-reiche DNA-
Abschnitte grofdtenteils verantwortlich ist, und die PPlase-Domane, die mit anderen
Proteinen interagieren und diese isomerisieren konnte. Denkbar ware daher eine
Funktion im Bereich der Regulation von Genexpression oder Zellzyklus. Die
Parvuline erkennen und binden AT-reiche gebogene DNA-Sequenzen und konnten
somit Uber eine Bindung anderer Proteine diese an der DNA positionieren und/oder
durch Konformationsanderung aktivieren. Bereits 2002 wurde von Surmacz et al.
vermutet, dass das Par14 aufgrund seiner Affinitat zu AT-reichen, gebogenen DNA-
Abschnitten eine Funktion bei der Remodellierung von Chromatin einnehmen konnte.
Nicht nur die Fahigkeit des Par14, DNA zu binden, wurde beschrieben (Surmacz et
al. 2002). Es wurde eine Assoziation von Par14 mit pra-ribosomalen
Ribonucleoprotein-Komplexen nachgewiesen (Fujiyama et al. 2002). In diesen
Komplexen bindet Par14 vermutlich an rRNA. Aufgrund der Funktion der anderen an
den Komplexen beteiligten Proteine wurde eine mogliche Funktion von Par14 bei der
Ribosomen-Biogenese oder der Bildung von Nukleoli im Rahmen der Mitose

vermutet (Fujiyama et al. 2002).

Parvulin und PIN

Wichtige Ruckschlisse auf eine solche Funktion von Par14 und Par17 liefert das
dritte menschliche Parvulin, das PIN1, welches gut charakterisiert ist. Dem PIN1
wurde eine essentielle Funktion bei der Regulation der Mitose zugeschrieben (Lu et
al. 1996), die auf der Interaktion des PIN1 mit Histon-Deacetylierungskomplexen
beruht (Wu et al. 2000, Arévalo-Rodriguez et al. 2000). Ein knock out von PIN1 flhrt
sowohl in menschlichen Zellen als auch in Hefen zu einer Blockade des Zellzyklus
innerhalb der G2 Phase (Lu et al. 1996). Das macht PIN1 zu einem interessanten
Zielmolekul bei der Entwicklung von Krebstherapeutika (Lu 2003). Par14 weist nicht
nur in der PPlase-Domane eine hohe strukturelle Ahnlichkeit zum PIN1 auf, es

konnte auch gezeigt werden, dass knock outs von PIN1 in Metazoen im Gegensatz
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zur Hefe nicht letal sind (Fujimori et al. 1999). Diese Organismen verfligen noch Uber
verwandte Gene wie eben das Par14, welche eventuell fehlendes PIN1 ersetzen
konnen (Wu et al. 2000, Uchida et al. 2003). Das einzige PIN1 Homologe in der
Hefe, das ESS1, ist fur die Hefe essentiell und kann durch menschliches PIN1 oder
auch DoDo aus Drosophila melanogaster komplementiert werden (Lu et al. 1996,
Maleszka et al. 1996), nicht jedoch durch menschliches Par14 (Metzner et al. 2001).
Das lasst darauf schlie3en, dass PIN1 und Par14 zwar eventuell ahnliche, aber nicht

identische Funktionen in der Zelle ausuben.

Parvulin und HMG-Proteine

Aufgrund der strukturellen Ahnlichkeiten der einzelnen Doménen des Par14 zu
verschiedenen Klassen der Chromatin-assoziierten HMG-Proteine, den HMGN-
(basische Domane) und HMGB-Proteinen (PPlase-Domane), ist bereits eine
Beteiligung von Par14 an der Organisation des Chromatins und damit an der
Regulation des Zellzyklus und der Transkription vermutet worden (Surmacz et al.
2002). Dement et al. beschrieben 2005 ein HMG-Protein, das wie Par17 in den
Mitochondrien lokalisiert ist. Das HMGA1 befindet sich normalerweise im Zellkern
und gilt als wichtiger Marker fur Krebserkrankungen, ein erhéhter HMGA1-Gehalt
korreliert mit der Malignitat (Reeves 2001). Kurzlich wurde HMGA1 auch in
Mitochondrien und im Cytoplasma nachgewiesen (Dement et al. 2005). Der genaue
Mechanismus der subzellularen Verteilung des HMGA1 ist noch unklar, vermutlich ist
sie abhangig vom Zellzyklus. HMGA1 behalt aber in den Mitochondrien seine DNA-
Bindungseigenschaften. Es bindet an AT-reiche Sequenzen und ist mit dem D-Loop
assoziiert, einem wichtigen regulatorischen Element im Genom der Mitochondrien.
Die Uberexpression von HMGA1 bewirkt verschiedene Verénderungen an den
Mitochondrien, wie die Abnahme der mitochondrialen Masse und des DNA-Gehalts,
die Zunahme von reaktiven Sauerstoff Spezies (ROS), eine Erhohung des Membran-
Potenzials sowie verstarkte Transkription verschiedener mitochondrialer Gene. Diese
Veranderungen stehen im Verdacht, fur die Beteiligung von HMGA1 bei der
Tumorentstehung verantwortlich zu sein (Dement et al. 2006). Daher ware es
interessant, den Einfluss einer Uberexpression von Par17 auf mitochondriale

