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1. Einleitung

Mit Kanadaptin wurde 1998 von Chen et al. ein im Neere vorkommendes, an den
renalen Bicarbonat/Chlorid-Anionenaustauscher ABJAE(Q) bindendes Protein
entdeckt. Aufgrund der Multidomanenstruktur und Béahigkeit sowohl mitochondrial
als auch nuklear vorzuliegen liegt die Annahme ndhss Kanadaptin mdglicherweise
Uber vielfaltige intrazellulare Funktionen verfudlie Einleitung befasst sich daher
neben Kanadaptin auch mit funktionellen/klinischefsspekten des renalen

Anionenaustauschers sowie dem Kern-Zytoplasma-iRtcaasport.

1.1. Die Niere, KAE1 und Kanadaptin

1.1.1. Die Niere: Kontrollorgan des Sdure-BasengHalies

Die Niere ist ein zentrales Organ des Koérpers.UBernimmt mehrere lebenswichtige
Funktionen fir den Organismus. Unter anderem dsemtzur Aufrechterhaltung des
Blutdruckes, entgiftet den Korper und dient demadigmus als Produktionsstatte von
Hormonen (z.B. Erythropoetin).

Eine weitere wichtige Funktion der Niere ist dieflaehterhaltung des Saure-Basen-
Haushaltes. Der gré3te Anteil der Regulation zur fréahterhaltung des
physiologischen pH-Wertes von 7,4 im Blutkreislaufca. 64% der
Gesamtpufferleistung) wird durch die Lunge und désne Puffersystem der leicht
flichtigen Kohlensaure geleistet. Als weitere Prsifjsteme stehen dem Koérper das

Hamoglobin, Proteine und das Hydrogenphosphat euafiigung.

Als Funktionseinheit steht der Niere zur Erfllludigser Aufgaben das Nephron zur
Verfigung. Es besteht aus den Abschnitten Glomsyrulubulus proximalis, Tubulus

intermedius, Tubulus distalis und Tubulus reunieviehrere Nephrone enden in ein
Sammelrohr, die wiederum in die Nierenkelche (@alienalis) enden. Diese wiederum
vereinen sich zum Nierenbecken (Pelvis renalisj,dn Endharn tber die Ureteren in
die Harnblase abgibt (Abb1.1).
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Abb. 1.1. Schematische Darstellung eines Nephrongfunktionelle Einheit der Niere) (in

Anlehnung an: Kriz und Bankir, 1988).

1: Glomerulus 2: Pars convoluta des Tubulus prokin®a7: Henlesche Schleife 3: Pars
recta des Tubulus proximalis 4: Pars descendensTdbslus intermedius 5: Pars
ascendens des Tubulus intermedius 6: Pars rectaudesus distalis 7: Macula densa
8: Pars convoluta des Tubulus distalis 9: Tubutusiens (Verbindungstubulus) 10-12:
Tubulus renalis colligens (Sammelrohr) 10: Kortédsal Sammelrohr 11: AuReres
medullares Sammelrohr 12: Inneres medullares Sarahrel

Durch Ultrafiltration entsteht im Glomerulus deiirRérharn, der noch reich an Salzen,
Peptiden, kleinen Proteinen, Glukose und Bikarbastatin der Pars convoluta des
proximalen Tubulus wird ein Grol3teil dieser Bestaild wieder resorbiert. Zusatzlich
werden dem Harn Stoffe zugesetzt, die nicht dureh @&lomerulus filtriert werden

kénnen (z.B. Harnsaure oder bestimmte Medikamergdenicillin).



Die Henle-Schleife, die aus den Partes rectae maimalen und distalen Tubuli, sowie

dem Tubulus intermedius besteht, sorgt mit Hilfeesi sog. Gegenstromprinzips fir
eine weitere Konzentration des Harns. Dabei wirdvasserdichten aufsteigendem Tell
der Henle-Schleife NaCl zurtickgewonnen, das densevdsrchlassigen absteigenden
Teil ca. 25% des Primarharnvolumens durch osmai¥eitkung entzieht.

In der Pars convoluta des distalen Tubulus, im Tugoveuniens und im Sammelrohr
wird die fakultative Wasserriickresorption gesteugldosteron und das antidiuretische
Hormon (ADH) haben hier Einfluss auf die Menge Bessorption. Daneben hat dieser
Abschnitt entscheidenden Einfluss auf den SaurexBataushalt des Korpers, indem er
je nach Bedarf HC® oder H'lonen ausscheidet. Hierbei spielen im Sammelroér di
Hauptzellen und die Schaltzellen eine zentrale Btohg. Letztere unterteilen sich
wiederum in A- und B-Schaltzellen. Sie werden impKal 1.1.3 genauer erortert. In
aller Regel ist jedoch die Alkalisierung des Bluthgch Ausscheiden von Protonen
notwendig, weshalb pathologische Stérungen dieseguRtionsmechanismen eine

Azidose nach sich ziehen.

1.1.2. Klinische Aspekte des Sdure-Basen-Haushaltes

Isolierte oder kombinierte Stérungen der Regulaties Saure-Basen-Haushaltes in der

Niere werden als renale tubulare Azidose bezeicthi@h unterscheidet zwei Formen:

- die distale renale tubuléare Azidose (RTA-1)

- die proximale renale tubuléare Azidose (RTA-2)

Die RTA-1 beruht auf der Unfahigkeit des Sammeleshund hier speziell der A-
Schaltzellen, ausreichend Protonen in das Lumepurapen. Die Folgen sind eine
Harnalkalose mit gleichzeitiger metabolischer AseloAufgrund des zu niedrigen pH-
Wertes im Blut kommt es zu einer vermehrten Moatlen von Kalzium aus dem
Knochensystem. Die Folgen sind Rachitis, Osteopeni@steomalazie und

Hyperkalziurie. Dies fuhrt wiederum zu Nephrolithi® und Nephrokalzinose, die



wiederum eine terminale Niereninsuffizienz beding&dnnen. Die zusatzlich
auftretende Hypokalidmie bedingt Muskelschwéches hin zu Lahmungen und
Herzrythmusstdrungen (Alper et al., 200Djese Krankheitsbilder beruhen u.a. auf
Mutationen im kKAE1-Gen, das fur den renalen Anianetauscher AE1 (siehe Kapitel
1.1.3.) kodiert. So wurden dominante Formen besbbkn, die z.B. zu einem Austausch
von Arginin an Position 589 gegen Histidin (R589K)ystein oder Serin oder an
Position 901 gegen ein Stoppcodon fuhren (C/S9@)kKaret et al., 1998; Toye et al.,
2004). Als rezessive Formen der RTA-1 wurden vomphaipitr et al. (1998) die
Mutationen G701D und S773P beschrieben.

Selten kommt es auch zu erworbenen Formen der RTBidse treten meist in
Zusammenhang mit Autoimmunerkrankungen wie dem egyisthen Lupus
erythromathodes und dem Sjogren-Syndrom auf (Bagga, 1993; Siamopoulos et al.,
1992).

Bei der RTA-2 handelt es sich hingegen um Stérungemproximalen Tubulus, der
neben der Ruckresorption von Bikarbonat auch fig Riickgewinnung von u.a.
Aminosauren und Glukose verantwortlich ist. Im Kasdlter wird diese Stbérung als
Fanconi-Syndrom bezeichnet. Die Betroffenen leidemer Hyperaminoazidurie,
Glukosurie und Hyperphosphaturie. Die Folge kanenéddls eine Rachitis renalis sein
(Cogan, 1982; Rothstein et al., 1990).

1.1.3. Die Schaltzelle als spezialisierte Zelle &Zufrechterhaltung des pH-Wertes

Wie bereits erwahnt ist der distale Tubulus und $asymelrohr der Ort der Sekretion
von Protonen in das Lumen des terminalen Nephrdosétzlich wird hier Wasser
zurickgewonnen, womit die intrakorporale Blutmengel somit indirekt auch der
Blutdruck reguliert werden. Zur Erfullung dieser fgaben ist dieser Nephronabschnitt

mit spezialisierten Zellen ausgestattet.

Die Hauptzellen dieser Nephronregion sind fir diaséérrtickresorption verantwortlich

und ADH-(Vasopressin)-sensibel. Aquaporin 2 wird teun Einfluss dieses



hypothalamischerNeurohypophysenhormons vermehrt in die apikale Mambder
Hauptzellen eingebaut, was die Wasserresorptionigeste Rund 7% des
Primarharnvolumens kann Uber diesen Regelkreislamiabel in den Blutkreislauf
zurtckgefuhrt werden. Dies ist bei der Aufrechtdéitmy des physiologischen
Blutdruckes ein aul3erst wichtiger Regulationsmeisinans.

Die Schaltzellen hingegen sind hauptsachlich fig Aufrechterhaltung des Saure-
Basenhaushaltes verantwortlich. Sie machen rund d&%ellen des distalen Tubulus
und des Sammelrohres aus (Kim et al., 1999). Matertailt sie in A- bzw. B-

Schaltzellen.

Die A-Schaltzellen finden sich hauptsachlich im mi&ten Sammelrohr und besitzen
an der lumenzugewandten apikalen Membran eifil§ HATPase und eine HATPase,
die unter Energieverbrauch Protonen in das Lumes SEmmelrohres pumpt. Die
Protonen werden durch die zytoplasmatische Carlyoliabe gewonnen, die die
chemische Reaktion von,8 und CQ in H und HCQ  katalysiert. Letzteres wird an
der basolateralen Membran durch den renalen AnarstauschekAE1 elektroneutral
gegen Clausgetauscht und somit in die Blutbahn gegebenn@@rahn et al., 1985).
Die Anionenaustauscher gehoéren zur Familie der SRfodeine (solute carrier), die aus
10 Genen besteht, die fur integrale Membranproteiinel 0-14 Transmembrandomanen
codieren. Neben 3 TIHCO; Austauschern (AE1-3) haben neuere Untersuchungen
auch noch einen weiteren Anionenaustauscher AEAgeadesen (Parker et al., 2001;
Tsuganezawa et al.,, 2001), der jedoch mehr Ahnditek zu den N#@HCO;
Cotransportern besitzt, als zu den anderen Mitgtiedler AE-Familie (Romero et al.,
2004)

Die vornehmlich im Kkortikalen Abschnitt der Sammoéire vorkommenden B-

Schaltzellen besitzen im Gegensatz zu den A-Sdiiz einen apikalen

Anionenaustauscher (Pendrin), der fur die Alkatisig des Harns durch Zugabe von
Bicarbonat verantwortlich ist. Die Protonenpumpeérddn den B-Schaltzellen in der
basolateralen Membran lokalisiert.



Die Funktion sogenannter Non-A-non-B Zellen ist elggn noch nicht geklart. Derzeit
wird sowohl die Sekretion von OHH" als auch das kurzfristige Interkonvertieren
zwischen den beiden Zelltypen A und B diskutiera{\\2005).

Die Abbildung 1.2. gibt einen schematischen Ubekbliiber die Vorgange in den

verschiedenen Schaltzellen.

Interstitium HCO; Lumen
NBC3

Non-A, non-B

Abb. 1.2. Schematische Darstellung der SchaltzellefWall, 2005)
NBC3: Natrium Bikarbonat Symporter; AE: Anionen Aaisscher; Pds: Pendrin

Der in den A-Schaltzellen basolateral lokalisieAeionenaustauscher ist fur die
vorliegende Arbeit von besonderem Interesse. Varb&aks et al. (1971) wurde der
AEl in Erythrozyten erstmals beschrieben. Aufgrusdiner Laufhohe in der
Elektrophorese wird er auch als Bande 3 Proteineibbmet. Er ist fur die
Aufrechterhaltung des intra- und extrazellularenur8@8Basen-Gleichgewichts, die
Regulation der intra- und extrazellularen-Kbnzentration und die Verankerung des
submembranaren Zytoskeletts mit der Zytoplasmamamiwerantwortlich (Tanner,
1997). AE1 gehort wie bereits erwahnt zu einer Hamion Anionenaustauschern,



deren Mitgliedervon Genen der SLC4 Familie kodieren und in verstdmen Geweben
des Korpers exprimiert werden (Kopito, 1990; Aleeral., 2002). Alle Mitglieder der

AE-Familie zeigen einen langen hydrophilen N-terahém zytoplasmatischen
Abschnitt, eine hydrophobe Transmembrandomane sewiéydrophiles C-terminales
Ende, das ebenfalls zytoplasmatisch liegt. (Alper a¢, 2002) Wahrend die
Transmembrandomé&ne hoch konserviert ist, kann Uben Einsatz von

gewebespezifischen Promotoren vornehmlich das iNutedle Ende modifiziert werden
(Tanner, 1997). Die N-terminale zytoplasmatische mBoe enthalt auch die
Bindungsstellen fiir verschiedene Proteine des Egtetts. Uber Ankyrin und Protein
4.1 und 4.2 erfolgt die Bindung an das Spektrin|ches wiederum das wichtigste
Protein des Zytoskeletts des Erythrozyten ist. Dapielt die erythrozytare Form des
Anionenaustauschers (eAE1) in Verbindung mit detoglasmamembran und dem
Zytoskelett eine entscheidende Rolle fur die Strulder Erythrozyten und verleiht
diesen Formkonstanz und mechanische Stabilitat (AbB). Stérungen im

Zusammenspiel dieser Proteine kénnen zu einer ité@rex Spharozytose und zur
korpuskularen hamolytischen Andmie fihren (Brucd @anner, 1999; Renz-Polster
and Braun, 1999).
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Abb. 1.3. Verbindung der Filamente des Zytoskelestmit eAEL: (Drenckhahn, 1994).
Die Proteine Ankyrin und Protein 4.1 verankern d&%E1l im subplasmalemmalen
Spektrin-Aktin-Netzwerk. Verschiedene Begleitpraotei  stabilisieren das
Membranzytoskelett.

