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1 Einleitung 

1.1 Zell-Zell-Adhäsion 

Die Zell-Zell-Adhäsion ist die Voraussetzung für den Aufbau und die 

Aufrechterhaltung von dreidimensionalen Gewebestrukturen in Organismen. Dabei spielen 

die Zell-Zell-Adhäsionsproteine eine entscheidende Rolle. Einerseits sorgen sie extrazellulär 

für das Anheften der Zellen aneinander und andererseits vermitteln sie intrazellulär über 

Adapterproteine die Assoziation mit dem Zytoskelett und sind somit entscheidend für die 

Aufrechterhaltung der Zellstabilität und Form im Zellverband bzw. im Gewebe. Defekte in 

der Zell-Zell-Adhäsion können zur neoplastischen Transformation, zur Tumorprogression und 

zur Metastasierung führen (Behrens, 1999; Mareel et al., 1997; Takeichi, 1993). Zu den Zell-

Zell-Adhäsionsproteinen zählen unter anderem die Cadherine (Hynes and Lander, 1992). 

Cadherine sind transmembrane Glycoproteine, die über ihre aminoterminale extrazelluläre 

Domäne calciumabhängige homophile Bindungen eingehen. Die intrazelluläre Domäne 

variiert innerhalb der Cadherin-Superfamilie und wird deswegen häufig zur Unterteilung der 

Cadherine in Subfamilien herangezogen. Vertreter dieser Subgruppe sind unter anderem die 

klassischen Cadherine und die desmosomalen Cadherine. Die größte Gruppe bilden die 

klassischen Cadherine, die Zell-Zell-Kontakte des Typs 1 an Adherens Junctions ausbilden. 

Die klassischen Cadherine sind nach Art des Gewebes benannt, z.B. E- (epithelial; (Ringwald 

et al., 1987)), P- (plazental; (Nose et al., 1987)), N- (neuronal, (Hatta et al., 1988)) und 

weitere. Zu den desmosomalen Cadherinen gehören die Desmocolline und Desmogleine, 

welche in drei bzw. vier zelltyp- und differenzierungsspezifischen Isoformen, Desmocollin 1-

3 und Desmoglein 1-4, exprimiert werden (Koch et al., 1991; Mechanic et al., 1991; Schafer 

et al., 1994; Whittock and Bower, 2003). Catenine interagieren mit der intrazellulären 

Domäne der Cadherine und sind am Aufbau und an der Regulation der Cadherin-vermittelten 

Zell-Zell-Adhäsion beteiligt. Die größte Gruppe bilden die Armadillo-repeat Proteine. In 

Adherens Junctions vernetzen sie klassische Cadherine mit dem Aktinzytoskelett und in 

Desmosomen die desmosomalen Cadherine mit Intermediärfilamenten. 
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1.2 Die  Armadillo-repeat Proteinfamilie 

Armadillo-repeat Proteine sind charakterisiert durch eine zentrale Domäne, die sich 

aus einer Wiederholung von 42 Aminosäuren, dem sogenannten Armadillo (Arm)-Motiv, 

zusammensetzt. Ursprünglich wurde das Arm-Motiv im D. melanogaster 

Segmentpolaritätsgen Armadillo identifiziert (Riggleman et al., 1989; Wieschaus and 

Riggleman, 1987). Die Armadillo-repeat Proteine wurden aufgrund ihrer 

Sequenzhomologien, der Anzahl und Organisation ihrer Arm-Motive und ihrer subzellulären 

Lokalisation in verschiedene Untergruppen unterteilt (Abb. 1.1 (Hatzfeld, 2005)).  

Abb. 1.1: Schematische Darstellung der Armadillo-repeat Proteinfamilie. Die Armadillo-repeat 
Proteinfamilie, charakterisiert durch eine variable Anzahl von Arm-repeats, besteht aus drei 
Unterfamilien. Zur Familie der klassischen Catenine gehören β-Catenin und Plakoglobin. Die p120ctn-
verwandten Proteine bilden die zweite Unterfamilie mit p120ctn, ARVCF, δ-Catenin und p0071. Sie 
interagieren mit den klassischen Cadherinen in Adherens Junctions. Am C-terminalen Ende enthalten 
ARVCF, δ-Catenin und p0071, jedoch nicht p120ctn, ein PDZ-Bindemotiv. Zur dritten Unterfamilie 
gehören die Plakophiline (PKP1-3). Sie sind Plaque-Proteine der Desmosomen. p0071 interagiert 
sowohl mit klassischen als auch mit desmosomalen Cadherinen. 

Zur Untergruppe der klassischen Catenine gehören β-Catenin und Plakoglobin 

(Synonym: γ-Catenin). Die zweite Untergruppe bilden die p120 Catenin-(p120ctn) verwandten 

Proteine, welche sich in zwei Subfamilien, die Plakophiline und die p120ctn Subfamilie, 

untergliedert. Die p120ctn Subfamilie umfasst neben p120ctn selbst (Hatzfeld, 1999; Reynolds 

et al., 1989), die Proteine ARVCF (armadillo repeat gene deleted in velo cardio facial 

syndrome (Sirotkin et al., 1997)), NPRAP/δ-Catenin/Neurojungin (neural plakophilin-related 

Armadillo protein (Paffenholz and Franke, 1997; Zhou et al., 1997)) und p0071 (Hatzfeld and 
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Nachtsheim, 1996). Die Proteine der klassischen Catenine und der p120ctn Subfamilie binden 

an die klassischen Cadherine in den Adherens Junctions. Demgegenüber sind die Plakophiline 

an der Bildung von Zell-Zell-Kontakten über Desmosomen beteiligt. Neben Plakoglobin 

vermittelt p0071 als einziges bisher bekanntes Protein die Adhäsion sowohl in Adherens 

Junctions als auch in Desmosomen (Cowin et al., 1986; Hatzfeld et al., 2003).  

 Alle Mitglieder der Armadillo-repeat Proteinfamilie verfügen über eine N-terminale 

„Kopf“-Domäne, eine zentrale hochkonservierte Armadillo-repeat Domäne und einen C-

terminalen „Schwanz“. Die dreidimensionale Struktur der Armadillo-repeat Domäne von β-

Catenin repräsentiert eine superhelikale Struktur, wobei jeder einzelne Armadillo-repeat aus 

drei α-Helices aufgebaut ist. An der Oberfläche dieser Superhelix bilden basische 

Aminosäuren eine Spalte, die eine Bindungsstelle für Liganden wie z.B. Cadherine darstellt 

(Huber et al., 1997). Die klassischen Catenine, β-Catenin oder Plakoglobin, binden an die 

distale Region der zytoplasmatischen Cadherindomäne (catenin binding domain, CBD) und 

vermitteln über α-Catenin die Assoziation mit dem Aktinzytoskelett.  

 Strukturanalysen der Plakophilin1 Armadillo-repeat Domäne zeigten, dass diese aus 

neun Arm-Motiven besteht (Choi and Weis, 2005). Zwischen dem fünften und sechsten Arm-

Motiv befindet sich ein flexibler Bereich (loop), welcher einen Knick in die superhelikale 

Region einführt. Dieser Sequenzbereich ist innerhalb der p120ctn-verwandten Proteine hoch 

konserviert (Choi and Weis, 2005).         

 Die Proteine der p120ctn Subfamilie assoziieren über ihre Armadillo-repeat Domäne 

mit der Juxtamembran-Domäne (JMD) von klassischen Cadherinen und sind an der 

Vernetzung der zytoplasmatischen Domänen der Cadherinmoleküle (Cadherin Clustering) 

beteiligt. Somit haben sie eine entscheidende Funktion in der Aufrechterhaltung der Cadherin-

vermittelten Zell-Zell-Adhäsion (Calkins et al., 2003; Davis et al., 2003; Hatzfeld et al., 2003; 

Setzer et al., 2004; Thoreson et al., 2000).        

 Am C-terminalen Ende enthalten ARVCF, δ-Catenin und p0071, nicht jedoch p120ctn, 

ein PDZ-(PSD-95/Discs-large/ZO-1) Bindemotiv (DSWV (Fanning and Anderson, 1998)), 

über welches die Interaktion mit Proteinen, die PDZ-Domänen enthalten, vermittelt wird. Alle 

drei Proteine interagieren mit dem PDZ-Protein Erbin, welches Funktionen in der 

Zellintegrität und der Zellpolarität ausübt (Izawa et al., 2002; Jaulin-Bastard et al., 2002; 

Laura et al., 2002).  
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Im Gegensatz zur p120ctn Subfamilie interagieren die Plakophiline (Plakophilin1-3) 

über ihre N-terminale „Kopf“-Domäne mit den desmosomalen Cadherinen und koordinieren 

über Desmoplakin und Plakoglobin die Assoziation mit den Intermediärfilamenten (Bonne et 

al., 1999; Bonne et al., 2003; Chen et al., 2002; Hatzfeld et al., 1994; Hatzfeld et al., 2000; 

Hofmann et al., 2000; Kowalczyk et al., 1999). Überexpressionsstudien zeigen, dass 

Plakophilin1 über seine Armadillo-repeat Domäne mit dem Aktinzytoskelett assoziiert 

(Hatzfeld et al., 2000). In einem Hefe-Dihybrid screen mit der Plakophilin1 Armadillo-repeat 

Domäne wurden Aktin und Filamin, ein Aktin-bindendes Protein, als putative 

Interaktionspartner identifiziert (Hatzfeld, persönliche Mitteilung). Dies impliziert, dass 

Plakophilin1 direkt und/oder indirekt mit dem Aktinzytoskelett interagieren könnte.  

1.3 Funktionen der Armadillo-repeat Proteine 

1.3.1 Funktionen der Plakophiline und des p0071 in der Zell-Zell-Adhäsion 

Zur Unterfamilie der Plakophiline gehören Plakophilin1, 2 und 3, welche vorwiegend 

in Zell-Zell-Verbindungen des desmosomalen Typs zu finden sind (Bonne et al., 1999; Bonne 

et al., 2003; Chen et al., 2002; Hatzfeld et al., 1994; Hatzfeld, 1999; Heid et al., 1994; 

Hofmann et al., 2000; Kowalczyk et al., 1999; Mertens et al., 1996; Schmidt et al., 1999). 

Wie bereits erwähnt interagieren sie mit den desmosomalen Cadherinen und verbinden die 

Intermediärfilamente (Cytokeratin, Desmin bzw. Vimentin) mit den Desmosomen über 

Desmoplakin und Plakoglobin. In vitro Studien zeigen, dass neben Desmoplakin auch die 

Plakophiline direkt mit Keratinen interagieren können (Bonne et al., 2003; Hatzfeld et al., 

1994; Hatzfeld et al., 2000; Heid et al., 1994; Hofmann et al., 2000; Kapprell et al., 1988; 

Smith and Fuchs, 1998). Die physiologische Relevanz dieser Interaktion ist bislang ungeklärt, 

da die Plakophiline im äußeren Plaque, unmittelbar unterhalb der Plasmamembran, 

lokalisieren und somit für die Interaktion mit Intermediärfilamenten nicht frei zugänglich sind 

(Abb. 1.2).  
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Abb. 1.2: Molekulare Organisation eines Desmosoms. Desmosomale Cadherine gehen im 
Interzellulärraum (Desmoglea) calciumabhängige Verbindungen ein. Zum äußeren Plaque (ODP) 
gehören der C-terminus der desmosomalen Cadherine, Plakoglobin, die Plakophiline und der N-
terminus von Desmoplakin. Zum inneren Plaque (IDP) zählt der C-terminus von Desmoplakin und 
dessen Verbindung mit den Intermediärfilamenten. Abbildung modifiziert nach (Green and Gaudry, 
2000; Kitajima, 2002). 

Plakophilin1 stimuliert die Rekrutierung und Stabilisierung desmosomaler Proteine an 

der Plasmamembran in Keratinozyten, was zu einer erhöhten Desmosomenzahl und 

Desmosomengröße führt (Bornslaeger et al., 2001; Hatzfeld et al., 2000; South et al., 2003). 

Ähnliche Effekte konnten auch in den Suprabasalzellen im Vergleich zu Basalzellen der Haut 

bzw. einfachen Epithelien beobachtet werden (Kowalczyk et al., 1999). Dieser Effekt wird 

über die N-terminale „Kopf“-Domäne vermittelt, welche direkt mit Desmoglein 1, 

Desmocollin 1, Desmoplakin und Keratinen interagiert (Hatzfeld et al., 1994; Hatzfeld et al., 

2000; Hofmann et al., 2000; Kowalczyk et al., 1999; Smith and Fuchs, 1998). Die 

Stabilisierung von Keratin an der Plasmamembran nach Überexpression von Plakophilin1 ist 

vermutlich indirekt und entsteht primär durch die erhöhte Rekrutierung von Desmoplakin. Die 

„Kopf“-Domäne ist sowohl für die desmosomale Lokalisation als auch für die Akkumulation 

von Plakophilin1 im Zellkern verantwortlich (Hatzfeld et al., 2000). Die Plakophiline 2 und 3 

zeigen, im Vergleich zu Plakophilin1, keinen Adhäsions-verstärkenden Phänotyp (Bonne et 

al., 2003; Chen et al., 2002; Schmidt et al., 1999). Überexpression von Plakophilin2 ist sogar 
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mit einem Verlust von Adhäsion in vielen Zellen verbunden (Green and Hatzfeld, persönliche 

Mitteilung). Trotz dieser Unterschiede bezüglich der Regulation von Adhäsion haben alle 

Plakophiline mehrere gemeinsame desmosomale Bindungspartner. Plakophilin2 interagiert 

mit Desmoplakin, Desmoglein 1 und Desmocollin 1a (Chen et al., 2002). Plakophilin3 

interagiert mit Desmoplakin, Desmoglein 1 und möglicherweise auch mit Desmocollin 1a 

(Bonne et al., 2003).           

 Für Plakophilin1 und 2, jedoch nicht für Plakophilin3, sind zwei Spleißvarianten 

bekannt. Sie unterscheiden sich durch eine Insertion von 21 Aminosäuren im vierten Arm-

Motiv für Plakophilin1 und von 44 Aminosäuren im dritten Arm-Motiv für Plakophilin2 

(Mertens et al., 1996; Schmidt et al., 1997). Für die Spleißvarianten von Plakophilin1 wurde 

eine unterschiedliche Lokalisation in der Zelle beschrieben. Während die kürzere 

Plakophilin1-Variante (Plakophilin1a) vorwiegend an Desmosomen, jedoch auch 

zytoplasmatisch und nukleär zu finden ist, lokalisiert Plakophilin1b ausschließlich im 

Zellkern (Schmidt et al., 1997). Aufgrund der unterschiedlichen Lokalisation der 

Spleißvarianten, wird vermutet, dass die Regulation des differentiellen Spleißens die zelluläre 

Funktion von Plakophilin1 entscheidend beeinflusst (Hatzfeld, 2007). Plakophilin2a und 2b 

zeigen keine Unterschiede in der intrazellulären Lokalisation und zelltypspezifischen 

Verteilung. Beide lokalisieren in Desmosomen und im Zellkern (Mertens et al., 1996). 

 Mutationen in Plakophilin1 und 2 sowie die Plakophilin1-Defizienz zeigen, dass beide 

Proteine eine wichtige Funktion in der Zell-Zell-Adhäsion ausüben. Der Verlust von 

Plakophilin1 führt zu einer autosomal rezessiven Erkrankung der Haut (skin fragility 

ectodermal dysplasia syndrome), für die eine Blasenbildung und Verkrustungen der 

Epidermis sowie der Verlust von Haaren und die Reduktion an Schweißdrüsen 

charakteristisch ist (Hamada et al., 2002; McGrath et al., 1997; McGrath et al., 1999; 

Whittock et al., 2000). Die Anzahl, Größe und Stabilität der Desmosomen war reduziert 

sowie die Keratinverankerung gestört. Des Weiteren wurden generelle 

Entwicklungsstörungen im Zusammenhang mit dem Fehlen von Plakophilin1 beschrieben 

(Ersoy-Evans et al., 2006). Mutationen in Plakophilin2 führten zu arrhythmogener 

rechtsventrikulärer Kardiomyopathie (ARVC (Gerull et al., 2004)). Mausmodelle zeigten, 

dass eine Plakophilin2-Defizienz zu embryonaler Lethalität am Tag 10.5 führt (Grossmann et 

al., 2004). Plakophilin2 stellt somit eine essentielle strukturelle Komponente des Herzens dar.
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p0071 ist ein Mitglied der p120ctn Subfamilie, zu der auch p120ctn, δ-Catenin und 

ARVCF gehören. Es lokalisiert in Zell-Zell-Kontakten und interagiert sowohl mit klassischen 

Cadherinen über seine Armadillo-repeat Domäne als auch mit desmosomalen Proteinen 

(Desmoplakin, Plakoglobin und Desmocollin 3a) über seine N-terminale „Kopf“-Domäne 

(Calkins et al., 2003; Hatzfeld and Nachtsheim, 1996; Hatzfeld et al., 2003). In vivo führt die 

Überexpression von p0071 zur Stabilisierung von Cadherinen an der Membran, während 

Desmosomen bei hoher Expression reduziert sind (Hatzfeld et al., 2003). Dieses macht 

deutlich, dass p0071 eine essentielle regulatorische Bedeutung zukommt, indem es neben der 

Regulation der Cadherin-Stabilität und des Cadherin Clustering auch eine Funktion im 

crosstalk zwischen Adherens Junctions und Desmosomen ausübt. 

1.3.2 Funktionen der Armadillo-repeat Proteine in der Signaltransduktion 

Neben der bereits beschriebenen Funktion von β-Catenin und p120ctn in der Zell-Zell-

Adhäsion zeigen diese Proteine Funktionen in Signaltransduktionswegen.   

 β-Catenin, welches nicht in Adhäsionsverbindungen vorliegt, wird über einen 

Multiproteinkomplex (bestehend aus Axin/APC, CKI und GSK3β) phosphoryliert. 

Phosphoryliertes β-Catenin wird anschließend von TrCP (β-transduction repeat-containing 

proteins) ubiquitiniert und proteasomal abgebaut (Aberle et al., 1997; Liu et al., 2002; 

Polakis, 2000). Die Kontrolle des Abbaus erfolgt über den Wnt-Signalweg. Dieser hat eine 

besondere Funktion während der Embryonalentwicklung aber auch eine fundamentale 

Bedeutung bei der Tumorprogression. Bei Bindung eines Wnt-Liganden an den frizzled-

Rezeptor wird β-Catenin im Zytoplasma stabilisiert und in den Zellkern transloziert. Dort 

interagiert β-Catenin mit den Transkriptionsfaktoren der LEF/TCF-Familie und beeinflusst 

die Genexpression von Zielgenen (Behrens et al., 1996; Huber et al., 1996; Molenaar et al., 

1996). Zielgene sind Proteine, die an der Kontrolle der Zellproliferation, Apoptose und der 

Zellmotilität beteiligt sind.         

 Wie bereits für β-Catenin beschrieben lokalisiert auch p120ctn im Zellkern (Mariner et 

al., 2000; van Hengel et al., 1999). In einem Hefe-Dihybrid screen wurde Kaiso, ein 

Transkriptionsfaktor der POZ-ZF (Pox virus and zinc finger) Superfamilie, als direkter 

Interaktionspartner für p120ctn identifiziert (Daniel and Reynolds, 1999; Prokhortchouk et al., 

2001). Die Funktion von p120ctn in der Transkriptionskontrolle ist dennoch weitestgehend 
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unbekannt.           

 Die Plakophiline weisen neben der desmosomalen Lokalisation auch eine 

zytoplasmatische und nukleäre Lokalisation auf (Bonne et al., 1999; Hatzfeld et al., 2000; 

Kapprell et al., 1988; Mertens et al., 1996; Schmidt et al., 1997; Schmidt et al., 1999). Diese 

duale Lokalisation impliziert, dass die Plakophiline neben ihrer adhäsiven Funktion im Plaque 

auch eine Rolle in Signaltransduktionswegen haben könnten. Für Plakophilin2 konnte über 

Interaktionsstudien gezeigt werden, dass dieses mit der größten Untereinheit der RNA 

Polymerase III (RPC155) und dem Transkriptionsfaktor TFIIIB im Zellkern assoziiert 

(Mertens et al., 2001). Die RNA Polymerase III hat eine entscheidende Funktion im RNA 

Metabolismus und der Translation. Im Vergleich zu Plakophilin2 wurde für Plakophilin1 eine 

stärkere Kernlokalisation beschrieben (Chen et al., 2002), jedoch sind bisher keine nukleären 

Bindungspartner bekannt. Die möglichen Funktionen der Plakophiline in der 

Signaltransduktion sind bis dato rein spekulativ und weitestgehend unbekannt. 

1.3.3 Funktionen der Armadillo-repeat Proteine im Rho-Signalweg 

1.3.3.1 Rho-GTPasen 

Die Rho-(ras homologous) GTPasen gehören zur Ras-(rat sarcoma) Superfamilie der 

GTPasen. Zurzeit sind mehr als 20 humane Rho-GTPasen bekannt, von denen RhoA, Rac1 

und Cdc42 am besten charakterisiert sind. Diese sind an der Regulation vieler 

unterschiedlicher Aktivitäten des Aktinzytoskeletts beteiligt (Aspenstrom et al., 2004; Hall, 

1998). Die Aktivierung von RhoA stimuliert die Bildung von kontraktilen Aktinfasern, wie 

sie in Stressfasern und im kontraktilen Ring vorkommen (Glotzer, 2005; Ridley and Hall, 

1992). Aktives Rac1 induziert die Ausbildung von Lamellipodien, die an der Führungsfront 

einer sich bewegenden Zelle lokalisiert sind (Ridley et al., 1992). Cdc42 induziert nach 

Aktivierung die Polymerisation von Aktin an der Zellperipherie und stimuliert die Ausbildung 

von Filopodien (Kozma et al., 1995; Nobes and Hall, 1995). RhoA, Rac1 und Cdc42 spielen 

demnach eine wichtige Rolle in zellulären Prozessen wie Zellpolarität, Zytokinese, 

Morphogenese, Zell-Zell-Adhäsion, Zell-Matrix-Adhäsion und Zellmotilität (Etienne-

Manneville and Hall, 2002; Hall, 1998; Nobes and Hall, 1999; Raftopoulou and Hall, 2004). 

Zusätzlich sind sie aber auch in Signalwege involviert, die nicht unmittelbar mit einer 

Veränderung des Aktinzytoskeletts einhergehen. Hierzu zählen die Regulation der 
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Genexpression, Zellzyklus-Progression, Vesikeltransport, Mikrotubuli-Organisation und 

Tumorgenese (Etienne-Manneville and Hall, 2002; Hall, 2005; Ridley, 2004).  

 Alle kleinen GTPasen agieren als molekulare Schalter, indem sie zwischen einem 

aktiven GTP-gebundenen und einem inaktiven GDP-gebundenen Status wechseln. Die 

Balance zwischen aktivem und inaktivem Zustand wird durch drei Gruppen regulatorischer 

Proteine, den Guanin-Nukleotid-Austauschfaktoren (GEFs), den GTPase aktivierenden 

Proteinen (GAPs) und den Guanin-Nukleotid-Dissoziationsinhibitoren (GDIs) gewährleistet  

Abb. 1.3).  

Abb. 1.3: Schematische Übersicht der Regulationsmechanismen der Rho-GTPasen. Die Rho-
Proteine zirkulieren zwischen dem aktiven, GTP-gebundenen, und dem inaktiven, GDP-gebundenen 
Zustand. Dabei wird die Schalterfunktion an der Membran durch GEFs (Guanin-Nukleotid-
Austauschfaktoren) und GAPs (GTPase aktivierende Proteine) reguliert. GDIs (Guanin-Nukleotid-
Dissoziationsinhibitoren) verhindern die Aktivierung der Rho-GTPase, indem sie an die 
posttranslational C-terminal angefügte Isoprenyl-Gruppe der Rho-GTPase binden, und dadurch die 
Rho-GTPase von ihrem Wirkungsort, der Membran, entfernen. Die Freisetzung der Rho-GTPasen aus 
dem GDI-Rho-GTPase-Komplex an die Membran ermöglicht eine erneute Aktivierung. Abbildung 
wurde verändert nach (Etienne-Manneville and Hall, 2002).  

GEFs fördern den Austausch von gebundenem Nukleotid, indem sie die Dissoziation 

von GDP und die nachfolgende Aufnahme von GTP beschleunigen. Im menschlichen Genom 

sind bisher mehr als 70 Rho-GEFs bekannt (Garcia-Mata and Burridge, 2007), deren Aktivität 

selbst einer strikten Kontrolle unterliegt. Die Inaktivierung der GTPase, d.h. die Hydrolyse 

von GTP zu GDP und freiem Phosphat wird durch GAPs reguliert, von denen für Rho-

Proteine über 80 identifiziert worden sind (Moon and Zheng, 2003). Weitere negative 

Regulatoren der Rho-Aktivität sind die GDIs, von denen bisher nur drei identifiziert wurden 
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(DerMardirossian and Bokoch, 2005). GDIs binden bevorzugt GDP-gebundene GTPasen und 

verhindern die spontane und GEF-katalysierte Nukleotidfreigabe (Hoffman et al., 2000). 

Zusätzlich beeinflussen GDIs die Lokalisation der GTPasen in der Zelle, indem sie den GDP-

gebundenem Zustand zytoplasmatisch stabilisieren (Olofsson, 1999). Zur Aktivierung der 

GTPasen müssen diese an die Membran transportiert werden, was eine Dissoziation des GDI-

GTPase-Komplexes voraussetzt. In der GTP-gebundenen aktiven Form interagieren die 

GTPasen mit ihren Effektoren und erzeugen eine Vielzahl von Antwortprozessen.  

 Es sind weitaus mehr GEFs, GAPs und Effektoren als GTPasen selbst beschrieben 

(Garcia-Mata and Burridge, 2007; Moon and Zheng, 2003). Viele GEF- und GAP-Proteine 

sind nicht spezifisch für eine GTPase. Die Aktivität der GEFs und GAPs unterliegt deshalb 

einer strikten Kontrolle, um eine korrekte Zellantwort hervorzurufen. Die Regulation der 

Aktivität von GEFs und GAPs erfolgt u.a. durch die subzelluläre Lokalisation, durch 

Aufhebung einer inhibitorischen intramolekularen Interaktion sowie durch Phosphorylierung.  

1.3.3.2 Funktionen der Catenine im Rho-Signalweg 

Neben der Funktion von p120ctn im Cadherin Clustering (Thoreson et al., 2000; Yap et 

al., 1998) moduliert zytoplasmatisches p120ctn die Aktivität der GTPasen und beeinflusst die 

Zellmotilität (Abb. 1.4 A) (Anastasiadis and Reynolds, 2000; Grosheva et al., 2001; Noren et 

al., 2000). Überexpression von p120ctn führt zur Ausbildung von langen Zellfortsätzen 

(branching phenotype) in Fibroblasten oder von Lamellipodien in Epithelzellen (Reynolds et 

al., 1996). Deletionsexperimente zeigten, dass dieser Phänotyp über die Armadillo-repeat 

Domäne von p120ctn vermittelt wird und nicht durch Überexpression von β-Catenin induziert 

werden konnte (Reynolds et al., 1996). Die Bildung von Lamellipodien, Filopodien und 

langen Zellfortsätzen wird durch die Rho-GTPasen (siehe 1.3.3.1) reguliert. p120ctn reduzierte 

die RhoA-Aktivität und erhöhte die Aktivität von Rac1 und Cdc42 (Anastasiadis and 

Reynolds, 2000, 2001; Krakstad et al., 2004; Noren et al., 2000). Der inhibierende Einfluss 

von p120ctn auf die RhoA-Aktivität erfolgt vermutlich auf direktem und/oder indirektem Weg: 

(1) da p120ctn die GDP-gebundene Form von RhoA stabilisiert, wurde eine GDI-ähnliche 

Funktion vorgeschlagen (Anastasiadis and Reynolds, 2000, 2001), (2) p120ctn interagiert mit 

p190RhoGAP, welches RhoA inaktiviert (Wildenberg et al., 2006), (3) p120ctn inhibiert RhoA 

indirekt über die Aktivierung von Rac1 und Cdc42 (Sander et al., 1999). Die Aktivierung von 
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Rac1 und Cdc42 wird vermutlich über den Guanin-Nukleotid-Austauschfaktor Vav2 

moduliert, welcher direkt mit p120ctn interagiert (Noren et al., 2000). Der Einfluss von p120ctn 

im Rho-Signalweg wird durch Überexpression von Cadherinen blockiert, welche p120ctn zur 

Zellmembran sequestrieren (Anastasiadis and Reynolds, 2000; Grosheva et al., 2001; Noren 

et al., 2000; Reynolds and Roczniak-Ferguson, 2004). Ein Verlust von E-Cadherin führt zur 

Zunahme von zytoplasmatischem p120ctn, verbunden mit einer erhöhten Motilität und 

Invasivität (Noren et al., 2000; Thoreson et al., 2000).  

Abb. 1.4: Funktionen von p120ctn und δ-Catenin im Rho-Signalweg. (A) p120ctn inhibiert RhoA, 
welches mit der Reduktion von Stressfasern und Kontraktilität einhergeht. Die Inhibierung von RhoA 
wird vermutlich über die Interaktion mit p190RhoGAP vermittelt. Zudem interagiert p120ctn direkt mit 
RhoA und reguliert dessen Aktivität vermutlich in einer GDI-ähnlichen Art und Weise. p120ctn 
interagiert mit dem GEF Vav2, welches Rac1 und Cdc42 aktiviert. Diese induzieren eine Aktin-
Reorganisation und die Bildung von Lamellipodien und/oder Filopodien. (B) δ-Catenin reguliert die 
RhoA-Aktivität während der neuronalen Entwicklung. Über die Interaktion mit Cortactin induziert δ-
Catenin die Neuritenverlängerung. Demgegenüber inhibiert δ-Catenin RhoA, wodurch die Bildung des 
branching Phänotyps verursacht wird. In Anlehnung an (Keil et al., 2007). 

ARVCF und δ-Catenin sind weitere Mitglieder der p120ctn Subfamilie, welche ebenso 

wie p120ctn an die Juxtamembran Domäne (JMD) der Cadherine binden. Für beide Proteine 

wurden nach Überexpression ein branching Phänotyp und Regulation des Rho-Signalweges 

beschrieben (Fang et al., 2004; Kim et al., 2002; Martinez et al., 2003; Reynolds et al., 1996). 

ARVCF moduliert die Aktivität der Rho-GTPasen über eine direkte Interaktion mit RhoA und 

Vav2 (Fang et al., 2004). Das deutet darauf hin, dass ARVCF einen ähnlichen 

Regulationsmechanismus zeigt, wie er bereits für p120ctn beschrieben wurde. δ-Catenin wird 

hauptsächlich in neuronalen Zellen exprimiert (Ho et al., 2000). Die Induktion des branching 
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Phänotyps und die Neuritenverlängerung nach Überexpression von δ-Catenin werden über 

zwei verschiedene Mechanismen vermittelt (Abb. 1.4 B). Zum einen inhibiert δ-Catenin die 

Aktivität von RhoA und induziert den branching Phänotyp, zum anderen interagiert δ-Catenin 

mit Cortactin, einen aktinbindenden Protein, und induziert über den Arp2/3 Komplex die 

Neuritenverlängerung (Martinez et al., 2003). Die Beteiligung von möglichen Regulatoren 

(GEFs, GAPs und GDIs) sowie Effektoren in diesem Prozess sind bislang ungeklärt. 

 Ebenfalls wird vermutet, dass die Plakophiline Funktionen im Rho-Signalweg ausüben 

könnten. Plakophilin1 assoziiert über seine Armadillo-Domäne mit dem Aktinzytoskelett. 

Überexpression der Armadillo-repeat Domäne von Plakophilin1 induziert die Ausbildung von 

Lamellipodien, Filopodien und langen Zellfortsätzen in Epithelzellen (Hatzfeld et al., 2000). 

Ein ähnlicher Phänotyp wurde auch nach Überexpression von Plakophilin2 beobachtet (Green 

and Hatzfeld, persönliche Mitteilung). Dieser Zellmotilitäts-Phänotyp ähnelt dem bereits 

beschriebenen branching Phänotyp von p120ctn und impliziert eine mögliche Funktion im 

Rho-Signalweg. p120ctn reguliert die Aktivität der Rho-GTPasen über GEFs und GAPs 

(Noren et al., 2000; Wildenberg et al., 2006). Für Plakophilin1 wurde ebenso eine Interaktion 

mit einem Rho-GEF Protein beschrieben und daraus folgend eine Funktion von Plakophilin1 

im Rho-Signalweg vermutet (Hatzfeld et al., in Vorbereitung).  

1.3.3.3 Funktion und Regulation von RhoA in der Zytokinese 

Der Prozess der Zellteilung wird innerhalb des Zellzyklus als M-Phase bezeichnet und 

setzt sich aus zwei Vorgängen zusammen: der Kernteilung (Mitose) und der 

Zytoplasmateilung (Zytokinese). Im folgenden Abschnitt werden die Strukturen und der 

molekulare Mechanismus während der Zytokinese beschrieben. Die Zytokinese beginnt 

bereits in der Anaphase mit der Ausprägung und Positionierung der Teilungsfurche. An 

diesem Prozess sind die Zentrosomen, die zentrale Spindel (Überlappungsbereiche der 

polaren Mikrotubuli) und der kontraktile Ring beteiligt (Glotzer, 2001). Die Bildung des 

kontraktilen Ringes wird über die GTPase RhoA reguliert. In der späten Telophase ist der 

Abschnürungsprozess so weit fortgeschritten, dass die Zellen nur noch über eine dünne 

zytoplasmatische Brücke verbunden sind. Diese Brücke enthält eine Struktur gebündelter 

Mikrotubuli und assoziierter Proteine und wurde erstmals von Flemming beschrieben und als 

Zentralkörper bezeichnet (Flemming, 1891). Weiterhin muss aufgrund der 
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Oberflächenvergrößerung während des Abschnürungsprozesses neue Membran im Bereich 

des kontraktilen Ringes eingebaut werden.        

 Die zentrale Spindel bestimmt die Position, an der die Teilungsfurche entsteht, und 

wird während des gesamten Abschnürungsprozesses benötigt (Wheatley and Wang, 1996). 

Am Aufbau der zentralen Spindel sind PRC1 (protein regulator of cytokinesis 1) und der 

Zentralspindlin-Komplex, bestehend aus dem Rho-GAP Protein MgcRacGAP/CYK-4 und 

dem Kinesin ähnlichen Protein MKLP1/Pavarotti/ZEN-4, beteiligt (Jantsch-Plunger et al., 

2000; Mishima et al., 2002; Mollinari et al., 2002). Der Zentralspindlin-Komplex ist für die 

Bildung stabiler Mikrotubuli-Bündel erforderlich (Adams et al., 1998; Mishima et al., 2002). 

Ein weiterer Komplex, welcher die Lokalisation des Zentralspindlin-Komplexes an der 

Teilungsfurche kontrolliert, ist der Aurora B Kinase Komplex (Schumacher et al., 1998; 

Severson et al., 2000). Aurora B phosphoryliert MgcRacGAP am Zentralkörper, wodurch es 

eine Spezifität für RhoA erlangt (Minoshima et al., 2003). Depletion der D. melanogaster 

Aurora B Kinase über siRNAs oder Überexpression einer katalytisch inaktiven Form von 

Aurora B in humanen Zellen zeigen Zytokinesedefekte (Adams et al., 2001; Giet and Glover, 

2001; Tatsuka et al., 1998; Terada et al., 1998). Dieser dominant negative Phänotyp 

impliziert, dass die Phosphorylierung von Aurora B Substraten für den Abschluss der 

Zytokinese notwendig ist. Weitere Komponenten der zentralen Spindel sind die mitotische 

Protein Kinase Plk1 (Polo-like kinase 1 (Adams et al., 1998) und das Rho-GEF Protein Ect2 

(epithelial cell transforming protein 2 (Tatsumoto et al., 1999; Yuce et al., 2005). 

MgcRacGAP und MKLP1 werden für die Lokalisierung von Ect2 an die zentrale Spindel in 

der Anaphase benötigt (Yuce et al., 2005). MKLP2, eine alternative Splicevariante von 

MKPL1, assoziiert mit den mitotischen Protein Kinasen Aurora B und Plk1 und ist für deren 

Transport von den Zentrosomen zur zentralen Spindel verantwortlich (Barr et al., 2004; 

Gruneberg et al., 2004). Neben der essentiellen Funktion der genannten Proteine an der 

Bildung der zentralen Spindel, spielen diese auch eine Rolle in der Signaltransduktion vom 

Tubulingerüst zum Cortex, wo die Teilungsfurche entsteht.    

 Für den Aufbau des kontraktilen Ringes sind die Aktivierung von Myosin II und die 

Polymerisation von Aktin verantwortlich (Abb. 1.5). Beide Prozesse werden von RhoA 

initiiert. Sowohl die Inhibierung von RhoA durch RNAi oder der C3-Transferase als auch die 

konstitutive Aktivierung von RhoA führt zur Blockade der Zytokinese (Aktories and Hall, 

1989; Drechsel et al., 1997; Jantsch-Plunger et al., 2000). Wie bereits unter 1.3.3.1 erwähnt, 
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wird die Aktivität von RhoA durch GEFs, GAPs und GDIs reguliert. Das wichtigste GEF-

Protein für RhoA in der Zytokinese ist Ect2 (Prokopenko et al., 1999; Tatsumoto et al., 1999). 