Parameter genauer zu untersuchen.
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Mitochondriale PPlasen

Vertreter der beiden weiteren Klassen von PPlasen, den Cyclophilinen und FKBPs,
wurden bereits in Mitochondrien nachgewiesen. Das Cyclophilin D ist Bestandteil der
mitochondrial membrane permeability transition pore (mPT) (Schneider 2005). Die
mPT ist ein Multienzymkomplex, der die innere und die aufliere Mitochondrien-
Membran durchspannt und als Kanal fur Molekule von bis zu 1.5 kDa dient. Die
Induktion der mPT fiihrt zur Offnung des Kanals und dadurch zum Anschwellen der
Mitochondrien und zur Einleitung der Apoptose (Zoratti et al. 2005). Das FKBP-38 ist
ebenfalls an apoptotischen Prozessen beteiligt, indem es Bcl-2, einen wichtigen
Regulator der Apoptose, bindet und an der aufleren Mitochondrienmembran
positioniert (Kang et al. 2005). Allerdings bindet keine dieser PPlasen an DNA, wie
es Par14/17 und die HMG-Proteine tun.

Par17 konnte auch eine Rolle bei der Teilung der Mitochondrien spielen. Eine
Vielzahl der Proteine, die an der Mitochondrienteilung beteiligt sind, liegen in der
Zelle sumoyliert vor (Harder et al. 2004, Dohmen 2004). Auch fur Par17 wurde eine
Modifikation beschrieben, bei der es sich um eine Sumoylierung handeln koénnte
(Mueller et al. 2006). Zusammen mit der flir Par14 postulierten Funktion bei der
Regulation des Zellzyklus (Surmacz et al. 2002) wurde das die oben genannte
Vermutung stutzen, dass Par14 und Par17 ahnliche Funktionen in unterschiedlichen

Kompartimenten erflllen.

Phage Display zur Identifizierung von Bindungspartnern von Par14/17

Um die Funktion der Parvuline weiter zu untersuchen, mussten peptidische
Bindungspartner der PPlase-Domane bekannt sein, um mdgliche interagierende
Proteine zu identifizieren. Zu diesem Zweck wurde parallel zu der hier vorliegenden
Doktorarbeit eine Staatsexamensarbeit angefertigt, welche vom Autor dieser
Dissertation betreut wurde. Im Rahmen der Staatsexamensarbeit wurde ein Phage
Display durchgefuhrt, um potentielle peptidische Bindungspartner des Par14/Par17
zu identifizieren (Schulz 2007). Es sollten aus einer Phagenbibliothek (PhD 12
library, New England Biolabs, Frankfurt) Peptide von 12 Aminosauren Lange
selektiert werden, die eine gut an die PPlase-Domane bindende Konsensus-
Sequenz aufweisen. Dazu wurde rekombinant exprimierte PPlase-Domane des
Par14/17 in Petrischalen immobilisiert und mit der Phagenbibliothek inkubiert.

Ungebundene Phagen wurden abgewaschen, die Phagenklone, die mit Hilfe des von
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ihnen prasentierten Peptids an die PPlase-Domane gebunden hatten, wurden eluiert,
amplifiziert und wieder mit der PPlase-Domane inkubiert. Nach drei dieser
Selektionsrunden wurden mittels eines Plaque Assays einzelne Phagenklone isoliert,
deren DNA sequenziert und anhand der erhaltenen DNA-Sequenzen die
entsprechenden Aminosauresequenzen der bindenden Peptide ermittelt. Durch
einen Datenbankabgleich sollten Proteine identifiziert werden, die diese Konsensus-
Sequenz enthalten und somit potentielle Interaktionpartner der Parvuline in der Zelle
darstellen. Die statistische Auswertung der 53 erhaltenen Sequenzen zeigte eine
leichte Anreicherung von Alanin-Prolin, Serin-Prolin und Prolin-Prolin Dipeptiden. Es
konnten aber keine langeren Konsensus-Sequenzen identifiziert werden, die
selektierten Peptide waren aufgrund des gewahlten Versuchsaufbaus nicht
spezifisch genug, um eindeutige Aussagen Uber mogliche Bindungssequenzen
machen zu kénnen.