KAE1 stellt eine Splicevariante von eAE1 dar (KaHéons et al 1993). Uber einen
alternativen gewebespezifischen Promotor beginm dranskription in den A-
Schaltzellen im Intron 3 (Kudrycki and Shull, 199Bem nierenspezifischen KAE1 des
Menschen fehlen deshalb am N-terminalen Ende diere65 Aminosauren (Kollert-
Jons et al., 1993). Dort liegt eine von zwei Bingsstellen fur Ankyrin (Michaely and
Bennett, 1993). Uber die verbliebene Bindungsstisiiees KAE1 nicht mdglich mit
Ankyrin wechselzuwirken (Ding et al., 1994; Wang at, 1995). Entgegen der
erythrozytaren Form besitzt KAE1 aber die Eigenfichasschlief3lichinnerhalb der
basolateralen Membran der A-Schaltzellen zu lolabs. Weiterhin konnten Huber et
al. (1999) zeigen, dass eine azidotische Stoffwadldtge nicht nur zu einem vermehrten
Einbau der vesikuléar gespeicherten AE1-Reservetiarbasolaterale Membran fuhrt,
sondern dass es in den A-Schaltzellen auch zu e®enehrten Transkription von
KAE1 kommt. Die Konzentration der mRNA stieg in déntersuchungen um bis zu
40% (Huber et al., 1999). Um dies gewahrleistekémnen muss der Zellkern eine wie

auch immer geartete Information Uber den pH-Wers @&dutes erhalten. Da die



Kommunikation des Zellkerns mit dem Zytoplasma &r dorliegenden Arbeit eine
besondere Rolle spielt, soll diese im Kapitel h&her besprochen werden.

Der Vollstandigkeit wegen sollen ebenfalls die Ameoaustauscher AE2 und AE3
Erwdhnung finden. AE2 kommt in den Parietalzelles ¥Magens (Jons et al., 1994), in
den Zellen des Plexus choroideus (Alper et al. 412&d den Enterozyten des Colons
vor (Alper et al., 1999). AE3 befindet sich voreall im Gehirn (Kopito, 1990), im
Herzmuskel (Yannoukakos et al., 1994), in der NatiziKobayashi et al., 1994) und in
der glatten Gefal3muskulatur (Brosius, Il et 2291).

1.1.4. Kanadaptin

Auf der Suche nach Bindungspartnern von kAE1 stieBeen et al. (1998) mittels des
Hefe Zwei-Hybridsystems auf ein noch nicht besdierees Protein, das sie Kanadaptin
(Kidney amon exchanger_adamt proteir) nannten. Untersuchungen zeigten, dass
Kanadaptin ein 57 kDa grof3es Protein ist, welclmedia zytoplasmatische Doméne von
KAE1 bindet, nicht aber an die des eAE1-Proteinse Bindung von Kanadaptin an
Ankyrin wurde in dieser Arbeit verneint. Lokalisatsuntersuchungen mittels
Immunfluoreszenz an Kaninchennieren zeigten, daasa#laptin scheinbar nur in
Epithelzellen des Sammelrohrs vorkommt. WahrendHauptzellen ein zytosolisches
Verteilungsmuster mit leichter Akzentuierung der ge um die apikale
Plasmamembran vorlag, zeigte Kanadaptin in denl@elian eine Kolokalisation mit
der vesikularen Speicherform von KkAE1. Hingegegteesich keine Immunfluoreszenz
der basolateralen Membran, in der der Anionenasshtar in seiner aktiven Form
integriert ist. Die Forschergruppe schloss ausedidsrgebnissen, dass Kanadaptin an
die vesikulare Form des kAEL1 bindet, jedoch niclitdar aktiven Form interagiert, die
in die basolaterale Membran integriert ist.

Im Gegensatz zu den Ergebnissen von Chen et al98)19wurde bei
immunzytochemischen Untersuchungen in der Rattemhimsichtlich der intrarenalen
Verteilung von Kanadaptin eine Expression vornebimin der Nierenrinde und hier

hauptséachlich im proximalen Tubulus nachgewieseib(tér et al., 2003). Dort zeigte



-10 -

Kanadaptin neben einer nukledren Lokalisation, dibvaicht tGber eine Signhalsequenz
verfigend, eine stark mitochondriale Immunreaktidmit Hilfe der subzellularen
Fraktionierung von Extrakten aus Rattenenterozyterde diese Beobachtung bestatigt.
In den A-Schaltzellen ergab sich hingegen keinefadige Immunfluoreszenz.
Insbesondere konnte keine Kolokalisation von Kapaidaind KAE1 in der Rattenniere
festgestellt werden, wie sie von Chen et al. (198&)chrieben wurde. Eine solch duale
subzellulare Lokalisation von Kanadaptin wurde daks an kultivierten humanen
Zellen beobachtet, nicht aber die von Chen et1&898) postulierte zytoplasmatische

oder vesikulare/perivesikulare Verteilung (Hibnealg 2003).

Eine Analyse der Aminosduresequenz ergab, dassdiptia eine Src homology 3
(SH3)-Domane LPPKRPELPP) enthalt. Uber die SH3-Domane kann die
Lokalisierung des betreffenden Proteins zu versignen Zellkompartimenten
vermittelt werden (Cohen et al., 1995). Es wurdeedavermutet, dass Kanadaptin im
zZielgerichteten Transport der KAEl-enthalterdesikel zur basolateralen Membran
eine Rolle spielt. Dariber hinaus wurde die Exposssion Kanadaptin mittels
Northern Blot auch in anderen Geweben als der Ni@ehgewiesen. RNA von
Kanadaptin konnte im Herz, Gehirn, Hoden sowie ier d.unge, Leber und
Skelettmuskulatur nachgewiesen werden (Chen etl888). Da diese Gewebe kein
KAE1l bilden liegt die Vermutung nahe, dass Kanadapbn KAE1l unabhangige

Aufgaben Gbernimmt.

Eine genauere Betrachtung der Sequenz des Maused#ains zeigt, dass es sich um
ein Multidoméanenprotein handelt. Besonders auffait das Vorhandensein von 3
Aminosaurensequenzen, sogenannten Kernlokalisagguenzen (NLS - nuclear
lokalication sequence - siehe Kapitel 1.2.), diet&lnen karyophile Eigenschaften
verleihen: NLS1 °RKRK), bipartiale NLS {*KKTELQTTNAENKTKKL) und
NLS2 (P°5PKKKKSP). Zusétzlich besitzt Kanadaptin eine LedZipper Doméne
(**|UNSAERELAEISERLKASSKVL), ein  Dimerisierungsmodul, ad in
eukaryontischen Transkriptionsfaktoren vorkommt.e Oieuzin-Zipper-Domane ist
selbst nicht in der Lage an DNA zu binden, komndbgh haufig in Nachbarschaft mit

der DNA-Erkennungsdoméane am C-Terminus der betrédéfie Proteine vor (Vinson et
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al., 1989; Landschulz et al., 1988). Daruber hinausden noch eine putative ATP/GTP
Bindedoméne  (P-Schleife; *’ANTTEGKS), eine glutaminreiche  Sequenz
(*®*EEEEEEEEEEEEKEEHEE) und eine DSRM (double-strariRidé binding motif)

Sequenz nachgewiesen. Letztere ist in der LageTarspezifische Doppelstrang-RNA

zu binden. Die Domanenstruktur von Kanadaptinnsilbb 1.4 gezeigt.

1 Prolin-reiche 507 As
Sequenz
P-Schleife NLS 1 bpNLS NLS 2
DSRM LeuZipper E-Motiv
Abb. 1.4. Das Multidoméanenprotein Kanadaptin in ener schematischen Darstellung:

P-Schleife: ATP/GTP-Bindemotiv, DSRM: DoppelstraRiA-Bindemotiv, NLS:
Kernlokalisationssequenz, LeuZipper: Leucinzippemidne, bpNLS: bipartiale
Kernlokalisationssequenz, E-Motiv: glutaminsaurenes Motiv, prolinreiche SH3-
Domane

Moglicherweise kdnnte Kanadaptin in der Lage seitrazellular Signalfunktionen zu
ubernehmen und so dem Informationsaustausch zwisggtoplasma und Zellkern
dienen, z. B. durch eine von Kanadaptin abhéngigeskriptionale Regulierung von
KAELl. So kénnte im Rahmen einer Azidose kAE1l vemngegbildet (Ansteigen des
vesikularen Pools an kAE1l) bzw. in die basolatefdlembran eingebaut werden.
Ahnliche Reaktionsmechanismen sind fiir einige Fmetdereits beschrieben worden.
So kommt es beispielsweise im Rahmen von Dauetbelgsier Skelettmuskulatur zur
vermehrten Proteinbiosynthese von langsamem Mywsm Typ | (schwere Kette
MHC1). Der hierfir verantwortliche Reaktionsmeclnmiss ist nahezu vollstandig
aufgeklart. Anhaltend hohe Kalziumspiegel fuhren m®iner Aktivierung der
Phosphatase Calcineurin unter Anwesenheit von Ghlfimo Dies flhrt zu einer
Dephosphorylierung von NFATcl (Nuclear Factor oftidated T-Cells), dessen
multiple Phosphatreste normalerweise die NLS maskieNFATcl wird in den
Zellkern transloziert und sorgt dort als Transkapsfaktor fur eine erhdhte Synthese
von MHC1 (Shen et al., 2006). Die Muskelzelle hamg die Mdglichkeit, die

Myofibrillen gemal3 den aktuellen Anforderungen Héspers anzupassen.
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2000 wurde von Takao Isogai (Helix Research In&jtGenomics Laboratory; 1532-3
Yana, Kisarazu, Chiba 292-0812, Japan) die humsoferin von Kanadaptin aus NT2-
Zellen nach zweiwdchiger Retinsédureinduktion igtlidDieses ist ein dem Maus-
Kanadaptin stark homologes Protein, welches anmimital eine 262 Aminosauren
umfassende Extension, sowie eine carboxyterminasertion von 25 Aminosauren
unweit der NLS2 aufweist. Weiterfuhrende Untersungan von C. Bahr et al. (2003)
zeigten, dass in der aminoterminalen Extension m@wesphorylierungsabhangiges
Proteinbindemotiv, eine sogenannte FHA-Doméne (feall-Assoziations-Domane)
vorhanden war. Diese Doméane kommt haufig in karyjeph mit DNA

wechselwirkenden Proteinkinasen u\@llen et al.,, 1994; Murakami and Okayama,
1995). Fur das humane Kanadaptin wurde in dieséeif\rundin der Arbeit von

Kittanakom et al., (2004) eine hauptsachlich nulddikalisation beschrieben.

Insgesamt stehen diese Ergebnisse im Gegensatermn dron Chen et al. (1998).
Interessanterweise ergaben von Kittanakom et @Q4Rdurchgefiihrte Untersuchungen
keine detektierbare Interaktion zwischen der humalseform und KAE; weder mit

Hilfe der Koimmunoprézipitation noch der Affinitétsromatographie. Gleichzeitig
zeigten Expressionsversuche in HEK-Zellen, dassdmas Kanadaptin keinen Einfluss
auf den plasmalemmalen Einbau von kAE1 austibt.

1.2. Der Zellkern: Proteinimport und -export

Eukaryonten besitzen im Gegensatz zu Prokaryongeschiedene Zellkompartimente
mit speziellen Funktionen. Die auffalligste intrhzkre Struktur ist der Zellkern. Als
Speicherort der chromosomalen DNA enthalt er fasgdsamte genetische Information
und wird damit zum zentralen Steuerelement derfutditionen. Er ist von einer
inneren und &uReren Kernmembran umschlossen, diemahnreren Stellen zu
verschmelzen scheinen. Hier liegen in der Doppelbram des Zellkerns eingebettet
die sog. Kernporen (NPCNuclear Pore Complex), grof3e rundliche Struktureer idie
der Zellkern mit dem Zytoplasma funktionell verbend ist. Diese sind von
entscheidender Bedeutung, da transkribierte RNANAR mRNA), RNP (Ribo-
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Nukleoprotein-Komplexe und ribosomale Untereinheiten den Zefikarerlassen
missen. Umgekehrt miussen alle karyophilen Prot@inelen Zellkern importiert
werden, da die Proteinbiosynthese ausschlie3licZytoplasma stattfindet. Nachdem
die Kernporenkomplexe bereits 1962 als fur den @&wsth mit dem Zytoplasma
verantwortliche Struktur beschrieben worden war@ELODHERR, 1962), bewies
Bonner 1975, dass die Proteingrof3e ein entschesdefdktor fur die nukleare
Lokalisation ist. AuRBerdem stellte er fest, dasstibemte Proteine (z.B. Histone)
schneller in den Zellkern transportiert werden atslere gro3enaquivalente Proteine
und postulierte einen aktiven Transport in den Kéeth (Bonner, 1975a; Bonner,
1975b).

aufere Kernmembran

innere
Kernmembran —

perinucledres
Heterochromatin

Kernpore

Lamina densa
perinucledre Zisterne

T E ]
rauhes endoplasmatisches
Reticulum

Abb 1.5. Schematische Darstellung eines elektronerikroskopischen Blicks in den Zellkern
(Loffler and Petrides, 1998)

Der NPC ist entlang seiner longitudinalen Achse eotationssymmetrischer,
hochkonservierter Multiproteinkomplex mit einem Mkllargewicht von etwa 125
MDa (Gasiorowski and Dean, 2003) und besteht aus 3fa verschiedenen
Nukleoporinen. Mit seinen Filamenten reicht er sbinia das Zytoplasma, als auch in
das Karyoplasma (Fahrenkrog and Aebi, 2003; Sualihgam and Wente, 2003).
Friher wurde die Gesamtgrof3e des permeablen Antieiss NPC mit ca 25 nm

angegeben, neuere Untersuchungen haben jedoclGeifie bis etwa 45 nm ergeben
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(Stoffler et al., 2003). Dies entspricht in etwa deximalen Grof3e der transportierten
Partikel (z.B. dem Nucleocapsid des Hepatitis Bu¥jr(Pante and Kann, 2002; Alber et
al., 2007). In der Mitte des NPC liegt ein etwa rd grof3er Kanal durch den eine
passive Diffusion kleinerer Proteine moglich ish diner Gré3e von 40-60 kDa ist kein
passiver Durchtritt von Proteinen durch den NPC mmldglich. Grol3ere Proteine
missen Uber eine spezielle Kernlokalisationsseq(®h) verfigen, um aktiv in den

Zellkern transportiert werden zu kdénnen. Der akflvansport wird durch eine Reihe
von Transportproteinen ermdglicht. Diese interagiersowohl mit der NLS des

karyophilen Proteins als auch mit bestimmten Nubtemen und werden auch als
Karyopherine bezeichnet. Karyopherine, die fur dewport von Proteinen in den

Zellkern verantwortlich sind bezeichnet man als dmtijpe, solche, die einen Export
ermoglichen als Exportine. Dabei spielt der asymiswie Aufbau des NPC eine
besonders wichtige Rolle. Importine haben eine hafiimitat zu den Nukleoporinen

der zytoplasmatischen Seite, wohingegen Exportieeotzugt an Nukleoporine der

Kernseite binden.