Inaktivierung von Ect2 über siRNAs bzw. durch Antikörper Mikroinjektions-Experimente 

verhindert Translokation von RhoA und Aktin zum äquatorialen Cortex und führt zur Bildung 

mehrkerniger Zellen (Kim et al., 2005; Tatsumoto et al., 1999; Yuce et al., 2005). Auch die 

Überexpression eines N-terminalen Ect2-Fragmentes, dem die katalytische Domäne und das 

Kernlokalisierungssignal fehlen, induziert einen Zytokinesedefekt (Kimura et al., 2000; Saito 

et al., 2003; Tatsumoto et al., 1999). Dieser Zytokinesedefekt beruht nicht auf einer fehlenden 

Bildung der Teilungsfurche und des Zentralkörpers, sondern auf Defekten in der 

Zellabschnürung (Chalamalasetty et al., 2006). Das deutet darauf hin, dass für einen 

erfolgreichen Abschluss der Zytokinese sowohl die katalytische Aktivität als auch der 

Reimport von Ect2 in den Zellkern notwendig ist.      

 RhoA-GTP interagiert und aktiviert spezifische Effektorproteine, welche die Bildung 

des Aktomyosin kontraktilen Ringes regulieren und koordinieren (Abb. 1.5). Zu den 

Effektorproteinen gehören die Rho-Kinasen (ROCKI, ROCKII und Citron Kinase) und die 

Formine. Die Rho-Kinasen lokalisieren an der Teilungsfurche und phosphorylieren MLC 

(myosin light chain) (Amano et al., 1996; Kosako et al., 2000; Kureishi et al., 1997; 

Yamashiro et al., 2003). Durch Inaktivierung der MLC Phosphatase kann ROCK indirekt die 

Phosphorylierung von MLC regulieren (Amano et al., 1996; Kawano et al., 1999; Kimura et 

al., 1996). Neben den Rho-Kinasen sind weitere Kinasen, wie z. B. MLCK und ZIP Kinase, 

an der Phosphorylierung von MLC beteiligt (Murata-Hori et al., 1999; Sellers et al., 1981). 

Dieses führt zu einer verstärkten Aktin-Myosin-Interaktion und Kontraktilität. Formine, eine 

weitere Gruppe von Rho-Effektorproteinen, regulieren die Polymerisation und Stabilisierung 

der Aktinfilamente an der Teilungsfurche. Sie zeichnen sich durch eine Profilin-bindende 

FH1-Region und eine Aktin-bindende FH2-Region aus. Im inaktiven Zustand werden die 

FH1- und FH2-Domänen von einer N-terminalen GTPase-Bindungsdomäne (GBD) und einer 

C-terminalen Diaphanous-Autoregulatorischen Domäne (DAD) inhibiert. Die Bindung von 

GTP-RhoA an die GBD-Domäne löst die inhibitorische intramolekulare Interaktion zwischen 

GBD und DAD auf und aktiviert das Formin (Alberts, 2001). Über ihre FH1-Domäne 

intergieren die Formine mit Profilin, welches die Formin vermittelte Aktinnukleation 

stimuliert.  
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Wie bereits erwähnt reguliert die Citron Kinase die Phosphorylierung von MLC, aber 

hemmt im Gegensatz zu ROCK nicht die MLC Phosphatase (Yamashiro et al., 2003). 

Depletion der Citron Kinase über siRNAs und Überexpression von Deletionsmutanten 

induzieren Zytokinesedefekte (Gruneberg et al., 2006; Madaule et al., 1998). Diese 

Zytokinesedefekte beruhen nicht auf einer fehlenden Bildung und Ingression der 

Teilungsfurche (Gruneberg et al., 2006). Das deutet darauf hin, dass die Citron Kinase 

vermutlich den Abschnürungsprozess regulieren könnte. Zielproteine neben MLC sind bisher 

nicht charakterisiert.   

Abb. 1.5: RhoA-Signalweg in der Zytokinese. Die Aktivität von RhoA wird durch das GEF-Protein 
Ect2 und durch GAPs, vermutlich MgcRacGAP und p190RhoGAP, reguliert. Im GTP-gebundenen 
Zustand aktiviert RhoA spezifische Effektoren, welche die Bildung des Aktomyosin kontraktilen Ringes 
und die Abschnürung regulieren.   

Für einen erfolgreichen Abschluss der Zytokinese muss RhoA inaktiviert werden, was 

zur Depolymerisation and damit zum Abbau der Aktinfilamente führt. Die Inaktivierung von 

RhoA wird zum einen durch den Reimport von Ect2 in den Zellkern und zum anderen durch 

MgcRacGAP reguliert (Minoshima et al., 2003; Tatsumoto et al., 1999). Die Aktivität von 

MgcRacGAP unterliegt, ebenso wie bei den GEFs, einer strikten Kontrolle. Durch 

Phosphorylierung von MgcRacGAP durch die Kinase Aurora B wird die Substratspezifität für 

 



   Einleitung 

 

16 

Rac1 und Cdc42 zu RhoA hin verschoben (Minoshima et al., 2003). Demwider sprechen die 

Daten von Yamada und Kollegen, die keine Beteiligung der GAP-Aktivität von MgcRacGAP 

während der Zytokinese in B Lymphozyten postulieren (Yamada et al., 2006). Daher stellt 

sich die Frage, ob weitere GAPs die RhoA-Aktivität während der Zytokinese regulieren 

können. Ein möglicher Kandidat wäre p190RhoGAP, welches an der Teilungsfurche 

lokalisiert und nach Überexpression einen Zytokinesedefekt induziert (Su et al., 2003). Der 

genaue Regulationsmechnismus für die Inaktivierung von RhoA und die Abschnürung ist 

noch nicht vollständig aufgeklärt.         

 Die präzise zeitliche und räumliche Regulation der RhoA-Aktivität ist essentiell für 

den Ablauf der Zytokinese. 

1.3.4 Translation 

In einem Hefe-Dihybrid screen mit der Plakophilin1 „Kopf“-Domäne wurden die 

eukaryotischen Translationsinitiationsfaktoren (eIF) 4A1 und verschiedene Untereinheiten 

von eIF3 als putative Interaktionspartner identifiziert (Hatzfeld, persönliche Mitteilung). 

Aufgrund der möglichen Funktion von Plakophilin1 während der Translation, auf die ein Teil 

der vorliegenden Arbeit aufbaut, wird der Mechanismus der Translationsinitiation kurz 

eingeführt. Die Initiation ist der limitierende Regulationsschritt in der Translation. Dieser 

beinhaltet alle Prozesse, die stattfinden, um Ribosomen zusammen mit der Initiator-

Methionyl-transfer-RNA (Met-tRNAi) auf dem Startcodon einer mRNA zu assemblieren. An 

diesem Prozess sind verschiedene eIFs beteiligt. Im folgenden Abschnitt wird nur auf die cap-

abhängige Translationsinitiation näher eingegangen, obwohl auch alternative 

Initiationsschritte, wie die IRES-vermittelte Translationsinitiation, eine wichtige Rolle 

spielen. 

1.3.4.1 Cap-abhängige Initiation der Translation 

Die Translationsinitiation von Eukaryoten beginnt mit der Anlagerung des komplexen 

Faktors eIF4F an der cap-Struktur der mRNA. eIF4F setzt sich aus den Initiationsfaktoren 

eIF4G, eIF4E und eIF4A zusammen. eIF4G ist ein multifunktionelles Adapterprotein, 

welches im N-Terminus eine Bindungsstelle für eIF4E und PABPC1 (poly(A)-Bindeprotein) 

und im zentralen Bereich eine Bindungsstelle für eIF4A und eIF3 aufweist. Der C-terminale 
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Bereich von eIF4G enthält eine zweite eIF4A-Bindungsstelle und eine Bindungsstelle für die 

eIF4E-phosphorylierende Kinase Mnk1 (De Gregorio et al., 1999; Imataka and Sonenberg, 

1997; Imataka et al., 1998; Lamphear et al., 1995; Mader et al., 1995; Pyronnet et al., 1999). 

Die Bindung des eIF4F-Komplexes an der cap-Struktur wird über eIF4E vermittelt 

(Sonenberg et al., 1978). eIF4A1 ist eine bidirektional arbeitende RNA-Helikase, die unter 

ATP-Verbrauch Sekundärstrukturen der mRNA aufwindet (Rozen et al., 1990; Svitkin et al., 

2001). Der eIF4F-Komplex besitzt eine deutlich höhere Helikase-Aktivität als eIF4A allein 

und wird durch eIF4B und eIF4H stimuliert (Oberer et al., 2005; Rogers et al., 1999; Rogers 

et al., 2001; Rozen et al., 1990). Daher wird angenommen, dass eIF4A im Komplex mit 

eIF4E und eIF4G die physiologisch relevante Form von eIF4A darstellt.    

 Die 80S-Ribosomen dissozieren in ihre 40S- und 60S-Untereinheiten durch die 

Bindung von eIF3, eIF1 und eIF1A an die ribosomale 40S-Untereinheit. Der ternäre 

Komplex, bestehend aus der Met-tRNAi und dem GTP beladenen eIF2, lagert sich an die 

ribosomale 40S-Untereinheit an und bildet so den 43S Prä-Initiationskomplex (Majumdar et 

al., 2003). Die Bindung des 43S Prä-Initiationskomplexes an der cap-Struktur wird über das 

cap-Bindeprotein eIF4E vermittelt und mit Hilfe von eIF4G und eIF3 koordiniert (Lamphear 

et al., 1995; Morino et al., 2000). Der gebildete 48S Initiationskomplex durchsucht die 

mRNA nach dem Startcodon. Bei der Selektion des Startcodons sind neben eIF2 auch die 

beiden Initiationsfaktoren eIF1 und eIF1A beteiligt (Pestova et al., 1998). Nach Basenpaarung 

des Startcodons mit dem Met-tRNAi-Anticodon stimuliert eIF5 die Hydrolyse des an eIF2 

gebundenen GTP. Die Initiationsfaktoren dissoziieren von der 40S ribosomalen Untereinheit 

ab. eIF5B vermittelt die Rekrutierung der 60S ribosomalen Untereinheit, wodurch das 80S 

Ribosom entsteht (Pestova et al., 2001). Die Regeneration des eIF2-GDP-Komplexes erfolgt 

durch das GEF-Protein eIF2B.         

 Der Prozess der Translationsinitiation ist streng reguliert. Die Aktivität der 

Initiationsfaktoren spielt dabei eine entscheidende Rolle und kann auf vielfältige Weise 

kontrolliert werden: (1) durch die reversible Phosphorylierung, (2) durch die Interaktion mit 

Repressormolekülen und (3) durch die Proteolyse von eIF4G. Die Phosphorylierung von 

eIF4E, 4E-BPs (4E-Bindeproteine), eIF4B, eIF4G, eIF3 und dem ribosomalen S6 Protein 

korreliert mit der Aktivierung der Proteinsynthese (Übersicht in (Gingras et al., 1999b; Hay 

and Sonenberg, 2004), während die Phosphorylierung von eIF2α die Translationsinitiation 

inhibiert (Regulationsmechanismus siehe 1.3.4.2; Übersicht in (Holcik and Sonenberg, 
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2005)). Mnk1 und 2 (MAP kinase integrating kinase), rekrutiert durch eIF4G,  

phosphorylieren eIF4E am Serin209 (Fukunaga and Hunter, 1997; Pyronnet et al., 1999; 

Waskiewicz et al., 1997). Durch die Phosphorylierung von eIF4E wird vermutlich dessen 

Affinität zur cap-Struktur erhöht und die Bildung des vollständigen eIF4F-Komplexes 

gefördert (Minich et al., 1994). Die Phosphorylierung des ribosomalen S6 Proteins, sowie von 

eIF4B, eIF4G und 4E-BPs wird über den Akt-mTOR-S6K Signaltransduktionsweg reguliert. 

4E-BPs (4E-BP1, -BP2 und -BP3) sind negative Regulatoren der Translationsinitiation. Sie 

binden in ihrer unphosphorylierten Form an eIF4E. Dabei scheinen diese Bindeproteine nicht 

die Bindung von eIF4E an der cap-Struktur zu unterbinden (Pause et al., 1994a). Vielmehr 

unterdrücken sie die Interaktion mit eIF4G und damit die Formation des funktionellen eIF4F-

Komplexes (Haghighat et al., 1995; Mader et al., 1995). Durch die Phosphorylierung von 4E-

BP1 wird die Affinität zu eIF4E reduziert und der eIF4F-Komplex kann gebildet werden 

(Gingras et al., 1999a). Eine Inaktivierung des eIF4F-Komplexes kann auch durch 

verschiedene virale Faktoren hervorgerufen werden. Die enterovirale Protease 2A spaltet 

eIF4G, wodurch es zu einer Inhibierung der cap-abhängigen Translation kommt (Etchison et 

al., 1982; Lamphear et al., 1993; Lamphear et al., 1995). 

1.3.4.2 Translationskontrolle unter zellulärem Stress – Bildung von stress granules 

Unter zellulärem Stress kommt es zu einer Reprogrammierung der Translations-

maschinerie, wobei die Proteinexpression vermutlich auf solche Proteine beschränkt wird, die 

unter diesen Bedingungen für das Überleben der Zelle essentiell sind. Dabei werden mRNAs 

translationell reprimiert und in dieser inaktiven aber prinzipiell translationskompetenten Form 

gespeichert. Sie lokalisieren zusammen mit RNA-bindenden Proteinen (RBPs) in definierten 

zytoplasmatischen Partikeln, den stress granules (Anderson and Kedersha, 2002a, b; 

Kedersha and Anderson, 2002). Stress granules können durch verschiedene Stimuli wie z.B. 

Hitzeschock, oxidativer Stress, UV-Bestrahlung, osmotischer Stress, Nahrungsmangel, 

Hypoxie oder Virusinfektionen induziert werden. Infolge der veränderten 

Umweltbedingungen werden Kinasen (PKR, PERK, GCN2 und HRI) aktiviert, welche eIF2α 

am Serin51 phosphorylieren (Übersicht in (Holcik and Sonenberg, 2005)). Die 

Phosphorylierung von eIF2α  führt zur Inaktivierung von eIF2B und bewirkt somit eine 

Reduktion des eIF2-GTP-tRNAMet ternären Komplexes (Kedersha and Anderson, 2002; 
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Kedersha et al., 2002). Es wird vermutet, dass die RNA-bindenden Proteine TIA-1 und TIAR 

den Platz des aktiven ternären Komplexes einnehmen können und einen inaktiven 48S*-

Komplex bilden (Anderson and Kedersha, 2002b). Aufgrund der Autoaggregation von TIA-1 

und TIAR kommt es zur Ausbildung von stress granules (Kedersha et al., 1999). Der genaue 

Mechanismus der Formation dieser zytoplasmatischen Strukturen ist bisher noch nicht in allen 

Einzelheiten bekannt.         

 Neben der Inhibierung der Translation durch Phosphorylierung von eIF2α können 

stress granules auch unabhängig von diesem Schlüsselereignis entstehen. Es konnte gezeigt 

werden, dass eine Störung der Aktivität von eIF4A durch Agenzien wie Hippuristanol oder 

Pateamin A die Ausbildung von stress granules induzieren (Bordeleau et al., 2005; Bordeleau 

et al., 2006; Dang et al., 2006; Low et al., 2005). Ebenfalls führt die Inaktivierung des eIF4F-

Komplexes infolge einer Poliovirus-Infektion zur Assemblierung von stress granules 

unabhängig von der Phosphorylierung von eIF2α (Mazroui et al., 2006). Allen initialen 

Schritten der stress granule Entstehung ist eine Inhibierung der Translationsinitiation 

gemeinsam. 

1.4 Zielstellung der Arbeit 

Die Plakophiline und p0071 sind Mitglieder der Armadillo-Multigenfamilie. Neben 

ihrer Funktion als Strukturprotein bei der Regulation von Adhäsion weisen diese Proteine 

auch eine zytoplasmatische und nukleäre Lokalisation auf. Die Funktion der Plakophiline und 

des p0071 im Zytoplasma ist bislang weitestgehend unbekannt. Um Hinweise auf eine 

mögliche zytoplasmatische Funktion von Plakophilin1 zu erhalten, wurde in 

vorangegangenen Arbeiten ein Hefe-Dihybrid screen von einer HeLa cDNA Bank mit der 

Plakophilin1 „Kopf“-Domäne durchgeführt.  Auf diesem Weg wurden folgende putative 

Interaktionspartner für Plakophilin1 identifiziert: eukaryotischer Translationsinitiationsfaktor 

(eIF) 4A1, eIF3S8 (eIF3p110), eIF3S5 (eIF3p47) und eIF3S6 interacting protein (IP) 

(eIF3p48 IP). Alle haben Funktionen in der Translationsinitiation, wobei diese für eIF4A1 am 

besten charakterisiert ist.         

 Im Rahmen dieser Arbeit sollten die Plakophiline hinsichtlich ihrer subzellulären 

Lokalisation und Interaktion mit eIF4A1 untersucht werden. Darüber hinaus sollte der 

Einfluss der Plakophiline auf die Translation mittels in vivo und in vitro Studien analysiert 
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werden. Um einen ersten Hinweise darüber zu erhalten, wie Plakophilin1 die Translation 

stimulieren könnte, sollte der direkte Einfluss von Plakophilin1 auf die ATPase-Aktivität von 

eIF4A1 untersucht werden. Die Regulation der Translation steht im Zusammenhang mit der 

Regulation des Zellwachstums und der Zellgröße. Ein weiteres Ziel dieser Arbeit war daher 

die Proliferationsaktivität und die Zellgröße nach Knockdown von Plakophilin1 und eIF4A1 

zu bestimmen.           

 Im zweiten Teil dieser Arbeit sollte die zytoplasmatische Funktion von p0071 

charakterisiert werden. Aus Vorarbeiten von Frau Prof. Hatzfeld war bekannt, dass die 

Überexpression von p0071 einen Zellteilungsdefekt induziert, welcher mit der Bildung von 

mehrkernigen Zellen einhergeht. Aufgrund dieser Hinweise war zu vermuten, dass p0071 eine 

Funktion während der Mitose und/oder der Zytokinese haben könnte. Um dieser Frage 

nachzugehen, sollte zum einen die Lokalisation von p0071 während der Mitose und zum 

anderen die Funktion von p0071 während der Zytokinese und der molekulare Mechanismus 

des Zellteilungsdefektes näher analysiert werden.  
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2 Material und Methoden 

2.1 Material 

2.1.1   Chemikalien und Enzyme 

Die verwendeten Chemikalien wurden, soweit nicht anders vermerkt, von den Firmen 

Sigma-Aldrich, Merck und Karl Roth in der Qualitätsstufe p.a. bezogen. Enzyme und DNA-

Größenstandards wurden von Fermentas bezogen. Zellkulturmedien und Zusätze wurden von 

der Firma PAA bezogen.         

2.1.2   Bakterienstämme  

Stamm Genotyp 

TOP10F´ E. coli, F’ {lacIq Tn10 (Tetr)} mcrA Δ(mrr-hsdRMS mcrBC) 
Φ80lacZΔM15 ΔlacX74 recA1 araD139 Δ(ara-leu)7697 galU galK 
rpsL (Strr) endA1 nupG 

BL21 (DE3) E. coli, F- ompT, hsdSB (rB
-,mB

-), gal(λcIts857 ind1,Sam7, nin5, 
lacUV5-T7gene1), dcm (DE3) 

BL21 (DE3) pLysS E. coli, F- ompT hsdSB (rB
- mB

-) gal(λcIts857 ind1,Sam7, nin5, 
lacUV5-T7gene1), dcm (DE3) pLysS (Camr) 

Die Anzucht von E. coli erfolgte in LB-Medium:                                                                     

LB (Luria Bertani): 1% NaCl (w/v); 1% Trypton (w/v); 0,5% Hefeextrakt (w/v); pH 7.0

   Für LB-Agar wurde 1,5% (w/v) Agar zugegeben. 

Zur Selektion rekombinanter Klone wurde das Medium in Abhängigkeit des Vektors mit    

150 µg/ml Ampicillin oder 30 µg/ml Kanamycin supplementiert. 

 

Für die Expression rekombinanter Proteine wurde 2xYT-Medium verwendet. 

2xYT:   1% NaCl (w/v); 1,6% Trypton (w/v); 1% Hefeextrakt (w/v); pH 7.0 

2.1.3   Hefestämme 

Für das Hefe-Zwei-Hybrid-System wurden folgende Hefestämme verwendet. 

Stamm Genotyp 
YRG2 MATa, ura3-52, his3-200, ade2-101, lys2-801, trp1-901, leu2-3, 112, 

gal4-542, gal80-538, LYS2 : : GAL1UAS-GAL1TATA-HIS3, URA3 : : 
GAL417-mers(x3)-CYC1TATA-lacZ 
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Die Anzucht von S. cerevisiae vor der Transformation erfolgte in YPD-Medium: 

YPD:   2% BactoPepton (w/v); 1% Hefeextrakt (w/v); 2% Glukose (w/v); 

   pH 6.5 

Die Anzucht von S. cerevisiae erfolgte in SD-Medium: 

SD: 0,67% Hefe-Stickstoff-Base ohne Aminosäuren (w/v); 2% Glukose 

(w/v); 1x synthetisches Aminosäure Drop-Out-Supplement; pH 5.8 

   Für YPD- bzw. SD-Agar wurde 1,5% (w/v) Agar hinzugegeben.  

2.1.4   Zelllinien 

HaCaT   humane epitheliale Keratinozyten Zelllinien (Boukamp et al., 1988) 

HEK 293  humane embryonale Nieren Zelllinie (Graham et al., 1977)   

HeLa   humane epitheliale Cervix-Karzinoma Zelllinie (Gey, 1952)          

MCF-7   humane Mammakarzinomzelllinie (Dickson et al., 1986) 

2.1.5   Antikörper 

Tab. 2.1: Verwendete Primär- und Sekundärantikörper. 

Primärantikörper Spezies Hersteller Verdünnung 
anti-α-Tubulin (DM1α) mAK Maus Sigma-Aldrich 1:750 IF,          

1:4000 WB 
anti-Flag mAK Maus Sigma-Aldrich 1:1000 IF;        

1:4000 WB 
anti-GFP (Klon GFP-20) mAK Maus Sigma-Aldrich 1:200 WB 
anti-Plakophilin2 mAK Maus Progen 1:50 IF;              

1:200 WB 
anti-Plakophilin3 mAK Maus Progen 1:200 WB 
anti-Plakophilin3 mAK Maus Zymed 1:1000 IF 
anti-TIAR mAK Maus BD Transduction 1:500 IF 
anti-Vinculin (hVin1) mAK Maus Sigma-Aldrich 1:2500 WB 
anti-His mAK Maus QIAGEN 1:2000 WB 
anti-GST mAK Maus Parmingen/BD 1:2000 WB 
anti-E-Cadherin mAK Maus BD Transduction 1:1000 IF 
anti-HA pAK Kaninchen Rockland 1:500 IF 
anti-p0071 (678) pAK Kaninchen Hatzfeld et al., 1996 1:750 IF,          

1:1000 WB 
anti-Plakophilin1 (667) pAK Kaninchen Hatzfeld et al., 2000 1:750 IF;          

1:3000 WB 
anti-eIF4A1 pAK Ziege Santa Cruz 1:250 IF;            

1:500 WB 
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anti-TIAR pAK Ziege Santa Cruz 1:500 IF 
anti-Ect2 pAK Ziege Abcam 1:200 IF 
Sekundärantikörper Spezies Hersteller Verdünnung 
Cy3-anti Maus IgG Esel Dianova 1:750 
Alex488-anti Maus IgG Esel Molecular Probes 1:250 
HRP-anti Maus IgG Esel Dianova 1:10.000 
Cy3-anti Kaninchen IgG Esel Dianova 1:750 
Alexa647-anti Kaninchen 
IgG  

Ziege Molecular Probes 1:200 

HRP-anti Kaninchen IgG Ziege Dianova 1:10.000 
Cy3-anti Ziege IgG Esel Dianova 1:750 
Alexa488-anti Ziege IgG Esel Molecular Probes 1:250 
HRP-anti Ziege IgG Esel Dianova 1:10.000 

2.1.6 Plasmide 

pcDNA3   Invitrogen             

pDsRed-N1   BD Biosciences              

pEGFP-C2   BD Biosciences            

pGADT7   BD Biosciences            

pGBKT7   BD Biosciences               

pGEX-5x1   Amersham GE Healthcare           

pRSETA   Invitrogen             

BLOCK-iT    Invitrogen        

pCR® 2.1. TOPO®   Invitrogen        

pRL-CMV   Promega                

pYFP1-Flag-C2  S. Hüttelmaier               

pYFP1-Flag-N2  S. Hüttelmaier               

pYFP2-HA-C2  S. Hüttelmaier            

pcDNA3-FL   (Huttelmaier et al., 2005)           

pcDNA3-da-RhoA  A. Reynolds            

pcDNA3-dn-RhoA  A. Reynolds                 

pGFP-G3BP   (Stohr et al., 2006)         

pET16b-eIF4A1 R362Q (Pause et al., 1994b)           

pGemCAT   (Ostareck et al., 1997)                

pGFP-p0071 wt  (Hatzfeld et al., 2003)                 

 



   Material und Methoden 

 

24 

p0071 wt-DsRed  (Hatzfeld et al., 2003)           

pGBKT7-p0071 repeats (Hatzfeld et al., 2003) 

2.1.7   Oligonukleotide 

Die für die Klonierung und qRT-PCR verwendeten Oligonukleotide sowie siRNAs sind im 

Anhang Tab. 7.1-7.3. aufgeführt. Sie wurden von MWG bezogen. 

2.1.8   Kit-Systeme  

Expand High Fidelity PCR System   Roche            

Jetquick Gel Extraction Spin Kit    Genomed           

Jetquick Plasmid Maxiprep Kit    Genomed           

Jetquick Plasmid Miniprep Kit   Genomed              

TOPO TA Cloning Kit     Invitrogen              

MEGAscript-T7-Kit      Ambion      

NucleoSpin RNA clean-up Kit    Macherey-Nagel         

MicroBC Assay      Uptima     

Dual-GloTM Luziferase Assay System  Promega          

Caspase-Glo® 3/7 Assay    Promega     

SenoLyteTM MG Phosphate Assay   MoBiTec           

RhoGEF exchange Assay    Cytoskeleton                 

Cell Proliferation ELISA Kit, BrdU    Roche                   

Cell Line Nucleofector® Kit V   Amaxa 

2.1.9   Chromatographiesäulen 

Histrap        Amersham Pharmacia          

HiLoad 16/60 Superdex 200     Amersham Pharmacia          

MonoQ       Amersham Pharmacia 

2.1.10   Radiochemikalien 

(α-35S) Redivue Methionin    Amersham Pharmacia        

(γ-32P) ATP       Perkin Elmer 
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2.1.11   Sonstiges  

ECL Western Blotting Detection Reagents   GE Healthcare          

TLC Cellulose     Merck                

Lumi-Film Chemiluminescent Dtection Film Roche               

HyperfilmTM MP     Amersham            

Blottmembran      Whatman     

Zellkulturmaterialien     TPP      

qRT-PCR-Materialien    peQLab          

PhosphoImager-Screens     Molecular Dynamics, Fuji 

2.2 Molekularbiologische Methoden 

2.2.1 Molekularbiologische Standardmethoden 

Molekularbiologische Standardmethoden wie DNA-Präzipitation, -Gelelektrophorese, 

PCR und Konzentrationsbestimmung von Nukleinsäuren wurden nach (Sambrook, 1989) 

bzw. nach den jeweiligen Herstellerangaben durchgeführt. Die Isolierung von Plasmid-DNA 

aus E. coli erfolgte mit dem Mini- bzw. Maxi-Plasmid-Purification-Kit der Firma Genomed. 

Enzymatische Reaktionen, wie Ligation oder Restriktionsspaltung von DNA erfolgten nach 

den Angaben des Herstellers unter Verwendung der entsprechenden Enzyme und Puffer. Für 

die Elution von DNA-Fragmenten aus Agarosegelen wurde der Jetquick Gel Extraction Spin 

Kit der Firma Genomed verwendet.  

2.2.2 RNA-Isolierung 

Die Isolierung von Gesamt-RNA erfolgte unter Verwendung der TRIZOL-Methode. 

Die Zellen einer 2 cm Schale wurden mit PBS gewaschen und anschließend in 1 ml TRIZOL 

aufgenommen. Die Suspension wurde in flüssigem Stickstoff eingefroren und bis zur weiteren 

Verarbeitung bei -80°C gelagert. Nach dem Auftauen wurden Zelltrümmer für 10 min bei 

13000 rpm und 4°C pelletiert. Der Überstand wurde in ein neues Eppendorfgefäß überführt 

und die RNA durch Zugabe von 200 µl Chloroform extrahiert. Nach einer Inkubation von      

5 min bei Raumtemperatur erfolgte die Trennung des Phasengemisches durch Zentrifugation 

(13000 rpm, 15 min, 4°C). Der RNA-haltige, wässrige Überstand wurde vorsichtig, unter 
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Vermeidung eines Kontaktes mit der proteinhaltigen Interphase, abgenommen und mit 500 µl 

Isopropanol versetzt. Nach einer Inkubationszeit von 15 min bei Raumtemperatur wurden die 

RNA durch Zentrifugation für 10 min bei 13000 rpm und 4°C pelletiert. Das Pellet wurde in 

200 µl kaltem 80%igen Ethanol gewaschen und nach dem Trocknen in  30 µl RNase/DNase-

freiem Wasser gelöst. Die RNA wurde bis zur weiteren Verwendung bei -80°C gelagert.    

Um eine DNA-Kontamination auszuschließen, wurden für die Reportergen-Analysen ein 

DNase-Verdau durchgeführt. Standardmäßig wurden 5 µg Gesamt-RNA, 5 µl DNaseI           

(1 Units/µl), 5 µl DNase-Puffer in 50 µl Gesamtvolumen für 1 h bei 37°C inkubiert. 

Anschließend wurde der Reaktionsansatz mit 50 µl RNase/DNase-freiem Wasser aufgefüllt 

und die Gesamt-RNA mit 100 µl Phenol-Chloroform-Isoamylalkohol erneut extrahiert. Die 

Fällung der RNA erfolgte durch Zugabe von 10 µl Ammoniumacetat (3 M) und 250 µl 100% 

Ethanol für 1 h bei -20°C. Die RNA wurde wie oben beschrieben pelletiert, gewaschen, 

getrocknet und in RNase/DNase-freiem Wasser aufgenommen.  

TRIZOL       Phosphatpuffer (PBS), pH 7.3 
0,8 M Guanidiniumthiocyanat    137 mM NaCl 
0,4 M Ammoniumthiocyanat    2,6 mM KCl 
0,1 M NaAcetat, pH 5,0     8,1 mM Na2HPO4 
5% (w/v) Glycerol     1,5 mM KH2PO4        
38% (v/v) Roti-Aqua-Phenol für RNA-Isolierung 
 

2.2.3 Reverse Transkription 

Bei der reversen Transkription wird mRNA mit Hilfe von random hexamer-Primern 

und einer RNA-abhängigen DNA-Polymerase in cDNA umgeschrieben. Mit 

sequenzspezifischen Primern können dann einzelne cDNAs in einer anschließenden PCR-

Reaktion amplifiziert werden. Standardmäßig wurden 2 μg Gesamt-RNA mit 1 µl random 

hexamer-Primern in 11,5 μl Gesamtvolumen 5 min bei 65°C denaturiert und auf Eis 

abgekühlt. Anschließend wurden 4 μl 5 x RT-Puffer, 2 µl dNTPs (10 mM), 2 µl DTT (100 

mM) und 100 Units SuperScriptII Reverse Transkriptase (Invitrogen) zugegeben. Die 

Reaktion wurde 1 h bei 42°C inkubiert und danach durch Erhitzen auf 75°C für 15 min 

gestoppt. Die cDNA wurde falls nicht unmittelbar verwendet bei -20°C gelagert.  
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2.2.4 Herstellung von Expressionsplasmiden 

Alle Klonierungen wurden standardmäßig wie folgt durchgeführt. Als Matrize für de 

novo Amplifikationen dienten cDNAs, welche mittels SuperScriptII (Invitrogen) aus HeLa- 

bzw. HaCaT-RNA nach Herstellerangaben synthetisiert wurden. Das zu klonierende DNA-

Fragment wurde mittels der Expand High Fidelity Polymerase (Roche) und mit spezifischen 

Oligonukleotiden, welche die entsprechenden Restriktionsschnittstellen enthielten, nach 

Angaben des Herstellers amplifiziert (Oligonukleotide siehe Anhang Tab. 7.1). Das PCR-

Produkt wurde in einem 1%igen Agarosegel elektrophoretisch aufgetrennt. Die Bande der 

entsprechenden Größe wurde anschließend mittels dem Jetquick Gel Extraction Spin Kit 

(Genomed) extrahiert und in pCR® 2.1. TOPO® ligiert. Die Plasmide wurden durch 

Restriktionsanalysen und Sequenzierung verifiziert und anschließend über die entsprechenden 

Restriktionsschnittstellen in die verschiedenen Expressionsvektoren mittels T4-DNA-Ligase 

subkloniert. Für die Herstellung der shRNA-Konstrukte wurde der BLOCK-iT inducible H1 

RNAi Entry Vector Kit von Invitrogen verwendet. Alle Arbeitsschritte erfolgten nach den vom 

Hersteller gemachten Angaben. Die Primer-Sequenzen, die für die Klonierung benötigt 

wurden sind im Anhang Tab. 7.1 aufgeführt. Die shRNA-Konstrukte wurden durch 

Sequenzierung überprüft. Die in dieser Arbeit verwendeten cDNA-Konstrukte sind im 

Anhang Tab. 7.4 zusammengefasst. 

2.2.5 Quantitative RT-PCR (qRT-PCR) 

Die Quantifizierung der Expression von mRNA wurde in einer quantitativen RT-PCR, 

mit Hilfe des iCycler IQTM Systems (Bio-Rad) durchgeführt. Dieses System erlaubt eine 

quantitative und qualitative PCR mit Hilfe des Farbstoffes SYBR® Green I. Dieser 

fluoresziert nur, wenn er an doppelsträngige DNA (dsDNA) gebunden ist. Die verwendeten 

Primer sind im Anhang Tab. 7.2 aufgeführt. Beim Primerdesign ist besonders auf die 

Schmelztemperatur und auf mögliche Sekundärstrukturen, welche zu Primerdimerisierungen 

führen können, zu achten. Die Qualität und Spezifität des Produktes kann anhand einer 

Schmelzkurvenanalyse überprüft werden, welche im Anschluss an die PCR durchgeführt 

wurde. Durch langsame kontinuierliche Temperaturerhöhung wird das doppelsträngige PCR-

Produkt in seine beiden Einzelstränge geschmolzen, wodurch das gebundene SYBR Green® 

freigesetzt wird und nicht mehr fluoresziert.          
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Jede qRT-PCR wurde als Dreifachbestimmung durchgeführt. Dabei kamen folgende 

Standardbedingungen zur Anwendung: 

Master-Mix1: (Angaben pro Reaktionsansatz)      
  7,5 µl 2xPCR-Master-Mix (Promega)     
  0,3 µl SYBRgreen® (Stocklösung 1:1000 in DMSO verdünnt)  
  0,03 µl Fluorescein (Referenzfarbstoff, peQLab)    
  2,17 µl RNase/DNase-freies Wasser 

Master-Mix2: (Angaben pro Reaktionsansatz)      
  10 µl Master-Master-Mix1       
  0,03 µl sense Primer (100 µM)      
  0,03 µl antisense Primer (100 µM) 

Der Master-Mix1 wurde im Überschuss für alle durchzuführenden Reaktionen 

hergestellt. Anschließend wurde der Master-Mix2 für jedes einzelne Primerpaar separat 

hergestellt. Pro Reaktion wurden zuerst 10 µl Master-Mix2 in ein well einer 96well-

Mikrotiterplatte und anschließend 5 µl der zuvor 1:5 verdünnten cDNA pipettiert. Als 

negative Kontrollen bei der Amplifizierung des entsprechenden Gens wurde eine 

Wasserprobe bzw. RT-PCR-Ansätze ohne Reverse Transkriptase mitgeführt. Der qRT-PCR-

Ansatz wurde nach folgendem Programm vermessen: initiale Denaturierung für 3 min bei 

95°C, 40 Zyklen bestehend aus Denaturierung (10 s bei 95°C), annealing (30 s bei 60°C) und 

Elongation (30 s bei 72°C), Schmelzkurve (60°C-95°C).      