Weiterfuhrende experimentelle Arbeiten zur Spezifizierung der Sequenzen sind in
der AG Biochemie (ZMB) derzeit in Planung, die zu erwartenden Ergebnisse konnten
wichtige Aufschlusse uber potenzielle Interaktionspartner und somit Uber die

Funktion der Parvuline liefern.

4.5 Die Rolle von Parl7 in der Primatenevolution

Par17 stellt einen hominidenspezifischen Bestandteil des mitochondrialen Proteoms
dar. Das mitochondriale Proteom hat seit der Entstehung dieses Organells durch
bakterielle Endosymbiose vor etwa 2 Milliarden Jahren eine massive Umgestaltung
erfahren. Ein groRRer Teil der bakteriellen Proteine wurde aufgrund der
endosymbiontischen Lebensweise nicht mehr bendtigt. Uber 80% der Proteine
bakteriellen Ursprungs wurden deletiert und durch nuklear codierte Proteine der
Wirtszellen ersetzt, indem diese mit mitochondrialen Targeting-Signalen versehen
wurden. Ein plétzliches Auftauchen der Signal-Sequenz ist fir eine Vielzahl von
Targeting-Peptiden beschrieben, wobei durch Rekombination oder ahnliche
Ereignisse bereits vorhandene Targeting-Signale auf andere Gene Ubertragen
wurden (Kadowaki et al. 1996, Gabaldon & Huynen 2004). Die Evolution der Pra-
Sequenz des Par17 jedoch folgt der Evolution der Primaten, von einer noch durch

Lacken unterbrochenen Sequenz zu einer funktionalen Form, es ist kein plotzliches
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Auftreten der Sequenz im Verlauf der Primatenevolution zu erkennen. Die Par17 Pra-
Sequenz ist in ihrer jetzigen funktionalen Form erst nach der Auftrennung von
Altwelt- und Menschenaffen vor 23 Millionen Jahren entstanden und stellt somit

eines der phylogenetisch jingsten mitochondrialen Targeting-Signale dar.

Evolution des Primatengehirns

Im Verlauf der Hominidenevolution haben vor allem Gene, die im Zusammenhang
mit der Funktion des Gehirns stehen, eine beschleunigte Entwicklung im Vergleich zu
anderen Primaten erfahren (Goodman et al. 2005). Darunter befinden sich auch
einige Gene fur mitochondriale Proteine, die eine Funktion im Rahmen der
Elektronentransportkette erfullen. Zum Beispiel zeigen 9 der 13 Untereinheiten der
Cytochrom C Oxidase (Komplex IV, COX) eine erhdohte Rate von Veranderungen
innerhalb der Anthropoiden, aber eine relativ langsame Evolution in den nicht-
anthropoiden Primaten (Goodman et al. 2005, Grossman et al. 2004 , Goldberg et al.
2003). Es wird vermutet, dass der erhohte Energiebedarf des sich schnell
entwickelnden Gehirns durch Optimierung der Maschinerie zur Energiegewinnung
gedeckt werden musste. Von den Komponenten der COX sind 10 im Kern codiert,
nur drei durch mitochondriale DNA (mtDNA) (Goldberg et al. 2003). Solch eine
Coevolution von Genen des Zellkerns und der Mitochondrien, die an gemeinsamen
zellularen Prozessen beteiligt sind, wurde fur verschiedene Proteinkomplexe im
Rahmen der Hominidenevolution untersucht. Ein weiteres Beispiel fur das
Zusammenwirken nukledrer und mitochondrialer Gene und deren beschleunigte
Entwicklung im Verlauf der Hominidenevolution ist die ATP-Synthetase, ebenfalls ein
Proteinkomplex der Atmungskette. Es konnte gezeigt werden, dass menschliche
Zellen normale oxidative Phosphorylierung aufweisen, wenn ihre mitochondriale DNA
durch die von Schimpansen oder Gorillas ersetzt wurde, nicht aber mit mtDNA aus
Orang-Utans oder anderen Saugetieren (Kenyon & Moraes 1997, Grossman et al.
2004, Bayona-Bafaluy et al. 2005).