Die an der Translokation beteiligten Karyopherinelgén einem bestimmten
Reaktionsschema und sind einem standigen Kreislatérworfen. (Pemberton and
Paschal, 2005). Beim ,klassischen®, von Importkabhangigen Kernimport bindet
zunachst Importin  an die N-terminale Seite des Importin Dadurch wird ein
autoinhibitorischer Effekt von Importin aufgehoben und die Bindungsstelle fir eine
entsprechende NLS am C-terminalen Ende exponiartgia et al., 2000). Das Protein,
welches die NLS tragt, bindet auf zytoplasmatiscBeite an das C-terminale Ende
eines Karyopherins der ImportinFamilie. Dieses Heterotrimer bindet Uber Importin
an bestimmte Nukleoporine und wird so in den Zefikeansportiert. Alternativ ist
auch eine direkte Bindung von NLS-Sequenzen anlidgr der Importin -Familie
maoglich. Solche NLSs sind oft schwieriger zu ideénren und haben Arginin-
Glycinreiche Sequenzen. Fir Histone und einigesobmale Proteine wurde ein solcher
Reaktionsmechanismus beschrieben (Muhlhausser.e?@D1; Jakel and Gorlich,
1998). Fur den Kernimport solcher Importdimere wdidselbe Endstrecke verwendet

wie fur das Heterotrimer.
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Auf nukleoplasmatischer Seite bindet Ran (ras-edlatuclear protein) GTP, das in
groRer Menge im Zellkern vorliegt, auf N-terminafeeite mit dem Importin der-
Familie und verdréngt infolge einer Konformationdérung das Importin von seiner
Bindungsstelle am C-Terminus (Gorlich et al., 1998¢r Komplex aus Frachtprotein
und Importin  zerfallt und das NLS-tragende Protein liegt nunfrigier Form im
Zellkern vor. Das Heterodimer aus RanGTP und Imiportvird sofort wieder aus dem
Zellkern exportiert. Das freie Importin wird von dem Importin--Homolog CAS
(Cellular Apoptosis Susceptibility Gene) gebundemd uwwird ebenfalls RanGTP-
abhangigwieder exportiert (Kutay et al., 1997). Der Kreidlaler beteiligten Proteine
wird von einem RanGTP/RanGDP-Gradienten getrieDegser Gradient wird u.a. von
den Enzymen RanGEF (Ran Guanine Exchange Factbrjukieoplasmatischer Seite
und dem zytoplasmatischen RanGAP (Ran GTPase-Aidiiya Protein)
aufrechterhalten. RanGEF wird aus historischen @Geiinauch RCC1 (Regulator of
Chromosome Condensatiogg¢nannt und tauscht im Zellkern an Ran gebundeid#3 G
mit hoher Geschwindigkeit gegen GTP aus (Bischodf BRonstingl, 1991). Somit ist die
Konzentration von RanGTP im Karyoplasma sehr h&inGTP hingegen wird durch
RanGAP zytoplasmatisch zu RanGDP hydrolisiert. Eunghtige Rolle spielt auch der
Nuclear Transport Factor 2 (NTF2), der im ZytoplasRanGDP bindet und in den
Zellkern translokalisiert (Ribbeck et al., 1998).

Dagegen erfolgt der EXpoRES (nuclear export signal)-enthaltener ProteineGleP-
abhangig durch Crm1 (Chromosome Region Maintenai¢a¢h Hydrolisierung von
RanGTP dissoziiert der Komplex zytoplasmatisch feood et al., 1997; Stade et al.,
1997). Abb.1.6 fasst die Vorgange zusammen.

Weiterfihrende Arbeiten konnten zudem zeigen, &ssund Importin- noch weitere
wichtige Funktionen wahrend der Zellteilung Gbemeh. Sie sind mal3geblich am
Aufbau des Spindelapperates, an der Kinetochoriomktund am Aufbau der
Kernmembran beteiligt (Ciciarello et al., 2004; Aoutov and Dasso, 2003; Kalab et
al., 2006)
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Cytoplasm e==n gy Nucleus

Abb 1.6. Uberblick tiber die Transportmdglichkeiten von Proteinen durch den NPC (Pemberton
and Paschal, 2005)

Importine und Exportine erkennen ihre Zielproteiae bestimmten Aminosauren-
Sequenzen, die als NLS (nuclear localization sjgfial den Kernimport und NES
(nuclear export signal) flir den Kernexport bezeathwerden.
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Die NLS besteht charakteristischerweise aus basmsddomanen, die reich an den
Aminosauren Lysin und Arginin sind. Erstmals konaitee solche NLS im SV(Simian
Virus)40 large T-Antigen nachgewiesen werden (Kaddeet al., 1984). Die kurze
Aminosaurenabfolge KKKRK wird deshalb auch als gisshe NLS bezeichnet.
Daneben gibt es noch Proteine, deren basische Adumen durch eine Gruppe von 5-
20 Aminosauren getrennt sind. Eine solche NLS kdennoch wirksam sein. Man
bezeichnet sie auch als zweiteilige (bipartiale) SNLSie konnte zuerst im
Nukleoplasmin dexenopusnachgewiesen werden (Robbins et al., 1991). Eritted
Gruppe von NLSs ist die M9-Sequenz. Anders als ahderen NLSs ist die 38
Aminosauren umfassende Sequenz glycinreich urgbgohl fur den nukleéren Import
als auch fur den Export verantwortlich. M9 wurdeemt fiir das Protein hnRNP
(heterogenous nuclear Ribonucleoprotein) A1l besbkn. Dieses Protein gelangt Uber
seine NLS in den Zellkern, bindet dort mRNA undnsportiert diese Uber die
Exportaktivitdit der M9-Sequenz ins Zytoplasma. DaranschlieRend transloziert
hnRNP Al wieder in den Zellkern und ein neuer Tpamzyklus beginnt. hnRNP Al
benutzt hierzu ein Shuttleprotein (Transportin)s da. 25% Sequenzhomologie zu
Importin 3 hat (Siomi and Dreyfuss, 1997; Pollardle 1996).

Daruber hinaus wurden weitere wesentlich gro3eréendsdurenabfolgen in Proteinen
fur den Kerntransport identifiziert. Von solchennkalexen NLSs lassen sich keine
Konsensussequenzen ableiten. Es erscheint dahersclamlich, dass auchlie
dreidimensionale Proteinstruktur fir den Kerntramspaul3erordentlich wichtig ist
(Rosenblum et al, 1998). Zudem konnte gezeigt @&merd dass
Phosphorylierungsvorgange in unmittelbarer UmgebdergNLS die Geschwindigkeit
des Kerntransportes sowohl negativ als auch poséeinflussen kénnen (Jans, 1995;
Jans and Hubner, 1996).

Der NLS steht die leucinreiche NES gegeniber, die karyophilen Proteinen
ermoglicht, tUber den Kernporenkomplex in das Zyepia zu gelangen. Das HIV-1-
Rev Protein und der Proteinkinase A Inhibitor (PKdler cAMP-abhangigen
Proteinkinase (cCAPKyvaren die ersten Proteine bei denen der Nachwees sblchen
NES gelang (Fischer et al., 1995; Wen et al., 199dn et al., 1995). Das Rev-Protein
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des HIV-1(Human Immunodeficiancy Virus) ist einiHdgs Produkt der viralen Gene. Es
gelangt nach der Translation in den Zellkern unatéi dort prozessierte mRNA. Die
Aufgabe des Rev-Proteins ist es diese RNA zur Tados in das Zytoplasma zu
bringen. Hierzu bindet die NES (LPPLERLTLD) an dagportin Crml. Es bleibt zu
vermerken, dass viele Proteine die zwischen dentketal und dem Zytoplasma
wandern sowohl Uber eine NES als auch Uber eine d#igen (Mukaigawa and
Nayak, 1991). Durch Untersuchungen mittels einegetdkaryon-Assays wurde auch
fur Kanadaptin eine Exportfunktion nachgewiesen il et al., 2003). Kanadaptin

besitzt mehrere leucinreiche Sequenzen, die mitlGnteragieren kdnnen.

Proteine, die zur freien Diffusion zu grof3 sind Wethe NLS besitzen, kdnnen dennoch
Uber den NPC transportiert werden. Hierzu ass@&iidie zu transportierenden Proteine
mit NLS tragenden Proteinen zu einem Heterodimeickes importiert werden kann
(Booher et al., 1989). Man spricht von einem sogaten Piggyback-Transport.

1.3. Zielsetzung der Arbeit

Ziel der vorliegenden Arbeit war es zu Uberprifeh, Kanadaptin die Fahigkeit zur
Kernlokalisation besitzt. Dazu sollten die in Fragemmenden NLS-kodierenden
cDNA-Sequenzen in Expressionsvektoren eingebradtriden, die speziell fur die
Identifizierung von Kernlokalisationsuntersuchungetonstruiert wurden. Nach
Transfektion von kultivierten eukaryontischen Zellsollte Uberprift werden, ob das
neu entstandene Fusionsprotein im Zellkern nachegmmi werden kann. Dies sollte
mittels direkter Fluoreszenzmikroskopie erfolgen, dle Expressionsvektoren fur ein

GFP (Green Fluorenscent Protein) enthaltenes Fgsiotein kodierten.

Das Vorkommen von Kanadaptin auf3erhalb der Nierdt wveitere Fragen auf.
Besonders aufgrund der Multidomanenstruktur liege &ermutung nahe, dass
Kanadaptin von KAE1 unabhangige Aufgaben tUberninDathalb sollten die von Chen
et al. 1998 veroffentlichten Ergebnisse um weitdrgersuchungen hinsichtlich der
Verteilung in den unterschiedlichen Geweben der $Viaut einem monoklonalen

Antikorper erweitert werden, da die Prasenz von rARNtht notwendigerweise auch
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die Anwesenheit deentsprechenden Proteins nach sich zieht. Um auen die
Verteilung im Nierengewebe bessere Aussagen treffiekonnen, war ein weiteres Ziel
dieser Arbeit die Untersuchung der intrarenalentdfiemg der Kanadaptin-mRNA.
Dies sollte mit Hilfe dem-situ Hybridisierung erfolgen.



2. Materialien

2.1. Gerate

TL100 Ultrazentrifuge

Cryosector 2800 Frigocut E
Eppendorf Mastercycler gradient
Elektroporationskammer Biojet Ml
GeneAmp PCR System 2400
Kahlzentrifuge, Model J2-21
Nitrocellulose

Photomikroskop
Schwarz-Weil3-Filme Agfa Pan 25
Schuttler Unimax 2010
Semi-Dry-Blot-Gerat
Spektralphotometer Ultraspec Il
Sofortbild-Fotopapier ISO 3000/36°
Sofortbild-Kamera MP4
Super-Frost® Plus Objekttrager
Tiefkuhlschrank UF 85-300 S
Thermoblock

Tischzentrifuge Biofuge A
Tischzentrifuge Typ 5415 C
Tischzentrifuge Typ 5417 R
Ultraschallgerét Sonifier 250
UV-Transilluminator Chroma 43
Vakuum-Zentrifuge

2.2. Chemikalien

Acrylamid
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Beckmann, Minchen

Reichert-Jung, Nussloch

Eppendorf, Hamburg

Bio-med, Theres

Perkin Elmer, Dreieich
Beckman, Minchen
Schleicher und Schuell, Darmstadt
Zeiss, Jena
Agfa, Dusseldorf
Heidolph, Schwabach
von Kreuz, Reiskirchen
Pharmacia Biosystdfreiburg
Bachhofer, Rieggn
Polaroid, England/Angleterre
Menzel, Braunschweig

Colora, Frankfurt

Liebisch, Bielefeld

Heraeus, Hanau

Eppendorf, Hamburg
Eppendorf, Hamburg

Brandson Sonifietr@ldonics, USA
Vetter GmbH, Wiesloch

von Kreuz, Reiskirchen

Roth, Karlsruhe



-21 -

Agarose Roth, Karlsruhe

Ampicillin Sigma, Deisenhofen
Amidoschwarz Applichem, Darmstadt

APS Carl Roth, Karlsruhe

Aqua dest. (Ampum% Fresenius Kabi, Bad Homburg
Bromochloroindolylphosphat-p-toluidine (BCIP) BathBiochemica, Heidelberg
p-Coumaric-Acid Sigma, Deisenhofen
Desoxynukleotidtriphosphate Fermentas, St.Leon-Rot
(dATP, dCTP, dGTP, dTTP)

Diethylpyrocarbonat (DEPC) Sigma-Aldrich Chemic&sginheim
Ethylendiamintetraacetat (EDTA) Merck, Darmstadt
Ethidiumbromid Carl Roth, Karlsruhe

Glycerin, Ultra pur@ Gibco BRL, Eggenstein
Luminol Fluka, Deisenhofen
Natriumdodecylsulfat (SDS) Serva Electrophoresisidelberg
Penicillin Boehringer, Mannheim
Rinderserumalbumin (BSA) Sigma, Deisenhofen
Rotiphenol Carl Roth, Karlsruhe
Tetranitrotetrazoliumbluechlorid (TNBT) Serva Elegthoresis, Heidelberg
Tris Roth, Karlsruhe

Triton X-100 Sigma-Aldrich, Deisenhofen

Alle Losungen wurden in demineralisiertem Wassegyeaptzt. Die Reaktionen fanden,
soweit nicht anders vermerkt, bei Raumtemperattli) @att.