 Die Auswertung der Messwerte erfolgte unter Verwendung der 2-ΔΔCT-Methode (Livak 

and Schmittgen, 2001). Bei dieser relativen Quantifizierung werden die CT-Werte (threshold 

cycle; Zykluszahl, bei der die entstandene Produktmenge einen definierten Schwellenwert 

erreicht) der zu quantifizierenden Transkripte zweier Populationen (z.B. Knockdown und 

Kontrolle) direkt unter Normalisierung auf ein Kontrollgen mit einander verglichen. Eine 

vorherige Quantifizierung der Absolutmengen mittels Standardkurven ist dadurch nicht mehr 

notwendig. Hierbei wird eine 100%ige PCR-Effizienz vorausgesetzt. Zur Auswertung wurde 

folgende Formel verwendet: 

R = 2(-((CT Zielgen - CT Kontrollgen)x - (CT Zielgen - CT Kontrollgen)y)) 

R – mRNA ration; x – Population; y - Kontrollpopulation 
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Standardmäßig dienten in dieser Arbeit Cyclophilin A und RPLP0 als Kontrollgene der 

Normalisierung. 

2.3 Zellbiologische Methoden 

2.3.1 Kultivierung eukaryotischer Zellen 

Die Kultivierung von HaCaT, HEK 293 und HeLa Zellen erfolgte in DMEM 

(Dublecco´s Modified Eagle Medium) mit 1 mM Natriumpyruvat und 10% (v/v) FCS (Fötales 

Kälber Serum) bei 37°C, 5% CO2 und 90% Luftfeuchtigkeit. Die Zellen wurden in 10 cm 

Schalen kultiviert. Je nach Konfluenz wurden die Zellen nach 2 bis 3 Tagen passagiert. Dafür 

wurde das Kulturmedium verworfen, die Zellen mit PBSE gewaschen und durch Zugabe von 

0,05 % Trypsin/PBSE abgelöst. Die abgelösten Zellen wurden anschließend im 

Kulturmedium resupendiert, die Zellzahl mittels einer Neubauer-Zählkammer bestimmt und 

die gewünschte Zellzahl replatiert. Für Immunfluoreszenzanalysen wurden HaCaT und MCF-

7 Zellen in 6well-Platten, welche  12 mm Deckgläschen enthielten, ausgesät. Die Zellzahl 

betrug 2x105 Zellen/well. Für Transfektionen mittels Lipofectamine 2000 (Invitrogen) wurden 

HaCaT, HEK 293 und HeLa Zellen in 6well-Platten mit einer Konzentration von 3x105 

Zellen/well kultiviert.   

PBSE                  
137 mM NaCl                   
2,6 mM KCl                    
8,1 mM Na2HPO4                  
1,5 mM KH2PO4                  
0,5 mM EDTA 

2.3.2 Transfektion eukaryotischer Zellen 

Die Transfektion von Plasmiden sowie von siRNAs in HEK 293 und HeLa Zellen 

erfolgte mittels Lipofectamine 2000 und wurde nach den Angaben des Herstellers 

durchgeführt. Die Zellen wurden 20-24 h vor der Transfektion in der entsprechenden Zellzahl 

ausgesät und am Folgetag transfiziert. Sechs Stunden nach Transfektion wurde das Medium 

gewechselt. In Abhängigkeit des experimentellen Ansatzes wurden die transfizierten Zellen 

entweder nach einer weiteren Inkubation von ca. 20 h bzw. 42 h analysiert oder nach ca. 8-10 

h neu ausgesät. Die Transfektion von siRNAs in HaCaT Zellen erfolgte mittels Nukleofektion 

(Amaxa). 5x106 Zellen wurden mit 100 µl Amaxa-Lösung V resuspendiert, mit der siRNA 
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versetzt und in eine sterile Küvette überführt. Die Nukleofektion erfolgte mit dem Programm 

U-20. Danach wurden die Zellen in vorgewärmtes Kultivierungsmedium überführt und in 

6well-Platten kultiviert. Die Analyse des Knockdowns erfolgte 48 h nach der Transfektion.  

2.3.3 Zellsynchronisierung 

2.3.3.1    Synchronisierung der Zellen mit doppeltem Thymidinblock 

Thymidindesoxyribose oder kurz Thymidin (TdR) hemmt in höheren Konzentrationen 

die Ribonukleotid-Reduktase und führt somit zur Arretierung der Zellen in der Synthese-

Phase (S-Phase). Die Zellen wurden zunächst für 24 h in Gegenwart von 3 mM Thymidin 

kultiviert und damit in der S-Phase synchronisiert. Anschließend wurden sie einmal mit 

Thymidin-freiem Medium gewaschen und darin für weitere 8 h kultiviert. Danach erfolgte der 

zweite Thymidin-Block durch wiederholte Zugabe von 3 mM Thymidin für 12 h. Die Zellen 

wurden gewaschen, mit Kulturmedium (ohne Thymidin) für weitere 10 h inkubiert und 

anschließend immunhistochemisch analysiert. Die meisten Zellen befinden sich in der M-

Phase. 

2.3.3.2    Synchronisierung der Zellen mittels Thymidin/Nocodazol-Block 

Zur Synchronisierung der Zellen wurden diese zunächst mit 3 mM Thymidin für 24 h 

kultiviert. Nach einer vierstündigen Inkubation mit Thymidin-freiem Medium, wurden die 

Zellen mit 100 nM Nocodazol für weitere 12 h inkubiert. Aufgrund der fehlenden Ausbildung 

der mitotischen Spindel kommt es zu einem reversiblen Block in der Prometaphase der 

Mitose. Somit können Zellen am G2/M-Übergang angereichert werden. Nach dem 

Nocodazol-Block wurden die Zellen mit Kulturmedium für 45 min inkubiert und 

anschließend geerntet.   

2.3.4 Induktion von Stress 

Zur Erzeugung von oxidativem Stress, bei HaCaT oder HeLa Zellen, wurde das 

Kulturmedium mit einer Endkonzentration von 1 mM Natriumarsenat oder 3 mM 

Wasserstoffperoxid vergesetzt. Diese Lösung wurde anschließend auf die Zellen gegeben und 

für 1 h im Brutschrank inkubiert. 
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2.3.5 Immunfluoreszenz 

Für Immunfluoreszenzen wurden die Zellen in 6well-Platten auf Deckgläschen 

kultiviert und ggf. transfiziert, synchronisiert und/oder Stress induziert. Die Fixierung der 

Zellen erfolgte entweder mit 4% Formaldehyd für 20 min bei Raumtemperatur oder mit 

Methanol für 15 min bei -20°C. Nach der Formaldehyd-Fixierung wurden die Zellen dreimal 

mit PBS gewaschen, nach der Methanol-Fixierung wurden sie getrocknet. Anschließend 

wurden die Zellen mit 0,5% (v/v) Triton X-100 in PBS für 15 min bei Raumtemperatur 

permeabilisiert und dreimal mit PBS gewaschen. Zur Absättigung von unspezifischen 

Bindungen erfolgte eine Inkubation mit  1% (v/v) Magermilchpulver in PBS für mind. 30 

min. Die Deckgläschen wurden nach dem Blocken mit 20 µl Primärantikörper-Lösung, 

welche mit 1% Magermilchpulver/PBS angesetzt wurde (Verdünnung siehe Tab. 2.1), für 1 h 

in einer feuchten Kammer bei Raumtemperatur inkubiert. Nach dreimaligem Waschen mit 

PBS wurden die Deckgläschen mit den entsprechenden Sekundärantikörpern, an welche 

Fluorophore gekoppelt waren und in 1% Milchpulver verdünnt wurden (siehe Tab. 2.1), für 

erneut 1 h dunkel inkubiert. Die Zellkerne wurden mit DAPI (Molecular Probes) angefärbt, 

bevor die Zellen in 96%igem Ethanol entwässert und die Deckgläschen auf einem 

Objektträger unter Verwendung von Mowiol befestigt wurden. Die Aushärtung und Lagerung 

erfolgte im Dunkeln bei 4 °C. F-Aktin wurde mit Phalloidin-TRITC oder Phalloidin-FITC 

(Molecular Probes) gefärbt.          

 Die Fluoreszenzbilder wurden an einem Nikon Eclipse E600 Mikroskop mit Hilfe 

einer Vosskühler CCD-1300-QLN-Kamera aufgenommen. Standardmäßig wurde ein Apo 

TIRF Objektiv verwendet (60x/1,49 in Öl). Die Auswertung und Bearbeitung der Bilder 

erfolgte mittels der Software NIS-Elements AR 2.30 MuTech MV1500, Lucia G/F Version 

4.71 und Adobe Photoshop CS2 Version 9.0. 

Mowiol                      
5% Mowiol (w/v)              
30% Glycerol (v/v)                       
0,25% DABCO (w/v) 

2.3.6 Bimolekulare Fluoreszenz-Komplementation (BiFC) 

BiFC ist eine Methode, die es erlaubt die Lokalisation von Protein-Protein-

Assoziationen in lebenden Zellen zu visualisieren. Die Methode basiert auf der 
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Komplementation zweier nichtfluoreszierender Fragmente des EYFP (Enhanced yellow 

Fluorescent Protein) zu dem funktionsfähigen Fluorophor, wenn die Fragmente in räumliche 

Nähe gebracht werden. Zur Durchführung von BiFC-Experimenten wurden HeLa Zellen mit 

den entsprechenden pYFP1-Flag- und pYFP2-HA-Fusionsplasmiden transfiziert und die 

Fluoreszenzintensitäten nach 24 h mittels Fluoreszenzmikroskopie und Durchflusszytometrie 

analysiert.   

2.3.7 Durchflusszytometrie 

Die durchflusszytometrischen Messungen der Zellen erfolgten mit dem FACScan (BD 

Bioscience). Für jede Messung wurden mit Hilfe der Auswertesoftware CellQuestTM (BD 

Bioscience) Vorwärtsstreuung (forward scatter) und Seitwärtsstreuung (sideward scatter) in 

einem Punktediagramm dargestellt und die Fluoreszenzintensität von 20000 Zellen bei einer 

Emissionswellenlänge von 488 nm bestimmt. Für die Auswertung wurden die 

Fluoreszenzintensitäten prozentual ermittelt. 

2.3.8 Zellproliferationstest über BrdU-Einbau 

BrdU (5´-Brom-2´-Desoxyuridin) ist ein Pyrimidin-Analogon, welches anstelle von 

Desoxythymidintriphosphat (dTTP) während der DNA-Synthese in proliferierenden Zellen 

eingebaut wird. Das inkorporierte BrdU wurde mit einem Peroxidase-konjugierten BrdU-

Antikörper detektiert und dieses über eine kolorimetrische Reaktion am ELISA-Reader bei 

450 nm gegen die Referenzwellenlänge 620 nm quantifiziert. Im Rahmen dieser Arbeit wurde 

der Cell Proliferation ELISA Kit, BrdU colorimetrisch (Roche) nach Angaben des Herstellers 

verwendet. HaCaT Zellen wurden mit spezifischen siRNAs gegen Plakophilin1, eIF4A1 bzw. 

Kontroll-siRNAs transfiziert und jeweils 104 Zellen als Triplikat in 96well-Platten eingesät. 

Nach 24 h, 48 h, 72 h und 96 h wurde die BrdU-Einbaurate gemessen. Als Negativ-

Kontrollen wurden systembedingte Hintergrundwerte (Zellen ohne BrdU-Zugabe bzw. nur 

Medium mit BrdU-Zugabe) von den Werten der BrdU-markierten Zellen abgezogen. Um 

leichte Unterschiede der Zellzahlen beim Aussähen auszuschließen, wurde die 

Proliferationsrate für alle Zellen nach 24 h auf eine gleiche Absorption gesetzt und diente 

somit der Normalisierung. 
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2.3.9 Zellviabilitätstest mittels Kristallviolett-Färbung 

Der Kristallviolett-Test ist ein spektralphotometrisches Verfahren, das auf der 

Anfärbbarkeit von Zellen mit dem Farbstoff Kristallviolett (Gentianaviolett) beruht. Die 

Plakophilin1-, eIF4A1- und Kontroll-siRNA transfizierten HaCaT Zellen wurden in 24well-

Platten mit einer Konzentration von 2,5x104 Zellen/well als Triplikat ausgesät. Die Anzahl der 

Zellen wurde nach 24 h, 48 h, 72 h und 96 h mittels Kristallviolett-Färbung ermittelt. Die 

Zellen wurden mit PBS gewaschen und mit 4% Formaldehyd für 15 min bei Raumtemperatur 

fixiert. Anschließend wurden die Zellen mit 0,05% Kristallviolett in PBS für 30 min bei 

Raumtemperatur gefärbt. Als Leerwert wurde ein well ohne Zellen ebenfalls mit 

Kristallviolett-Lösung versetzt. Danach wurden die Zellen mehrmals mit Wasser gewaschen 

und für eine Stunde an der Luft getrocknet. Der aufgenomme Farbstoff wurde mit 1% SDS in 

PBS aus den Zellen gelöst und die Absorption bei 550 nm vermessen. Die Anzahl der 

lebenden Zellen wurde prozentual anhand dieser Werte berechnet. Die 24 h Werte dienten der 

Normalisierung der Zellzahl und wurden auf 100% gesetzt. 

2.3.10 Caspaseaktivitätsmessung 

Zur Bestimmung der Aktivitäten von Caspase 3 und Caspase 7 wurde der Caspase-

Glo® 3/7-Assay (Promega) verwendet. Dieser Assay beinhaltet ein luminogenes Substrat 

dieser beiden Caspasen. Nach einer Lyse der Zellen spalten Caspase 3 und 7 dieses Substrat 

und das entstehende Signal kann im Luminometer gemessen werden. Die Biolumineszenz 

verhält sich hierbei proportional zur Aktivität der Caspasen. HaCaT Zellen wurden mit 

spezifischen siRNAs gegen Plakophilin1, eIF4A1 bzw. Kontroll-siRNAs transfiziert und 

jeweils 3,5x103 Zellen als Triplikat in 96well-Platten eingesät. Nach 24 h, 48 h, 72 h und 96 h 

wurde die Caspase-3/7 Aktivität nach Herstellerangaben im GloMaxTM 96 Luminometer 

(Promega) vermessen. Die Caspase-3/7 Aktivität wurde prozentual anhand dieser Werte 

berechnet. Die  24 h Werte wurden auf 100% gesetzt und dienten der Normalisierung. 

2.4 Mikrobiologische Methoden 

Allgemeine mikrobiologische Methoden, wie die Sterilisierung von Lösungen und 

Gegenständen, die Kultivierung von E. coli und S. cerevisiae in Medien bzw. auf selektiven 

Agarplatten, die Herstellung chemokompetenter E. coli- bzw. kompetenter Hefezellen sowie 
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deren Transformation wurden anhand von Standardprotokollen bzw. entsprechend dem Yeast 

Protocols Handbook von Clontech durchgeführt. 

2.4.1 Expression von Plakophilin1, eIF4A1 und GST 

pRSET-Plakophilin1 wurde in E. coli BL21 (DE3) pLysS, pRSET-eIF4A1, pGEX-

eIF4A1 und pGEX wurden in E. coli BL21 (DE3) durch Hitzeschock transformiert. Positive 

Klone wurden durch Ausstreichen auf ampicillinhaltigen Agarplatten selektiert. Aus 

Einzelkolonien wurden neun 1 l Erlenmeyerkolben mit jeweils 800 ml YT-Medium (für 

Plakophilin1) und neun 1 l Erlenmeyerkolben mit jeweils 200 ml YT-Medium (für eIF4A1 

und GST), dem 150 µg/ml Ampicillin zugegeben wurde, angeimpft und bei 37°C inkubiert. 

Die Induktion der Expression für Plakophilin1 erfolgte bei einer OD600 von 0,6 durch Zugabe 

von 0,5 mM IPTG. Die Expression erfolgte für 4 h bei 20°C. Die Expression von eIF4A1 und 

GST wurde bei einer OD600 von 0,4 durch Zugabe von 1 mM IPTG induziert. Die Expression 

erfolgte für 4 h bei 30°C. Die Zellen wurden durch Zentrifugation von 10 min bei 4000 x g 

geerntet und die Zellpellets bis zur weiteren Verarbeitung bei -80°C gelagert. 

2.5 Biochemische Methoden 

2.5.1 SDS-PAGE und Western Blot Analyse 

Zur Auftrenung von Proteinen wurde die SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese 

(Laemmli, 1970) verwendet. Zunächst wurden die Zellen in RIPA-Puffer mit Protease-

Inhibitor-Mix (Roche) resuspendiert und 1 h auf Eis inkubiert. Das Lysat wurde anschließend 

zur Abtrennung der Zelltrümmer und unlöslicher Bestandteile für 30 min bei 13000 rpm 

zentrifugiert. Die Proteinkonzentration wurde mit dem BCA Protein Assay Kit der Firma 

Pierce bestimmt. Es wurden jeweils 10 µg Protein, welches mit SDS-PAGE-Puffer versetzt 

wurde und für 5 min bei 95°C denaturiert wurde, auf das Gel aufgetragen. Nach der 

Elektrophorese wurden die Proteine entweder mit Coomassie-Brilliant-Blue R250 angefärbt 

oder mittels einer Semi-dry-Blotapparatur (VWR) unter Verwendung eines Drei-Puffer-

Systems auf eine Nitrozellulosemembran transferiert. Der Proteintransfer wurde durch 

Ponceau S-Färbung überprüft. Nach dem Entfärben der Membran durch mehrmaliges 

Waschen mit TBST wurden unspezifische Bindungen durch 1 h Blocken mit 4% (w/v) 

Magermilchpulver/TBST abgesättigt. Primärantikörper wurden in 4% Magermilchpulver/ 
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TBST verdünnt (Verdünnung siehe Tab. 2.1) und für 1 h bei Raumtemperatur mit der 

Membran unter leichtem Schwenken inkubiert. Anschließend wurde die Membran mehrmals 

mit TBST gewaschen und mit HRP-(horse raddish peroxidase) gekoppelten 

Sekundärantikörper, welcher in 4% Magermilchpulver/TBST verdünnt wurde (Verdünnung 

siehe Tab. 2.1), für 1 h bei Raumtemperatur inkubiert. Nach mehrmaligem Waschen mit 

TBST erfolgte die Detektion unter Verwendung des ECL Western Blotting Detection 

Reagents (GE Healthcare) entsprechend den Herstellerangaben. Die entstandene 

Chemilumineszenz wurde mit einem Röntgenfilm detektiert. 

 

RIPA-Puffer      4x PAGE-Puffer    10x Ponceaus S       
50 mM Tris-HCl, pH 7.4      250 mM Tris-HCl, pH 6.8  2% (w/v) Ponceau S       
200 mM NaCl      8% SDS (v/v)    30% (v/v) Sulfosalizylsäure      
1 mM EGTA        30% Glycerin (v/v)   30% (v/v) Trichloressig-                       
1 mM EDTA        10% (v/v) β-Mercaptoethanol                   säure 
0,25% Desoxycholsäure      0,2% (v/v) Bromphenolblau   
1% (v/v) Triton 
  
Färbelösung        Entfärbelösung       Elektrophoresepuffer 
0,075% Coomassie Brillant       40% (v/v) Ethanol       25 mM Tris-HCl, pH 8.8 
Blue G250 (w/v) in Methanol        10% (v/v) Essigsäure       132 mM Glycin 
              0,1% (v/v) SDS   
 
Trenngelpuffer      Sammelgelpuffer   10x TBST 
1,5 M Tris-HCl, pH 8.8            0,5 M Tris-HCl, pH 6.8  100 mM Tris-HCl, pH 7.6 
0,4% SDS      0,4% SDS    1 mM NaCl  

     1% (v/v) Tween20  
 
 
SDS-Sammelgel    10% SDS-Trenngel 
2,6 ml 30% Acrylamid/0,8% Bisacrylamid  10 ml 30% Acrylamid/0,8% Bisacrylamid 
5 ml 0,5 M Tris-HCl, pH 6.8    7,5 ml 1,5 M Tris-HCl pH 8.8 
200 μl 10% SDS    300 μl 10% SDS 
400 μl 10% APS    200 μl 10% APS 
20 μl TEMED    20 μl TEMED  
11,8 ml H2O    12 ml H2O 
 
 
 
Transferpuffer 1      Transferpuffer 2        Transferpuffer 3 
300 mM Tris-HCl, pH 10.4      25 mM Tris-HCl, pH 10.4      25 mM Tris-HCl, pH 9.4 
20% (v/v) MeOH       20% (v/v) MeOH         40 mM γ-Aminocapronsäure 
           20% (v/v) MeOH  
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2.5.2 Metabolische Markierung von Zellen mit L-(35S)-Methionin 

Zur qualitativen und quantitativen Analyse der Proteinsyntheserate kultivierter Zellen 

wurden Proteine durch Einbau von radioaktivem L-(35S)-Methionin markiert. HaCaT bzw. 

HeLa Zellen wurden mit spezifischen siRNAs gegen Plakophilin1, Plakophilin2, 

Plakophilin3, eIF4A1 bzw. Kontroll-siRNAs, wie unter 2.4.2 beschrieben, transfiziert. Für 

Überexpressionsstudien wurden HEK 293 bzw. HeLa Zellen mit Plakophilin1-, eIF4A1- und 

Kontroll-Konstrukten transfiziert. 48 h nach Transfektion wurden die Zellen einer 2 cm 

Schale zweimal mit Methionin-freiem Medium (Invitrogen) gewaschen und mit 1 ml Medium 

ohne Methionin für 15 min im Brutschrank inkubiert. Zur Inhibierung der Polymerase II-

vermittelten Transkription wurden 5 µM Aktinomycin D zum Methionin-freien Medium 

zugegeben und ebenfalls für 15 min im Brutschrank inkubiert. Nach dieser Vorinkubation 

wurde dem Medium 50 µCi L-(35S)-Methionin zugesetzt und die Zellen für 1 h im 

Brutschrank inkubiert. Anschließend wurden die Zellen mit kaltem PBS gewaschen, 

Proteinextrakte hergestellt und die Proteinkonzentration mit dem BCA Protein Assay Kit der 

Firma Pierce bestimmt. Jeweils 10 µg Proteinextrakt wurden elektrophoretisch in einem SDS-

Polyacrylamidgel aufgetrennt und die Proteine mit Coomassie-Brilliant-Blue R250 angefärbt. 

Die Gele wurden für 30 min fixiert und anschließend für weitere 30 min in AmplifyTM 

(Amersham) inkubiert. Anschließend wurden sie auf Whatman-Papier überführt, mit 

Haushaltsfolie bedeckt und auf einem Geltrockner unter Vakuum bei ca. 80°C für mind. 1 h 

getrocknet. Die getrockneten Gele wurden bei -80°C für 4 h auf Röntgenfilmen exponiert. 

Lysepuffer     Fixierer-Lösung            
50 mM Tris-HCl, pH 7.5   50% Methanol           
1% SDS    10% Essigsäure      
     40% Wasser 

2.5.3 Proteinreinigung 

2.5.3.1   Reinigung von Plakophilin1 

Der Zellaufschluss sowie alle anschließenden Reinigungsschritte erfolgten bei 4°C 

oder auf Eis. Der Verlauf der Reinigung wurde mittels Absorption bei 280 nm, 260 nm sowie 

215 nm verfolgt. Das E. coli-Zellpellet (ca. 14 g) wurde in 80 ml Aufschlusspuffer, welcher 

eine Tablette Protease-Inhibitor-Mix enthielt, mit Hilfe des Ultra-Turrax resuspendiert. Der 
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Zellaufschluss erfolgte durch Hochdruckdispersion mittels Gaulin MicronLab 40 bei einem 

Druck von 1000 bar. Das Lysat wurde anschließend zur Abtrennung von unlöslichen 

Zellbestandteilen 30 min bei 35000 x g zentrifugiert. Die Ni-NTA-Sepharose Säule (10 ml) 

wurde in Puffer A + 5% Puffer B äquilibriert und anschließend mit dem Zellextrakt bei einer 

Flussrate von 2,5 ml/min beladen. Nachfolgend wurde die Säule mit 10 Säulenvolumen Puffer 

A + 10% Puffer B gewaschen. Die Elution von Plakophilin1 erfolgte in einem 

Stufengradienten von 50-150 mM und 150-500 mM Imidazol über 10 Säulenvolumen. Es 

wurden 5 ml Fraktionen gesammelt. Da Plakophilin1 zur Aggregation neigte und 

verschiedene Reagenzien z.B. NaCl oder Detergenzien die Löslichkeit nicht verbesserten, 

wurden die Elutionsfraktionen mit 250 mM Arginin versetzt und mittels SDS-PAGE 

analysiert. Alle Plakophilin1 Fraktionen wurden vereinigt und unter Verwendung von 

Amicons (Millipore) entsprechend der Herstellerangaben aufkonzentriert. Im Anschluss 

wurde das Konzentrat für 30 min bei   35000 x g zentrifugiert und verbliebene 

Verunreinigungen mittels Gelfiltration in Puffer C an einer HiLoad 16/60 Superdex 200-Säule 

bei einer Flussrate von 0,2 ml/min abgetrennt. Das gereinigte Plakophilin1 wurde mittels 

SDS-PAGE analysiert und bis zur weiteren Verwendung bei -80°C gelagert. 

Aufschlusspuffer Puffer A   Puffer B  Puffer C            
Puffer A  25 mM NaH2PO4, pH 8.0 Puffer A  50 mM Tris, pH 8.0   
5% Puffer B  500 mM NaCl   500 mM Imidazol 100 mM NaCl  
   2 mM DTT      250 mM Arginin
   1 mM EDTA      2 mM DTT 
          1 mM EDTA  

 

2.5.3.2   Reinigung von eIF4A1 

Die Reinigung von eIF4A1 erfolgte wie beschrieben (Lindqvist et al., 2008b). eIF4A1 

wurde an eine Ni-NTA-Sepharose Säule gebunden, mit Hilfe eines Salzgradienten von 

Nukleinsäuren getrennt und anschließend mittels Imidazolgradienten eluiert. Das eluierte 

Protein wurde gegen Niedrigsalzpuffer dialysiert und abschließend über einen 

Anionenaustauscher endgereinigt.  
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2.5.3.3   Reinigung von transient exprimierten Flag-Fusionsproteinen 

Die Zelllyse sowie die Reinigung von Flag-p0071 wt, Flag-Ect2b wt und Flag-Ect2 

(414-883) erfolgten bei 4°C oder auf Eis. Synchronisierte Zellen einer 10 cm Schale wurden 

48 h nach Transfektion der entsprechenden Expressionsplasmide zweimal in 10 ml PBS 

gewaschen, in  1 ml RIPA-Puffer mit Protease-Inhibitor-Mix resuspendiert und 1 h auf Eis 

inkubiert. Das Lysat wurde anschließend zur Abtrennung der Zelltrümmer und unlösliche 

Bestandteile 30 min bei 13000 rpm zentrifugiert. Der Überstand wurde mit 30 µl in RIPA-

Puffer äquilibrierter Flag-Agarose vereinigt und für 1 h unter Rotation inkubiert. 

Anschließend wurde das Affinitäts-Gel durch Zentrifugieren (2 min, 6000 rpm, 4°C) vom 

Überstand abgetrennt und noch fünfmal mit jeweils 1 ml RIPA-Puffer gewaschen. Da die 

kompetitive Elution des Flag-Fusionsproteins in gegenward von 200 µg/ml Flag-Peptid nicht 

den gewünschten Erfolg zeigte, wurde die immobilisierte Flag-Agarose für weitere 

Untersuchungen verwendet. 5% der gekoppelten Flag-Agarose wurden in einer SDS-PAGE 

elektrophoretische aufgetrennt und mit dem entsprechenden Antikörper mittels Western Blot 

analysiert. 

2.5.4 GST pull-down 

Der GST pull-down dient zum Nachweis von Protein-Protein-Interaktionen in vitro. 

Dabei wird ein Protein X über einen GST-(Glutathion-S-Transferase) Tag in einer Enzym-

Substrat-Reaktion an Glutathion-Sepharose (Amersham) gekoppelt und anschließend mit 

einem Protein Y aus E. coli-Zellextrakten inkubiert. Kommt es zu einer Interaktion, so kann 

Protein Y auf diese Weise isoliert und mittels SDS-PAGE und Western Blot nachgewiesen 

werden. Die Bakterienpellets einer 200 ml-Kultur von GST-eIF4A1 und GST wurden in 10 

ml Lysepuffer resuspendiert. Der Zellaufschluss erfolgte durch Ultraschallbehandlung. Die 

Zellsuspension wurde dafür dreimal für 30 s mit jeweils 1 min Pause beschallt (Einstellung: 

50% duty cycle, Stufe 7). Dem Lysat wurde anschließend Triton X-100 in einer 

Endkonzentration von 1% (v/v) zugegeben und es folgte eine Inkubation für 30 min auf Eis. 

Zur Abtrennung von Zelltrümmern und unlöslichen Bestandteilen wurde das Lysat für 30 min 

bei 13000 rpm und 4°C zentrifugiert. Der gewonnene Extrakt wurde mit 100 µl in Lysepuffer 

äquilibrierter Glutathion-Sepharose für 1 h bei 4°C auf einem Rollschüttler inkubiert. Nach 

mehrmaligem Waschen mit Lysepuffer erfolgte die Bestimmung der Proteinkonzentration der 
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Protein-Glutathion-Sepharose. Die Protein-Glutathion-Sepharose wurden auf eine 

Konzentration von 1 mg/ml mit Glutathion-Sepharose verdünnt. Anschließend wurden 30 µl 

GST-, eIF4A1-GST-Sepharose und Glutathion-Sepharose mit 3 µg rekombinant 

aufgereinigtem Plakophilin1 mit und ohne 10 µg/µl RNase A (Roche) für 2 h bei 4°C 

inkubiert. Die Sepharose wurde mehrmals mit Lysepuffer gewaschen und die gebundenen 

Proteine mit SDS-PAGE-Puffer eluiert. Die Analyse der Eluate erfolgte durch SDS-PAGE 

und Western Blot. 

Lysepuffer                      
50 mM Tris-HCl, pH 7.5               
150 mM NaCl                    
1 mM EDTA 

2.5.5 Hefe-Dihybrid System 

Die Hefe-Dihybrid Methode basiert auf der Eigenschaft des GAL4-Hefeproteins, 

welches aus separaten Domänen für die DNA-Bindung sowie der Transkriptionsaktivität 

besteht. Für die Identifizierung einer Protein-Protein-Interaktion wurden Fusionsplasmide mit 

jeweils einer der beiden Domänen konstruiert, in den Hefestamm YRG2 transformiert und auf 

Histidin-Auxotrophie selektioniert. Alle Konstrukte mit der DNA-Bindedomäne (pGBKT7) 

wurden auf Autoaktivierung betestet. Die Tansformation und Selektion der Hefen wurden 

nach dem Yeast Protocols Handbook von Clontech durchgeführt. 

2.5.6 Messung des Guaninnukleotid-Austauschs von RhoA 

Die Bestimmung der Guaninnukleotid-Austauschaktivität von gereinigtem  Flag-

p0071 wt,  Flag-Ect2b wt und Flag-Ect2b (414-883) wurde unter Verwendung des RhoGEF 

Exchange Assay Biochem Kit (Cytoskeleton) durchgeführt. Dieser Test beruht auf dem 

spektroskopischen Unterschied zwischen gebundenen und nicht gebundenen fluoreszierenden 

mant-(N-Methylanthraniloyl) GTP an RhoA. Im gebundenen Zustand weist mant-GTP eine 

höhere Fluoreszenzintensität auf.             

 Die Messung des Guaninnukleotid-Austauschs von RhoA wurde unter folgenden 

Standardbedingungen in einer 96well-Mikrotiterplatte durchgeführt:  

50 µl 2xExchange Reaktion buffer (enthält mant-GTP)             
4 µl RhoA (50 µM)                  
6 µl Wasser  
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Nach 5 Messungen (Messung aller 30 s) bei einer Anregung des Fluorophors bei 360 nm und 

einer Emission bei 460 nm wurden 30 µl  immobilisierte Flag-Agarose zugesetzt und die 

Fluoreszenzintensität über einen Zeitraum von 1800 s verfolgt. Als negative Kontrolle wurden 

30 µl äquilibrierte Flag-Agarose vermessen.  

2.5.7 ATPase Aktivitätstest 

Die Messung der ATPase Aktivität wurde nach der Methode von (Chan et al., 1986) 

durchgeführt. Das anorganische Phosphat, welches bei der ATP Hydrolyse freigesetzt wird, 

wurde unter Verwendung des SensoLyteTM MG Phosphate Assay Kit colorimetric (MoBiTec) 

bei einer Wellenlänge von 620 nm vermessen. Jede ATPase Aktivitätsmessung wurde als 

Dreifachbestimmung durchgeführt. Dabei kamen folgende Standardbedingungen zur 

Anwendung: 

40 µl 2xATPase-Puffer                           
0-2 µl eIF4A1 (1,5 µg/µl)                
0-20 µl Plakophilin1 (0,2 µg/µl)                       
1 µl poly(A) (1µg/µl)                             
x µl BSA (2 µg/µl)                             
x µl Arginin (250 mM)                           
auf ein Endvolumen von 80 µl mit RNase/DNase-freies Wasser aufgefüllt  
 

2xATPase-Puffer  
30 mM HEPES, pH 7.5  
160 mM KCl  
5 mM MgAcetat  
2 mM DTT   

Die Arginin und Gesamtproteinkonzentration war in allen Ansätzen gleich. Die ATPase 

Reaktion wurde durch Zugabe von 500 µM ATP gestartet und für 1 h bei 37°C inkubiert. Die 

ATP Hydrolyse wurde durch Zugabe von EDTA (30 mM Endkonzentration) gestoppt. 

Anschließend wurden 20 µl Malachit-Grün/Molybdat Farbstofflösung (MoBiTec) zugesetzt 

und nach 5 min die Absorption bei einer Wellenlänge von 620 nm vermessen. Alle Messwerte 

wurden wurden in Bezug auf die spontane Hydrolyse von ATP korrigiert. Die freigesetzte 

Phosphatkonzentration wurde anhand einer Phosphateichgerade bestimmt.  

 Zur Überprüfung der Zuverlässigkeit dieser Messmethode wurden zusätzlich 

radioaktive ATPase Messungen mit 5 µCi (γ32P)-ATP durchgeführt. Die Durchführung des 

Experiments bis zum Abstoppen der ATP Hydrolyse verlief nach dem oben beschriebenen 
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Protokoll. 4 μl des gestoppten Ansatzes wurden auf eine TLC-Cellulose 

Dünnschichtchromatographieplatte aufgetragen. Die Chromatographie wurde in 0,75 M 

KH2PO4 durchgeführt. Nach Trocknung der Platte wurde diese in Klarsichtfolie 

eingeschlagen und auf PhosphoImager-Screens exponiert. 

2.5.8 Reportergen-Analysen 

2.5.8.1   Translationsanalysen in vivo 

Zur Besimmung der Translationsaktivität in vivo wurde das Luziferase-

Reportergensystem benutzt. HEK 293 Zellen wurden in 6well-Platten mit 2 µg des 

entsprechenden GFP-Fusionsplasmids, 250 ng pcDNA3-FL und 250 ng pRL-CMV 

kotransfiziert. Nach 24 h wurden die Zellen zu gleichen Teilen partagiert und nach weiteren 

24 h die Luziferase-Aktivität der firefly und renilla Luziferase und die mRNA-Mengen der 

Reporter mittels qRT-PCR (siehe 2.2.5) bestimmt. Die Messungen der Aktivitäten der firefly 

und renilla Luziferasen erfolgten mit dem Dual-GloTM Luziferase Assay System (Promega) 

nach Angaben des Herstellers. Die Isolierung der Gesamt-RNA mittels TRIZOL und 

anschließendem DNase-Verdau erfolgte wie unter 2.2.2 beschrieben. Die reverse 

Transkription wurde wie unter 2.2.3 beschrieben durchgeführt. Die Luziferase-Aktivität 

wurde auf die Luziferase mRNA normalisiert.   

2.5.8.2   Translationsanalysen in vitro 

Für die Untersuchung der cap-abhängigen Translation in vitro wurde die m7G-cap-

CAT-poly(A) mRNA durch in vitro-Transkription mit dem MEGAscript T7 Kit der Firma 

Ambion nach Herstellerangaben synthetisiert. Zur Kontrolle der erfolgreichen Transkription 

wurde die mRNA mittels Agarosegel analysiert. Die Aufreinigung erfolgte mit dem 

NucleoSpin RNA clean-up Kit von Macherey-Nagel nach Herstellerangaben. Die RNA wurde 

bis zur in vitro Translation bei -80°C gelagert.           

Die Translation der in vitro transkribierten m7G-cap-CAT-poly(A) mRNA erfolgte in einem 

mit Mikrokokken-Nuklease behandelten Kaninchen-Retikulozytenlysat der Firma Promega. 

Pro Reaktionsansatz (12 µl) kamen folgende Standardbedingungen zur Anwendung: 

Master-Mix1: 8,75 µl Kaninchen-Retikulozytenlysat  
  1 µl Aminosäuren ohne Methionin (1mM) 
  0,5 µl (35S)-Methionin (10 µCi/µl) 
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Master-Mix2: 9 µl Master-Mix1 
  x µl Plakophilin1 (0,2 µg/µl) 
 
Inkubation des Reaktionsansatzes für 5 min bei 30°C. Zugabe von 10 ng m7G-cap-CAT-

poly(A) mRNA und weitere Inkubation für 1 h bei 30°C. Anschließend erfolgte die 

Inaktivierung durch Zugabe von 12 µl RNase Stop für 15 min bei 30°C. Die Proben wurden 

mit 4x PAGE-Puffer versetzt, aufgekocht und 10 µl Proben in einem 15%igen SDS-

Polyacrylamidgel elektrophoretisch aufgetrennt. Die Visualisierung der in vitro translatierten 

Proteine erfolgte mittels Autoradiographie bei –80°C.     