Neben Veranderungen der Struktur bestimmter Gene wird auch der Einfluss
unterschiedlicher Expressionslevels von Genen einer Vielzahl funktioneller Klassen
im Gehirn von Primaten auf die Entwicklung dieses Organs diskutiert (Goodman et
al. 2005). Es gibt Hinweise darauf, dass verschiedene Gene im Gehirn von
Menschen im Vergleich zu anderen Anthropoiden deutliche Abweichungen in ihren

Expressionsmustern aufweisen (Caceres et al. 2003). Da der Vergleich von
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Expressionslevels zwischen verschiedenen Organismen und Geweben abhangig von
der gewahlten Methodik schwierig ist, kommen die aktuellen Studien zum Teil zu
widerspruchlichen Aussagen bezuglich der Up- oder Downregulation bestimmter
Gene (Caceres et al. 2003, Khaitovich et al. 2006). Dennoch ist diese Diskussion
uber den Einfluss von Expressionslevels auf die Entwicklung des Gehirns und den
Verlauf der Anthropoidenevolution aufierst interessant im Hinblick auf Par14 und
Par17, da deren Funktion in eben diesem Bereich der Genregulation liegen konnte.

Zusammenfassend konnte in dieser Arbeit mit dem Par17 ein hominidenspezifischer
Bestandteil des mitochondrialen Proteoms identifiziert werden, dessen Funktion
vermutlich im Bereich der Genregulation liegt. Das macht das Par17 interessant fur
weitere Studien, die Aufschluss Uber die molekularen Grundlagen der

Hominidenevolution und neurodegenerativer Erkrankungen liefern kdnnten.
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Die beiden menschlichen Parvuline Parl4 und Parl7 werden durch das gleiche Gen
codiert. Durch alternative Transkrikptionsinitiation kommt es zur Bildung
unterschiedlich langer mMRNAs und zur Expression eines 25 Aminosauren langen N-
terminalen Pra-Peptids, durch welches sich Parl7 von Parl4 unterscheidet. In einer
phylogenetischen Analyse des Parvulin-Gens konnte diese Erweiterung des
Leserahmens nur in den Genomen von GroRen Menschenaffen (Mensch,
Schimpanse, Gorilla und Orang-Utan) nachgewiesen werden. Die Entwicklung dieses
Leserahmens lasst sich anhand der Phylogenie der Anthropoiden nachvollziehen,
von einer vorgeformten, jedoch nicht codierenden Sequenz in den Neuweltaffen bis
hin zu seiner funktionalen Form in den Hominiden.

Es konnte gezeigt werden, dass Parl7 in den Mitochondrien lokalisiert ist, im
Gegensatz zu Parl4, welches hauptséachlich im Zellkern und zu einem kleineren Tell
im Cytoplasma zu finden ist. Das Pra-Peptid des Parl7 wurde dabei als
mitochondriales Targeting-Signal identifiziert, welches fir den Transport in die
Mitochondrien unbedingt bendétigt wird. Da sich das Pra-Peptid erst nach der
Auftrennung der Menschenaffen und Altweltaffen vor etwa 23 Millionen Jahren
entwickelt hat, stellt es phylogenetisch eines der jungsten Targeting-Peptide dar. Mit
dem Parl7 konnte somit ein hominiden-spezifischer Bestandteil des mitochondrialen
Proteoms identifiziert werden.

Fur Parl7 konnten die gleichen DNA-Bindungseigenschaften nachgewiesen werden,
wie zuvor fur Parl4 beschrieben. Beide Parvuline binden mit hoher Affinitat an AT-
reiche, gebogene, doppelstrangige DNA Abschnitte. Aufgrund dieser Eigenschaften
sowie der strukturellen Ahnlichkeit zu anderen Proteinen (PIN1, HMG-Proteine) wird
eine Funktion von Parl4 und Parl7 im Bereich der Regulation des Zellzyklus und der
Chromatin-Remodellierung vermutet. Offenbar erfiillen Parl4 und Parl7 eine gleiche
oder &hnliche Funktion, jedoch in verschiedenen Kompartimenten der Zelle.

Die vorliegende Arbeit liefert somit eine Grundlage fur weiterfihrende Arbeiten zu
Parl4 und Parl7. Diese sollten sich mit dem Einfluss von knock outs oder
Uberexpression von Parl4 und Parl7 auf verschiedene Parameter (zum Beispiel auf
die Vitalitat der Zellen, die Morphologie der Mitochondrien oder das mitochondriale
Membranpotenzial), sowie der ldentifizierung von Proteinen, die mit Parl4/Parl7

interagieren, beschaftigen. Diese Arbeiten konnten weiter zur Klarung der Funktion
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der Parvuline beitragen und somit wichtige Erkenntnisse tber zellulare Prozesse wie
die Regulation des Zellzyklus oder die Mitochondrien-Teilung liefern, sowie
interessante Einblicke in die molekularen Grundlagen der Hominiden-Evolution

bieten.
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