2.3. Enzyme

CIAP (Calf intestinal alkaline phosphatase, Ferras®)

T4 Polynukleotidkinase (Fermentas®)

T4 Ligase (Fermentas®)

Tag-Polymerase (Boehringer®)

Restriktionsenzyme (Boehringer®, Mannheim; MBI Fentas®, St. Leon-Rot)
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Soweit nicht anders beschrieben, wurden die Enagmaitgelieferten Puffer unter den

vom Hersteller angegebenen Reaktionsbedingungegesatrt.

2.4. Wichtige Puffer und L6ésungen

PBS (phosphate buffered saline) 137mM NaCl
2,7mM KCI
8,1mM NgHPO,
1,5mM KH,PO,

TBE-Puffer 89mM Tris

89mM Borsaure
2mM EDTA

TE-Puffer 10mM Tris/HCI, pH 8,0
0,1mM EDTA, pH 8,0

2.5. Oligonukleotide:

Oligonukleotide wurde von Carl Roth und MWG Biotemthetisiert.

NLS1-sense: 5'-CTAGGGCAGTATCTCGGAAAAGGAAAGCCC-3
NLS1-antisense 5'-CTAGGGGCTTTCCTTTTCCGAGATACTGCC-3
GFP-us-seq 5'-GCCATCCAGTTCCACGAG-3’

Beta-ds-seq 5'-CAGTATCGGCGGAATTCC-3

5’-Kanadaptin 5-ATGCGCTTTGGAGGCAGCACTCG-3’

3'-Kanadaptin S-TTAGGGACTCTGAGCCAATCAGTAGC-3
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2.6. GroRenstandards

2.6.1. DNA-GroRenstandards

2.6.1.1. SLL-Marker (GeneRulet 100 bp-DNA-Leiter) (Fermentas, St.Leon-Rot)

pMLX DNA geschnitten miEco 147lundPvul(in bp)
(1000 - 900 — 800 - 700 - 600 - 500 - 400 - 3000 2100 - 80)

2.6.1.2. F-Marker (Fermentas, St.Leon-Rot)

-Phage, Wildtyp miEco 91l geschnitten (in bp)
(14.140 - 8.453 - 7.274 - 6.369 - 5.687 - 4.822324 —
3.675-2.323-1.929-1.371-1.264 - 702)

2.6.2. Protein-GroRenstandard

2.6.2.1. EPL-Marker (Boehringer®, Mannheim)
Premixed Protein Molecular Weight Markers, Low Raufig kDa)
(95,0 - 66,2—-39,2 — 26,6 —21,5 —14,4)

2.7. Vektoren

pBluescript Ks (Stratagene®)

pHM829: Der Vektor pHM829 wurde uns freundlicherweise vder Universitat
Erlangen-Nurnberg zur Verfigung gestellt (mit frélicher Genehmigung von Gabriele
Sorg und Thomas Stamminger). Der Vektor wurde gifzir Kernlokalisationsstudien
hergestellt. Als wesentliche Bestandteile enthélt e

1. Green Fluorescent Protein (GFB)eses Produkt der Aequorea victoria, einer

fluoreszierenden Qualle (Chalfie et al., 1994) tlassch unter dem
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Fluorenszensmikroskop in lebenden oder fixiertenlleBe durch die
Bestrahlung mit Licht der Wellenlange 488 nm aléngleuchtendes Protein
darstellen. GFP besitzt ein Molekulargwicht vonkZ.

Multiple Cloning Site (MCS): Sie dient der Insertion vasDNA-Fragmenten

und enthalt Schnittstellen fur die RestriktionseneWhe |, Afl Il, Sac II, Pml
| und Xba | Flankierend zur MCS befinden sich die komplememaNA-
Abschnitte fur die Primer Beta-ds-seq und GFP-us-8o konnte mittels
PCR Uberpruft werden, ob eine Insertion entspreddeicDNA-Fragmente
erfolgreich stattgefunden hat.

b-GalaktosidasebtGal): Die enzymatische Funktion vdnGal spielt fur die

Untersuchung der NLS-abhangigen Kerntranslokatieine Rolle. Es ist als
Monomer mit 116 kDa zu grof3, um passiv in den Zelikzu diffundieren,
und fungierte daher innerhalb von Fusionsproteiatn zytoplasmatischer
Retentionsfaktor.

CMV-Promotor:Dient in eukaryotischen Zellen der effizienten rigtaription

entsprechender cDNA-Fragmente.

Spacer Nhe | Afth Sacll Pmil Xbal Spacer

AR P GPAS GLKGUPRGHVY GG S RGP G PR

Schematische Darstellung des Vektors pHN2®
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2.8. Lebendmaterial

2.8.1. Bakterienstamme

DH5 deR, endA1, gyr A96, hsdR17(kmy"), recAl, rel A1, supE44,thi-
1,D(lacZYA-argFV169),f 80dlacZDM15, F, | * (Stratagene®)

KC8 hsdR, leuB600,trpC9830,pyrF;Tn5,hisB463,lacDX, strA, galU,
K(3) (Clontech®)

2.9. Antiseren

2.9.1. Erstantikorper

Anti-Kanadaptin Transduction Laboratories, USA ®ecDickinson, Heidelberg,
(gerichtet gegen die Aminosauren 60-171 des Katadader Maus)

2.9.2. ZweitantikOrper

Gam-HRP-POX goat-anti-mouse HRP-POX; Sigma, Sitid,dJSA (mit Meerrettich-
Peroxidase-konjugiertes Ziege-anti-Maus IgG)
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3. Methoden

3.1. Molekularbiologische Methoden

3.1.1. Agarose-Gelelektrophorese (AGE)

Die Agarose-Gelelektrophorese wird zur Trennung 0WA- und RNA-Fragmenten
verwendet. Agarose ist ein pflanzliches Polysaddhadas im Gel netzdhnliche
Strukturen bildet, durch die die Nukleinsdurefragteewahrend der Elektrophorese
ihrer Grol3e entsprechend wandern. Die KonzentratemAgarose im Gel beeinfluf3t
wesentlich die Laufgeschwindigkeit der DNA/RNA-Fragnte. Bei hdheren
Konzentrationen laufen die Fragmente aufgrund dehteren Netzstrukturen
langsamer. Daher werden bei kleineren DNA/RNA-Fragten hohere
Agarosekozentrationen gewéhlt. In der vorliegendebeit wurden Konzentrationen

von 0,8% und 1% (w/v) verwendet.

Entsprechend der erforderlichen Konzentration dels @urde die gewlnschte Menge
Agarose in TBE-Puffer gegeben, mittels Mikrowellegfgekocht und in einen DNA-
Geltrager gegegossen. Dabei wurden mit einem Kiaffiamm Auftragstaschen fiur
die Proben geschaffen. Das Gel wurde dann bei Zmem@eratur zur Aushartung
belassen. Wahrenddessen wurde die Elektrophoresastamit TBE-Puffer gefillt, das
Gel nach Aushartung in die Kammer gegeben und tNd-Broben mit 1/5 Volumen
Probenpuffer in die Geltaschen eingebracht. DiktEdphorese erfolgte dann bei 80 —
120 Volt. Die im Probenpuffer enthaltenen Farbmarl&romophenolblau und
Xylencyanol dienten dabei als gelelektrophoretisceientierungspunkte. Der

Nukleins&urennachweis erfolgte anschlie3end Uldedigmbromid.

Die AGE wurde sowohl als analytisches als auctpaiparatives Verfahren verwendet.
Analytische Gele dienten zur Kontrolle vorgeschalte molekularbiologischer
Arbeitsmethoden. Auf diese Art konnte bspw. [Ubéitpriwerden, ob

Plasmidpraparationen oder DNA-Restriktionen erfeign waren. Das praparative

Vorgehen hingegen diente der Elution bestimmter ERtAgmente aus einem
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Restriktions- oder PCR-Ansatz. Hierzu wurden im &gss an eine analytische Gel-
Elektrophorese und Ethidiumbromid-Farbung (siele23) unter UV-Kontrolle dann
die entsprechenden Banden aus dem Gel heraugésnhnibd in Ultrafree MC-
Filtereinheiten (0,45 pum) eingebracht. Es erfolgile Zentrifugation fir 10 min bei
10.000 rpm in einer Tischzentrifuge. Das so gewoenBNA-haltige Filtrat wurde
gefallt und anschlielRend eine Konzentrationsbestingdurchgefiuhrt (siehe 3.1.3.).

Bei der Verwendung von RNA-Proben wurden die Gelkemund der Gelschlitten
zusatzlich vor dem Gebrauch mit 70%igem Ethanol gewaschen und alle
Stammldsungen mit DEPC-vorbehandeltem Aqua desiesatzt. Das Tragen von

Handschuhen war hier bei jedem Arbeitsschritt @lblig

6 x Probenpuffer fur Polynukleotide
1mM EDTA (pH 8,0), 50% (v/v) Glycerol, 0,25% (w/ABromophenolblau, 0,25%

(w/v) Xylencyanol

3.1.2 Ethidiumbromid-Féarbung
(Sambrook and Russel, 2001)

Nach erfolgter gelelektrophoretischer Trennungtildje Anfarbung der Nukleinsauren
mit Ethidiumbromid. Als planares aromatisches Katinterkaliert Ethidiumbromid
zwischen die Basen, wobei seine durch UV-Licht gbhage Fluoreszenz intensiviert
wird. Das Agarosegel wurde fir 30 Min in eine Sehalit Ethidiumbromid-L6sung
(500 ng/ml in 1 x TBE-Puffer) gegeben.

Ethidiumbromid wandelt UV-Licht der Wellenlange 365 in sichtbares orangerotes
Licht der Wellenlange 590 nm um. Unter dem UV-llinator kénnen so sichtbar
gemachte DNA/RNA-Fragmente mit einer Polaroid-Kaen@atografiert werden. Um

die GroRRe der Fragmente bestimmen zu kbnnen wwadeils ein GroRRenstandard

(siehe 2.6.1.) mit aufgetragen.
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3.1.3. Konzentrationsbestimmung von DNA und RNA

Die Konzentration und Reinheit von Nukleinsduren waéssrigen Lésungen kann
spektralphotographisch tber das Lambert-Beersclseta¢E = OD =41 = .¢cd; E =
Extinktion ; = molarer Extinktionskoeffizient ; ¢ = Konzentiaii; d = durchstrahlte
Schichtdicke) bestimmt werden. Die Extinktion wurde bei 260 nmdu280 nm
Wellenlange einer Wolfram-Lampe bestimmt. Bei 260 Imesitzen nukleinsaurehaltige
Lésungen ihr Absorptionsmaximum. Eine @von 1 entspricht bei doppelstrangiger
DNA einer Konzentration von 50 pg/ml, bei RNA eirtéonzentration von 40 pg/ml.
Einen Rickschluss auf die Reinheit des Gemiscless ther Quotient O3yODygp zU.
Liegt dieser Uber 1,8 so ist von einem hohen Réisdrad auszugehen. Die

Konzentration der L6sung konnte dann wie folgt benet werden:

Konzentration der DNA-haltigen Probe in pg/ml :
[DNA] = Eprobe260 X Verduinnungsfaktor x 50 pg/ml
Konzentration der RNA-haltigen Probe:

[RNA] = Eprobe2so X Verdunnungsfaktor x 40 ug/ml

3.1.4. Praparation von Plasmid-DNA aus Bakterien

Um DNA aus Bakterien zu gewinnen, wurden Prapanmatiits der Firma Qiagen
eingesetzt. Je nach bendtigter DNA-Menge standemi, MMidi und Maxi-
Praperationskits zur Verfigung. Die Praparation deur entsprechend den
Herstellerangaben durchgefihrt.

Die so gewonnenen DNA-Mengen schwankten zwischeg 8Mini-Préaparation) und

500 g (Maxi-Praparation).
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3.1.5. Anlegen einer Bakteriendauerkultur (Glycstadk)
(modifiziert nach Sambrook and Russel, 2001)

Mittels eines Glycerolstocks ist es mdglich Bald@ekiulturen tber Jahre hinweg haltbar
zu machen. Dazu wurden 50Deiner Bakterienkultur mit 2501 87% Glycerin versetzt
und bei —70°C langfristig gelagert.