 Das Plasmid pGEM-CAT wurde von A. Ostareck-Lederer zur Verfügung gestellt. Es 

enthält die CAT-Sequenz und einen Plasmidkodierenden poly(A)-Schwanz. Das Plasmid 

wurde zur Transkription mit dem Restriktionsenzym Hind III geschnitten. Das Transkript 

hatte eine Länge von ca. 700 Nukleotiden.  

2.5.9 Statistische Auswertungen 

Soweit nicht besonders erwähnt wurden alle im Rahmen dieser Arbeit durchgeführten 

Quantifizierungen anhand mind. drei unabhängigen Experimenten durchgeführt. Die 

Standardabweichungen wurden als Fehlerbalken in den einzelnen Diagrammen dargestellt. 

Der zweiseitige heteroskedastische Student´s t-Test wurde zur Bestimmung der statistischen 

Signifikanz zwischen zwei Populationen genutzt (*, p ≤ 0.05; **, p ≤ 0.005; ***, p ≤ 0.0005). 
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3 Ergebnisse 

3.1 Funktion des Plakophilin1 im Zytoplasma 

In vorangegangenen Arbeiten waren mittels eines Hefe-Dihybrid screens neue 

putative Interaktionspartner, u.a. der eukaryotische Translationsinitiationsfaktor (eIF) 4A1, 

eIF3S8, eIF3S5, eIF3S6 IP (interacting protein) und die p70 S6 Kinase für Plakophilin1 

identifiziert worden. Alle haben Funktionen in der Translationskontrolle. Dieser Befund war 

zunächst sehr überraschend, da bisherige Hinweise bezüglich der zytoplasmatischen Funktion 

von Plakophilin1 nur eine Rolle im Rho-Signalweg vermuten lassen (siehe 1.3.3.2). Um 

weitere Hinweise auf eine mögliche Funktion von Plakophilin1 bei der Translationskontrolle 

zu erhalten, wurde zunächst die subzelluläre Lokalisierung von Plakophilin1 nach 

Stressinduktion untersucht.  

3.1.1 Lokalisierung der Plakophiline unter zellulärem Stress  

Unter zellulärem Stress kommt es zu einer Reorganisierung der 

Translationsmaschinerie. Dabei werden ein Großteil der mRNAs, die von Polysomen 

freigesetzt werden, zusammen mit verschiedenen RNA-bindenden Proteinen (RBPs) in 

zytoplasmatische granuläre Strukturen so genannte stress granules sortiert (Anderson and 

Kedersha, 2002a, b; Kedersha and Anderson, 2002). Um den Einfluss von verschiedenen 

Stress-Stimuli auf die subzelluläre Verteilung von Plakophilin1 zu untersuchen, wurden 

Immunfluoreszenzstudien angefertigt. HaCaT Zellen wurden dazu auf Deckgläschen ausgesät 

und nach 24 h mit Arsenat behandelt. Anschließend wurden die unbehandelten als auch die 

behandelten Zellen fixiert und mit Antikörpern gegen Plakophilin1 und TIAR, ein stress 

granule Markerprotein (Kedersha et al., 1999), gefärbt. In ungestressten Zellen zeigte 

Plakophilin1 eine desmosomale und eine diffuse zytoplasmatische Verteilung. TIAR 

lokalisierte vorwiegend im Zellkern und im Zytoplasma (Abb. 3.1 A). Nach oxidativem Stress 

kolokalisierte endogenes Plakophilin1 mit TIAR (Abb. 3.1 B) in stress granules. Da stress 

granules nicht nur durch verschiedene Stress-Stimuli induziert werden können, sondern auch 

durch Überexpression von G3BP (RasGAP-assoziierte Endoribonuklease (Tourriere et al., 

2003)), wurde dieses als GFP-Fusionsprotein in HaCaT Zellen transfiziert. Nach 24 h wurden 
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die Zellen mit einem Antikörper gegen Plakophilin1 gefärbt. Abb. 3.1 C zeigt, dass 

endogenes Plakophilin1 auch in G3BP-induzierte stress granules rekrutiert wurde. Anhand 

der Kolokalisationsstudien konnte gezeigt werden, dass endogenes Plakophilin1 sowohl nach 

oxidativem Stress als auch nach Überexpression von G3BP in stress granules lokalisiert. 

Abb. 3.1: Endogenes Plakophilin1 lokalisiert in stress granules unter verschiedenen Stress-
Stimuli. (A) In  ungestressten  Zellen lokalisiert endogenes Plakophilin1 an Desmosomen und im 
Zytoplasma. TIAR zeigt eine nukleäre und zytoplasmatische Lokalisation. (B) Nach oxidativem Stress 
kolokalisiert endogenes Plakophilin1 mit TIAR in stress granules. (C) Endogenes Plakophilin1 
kolokalisiert mit GFP-G3BP in G3BP-induzierten stress granules. 

Da Plakophilin1 eine stress granule Komponente darstellt, wurde die subzelluläre 

Verteilung von Plakophilin1 und seinen putativen Interaktionspartnern unter oxidativem 

Stress untersucht. Dazu wurden HaCaT Zellen mit Arsenat gestresst und mit Antikörpern 

gegen Plakophilin1 und eIF4A1 gefärbt. Die Lokalisation der eIF3-Untereinheiten wurde 

mittels Überexpression entsprechender GFP-Fusionsproteine in HaCaT Zellen untersucht, da 

keine Antikörper erhältlich sind. 24 h nach Transfektion wurde oxidativer Stress induziert und 

die Zellen anschließend mit Plakophilin1-Antikörper gefärbt. In ungestressten Zellen 

lokalisierte Plakophilin1 an Desmosomen und im Zytoplasma. eIF4A1 zeigte eine diffuse 
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zytoplasmatische Verteilung (Abb. 3.2 A). Unter oxidativem Stress kolokalisierten endogenes 

Plakophilin1 mit eIF4A1 (Abb. 3.2 B) in stress granules. Diese Daten implizieren, dass 

vermutlich alle Komponenten des 48S Initiationskomplexes nach Stressinduktion in stress 

granules rekrutiert werden. 

 

 

Abb. 3.2: Endogenes Plakophilin1 
kolokalisiert mit eIF4A1 in stress 
granules. (A) In  ungestressten  
Zellen zeigen Plakophilin1 und 
eIF4A1 eine diffuse zytoplasmatische 
Lokalisation. (B) Nach oxidativem 
Stress kolokalisiert Plakophilin1 mit 
eIF4A1 in stress granules. (C) Die 
Spezifität des eIF4A1-Antikörpers 
wurde mittels Westen Blot analysiert. 

 

 

 

 

 

 

 

Um zu überprüfen, ob der eIF4A1 Antikörper spezifisch eIF4A1 und nicht die anderen 

zwei Isoformen (eIF4A2 und eIF4A3) erkennt, wurden alle drei Isoformen als GFP-

Fusionsproteine in HEK 293 Zellen überexprimiert und mittels Western Blot gegen eIF4A1 

und GFP analysiert. Abb. 3.2 C zeigt, dass der Antikörper spezifisch die erste Isoform erkennt 

(Abb. 3.2 C).            
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 Zur Bestätigung der spezifischen Lokalisation von endogenem Plakophilin1 in stress 

granules, wurde zusätzlich die subzelluläre Verteilung von überexprimiertem Plakophilin1 in 

HaCaT Zellen nach oxidativem Stress untersucht. Dazu wurden HaCaT Zellen mit 

Plakophilin1-DsRed bzw. in Kombination mit GFP-eIF4A1 transfiziert. 24 h nach 

Transfektion wurde oxidativer Stress durch Zugabe von Arsenat bzw. Wasserstoffperoxid 

induziert. Die Plakophilin1-DsRed transfizierten Zellen wurden anschließend mit TIAR-

Antikörper gefärbt. In unbehandelten Zellen lokalisierte exogenes Plakophilin1 desmosomal 

und im Zellkern (Abb. 3.3 A). Nach Stress-Induktion kolokalisierten Plakophilin1-DsRed 

sowohl mit TIAR (Abb. 3.3 B) als auch mit GFP-eIF4A1 (Abb. 3.3 C) in stress granules. Die 

Daten belegen, dass sowohl endogenes als überexprimiertes Plakophilin1 nach oxidativem 

Stress in stress granules rekrutiert wurden.  

Abb. 3.3: 
Überexprimiertes 

Plakophilin1 
kolokalisiert mit 
TIAR und GFP-
eIF4A1 in stress 
granules unter 
oxidativem Stress. 
(A) In  ungestressten  
HaCaT Zellen 

lokalisiert 
Plakophilin1-DsRed 

desmosomal und im 
Zellkern. (B) HaCaT 
Zellen wurden 24 h 
nach Transfektion mit 
Arsenat gestresst 
und mit TIAR gefärbt. 

Exogenes 
Plakophilin1 

lokalisiert in stress 
granules. (C) HaCaT 
Zellen wurden mit 

Plakophilin1-DsRed 
und GFP-eIF4A1 
transfiziert. 24 h nach 
Transfektion wurden 

die Zellen mit Wasserstoffperoxid gestresst.  

Um zu untersuchen, ob die stress granule Lokalisation unter zellulärem Stress eine 

spezifische Eigenschaft für Plakophilin1 ist bzw. auch Plakophilin2 und 3 in diese Strukturen 

rekrutiert werden, wurde deren endogene Lokalisation unter oxidativem Stress in HaCaT 

Zellen untersucht. Die stress granule Bildung wurde durch eine Antikörperfärbung gegen 
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TIAR überprüft. Abb. 3.4 zeigt, dass Plakophilin2 nach Arsenat-Behandlung nicht in TIAR 

positive stress granules rekrutiert wurde. Endogenes Plakophilin3 kolokalisierte mit TIAR in 

stress granules. Diese Ergebnisse wurden von Hofmann und Kollegen bestätigt, die eine 

Lokalisation von Plakophilin1 und 3 nach verschiedenen Stress-Stimuli in stress granules 

beschrieben (Hofmann et al., 2006).                 

 

Abb. 3.4: Plakophilin3 
kolokalisiert mit TIAR in 
stress granules unter 
Stress. HaCaT Zellen 
wurden mit Arsenat 
behandelt und immunhisto-
chemisch mit Antikörpern 
gegen Plakophilin2, 
Plakophilin3 und TIAR 
gefärbt. Endogenes 
Plakophilin3 kolokalisiert mit 
TIAR in stress granules, 
jedoch nicht Plakophilin2. 

3.1.2 Charakterisierung der Interaktion zwischen Plakophilin1 und eIF4A1  

Experimente und 

Bimolekulare Fluoreszenz-Komplementationsanalysen (BiFC) verwendet. 

3.1.2.1    Nachweis der Interaktion im Hefe-Dihybrid System 

eIF4A1 ist, im Vergleich zu den eIF3-Untereinheiten, ein funktionell sehr gut 

charakterisiertes Protein. Daher beschränken sich die nachfolgenden Untersuchungen auf 

eIF4A1. Um auszuschließen, dass  eIF4A1 ein „falsch positiver“ Klon ist, sollte die 

Interaktion zwischen Plakophilin1 und eIF4A1 näher untersucht werden. Zur Verifizierung 

der Interaktion wurden Hefe-Dihybrid Analysen, GST pull-down 

Um die Interaktion zwischen Plakophilin1 und dem möglichen Interaktionspartner 

eIF4A1 zu verifizieren wurden Hefe-Dihybrid Experimente durchgeführt. Gleichzeitig wurde 

untersucht ob die Interaktion spezifisch für Plakophilin1 ist oder ob auch die verwandten 

Proteine, Plakophilin2 und 3,  mit eIF4A1 interagieren können. Um die Interaktion der 

Plakophiline genauer einzugrenzen wurden pGBKT7-Fusionsplasmide generiert, welche für 
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te nicht für die N- und C-terminalen Fragmente von Plakophilin2 und 3 detektiert 

werden.  

transformiert.  Alle Zellen wurden auf 
splattiert. Die Interaktionen wurden durch 

3.1.2.2    Nachweis der Interaktion mittels GST pull-down     

die „Kopf“- und Armadillo-repeat Domäne des jeweiligen Plakophilins kodieren (Abb. 3.5 

A). Alle Köderkonstrukte, in diesem Fall die Plakophilin-Fragmente, wurden auf 

Autoaktivierung im YRG2 Hefestamm überprüft. In Abb. 3.5 B ist zu sehen, dass  keines der 

untersuchten Fragmente eine transaktivierende Funktion zeigte. Für eIF4A1 wurde ein 

Fusionsprotein mit dem gesamten kodierenden Bereich von eIF4A1 und der GAL4-

Transkriptions-Aktivierungsdomäne generiert. Die verschiedenen Plakophilin-Fragmente 

wurden mit eIF4A1 in den Hefestamm YRG2 kotransformiert und auf Selektionsplatten ohne 

Tryptophan und Leucin (-WL) ausplattiert. Eine Selektion auf Proteininteraktion erfolgte auf 

Reporterplatten (-WLH). Abb. 3.5 C zeigt, dass Plakophilin1 mit eIF4A1 im Hefe-Dihybrid 

System interagierte. Diese Interaktion war spezifisch für die Plakophilin1 „Kopf“-Domäne 

und konn

Abb. 3.5: Hefe-Dihybrid Analysen der Plakophiline mit eIF4A1. (A) Schematische Darstellung der 
Plakophilin-Konstrukte. (B) YRG2 Hefezellen wurden mit den entsprechenden Plakophilin-Fragmenten 
in pGBKT7 transformiert. Anschließend erfolgte die Selektion auf Platten ohne Tryptophan (-W) als 
auch auf Platten ohne Tryptophan und Histidin (-WH). Keines der untersuchten Fragmente zeigte eine 
autonome Aktivierung des His 3 Reportergens. (C) YRG2 Hefezellen wurden mit den Plakophilin-
Fragmenten in pGBKT7 und eIF4A1 in pGADT7 ko
Selektionsplatten ohne Tryptophan und Leucin (-WL) au
Selektion auf Histidin-Auxotrophie (-WLH) nachgewiesen.  

Um die Interaktion zwischen Plakophilin1 und eIF4A1 in einem unabhängigen System 

zu bestätigen, wurden GST pull-down Experimente durchgeführt. Dazu wurde eIF4A1 als 

GST-(Glutathion-S-Transferase) Fusionsprotein und als Kontrolle GST im E. coli-Stamm 

BL21 (DE3) exprimiert und an Glutathion-Sepharose immobilisiert. Anschließend wurde die 

GST- und eIF4A1-GST-Sepharose mit rekombinant aufgereinigtem Plakophilin1 für 2 h 
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ung von op ilin1 n GS  und die G utathi n-Sepharose 

äzipitiert (Abb. 3.6 B). Diese 

Daten zeigen, dass eIF4A1 direkt mit Plakophilin1 interagiert.  

t. Als Ladekontrolle wurde 20% aufgereinigtes 
(B) edingter Interaktionen wurde der GST pull-down in 

egenwart von 10 µg/ml RNase A durchgeführt.   

 

inkubiert. Um unspezifische Bindungen von Plakophilin1 an die Glutathion-Sepharose 

auszuschließen, wurde Glutathion-Sepharose mit Plakophilin1 inkubiert. Die 

Proteinkomplexe wurden mit SDS-Probenpuffer eluiert und mittels Western Blot analysiert. 

Wie aus Abb. 3.6 A ersichtlich ist, präzipitiert Plakophilin1 mit eIF4A1. Da in den Kontrollen 

kein Plakophilin1 weder mit GST, noch mit der Glutathion-Sepharose detektiert wurde, kann 

eine unspezifische Bind  Plak h a T  l o

ausgeschlossen werden.              

 Um auszuschließen, dass die Proteine indirekt über Bindung an eine gemeinsame 

RNA interagieren, wurde zusätzlich ein RNase Verdau durchgeführt. In Gegenwart von 

RNase A wurde eine vergleichbare Menge an Plakophilin1 pr

Abb. 3.6: Nachweis der Interaktion zwischen Plakophilin1 und eIF4A1 mittels GST pull-down. 
(A) Im E. coli-Stamm BL21 (DE3) exprimiertes GST-eIF4A1 und GST wurde an Glutathion-Sepharose 
gekoppelt und zur Sedimentation von rekombinant hergestellten und aufgereinigten Plakophilin1 
verwendet. Präzipitiertes Plakophilin1 wurde mittels Antikörperfärbung gegen den His-Tag 
nachgewiesen. Zur Kontrolle von unspezifischen Bindungen an die Glutathion-Sepharose wurde 
Plakophilin1 mit Glutathion-Sepharose inkubier
Plakophilin1 eingesetzt.  Zur Vermeidung RNA-b
G
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3.1.2.3    Nachweis der Assoziation zwischen Plakophilin1 und eIF4A1 mittels 

Bimolekularer Fluoreszenz-Komplementationsanalyse (BiFC) 

Wie in den Abschnitten 3.1.2.1 und 3.1.2.2 beschrieben, konnten durch 2 unabhängige 

Testsysteme die Interaktion zwischen Plakophilin1 und eIF4A1 in vitro gezeigt werden. Um 

zu untersuchen, ob diese auch in vivo möglich ist, wurde die Bimolekulare Fluoreszenz-

Komplementationsanalyse (BiFC) verwendet. Grundlage des BiFC-Prinzip ist das EYFP 

(Enhanced Yellow Fluorescent Protein), welches in zwei Teilfragmente (YFP1 und YFP2) 

separiert wurde (Hu et al., 2002; Hu and Kerppola, 2003). Die N-terminale Hälfte des EYFP 

(YFP1) wurde mit verschiedenen Plakophilin1 Fragmenten und der C-Terminus (YFP2) mit 

eIF4A1 fusioniert. Assoziieren die Proteine miteinander, können die beiden YFP-Hälften in 

die notwendige räumliche Nähe kommen (wenn die Fusion in der „richtigen“ Orientierung 

vorliegt). Der aktive Fluorophor kann sich ausbilden und als YFP-Signal detektiert werden. 

Eine schematische Darstellung dieses Systems ist in Abb. 3.7 A gezeigt. Zusätzlich enthielten 

die Plakophilin1-Konstrukte einen Flag-Tag (YFP1-Flag-PKP1) und das eIF4A1-Konstrukt 

einen HA-Tag (YFP2-HA-eIF4A1), wodurch mittels Antikörperfärbung die 

Transfektionseffizienz überprüft wurde. Alle Plakophilin1-Konstrukte wurden in 

Kombination mit eIF4A1 in HeLa Zellen transfiziert. Nach 24 h wurden die Zellen fixiert und 

mit Antikörpern gegen das Flag- und HA-Tag gefärbt sowie das YFP-Signal detektiert.         

In Abb. 3.7 B ist zu sehen, dass für eIF4A1 + Plakophilin1 „Kopf“-Domäne und eIF4A1 + 

Plakophilin1 Wildtyp (wt) ein zytoplasmatisches YFP-Signal beobachtet wurde, jedoch nicht 

für die Plakophilin1 Armadillo-repeat Domäne. Antikörperfärbungen gegen das Flag- und 

HA-Tag verdeutlichen, dass sowohl YFP1-Flag-PKP1 repeats als auch YFP2-HA-eIF4A1 

überexprimiert wurden. Diese Daten zeigen, dass sowohl Plakophilin1 „Kopf“ als auch 

Plakophilin1 wt mit eIF4A1 in vivo assoziieren. In Übereinstimmung mit den Hefe-

Dihybriddaten wurde mittels BiFC-Analyse keine bzw. nur eine schwache Assoziation 

zwischen der Plakophilin1 Armadillo-repeat Domäne und eIF4A1 detektiert. Um Hinweise 

über die Interaktionsstärke zu erhalten, wurde die YFP-Fluoreszenzintensität mittels FACS-

Analyse quantifiziert. Für Plakophilin1 „Kopf“ wurde eine 4-fach höhere und für 

Plakophilin1 wt eine 3-fach höhere mittlere Fluoreszenzintensität im Vergleich zur 

Plakophilin1 Armadillo-repeat Domäne gemessen (Abb. 3.7 C). Die BiFC-Daten bestätigen,  
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dass die Interaktion zwischen eIF4A1 und Plakophilin1 über die „Kopf“-Domäne vermittelt 

wird.  

Abb. 3.7: Nachweis der Assoziation zwischen Plakophilin1 und eIF4A1 in vivo mittels BiFC. (A) 
Schematische Darstellung des BiFC-Prinzip. (B) HeLa Zellen wurden mit den YFP1-Flag-Plakophilin1 
Fragmenten und YFP2-HA-eIF4A1 transfiziert. 24 h nach Transfektion wurden die Zellen fixiert und 
mit Antikörpern gegen das Flag- und HA-Tag gefärbt. Plakophilin1 „Kopf“ und wt assoziieren mit 
eIF4A1 in vivo. (C) Quantifizierung der YFP-Fluoreszenzintensität von jeweils 20000 Zellen mittels 
FACS-Analyse. Fehlerbalken bezeichnen Standardabweichung aus mind. 3 unabhängigen 
Experimenten. **, p ≥ 0.005; ***, p ≥ 0.0005. 

Da Plakophilin1 direkt mit eIF4A1 interagierte und beide Proteine in stress granules 

lokalisierten, stellte sich die Frage, ob eine Assoziation zwischen Plakophilin1 und eIF4A1 in 

stress granules beobachtet werden kann. Um dieses zu untersuchen, wurde die Lokalisation 

des YFP-Signals nach Stressinduktion verfolgt. HeLa Zellen wurden wie beschrieben 

transfiziert und nach 24 h wurde Stress durch Zugabe von Arsenat appliziert. Die 

Überexpression und Lokalisation der einzelnen Proteine wurde mittels Antikörperfärbung 

gegen den Flag- und HA-Tag und die stress granule Bildung mittels Antikörperfärbung gegen 

TIAR überprüft. In Abb. 3.8 A ist zu sehen, dass alle Plakophilin1-Konstrukte und eIF4A1 in 

zytoplasmatische granulären Strukturen lokalisierten. In Übereinstimmung mit den zuvor 
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gezeigten Daten wurde ebenso nach Stressinduktion ein positives YFP-Signal für eIF4A1 + 

Plakophilin1 „Kopf“ und eIF4A1 + Plakophilin1 wt in stress granules detektiert (Abb. 3.8 A 

und B).  

Abb. 3.8: Assoziation von Plakophilin1 und eIF4A1 in stress granules. HeLa Zellen wurden mit 
den entsprechenden YFP1-Flag-Plakophilin1 Konstrukten und YFP2-HA-eIF4A1 kotransfiziert und 
nach 24 h mit Arsenat behandelt. (A) Die Flag- und HA-Tag Färbungen zeigen eine Lokalisation von 
Plakophilin1 und eIF4A1 in zytoplasmatischen granulären Strukturen. In diesen Strukturen wurde ein 
BiFC-Signal für Plakophilin1 „Kopf“ und wt detektiert. (B) Plakophilin1 „Kopf“ und wt assoziieren mit 
eIF4A1 in TIAR-positiven stress granules. 

3.1.3 Plakophilin1 und eIF4A1 haben keinen Einfluss auf die stress granule 

Bildung 

Aus den zuvor dargestellten Daten geht hervor, dass Plakophilin1 direkt mit eIF4A1 

interagierte und beide Proteine in stress granules assoziierten. Daraus lassen sich 

verschiedene mögliche Funktionen für Plakophilin1 ableiten. Zum einen könnte Plakophilin1 

als Gerüstprotein an der stress granule Bildung beteiligt sein und zum anderen könnte es, 

vermutlich über eIF4A1, Funktionen bei der Regulation der Translation ausüben. Um die 

erste Frage zu klären wurde untersucht, ob der Knockdown von Plakophilin1 bzw. von 

eIF4A1 einen Einfluss auf die stress granule Bildung und Lokalisation von eIF4A1 bzw. 

Plakophilin1 unter zellulärem Stress haben.            

Um putative Funktionen von Plakophilin1 zu untersuchen, wurde der Knockdown für 

Plakophilin1 und eIF4A1 etabliert. HaCaT Zellen wurden mit Plakophilin1- und eIF4A1-
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spezifischen siRNAs und Kontroll-siRNAs mittels Elektroporation transfiziert. 48 h nach 

Transfektion wurde die Menge an mRNA für Plakophilin1 im Vergleich zu den verwandten 

Proteinen Plakophilin2 und 3 und ebenso die Menge an eIF4A1 mRNA im Vergleich zu 

eIF4A2 und 3 mittels qRT-PCR quantifiziert. Die Reduktion der Proteinmenge wurde mittels 

Western Blot untersucht. Abb. 3.9 A zeigt eine Reduktion der Plakophilin1 mRNA auf ca. 

15%. Diese Reduktion korrelierte mit einer schwachen Induktion der Plakophilin2 mRNA, 

wobei der mRNA-Level für Plakophilin3 unbeeinflusst war. Auf Proteinebene wurde nach 

Knockdown von Plakophilin1 eine starke Reduktion der Plakophilin1 Proteinmenge 

beobachtet, wobei hier kein Effekt für Plakophilin2 und 3 detektiert wurde (Abb. 3.9 C). 

Demzufolge könnte es sich bei der gesteigerten mRNA Menge für Plakophilin2 nach  

Knockdown von Plakophilin1 auch um einen Artefakt handeln, da sich dieser Effekt nicht auf 

Proteinebene wiederspiegelte und der Knockdown von Plakophilin2 keinen Effekt auf die 

Plakophilin1 mRNA zeigte (Abb. 3.12 A). Der siRNA-vermittelte Knockdown von eIF4A1 

resultierte nach 48 h in einer Reduktion der eIF4A1 mRNA auf ca. 15%, welcher mit einer 

leichten Steigerung der mRNA-Menge für die homologe Isoform eIF4A2 korrelierte (Abb. 

3.9 B). Der mRNA-Level für eIF4A3 blieb unbeeinflusst. Die Reduktion der Proteinmenge 

von eIF4A1 wurde im Western Blot überprüft (Abb. 3.10 C). 

Abb. 3.9: Reduktion der mRNA- und Proteinmenge nach Knockdown von Plakophilin1 und 
eIF4A1 in HaCaT Zellen. HaCaT Zellen wurden mit Plakophilin1-spezifischen, eIF4A1-spezifischen 
und Kontroll-siRNAs transfiziert und nach 48 h auf mRNA- und Proteinebene quantifiziert. (A) 
Quantifizierung der mRNA-Mengen für Plakophilin1, 2 und 3 nach Knockdown von Plakophilin1. Die 
mRNA-Menge der Kontroll-siRNA wurde als 100% definiert (in Diagramm nicht gezeigt) und die 
relativen mRNA-Level für Plakophilin1, 2 und 3 dazu ins Verhältnis gesetzt. Die cDNA-Menge wurde 
auf Cyclophilin A und RPLP0 normalisiert. (B) Quantifizierung der mRNA-Mengen für eIF4A1, 2 und 3 
nach Knockdown von eIF4A1. Die Normalisierung erfolgte wie unter (A) beschrieben. 
Standardabweichungen repräsentieren 3 unabhängige Experimente. (C) Western Blot Analyse nach 
Knockdown von eIF4A1 und Plakophilin1 gegen Vinculin (Ladekontrolle), eIF4A1, Plakophilin1, 2 und 
3.   
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Um zu untersuchen, ob die verminderte Expression von Plakophilin1 einen Einfluss 

auf die Lokalisation von eIF4A1 bzw. der Knockdown von eIF4A1 einen Einfluss auf die 

Lokalisation von Plakophilin1 in stress granules hat, wurden HaCaT Zellen mit  

Plakophilin1-, eIF4A1- und Kontroll-siRNAs transfiziert und nach 48 h mit Arsenat 

behandelt. Anschließend wurden die Zellen fixiert und mit Antikörpern gegen eIF4A1 und 

Plakophilin1 gefärbt. Die mikroskopischen Analysen, dargestellt in Abb. 3.10 A, zeigen, dass 

nach Knockdown von eIF4A1, endogenes Plakophilin1 in stress granules lokalisiert und 

ebenso endogenes eIF4A1 nach Knockdown von Plakophilin1. Das bedeutet, dass 

Plakophilin1 unter Stress nicht essentiell ist als „Scaffold“-Protein. Desweiteren wird die 

Rekrutierung von Plakophilin1 in stress granules unter oxidativem Stress nicht alleine über 

eIF4A1 vermittelt. Um zu bestätigen, dass eIF4A1 und Plakophilin1 keinen Einfluss auf die 

stress granule Bildung haben, wurden die Plakophilin1- und eIF4A1-siRNA transfizierten 

Zellen mit anti-TIAR gefärbt. Abb. 3.10 B zeigt, dass sowohl nach Reduktion von eIF4A1, 

als auch von Plakophilin1 TIAR-positive stress granules detektiert werden konnten. Somit 

scheint eine verringerte eIF4A1-Expression und auch eine Reduktion von Plakophilin1 keinen 

ersichtlichen Einfluss auf die Formation von stress granules auszuüben.     
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Abb. 3.10: Knockdown von Plakophilin1 und eIF4A1 haben keinen Einfluss auf die Formation 
von stress granules. (A, B) HaCaT Zellen wurden mit Plakophilin1 und eIF4A1 spezifischen und 
Kontroll-siRNAs transfiziert. 48 h nach Transfektion wurde oxidativer Stress durch Zugabe von 
Arsenat für 1 h appliziert. Die Zellen wurden mit Antikörpern gegen eIF4A1, Plakophilin1 und TIAR 
gefärbt.  

3.1.4 Funktionen von Plakophilin1 und eIF4A1 bei der Kontrolle der 

Translation in vivo 

Da Plakophilin1 als direkter Interaktionspartner von eIF4A1 identifiziert wurde (siehe 

3.1.2), jedoch diese Proteine keine essentielle Funktion in der stress granule Bildung hatten, 

wurde im folgendem die Funktionen von Plakophilin1 und eIF4A1 in der Regulation der 

Translation analysiert. Dazu wurde untersucht, wie die Expression von eIF4A1 und 

Plakophilin1 die Proteinsynthese in der Zelle beeinflusst.    

3.1.4.1    Knockdown von Plakophilin1, Plakophilin3 und eIF4A1 inhibieren die 

Proteinsynthese 

 Um zu untersuchen, ob die Reduktion von Plakophilin1 und eIF4A1 mittels siRNAs 

die globale Proteinsynthese in vivo beeinflussen, wurden (35S)-Methionin-

Markierungsexperimente durchgeführt. HaCaT Zellen wurden mit Plakophilin1-, eIF4A1- 

und einer Kontroll-siRNA transfiziert. Nach 48 h wurden die Zellen für 15 min mit Medium 

ohne Methionin inkubiert und anschließend für 1 h mit (35S)-Methionin (50 µCi/ml) markiert. 

Die Proteinlysate wurden mittels SDS-PAGE aufgetrennt und durch Autoradiographie 

analysiert. Um auszuschließen, dass die beobachteten Effekte aus 

Konzentrationsunterschieden zwischen den einzelnen Lysat-Proben resultierten, wurde das 

SDS-Gel mit Coomassie angefärbt. Abb. 3.11 A zeigt, dass sowohl nach Knockdown von 

Plakophilin1 als auch von eIF4A1 die globale Proteinsynthese im Vergleich zur Kontrolle 

reduziert war. Dieser Effekt beruhte nicht auf Proteinkonzentrationsunterschieden der 

aufgetragenen Proben, was durch die Coomassie-Färbung bestätigt wurde. Die 

Quantifizierung der Bandenintensitäten der Autoradiographie, normalisiert auf die totale 

Proteinmenge (Coomassie-Färbung), zeigte, dass die  Proteinsyntheserate nach Knockdown 

von Plakophilin1 und eIF4A1 signifikant auf ca. 70%  reduziert war (Abb. 3.11 B). Diese 

Reduktion konnte zusätzlich mittels Szintillationsmessung bestätigt werden (Daten nicht 

gezeigt). Diese Daten korrelierten mit denen von Mazroui und Kollegen, welche in HeLa 

Zellen eine Inhibierung der zellulären Translation um 40% nach Reduktion der endogenen 
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eIF4A1-Menge mittels (35S)-Methionin-Markierung beschrieben (Mazroui et al., 2006).    

 Um auszuschließen, dass es sich bei der Reduktion der Proteinsynthese nach 

Plakophilin1 Knockdown um einen Transkriptionseffekt handelt, wurde das Experiment unter 

Inhibierung der Polymerase II-vermittelten Transkription wiederholt. Auch mit Aktinomycin 

D konnte eine ähnliche signifikante Reduktion der Proteinsyntheserate auf ca. 70% für 

Plakophilin1 und eIF4A1 Knockdown beobachtet werden (Abb. 3.11 C und D). Dies bedeutet, 

dass der Effekt nicht auf eine putative nukleäre Funktion von Plakophilin1 zurückzuführen 

ist, sondern auf Translationsebene beruht.   

Abb. 3.11: Knockdown von Plakophilin1 und eIF4A1 inhibieren die Proteinsynthese. (A) HaCaT 
Zellen wurden mit spezifischen-Plakophilin1-, eIF4A1- und Kontroll-siRNAs transfiziert. 48 h nach 
Transfektion wurden die Zellen für 15 min mit Medium ohne Methionin inkubiert und für 1 h mit (35S)-
Methionin markiert. Die Quantifizierung der neu synthetisierten Proteine erfolgte mittels 
Autoradiographie. (B) Densitometrische Auswertung der Autoradiogramme im Vergleich zur 
Gesamtproteinmenge (Coomassie-Färbung). (C und D) Inhibierung der Transkription durch 
Aktinomycin D zeigte keinen Effekt auf die reduzierte Proteinmenge nach Knockdown von 
Plakophilin1 und eIF4A1.  HaCaT Zellen wurden wie in (A) beschrieben transfiziert, jedoch wurde 
zusätzlich 15 min vor der (35S)-Methionin-Markierung die Polymerase II-Transkription inhibiert. Die 
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Auswertung und Quantifizierung der (35S)-Methionin markierten Proteine erfolgte wie oben 
beschrieben. K = Kontrolle, PKP = Plakophilin. Fehlerbalken bezeichnen Standardabweichung aus 3 
unabhängigen Experimenten. ***, p ≥ 0.0005. 

 Desweitern wurde untersucht, ob die verwandten Proteine Plakophilin2 und 3 auch 

einen Einfluss auf die Translation haben. Um dieses zu analysieren wurde der Knockdown 

von Plakophilin2 und 3 in HeLa Zellen etabliert, da diese Zellen eine hohe Expression von 

Plakophilin2 und 3 zeigten. Dazu wurden HeLa Zellen mit Plakophilin2 und 3 spezifischen 

und Kontroll-siRNAs mit Lipofectamine 2000 transfiziert. Die Plakophilin2 und 3 mRNA-

Menge wurde mittels qRT-PCR und die Proteinmenge mittels Western Blot Analyse 48 h 

nach Transfektion quantifiziert. Spezifische siRNAs für Plakophilin2 und 3 zeigten eine 

signifikante Reduktion der Menge an endogener Plakophilin2 und 3 mRNA und endogenem 

Protein, ohne Effekt auf die verwandten Proteine (Abb. 3.12 A-C).  

 

Abb. 3.12: Knockdown von Plakophilin3 und eIF4A1 inhibieren die Proteinsynthese. (A, B, C) 
HeLa Zellen wurden mit Plakophilin2 und 3 spezifischen und Kontroll-siRNA transfiziert. Nach 48 h 
wurde die Menge an endogener Plakophilin1, 2 und 3 mRNA und endogenem Plakophilin2 und 3 
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Protein analysiert. (A, B) Quantifizierung der mRNA-Mengen für Plakophilin1, 2 und 3 nach 
Knockdown von Plakophilin2 (A) und 3 (B). Die mRNA-Menge der Kontroll-siRNA wurde als 100% 
definiert (in Diagramm nicht gezeigt) und die relativen mRNA-Level für Plakophilin1, 2 und 3 dazu ins 
Verhältnis gesetzt. Cyclophilin A und RPLP0 dienten der Normalisierung. Standardabweichungen 
repräsentieren 3 unabhängige Experimente. (C) Western Blot Analyse nach Knockdown von 
Plakophilin2 und 3 gegen Vinculin (Ladekontrolle), Plakophilin2 und 3. (D, E) HeLa Zellen wurden mit 
Plakophilin2, 3 und eIF4A1 spezifischen sowie Kontroll-siRNAs transfiziert. 48 h nach Transfektion 
wurden die Zellen mit (35S)-Methionin markiert. Die Proteine wurden elektrophoretisch aufgetrennt und 
mittels Autoradiographie analysiert und quantifiziert. K = Kontrolle, PKP = Plakophilin. Fehlerbalken 
bezeichnen Standardabweichung aus 3 unabhängigen Experimenten. **, p ≥ 0.005; ***, p ≥ 0.0005. 

 Mittels (35S)-Methionin-Markierungsexperimenten konnte in HeLa Zellen gezeigt 

werden, dass der Knockdown von Plakophilin2 keinen Effekt und der Knockdown von 

Plakophilin3 nur einen geringen inhibierenden Einfluss auf die Proteinsynthese hatten (Abb. 