3.1.6. Hitzeschocktransformation von Plasmid-DNA

(modifiziert nach Hanahan, 1983)

Unter Transformation versteht man die Aufnahmeefr@lasmid-DNA in Prokaryonten.
Hierzu dienten kompetente E. colBakterien vom Stamm DH5 Fir die
Transformation versetzte man 200kompetenten E. coli-Zellen mit 10 — 40 ng DNA
Diese wurden zunachst fur 30 min auf Eis gelaged dann fir 90 sec im 42°C
warmen Wasserbad inkubiert. AnschlieRend wurdeAtsiatz wiederum fir 5 min auf
Eis gelagert. Nach Zugabe von 80DLB Medium (mit 10mM Magnesiumchlorid,
10mM Magnesiumsulfat und 20mM Glukose versetzt)dewter Versuchsansatz fir 60
min auf einem Rotationsinkubator bei konstant 3iffklibiert. AnschlieRend wurde die
Bakterienkultur fir 1 min bei 7.000 rpm zentrifagi 800 | des Uberstandes wurden
abgezogen und verworfen. In den noch verbleiberzigh | wurde das Sediment
resuspendiert, die Zellen auf eine Platte mit Seleledium aufgebracht (bspw.
Ampicilin-LB) und diese schliellich bei 37°C Gbeadtt inkubiert.

3.1.7. Elektroporation von Plasmid-DNA
(Walter et al., 1991)

Bei der Elektroporation wurden 1 pl des Ligatiorssines zu einem 20 pl-Aliquot
elektrokompetenter Zellen vom TYP KC8 gegeben, v&rht und luftblasenfrei in eine

sterile und auf Eis vorgekiihlte Gene-Pul¥eKiivette (Bio-Rad) pipettiert.

Die Klvette wurde in den Elektroporator eingesetai der Ansatz bei 1,6 kV, 30 uF
und 200 Ohm elektroporiert. Sofort danach wurde Zuinahme der Bakterien 1 ml
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LB-Medium in der Kuvette auf und ab pipettiert undie elektroporierte

Bakteriensuspension in ein Greiner-Tube UberfiMach einer 60 min-Inkubation bei
37 °C und Zentrifugation (2 min, 7.000 rpm) wurd#ie sedimentierten Bakterien in
100 pl LB-Medium aufgenommen und auf einer Antitkdom-enthaltenen Agarplatte
ausgestrichen. Alternativ wurde unter Zugabe voiteren 4 ml LB Medium und einem
Antibiotikum (z.B. Ampicillin) eine selektive Fluggkultur angelegt. Die so

behandelten Zellen inkubierten bei 37 °C tber Nacht

3.1.8. Restriktion von DNA

Restriktionsendonukleasen sind hauptsachlich bakelEnzyme, die doppelstrangige
DNA an bestimmten Basenabfolgen (in der Regel @Bgsrkennen und spalten. Dabei
konnen glatte (sog. blunt ends) oder Uberhdngenderi(sog. sticky ends) entstehen.
Man unterscheidet den analytischen Ansatz, bei dam1-2 pg DNA eingesetzt
werden, vom praparativen Ansatz, bei dem 5-10 pg Einsatz kommen. Préaparative
Ansatze dienten der Gewinnung von DNA-FragmemignHilfe der Gelelution (siehe
3.1.1)).

Die Restriktion der Plasmid-DNA erfolgte unter dewon Herstellerangaben
empfohlenen Puffer- und Temperaturbedingungen. Niechvorgegebenen Zeitspanne
von meist 4-5 Stunden wurden die Ansatze auf Esefe und abschliel3end einer

Phenolextraktion unterzogen.

3.1.9. Phenolextraktion

3.1.9.1. Phenolextraktion bei wissrigen DNA-hahiégemischen

(modifiziert nach Sambrook and Russel, 2001)

Die Phenolbehandlunglient dem Extrahierervon Proteinen aus wassrigen DNA-
Losungen. Zunéchst wurde die wassrige Losung muaAdest. auf 220 ul aufgefillt.
Dann wurde ein aquivalentes Volumen Rotiphenol p5t8/0 (Karl Roth, Karlsruhe)

zugegeben und gevortext. Darauf folgte eine Zemgaftion bei 14.000 rpm fir 5 min
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bei Raumtemperatur. Der Uberstand wurde in ein s\@ppendorf-GefaR tberfihrt und
mit 220 pl eines 24:1 Gemisches Chloroform:lsoamylatkdiwv) versetzt. Die beiden
Phasen wurdedurch Umdrehen des Eppendorf-Gefal3es vermengt bedfals bei
14.000 rpm fur 5 min bei Raumtemperatur zentriftigieDie Extraktion mit
Chloroform/Isoamylalkohol wurde wiederholt und dd¥NA im wassrigen Uberstand
abschliel3end in Ethanol gefallt.

3.1.9.2. Phenolextraktion bei wassrigen RNA-hatti@Emischen
(modifiziert nach Sambrook and Russel, 2001)

Leicht verandert stellte sich die Arbeitsweise imnd@iang mit RNA-haltigen Lésungen
dar. Zunachst wurde auch hier die wassrige LosuimdBEPC-behandeltem Aqua dest.
(0,05% (v/v)) auf 220 pl aufgefullt. Dann wurdenOlftl Rotiphenol pH 4,5-5 (Karl
Roth, Karlsruhe) und 110 ul eines 24:1 Gemisches Ghloroform:Isoamylalkohol
(v/v) zugefuhrt und Uber vorsichtiges Wenden desdBaisses vermischt. Das so
entstandene Gemisch wurbei 14.000 rpm fir 5 mibei Raumtemperatur zentrifugiert
und derUberstand in ein neues DEPC-behandeltes EppenddéRGiberfihrt. Diesem
wurden 220 pl des Chloroformgemisches zugegebea, bdiiden Phasen durch
Umdrehen des Eppendorf-Gefal3es vermengt und elsebé&al14.000 rpm flr 5 min bei
Raumtemperatur zentrifugiert und der Uberstand waiteres Mal in ein neues
Behaltnis Gberfuhrt. Der Extraktion schloss sich Bthanolfallung an. Das Tragen von

Handschuhen war hier bei allen Arbeitsschrittengaibl

3.1.10. Ethanolféllung

3.1.10.1. Ethanolfadllung fir DNA Anséatze

(modifiziert nach Sambrook and Russel, 2001)

Die Ethanolfallung erfolgte hauptsachlich zur Ettsag von DNA-L6sungen und zur
Konzentrierung DNA-haltiger Losungen. Hierzu wurdas Volumen der wéssrigen
Phase bestimmt und mif9 Volumen3M Na-Acetat (pH 5,2) sowie de5 fachen

Volumen Ethanol p.a. versetzt. Der Ansatz wurder INecht bei —20°C inkubiert und
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am néachsten Tag bei 14.000 rpm fur 30 min bei Zineneperatur zentrifugiert. Der
Uberstand wurde verworfen, das Sedimémtl ml —20°C kaltem 70% Ethanol
gewaschen und erneut fir 5 min in der Tischzemefbei 14.000 rpm zentrifugiert.
Der Uberstand wurde schlieRlichit einer ausgezogenen Pasteurpipette abgesaagt, di
DNA 5 min in der Vakuum-Zentrifuge getrocknet unsehlieRend in 40 pl Aqua dest.

aufgenommen.

3.1.10.2. Ethanolfallung fir RNA Ansétze

(modifiziert nach Sambrook and Russel, 2001)

Auch hier stellte sich die Vorgehensweise gegentdbeiDNA-Fallungleicht veréndert
dar. Das Volumen der RNA-haltigen Losung wurde ibest und mitl/9 VolumendM
Li-Cl, sowie dem2,5-fachen Volumen Ethanol p.a. versetzt. Der Ansatrde Uber
Nacht bei —80°C inkubiert und am né&chsten Tag mldeazentrifuge bei 45.000 rpm
(entspricht 100.000 G) fiir 30 min bei 4°C zentriéuty Der Uberstand wurde mit einer
ausgezogenen Pasteurpipette vorsichtig abgezogsrgetlimenin —20°C kaltem 70%
Ethanol gewaschen undrneut fur 30 min in der Ultrazentrifuge bei 45.008m
zentrifugiert. Nachdem der Uberstand ein letztes|l Mat einer ausgezogenen
Pasteurpipette abgesaugt worden war, erfolgtezemenitige Vakuum-Zentrifugation.
Das Sediment wurde nun in 40 ul DEPC-behandeltemaAdest. aufgenommen und
zusatzlich noch mit 0,5 pl RNAse-Inhibitor (Fermesjt versetzt. Bei allen
Arbeitsschritten wurden Handschuhe getragen.

3.1.11. Dephosphorylierung von Plasmid-DNA mitilsalischer Phosphatase

Die Behandlung mit alkalischer Phosphatase spdértPhosphatrest am 5’ Ende von
DNA ab und verhindert so eine nicht gewollte Rezi@kisierung linearisierter
Plasmide. Der DNA-haltige Ansatz wurde mit Aquatdasf 43 pl aufgefullt und mit 5
ul 10 x CIAP-Puffer und 2 pl CIAP versetzt. Der At wurde fur 30 mimn ein 37°C
Wasserbad gegeben. Die Reaktion wurde durch Erh@a&85°C fir 10 min gestoppt.
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3.1.12. Phosphorylierung chemisch synthetisierteligoDukleotide mittels T4-

Polynukleotidkinase

Diese Behandlung fiigt einen Phosphatrest an da&nd@é eines chemisch
synthetisierten Oligonukleotides und ermoglicht gaiber eine Ligase-Behandlung die
Insertion einer aus Oligonukleotiden bestehenderABldssette in ein entsprechend
linearisiertes Plasmid. 1 pug des zu behandelndejoikleotids wurde mit Aqua dest.
auf 15 ul aufgefllt. Es wurden 2 ul 10 x KinasdpufA (500mM Tris-HCL (pH 7,6);
100mM MgClI; 50mM DTT; 1mM spermidine; 1mM EDTA),|# 10mM ATP, und 1
pul T4 Polynukleotidkinase zugegeben. Die Reaktiofolgte fir 30 min im 37°
Wasserbad. Durch Erhitzen auf 85°C fir 10 min wuwilde Reaktion zum Stillstand
gebracht.

3.1.13. Hybridisierung von Einzelstrang-DNA-Oligdhentiden

Die Hybridisierung von  Einzelstrang-DNA-Oligonukleotie diente  dem
Zusammenfuhren zweier synthetisch hergestellter inander komplementéarer
Oligonukleotide. Dazu erfolgte eine Inkubation vga 50 pmol entsprechend
phosphorylierter Oligonukleotide im Assoziationsazsfir je 10 min bei 80°C, 60°C,
40°C und Raumtemperatur. Bis zur weiteren Verwegduarde der Ansatz bei —20°C

gelagert.

3.1.14. Ligation von DNA-Fragmenten

(modifiziert nach Sambrook and Russel, 2001)

Um DNA-Fragmente miteinander ligieren zu konnen,ssain diese vorher mit
Restriktionsenzymen geschnitten werden. Hierbeid wersucht, die Enden der
Restriktion so zu wahlen, dass die beiden Fragmaéiterstehende, zueinander
kompatible Enden erhalten. Zwischen den Basen soktbg. sticky ends kommt es zu
Wasserstoffbriickenbindungen von komplementaren rBagrirch eine T4-Ligase
konnen diese Wechselwirkungen schliel3lich tber leota Bindungen zu einem

stabilen DNA-Strang Uberfihrt werden. Die Effizieder Ligation ist im Falle von
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uberhangenden Enden deutlich héher, als bei gl&attelen (sog. blunt ends) (Sambrook
and Russel, 2001)

Die beiden DNA-Fragmente wurden in einem vorhertgeegten Verhdaltnis (im

vorliegenden Falle zwischen 1:10 und 1:50 (w/w)sRial:Insert) zueinander in ein
Eppendorf-Gefal pipettiert und mit Aqua dest. &6Jul aufgefullt. Dann wurden 1,5
pul 10 x Ligase-Puffer und 1 ul T4 Ligase zugesetnt,dass das Endvolmen 15 pl
betrug. Bei groReren Ansétzen wurde jeweils einlfsthes der oben genannten

Mengen eingesetzt. Die Anséatze wurden Uber NadHt@3€ im Wasserbad inkubiert.

3.1.15. Polymerase-Kettenreaktion (PCR)
(modifiziert nach Mullis in Saiki et al., 1985)

Die Polymerase-Kettenreaktion (PCR) dient der d$eleR Vervielfaltigung einer
bestimmten DNA-Sequernin vitro. Daflr missen die Sequenzen an den Enden des zu
amplifizierenden Abschnittes bekannt sein. Zunachsterden zwei kurze
Oligonukleotide (Primer) gewahlt, die mit den koewlentdren Einzelstrangen der
DNA-Matrize hybridisieren. Sie sind Startpunkte tdermostabilen DNA-Polymerase |
aus dem Bakteriunthermus aquaticugTaq-Polymerase). Die Oligonukleotide zeigen
mit ihren 3'-OH-Enden aufeinander zu, wobei der usegbereich zwischen ihnen

amplifiziert wird.

Die Reaktion verlauft in drei Schritten, die alskifys mehrmals wiederholt werden und

eine annahrend exponentielle Vervielfaltigung deswignschten DNA-Abschnittes

liefert.