3.12 D und E). Nach Knockdown von eIF4A1 konnte eine Reduktion der Translation auf ca. 

60% beobachtet werden. Somit scheint die Reduktion der Proteinsyntheserate ein spezifischer 

Effekt für den Knockdown von Plakophilin1 und eIF4A1 zu sein, welcher nicht für 

Plakophilin2 bzw. nur in einem geringem Maß für Plakophilin3 detektiert wurde. 

3.1.4.2    Überexpression von Plakophilin1 und eIF4A1 stimulieren die Proteinsynthese  

 Um die Spezifität des Knockdown-Effektes von Plakophilin1 und eIF4A1 auf die 

Translation zu validieren, wurde untersucht ob die Überexpression von Plakophilin1 und 

eIF4A1 einen komplementären Effekt auf die Proteinsynthese haben. Für diese Experimente 

wurden HEK 293 Zellen verwendet, da diese eine sehr hohe Transfektionseffizienz zeigen, 

während HaCaT Zellen, die für den Knockdown verwendet wurden, sich nur schlecht mit 

Plasmiden transfizieren lassen. HEK 293 Zellen wurden mit YFP1-Plakophilin1 Konstrukten, 

YFP2-eIF4A1 und den Kontroll-Plasmiden, YFP1-C und YFP2-C, transfiziert. 48 h nach 

Transfektion wurden die Zellen mit (35S)-Methionin markiert. Plakophilin1 erhöhte die 

Translation um ca. 40% und eIF4A1 um ca. 50% (Abb. 3.13 A). Die Überexpression von 

Plakophilin1 und eIF4A1 wurde mittels Western Blot kontrolliert. Um diese Daten in einem 

zusätzlichen Zellsystem zu bestätigen wurde Plakophilin1 in HeLa Zellen für 48 h 

überexprimiert und auch hier konnte eine signifikante Erhöhung der Proteinsynthese um ca. 

50% beobachtet werden (Abb. 3.13 B).        

 Die bisherigen Ergebnisse zeigen, dass Plakophilin1 und eIF4A1 miteinander 

interagieren und dass Plakophilin1 ebenso wie eIF4A1 die Proteinsynthese stimuliert. Daher 

stellte sich die Frage, ob der Effekt von Plakophilin1 auf die Translation von eIF4A1 abhängt 
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oder ob Plakophilin1 die Translation unabhängig von eIF4A1 stimulieren kann. Um diese 

Frage zu beantworten, wurden Kotransfektionsexperimente nach Knockdown von eIF4A1 und 

gleichzeitiger Überexpression von Plakophilin1 mittels (35S)-Methionin-Markierung 

analysiert. HeLa Zellen wurden mit eIF4A1-siRNA, eIF4A1-siRNA in Kombination mit 

YFP1-Plakophilin1  und einer Kontroll-siRNA transfiziert. Nach 48 h wurden die Zellen mit 

(35S)-Methionin markiert und die neu synthetisierten Proteinmengen mittels Autoradiographie 

quantifiziert. Abb. 3.13 C zeigt, dass die Inhibierung der Translation nach Knockdown von 

eIF4A1 nicht durch exogenes Plakophilin1 aufgehoben wurde. Demnach könnte man 

vermuten, dass Plakophilin1 über eIF4A1 die Translation stimuliert. Jedoch ist hierbei zu 

bedenken, dass eIF4A1 eine essentielle Komponente des Translationsinitiationskomplexes ist 

und der Verlust dieses Faktors die Translation stark inhibiert und demzufolge Plakophilin1 

auch unabhängig von eIF4A1 vermutlich keinen translationsstimulierenden Effekt zeigen 

würde. Demzufolge kann aufgrund dieses Experimentes nicht entschieden werden, ob 

Plakophilin1 die Translation über eIF4A1 oder über den eIF3-Komplex stimuliert.  

 Um zu untersuchen, inwieweit eIF4A1 die Plakophilin1 vermittelte Translation 

beeinflusst, wurde die Proteinsynthese nach Knockdown von Plakophilin1 und gleichzeitiger 

Überexpression von eIF4A1 mittels (35S)-Methionin-Markierung untersucht. Aufgrund der 

geringen endogenen Expression von Plakophilin1 in HeLa und HEK 293 Zellen, konnten der 

Knockdown von Plakophilin1 und die Überexpression von eIF4A1 nur in HaCaT Zellen 

durchgeführt werden. Da die Überexpression von Proteinen in HaCaT Zellen problematisch 

war und die sehr schlechte Transfektionseffizienz auch nicht mit verschiedenen 

Transfektionsreagenzien optimiert werden konnte, konnte dieser Versuch nicht ausgewertet 

werden.  
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Abb. 3.13: Überexpression von Plakophilin1 und eIF4A1 stimulieren die Proteinsynthese. (A) 
HEK 293 Zellen wurden mit YFP1-Plakophilin1-C; YFP1-Plakaphilin 1-N; YFP2-eIF4A1-C und den 
entsprechenden Leervektoren, YFP1-C und YFP2-C, transfiziert. 48 h nach Transfektion wurden die 
Zellen mit (35S)-Methionin markiert. Die Proteine wurden elektrophoretisch aufgetrennt und mittels 
Autoradiographie analysiert und quantifiziert. Die Überexpression von Plakophilin1 und eIF4A1 wurde 
mittels Western Blot kontrolliert. (B) HeLa Zellen wurden mit YFP1-Plakophilin1-C und YFP1-C 
transfiziert. Nach 48 h wurde die globale Proteinsynthese mittels (35S)-Methionin-Markierung 
analysiert. (C) Die Inhibierung der Translation nach Knockdown von eIF4A1 konnte nicht durch 
exogenes Plakophilin1 aufgehoben werden. HeLa Zellen wurden mit Kontroll-siRNA, eIF4A1-siRNA 
und eIF4A1-siRNA in Kombination mit YFP1-Plakophilin1 transfiziert. Nach 48 h wurden die Zellen mit 
(35S)-Methionin markiert und die neu synthetisierten Proteine mittels Autoradiographie analysiert und 
quantifiziert. Fehlerbalken bezeichnen Standardabweichung aus 3 unabhängigen Experimenten. ***, p 
≥ 0.0005. 
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3.1.4.3    Plakophilin1, Plakophilin3 und eIF4A1 stimulieren die Translation  

Um zu überprüfen, ob Plakophilin1 die Translation direkt bzw. indirekt über eine 

Stabilisierung der mRNA beeinflusst, wurde das Luziferase-Reporter-System verwendet, 

wobei die  Luziferase-Aktivität auf die Luziferase mRNA normalisiert wurde. Bei einer 

direkten Stimulierung der Translation sollte die Luziferase-Aktivität nach Normalisierung auf 

die Luziferase mRNA erhöht sein. Bei einer indirekte Stimulierung der Translation, über eine 

Stabilisierung der mRNA, sollte die Luziferase-Aktivität im Vergleich zur Kontrolle 

unbeeinflusst bleiben, da sich dieser Effekt nach Normalisierung auf die Luziferase mRNA 

aufhebt. Als Reportergenkonstrukte wurden pcDNA3-FL und pRL-CMV verwendet. 

pcDNA3-FL enthält einen CMV-Promotor, gefolgt von einem 119 Nukleotide langem 5`UTR 

und das Gen für firefly Luziferase. pRL-CMV enthält einen CMV-Promotor, gefolgt von 

einem 207 Nukleotide langem 5´UTR und das Gen für renilla Luziferase. Die 

Reportergenkonstrukte sind in Abb. 3.14 A schematisch dargestellt.   

   HEK 293 Zellen wurden mit Plakophilin1, 2 und 3 als GFP-Fusionsproteine in 

Kombination mit dem firefly und renilla Luziferase-Reporter transfiziert. Als Kontrollen 

wurden GFP-eIF4A1 und eine GFP-eIF4A1-Mutante, welche keine RNA-Helikase Aktivität 

besitzt, verwendet. Nach 48 h wurden sowohl die Luziferase-Aktivitäten als auch die 

Luziferase mRNA quantifiziert. Für Plakophilin1, 3 und eIF4A1 wurde eine signifikante 

Erhöhung sowohl für die firefly Luziferase Aktivität (Abb. 3.14 B) als auch für die renilla 

Luziferase Aktivität (Abb. 3.14 C) detektiert. In Übereinstimmung mit den vorhergehenden 

Ergebnissen konnte für Plakophilin2 kein Effekt auf Translationsebene beobachtet werden. 

Wie bereits von Pause und Kollegen in vitro beschrieben, konnte auch in dieser Arbeit für die 

eIF4A1-Mutante eine Inhibierung der Translation in vivo gezeigt werden (Abb. 3.14 B und C, 

(Pause et al., 1994b)). Die Daten belegen, dass Plakophilin1 und eIF4A1 und zu einem 

geringerem Maß Plakophilin3 die Translation direkt in vivo stimulieren. 
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Abb. 3.14: Überexpression von Plakophilin1, Plakophilin3 und eIF4A1 stimulieren die 
Translation. (A, B) Schematische Darstellung der Reporterkonstrukte. (A) pcDNA3-FL: Dem CMV-
Promotor folgt ein 119 Nukleotide langer 5`UTR (ΔG = −36,25 kcal/mol) und das Reportergen firefly 
Luziferase. (B) pRL-CMV: Dem CMV-Promotor folgt ein 207 Nukleotide langer 5`UTR (ΔG = −48,35 
kcal/mol) und das Reportergen renilla Luziferase. (C, D) HEK 293 Zellen wurden mit Plakophilin1, 2, 
3, eIF4A1 und eIF4A1 R362Q als GFP-Fusionsproteine in Kombination mit firefly und renilla 
Reportern transfiziert. Nach 24 h wurden die Zellen zu gleichen Teilen passagiert und nach weiteren 
24 h die Luziferase-Aktivität sowie die Luziferase mRNA-Menge mittels qRT-PCR bestimmt. Die 
Luziferase-Aktivität wurde auf die Luziferase mRNA normalisiert. Plakophilin1, Plakophilin3 zu einem 
geringeren Maß, und eIF4A1 stimulieren die firefly als auch die renilla Luziferase-Aktivität. eIF4A1 
R362Q reduziert die Luziferase-Aktivität. Plakophilin2 zeigt keinen Effekt auf die Translation. 
Fehlerbalken bezeichnen Standardabweichung aus mind. 3 unabhängigen Experimenten. *, p ≥ 0.05; 
***, p ≥ 0.0005. 

3.1.5 Funktionen von Plakophilin1 und eIF4A1 bei der Kontrolle der 

Translation in vitro 

Zur Bestätigung des stimulierenden Effektes von Plakophilin1 auf die Translation, 

wurde der Einfluss auch in vitro untersucht werden. Hierzu wurde rekombinantes 

Plakophilin1 unter nativen Bedingungen aus E. coli aufgereinigt (siehe 2.5.3.1). Da in 

Vorversuchen festgestellt wurde, dass ein Großteil des Proteins während der sukzessiven 

Reinigungsschritte präzipitierte, wurde nach der Ni-NTA-Agarose Affinitätschromatographie 
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den Elutionsfraktionen 250 mM Arginin zugesetzt, welche anschließend über eine 

Gelfiltrationschromatographie zur Homogenität aufgereinigt wurden. Zur Kontrolle der 

Reinigung wurde das finale Eluat mittels SDS-PAGE analysiert (Abb. 3.15).  

 

Abb. 3.15: Reinigung von Plakophilin1. 
Plakophilin1 wurde im E. coli-Stamm BL21 (DE3) 
pLysS als His-tag-Fusionsprotein synthetisiert und 
über sukzessive Chromatographieschritte an Ni-
NTA-Agarose und Superdex 200 zur Homogenität 
gereinigt. Das SDS-PAGE zeigt folgende 
Fraktionen: 1 input; 2 Marker; 3 Durchlauf Ni-NTA-
Agarose; 4 Elutationsfraktion von Ni-NTA-Agarose; 
5 Aufkonzentrierung nach Ni-NTA-Agarose; 6 
Gelfiltration. Das Molekulargewicht der 
Markerproteine (2) ist links angegeben. 

 

3.1.5.1   Plakophilin1 stimuliert die cap-abhängige Translation in vitro 

Der Einfluss von Plakophilin1 auf die cap-abhängige Translation wurde zusätzlich in 

vitro analysiert. Dazu wurde die m7G-cap-CAT-poly(A) mRNA in Retikulozytenlysaten mit 

verschiedenen Mengen des gereinigten Plakophilin1 in Gegenwart von (35S)-Methionin 

translatiert. Dabei zeigte sich, dass Arginin die Translation inhibiert. Aus diesem Grund 

wurde nicht Wasser sondern Puffer als Kontrolle verwendet. Die Quantifizierung der 

Autoradiogramme zeigte, dass mit steigender Plakophilin1 Konzentration die cap-abhängige 

Translation stimuliert wurde (Abb. 3.16). Diese in vitro Ergebnisse bestätigen, dass 

Plakophilin1 einen stimulierenden Einfluss auf die cap-abhängige Translation hat. 

Abb. 3.16: Stimulierung der cap-abhängigen Translation 
durch Plakophilin1. Als Matrize für die in vitro-Transkription 
diente das mit Hind III linearisierte Plasmid pGEM-CAT. Dieser 
Vektor trägt ein Reportergen für die Chloramphenicol-
Acetyltransferase (CAT). Die Translation der in vitro 
transkribierten m7G-cap-CAT-poly(A) mRNA erfolgte in 
Kaninchen-Retikulozytenlysat mit steigenden Mengen 
rekombinant exprimierten Plakophilin1 für 1 h bei 30°C. Die 
verschiedenen Ansätze wurden elektrophoretisch aufgetrennt 
und mittels Autoradiographie analysiert. Fehlerbalken 
bezeichnen Standardabweichung aus 2 unabhängigen 
Experimenten. **, p ≥ 0.005. 
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3.1.5.2    Einfluss von Plakophilin1 auf die ATPase Aktivität von eIF4A1 

Im Abschnitt 3.1.4 und 3.1.5.1 wurde gezeigt, dass Plakophilin1 die Translation 

stimuliert. Um Hinweise darüber zu erhalten, wie Plakophilin1 die Translation stimulieren 

kann, sollte im folgendem der direkte Einfluss von Plakophilin1 auf die ATPase Aktivität von 

eIF4A1 untersucht werden. Bisher wurde gezeigt, dass die Translationsinitiationsfaktoren 

eIF4B, eIF4F, eIF4G und eIF4H die ATPase Aktivität von eIF4A1 stimulieren (Richter-Cook 

et al., 1998; Grifo et al., 1984; Bi et al., 2000; Korneeva et al., 2005). Um den Einfluss dieser 

Proteine auszuschließen, wurden die Untersuchungen zur ATPase Aktivität mit rekombinant 

hergestelltem gereinigtem eIF4A1 und Plakophilin1 durchgeführt.    

 Für diese Studien wurde rekombinantes eIF4A1 wie beschrieben aus E. coli 

aufgereinigt (Lindqvist et al., 2008b). Die Reinheit des Proteins wurde mittels SDS-PAGE 

analysiert (Abb. 3.17 A). Zur Untersuchung der ATPase Aktivität von eIF4A1 wurden 

Aktivitätsstudien in Kombination mit rekombinanten Plakophilin1 und poly(A) als Substrat 

durchgeführt. Es ist beschrieben, dass in Abwesenheit von mRNAs bzw. poly(A) eIF4A1 

keine bzw. nur eine geringe ATPase Aktivität besitzt und diese am effizientesten durch 

poly(A) stimuliert wurde (Grifo et al., 1984; Korneeva et al., 2005; Richter-Cook et al., 

1998). Die ATPase Aktivität wurde sowohl mit einem kolorimetrischen Test basierend auf 

der Bildung eines grünen Phospho-Molybdat-Malachit Komplexes als auch radioaktiv mit 

markiertem (γ-32P)-ATP analysiert. Da die Ergebnisse grundsätzlich überein stimmten, der 

kolorimetrische Test aber eine höhere Sensitivität zeigte, beschränken sich die gezeigten 

Ergebnisse auf dieses Testsystem. Zu Beginn des Versuches wurde die biologische Aktivität 

des gereinigten eIF4A1 in An- und Abwesenheit von poly(A) überprüft. Poly(A) stimulierte 

die ATPase Aktivität von eIF4A1 um den Faktor 2 bis 2.5 (Daten nicht gezeigt). Diese Daten 

korrelierten mit denen von Richter-Cook und Kollegen, welche eine Stimulation der ATPase 

Aktivität von eIF4A1 um den Faktor 2.3 beschrieben (Richter-Cook et al., 1998). 

Anschließend wurde der Einfluss von Plakophilin1 auf die ATPase Aktivität von eIF4A1 

untersucht. Um den inhibierenden Effekt von Arginin in allen Ansätzen gleich zu halten, 

wurden diese mit einer einheitlichen Arginin-Konzentration versetzt. Abb. 3.17 B zeigt die 

RNA-abhängige ATPase Aktivität von eIF4A1 in Abhängigkeit von unterschiedlichen 

Plakophilin1 Konzentrationen. Dabei wurde festgestellt, dass auch Plakophilin1 allein eine 

ATPase Aktivität besitzt. Um auszuschließen dass die Aktivitätssteigerung von eIF4A1 in 
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Kombination mit Plakophilin1 auf einem additiven Effekt  beruht, wurde die relative ATPase 

Aktivität von eIF4A1 und Plakophilin1 im Vergleich zu eIF4A1 + Plakophilin1 aufgetragen. 

Abb. 3.17 C verdeutlicht, dass Plakophilin1 die ATPase Aktivität von eIF4A1 stimuliert und 

dass es sich hierbei um einen konzentrationsabhängigen Effekt handelt. Auch ohne poly(A) 

konnte eine geringe Erhöhung der ATPase Aktivität für eIF4A1 mit Plakophilin1 detektiert 

werden. Jedoch wurde keine zusätzliche Stimulierung mit steigenden Plakophilin1 

Konzentrationen beobachtet (Daten nicht gezeigt). Diese Ergebnisse verdeutlichen, dass 

neben den bereits bekannten Translationsinitiationsfaktoren auch Plakophilin1 einen Einfluss 

auf die RNA-abhängige ATPase Aktivität von eIF4A1 hat. Der in vitro Test legt nahe, dass 

der Effekt durch die direkte Assoziation hervorgerufen wurde.  

 

Abb. 3.17: Plakophilin1 stimuliert die RNA-abhängige ATPase Aktivität von eIF4A1. (A) 
Proteinaufreinigung von eIF4A1. EIF4A1 wurde im E. coli-Stamm BL21 (DE3) als His-tag-
Fusionsprotein synthetisiert und über sukzessive Chromatographieschritte an Ni-NTA-Agarose und 
MonoQ zur Homogenität gereinigt. Die SDS-PAGE zeigt folgende Fraktionen: 1 input; 2 Marker; 3 
Durchlauf Ni-NTA-Agarose; 4, 5, 6 Elutationsfraktionen von Ni-NTA-Agarose; 7 Elutionsfraktion 
MonoQ; 8 Marker. Das Molekulargewicht der Markerproteine (2, 7) ist rechts angegeben. (B, C) 
Plakophilin1 stimuliert die RNA-abhängige ATPase Aktivität von eIF4A1. Der ATPase Aktivitätstest 
wurde in Gegenwart von 500 µM ATP, 1 µg poly(A), 3 µg eIF4A1 (konstant in allen Experimenten) und 
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unterschiedlichen Konzentration an Plakophilin1 (1 µg, 3 µg und 4 µg) durchgeführt. Alle Messwerte 
wurden in Bezug auf die spontane Hydrolyse von ATP korrigiert. (B) Effekt der ansteigenden 
Konzentrationen von Plakophilin1 auf die RNA-abhängige ATPase Aktivität von eIF4A1. (C) ATPase 
Aktivität von eIF4A1 + Plakophilin1 bezogen auf die Summe der Einzelaktivitäten von eIF4A1 und 
Plakophilin1. ATPase Aktivität von eIF4A1 wurde als 100% definiert. Fehlerbalken bezeichnen 
Standardabweichung aus mind. 3 unabhängigen Experimenten. **, p ≥ 0.005; ***, p ≥ 0.0005. 

3.1.6 Plakophilin1 und eIF4A1 beeinflussen die Proliferation und Zellgröße 

Die Regulation der Translation ist mit der Regulation des Zellwachstums und der 

Zellgröße gekoppelt (Fingar et al., 2002; Zhang et al., 2000). Eine Deregulation der 

Translation ist somit ein wichtiger Mechanismus bei der Tumorentstehung. Es konnte gezeigt 

werden, dass Plakophilin1 die Translation reguliert und außerdem in verschiedenen Tumoren 

hochreguliert war (Cheung et al., 2007; Ji et al., 2007; Villaret et al., 2000). Auf Basis dieser 

Ergebnisse wurde der Einfluss von Plakophilin1 und eIF4A1 auf das Zellwachstum 

untersucht.    Nach Knockdown von Plakophilin1 und eIF4A1 war eine Reduktion der 

Proteinmenge im Zelllysat aufgefallen (Abb. 3.18 A). Um die Reduktion der Proteinmenge 

genauer zu analysieren, wurde der Einfluss auf die Zellzahl nach Knockdown von 

Plakophilin1 und eIF4A1 untersucht. Dazu wurden HaCaT Zellen mit spezifischen 

Plakophilin1-, eIF4A1- und Kontroll-siRNAs transfiziert. Die Quantifizierung der Zellzahl 72 

h und 96 h nach Transfektion bestätigte eine signifikante Reduktion der Zellzahl im Vergleich 

zur Kontrolle (Abb. 3.18 B). Diese Daten legen nahe, dass der Knockdown von Plakophilin1 

und eIF4A1 die Proliferation bzw. Zellviabilität beeinflusst. Um dieses zu untersuchen, wurde 

das Wachstumsverhalten der HaCaT Zellen nach Knockdown von Plakophilin1 und eIF4A1 

im Kristallviolett Assay bestimmt. Abb. 3.18 C zeigt, dass das Zellwachstum 96 h nach 

Knockdown von Plakophilin1 und eIF4A1 im Vergleich zu den Kontroll-siRNA transfizierten 

Zellen reduziert war.  
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Abb. 3.18: Reduktion der Zellzahl und der Zellmasse nach Knockdown von Plakophilin1 und 
eIF4A1. HaCaT Zellen wurden mit spezifischen siRNAs gegen Plakophilin1, eIF4A1 und Kontroll-
siRNAs transfiziert. (A) Nach 48 h konnte eine Reduktion der Proteinmenge für den Knockdown von 
Plakophilin1 und eIF4A1 beobachtet werden. (B, C) Der Einfluss des Knockdowns von Plakophilin1 
und eIF4A1 auf die Zellzahl (B) und Zellmasse (C) wurde nach 24 h, 48 h, 72 h und 96 h analysiert. 
Um Artefakte aufgrund unterschiedlich ausplattierter Zellen auszuschließen, wurden die 24 h Werte 
auf 100% gesetzt. (B) Die Zellzahl wurde in einer Neubauer-Zählkammer nach Anfärben mit 
Trypanblau bestimmt. (C) Die Zellmasse wurde über den Kristallviolett Assay bei einer Absorption von 
550 nm photometrisch bestimmt. Fehlerbalken bezeichnen Standardabweichung aus mind. 3 
unabhängigen Experimenten in Triplikaten. *, p ≥ 0.05; **, p ≥ 0.005; ***, p ≥ 0.0005. 

Die Reduktion der Zellzahl könnte zum einen aus einer verringerten Proliferatiosrate 

oder zum anderen aus einer erhöhten Apoptoserate resultieren. Um dieses zu überprüfen, 

wurden zu verschieden Zeiten (24 h, 48 h, 72 h und 96 h) nach Knockdown von Plakophilin1 

und eIF4A1 die proliferierenden Zellen durch den Einbau des Thymidinanalogs BrdU (5-

Bromo-2'-deoxyuridine) markiert. Mit Hilfe eines Peroxidase-konjugierten BrdU-Antikörpers 

konnte der BrdU-Einbau kolorimetrisch quantifiziert werden. Als Negativ-Kontrolle wurden 

systembedingte Hintergrundwerte (Zellen ohne BrdU-Zugabe) von den Werten der BrdU 

markierten Zellen abgezogen. Um auszuschließen, dass leichte Unterschiede beim Aussäen 

der Zellen das Ergebnis verfälschen, wurde 24 h nach Transfektion die Absorption für alle 

Zellen gleich gesetzt. Abb. 3.19 A zeigt, dass nach Knockdown von Plakophilin1 und eIF4A1 

ein ähnlicher reduzierender Effekt auf die Replikationsrate beobachtet werden konnte, wie 

schon zuvor für die Zellzahl beschrieben wurde. Somit liegt es nahe, dass die Reduktion der 

Zellzahl aus einem Proliferationseffekt resultiert. Um dieses zu bestätigen wurde mittels eines 

Caspase 3/7 Assays die Apoptoserate nach Knockdown von Plakophilin1, eIF4A1 und 

Kontrolle bestimmt. Es konnte gezeigt werden, dass der Knockdown von Plakophilin1 die 

Apoptose leicht reduziert und der Knockdown von eIF4A1 keinen signifikanten bzw. einen 
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geringfügig stimulierenden Einfluss auf die Apoptose hatte (Abb. 3.19 B). Dies zeigt, dass der 

Knockdown von Plakophilin1 nicht über eine Stimulation der Apoptose zu verringerter 

Zellzahl führt sondern über eine Reduktion der Proliferation. 

 

Abb. 3.19: Reduktion der Proliferation nach Knockdown von Plakophilin1 und eIF4A1. HaCaT 
Zellen wurden mit spezifischen Plakophilin1-, eIF4A1- und Kontroll-siRNAs transfiziert. Der Einfluss 
des Knockdowns von Plakophilin1 und eIF4A1 auf die Proliferation (A) und Apoptose (B) wurde nach 
24 h, 48 h, 72 h und 96 h analysiert. Um leichte Unterschiede beim Aussäen der Zellen zu korrigieren, 
wurden für alle Quantifizierungen die 24 h Werte auf eine einheitliche OD bzw. 100% gesetzt. 
Fehlerbalken bezeichnen Standardabweichung aus mind. 3 unabhängigen Experimenten in 
Triplikaten. *, p ≥ 0.05; ***, p ≥ 0.0005. 

Um zu zeigen, dass die Plakophilin1 RNAi-vermittelte Reduktion der Zellzahl und der 

Proliferation spezifisch ist, wurden die Experimente mit einer zweiten Plakophilin1 siRNA 

wiederholt. Auch mit dieser siRNA (PKP1 #2) wurde nach 48 h in HaCaT Zellen eine 

Reduktion der Plakophilin1 Proteinmenge im Vergleich zur Kontrolle detektiert, obwohl die 

bisher verwendete Plakophilin1-siRNA einen stärkeren Effekt zeigte (Abb. 3.20 A). 

Quantifizierung der Proliferation und der Zellzahl nach Knockdown von Plakophilin1 zeigten 

für beide Plakophilin1-siRNAs einen ähnlich starken Effekt (Abb. 3.20 B, C). Diese Daten 

verdeutlichen, dass Plakophilin1 spezifisch die Proliferation und Zellzahl beeinflusst. 
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Abb. 3.20: Reduktion der Zellzahl und Proliferation nach Knockdown von Plakophilin1. HaCaT 
Zellen wurden mit zwei spezifischen siRNAs gegen Plakophilin1 und Kontroll-siRNAs transfiziert. (A) 
Die Knockdown-Effizienz wurde nach 48h mittels Western Blot überprüft. 24 h, 48 h, 72 h und 96 h 
nach Knockdown wurde die Proliferation (B) und Zellzahl (C) analysiert. Die 24 h Werte dienten der 
Normalisierung. Fehlerbalken bezeichnen Standardabweichung aus mind. 3 unabhängigen 
Experimenten in Triplikaten. *, p ≥ 0.05; **, p ≥ 0.005; ***, p ≥ 0.0005. 

Da die Regulation der Translation auch die Zellgröße beeinflusst (Fingar et al., 2002), 

sollte dieses nach Knockdown von Plakophilin1 und eIF4A1 analysiert werden.  HaCaT 

Zellen wurden mit spezifischen siRNAs gegen Plakophilin1, eIF4A1 und Kontroll-siRNA 

transfiziert und nach 96 h gegen E-Cadherin gefärbt. E-Cadherin ist ein Membranprotein in 

Adherens Junctions und diente zur Darstellung der Zellmembran. Immunfluoreszenzstudien 

zeigten, dass sowohl für Plakophilin1- als auch eIF4A1-siRNA transfizierte Zellen eine 

kleinere Zellgröße im Vergleich zur Kontrollpopulation beobachtet werden konnte (Abb. 3.21 

A). Nach Quantifizierung der Zellgröße mit der Software Lucia G/F Version 4.71, wurde nach 

Knockdown von Plakophilin1 und von eIF4A1 eine vergleichbare, statistisch signifikante 
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Reduktion der Zellgröße um ca. 20% detektiert (Abb. 3.21 B). Diese Daten belegen, dass 

Plakophilin1 und eIF4A1 das Zellwachstum regulieren. 

 

Abb. 3.21: Reduktion der Zellgröße nach Knockdown von Plakophilin1 und eIF4A1. (A) HaCaT 
Zellen wurden mit Plakophilin1-, eIF4A1- und Kontroll-siRNAs transfiziert. 96 h nach Transfektion 
wurden die Zellen fixiert und gegen E-Cadherin gefärbt. (B) Quantifizierung der Zellgröße nach 
Knockdown von Plakophilin1 und eIF4A1 im Vergleich zur Kontrollpopulation (n=100). Die Zellgröße 
von Plakophilin1- und eIF4A1-siRNA transfizierten Zellen ist statistisch signifikant reduziert. K = 
Kontrolle, PKP1 = Plakophilin1. Fehlerbalken bezeichnen Standardabweichung aus mind. 3 
unabhängigen Transfektionen. ***, p ≥ 0.0005. 

Zusammenfassend konnte gezeigt werden, dass Plakophilin1 und eIF4A1 die 

Translation beeinflussen und daraus resultierend, die Proliferation und Zellgröße regulieren. 

Der Einfluss von Plakophilin1 auf die Translation wird vermutlich über eIF4A1 reguliert, da 

Plakophilin1 die enzymatische Aktivität von eIF4A1 stimulierte. 
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3.2 Funktion des p0071 im Zytoplasma 

Im zweiten Teil der Arbeit wurde die zytoplasmatische Funktion des p0071 

charakterisiert. Basis für die im Folgenden beschriebenen Untersuchungen waren folgende 

Beobachtungen: (1) p0071 lokalisierte in der Zytokinese am Zentralkörper. (2) Die 

Überexpression von p0071 induzierte einen Mitosedefekt und führte zu Mehrkernigkeit. 

3.2.1 Lokalisation von p0071 in der Mitose 

Aufgrund erster Beobachtungen zu einer Mitose-spezifischen Lokalisation von p0071 

wurde zunächst die subzelluläre Lokalisation während der verschiedenen Mitosestadien 

analysiert. MCF-7 Zellen wurden auf Deckgläschen ausgesät und nach 24 h mit Antikörpern 

gegen p0071 und α-Tubulin gefärbt. Dabei zeigte sich, dass p0071 mit α-Tubulin an den 

Zentrosomen in der Interphase und den Spindelpolen während der Metaphase kolokalisierten. 

In der Anaphase, während der Chromosomen Trennung, wurde p0071 zum zentralen 

Mikrotubulibündel rekrutiert und akkumulierte am Zentralkörper während der Zytokinese 

(Abb. 3.22).  

 

Abb. 3.22: Lokalisation 
von endogenem p0071 
in der Mitose und 
Zytokinese. (A) MCF-7 
Zellen wurden mit 
Antikörpern gegen p0071 
und α-Tubulin gefärbt. In 
der Interphase und 
Metaphase lokalisiert 
p0071 vorwiegend an der 
Membran und 
kolokalisiert mit α-Tubulin 
an den Zentrosomen und 
Spindelpolen (siehe 
Pfeile). In der Anaphase 
lokalisiert p0071 an der 
Teilungsfurche und 
akkumuliert am 
Zentralkörper während 
der Zytokinese (siehe 
Pfeilspitze).  
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Zur Bestätigung der spezifischen Lokalisation von endogenem p0071 an den 

Zentrosomen, Spindelpolen und Zentralkörper während der Zellteilung wurde zusätzlich die 

subzelluläre Verteilung von überexprimierten p0071-DsRed in MCF-7 Zellen untersucht. Hier 

wurde ebenfalls eine Kolokalisation von p0071-DsRed mit α-Tubulin an den Zentrosomen 

und an den Spindelpolen beobachtet (Wolf et al., 2006). Die Zentrosomen und die zentrale 

Spindel sind wichtige Kontrollpunkte in der Zytokinese, und für viele Proteine, die an der 

Regulierung der Zellteilung beteiligt sind, wurde eine Lokalisation an diesen Stellen bzw. am 

Zentralkörper beschrieben (Glotzer, 2001). Diese Daten deuten darauf hin, dass p0071 an der 

Regulation der Zytokinese beteiligt sein könnte. 

3.2.2 Funktion von p0071 im Rho-Signalweg 

Die Zytokinese wird durch verschiedene regulatorische Proteine beeinflusst. Es konnte 

gezeigt werden, dass die kleine Rho-GTPase RhoA die Entstehung des Aktomyosinringes 

moduliert und eine lokale Aktivierung von RhoA über Ect2, ein Guanin-Nukleotid-

Austauschfaktor (GEF), für die Kontraktion des Ringes benötigt wird (Drechsel et al., 1997; 

O'Connell et al., 1999; Kimura et al., 2000; Glotzer et al., 2001). Für viele Proteine, welche 

die Zytokinese beeinflussen, ist bekannt, dass Knockdown oder funktionsinhibierende 

Mutationen zu Defekten in der Zellteilung führen, die sich oft in Mehrkernigkeit oder 

gestörter Trennung der Chromosomen äußern (Glotzer, 2001). Um weitere Anhaltspunkte für 

die Funktion von p0071 in der Mitose/Zytokinese zu erhalten wurde der p0071-Phänotyp 

nach Überexpression und Knockdown analysiert. 

3.2.2.1    Ektopische Expression von p0071 induziert einen Zytokinesedefekt  

HEK 293 und HeLa Zellen wurden mit GFP-p0071 und p0071-DsRed transfiziert. 72 

h nach Transfektion wurden die Zellen fixiert, F-Aktin mittels Phalloidin und die Zellkerne 

mit DAPI gefärbt. Nach Überexpression von p0071 wurde in beiden Zelllinien eine Störung 

in der Zellteilung und daraus resultierende Mehrkernigkeit beobachtet (Abb. 3.23 A, B). Es ist 

bekannt, dass Zytokinesedefekte durch eine Deregulation der RhoA-Aktivität induziert 

werden können. Um zu untersuchen, ob eine erhöhte Expression von p0071 einen ähnlich 

starken Zytokinesedefekt im Vergleich zur dominant aktiven (da) und dominant negativen 

(dn) RhoA-Mutante zeigt, wurden HEK 293 Zellen mit dem entsprechenden GFP-Konstrukt 
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transfiziert. Nach 72 h wurden die transfizierten Zellen auf ihre Anzahl an Kernen analysiert. 

Im Vergleich zur Kontrolle konnte sowohl nach Überexpression von p0071, als auch nach 

Expression der RhoA-Mutanten eine signifikante Erhöhung von mehrkernigen Zellen 

detektiert werden (Abb. 3.23 C). Dabei zeigte exogenes p0071 und die dn-RhoA-Mutante 

eine etwa gleich strake Störung in der Zytokinese, welche sich in ca. 25% Mehrkernigkeit 

nach 72 h widerspiegelte. Diese Daten zeigen, dass die ektopische Expression von p0071 

einen Zytokinesedefekt induziert und somit p0071 eine essentielle Funktion in der Zellteilung 

hat.   

 

Abb. 3.23: Überexpression von p0071 
induziert einen Zytokinesedefekt. HEK 293 
Zellen wurden mit GFP-p0071 (A) und HeLa 
Zellen mit p0071-DsRed (B) transfiziert. 72 h 
nach Transfektion wurden die Zellen mit 
Phalloidin und die Zellkerne mit DAPI gefärbt. In 
beiden Zelllinien zeigten p0071-transfizierte 
Zellen einen Zytokinesedefekt. (C) HEK 293 
Zellen wurden mit GFP, GFP-p0071, GFP-da-
RhoA oder GFP-dn-RhoA transfiziert. Nach 72 
h wurden die transfizierten Zellen bezüglich 
ihrer Kernanzahl analysiert. Statistische 
Grundlage bildeten drei unabhängige 
Experimente (n>200). Fehlerbalken 
repräsentieren die Standardabweichung. *, p ≥  
0.05; **, p ≥ 0.005; ***, p ≥ 0.0005. 
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3.2.2.2    Knockdown von p0071 induziert einen Zytokinesedefekt 

Es ist bekannt, dass Proteine, die eine essentielle Funktion in der Zytokinese haben, 

infolge einer Verschiebung der endogenen Proteinmenge, mittels Überexpression oder 

Knockdown, Zytokinesedefekte induzieren können. Um den p0071-Phänotyp nach 

Knockdown zu analysieren, wurde dieser zunächst in HEK 293 Zellen etabliert. Dazu wurden 

zwei p0071 spezifische short hairpin RNAs (shRNA #4 und #6), basierend auf einer 21mer 

langen Sequenz, und eine 30mer siRNA, basierend auf der shRNA #6 Sequenz, verwendet. 