Die zu durchlaufenden Schritte sind im Einzelnen:

1. Denaturierung: Bei 94°C losen sich die beiden DNA&uSge voneinander und
liegen als Einzelstrange vor.

2. Annealing: Die Primer binden mit dem komplementarddNA-Einzel-
strangabschnitt.

3. Kettenverlangerung: Die Taqg-Polymerase hat ihr Tenapiroptimum bei 72°C. Bei
dieser Temperatur erfolgt die DNA-Synthese in 5R&htung.
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Die Annealing-Temperatur ist direkt von den eingete®m Primern abhangig. Zu hoch
gewéhlte Temperaturen verhindern eine Anlagerung FRiemer, wohingegen zu
niedrige Einstellungen unspezifische AnlagerungenRtimer an nicht komplementéare
DNA-Abschnitte fordern. Idealerweise werden zweirer gewahlt, die eine anndhernd
gleiche Schmelztemperatur besitzen. Diese wurdedesrFa. MWG Biotech® flr die
beiden synthetisch hergestellten Oligonukleotidd>@B-seq mit 54°C und beta-ds-seq
56,2°C errechnet. Die PCR wurde bei ein®nnealing-Temperatur von 52° C
durchgefuhrt

Ein Ansatz enthielt < 100 ng DNA, 2 pl dNTP’s (OJ@n 10 pl 10 x PCR-Puffer
(Roche®), je 40 pmol der beiden Primer und 20 pk¥id2,5mM). Der Ansatz wurde
mit Aqua dest. auf 98 ul aufgefullt. Um die Effimeder PCR zu erhéhen, wurden 2 pl
Tag-Polymerase (0,05 U/ul) erst nach erstmalig lgidon Erhitzen auf 94 °C
zugegeben. Es wurden 40 Wiederholungen der Arlohiis® im Eppendorf
Mastercycler (Eppendorf®) durchgefihrt.

3.1.15.1. Amplifizierung revers-transkribierter RNRT-PCR)

Die RT-PCR ist eine Abwandlung der PCR. Mit ihrelfélkann aus einer vorliegenden
RNA mittels einer reversen Transkription cDNA gewen werden, welche dann mit
Hilfe der PCR vermehrt wird. Bei den RT-PCRs kars @i#ar’™ One Tube RT-PCR

System von Boehringer zum Einsatz. Fir eine Stanhdarerse Transkriptasereaktion

wurden zwei voneinander unabhéngige Ansatze papett

Ansatz 1:1 pl dNTPs (10mM); je 4 ul Oligonukleotid (5- ur@gl-Kanadaptin, 10
pmol/ul); 2,5 pl DTT (100mM); 0,25 pl RNAse Inhibit (40 u/ul); 12,25 pl Aqua
bidest. (steril); 1 ul RNA (0,5-1 pg) = 25 ul Zwisnvolumen

Ansatz 2:10 ul 5x RT-PCR Puffer; 14 ul steriles Aqua bidd®IEPC-behandeltes
Ampuwa’; Fresenius), 1 pl Expafid High Fidelity Enzyme-Mix = 50 pl Endvolumen



- 36 -

Der Enzym-Mix von Boehringer enthielt die reverseariSkriptase AMV(Avian
Myeloblastosis Virus). Die Assoziationstemperatururde den Kanadaptin-
Oligonukleotiden angepasst und lag 5 °C unterhab T, min-Temperatur. Die
Ansatze wurden kurz vor Beginn der RT-PCR zusamegelgen. Folgendes

Temperaturprofil wurde gewahlt:

1. Reverse Transkription: Einmalig fur 30 min bér6

2. Denaturierung: Einmalig fir 2 min bei 94°C

35 Zyklen der folgenden drei Schritte
3. Denaturierung: 30 sec bei 94°C

4. Hybridisierung: 30 sec bei 52°C

5. Elongation: 1 min bei 68°C

6. Elongation: Einmalig fir 7 min bei 68°C
7. Reaktionsstop: bei 4°C

3.1.16. Herstellung von markierten RNA-Sonden

Fur die in-situ-Hybridisierung ist es notwendig, Uber detektieeb®ligonukleotid-
sonden zu verfugen. Wir entschieden uns fur Digenilg markierte RNA-Sonden und
bedienten uns hierfiir des Labeling Kits der Firnoezle®, Mannheim. Dabei sind 35%
der Uracil-Basen Digoxigenin-markiert, sodass RN#xden spater Uber einen gegen
Digoxigenin gerichteten monoklonalen Antikdrper Imaeisbar sind. Die Vorgehens-
weise wurde gegenlber den Herstellerangaben wgerfaddifiziert:

1 pg linearisierte Template-DNA wurden zusammen3nitl 10xTranskriptionspuffer,
3 ul DIG-RNA-Labeling Mix, 3 pl RNA-Polymerase uigb pul RNAse-Inhibitor in ein
Eppendorf-Gefald pipettiert und der Ansatz mit 0,05&PC-Ampuwa (v/v) auf 30 pl
aufgefillt. Nach zweistindiger Inkubation im 37°C a¥8erbad wurde das
Reaktionsedukt mittels 3 pul RNAse freier DNAse-Fgrlost. Dieser Reaktionsschritt
erfolgte fir 30 min im 37°C Wasserbad und wurdecduZugabe von 1,5 ul 0,5 M
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EDTA gestoppt und 5 min auf Eis gestellt. Nach Allé&n der Anséatze auf 220 pl mit
0,05% DEPC-Ampuwa wurden diese der Phenolextraldimefihrt.

3.1.17.in-situ-Hybridisierung
(Gall and Pardue, 1969)

Die in-situ-Hybridisierung ist eine Methode zur Detektion vorRNA mittels einer
markierten Nukleotidsonde (cRNA, cDNA oder Oligotedtide). Die Markierung
erfolgt in aller Regel Uber Haptene wie Biotin o@egoxigenin, die durch Avidin bzw.
Antikorper, die mit alkalischer Phosphatase gektpparden, nachgewiesen werden
kénnen. In der vorliegenden Arbeit kamen ausschiel3Digoxigenin-markierte
cRNA-Sonden zum Einsatz, die Uber einen AP-maskierAntikdrper detektiert
wurden. Hierzu wurde ein zur gesuchten mRNA kompletérer RNA-Einzelstranim
vitro hergestellt (antisense-RNA). Dieser hybridisiert untersuchten Gewebe Uber
Wasserstoffbriickenbindungen mit hoher Sensitivitit der gewinschten mRNA.
Somit kann die Verteilung einer mRNA innerhalb siigewebeschnittes bzw. Organs
Zelltyp-spezifisch verfolgt werden. Jedoch muss dRroteinverteilung nicht
notwendigerweise mit der mRNA-Verteilung korreliere(Kugler, persoénliche
Mitteilung). Da die Arbeit mit mMRNA besondere Andi@rungen an die Hygiene stellt,

wurde bei allen Arbeitsschritten mit Handschuheareitet.

Zunéchst wurden die Gewebe gewonnen. Dazu wurde ef@wvon frisch

geschlachteten mannlichen Ratten vom Wildtyp (WiRatten) entnommen und in
flissigem Stickstoff gekuhlten Isopentan vorgefroreDie Gewebe wurden
anschlie3end in Aluminiumfolie eingewickelt, in $kigem Stickstoff zwischengelagert

und schlief3lich — 80°C endgelagert.

Im Cryosector (Reichert-Jung®) wurden bei —20°C484Im dicke Schnitte des
Gewebes angefertigt und auf Superfrost-Objektt@gédrertragen. Die so gewonnenen
Schnitte wurden bei Raumtemperatur fir 5 min in E&maldehydin PBS (w/v)
fixiert. Anschliel3end erfolgte eine Entwasserung @ewebes in absolutem Ethanol bei

4°C Uber Nacht. Die Gewebeproben wurden am nachisagniber eine absteigende
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Ethanolreihe (90% fir 1 min, 80% fur 1 min, 70% firmin) rehydratisiert. Dies
erfolgte bei Raumtemperatur auf dem Schittler. Daaaschlie3end erfolgte ein
zweimaliges Waschen mit 2xSSC fur je 10 min, sowiee Deproteinierung, die
entweder mit 0,2 M HCI oder mit Proteinase K (1 mky/durchgefiihrt wurde. Die
Schnitte wurden erneut 2x mit 2xSSC fur 5 min gelaa und anschlie3end in 0,25%
(v/v) Essigsaureanhydrid in 0,1 M Triethanolamietgtiert. Die Inkubation erfolgte fur
20 min bei Raumtemperatur auf dem Schittler. Nanbugem zweimaligem Waschen
mit 2xSSC fur 5 min wurden die Gewebeschnitte deyaridisierungsschritt zugefthrt.
Die gewlnschte Sondenkonzentration wurde der Higeidingslosung (5%
Heringssperma-DNA (Sigma, Deisenhofen) in 45% (\MxHybridisierungpuffer in
Formamid) zugefuhrt. Dieses Gemisch wurde kurz eojeweils frisch hergestellt und
zur Verhinderung von Sekundarstrukturen bis zumtragen auf das Gewebe bei 84°C
gelagert. Die auf den Objekttragern positionier@@ewebeschnitte wurden mit einem
Silkonring abgedichtet, auf den ein Abstandshalted ein Abdeckglas gelegt wurden.
Das Deckglas wurde mit einem Metallkdrper beschwsartdass eine feuchte Kammer
entstehen konnte. Die Versuchsansatze wurden danaini abgedecktes Plastik-
behéltnis, das mit 4xSSC getrankt war, eingebranldtiber Nacht bei 60°C im Ofen
inkubiert.

Am nachsten Morgen wurden die Schnitte herausgeremmnd mittels einer
ausgezogenen Pasteurpipette griindlich mit 2xSS€sali. AnschlieRend kamen die
Proben bei Raumtemperatur fur 30 min in eine MK gefiillte Kuvette. Dieser
Arbeitsschritt erfolgte zur besseren Durchmischaod dem Schuttler. Die Schnitte
wurden dann fur 30 min bei 58°C in 50% Formamid1xSSC eingebracht und
anschlieend zweimal mit 2xSSC fir je 10 min geWwasc Die nicht hybridisierten
RNA-Strange wurden nachfolgend mit DNAse-freier RI¢A gespalten. Die
hybridisierten Sonden blieben von dieser Behandlurgrund der Doppelstrangigkeit
unberthrt. Dieser Schritt erfolgte bei 37°C fur 8&tin bei einer Ribonuklease-
Konzentration von 40 pg/ml. Das Enzym wurde ansffdnd durch ein Hochheizen der
Proben auf 58°C fir 30 min inaktiviert. Die Behandj erfolgte in RNAse-Puffer. Die
Objekttrager wurden dann in DIG1-Puffer fur 5 mei Raumtemperatur gegeben und
nachfolgend fur 30 min mit 1% Blocking-Reagenz (Baeger®) in DIG1-Puffer



-39 -

inkubiert. Die Schnitte wurden danach fur 15 mim Raumtemperatur in 0,3% Triton
X-100 gegeben. Diese Behandlung erfolgte in eipecliten Kammer mit 4xSSC. In
dieser erfolgte danach auch die Inkubation mit ARHgiertem Schaf-Anti-
Digoxigenin (Roche®, Mannheim) fur 60 min bei einKonzentration von 1,5
Units/ml. AnschlieBend wurden die Schnitte mit DiBdffer 2x fir 5 min gewaschen
und dann fur 5 min in DIG3-Puffer (Detektionspujfgegeben. Anschlie3end folgte die
Uberfiihrung in die Entwicklungslosung, die in einabgedunkelten GefaR tiber Nacht
erfolgte. Die Reaktion wurde am nachsten Morgenclidueine DIG4-Behandlung,
welche abgedunkelt bei Raumtemperatur erfolgtetoges und die Schnitte auf den
Objekttragern mit 2:1 (v/v) Karion F in Aqua desingebettet und mit einem Deckglas

versehen. Die Objekttrager wurden bei 4°C lichtbést in einer Mappe aufbewahrt.

20xSSC(pH 7,0):
17,8% (w/v) NaCl; 8,8% (w/v) Tri-Na-Citrat-Dihydrat

2xHybridisierungspuffer:
40% (v/v) 20xSSC; 40% (v/v) 50% Dextransulfat inuacdest.; 4% (v/v) 50xDenhardts

RNAse-Puffer:
10mM Tris pH 7,5; 0,5M NaCl ; 1mM EDTA

DIG1-Puffer (pH 7.5):
100mM Tris; 150mM NacCl ;

DIG3-Puffer (pH 9,5):
100mM Tris; 100mM NacCl, 50mM Mggl

Entwicklungslésung:
125 mg TNBT in 35:15 Dimethylformamid:Aqua dest5,5 mg BCIP in
Dimethylformamid; in 30 ml DIG3-Puffer
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DIG4-Puffer (pH 7.5):
10mM Tris; 10mM EDTA

3.1.18. Dot-Blot fir Nukleinsduren

Der Dot-Blot diente der Qualitatsbeurteilung derr fdie in-sit-Hybridisierung
vorgesehenen Sonden, durch Bestimmung der Nachavkestsgrenzen. Zunachst
wurden die Proben auf eine vorher definierte Kobtagionsreihe vorverdinnt. In der
vorliegenden Arbeit wurden dazu die Konzentratiorid0; 10; 1 und 0,1 ng/ul
verwendet. Jeweils ein Mikroliter der Verdinnungamde mit einer Pipette direkt auf
eine an den Seitenrandern aufgehangte Hybrid-NeFalfgebracht. Nach 15-mindtiger
Trocknungsphase wurde die Folie mit DIG1-Pufferedagchtet und anschlie3end fur
30 min in 0,5% Blocking-Reagenz (Boehringer®) gemgebDanach wurde die Folie
Uber eine Stunde mit alkalischer Phosphatase kmmjaghn Schaf-Anti-Digoxigenin
(Roche®, Mannheim) bei einer Konzentration des Kifers von 1,5 Units/ml in
DIG1-Puffer inkubiert. Nach erfolgter Antikdrperination wurde die Folie zweimal
fur 5 min in DIG1-Puffer und ebenfalls zweimal fimin in DIG3-Puffer gewaschen.
Die Entwicklung erfolgte fur 5 min in der im Vergté zurin-situ-Hybridisierung leicht
modifizierten Entwicklerlésung. Die Reaktion wirdtmqua bidest. gestoppt, die Folie
Uber Nacht getrocknet und mittels einer Vakuum-Peimm Klarsichtfolie

eingeschweist.