HEK 293 wurden mit den p0071 spezifischen shRNAs in Kombination bzw. einzeln und einer 

spezifischen 30mer siRNA transfiziert. Als Kontrolle wurde eine unspezifische shRNA und 

eine 30mer GFP-siRNA verwendet. 72 h nach Transfektion wurde die Knockdown Effizienz 

von p0071 sowohl auf mRNA-Ebene mittels qRT-PCR als auch auf Protein-Ebene mittels 

Western Blot Analyse von Zelllysaten analysiert. Abb. 3.24 A zeigt eine signifikante 

Reduktion der p0071 mRNA auf ca. 60% für die p0071 shRNAs und für die 30mer p0071-

siRNA eine Reduktion auf ca. 50%. Mittels Western Blot Analyse konnte eine Reduktion der 

p0071 Proteinmenge für alle p0071 shRNA-Konstrukte und siRNA detektiert werden (Abb. 

3.24 B).  

 

Abb. 3.24: Reduktion der endogenen p0071-Menge in HEK 293 Zellen. HEK 293 Zellen wurden 
mit p0071 spezifischen shRNAs, einer 30mer siRNA sowie einer Kontroll-shRNA und -siRNA 
transfiziert. 72 h nach Transfektion wurde die Menge an endogener p0071 mRNA und endogenem 
Protein analysiert. (A) Quantifizierung der mRNA mittels qRT-PCR. Der cDNA-Input der 
verschiedenen Proben wurde auf Cyclophilin A und RPLP0 normalisiert. Fehlerbalken bezeichnen 
Standardabweichung aus 6 unabhängigen Experimenten. ***, p ≥ 0.0005. (B) Western Blot Analyse 
gegen p0071 und α-Tubulin als Ladekontrolle.  
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Um zu untersuchen, ob der Knockdown von p0071 Defekte in der Zellteilung 

induziert, wurde endogenes p0071 in HEK 293 Zellen mittels RNAi reduziert. Als 

Transfektionskontrolle diente das RFP, welches mit dem shRNAs bzw. der siRNA 

kotransfiziert wurde. Nach 48 h wurden die Zellen fixiert, Aktin gefärbt und die Zellkerne mit 

DAPI markiert. Auch nach Knockdown von p0071 konnte eine signifikante Erhöhung an 

mehrkernigen Zellen detektiert werden (Abb. 3.25 A, B). Dabei zeigte die  p0071 siRNA 

einen stärkeren Zellteilungsdefekt im Vergleich zu p0071 shRNA transfizierten Zellen, was 

vermutlich auf eine höhere Knockdown Effizienz zurückzuführen war (Abb. 3.24, Abb. 3.25 

B). Die Ausbildung von mehrkernigen Zellen nach Knockdown von p0071 ähnelt dem bereits 

beschrieben Zytokinesedefekt nach Überexpression von p0071 und der dn-RhoA-Mutante, 

welche ca. 25% Mehrkernigkeit zeigten (Abb. 3.23 C). 

Abb. 3.25: Knockdown von p0071 induziert einen Zytokinesedefekt. (A, B) HEK 293 Zellen 
wurden mit p0071 spezifischen shRNAs bzw. siRNAs und RFP, als Transfektionskontrolle 
kotransfiziert. Nach 48 h wurden die Zellen mit Phalloidin-FITC und die Kerne mit DAPI gefärbt. (A) 
Knockdown von p0071 induziert die Entstehung mehrkerniger Zellen. (B) Statistische Auswertung 
transfizierter HEK 293 Zellen bezüglich ihrer Kernanzahl (n>100). Fehlerbalken bezeichnen 
Standardabweichung aus 4 unabhängigen Experimenten. ***, p ≥ 0.0005. 

 

3.2.2.3    Spezifitätskontrolle des RNAi-vermittelten Phänotyps 

Um zu zeigen, dass der RNAi-vermittelte Phänotyp spezifisch und kein Artefakt 

aufgrund von Mismatch-Paarung ist, wurden Rescue-Experimente durchgeführt (Echeverri 

and Perrimon, 2006; Hannon and Rossi, 2004; 2003). Ziel dieses Versuches war die 
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Aufhebung des p0071 Knockdown-Phänotyps durch Überexpression eines homologen RNAi-

resistenten Konstrukts. Um dieses zu analysieren, wurde Maus p0071 cDNA amplifiziert und 

als GFP-Fusionsprotein mit der humanen p0071 shRNA #4 in HEK 293 Zellen kotransfiziert. 

Nach 72 h wurde mittels qRT-PCR die Menge an humaner und Maus p0071 mRNA 

quantifiziert. Abb. 3.26 A zeigt, dass das Maus-p0071-Konstrukt Knockdown-resistent war 

und nur die humane p0071 mRNA reduziert wurde. Auf Basis dieser Daten wurden parallel 

zum eigentlichen RNAi-Ansatz Titrationsanalysen mit dem Maus-p0071-Konstrukt in HEK 

293 Zellen durchgeführt und 72 h nach Transfektion die Anzahl mehrkerniger Zellen 

bestimmt. In der Tat konnte nach Maus-p0071-Überexpression der Knockdown-Phänotyp 

stark reduziert werden, jedoch wurde dieser, im Vergleich zur Kontrolle, nicht komplett 

behoben (Abb. 3.26 B). Ein Grund ist vermutlich, dass die ektopische Expression von p0071 

ebenso einen Zytokinesedefekt induziert und die Störung des endogenen Gleichgewichts mit 

der Bildung von mehrkernigen Zellen einhergeht. Diese Ergebnisse belegen eindeutig, dass 

der RNAi-vermittelte Phänotyp spezifisch ist und somit p0071 eine essentielle Funktion in der 

Mitose/Zytokinese hat.  

 
Abb. 3.26: Spezifitätskontrolle des RNAi-vermittelten Phänotyps. (A) HEK 293 Zellen wurden mit 
GFP-Maus-p0071 bzw. in Kombination mit der p0071 shRNA #4 transfiziert. Nach 72 h wurde die 
Menge an endogener p0071 mRNA und Maus p0071 mRNA mittels qRT-PCR quantifiziert. Cyclophilin 
A und RPLP0 dienten als Normalisierungskontrollen. Das Maus-p0071-Konstrukt ist RNAi-resistent. 
(B) Mehrkernigkeit, resultierend durch Knockdown von p0071, wird durch Überexpression von GFP-
Maus-p0071 vermindert. HEK 293 Zellen wurden mit den aufgelisteten Expressionsplasmiden 
transfiziert und nach 72 h auf Mehrkernigkeit analysiert (n>100). Fehlerbalken bezeichnen 
Standardabweichung aus 4 unabhängigen Experimenten. ***, p ≥ 0.0005. 
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Um Hinweise darüber zu erhalten, wie und in welchem Stadium der Knockdown von 

p0071 die Zellteilung beeinflusst und die Generierung von mehrkernigen Zellen induziert, 

wurden die einzelnen Mitosestadien näher analysiert. HEK 293 Zellen wurden mit p0071 

spezifischen shRNAs und RFP als Transfektionskontrolle kotransfiziert. Anschließend 

wurden die Zellen in der frühen S-Phase mittels Doppel-Thymidin-Block synchronisiert und 

72 h bzw. 96 h nach Transfektion mit anti-α-Tubulin gefärbt. In den RFP transfizierten Zellen 

konnten keine offensichtlichen Veränderungen während der Metaphase, Anaphase und 

Telophase beobachtet werden (Abb. 3.27 A). Jedoch konnte nach 72 h in ca. 4% und nach 96 

h in ca. 17% RFP transfizierter Zellen multipolare Spindelpole detektiert werden (Abb. 3.27 

A und C). Quantifizierung der Anzahl der Zellkerne nach 72 h und 96 h zeigte, dass die 

Entstehung von multipolaren Spindeln kein direkter Effekt, sondern ein Resultat 

mehrkerniger Zellen ist (Abb. 3.27 B und C). Diese Daten legen nahe, dass der Knockdown 

von p0071 die Zellteilung zu einem späteren Zeitpunkt, vermutlich während der Zytokinese, 

beeinflusst. 
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Abb. 3.27: Analyse der Mitosestadien nach Knockdown von p0071. HEK 293 Zellen wurden mit 
p0071 spezifischen shRNAs und RFP als Transfektionskontrolle kotransfiziert und mittels Doppel-
Thymidin-Block synchronisiert. Nach 72 h und 96 h wurden die Zellen mit anti-α-Tubulin und die Kerne 
mit DAPI gefärbt. (A) Analyse der Mitosestadien nach 72 h. Knockdown von p0071 zeigt keine 
offensichtlichen Defekte während der Mitose. Zu einigem geringfügigen Anteil konnten Multipolare-
Spindel beobachtet werden. (B und C) Quantifizierung der Mehrkernigkeit und Multipolare-Spindel   
72 h und 96 h nach Transfektion (n>200). Fehlerbalken bezeichnen Standardabweichung aus 3 
unabhängigen Experimenten. *, p ≥ 0.05; **, p ≥ 0.005. 

3.2.2.4    Knockdown von p0071 hemmt die Akkumulation von Aktin am kontraktilen 

Ring 

Ein entscheidender Schritt während der Zytokinese ist die Bildung des kontraktilen 

Ringes. Der kontraktile Ring ist ein dynamisches Gebilde aus Aktin und Myosin II 

Filamenten und ist essentiell für die Zellabschnürung. Unterbleibt die Ausbildung des 

kontraktilen Ringes, findet die Zellabschnürung nicht statt und der Zellzyklus endet mit der 

Bildung mehrkerniger Zellen. Um zu untersuchen, ob p0071 möglicherweise die Bildung des 

kontraktilen Ringes beeinflusst, wurde das Aktin-Zytoskelett nach Knockdown von p0071 im 

Vergleich zu einer Kontrollpopulation untersucht. Abb. 3.28 verdeutlicht, dass bedeutend 

weniger Aktinfilamente nach p0071 Knockdown am kontraktilen Ring detektiert wurden. 

Daher lag die Vermutung nahe, dass p0071 an der Regulation des Aktin-Zytoskeletts während 

der Zytokinese beteiligt sein könnte. Es ist bekannt, dass RhoA die Entstehung des 

Aktomyosinringes moduliert und die lokale Aktivierung von RhoA für die Kontraktion des 

Ringes benötigt wird (Drechsel et al., 1997; Glotzer, 2001; O'Connell et al., 1999). Demnach 

ist RhoA ein potentieller Kandidat, auf den p0071 Einfluss haben könnte. 
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Abb. 3.28: Verminderte Aktin-
Akkumulation am kontraktilen 
Ring nach Knockdown von p0071. 
HEK 293 Zellen wurden mit p0071 
spezifischen shRNAs bzw. siRNAs 
und RFP als Transfektionskontrolle 
kotransfiziert und mittels Doppel-
Thymidin-Block synchronisiert. 72 h 
nach Transfektion wurden die Zellen 
gegen F-Aktin mit Phalloidin-FITC 
gefärbt und die Kerne mit DAPI 
markiert. Pfeile zeigen die 
Akkumulation von Aktin am 
kontraktilen Ring während der 
Telophase.  
 
 
 
 
 
 
 

3.2.2.5    p0071 beeinflusst die RhoA-Aktivität  

Um zu untersuchen, ob p0071 die RhoA-Aktivität beeinflusst, wurden 

Komplementationsexperimente nach Knockdown von p0071 und Überexpression von da-

RhoA, dn-RhoA oder wt-RhoA in HEK 293 Zellen durchgeführt. Interessanterweise wurde 

der Zytokinesedefekt 72 h nach Knockdown von p0071 durch überexprimiertes da-RhoA 

signifikant reduziert (von ca. 25% auf ca. 15%), wohingegen überexprimiertes dn-RhoA einen 

entgegengesetzten Effekt (von ca. 25% auf ca. 45%) zeigte. Die Mehrkernigkeit nach 

Überexpression von wt-RhoA war signifikant reduziert (Abb. 3.29 A).        

Als Kontrolle für die beobachteten Effekte wurde zusätzlich der Einfluss von da-RhoA, dn-

RhoA und wt-RhoA nach Knockdown von Ect2 untersucht. Ect2 ist ein GEF-Protein, welches 

den Austausch von gebundenem GDP zu GTP für RhoA, Rac1 und Cdc42 katalysiert 

(Tatsumoto et al., 1999). Für die Knockdown Analysen von Ect2 wurde die von Kim und 

Kollegen publizierte Ect2 siRNA verwendet (Kim et al., 2005). Der Ect2 Knockdown in HEK 

293 Zellen resultierte nach 48 h in einer Reduktion der Ect2 mRNA auf ca. 35% (Abb. 3.29 

C) und der Induktion von ca. 45% mehrkernigen Zellen (Abb. 3.29 D). Im Vergleich zum 
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p0071 Knockdown, welcher ca. 25% Mehrkernigkeit nach 48 h zeigte, war der 

Zytokinesedefekt nach Knockdown von Ect2 fast doppelt so hoch (Abb. 3.29 D).       

Abb. 3.29: Knockdown von 
p0071 und Ect2 reduzieren 
RhoA-Aktivität. (A und B) HEK 
293 Zellen wurden mit p0071 (A) 
bzw. Ect2 (B) spezifischen 
siRNAs und GFP (Kontrolle), 
GFP-da-RhoA, GFP-dn-RhoA 
oder GFP-wt-RhoA kotransfiziert. 
Nach 48 h (für Ect2) bzw. 72 h 
(für p0071) wurde die Anzahl an 
mehrkernigen Zellen bestimmt. 
Überexpression von GFP-da-
RhoA reduziert den p0071-
siRNA und Ect2-siRNA 
vermittelten Zytokinesedefekt. 
(C) Quantifizierung der RNA 
mittels qRT-PCR, 48 h nach 
Transfektion von Ect2 
spezifischen und Kontroll-
siRNAs. Cyclophilin A und 
RPLP0 dienten der 
Normalisierung. (D) Statistische 
Auswertung p0071-, Ect2- und 
Kontroll-siRNA transfizierter HEK 
293 Zellen bezüglich ihrer 
Kernanzahl nach 48 h (n>100). 
Fehlerbalken bezeichnen 
Standardabweichung aus 3 
unabhängigen Experimenten. *, 
p ≥ 0.05; **, p ≥ 0.005; ***, p ≥ 
0.0005.  

Um den Einfluss von da-RhoA, dn-RhoA und wt-RhoA nach Knockdown von Ect2 zu 

untersuchen, wurden HEK 293 Zellen mit Ect2-siRNA und den verschiedenen GFP-RhoA-

Varianten kotransfiziert. Da Ect2 als GEF für RhoA fungiert, würde man erwarten, dass der 

Zytokinesedefekt nach Überexpression von da-RhoA reduziert und dn-RhoA erhöht werden 

kann. Diese Vermutungen konnten mittels Quantifizierung der mehrkernigen Zellen 48 h nach 

Transfektion bestätigt werden (Abb. 3.29 B). Die Daten belegen, dass neben dem bereits 

bekannten Ect2 auch p0071 die RhoA-Aktivität während der Mitose reguliert. Die 

Verminderung der Mehrkernigkeit nach Überexpression von da-RhoA weist darauf hin, dass 

der Knockdown von p0071 und Ect2 die RhoA-Aktivität hemmt. Um diese Ergebnisse zu 

bestätigen, wurde ein GST-rhotekin pull-down Assay durchgeführt. In Übereinstimmung mit 

den Komplementationsexperimenten konnte Dipl. Biol. René Keil zeigen, dass der 
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Knockdown von p0071 die RhoA-Aktivität inhibiert und die Überexpression von p0071 die 

RhoA-Aktivität stimuliert (Daten nicht gezeigt, (Wolf et al., 2006). Zusammenfassend 

demonstrieren die Daten eindeutig, dass p0071 die RhoA-Aktivität moduliert und daraus 

folgend einen Zytokinesedefekt induziert. 

3.2.2.6    p0071 interagiert mit RhoA  

Um Hinweise darüber zu erhalten, ob p0071 die RhoA-Aktivität direkt ober indirekt 

über GEFs reguliert, wurde  die Interaktion zwischen p0071 und RhoA mittels Hefe-Dihybrid 

Systems analysiert. In Vorversuchen hatte sich gezeigt, dass die Kopf-Region von p0071 (1-

509 AS) aufgrund einer autonomen Aktivierung der Reportergene His 3 und Ade 2 nicht 

verwendet werden konnte. Die p0071 Armadillo-Region (510-988 AS) wurde als Fusion mit 

der GAL4-DNA-Bindungsdomäne (pGBKT7) und die RhoA-Varianten (wt-RhoA, da-RhoA 

und dn-RhoA) wurden als Fusion mit der GAL4-Transaktivierungsdomäne (pGADT7) 

eingesetzt und in den Hefestamm YRG2 kotransformiert. Anschließend wurden die Hefen auf 

Selektionsplatten ohne Tryptophan und Leucin (-WL) ausplattiert. Eine Selektion auf 

Proteininteraktion erfolgte auf Reporterplatten (-WLH). In Abb. 3.30 ist zu sehen, dass nur 

wt-RhoA und da-RhoA mit der Armadillo-Region von p0071 interagierten, jedoch nicht dn-

RhoA. BiFC Analysen bestätigten eine Assoziation von p0071 mit wt-RhoA in der 

Zytokinese am Zentralkörper (René Keil, siehe (Wolf et al., 2006)). Aus diesen Daten lässt 

sich schließen, dass p0071 direkt mit RhoA interagiert und möglicherweise die aktive, GTP-

gebundene Form von RhoA am Zentralkörper stabilisiert. 

Abb. 3.30: p0071 interagiert mit RhoA im Hefe-
Dihybrid System. YRG2 Hefezellen wurden mit dem 
p0071 Armadillo-Fragment in pGBKT7 und den RhoA-
Varianten in pGADT7 kotransformiert und auf 
Selektionsplatten ohne Tryptophan und Leucin (-WL) 
ausplattiert. Die Interaktionen wurden durch Selektion 
auf Histidin-Auxotrophie (-WLH) nachgewiesen. Die 
p0071 Armadillo-Region interagiert mit wt-RhoA und 
da-RhoA, jedoch nicht mit dn-RhoA. 

 

3.2.2.7    p0071 interagiert mit dem GEF-Protein Ect2  

In vorangegangenen Experimenten konnte gezeigt werden, dass p0071 die RhoA-

Aktivität moduliert, indem es direkt mit wt-RhoA und da-RhoA interagiert. Jedoch besitzt 
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p0071 keine GEF-Domäne um RhoA zu aktivieren. Daher stellte sich die Frage, ob p0071 als 

Gerüstprotein fungiert, indem es in Verbindung mit einem GEF-Protein die RhoA-Aktivität 

reguliert. Ect2 ist ein GEF-Protein für das eine essentielle Funktion in der Zytokinese 

nachgewiesen wurde (Garcia-Mata and Burridge, 2007; Kimura et al., 2000; Tatsumoto et al., 

1999). Aufgrund dessen wurde untersucht, ob  p0071 und Ect2 in einem Komplex, zusammen 

mit RhoA assoziieren. Für die Interaktionsstudien wurden verschiedene Ect2-

Deletionsfragmente hergestellt (Abb. 3.31 A). Ect2 (1-333 AS) beinhaltet zwei BRCT-

(Brustkrebs C-terminale) Domänen und Ect2 (1-414 AS) ein zusätzliches NLS (nuclear 

lacolization signal). Die C-terminalen Fragmente (415-884 AS und 334-884 AS) enthalten 

die charakteristische GEF-Domäne, eine PH-(Plekstrin homologe) Domäne und ein bzw. zwei 

NLS. Die cDNAs der verschiedenen Fragmente wurden aus HeLa Gesamt-RNA amplifiziert, 

in den Vektor pCR® 2.1. TOPO® subkloniert, sequenziert und mit publizierten Sequenzen 

verglichen. Sequenzanalysen zeigten, dass eine neue Splicevariante für Ect2, bezeichnet als 

Ect2b, mit einer Insertion von 31 Aminosäuren an Position 71, identifiziert werden konnte 

(accession number: DQ847274). Eine homologe Splicevariante wurde in Mus musculus, Rat, 

Chicken, Bos taurus und Xenopus beschrieben, jedoch bisher noch nicht im humanen System. 

 Um die Interaktion zwischen p0071 und Ect2 zu analysieren, wurde das Hefe-

Dihybrid System verwendet. Dazu wurde die Armadillo-Region von p0071 (510-988 AS) als 

DNA-Bindungsdomänen-Fusionsprotein und die verschiedenen Ect2-Deletionsfragmente, 

welche mit dem transkriptionsaktivierenden Modul gekoppelt waren, in dem Hefestamm 

YRG2 transformiert. Die Interaktionen wurden durch Selektion auf Histidin-Auxotrophie 

nachgewiesen. In Abb. 3.31 A sind die Ergebnisse der Hefe-Dihybrid Untersuchungen 

zusammengefasst. Es konnte gezeigt werden, dass p0071 repeats mit allen untersuchten N-

terminalen Fragmenten interagierte. Für die C-terminale katalytische Domäne wurde keine 

Interaktion mit p0071 repeats detektiert. Zur Verifizierung der p0071-Ect2-Interaktion in 

vitro, wurden GST pull-down Experimente durchgeführt. Dipl. Biologe Oliver Götzl konnte 

zeigen, dass beide N-terminalen Ect2b-Deletionsfragmente (Ect2b 1-333 AS und 1-414 AS) 

mit der Armadillo-Domäne von p0071 in vitro interagieren (Daten nicht gezeigt, (Wolf et al., 

2006)). Somit konnte in zwei unabhängigen Systemen (Hefe-Dihybrid und GST pull-down) 

gezeigt werden, dass p0071 und Ect2 spezifisch miteinander interagieren.   

 Da in vorangegangenen Untersuchungen gezeigt werden konnte, dass p0071 an den 

Zentrosomen, Spindelpolen und am Zentralkörper lokalisiert, wurde die subzelluläre 
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Verteilung von Ect2 im Zusammenhang mit p0071 untersucht. MCF-7 Zellen wurden mit 

Antikörpern gegen p0071 und Ect2 gefärbt. Abb. 3.31 B zeigt, dass beide Proteine an den 

Zentrosomen während der Interphase und am Zentralkörper während der Zytokinese 

kolokalisierten. Die Interaktions- und Lokalisationsstudien belegen, dass p0071 sowohl mit 

Ect2, als auch mit RhoA interagiert und daraus resultierend über Ect2 die RhoA-Aktivität 

modulieren könnte. 

 
Abb. 3.31: p0071 interagiert mit dem Rho-GEF Ect2. (A) Schematische Darstellung der Domänen 
von Ect2 sowie der verwendeten Deletionsfragmente. ▼: Insertion von 31 AS an Position 70; BRCT: 
Brustkrebs C-terminale Domäne; RhoGEF: Rho Guanin-Nukleotid-Austauschfaktor Domäne; PH: 
Plekstrin homologe Domäne; NLS: nuclear localization signal sind hellblau markiert. Im Hefe-Dihybrid 
System interagiert das p0071 Armadillo-Fragment mit allen N-terminalen Ect2-Fragmenten, jedoch 
nicht mit den zwei C-terminalen Ect2-Fragmenten. (B) Endogenes p0071 und Ect2 kolokalisieren an 
den Zentrosomen (siehe Pfeil) und am Zentralkörper (siehe Pfeilspitze) in MCF-7 Zellen. Zellkerne 
wurden mit DAPI gefärbt.   

3.2.3 Funktionelle Analyse der Interaktion zwischen p0071 und Ect2 

Neben der bereits untersuchten Protein-Protein-Wechselwirkung zwischen p0071 und 

Ect2, ist es von Bedeutung zu wissen, ob diese Proteine ebenso eine funktionelle Assoziation 
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zeigen. Weiterhin wurde untersucht, auf welcher Ebene (Regulator bzw. Effektor von Ect2) 

p0071 den Rho-Signalweg beeinflusst. Da p0071 sowohl mit RhoA als auch mit seinem 

Regulator, Ect2 interagiert, stellte sich die Frage, ob p0071 in die Aktivierung von RhoA 

involviert ist. 

3.2.3.1  p0071 reduziert den dominant negativen Effekt der Ect2-N-terminalen Domäne 

Ect2 besitzt eine regulatorische N-terminale Domäne (1-333 AS) und eine katalytische 

C-terminale Domäne (siehe Abb. 3.31 A). Das N-terminale Ect2-Fragment wirkt als dominant 

negativer und das katalytische C-terminale Fragment als dominant aktiver Regulator für die 

Rho-GTPasen. Überexpression der N-terminalen Domäne korreliert mit der Bildung von 

mehrkernigen Zellen (Kim et al., 2005; Saito et al., 2003; Tatsumoto et al., 1999). Um zu 

untersuchen, ob die verschiedenen N-terminalen Splicevarianten einen zusätzlichen Einfluss 

auf den Zytokinesedefekt zeigen, wurden diese als GFP-Fusionsproteine in HeLa Zellen 

überexprimiert. Nach 72 h wurde die Anzahl an mehrkernigen Zellen bestimmt. Für Ect2a (1-

333 AS) wurden Zytokinesedefekte in ca. 70% der transfizierten Zellen beobachtet (Abb. 3.32 

A). Diese Daten korrelierten mit denen von Tatsumoto und Kollegen, welche  

Zellteilungsdefekte in ca. 60% U2OS transfizierter Zellen nach 72 h beschrieben (Tatsumoto 

et al., 1999). Darüber hinaus wurde für die längere Splicevariante, Ect2b (1-333 AS) ein 

stärker ausgeprägter Zytokinesedefekt von ca. 90% Mehrkernigkeit detektiert (Abb. 3.32 A).  

Da p0071 direkt mit der N-terminalen Domäne von Ect2 interagierte, stellte sich die 

Frage, ob auch ein funktioneller Zusammenhang gezeigt werden kann. Um dieses näher zu 

charakterisieren wurden Komplementatationsstudien durchgeführt. Dazu wurden HeLa Zellen 

mit GFP-Ect2b (1-333 AS) und p0071-DsRed kotransfiziert und nach 72 h die 

Mehrkernigkeit analysiert. Interessanterweise wurde der Ect2-Phänotyp durch Überexpression 

von p0071 stark vermindert, welcher auf der Ebene des p0071 induzierten Zytokinesedefekt 

verbleibt (Abb. 3.32 B). Abb. 3.32 C und D zeigen eine repräsentative Auswahl angefertigter 

Immunfluoreszenzen nach Überexpression von GFP-Ect2b (1-333 AS) und GFP-Ect2b (1-

333 AS) mit p0071-DsRed in Kombination. Diese Daten bestätigen eine funktionelle 

Assoziation zwischen p0071 und Ect2  in vivo. 
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Abb. 3.32: p0071 vermindert den durch Ect2 N-Terminus induzierten Zytokinesedefekt. (A) 
Quantifizierung der Mehrkernigkeit 72 h nach Transfektion von GFP-Ect2a (1-333 AS) und GFP-Ect2b 
(1-333 AS) in HeLa Zellen (n>100). Ect2a steht für die kurze und Ect2b für die lange Splicevariante. 
(B) Zytokinesedefekt von Ect2b (1-333 AS) wird durch Überexpression von p0071 reduziert.  HeLa 
Zellen wurden mit  GFP-Ect2b 1-333, p0071-DsRed bzw. in Kombination transfiziert. Nach 72 h wurde 
die Anzahl mehrkerniger Zellen analysiert. (C und D) Immunfluoreszenzstudien von überexprimiertem 
GFP-Ect2b (1-333 AS) bzw. GFP-Ect2b (1-333 AS) und p0071-DsRed. Zellkerne wurden mit DAPI 
markiert. Fehlerbalken repräsentieren Standardabweichungen aus 3 unabhängigen Experimenten. **, 
p ≥ 0.005. 
 

3.2.3.2    p0071 reduziert den durch Knockdown von Ect2 induzierten Zytokinesedefekt 

Um Hinweise darüber zu erhalten auf welcher Ebene des Rho-Signalweges p0071 die 

RhoA-Aktivität kontrolliert, wurden weitere Komplementationsexperimente durchgeführt. 
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Zum einen könnte p0071 als Regulator von Ect2 und zum anderen als Effektor fungieren. 

Wenn p0071 ein Regulator von Ect2 ist, würde man erwarten, dass der Zytokinesedefekt nach 

Knockdown von Ect2 und simultaner Überexpression von p0071 unbeeinflusst bleibt. Wirkt 

p0071 als Effektor von Ect2, sollte der Ect2-siRNA vermittelte Phänotyp durch p0071 

vermindert werden. In Abb. 3.33 ist zu sehen, dass überexprimiertes p0071 den 

Zytokinesedefekt nach Knockdown von Ect2 signifikant reduzierte. Aus diesen Analysen lässt 

sich schließen, dass p0071 eher als Effektor von Ect2 fungiert.  

Abb. 3.33: Reduktion der Mehrkernigkeit nach Knockdown 
von Ect2 durch GFP-p0071. HEK 293 Zellen wurden mit den 
angegebenen Konstrukten transfiziert. Nach 48 h wurden die 
transfizierten Zellen bezüglich ihrer Kernanzahl analysiert 
(n>100). Statistische Grundlage bildeten drei unabhängige 
Experimente. Fehlerbalken repräsentieren die 
Standardabweichung. **, p ≥  0.005; ***, p ≥ 0.0005. 

 

 

 

 

 

3.2.3.3    Ect2 reguliert die Lokalisation von p0071 

Aus den zuvor dargestellten Daten geht hervor, dass p0071 funktionell mit Ect2 

assoziiert. Für verschiedene RhoA regulierende Proteine (z.B. Ect2 und MgcRacGAP) wurde 

beschrieben, dass die Reduktion dieser Proteine mittels RNAi eine Deslokalisation von RhoA 

an der Spaltungsfurche und am Zentralkörper zeigen (Chalamalasetty et al., 2006; Kamijo et 

al., 2006; Nishimura and Yonemura, 2006; Zhao and Fang, 2005). Um zu untersuchen, ob der 

Knockdown von Ect2 einen Einfluss auf die Lokalisation von p0071 am Zentralkörper hat, 

wurden in HEK 293 Zellen endogenes Ect2 mittels siRNAs reduziert. Nach 72 h wurden die 

Zellen mit anti-p0071 gefärbt. In Kontroll-siRNA transfizierten Zellen akkumuliert p0071 am 

Zentralkörper. Demgegenüber wurde in mehr als 50% der Ect2 siRNA transfizierten Zellen 

eine geringere Akkumulation von p0071 am Zentralkörper detektiert (Abb. 3.34 A). Im 

Gegensatz dazu war die Akkumulation von Ect2 am Zentralkörper nach Knockdown von 

p0071 unbeeinflusst (Abb. 3.34 B). Demnach könnte man vermuten, dass die spezifische 
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Lokalisation von p0071 über den Ect2-Signalweg reguliert wird. Jedoch ist hierbei zu 

bedenken, dass der Zentralspindlin-Komplex die zentralen Mikrotubuli stabilisiert und somit 

ein direkter Effekt aufgrund fehlender Mikrotubuli-Stabilisierung nicht ausgeschlossen 

werden kann. 

 

Abb. 3.34: Lokalisation von p0071 am Zentralkörper wird über Ect2 reguliert. (A) HEK 293 und 
MCF-7 Zellen wurden mit Ect2 spezifischen und Kontroll-siRNAs transfiziert. GFP diente als 
Transfektionskontrolle. 72 h nach Transfektion wurden die Zellen mit anti-p0071 und Zellkerne mit 
DAPI gefärbt. (B) HEK 293 Zellen wurden mit p0071 spezifischen siRNAs und GFP-Ect2 transfiziert. 
Nach 72 h wurden die Zellen mikroskopisch analysiert. 

3.2.3.4    p0071 verstärkt die GEF-Aktivität von Ect2 

In den bisher beschriebenen Experimenten konnte eindeutig gezeigt werden, dass 

p0071 sowohl mit RhoA als auch mit seinem Regulator, dem GEF-Protein Ect2 interagiert. 

Desweiteren konnte gezeigt werden, dass p0071 die RhoA-Aktivität moduliert. Um die 

Funktion von p0071 in der Aktivierung von RhoA näher zu charakterisieren wurde ein 

Guanin-Nukleotid-Austausch Assay durchgeführt. Dabei könnte zum einen p0071 direkt die 

Austauschrate von RhoA regulieren und zum anderen die Austauschaktivität von Ect2 

erhöhen. Um dieses zu untersuchen wurde zunächst flag-p0071 wt, flag-Ect2 wt, flag-Ect2 

(414-883 AS) in HEK 293 Zellen exprimiert und die Zellen mittels Thymidin-Nocodazol-

Block synchronisiert, um posttranslationelle Modifikationen zu gewährleisten. Für Ect2 

konnte gezeigt werden, dass dieses in der G2-Phase und während der Mitose phosphoryliert 

ist und die Phosphorylierung für dessen GEF-Aktivität erforderlich ist (Tatsumoto et al., 
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1999). 48 h nach Transfektion wurden die überexprimierten Proteine mittels anti-Flag 

Agarose aufgereinigt und im Guanin-Nukleotid-Austausch Assay analysiert. Dieser Test 

beruht auf die spektroskopischen Unterschiede zwischen gebundenen und nicht gebundenen 

fluoreszierenden mant-(N-Methylanthraniloyl) GTP an RhoA. Im gebundenen Zustand weist 

mant-GTP eine höhere Fluoreszenzintensität auf. Überraschenderweise konnte für p0071 eine 

GDP/GTP Austauschaktivität bestimmt werden, obwohl die Aminosäuresequenz von p0071 

keine putative Domäne für eine mögliche GEF-Funktion aufweist (Abb. 3.35 A, B). Für Ect2 

wt und die C-terminale katalytische Domäne (Ect2 414-883 AS) wurden ähnliche 

Austauschaktivitäten im Vergleich zu p0071 wt detektiert.  In Kombination von p0071 und 

Ect2 wt konnte die stärkste GDP/GTP Austauschaktivität gemessen werden (Abb. 3.35 A, B). 

Diese Daten legen nahe, dass beide Proteine, p0071 und Ect2, für eine vollständige 

Aktivierung von RhoA notwendig sind.  

 

Abb. 3.35: Guanin-Nukleotid-Austauschaktivität von p0071 und Ect2 auf RhoA. GEF-Aktivität von 
Ect2 wird durch p0071 erhöht. p0071 wt, Ect2 wt und Ect2 (414-883 AS) wurden als Flag-
Fusionsproteine in HEK 293 Zellen exprimiert und synchronisiert. Nach 48 h wurden Immunpräzipitate 
hergestellt und die GEF-Aktivität im Guanin-Nukleotid-Austausch Assay analysiert. (A) Die 
Fluoreszenzintensitätszunahme des RhoA beladenen mant-(N-Methylanthraniloyl) GTP wurde in 
Abhängigkeit der Zeit verfolgt. Die Anregung des Fluorophors erfolgte bei 360 nm und die Emission 
wurde bei 460 nm detektiert. (B) Die relative Austauschaktivität repräsentieren die Anstiege der 
Fluoreszenzintensitäten der untersuchten Proteine im Vergleich. Fehlerbalken bezeichnen 
Standardabweichung aus 3 unabhängigen Experimenten. *, p ≥ 0.05. 
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4 Diskussion 

Die Plakophiline und p0071 sind Mitglieder der Armadillo-repeat Proteinfamilie, 

welche regulatorische Funktionen in der Zell-Zell-Adhäsion ausüben (Übersicht in (Hatzfeld, 

2005)). Über die Funktionen jenseits der Zell-Zell-Adhäsion war hingegen kaum etwas 

bekannt. Hefe-Dihybrid screens hatten mehrere an der Translationskontrolle beteiligte 

Proteine als potentielle Bindungspartner für Plakophilin1 identifiziert. Dieser Befund war 

zunächst überraschend, da bisherige Hinweise bezüglich der zytoplasmatischen Funktion von 

Plakophilin1 nur eine Rolle im Rho-Signalweg postulieren (siehe 1.3.3.2). Ob, und wenn ja 

welche regulatorische Funktion Plakophilin1 während der Translation ausübt, war die zentrale 

Fragestellung, die es im Rahmen dieser Arbeit zu untersuchen galt.            

 Im zweiten Teil dieser Arbeit wurde die zytoplasmatische Funktion von p0071 

charakterisiert. Aus Vorarbeiten war bekannt, dass endogenes p0071 während der Zytokinese 

am Zentralkörper akkumulierte und die Überexpression einen Zellteilungsdefekt induzierte, 

welcher mit der Bildung von mehrkernigen Zellen einherging. Aufbauend auf diesen 

Ergebnissen wurde die Funktion von p0071 während der Zytokinese und der molekulare 

Mechanismus des Zellteilungsdefektes untersucht. 

4.1 Funktionen der Plakophiline 

4.1.1 Funktionen der Plakophiline in der Translation 

Die zentrale Frage, ob Plakophilin1 an der Translationskontrolle beteiligt sein könnte, 

basierte auf dem Befund, dass verschiedene Translationsinitiationsfaktoren als putative 

Interaktionspartner für Plakophilin1 identifiziert worden. Da dies in eine völlig neue und 

unerwartete Richtung wies, wurde zunächst nach weiteren Hinweisen gesucht, die eine Rolle 

in der Translation unter physiologischen Bedingungen unterstützen. Üblicherweise kann eine 

Kolokalisation von zwei putativen Bindungspartnern als erster Hinweis auf eine Interaktion 

im physiologischen Kontext gewertet werden. Translationsinitiationsfaktoren zeigen 

typischerweise eine diffuse Lokalisation im Zytoplasma. Eine Kolokalisation mit dem 

zytoplasmatischen Pool von Plakophilin1 war aufgrund dieser diffusen Lokalisation nicht sehr 

informativ. Es war allerdings bekannt, dass unter zellulärem Stress mRNAs, die von 
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Polysomen freigesetzt werden, zusammen mit verschiedenen RNA-bindenden Proteinen 

(RBPs) in stress granules rekrutiert werden (Anderson and Kedersha, 2002a, b; Kedersha and 

Anderson, 2002). Sowohl endogenes als auch exogenes Plakophilin1 kolokalisierte mit 

eIF4A1 und TIAR in stress granules (siehe Abb. 3.1-3.). Während diese Arbeit entstand, 

publizierten Hofmann und Kollegen, dass Plakophilin1 und 3, jedoch nicht Plakophilin2 

stress granule Komponenten sind (Hofmann et al., 2006). Ihre Ergebnisse deckten sich im 

Wesentlichen mit den hier in der Arbeit dargestellten (siehe Abb. 3.1 und 3.4). Weiterhin 

zeigten sie, dass Plakophilin3 mit verschiedenen RBPs u.a. PABPC1 (poly(A)-Bindeprotein 

C1), G3BP (RasGAP-assoziierte Endoribonuklease) und FXR1 (fragile-X-mental-

retardation-related protein 1) koimmunpräzipitierte (Hofmann et al., 2006). Die funktionelle 

Relevanz sowie der molekulare Mechanismus von Plakophilin1 und 3 in stress granules bzw. 

während der Translation oder im RNA-Metabolismus wurden in der oben genannten Arbeit 

allerdings nicht näher untersucht. Da ich Plakophilin1 prominent in stess granules nachweisen 

konnte, war die erste Arbeitshypothese, dass Plakophilin1 als Gerüstprotein an der stress 

granule Entstehung beteiligt sein könnte. Da der Knockdown von Plakophilin1 keinen 

Einfluss auf die Ausbildung von stress granules sowie auf die Lokalisation von eIF4A1 in 

diesen Strukturen zeigte (siehe Abb. 3.10), wurde diese Hypothese verworfen. Ebenso hatte 

die Reduktion von eIF4A1 keine Auswirkung auf die Entstehung von stress granules und 

Rekrutierung von Plakophilin1 in diese Strukturen (Abb. 3.10). Das bedeutet, dass weder 

Plakophilin1 noch eIF4A1 essentiell für die Entstehung von stress granules sind und somit 

nicht als Gerüstproteine fungieren, welche die Aggregation von mRNAs und RBPs, infolge 

des  stressbedingten Erliegens der Translation, vermitteln.     

 Da die Lokalisation von Plakophilin1 in stress granules von seinem 

Interaktionspartner eIF4A1 unabhängig war, stellte sich die Frage wie Plakophilin1 in stress 

granules rekrutiert wird. Zum einen könnte dieses durch die Assoziation mit anderen RBPs 

z.B. eIF3 und zum anderen über eine mögliche direkte Assoziation mit mRNAs erfolgen. Die 

Plakophiline besitzen keine bisher bekannten RNA Recognition Motifs (RRMs), jedoch 

könnten sie, aufgrund ihrer sehr basischen Ladung (pI 9,3-10,1; (Schmidt and Jager, 2005)), 

mit den Phosphatgruppen der RNA und der DNA direkt interagieren. Hofmann und Kollegen 

konnten mittels Northwestern Blot Analysen von Plakophilin3-Immunpräzipitaten mit (32P)-

markierter poly(A) mRNA zeigen, dass die poly(A) mRNA eine starke Bindung mit einer 

Bande entsprechend dem Molekulargewicht von PABPC1 und eine sehr schwache Bindung 
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mit einer Bande entsprechend dem Molekulargewicht von Plakophilin3 aufweist (Hofmann et 

al., 2006). Zusammenfassend zeigen diese Daten, dass Plakophilin1 und Plakophilin3 

reguläre Bestandteile von stress granules sind. Auch wenn Plakophilin1 keine essentielle 

Funktion während der stress granule Bildung hatte, deuten diese Ergebnisse zusammen mit 

den Befunden des Hefe-Dihybrid screens darauf hin, dass Plakophilin1 möglicherweise 

Funktionen während der Translation in ungestressten Zellen ausüben könnte.  

 Im nächsten Schritt wurde daher die Spezifität der Interaktion zwischen Pakophilin1 

und eIF4A1 in vitro im Hefe-Dihybrid System und im GST pull-down und in vivo mittels 

Bimolekularer Fluoreszenz-Komplementationsanalysen (BiFC, (Hu et al., 2002)) verifiziert 

(siehe Abb. 3.6 und 3.7). Da die Plakophiline teilweise gemeinsame Bindungspartner und 

überschneidende Funktionen in der Regulation der Zell-Zell-Adhäsion besitzen (siehe 1.3) 

wurde zusätzlich untersucht, ob eIF4A1 ein gemeinsamer Bindungspartner der Plakophiline 

oder einzigartig für Plakophilin1 ist. Diese Interaktion war spezifisch für die Plakophilin1 

„Kopf“-Domäne und wurde nicht für Plakophilin2 und 3 detektiert (siehe Abb. 3.5). eIF4A1 

ist eine RNA-abhängige Helikase, die unter ATP-Verbrauch Sekundärstrukturen der mRNA 

entwindet (Rozen et al., 1990; Svitkin et al., 2001). Neben eIF4A1 existieren zwei weitere 

Isoformen eIF4A2 und 3. eIF4A1 und eIF4A2 sind in ihrer Proteinsequenz beinahe identisch 

und funktionell austauschbar (Conroy et al., 1990; Yoder-Hill et al., 1993). Für eIF4A2 

wurde ebenso im Hefe-Dihybrid System eine spezifische Interaktion mit der Plakophilin1 

„Kopf“-Domäne beobachtet (Daten nicht gezeigt). Diese Daten deuten darauf hin, dass 

Plakophilin1 vermutlich über eIF4A1 bzw. eIF4A2 Funktionen während der Translation 

ausüben könnte.           

 Im Hinblick auf die bekannte Funktion von eIF4A1 in der Translationsinitiation, 

wurde der Einfluss von Plakophilin1 auf die Proteinsynthese in vivo mittels (35S)-Methionin-

Markierungsexperimenten und dem Luziferase-Reporter System im Vergleich zu 

Plakophilin2, Plakophilin3 und eIF4A1 untersucht. Um einen Transkriptions- und/oder einen 

mRNA-Stabilitätseffekt auszuschließen wurde die Luziferase-Aktivität auf die Luziferase 

mRNA normalisiert. Umfassende Analysen ergaben, dass Plakophilin1 und zu einem 

geringeren Maße auch Plakophilin3 die globale Proteinsynthese auf der Ebene der Translation 

regulierten. Für Plakophilin2 wurde kein Effekt auf Translationsebene detektiert (siehe Abb. 

3.12 und 3.14). Das unterschiedliche Verhalten von Plakophilin2 erscheint nicht sonderlich 

überraschend, da Plakophilin2 zum einen keine stress granule Komponente darstellt und zum 
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anderen nicht mit RBPs in diesen Strukturen assoziierte (siehe Abb. 3.4 (Hofmann et al., 

2006)). Für Plakophilin3 wurde im Vergleich zu Plakophilin1 nur ein geringfügig 

stimulierender Einfluss auf die Translation beobachtet. Plakophilin3 ist ebenso wie 

Plakophilin1 ein regulärer Bestandteil von stress granules (siehe Abb. 3.1 und 3.4). Im Hefe-

Dihybrid System wurde keine Interaktion zwischen Plakophilin3 und eIF4A1 detektiert (siehe 

Abb. 3.5). Dieses schließt aber nicht eine Interaktion aus und sollte deshalb in einem 

unabhängigen Testsystem überprüft werden. Demgegenüber assoziierte Plakophilin3 mit 

PABPC1, FXR1 und G3BP (Hofmann et al., 2006). PABPC1 ist eine Komponente des eIF4-

mRNA Prä-Initiationskomplexes und interagiert mit eIF4G und eIF4B (Imataka et al., 1998). 

Durch die Interaktion von PABPC1 mit eIF4G kommt es zur Zirkularisierung der mRNA, 

welche mit einer erhöhten poly(A)-Bindungsaktivität von PABPC1 und einer erhöhten cap-

Bindungsaktivität von eIF4F verbunden ist. Darüber hinaus beeinflusst die Interaktion 

zwischen PABPC1 und eIF4G die ATPase und RNA-Helikase Aktivität von eIF4F und eIF4A 

(Bi and Goss, 2000). In dieser Hinsicht wäre es denkbar, dass Plakophilin3 möglicherweise 

durch die Assoziation mit PABPC1 die Translation stimulieren könnte.    

 Auch für eIF4A1 wurde eine Stimulation der Translation nach Überexpression in HEK 

293 Zellen sowohl mittels (35S)-Methionin-Markierung als auch im Luziferase-Reporter 

System beobachtet (siehe Abb. 3.13 und 3.14). Diese Ergebnisse waren auf den ersten Blick 

überraschend, da eIF4A1 der häufigste vorkommende Translationsinitiationsfaktor ist, 

welcher in drei Kopien pro Ribosom vorliegt (Duncan et al., 1987) und man somit keinen 

stimulierenden Einfluss von exogenem eIF4A1 auf die Translation erwartet hätte. Allerdings 

findet man in der Literatur zum Teil widersprüchliche Angaben über den Einfluss von eIF4A1 

auf die Translation. Verschiedene in vitro Translationsstudien in Kaninchen-

Retikulozytenlysaten zeigten, dass eIF4A1 keinen stimulierenden Einfluss auf die cap-

abhängige Translation hatte (Pause et al., 1994b; Svitkin et al., 2001). Demgegenüber stehen 

die Daten von Thoma und Kollegen, welche einen stimulierenden Einfluss von eIF4A1 auf 

die cap-abhängige Translation in HeLa-Zellextrakten zeigten (Thoma et al., 2004). Über den 

Einfluss von eIF4A1 auf die cap-abhängige Translation in vivo ist hingegen kaum etwas 

bekannt. In dieser Arbeit wurde gezeigt, dass eIF4A1 in vivo die cap-abhängige Translation 

stimuliert (siehe Abb. 3.14). Kürzlich wurden mittels UV-crosslinking Experminten gezeigt, 

dass eIF4A, eIF4B und eIF4H nicht nur in unmittelbarer Nähe der cap-Struktur, sondern bis 

zu 52 Nukleotide von der cap-Struktur entfernt an die mRNA binden (Lindqvist et al., 2008a). 
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Laut dem Modell aus dieser Arbeit (und unserem adaptierten Modell (Abb. 4.2)) binden 

mehrere eIF4A, eIF4B (und eIF4H) Untereinheiten entlang des 5`UTRs der mRNA, um einen 

stabilen mRNA-Protein-Komplex zu bilden. Dies bedeutet, dass insbesondere bei längeren, 

strukturierten 5`UTRs die endogene Konzentration von eIF4A1 möglicherweise limitierend 

sein könnte und die Überexpression zu einer Stimulation der Translation insbesondere solcher 

mRNAs führen könnte.          

 Zur Bestätigung der Funktion von Plakophilin1 während der cap-abhängigen 

Translation, wurden in vitro Studien mit rekombinant hergestelltem gereinigtem Plakophilin1 

durchgeführt. Dabei zeigte sich, dass Plakophilin1 einen konzentrationsabhängigen 

stimulierenden Einfluss auf die Translation der m7G-Cap-CAT-poly(A) mRNA hatte (siehe 

Abb. 3.16). Zusammenfassend zeigen die in vivo und in vitro Analysen eindeutig, dass 

Plakophilin1 die cap-abhängige Translation stimuliert. Da Plakophilin1 direkt mit eIF4A1 

interagiert lag die Vermutung nahe, dass Plakophilin1 über eIF4A1 die Translation regulieren 

könnte. Zum einen könnte Plakophilin1 die enzymatische Aktivität von eIF4A1 modulieren 

und/oder zum anderen als Gerüstprotein fungieren, indem es die Rekrutierung von eIF4A1 

zum Prä-Initiationskomplex stimuliert.        

 Nach dem gängigen Modell ist eIF4A1 eine ATPase/Helikase, die Sekundärstrukturen 

im 5`UTR der mRNA entwindet und dadurch die Anlagerung der 40S ribosomalen 

Untereinheit an die mRNA ermöglicht (Rogers et al., 2002). Bisher wurde beschrieben, dass 

die Translationsinitiationsfaktoren eIF4B, eIF4F, eIF4G und eIF4H die ATPase-Aktivität von 

eIF4A1 stimulieren (Bi and Goss, 2000; Grifo et al., 1984; Korneeva et al., 2005; Richter-

Cook et al., 1998). Um der Frage nachzugehen, ob Plakophilin1 die Aktivität von eIF4A1 

moduliert, wurde ein in vitro ATPase-Aktivitäts Assay mit rekombinant hergestelltem 

gereinigtem eIF4A1 und Plakophilin1 durchgeführt. Hierbei wurde festgestellt, dass 

Plakophilin1 die RNA-abhängige ATPase-Aktivität von eIF4A1 durch seine direkte 

Assoziation stimuliert (siehe Abb. 3.17). Überraschenderweise wurde auch für Plakophilin1 

eine ATPase-Aktivität detektiert. Obwohl außer der Plakophilin1-Bande keine weiteren 

Banden im Coomassie gefärbten SDS-Gel nach der Gelfiltrationschromatographie ersichtlich 

waren (siehe Abb. 3.15), kann eine Kontamination mit einer E. coli ATPase nicht 

ausgeschlossen werden. Die Daten zeigen jedoch deutlich, dass der Plakophilin1-eIF4A1-

Komplex eine 1,6-fach höhere ATPase-Aktivität aufweist im Vergleich zur Summe der 

Einzelkomponenten (siehe Abb. 3.17). Im Vergleich zum eIF4F-Komplex, eIF4G, eIF4B und 
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eIF4H, welche die ATPase-Aktivität von eIF4A1 um den Faktor 2 bis 4 stimulieren (Bi and 

Goss, 2000; Korneeva et al., 2005; Richter et al., 1999), war die hier beschriebene 

Stimulation für Plakophilin1 etwas geringer (Faktor 1,6). In dieser Arbeit wurde der ATPase 

Aktivitätstest mit 3 µg eIF4A1 und 4 µg Plakophilin1 durchgeführt. Bi und Kollegen 

beschreiben eine 2-fach höhere ATPase Aktivität von eIF4A1 durch eIF4B unter Verwendung 

von 1,5 µg eIF4A1 und 6 µg eIF4B (Bi and Goss, 2000). Ob die ATPase Aktivität von 

eIF4A1 durch höhere Plakophilin1 Proteinkonzentrationen weiterhin stimuliert werden kann 

bzw. unter welcher Proteinkonzentration die maximale ATPase Aktivität erzielt wird müssen 

weitere Experimente zeigen. Diese Analysen implizieren, dass neben den bereits bekannten 

Translationsinitiationsfaktoren auch Plakophilin1 die enzymatische Aktivität von eIF4A1 

stimuliert.            

 Um die Funktion von Plakophilin1 während der Translationsinitiation zu untersuchen 

wurden von Dr. Malgorzata Krause-Gruszczynska m7GTP-Sepharose 

Affinitätschromatographie Experimente durchgeführt und der eIF4F-Komplex charakterisiert 

(Abb. 4.1). eIF4F ist ein trimerischer Komplex, der aus dem cap-Bindeprotein eIF4E, dem 

Adapterprotein eIF4G und der Helikase eIF4A besteht (Übersicht in (Gingras et al., 1999b)). 

In Übereinstimmung mit der Literatur wurden eIF4E und eIF4A (Bordeleau et al., 2006; Low 

et al., 2005), daneben aber auch endogenes Plakophilin1 spezifisch kopräzipitiert (Abb. 4.1 

A). Zudem stimulierte exogenes Plakophilin1 die Rekrutierung von eIF4A1 und eIF4B zum 

Prä-Initiationskomplex, während die Mengen von eIF4E und eIF4G unbeeinflusst blieben 

(Abb. 4.1 B). Da eIF4B ein Kofaktor von eIF4A1 ist, welcher die enzymatische Aktivität von 

eIF4A1 erhöht (Rogers et al., 2001), könnte man vermuten, dass Plakophilin1 möglicherweise 

über eIF4B die Aktivität von eIF4A1 in vivo beeinflusst. 
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Abb. 4.1: Plakophilin1 assoziiert mit dem eIF4F-Komplex und stimuliert die Rekrutierung von 
eIF4A1 zum cap-Initiations-Komplex. (A) HaCaT Zelllysate wurden mit m7GTP-Sepharose oder 
Sepharose inkubiert. Kopräzipitiertes Plakophilin1, eIF4E und eIF4G wurden mittels Western Blot 
analysiert. (B) HEK 293 Zellen wurden mit GFP bzw. GFP-Plakophilin1 transfiziert. Nach 48 h wurden 
die Zelllysate mit m7GTP-Sepharose inkubiert und die präzipitierten Proteine mittels Western Blot 
analysiert. Plakophilin1 erhöht die Rekrutierung von eIF4A1 und eIF4B zum eIF4E-Komplex. Diese 
Western Blots sind repräsentativ für drei m7GTP-Sepharose Affinitätschromatographie Analysen und 
wurden freundlicherweise von Dr. Malgorzata Krause-Gruszczynska zur Verfügung gestellt. 

Die vorangehend beschriebenen Daten unterstützen die postulierte Funktion von 

Plakophilin1 während der Translationsinitiation. Zusammengefasst deuten sie darauf hin, dass 

Plakophilin1 die Translationsinitiation auf zwei Ebenen reguliert: (1) Plakophilin1 stimuliert 

die Rekrutierung von eIF4A1 und eIF4B zum cap-Initiationskomplex; (2) Plakophilin1 

moduliert, möglicherweise zusammen mit eIF4B, die enzymatische Aktivität von eIF4A1. 

Wie bereits zuvor beschrieben postulieren Lindqvist und Kollegen ein Modell, in dem 

mehrere eIF4A, eIF4B (und eIF4H) Untereinheiten entlang des 5`UTRs mit der mRNA 

assoziieren, um einen stabilen mRNA-Protein-Komplex zu bilden (Lindqvist et al., 2008a). In 

Anlehnung an dieses Modell lässt sich folgendes Szenario für Plakophilin1 während der 

Translationsinitiation postulieren (Abb. 4.2). Plakophilin1 stimuliert die Translation, indem es 

die Aktivität und Rekrutierung von eIF4A1 zum Initiations-Komplex moduliert. Dieses führt 

wiederum zu einer erhöhten Assoziation von eIF4B und einer weiteren Aktivierung von 

eIF4A1. Das Modell impliziert, dass Plakophilin1 insbesondere die Translation solcher 

mRNAs beeinflussen könnte, welche lange und stark strukturierte 5`UTRs aufweisen. Um 

dieses Modell zu bestätigen und um mögliche translationskontrollierte mRNA-Zieltranskripte 

für Plakophilin1 zu identifizieren müssen in weiterführenden Studien RNAi- oder 
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Überexpressionsexperimente unter Inhibierung der Polymerase II vermittelten Transkription 

in Kombination mit Mikroarray-Analysen durchgeführt werden.  

Abb. 4.2: Modell der putativen Funktion von Plakophilin1 während der Translationsinitiation. 
(A) In Abwesenheit von Plakophilin1 binden eIF4E, eIF4G und eIF4A an der cap-Struktur. eIF4A 
rekrutiert eIF4B, welches die enzymatische Aktivität von eIF4A stimuliert. Abbildung in Anlehnung an 
(Goodfellow and Roberts, 2007; Hinnebusch, 2006; Holz et al., 2005; Lindqvist et al., 2008a). (B) In 
Anwesenheit von Plakophilin1 wird mehr eIF4A zum cap-Initiations-Komplex rekrutiert, welches 
wiederum die Assoziation von eIF4B und die Aktivität von eIF4A erhöht. Der Komplex aus 
Plakophilin1, eIF4A und eIF4B erleichtert die Entwindung von Sekundärstrukturen im 5` 
untranslatierten Bereich der mRNA und ermöglicht die Anlagerung des 43S Prä-Initiationskomplexes.  

4.1.2 Einfluss von Plakophilin1 auf die Proliferation und Zellgröße 

Die Regulation von Zellproliferation und Zellgröße ist direkt an die Regulation der 

Translation gekoppelt. Zudem hat die Regulation der Translation eine entscheidende Funktion 

während der Entwicklung, der Differenzierung, der Zellzyklusprogression, des Zellwachstums 

und der Apoptose (Mathews, 2000). mTOR (mammalian traget of rapamycin) ist eine 

evolutionär konservierte Proteinkinase, welche durch Rezeptor-vermittelte Aktivierung die 

Proliferation und das Zellwachstum über die Regulation der Translation beeinflusst 

(Übersicht in (Hay and Sonenberg, 2004)). Durch mTOR werden verschiedene Proteine 

phosphoryliert, deren wichtigste Vertreter die S6 Kinase und das 4E-BP1 sind (Gingras et al., 

1998; Schmelzle and Hall, 2000). Hypophsphoryliertes 4E-BP1 hemmt die Translation durch 

Bindung an eIF4E. Durch die Phosphorylierung von 4E-BP1 wird die Affinität zu eIF4E 

reduziert und der eIF4F-Komplex kann assembliert werden (Gingras et al., 1999a). In 

humanen Zellen wurde nachgewiesen, dass eIF4E neben der Translation auch die 

Zellproliferation reguliert (De Benedetti et al., 1991). Die S6 Kinase kontrolliert die 

Zellgröße, das Zellwachstum und die Proliferation in D. melanogaster (Montagne et al., 1999; 

Zhang et al., 2000). In der Maus führt die Depletion von S6 Kinase zu einer Reduktion der 

Körpergröße (Shima et al., 1998). Durch Immunpräzipitation konnte eine Assoziation 

zwischen eIF4A und CDKA (cyclin-dependent protein kinase A) nachgewiesen werden 
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(Hutchins et al., 2004). Diese Daten legen einen möglichen Regulationsmechanismus 

zwischen Translation und Zellproliferation für eIF4A nahe.     

 In dieser Arbeit wurde gezeigt, dass Plakophilin1 und eIF4A1, neben ihrer Funktion in 

der Translation, auch das Zellwachstum, die Proliferation und die Zellgröße regulieren. Nach 

Knockdown von Plakophilin1 bzw. eIF4A1 war die Zellzahl und das Zellwachstum, im 

Vergleich zur Kontrolle, bedeutend reduziert (siehe Abb. 3.18). Diese Effekte könnten zum 

einen aus einer Reduktion der Proliferationsrate oder zum anderen aus einer Stimulation der 

Apoptoserate resultieren. Die Caspase-3/7 Aktivität war nach Knockdown von Plakophilin1, 

im Vergleich zur Kontrolle, leicht reduziert und nach Knockdown von eIF4A1 unbeeinflusst 

(siehe Abb. 3.19). Diese Daten deuten darauf hin, dass die Reduktion der Zellzahl auf eine 

verminderte Proliferationsrate zurückzuführen ist (siehe Abb. 3.19) und nicht auf einer 

Stimulation der Apoptose beruht. Aufgrund der bisher unbekannten nukleären Funktion von 

Plakophilin1 kann eine zusätzliche Stimulation des Zellwachstums auf Transkriptionsebene 

nicht ausgeschlossen werden.        

 Zudem geben die Ergebnisse erste Hinweise, um den molekularen Mechanismus der 

Plakophilin1-Defizienz zu verstehen. Der Verlust von Plakophilin1 bzw. Mutationen in 

Plakophilin1, bei dem trunkiertes verändertes Plakophilin1 exprimiert wird, führen zum 

sogenannten skin fragility syndrome. Die Betroffenen leiden unter blasenartigen Hautläsionen, 

bedingt durch die gestörte Zell-Zell-Adhäsion, und zusätzlich unter Haarverlust, 

Gedeihstörung und einer Reduktion an Schweißdrüsen (Hamada et al., 2002; McGrath et al., 

1997; McGrath et al., 1999; Whittock et al., 2000). Der Haarfollikel ist ein Anhangsgebilde 

der Haut epidermalen Ursprungs und weist eine ausgesprochen hohe Proliferationsrate auf. 

Aufgrund dieser Befunde könnten der Haarverlust bzw. die Bildung von kurzen und 

spärlichen Haaren sowie die Gedeihstörung mit der hier beschriebenen Funktion von 

Plakophilin1 in der Regulation der Proliferation korrelieren. In Plakophilin3 Knockout 

Mäusen wurde eine abnorme Morphologie der Haarfollikel und ein stark vermindertes 

Haarwachstum beschrieben (Sklyarova et al., 2008). Diese Daten implizieren, dass 

Plakophilin3 neben der Translation auch die Zellproliferation beeinflussen könnte. 
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4.1.3 Rolle der Plakophiline in der Tumorgenese 

In eukaryotischen Zellen stellt die Kontrolle der Translation einen fundamentalen 

Mechanismus dar, und die Deregulation von Proteinen, die an dieser Kontrolle beteiligt sind, 

trägt zu verschiedenen Krankheiten bei. Der mTOR/S6 Kinase-Signalweg ist bei mehreren 

Krebsarten fehlreguliert und resultiert in einer erhöhten Expression verschiedener Zielgene 

dieses Signalweges, wie z.B. ribosomaler Proteine und Translationsinitiationsfaktoren. 

Beispielsweise wurde eine erhöhte Expression von eIF4E beim Darmkrebs (Rosenwald et al., 

1999), erhöhte eIF4G-Werte in Lungenkarzinomen (Bauer et al., 2002; Brass et al., 1997), 

erhöhte eIF4A-Werte in Melanomen (Eberle et al., 1997) und in Leberkarzinomen (Shuda et 

al., 2000) und erhöhte Expressionen verschiedener Untereinheiten von eIF3 in mehreren 

Tumorarten gefunden (Hershey, 2000). Zudem führt die Überexpression verschiedener 

Translationsinitiationsfaktoren, wie z.B. von eIF4E und von eIF4G zur malignen 

Transformation (Fukuchi-Shimogori et al., 1997; Lazaris-Karatzas et al., 1992). Das bedeutet, 

dass Veränderungen in Signaltransduktionswegen die Translationsaktivität und daraus 

resultierend die Zelltransformation beeinflussen. Da Plakophilin1 und in einem geringeren 

Maß auch Plakophilin3 die Translation stimulieren (siehe Abb. 3.14), liegt die Vermutung 

nahe, dass diese Proteine möglicherweise eine Rolle in der Tumorgenese ausüben könnten. 

Diese Hypothese korreliert mit dem Befund der erhöhten Expression von Plakophilin1 und 

Plakophilin3 in verschiedenen Tumoren (Cheung et al., 2007; Furukawa et al., 2005; Ji et al., 

2007; Villaret et al., 2000). Normalerweise fungieren Proteine, die eine reine 

Adhäsionsfunktion ausüben, wie z.B. E-Cadherhin, als Tumorsuppressoren. So ist die 

Expression von E-Cadherin in Tumorzellen häufig vermindert (Birchmeier and Behrens, 

1994; Jiang, 1996), während β-Catenin, welches neben seiner Adhäsionsfunktion auch als 

Transkriptionsaktivator im Zellkern fungiert, in Tumoren häufig überexprimiert wird 

(Rubinfeld et al., 1997). Diese Daten implizieren, dass Plakophilin1 neben seiner Funktion in 

Desmosomen auch die Tumorzellproliferation, infolge der erhöhten Translationsaktivität, 

stimulieren könnte. Entsprechend den Daten für Plakophilin2, welches keinen Effekt auf die 

Translation hatte (siehe Abb. 3.14), existieren in der Literatur keinerlei Hinweise für eine 

erhöhte Expression in verschiedenen Tumoren.  
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4.1.4 Ausblick 

Die in dieser Arbeit vorgestellten Ergebnisse beschreiben erstmalig eine 

zytoplasmatische Funktion von Plakophilin1. Sie leisten einen Beitrag zum Verständnis des 

molekularen Mechanismus von Plakophilin1 während der Translationsinitiation. Plakophilin1 

interagiert direkt mit eIF4A1 und reguliert über diesen die cap-abhängige Translation. Um 

weitere Hinweise über den Regulationsmechanismus von Plakophilin1 und eIF4A1 während 

der Translation zu erhalten, sind weiterführende Interaktionsstudien notwendig. Dabei ist es 

von Bedeutung, die einzelnen Bindungsmotive in Plakophilin1 und in eIF4A1 zu 

charakterisieren, Mutanten zu generieren und den Einfluss der Mutanten auf die Translation 

und die Aktivität von eIF4A1 zu analysieren.           

 Das in dieser Arbeit postulierte Modell impliziert, dass Plakophilin1 insbesondere die 

Translation solcher mRNAs beeinflussen könnte, welche lange und stark strukturierte 5`UTRs 

aufweisen. Um diese Hypothese zu bestätigen, ist es notwendig translationskontrollierte 

mRNA-Zieltranskripte für Plakophilin1 zu identifizieren und diese in weiterführenden in vivo 

und in vitro Studien zu analysieren.        

 Im Hefe-Dihybrid screen wurden neben eIF4A1 auch verschiedene Untereinheiten des 

eIF3-Komplexes und die S6 Kinase als putative Interaktionspartner für Plakophilin1 

identifiziert. Um die Interaktion von Plakophilin1 mit den weiteren möglichen 

Interaktionspartnern zu validieren, müssen weitere Bindungsstudien und funktionelle Tests 

durchgeführt werden. Die bisherigen Daten deuten darauf hin, dass Plakophilin1 die 

Translationsinitiation über eIF4A1 reguliert, jedoch ist ein zusätzlicher Einfluss über den 

eIF3-Komplex nicht auszuschließen. Dieses könnte z.B. über die IRES- (interne Ribosomen 

Eintrittsstelle) vermittelte Translationsinitiation untersucht werden. eIF4A1 beeinflusst die 

IRES-vermittelte Translation der Picornaviren, wie z.B. Encephalomyocarditis-Virus 

(EMCV) und Polio-Virus (PV) (Pause et al., 1994b; Svitkin et al., 2001), aber auch die von 

zellulären mRNAs, wie z.B. c-myc und BiP (Thoma et al., 2004). Die IRES-Elemente des 

Hepatitis-C-Virus (HCV) benötigen außer eIF3 und eIF2 keine weiteren Initiationsfaktoren 

(Pestova et al., 1998).          

 In dieser Arbeit konnte gezeigt werden, dass Plakophilin1 eine Funktion in der 

Kontrolle der Translation und der Proliferation besitzt. Hierbei stellt sich die Frage, wie diese 

in vivo reguliert wird und unter welchem physiologischen Kontext diese von Bedeutung ist. 
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Eine translations- und proliferationssteigernde Wirkung sowie eine adhäsionssteigernde 

Wirkung sind konträr-komplementär. Deshalb ist zu erwarten, dass proliferationssteigernde 

Signale die Funktion von Plakophilin1 in der Translation erhöhen und in der Adhäsion 

reduzieren bzw. adhäsionssteigernde Signale den Effekt umkehren. Daraus ergibt sich die 

Frage, wie das Gleichgewicht zwischen beiden Funktionen von Plakophilin1 in der Zelle 

reguliert ist. Der mTOR/S6 Kinase-Signalweg spielt eine entscheidende Rolle in der 

Regulation der Translationsaktivität, indem er die Aktivität verschiedener 

Translationsinitiationsfaktoren über Phosphorylierung kontrolliert und darüber die 

Proteinsynthese beeinflusst (Übersicht in (Gingras et al., 2001)). Die S6 Kinase stimuliert die 

Translationsinitiation durch Aktivierung des ribosomalen S6 Proteins und eIF4B (Raught et 

al., 2004). Es gibt verschiedene Hinweise, dass die Regulation von Plakophilin1 über 

Phosphorylierung erfolgen könnte. (1) Daten einer zweidimensionalen Gelelektrophorese 

zeigen, dass Plakophilin1 in verschiedenen isoelektrischen Varianten vorkommt (Hatzfeld, 

persönliche Mitteilung). (2) Die S6 Kinase ist ein putativer Interaktionspartner von 

Plakophilin1. (3) Nach Sequenzanalysen und Vorhersagen auf potentielle 

Phosphorylierungsstellen wird in der „Kopf“-Region von Plakophilin1 eine putative 

Zielsequenz der S6 Kinase oder der Akt/GSK3β vermutet. Inwieweit die Regulation von 

Plakophilin1 während der Translation phosphorylierungsabhängig ist, müssen weiterführende 

Studien zeigen.  
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4.2 Funktion des p0071 

4.2.1 Funktion des p0071 in der Zytokinese 

Aus Vorarbeiten war bekannt, dass p0071 in der Zytokinese am Zentralkörper 

akkumuliert und die Überexpression von p0071 einen Zytokinesedefekt induziert, welcher mit 

der Bildung von mehrkernigen Zellen einhergeht. Aufbauend auf diesen Ergebnissen wurde 

die Zellzyklus-abhängige Lokalisation von p0071 detailliert untersucht. Dabei stellte sich 

heraus, dass sowohl endogenes als auch überexprimiertes p0071-DsRed während der 

Interphase an den Zentrosomen und während der Metaphase an den Spindelpolen lokalisierte. 

In der Anaphase wurde p0071 zum zentralen Mikrotubulibündel rekrutiert und akkumulierte 

während der Zytokinese am Zentralkörper (siehe Abb. 3.22 (Wolf et al., 2006)). Diese 

Lokalisation ähnelte stark dem einiger Proteine, denen eine Funktion in der 

Chromosomensegregation, der Mitose oder der Zytokinese zugeschrieben wurde, so z.B. der 

Aurora-B Kinase (Bischoff and Plowman, 1999), der Citron Kinase (Madaule et al., 2000), 

dem GAP-Protein MgcRacGAP (Hirose et al., 2001) und dem GEF-Protein Ect2 (Tatsumoto 

et al., 1999). Das deutet darauf hin, dass p0071 neben seiner Funktion in der Zell-Zell-

Adhäsion auch eine Funktion in der Mitose/Zytokinese ausüben könnte.    

 Für viele Proteine, welche eine Funktion in der Zytokinese haben, ist bekannt, dass der 

Knockdown oder funktionsinhibierende Mutationen zu Defekten in der Zellteilung führen, die 

sich oft in Mehrkernigkeit oder gestörter Trennung der Chromosomen äußern (Übersicht in 

(Glotzer, 2001)). In der vorliegenden Arbeit wurde gezeigt, dass sowohl eine erhöhte 

Expression als auch der Knockdown von p0071 einen Zytokinesedefekt induziert (siehe Abb. 

3.23 und Abb. 3.25). Dieser Zellteilungsdefekt beruhte nicht auf einer gestörten 

Chromosomensegregation, sondern vermutlich auf einer gestörten Zellabschnürung (siehe 

Abb. 3.27). Die Voraussetzung für die Trennung der Tochterzellen ist zum einen die Bildung 

des kontraktilen Ringes, ein Netzwerk aus Aktin- und Myosinfilamenten, und zum anderen 

der Neueinbau von Membran im Bereich der Teilungsfurche (Übersicht in (Glotzer, 2001)). 

Um zu sehen, welcher Prozess primär betroffen ist, wurde das Aktinzytoskelett am 

kontraktilen Ring nach p0071 Knockdown untersucht und eine erheblich verringerte 

Akkumulation von Aktin gezeigt (siehe Abb. 3.28). Daher wurde auf einen Defekt in der 

Bildung des kontraktilen Ringes geschlossen. Die Bildung des kontraktilen Ringes wird durch 
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die lokale Aktivierung von RhoA moduliert (Drechsel et al., 1997; Glotzer, 2001; O'Connell 

et al., 1999). Nach erfolgter Einschnürung muss RhoA inaktiviert und der kontraktile Ring 

abgebaut werden. Sowohl die Inhibierung von RhoA durch RNAi oder der C3-Transferase als 

auch die konstitutive Aktivierung von RhoA induziert einen Zytokinesedefekt (siehe Abb. 

3.23 (Aktories and Hall, 1989; Drechsel et al., 1997; Jantsch-Plunger et al., 2000)). Die strikte 

Kontrolle der RhoA-Aktivität während der Mitose/Zytokinese ist somit essentiell für eine 

erfolgreiche Zellabschnürung. Komplementationsexperimente und RhoA-Aktivitätsstudien 

zeigten, dass der Knockdown von p0071 die RhoA-Aktivität inhibiert (siehe Abb. 3.29) und 

die Überexpression von p0071 die RhoA-Aktivität stimuliert (Wolf et al., 2006). Diese 

Analysen deuten darauf hin, dass der von p0071 induzierte Zytokinesedefekt über RhoA 

vermittelt wird. Zudem geben diese Ergebnisse eine Erklärung warum sowohl der Knockdown 

als auch die Überexpression von p0071 einen Zellteilungsdefekt induzierte.   