Entwicklerldsung fir Dot-Blots:
0,45% (v/iv) NBT; 0,35% (v/v) BCIP; in DIG3-Puffer

3.2. Bakterienwachstum und Aufbewahrung

3.2.1. Plattenkulturen

Plattenkulturen dienen der selektiven Vermehrung plasmidenthaltenden Bakterien.
Eine Plattenkultur wurde angelegt, indem die Ba&terentweder mit einer sterilen

Impfése aus einer Dauerkultur oder mit einem alagefhten Drigalskispatel aus einer
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Flassigkultur auf einer antibiotikahaltigen LB-Adalatte (Sambrook and Russel, 2001)
ausgestrichen wurden. Die Resistenz gegen dasrechgmde Antibiotikum wurde
durch das gewlnschte Plasmid vermittelt. Somit kemmur transformierte Bakterien
auf dem Medium wachsen. Durch das sofortige Veias8kh der Platten mit Parafifm
wurde eine Kontamination mit Pilzen und ein Auskmoen verhindert. Die Platten
wurden bei 37°C uber Nacht inkubiert und anschhel3dei 4°C gelagert. Die
erhaltenen Einzelkolonien konnten zur Animpfung vBliissigkulturen verwendet

werden.

3.2.2. Flissigkulturen

Einzelkolonien einer Plattenkultur wurden mit einentoklavierten Zahnstocher in 5
ml LB-Medium (modifiziert nach Sambrook and Rus&€101) angeimpft (Kleinkultur)
und tUber Nacht bei 37°C inkubiert. Diese Ubernadliken wurden entweder fur eine
Plasmid-Minipraparation, zum Beimpfen gro3erer Vioilna an LB-Medium (200-500

ml, Plasmid-Maxipréaparation) oder zum Anlegen eibauerkultur verwendet.

3.3. Proteinchemische Methoden

3.3.1. Polyacrylamid-Gelelektrophorese mit Natriwaelcylsulfat (SDS-PAGE)

Der SDS-Page stellt eine Mdglichkeit dar, Protemia nach ihrer LAnge aufzutrennen.
Das negativ geladene Detergens Dodecylsulfat (&woglium dodecyl sulfate oder SDS)
maskiert hierbei die tatsachliche Ladung des Pmsteind gibt diesem eine negative
Gesamtladung. Die Laufgeschwindigkeit ist bei kéeén Proteinen groéRer, da sie

besser durch die Poren des Polyacrylamidgels hthehandern kbnnen.

Zwei Glasscheiben wurden zunéchst grundlich gegeinind dann durch zwei
Abstandshalter voneinander getrennt in die enthgreden Haltevorrichtungen
gespannt. Die Bestandteile des Trenngels wurdesmamenpipettiert und unverzuglich
in die entsprechende Vorrichtung gegossen. Diengelphase wurde mit Aqua dest.

abgedeckt, bis die Polymerisation beendet war. maaaschlielend wurden die
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Bestandteile der Sammelgelphase zusammengegebenehenfalls sofort in die

Haltevorrichtung pipettiert. Mit einem Plastikkamwurden Auftragstaschen fur die
Proben geschaffen. Die Gewebehomogenisate wurdesD-Probenpuffer versetzt
und far 5 min bei 95°C erhitzt. Nach Auftragen &eoben indie Geltaschen erfolgte
die SDS-PAGE in Elektrophoresepuffer fir das Sargeilebei 80 Volt bis die

Bromophenolblau-Bande das Trenngel erreicht ha&aschlieend erfolgte die

Auftrennung im Trenngel bei 150 Volt fir ca. 60 midie Elektrophorese wurde
beendet, wenn die Bromphenolblau-Lauffront des &mphffers das Ende des Gels
erreicht hatte. Die Proteine wurden anschlieRendchduCoomassieblau-Farbung
sichtbar gemacht oder auf Nitrocellulose elektrdfariert.

Sammelgel (4% Acrylamid):
12% (v/v) Acrylamid (30%); 25% (v/v) 0,5 M Tris/HGpH 6,8); 0,1% (w/v) SDS;
0,06% (w/v) Ammoniumperoxodisulfat (APS); 0,3% (WNEMED

Trenngel (10% Acrylamid):
33,5% (v/v) Acrylamid (30%); 25% (v/v) 1,5 M TrisfH (pH 8,8); 0,1% SDS; 0,06%
Ammoniumperoxodisulfat (APS); 0,3% TEMED

Elektrophoresepuffer:
0,1% (w/v) SDS; 172mM Glycin; 25mM Tris/HCI

2-fach SDS-Probenpuffer:
250mM Tris/HCI (pH 6,8); 4% (w/v) SDS; 20% (v/v) ¥&kerin; 200mM Dithiothreitol,
0,16% (w/v) Bromophenolblau

3.3.2. Western-Blot
(Burnette, 1981; Sambrook and Russel, 2001)

Nach der gelelektrophoretischen Auftrennung mit&xS-PAGE wurden die Proteine
durch das Semi-Dry-Verfahren (Burnette, 1981) aitfadellulose Ubertragen. Dazu
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wurden zunachst Filterpapier und Nitrocellulosememnbin Transferpuffer getrankt.
Das Trenngel wurde ohne Lufteinschlisse auf die Bram aufgelegt, anschliel3end
zwischen die Filterpapiere geschichtet und luftbhdiei zwischen die
Graphitelektroden der Transferkammer positioni€er Proteintransfer erfolgte bei
einer Stromstérke von 0,8 mA/cm3 Polyacrylamidgel 90 min. Bei einer Grol3e des
Minigels von 9 cm x 6 cm x 0,8 cm entsprach dieeeStromstarke von 43 mA. Zur
Uberprifung des Transfers erfolgte die unspezifisofversible Proteinfarbung mit
Ponceau S-Rot, die die spatere Immunfarbung nieeinkrachtigte (Salinovich and
Montelaro, 1986). Die Banden der Eichproteine (BWrker) wurden mit Bleistift
markiert, um die Laufhdhe der immungefarbten Pr&tespater naherungsweise
bestimmen zu kénnen. Nach Entfernung der PonceBdrl8ing mit PBS folgte eine
Inkubation mit einer Magermilchlésung fur 60 mini BRaumtemperatur auf einem
Schuttler. AnschlieBend wurde die Cellulose-Memidyan4°C Uber Nacht mit dem in
Magermilchlosung verdinnten Erstantikbrper (AntiRlédaptin, Transduction
Laboratories® inkubiert Diese erfolgte zur besseren Durchmischung auf ideumfrad.
Nach Entfernung ungebundener Erstantikbrper mit/PB8en-20 (3 mal fur 5 min)
wurde die Nitrocellulose fur 1 Stunde mit dem Zwaattkbrper Gam —POX IgG/IgM in
Magermilchlosung bei Raumtemperatur inkubiert. Wzsiisch gebundene Antikorper
wurden erneut durch PBS/Tween-20 (3 mal 5 min) weggchen und die

Nitrocellulosemembranen der ECL-Entwicklung zugefiih

Transferpuffer:
25mM Tris/HCI; 192mM Glycerin; 0,1% SDS; 20% Metloan

Ponceau S-LOsung:
0,5% (w/v) Ponceau S; 3% (w/v) Trichloressigsaard$0O

Magermilchlésung:
5% (w/v) Magermilch; 0,05% (v/v) Tween 20 in PBS

Die an den Zweitantikorper gekoppelte Meerrettichpelase (POX) katalysiert unter
Reduktion von HO, die Redox-Reaktion des ECL-Systems, in deren etlaminol
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zur Chemolumineszenz angeregt wird. Luminol keimeld nach seiner Oxidation aus
seinem angeregten Zustand in den Grundzustand kzufDie dabei emittierten

Photonen kdnnen mit einem Rontgenfilm nachgewiegsnden.

Die Nitrocellulosemembranen wurde flr 1 min in &ilsch angesetztes 1:1 Gemisch
der beiden ECL-L6sungen gegeben, anschlie3enckiimiwicklungskassette gegeben
und frei von Lufteinschlissen mit Klarsichtfolie deekt. Unter Rotlicht erfolgte die

Auflage des Chemilumineszenzfilms (HyperfldECL™ High performance

chemiluminescence film, Pharmacia), wobei das Bamdster des EPL-Markers mit
Eddingstift auf der Folie markiert wurde. Die Béliongszeit richtete sich nach der
Signalintensitat und variierte zwischen 1 und 4%.nlie Rontgenfilme wurden direkt

im Anschluss in den entsprechenden Losungen engtjdixiert und getrocknet.

ECL I-L3sung:
2,5mM Luminol; 0,04mM p-Coumaric-Acid; 0,1M Tris/HI(pH 8,5)

ECL IlI-L6sung:
0,02 % (w/v) HO,; 0,1 M Tris/HCI (pH 8,5)

3.3.3. Proteinbestimmung mit Amidoschwarz

Die Amidoschwarzfarbung ist eine Madoglichkeit, denroteingehalt einer in
Probenpuffer vorliegenden Lésung mittels Extinktims 620 nm spektralphotometrisch
zu bestimmen. Dabei wird zunachst mittels bekanfeteinkonzentrationen eine

Eichgerade erstellt.

Je 2 mal 10 pl der Eichlésungen (BSA-Losungen denzentrationen 40; 20; 10; 5;
2,5; 1,25; 0,625 pg/10 pl) sowie je 3 mal 10 ul deruntersuchenden Proben in den
Verdinnungen 1:5, 1:10 und 1:50 wurden auf Celkdastatfolie (Schleicher und
Schuell) pipettiert und getrocknet. Die Folien wemd danach fir 10 min bei
Raumtemperatur in Farbeldésung eingelegt. Nach Entfy der Hintergrundfarbung

mit Entfarbelésung wurden die Folie erneut getretkilie einzelnen Auftragespuren
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mit einer Schere voneinander getrennt und in ethml| Eppendorf-Gefal3 gegeben.
Nach Zugabe von je 1 ml Auflésepuffer wurden di@alRnsgefal3e fur 30 min in ein
50°C Wasserbad gegeben. Nun wurde die Extinktion62® nm fir jede Probe
gemessen und mit Hilfe der Eichgerade und der jeyeei Verdinnung die

Konzentration errechnet.

Farbel6sung:
0,5% (w/v) Amidoschwarz; 45% (v/v) Methanol; 10%uVEssigsaure

Entfarbeldsung:

47,5% (viv) Methanol; 5% (v/v) Essigaure; vor jedearsuch frisch angesetzt

Aufléseldung:
10% (w/v) Trichloressigsaure; 80% (v/v) Ameisengd0% (v/v) Essigsaure

3.3.4. Coomassieblau-Farbung von Proteingelen

Die Coomassieblau-Farbung ist eine weitere unsgeh# Proteinfarbung. Anders als
die Ponceau S-Farbung ist sie irreversibel und wirdkt mit dem Polyacrylamidgel

durchgefunhrt.

Das Gel wurde nach Elektrophorese zunéchst 15 miG@domassiebau-Farbelésung
gegeben. In Aqua dest. erfolgte dann die Entfarldurgh mehrmaliges Aufkochen in
der Mikrowelle und durch Einlegen des Gels in Aqiest. Uber Nacht auf dem
Schittler. AnschlieRend wurde das Gel luftblaserdvéschen zwei Lagen Einmach-
Cellulose positioniert, in eine Haltevorrichtungsgannt und tber Nacht bei 37°C

getrocknet.

Coomassieblau-Farbelésung:
0,25% Coomassie® Brillant-Blau R 250 45% (v/v) aldethanol; 10% (v/v)

Essigsaure
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4. Ergebnisse

4.1. Ziele

Der vorliegenden Arbeit lagen folgende Fragestgiaumzugrunde:

1. Welche Aminosauren sind fir die nukledare Akkumtioh von Kanadaptin

verantwortlich?

2. Inwelchen Geweben der Ratte kann Kanadapthgewiesen werden?

3. In welchen Zellen der Rattenniere lassen sichaldaptin-kodierende Transkripte

detektieren?
Zur Beantwortung dieser Fragestellungen wurden edliddre Lokalisationsstudien in
MDCK-Zellen, = Westernblot-Analysen  und in-situ-Hybridisierungen  (ISH)

durchgeflnhrt.

41.1. Die NLS1 des murinen Kanadaptins ist fur cligkledre Lokalisation eines

zytoplasmatischen Proteins ausreichend

4.1.1.1. Herstellung des R-Galaktosidase-NLS1-Gédiekenden Expressionsvektors
pHM829-NLS1

Betrachtet man die Aminosauresequenz von Kanadaptinfallen drei lysinreiche
Abschnitte ins Auge. Im Einzelnen sind dies dieudgegen RKRK an Position 189-193
(nachfolgend als NLS1 bezeichnet), KELQTTNAEMTKK an Position 325-340
(nachfolgend als bpNLS2 bezeichnet) sowie PKKKKSR RBosition 458-463
(nachfolgend als NLS3 bezeichnet). Es wurde zunédés karyophile Charakter der
NLS1-Sequenz untersucht, da diese dem Kklassischemmldkalisierungssignal am
meisten &hnelt (Kalderon et al., 1984). Hierzu weud#r Expressionsvektor pHM829

eingesetzt (Sorg and Stamminger, 1999). Dieserovektthalt kodierende Sequenzen
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fur die bakterielle -Galaktosidase und das GFP. Beim GFP handelt ésusit ein
grunfluoreszierendes Protein aus der QuAkguorea victoriaDas -Galaktosidase-
GFP Fusionsprotein ist in seiner monomeren Formiiber 146 kDa zu grof3, um durch
passive Diffusion in den Zellkern zu gelangen. &hen den kodierenden DNA-
Sequenzen liegt eine MCS (multiple cloning site} 8chnittstellen u.a fiKbal Sie
erlaubt die Insertion kurzer DNA-Abschnitte. Somignet sich der Expressionsvektor
zur Identifikation kurzer Kerntransport-aktiver Amoisauresequenzen.