 Um erste Hinweise über den molekularen Mechanismus der Aktivierung von RhoA 

durch p0071 zu erhalten, wurden zunächst Interaktionsstudien durchgeführt. Zum einen 

könnte p0071 die Rho-Aktivität direkt über RhoA selbst und zum anderen indirekt über ein 

Guanin-Nukleotid-Austauschfaktor (GEF) modulieren. Ect2 ist das einzige von 70 humanen 

GEF-Proteinen für Rho-GTPasen, für das eine essentielle Funktion in der Zytokinese 

beschrieben wurde (Garcia-Mata and Burridge, 2007; Kimura et al., 2000; Tatsumoto et al., 

1999). Hierbei wurde festgestellt, dass p0071 sowohl mit wt-RhoA und der konstitutiv 

aktiven Form von RhoA (siehe Abb. 3.30) als auch mit der N-terminalen Domäne von Ect2 

direkt interagiert (siehe Abb. 3.31). Da p0071 keine putative GEF-Domäne besitzt um RhoA 

zu aktivieren, liegt die Vermutung nahe, dass p0071 als Gerüstprotein fungiert, indem es über 

Ect2 die RhoA-Aktivität modulieren könnte.      

 Aufgrund dieser Überlegung stellte sich die Frage, ob die Lokalisation von p0071 am 

Zentralkörper über Ect2 vermittelt wird. Der Transport von Ect2 zur zentralen Spindel und 

zum Zentralkörper erfolgt über den Zentralspindlin-Komplex, welcher aus dem Rho-GAP 

Protein MgcRacGAP und dem Kinesin-6 MKLP1 besteht (Mishima et al., 2002; Yuce et al., 

2005). Immunfluoreszenzanalysen nach Knockdown von Ect2 zeigten eine verminderte und 

diffuse Lokalisation von p0071 am Zentralkörper (siehe Abb. 3.34). Demgegenüber war die 

Lokalisation von Ect2 am Zenralkörper p0071 unabhängig. Hierbei ist jedoch zu 

berücksichtigen, dass der Zentralspindlin-Komplex die zentralen Mikrotubuli stabilisiert und 

die Depletion von Ect2 die Bildung der Teilungsfurche beeinträchtigt (Chalamalasetty et al., 
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2006). Die verminderte Akkumulation von p0071 am Zentralkörper könnte somit auf einem 

indirekten Effekt aufgrund fehlender Mikrotubuli-Stabilisierung beruhen. Neuere Studien 

zeigen, dass p0071 unabhängig von Ect2 durch das Kinesin Kif3b zum Zentralkörper 

transportiert wird (Keil et al., Manuskript in Revision). Jedoch schließt dieses einen 

zusätzlichen Einfluss von Ect2 und RhoA auf die Lokalisation von p0071 nicht aus, da nach 

Inhibierung der Rho-Kinasen mit Y27632 ein nahezu vollständiger Verlust von p0071 an den 

Zentrosomen, an der zentralen Spindel und am Zentralkörper zu verzeichnen war (Wolf et al., 

2006). Das bedeutet, dass die Lokalisation von p0071 am Zentralkörper zum einen durch 

Kif3b und zum anderen durch den Rho-Signalweg vermittelt wird.    

 Ect2 besitzt eine regulatorische N-terminale Domäne, zwei NLS und eine C-terminal 

gelegene katalytische Domäne. In der Interphase liegt Ect2 in einer inaktiven Konformation 

im Zellkern vor, in welcher die N-terminale regulatorische Domäne die katalytische Domäne 

inhibiert (Abb. 4.3 (Kim et al., 2005; Saito et al., 2004)). Diese Inhibierung wird durch 

Phosphorylierung am T341 durch Cdk1 (cyclin dependent kinase1) während der G2/M Phase 

aufgehoben (Hara et al., 2006). Der Übergang in die offene Konformation ermöglicht 

vermutlich die Assoziation mit einem putativen Regulatorprotein, welches die katalytische 

Aktivität von Ect2 reguliert (Hara et al., 2006; Kim et al., 2005). Das interne NLS ist für den 

Reimport des Proteins in den Zellkern, nach erfolgter Zytokinese, verantwortlich. Die 

Expression des N-terminalen Ect2-Fragmentes, dem das NLS und die katalytische Domäne 

fehlen, korreliert mit der Bildung von mehrkernigen Zellen (siehe Abb. 3.32 (Kim et al., 

2005; Kimura et al., 2000; Saito et al., 2003; Tatsumoto et al., 1999)). Kimura und Kollegen 

zeigen, dass die Überexpression von Ect2 (1-333 AS) die RhoA-Aktivität in der Telophase 

inhibiert (Kimura et al., 2000). Aufgrund dessen postulieren sie, dass der N-Terminus die 

GEF-Aktivität negativ beeinflussen könnte. 

Abb. 4.3: Modell der Zellzyklus abhängigen Regulation von Ect2. Die N-terminale regulatorische 
Domäne von Ect2 inhibiert die katalytische Domäne in Interphase-Zellen. Während der G2/M-Phase 
wird Ect2 phosphoryliert und partiell aktiviert. Exogenes Ect2 (1-333) inhibiert die katalytische Domäne 
von endogenem Ect2. Abbildung modifiziert nach (Hara et al., 2006; Kim et al., 2005). 
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Interessanterweise wurde nach Überexpression der regulatorischen Domäne von Ect2 

(1-333 AS) und p0071 der Zytokinesedefekt von Ect2 stark vermindert (siehe Abb. 3.32). 

Dies könnte darauf hinweisen, dass p0071, durch die direkte Interaktion mit der 

regulatorischen Domäne von Ect2, die autoinhibierende Wirkung dieser Domäne aufhebt, 

indem es endogenes Ect2 verdrängt. Um diese Hypothese zu überprüfen müssen in 

weiterführenden Studien Ko-Immunpräzipitationsexperimente sowohl mit überexprimiertem 

Ect2 (1-333 AS) als auch mit Ect2 (1-333 AS) + p0071 durchgeführt werden. Diese Daten 

belegen, dass neben der direkten Interaktion zwischen p0071 und Ect2 auch eine funktionelle 

Assoziation in vivo stattfindet. Sie sind somit weitere Hinweise dafür, dass p0071 zusammen 

mit Ect2 die Rho-Aktivität modulieren könnte.       

 Im nächsten Schritt wurde daher untersucht, ob p0071 die Austauschrate von RhoA 

direkt reguliert oder die Austauschaktivität von Ect2 erhöht. Die katalytische Aktivität von 

Ect2 wird durch den Phosphorylierungsstatus des Proteins reguliert (Tatsumoto et al., 1999). 

Da die Phosphorylierung von Proteinen in E. coli nicht stattfindet, konnte der Guanin-

Nukleotid-Austausch Assay nur mit gereinigten Flag-Fusionsproteinen und nicht mit 

rekombinanten hergestellten gereinigten Proteinen durchgeführt werden. Dabei wurde 

festgestellt, dass p0071 eine ähnlich hohe GDP/GTP Austauschaktivität wie Ect2 wt und 

deren katalytische Domäne (Ect2 414-883 AS) besitzt. In Kombination von p0071 und Ect2 

wt war die GDP/GTP Austauschaktivität im Vergleich zu den Einzelkomponenten deutlich 

erhöht (siehe Abb. 3.35). Der Befund, dass p0071 allein eine GEF-Aktivität besitzt ist 

überraschend, da die Aminosäuresequenz von p0071 keine putative Domäne für eine 

mögliche GEF-Funktion aufweist. Eine mögliche Kontamination von Ect2 im p0071-

Präzipitat kann jedoch nicht ausgeschlossen werden. Diese Analysen zeigen jedoch deutlich, 

dass p0071 zusammen mit Ect2 die Rho-Aktivität stimuliert und somit die Austauschaktivität 

von Ect2 reguliert.         

 Zusammenfassend lässt sich folgender Regulationsmechanismus für p0071 während 

der Zytokinese postulieren (Abb. 4.4). (1) p0071 interagiert mit Ect2 und da-RhoA am 

Zentralkörper. Dort stabilisiert p0071 RhoA in seiner aktiven Form und erhöht die GEF-

Aktivität von Ect2. (2) Die erhöhte RhoA-Aktivität initiiert die Bildung und Kontraktion des 

kontraktilen Ringes. (3) Nach Erreichen eines gewissen GTP-RhoA Schwellenwertes 

dissoziiert p0071 aus diesem Komplex. (Lokalisation von p0071 am Zentralkörper ist nach 

Überexpression von da-RhoA vermindert (Wolf et al., 2006)). (4) Dieses führt zu einer 
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Destabilisierung von Ect2 und RhoA, einer Verringerung der RhoA-Aktivität und Auflösung 

des kontraktilen Ringes. (5) Ect2 wird am T341 dephosphoryliert, inaktiviert und in den 

Zellkern transloziert.   

   

Abb. 4.4: Modell der putativen RhoA-Aktivierungsschritte an der zentralen Spindel. Die Bindung 
von p0071 an GTP-RhoA und Ect2 erhöht die Stabilität von RhoA in seiner aktiven Form und die GEF-
Aktivität von Ect2. Nach Erreichen des GTP-RhoA Schwellenwertes, induziert die erhöhte RhoA-
Aktivität die Deslokalisation von p0071 vom Zentralkörper. Dieses führt vermutlich zur Destabilisierung 
und Inaktivierung des Ect2-RhoA-Komplexes. 

 Obwohl dieses Modell die verschiedenen Befunde dieser Arbeit wiederspiegelt ist es 

nur eine vereinfachte Übersicht, welches nicht den Regulationsmechanismus des 

Gleichgewichtes zwischen dem GEF-Protein Ect2 und den GAP-Proteinen MgcRacGAP bzw. 

p190RhoGAP oder weitere Zytokinese relevanten Proteine beinhaltet. Ob, und wenn ja 

welche Funktionen p0071 bei der Inaktivierung von RhoA und der Zellabschnürung ausüben 

könnte, müssen weiterführende Studien zeigen.         

 Erst kürzlich wurde gezeigt, dass die Defizienz des eng verwandten p120ctn in 

Keratinozyten einen Zytokinesedefekt aufgrund der Regression der Teilungsfurche induziert 

(Perez-Moreno et al., 2008). Dieser Zellteilungsdefekt korrelierte mit einer erhöhten RhoA-

Aktivität. Interessanterweise wurde auch ein Zytokinesedefekt in α-Catenin Knockdown 

Keratinozyten beobachtet (Vasioukhin et al., 2001), welcher vermutlich auf eine erhöhte Rac-

Aktivität zurückzuführen war (Kobielak and Fuchs, 2006). Diese Daten implizieren, dass die 

p120ctn-verwandten Proteine eine essentielle Funktion in der Zellteilung ausüben, indem sie 

die Aktivität der Rho-GTPasen modulieren. 
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4.2.2 Regulation des Rho-Signalweges: Eine gemeinsame Funktion aller p120ctn-

verwandten Proteine? 

Es ist bekannt, dass die p120ctn-verwandten Proteine, wie z.B.  p120ctn selbst und δ-

Catenin Funktionen im Rho-Signalweg ausüben (Übersicht in (Keil et al., 2007)). Die hier 

präsentierten Daten legen die Vermutung nahe, dass die Mitglieder der p120ctn-Proteinfamilie 

die RhoA-Aktivität in verschiedenen Bereichen und zellulären Prozessen regulieren. Die 

Überexpression von p120ctn induziert einen branching Phänotyp, welcher durch die 

Inhibierung von RhoA und Aktivierung von Rac1 und Cdc42 vermittelt wird (Anastasiadis 

and Reynolds, 2000, 2001; Noren et al., 2000). Die Aktivierung von Rac1 und Cdc42 wird 

vermutlich über das GEF-Protein Vav2 und die Inaktivierung von RhoA über das GAP-

Protein p190RhoGAP moduliert (Noren et al., 2000; Wildenberg et al., 2006). Weiterhin gibt 

es Hinweise dafür, dass Plakophilin1 mit einem GEF-Protein interagiert und über dieses 

Funktionen im Rho-Signalweg ausüben könnte (Hatzfeld, et al., in Vorbereitung). In dieser 

Arbeit konnte gezeigt werden, dass p0071 direkt mit dem GEF-Protein Ect2 interagiert, 

welches RhoA während der Zytokinese aktiviert. Es könnte daher sein, dass die Interaktion 

mit GEFs ein gemeinsames Merkmal der p120ctn-verwandten Proteine ist, um den Rho-

Signalweg zu regulieren. Zurzeit sind mehr als 20 Rho-GTPasen, 70 Rho-GEFs und 80 Rho-

GAPs bekannt (Garcia-Mata and Burridge, 2007; Moon and Zheng, 2003). Viele GEF- und 

GAP-Proteine zeigen keine Spezifität für eine Rho-GTPase, wodurch ein sehr komplexes 

Signalkaskadennetzwerk entsteht. Um eine korrekte Zellantwort hervorzurufen sind 

zusätzliche Faktoren notwendig, welche die Regulation von GEFs und GAPs am richtigen Ort 

und zur richtigen Zeit gewährleisten. Diese wichtigen Funktionen könnten  die p120ctn-

verwandten Proteine erfüllen, indem sie als Adapterproteine die Funktion der Regulatoren 

(GEFs und GAPs) koordinieren und dadurch die Spezifität des Signalweges herstellen. 

4.2.3 Rolle von p0071 in der Tumorgenese 

Die Rho-GTPasen spielen eine wesentliche und zentrale Rolle bei der 

Tumorprogression und der Metastasierung (Boettner and Van Aelst, 2002; Sahai and 

Marshall, 2002). Im Gegensatz zu den Ras-Proteinen sind in humanen Tumoren bis auf eine 

Ausnahme (RhoH) allerdings keine Mutationen in den Genen der Rho-Familie gefunden 

worden. Die tumorfördernde Wirkung der Rho-Proteine korreliert meist mit der veränderten 
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Aktivität ihrer Regulatorproteine (GEFs). Ect2 wurde ursprünglich als ein Protoonkogen 

identifiziert, welches nach Überexpression in epithelialen Zellen zur malignen Transformation 

führt (Miki et al., 1993). Die transformierenden Eigenschaften von Ect2 sind auf eine 

Deletion der N-terminalen regulatorischen Domäne bzw. der Kernlokalisierungssignale im 

zentralen Bereich des Proteins zurückzuführen (Saito et al., 2004; Solski et al., 2004). Durch 

die Deletion kommt es zur verstärkten Lokalisation von Ect2 im Zytoplasma und damit 

vermutlich zu einer konstitutiven Aktivierung von RhoA, welche in malignen 

Transformationen resultiert (Saito et al., 2004). Weiterhin wurde beschrieben, dass eine 

abnormale Aktivierung von ROCK eine wesentliche Rolle bei der Transformation, der 

Tumorinvasion und der Metastasierung spielt (Itoh et al., 1999; Sahai et al., 1998). In dieser 

Arbeit wurde gezeigt, dass p0071 direkt mit Ect2 interagiert und dessen GEF-Aktivität 

stimuliert. Zudem induziert sowohl der Knockdown als auch die Überexpression von p0071 

die Bildung von mehrkernigen Zellen. Mehrkernige Zellen sind hauptsächlich beim Sarkom 

und Karzinom anzutreffen. Diese Daten implizieren, dass p0071 über seine direkte Interaktion 

mit Ect2 die RhoA-Aktivität moduliert und somit eine Rolle bei der Tumorprogression und 

der Metastasierung ausüben könnte. 

4.2.4 Ausblick 

Die Zytokinese ist ein Prozess, in dem verschiedene Ereignisse koordiniert werden 

müssen. Zum einen muss sie zum richtigen Zeitpunkt während des Zellzyklus erfolgen und 

zum anderen muss sie, aufgrund der erforderlichen Symmetrie während der Zellteilung, die 

exakte räumliche Positionierung der Teilungsebene gewährleisten. Einige molekulare 

Mechanismen und Signaltransduktionswege, die diese Vorgänge steuern, sind aufgeklärt 

worden, jedoch ist man noch weit davon entfernt, die Molekularbiologie der Zytokinese zu 

verstehen.            

 In dieser Arbeit wurde gezeigt, dass p0071 eine essentielle Funktion in der Zytokinese 

ausübt. p0071 beeinflusst die Bildung des kontraktilen Ringes, indem es die Aktivierung von 

Ect2 und RhoA reguliert. Um die Zytokinese erfolgreich abzuschließen muss der kontraktile 

Ring abgebaut werden. Dafür ist eine Verringerung der Rho-Aktivität notwendig, welche zur 

Depolymerisation und damit zum Abbau der Aktinfilamente führt. Der genaue 

Regulationsmechanismus für die Inaktivierung von RhoA und die Abschnürung ist noch nicht 

vollständig aufgeklärt. Mögliche GAP-Proteine, die essentielle Funktionen in der Zytokinese 
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haben, sind MgcRacGAP und p190RhoGAP (Minoshima et al., 2003; Su et al., 2003). Ect2, 

MgcRacGAP und MKLP1 bilden einen Komplex und die Lokalisation von Ect2 an der 

zentralen Spindel hängt von dieser Komplexbildung ab (Nishimura and Yonemura, 2006; 

Yuce et al., 2005; Zhao and Fang, 2005). Um weitere Hinweise zu erhalten, ob und wie p0071 

die Zellabschnürung beeinflussen könnte, ist es von Bedeutung den p0071-Proteinkomplex 

am Zentralkörper zu charakterisieren. Hierbei wäre es interessant zu wissen, ob der p0071-

Proteinkomplex neben Ect2 auch MgcRacGAP enthält oder ob es sich hierbei um zwei 

voneinander unabhängige Proteinkomplexe handelt.      

 Ein wichtiger Mechanismus der Aktivierung verschiedener Proteine mit Funktionen in 

der Zytokinese erfolgt mittels posttranslationaler Modifikation durch reversible 

Phosphorylierung (Hara et al., 2006; Minoshima et al., 2003; Tatsumoto et al., 1999). Es ist 

daher interessant zu sehen, ob p0071 während der Zytokinese phosphoryliert wird. 

Sequenzanalysen und Vorhersagen auf potentielle Phosphorylierungsstellen von p0071 

ergaben eine beträchtliche Anzahl an putativen Zielsequenzen für Aurora und Plk1. Um 

spezifische Phosphorylierungsstellen zu identifizieren müssen massenspektrometrische 

Analysen durchgeführt werden. 
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5 Zusammenfassung 

Die Plakophiline und p0071 gehören zur Familie der p120ctn-verwandten Proteine. 

Neben ihrer subzellulären Verteilung an Zell-Zell-Kontakten weisen diese Proteine auch eine 

zytoplasmatische und nukleäre Lokalisation auf. Diese duale Lokalisation in einer 

„junctional“ und „non-junctional“ Form impliziert, dass diese Proteine neben ihrer 

adhäsiven Funktion im Plaque auch eine Signalfunktion haben könnten, welche bereits für die 

verwandten Proteine β-Catenin, p120ctn, ARVCF und δ-Catenin beschrieben wurde.             

Im Rahmen dieser Arbeit wurden erstmalig die zytoplasmatischen Funktionen von 

Plakophilin1 in der Translationskontrolle und von p0071 in der Regulation der Zytokinese 

beschrieben. Grundlage für die Charakterisierung der Funktion von Plakophilin1 in der 

Translationskontrolle war die Identifizierung verschiedener eukaryotischer 

Translationsinitiationsfaktoren (eIF4A1, eIF3S8, eIF3S5 und eIF3S6 IP) als potentielle 

Bindungspartner für Plakophilin1.   

Plakophilin1 stimuliert die Proteinsynthese unabhängig von einer möglichen Funktion 

bei der Transkription. Anhand von Reportergen-Studien wurde gezeigt, dass Plakophilin1 die 

Stimulation der Translationsaktivität über eine Stimulation der Translation und nicht über eine 

Stabilisierung der mRNA reguliert. Plakophilin1 stimuliert die Translation über die direkte 

Interaktion mit eIF4A1, eine ATPase/Helikase, und reguliert die Translationsinitiation auf 

zwei Ebenen. Zum einen moduliert Plakophilin1 die enzymatische Aktivität von eIF4A1 in 

vitro und zum anderen stimuliert Plakophilin1 die Rekrutierung von eIF4A1 zum cap-

Initiationskopmplex in vivo. Die Funktion von Plakophilin1 in der Translationskontrolle 

korreliert mit einer Funktion bei der Regulation von Proliferation und Zellgröße. Diese Daten 

geben eine mögliche Erklärung für die erhöhte Expression von Plakophilin1 in verschiedenen 

Tumoren.    

Im zweiten Teil der Arbeit wurde die zytoplasmatische Funktion des p0071 

charakterisiert. p0071 lokalisiert während der Zytokinese am Zentralkörper und hat eine 

essentielle Funktion in der Zellteilung. Sowohl der Knockdown als auch die Überexpression 

von p0071 verhindern das normale Zellwachstum und induzieren einen Zytokinesedefekt, 

welcher sich in Mehrkernigkeit äußert. Diese Zyokinesedefeke korrelieren mit einer 
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Deregulation der RhoA-Aktivität. Die RhoA-GTPase ist ein wichtiger Regulator während der 

Zytokinese, welcher die Ausbildung des kontraktilen Ringes induziert. p0071 interagiert am 

Zentralkörper sowohl mit RhoA als auch mit Ect2, ein Guanin-Nukleotid-Austauschfaktor 

(GEF), der eine essentielle Funktion in der Regulation der Zytokinese ausübt. Basierend auf 

diesen Interaktionen stabilisiert p0071 die aktive Form von RhoA und erhöht die GEF-

Aktivität von Ect2. p0071 und Ect2 wirken synergistisch bei der Aktivierung von RhoA. 

Diese Daten belegen eine essentielle Funktion von p0071 bei der räumlichen und zeitlichen 

Regulation des Rho-Signalweges während der Zytokinese. 
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7 Anhang 

7.1 Oligonukleotide 

Oligonukleotide zur Klonierung. Alle die in der Tabelle aufgeführten Oligonukleotide 

wurden standardmäßig unter annealing-Bedingungen von 55-60°C und 30 s verwendet. Die 

eingefügten Restriktionsschnittstellen sind unterstrichen. 

Tab. 7.1: Oligonukleotide zur Klonierung. 

Primer Sequenz (5'  3') 
PKP1 EcoRI s CCT GAA TTC GCC ATG AAC CAC TCG CCG CTC AAG ACC GCC 
PKP1 XhoI + STOP as CTC CTC GAG TTA GAA TCG GGA GGT GAA GTT CCT GAG GCT 

G 
PKP1 XhoI – STOP as CTC CTC GAG GAA TCG GGA GGT GAA GTT CCT GAG GCT G 
PKP1 Kopf XhoI + 
STOP as 

GCC CTC GAG TTA CTG ATA GAC CTG TTG CTT GGC AGA TTC 
ATC C 

PKP1 repeat EcoRI s CAG GAA TTC GAG ATG GGA GGC ATC TGC AAG CTG GTG GAC 
CTC 

PKP2 EcoRI s CCC GAA TTC CCC ATG GCA GCC CCC GGC GCC C  
PKP2 SalI + STOP as TTT GTC GAC TCA GTC TTT AAG GGA GTG GTA GGC TTT GGC 
PKP2 Kopf SalI + 
STOP as 

GAG GTC GAC CTA ATC AAG CTG GTT AAC CCT CTT CCG AGC 
TTC AG 

PKP2 repeat EcoRI s AGG GAA TTC GCC ATG CGT GGC ATC CTC AAG CTT CTG CAG 
C 

PKP3 EcoRI s GGA GAA TTC GCC ATG CAG GAC GGT AAC TTC CTG CTG 
PKP3 SalI + STOP as AGG GTC GAC CTA TGG GCC CAG GAA GTC CTC CTT CCG 
PKP3 Kopf SalI + 
STOP as 

GTG GTC GAC CTA GGC CGC TCC CAG CAC CTG CAG 

PKP3 repeat EcoRI s GGA GAA TTC GCC ATG CAG CAC AAG TGC TAC AGC GAT GC 
eIF4A1 EcoRI s AAT GAA TTC GCC ATG TCT GCG AGC CAG GAT TCC 
eIF4A1 SalI + STOP as GAC GTC GAC TCA GAT GAG GTC AGC AAC ATT GAG 
eIF4A2 MunI s GTT CAA TTG ACC ATG TCT GGT GGC TCC GCG 
eIF4A2 SalI + STOP as CCG TCG ACT TAA ATA AGG TCA GCC ACA TTC ATG G 
eIF4A3 MunI s CCC AAT TGA CCA TGG CGA CCT CGG GCT C 
eIF4A3 SalI + STOP as CTG TCG ACT CAG ATA AGA TCA GCA ACG TTC ATC 
eIF3S8 EcoRI s CGC GAA TTC GCC ATG TCG CGG TTT TTC ACC 
eIF3S8 XhoI + STOP 
as 

GTG CTC GAG TCA GTA GGC CGT CTG AG 

eIF3S5 EcoRI s TTG AAT TCG CCA TGG CCA CAC CGG CG 
eIF3S5 XhoI + STOP 
as 

GGG CTC GAG TCA CAG GTT TAC AAG TTT TTC 

eIF3S6 IP EcoRI s GCG AAT TCG CCA TGT CTC CCG CTG ATG ATT ATG 
eIF3S6 IP SalI + STOP 
as 

GAG TCG ACT CAA GGT CTC TGT CCC ATC TTC 

Ect2 EcoRI s AGA GAA TTC GCC ATG GCT GAA AAT AGT GTA TTA ACA TC 
Ect2 XhoI + STOP as GGT CTC GAG TCA TAT CAA ATG AGT TGT AGA TC 
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Ect2 1-333 XhoI as TGA CTC GAG TCA TTT CTT GAG CTC AGG AGT ATT TG 
Ect2 1-414 XhoI as TGA CTC GAG TCA TGG AGT GGA GCT TTT AGA AGA C 
Ect2 334-884 EcoRI s GAG GAA TTC GCC ATG TCA GTG TCA ATG CTT TCT C 
Ect2 415-884 EcoRI s AGC GAA TTC GCC ATG GTT CCT TCA AAG CAG TCA GC 
RhoA EcoRI s CCT GAA TTC GCC ATG GCT GCC ATC CGG AAG AAA CTG GTG  
RhoA XhoI + STOP as CAC CTC GAG TCA CAA GAC AAG GCA CCC AGA TTT TTT CTT 

CCC 
p0071 mouse MunI s CTG CAA TTG GCC ATG CCC GCC CCT GAA CAG 
p0071 mouse ApaI + 
STOP as 

GTC GGG CCC CTA CAC CCA GGA GTC CGG 

p0071#4 s CACCGCACATTACTCCTATATATGACGAATCATATATAGGAGTA
ATGTGC 

p0071#4 as AAAAGCACATTACTCCTATATATGATTCGTCATATATAGGAGTA
ATGTGC 

p0071#6 s CACCGATAACGATAGAGTTGTTTCTCGAAAGAAACAACTCTATC
GTTATC 

p0071#6 as AAAAGATAACGATAGAGTTGTTTCTTTCGAGAAACAACTCTAT
CGTTATC 

 

Oligonukleotide für qRT-PCR. Alle die in der Tabelle aufgeführten Oligonukleotide 

wurden standardmäßig bei annealing-Bedingungen von 60°C und 30 s verwendet. 

Tab. 7.2: Oligonukleotide für qRT-PCR. 

Gen sense (5'  3') antisense (5'  3') 
Cyclophilin A GTCAACCCCACCGTGTTCTT CTGCTGTCTTTGGGACCTTGT 
RPLP0 GGCGACCTGGAAGTCCAACT CCATCAGCACCACAGCCTTC 
PKP1 GGAGCAGCTACTACTCCAAGT CGGCTCGCCTTGATTTTCT 
PKP2 GTGGGCAACGGAAATCTTCAC CCAGCCTTTAGCATGTCATAGG 
PKP3 CCGAGGCCACTGAGGTTTC TTGAACCCATGCACGTCCG 
eIF4A1 GATTCCCGATCCAGAGACAA AGGGACTCCGAGAGGTTCAT 
eIF4A2 GCTCCGCGGATTATAACAGA CGTAAGCATAGATGCCACGA 
eIF4A3 GCAGTGGAGAGGGAAGAGTG AGTGAAGTTGGCTTCCCTCA 
Firefly GAATCCATCTTGCTCCAACAC TTCGTCCACAAACACAACTC 
Renilla ATCAGGCAAATCTGGTAATGG ACATCTACTACACTTTCAGCGT 
p0071 human CAATTCGGACAGCAGCAGTA GCGGTACACTGGGCTGTAAT 
p0071 mouse ACATGGTCCTGCTGGAGTTC TGGAGACAGCTTCCTGGTG 
Ect2 CTAACAGCAATCGCAAACGA AACTTGCCACCTTGCTGACT 

 

Tab. 7.3: siRNAs. 

siRNA Sequenz (5'  3') 
Kontrolle AAG CUG ACC CUG AAG UUC AUC UGC ACC 
PKP1 GAC CAU GCG UAA CUA CUC AdTdT 
PKP2 CGU GGG CAA CGG AAA UCU UCA dTdT 
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PKP3 GAC UCC GAA AGC UCA UCU UCA dTdT 
eIF4A1 CUG GCC GUG UGU UUG AUA UdTdT 
Ect2 CAA GAG UGA UAU UGG UUC AdTdT (Kim et al., 2005) 
p0071 UGG AUA ACG AUA GAG UUG UUU CUU CCG UGG 

 

Tab. 7.4: Verwendete cDNA-Konstrukte. 

Plasmidname Insert Vektor Restriktionsschnittstellen 
pGBKT7-PKP1 
Kopf 

Plakophilin1 Kopf pGBKT7 EcoRI / XhoI in Sal I 

pYFP1-Flag-PKP1 
Kopf 

Plakophilin1 Kopf YFP1-Flag-C EcoRI / XhoI in Sal I 

pGBKT7-PKP1 
repeats 

Plakophilin1 repeats pGBKT7 EcoRI / XhoI in Sal I 

pYFP1-Flag-PKP1 
Kopf 

Plakophilin1 repeats YFP1-Flag-C EcoRI / XhoI in Sal I 

pGFP-PKP1 wt Plakophilin1 wt pEGFP-C2 EcoRI / XhoI in Sal I 
PKP1 wt-DsRed Plakophilin1 wt pDsRed-N1 EcoRI / XhoI in Sal I 
pRSET-PKP1 wt Plakophilin1 wt pRSETA EcoRI / XhoI 
pYFP1-Flag-PKP1 
wt 

Plakophilin1 wt YFP1-Flag-C EcoRI / XhoI in Sal I 

PKP1 wt-Flag-YFP1 Plakophilin1 wt YFP1-Flag-N EcoRI / XhoI in Sal I 
pGBKT7-PKP2 
Kopf 

Plakophilin2 Kopf pGBKT7 EcoRI / Sal I 

pGBKT7-PKP2 
repeats 

Plakophilin2 repeats pGBKT7 EcoRI / Sal I 

pGFP-PKP2 wt Plakophilin2 wt pEGFP-C2 EcoRI / Sal I 
pGBKT7-PKP3 
Kopf 

Plakophilin3 Kopf pGBKT7 EcoRI / Sal I 

pGBKT7-PKP3 
repeats 

Plakophilin3 repeats pGBKT7 EcoRI / Sal I 

pGFP-PKP3 wt Plakophilin3 wt pEGFP-C2 EcoRI in Sal I 
pGFP-eIF4A1 eIF4A1 pEGFP-C2 EcoRI in Sal I 
pRSET-eIF4A1 eIF4A1 pRSETA EcoRI / Sal I in XhoI 
pGEX-eIF4A1 eIF4A1 pGEX-5x1 EcoRI / Sal I in XhoI 
pGADT7-eIF4A1 eIF4A1 pGADT7 EcoRI / Sal I in XhoI 
pYFP2-HA-eIF4A1 eIF4A1 YFP2-HA-C EcoRI / Sal I 
pGFP-eIF4A1 
R362Q 

eIF4A1 R362Q pEGFP-C2 EcoRI / Sal I 

pGFP-eIF4A2 eIF4A2 pEGFP-C2 Mun I / Sal I in EcoRI 
pGADT7-eIF4A2 eIF4A2 pGADT7 Mun I / Sal I in EcoRI / XhoI 
pGFP-eIF4A3 eIF4A3 pEGFP-C2 Mun I / Sal I in EcoRI 
pGFP-eIF3S8 eIF3S8 pEGFP-C2 EcoRI / XhoI in Sal I 
pGADT7-eIF3S8 eIF3S8 pGADT7 EcoRI / XhoI 
pGFP-eIF3S5 eIF3S5 pEGFP-C2 EcoRI / XhoI in Sal I 
pGADT7-eIF3S5 eIF3S5 pGADT7 EcoRI / XhoI 
pGFP-eIF3S6 IP eIF3S6 IP pEGFP-C2 EcoRI / Sal I 
pGADT7-eIF3S6 IP eIF3S6 IP pGADT7 EcoRI / Sal I in XhoI 
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pFlag-p0071 wt p0071 wt pcDNA3-Flag Bam HI / XhoI 
pGFP-m-p0071 mouse p0071 wt pEGFP-C2 MunI / Apa I in EcoRI 
pGFP-RhoA wt RhoA wt pEGFP-C2 EcoRI / XhoI in Sal I 
pGADT7-RhoA wt RhoA wt pGADT7 EcoRI / XhoI 
pGFP-RhoA da  RhoA da (Q63L) pEGFP-C2 EcoRI / XhoI in Sal I 
pGADT7-RhoA da RhoA da (Q63L) pGADT7 EcoRI / XhoI 
pGFP-RhoA dn RhoA dn pEGFP-C2 EcoRI / XhoI in Sal I 
pGADT7-RhoA dn RhoA dn pGADT7 EcoRI / XhoI 
pGFP-Ect2-
Deletionsfragmente 

Ect2-
Deletiosfragmente 

pEGFP-C2 EcoRI / XhoI in Sal I 

pGADT7-Ect2-
Deletionsfragmente 

Ect2-
Deletiosfragmente 

pGADT7 EcoRI / XhoI 

pFlag-Ect2 wt Ect2 wt pcDNA3-Flag EcoRI / XhoI 
pFlag-Ect2 (414-
883)  

Ect2 (414-883) pcDNA3-Flag EcoRI / XhoI 

p0071 shRNA #4 sh #4 pENTR  
p0071 shRNA #6 sh #6 pENTR  

 

7.2 Abkürzungsverzeichnis 

µ   mikro 

Abb.   Abbildung 

AS   Aminosäure 

ATP   Adenosintriphosphat 

BiFC   Bi-molecular Fluorescence Complementation 

BrdU   2-Bromo-5-desoxyurridin 

bzw.   beziehungsweise 

ca.   cirka 

cDNA   komplementäre Desoxyribonukleinsäure 

da   dominant aktiv 

DAPI   4′,6-Diamidino-2-phenylindol 
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d.h.   das heißt 

dn   dominant negativ 

DNA   Desoxyribonukleinsäure 

DNase   Ribonuklease 

dsRed   Discosoma species red fluorescent protein 

EDTA   Ethylendiamintetraessigsäure 

EGTA   Ethylenglycol-bis(2-aminoethyl)-tetraessigsäure 

eIF   eukaryotischer Translationsinitiationsfaktor 

et al.   et altera 

evtl.   eventuell 

g   Erdbeschleunigung, Zentifugationsgeschwindigkeit 

g   Gramm 

GFP   green fluoreszent protein 

ggf.   gegebenenfalls 

GST   Glutation-S-Transferase 

h   Stunde 

IF   Immunfluoreszenz 

kb   Kilobasenpaare 

L   Liter 

LB   Luria Bertani 
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m   milli 

M   Molar 

mAK   monoklonaler Antikörper 

min   Minute 

mind.   mindestens 

mRNA   messenger Ribonukleinsäure 

n   nano 

NLS   nuclear localization signal 

nt   Nukleotide 

o.a.   oben aufgeführt 

ORF   open reading frame 

pAK   polyklonaler Antikörper 

PCR   Polymerasekettenreaktion 

PFA   Paraformaldehyd 

pH   Potentium Hydrogenii 

qRT-PCR  quantitative reverse Transkriptase PCR 

RBP   RNA bindendes Protein 

RNA   Ribonukleinsäure 

RNAi   Ribonukleinsäure interference  

RNase   Ribonuklease 

 



    Anhang 

 

133 

 

RNasin   RNase Inhibitor 

Rpm   rounds per minute, Zentrifugationsgeschwindigkeit 

RRM   RNA recognition motif 

RT   reverse Transkriptase 

RT-PCR   reverse Transkriptase PCR 

SDS-PAGE  denaturierendes Polyacrylamid-Gel 

SG   stress granule 

siRNA  small interfering RNA 

Tris  Tris(hydroxymethyl)aminomethan 

Tween20 Polyoxyethylensorbitan-Monolaurylsäure 

u.a.    und andere 

UTR   untranslatierte Region 

WB   Western Blot 

WT   Wildtyp 

YFP   yellow fluorescent protein 

z.B.   zum Beispiel 

z.T.   zum Teil 
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