Zunachst wurden zur DNA-Vermehrung kompetetecoli DH5 in Gegenwart des
Vektors pHM829 elektroporiert (siehe 3.1.7.), diéber Nacht bei 37°C inkubiert und
die Plasmid-DNA mit Hilfe eines Plasmid Maxi Kitsgpariert (siehe 3.1.4.). Die DNA
wurde gelelektrophoretisch analysiert (siehe 3)luhd die DNA-Konzentration flr
Folgeexperimente spektralphotometrisch bestimnehési3.1.3.). Ebenso wurde eine
Dauerkultur angelegt (siehe 3.1.5.). AnschlieRendde der Vektor miXbal inkubiert
(siehe 3.1.8.), der Restriktionsansatz phenoleirabind die DNA mit Ethanol gefallt
(siehe 3.1.9.1. und 3.1.10.1.). Das Ergebnis destriRegon wurde durch eine
konventionelle Agarosegelelektrophorese (0,8% Asggel) mit anschlielender
Anfarbung des Gels mit Ethidiumbromid dokument{é&ibb 4.1).

Abb. 4.1. Gelelektrophoretische Analyse des miXbal-inkubierten Vektors pHM829: Spur 1:
DNA-GréRenmarker (F-Marker), Spur 2: pHM829 (supded), Spur 3: pHM829
(behandelt miXbal). Die Elektrophorese erfolgte in einem 0.8% Agages.
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Im Anschluss an dieXbalvermittelte Linearisierung wurde der Vektor einer
Dephosphorylierungsreaktion unterzogen, um einentsjpe Rezirkularisierung des
Vektors wahrend des Ligationsschrittes zu verhindétierzu wurde der miXbal
behandelte Vektor wie unter 3.1.11. beschriebendaritPhosphatase CIAP behandelt.
Zwischenzeitlich wurde in einer Annealingreaktiome d\NLS1-kodierende DNA-
Kassette durch Hybridisierung zweier synthetisclgéstellter Oligonukleotide (NLS1-
sense und NLS1-antisense — siehe 3.1.13.) hergestevor wurden die Oligo-
nukleotide jedoch in Gegenwart der T4-Polynukldatidse phosphoryliert (siehe
3.1.12.). Infolge der Hybridisierung entstand eoppkelstrangiges DNA-Fragment mit
Xbalkompatiblen  lberstehenden Einzelstrangenden. Zussm mit dem
dephosphoryliertenXbal-behandelten pHM829-Vektor wurde die DNA-Kassette i
eine Ligationsreaktion eingesetzt (siehe 3.1.1D)e DNA-Kassette befand sich
gegenuber dem Vektor in einem Uberschuss von 1@u. 50:1. Nach erfolgter
Ligation wurdensie inE. coli DH5 transformiert. Anstatt den Transformationsansatz
auf entsprechende LB-Amp-Agar Platten auszuplattievurden die transformierten
Zellen Uber Nacht in LB-Medium/Ampicillin inkubiertind am folgenden Tag die
Plasmid-DNA gemall 3.2.2. prapariert. Die DNA wurdsmer Phenolextraktion
unterzogen und schlief3lich mit Ethanol gefallt. Beegewonnene DNA wurde mXbal
behandelt. Da den rekombinanten d.h. NLS1-cDNA-&t¢hden Vektoren diXbal
Erkennungssequenz fehlte, verblieben diese in Gesyerdes Restriktionsenzyms in
ihrer supercoiled Form, wahrend rezirkularisieri@dM829 ohne DNA-Kassette
linearisiert wurde. Infolge der effizienteren Tréorsnation der Bakterien durch
supercoiled DNA erhielt man so eine AnreicherungM&29-NLS1 enthaltener
Bakterien. Die Bakterien wurden auf eine LB-Amp-Agatte ausplattiert und tber
Nacht bei 37°C inkubiert. Am darauf folgenden Tagrae die Plasmid-DNA aus je
funf Kolonien der Ansatze 10:1 und 50:1 isolierdusuf einem 0,8%igen Agarosegel
analysiert (Abb 4.2)Dabei wurden die fiinf Proben der 10:1 Ansatze i bis 10-5
bezeichnet, die der 50:1 Ansétze mit 50-1 bis 50-5.
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Abb. 4.2. Gelelektrophoretische Analyse putativerpHM829-NLS1-Plasmide: Spuren 1-5:
DNA aus Minipreparation (MP) 1-5 der Ligationsazsimit Insert:Vektor-Verhaltnis
von 50:1, Spuren 6 und 9: pHM829 (supercoiled),rSpund 8: DNA-Langenstandard
(F-Marker), Spuren 10-14: DNA aus MP 1-5 der Ligatiansatze mit Insert:Vektor-
Verhaltnis von 10:1. Die Elektrophorese erfolgteinem 0.8% Agarosegel.

Hierbei zeigten acht der zehn analysierten pHM82%NPlasmide ein &hnliches
Laufverhalten wie das des Vektors pHM829, nichtrabe DNA der Proben 10-1 und
10-2. Sie wurden daher verworfen. Da zwischen rdkoamten und nicht
rekombinanterPlasmiderkein Unterschied in der Laufhokerlag wurden alle in Frage
kommenden Plasmide (10-3 bis 10-5 sowie 50-1 bis)5@nit Xbal behandelt.
Basierend auf dem Design der NLS1-Kassette solkeh in Gegenwart des
Restriktionsenzyms nur pHM829-NLS1-Plasmide nichydrblysieren lassen. Die
gelelektrophoretische Analysthal-behandelter Plasmide zeigt Abb. 4.3. Finf det ach
Plasmide (50-1 bis 50-5) lie3en sich nicht duxdal hydrolysieren, dagegen zeigten
die Proben 10-3 bis 10-5 eine partielle Hydrolysect Xbal und wurden daher

verworfen.
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Abb. 4.3. Gelelektrophoretische Analyse putativer HM829-NLS1-Plasmide nach Xbal-
Behandlung: Spur 1 und 6: pHM829 nactbal-Behandlung (Positivkontrolle), Spur 2
und 5: DNA-Langenstandard (F-Marker), Spur 3,4,27-futative pHM829-NLS1-
Plasmide (MP 10-3 bis 10-5 sowie 50-1 bis 50-5hraehandlung mixbal.

Die trotz Xbal-Behandlung nicht linearisierten Plasmide wurdereeiveiteren Analyse

unterzogen, um die Insertion der 30 Basenpaar groR&lA-Kassette direkt

nachzuweisen. Diese erfolgte mit Hilfe der PCR hgi€.1.15.) in Gegenwart der
Oligonukleotide  beta-ds-seqund GFP-us-seq. Die Amplifikate  wurden
gelelektrophoretisch auf einem 0,8%igem Agarosegetersucht. Rekombinante
Plasmide produzierten Amplifikate, die um ca. 30hgmer liefen (240 bp), als solche
von nicht-rekombinaten Plasmiden (210 bp) (Abb.)4.4
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Abb. 4.4. Gelelektrophoretische Analyse der Ampiikate nach PCR putativer pHM829-
NLS1-Plasmide: Spur 1 und 9: Langenstandard (SLL-Marker), SpuP@R-Ansatz
ohne Zugabe der Oligonukleotide (Negativkontrolepur 3 und 10: Amplifikate von
pHM829 (Negativkontrolle), Spur 4-8: AmplifikateedProben 50-1 bis 50-5 und 11-
13: Amplifikate der Proben 10-3 bis 10-5

Die Plasmide, die in der PCR das 240 bp Amplifikaigten, wurden schliel3lich zur
Uberprufung der DNA-Sequenz nach Sanger sequenBerfehlerfreier Vektor wurde
herausgesucht und entsprechend der Insertion pHM83E genannt.

4.1.2. Subzelluldre Lokalisation von R-Galaktosidbld S1-GFP

Zur Transfektion von MDCK-Zellen wurden die PlasmigpHM829-NLS1 und
pHM829 verwendet. 16 h nach Transfektion wurdenZaditen mit Formaldehyd (4%)
fixiert und die subzellulare Lokalisation der Fussproteine mittels
Fluoreszenzmikroskopie visualisiert. Das von pHM88S1 gebildete Fusionsprotein,
-Galaktosidase-NLS1-GFP, zeigte eine deutliche edrkl Lokalisation, wahrend das
NLS1-lose Pendant,-Galaktosidase-GFP, hauptsachlich im Zytoplasmé#agofAbb.
4.5).
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Abb. 4.5. Subzellulare Lokalisation von [3-Galaktaslase-NLS1-GFP in MDCK-Zellen.
Wahrend das NLS1-lose FusionsprotBitalaktosidase-GFP (a, b) hauptsachlich im
Zytoplasma lokalisiert, zeigt das NLS1-enthaltengsiénsprotein, R-Galaktosidase-
NLS1-GFP, eine sehr starke nukledare Akkumulationdjc Gezeigt ist die auf GFP
beruhende Fluoreszenz nach Fixierung der MDCK-Aeaiit Formaldehyd.

4.2. Nachweis von Kanadaptin in verschiedenen Geweb

Die Expression von Kanadaptin wurde von Chen e{1998) mit Hilfe der Northern
Blot-Analyse in verschiedenen Mausgeweben analy@dren et al., 1998). So fanden
sich Kanadaptin-spezifische Transkripte im Hoden,der Lunge, in Leber, Herz,
Gehirn, Skelettmuskulatur und Niere. Die Milz zeigtich in diesen Untersuchungen
negativ. Im Rahmen der vorliegenden Dissertatiolitesmun das Vorkommen von
Kanadaptin auf Proteinebene untersucht werdenztleurde Gewebe von méannlichen
Ratten vom Wildtyp (Wistar-Ratte@ntnommen und im Verhaltnis 1:10 (w/v) in SDS-
Probenpuffer aufgenommen. Folgende Organe kamerei dabr Untersuchung:
Skelettmuskulatur (M. psoas major), Lunge, Herzerdli Leber, Milz, Kleinhirn

(Cerebrellum), verlangertes Ruckenmark (Medullaonghta), Bricke (Pons) und
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Mittelhirn (Mesencephalon). Das Gewebe wurde im ldgenisator zerkleinert und
anschlie3end fur 30 min im Ultraschallbad behandst Raumtemperatur wurden die
Proben daran anschlieRend bei 14.000 rpm fir 15mitrifugiert, der Uberstand in ein
frisches Eppendorf-Gefal3 Uberfihrt und dieser bél0=C gelagert. Das Sediment
wurde verworfen. Am nachsten Tag erfolgte fur allegewonnenen Gesamtextrakte die
Bestimmung des Proteingehalts mit Hilfe der Amidwgarzfarbung (siehe 3.3.3.).
Schlie8lich wurden 20 pug der Gesamtextrakte eiri@8-BAGE unterzogen und im
Anschluss zur weiteren Western Blot-Analyse auf eeiNitrozellulosemembran
Ubertragen (siehe 3.3.1. und 3.3.2.).

Eine parallel durchgefihrte Coomassieblau-Farbumgseentsprechenden SDS-PAGE-
Gels zeigte erwartungsgemald, dass gleiche Mengesan@protein pro Gewebe
aufgetragen wurden (siehe 3.3.4.). Ebenso zeigte Hbnceau-Farbung der
Nitrozellulosemembran einen gleichmassigen Pratansfer. Als Spezifitatskontrolle
wurde eine zusatzliche Western Blot-Analyse mitideter Erstantikbrperbehandlung
durchgefuhrt, die kein Signal lieferte. Der Erstiadriper, anti-Kanadaptin, wurde in
Verdinnungen von 1:1.000 bzw. 1:3.000 eingesetzie [Behandlung der
Nitrozellulosemembran mit dem Zweitantikérper, gB@X, erfolgte bei einer
Verdinnung von 1:5.000 bzw. 1:6.000. Nach ECL-Edtng fanden sich starke
Signale auf der erwarteten Laufhohe von 57 kDa die# Gesamtextrakte aus
Cerebellum, Medulla oblongata, Mesencephalon, Pdmeher, Niere und Herz.
Schwache Reaktionen zeigten dagegen die Lunge umd Milz. In der
Skelettmuskulatur gelang tberraschender Weise Kathweis von KanadaptifAbb.
4.6.).

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12

- -— ",- —-—--
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Abb 4.6. Western Blot-Analyse verschiedener Rattgewebe mit anti-Kanadaptin:
Gesamtextrakte (20 pg) folgender Gewebe wurderysieal: Milz (1), Mesencephalon
(2), Medulla oblongata (3), Pons (4) Kontrolllysaus der Niere der Maus
(Transduction Laboratories, Heidelberg - 5 und 12ynge (6), Leber (7),
Skelettmuskulatur (8), Herz (9), Niere (10), Cetkive (11).

4.3. Untersuchungen zur Zelltyp-spezifischen Vang der Kanadaptin-mRNA in der

Rattenniere mit Hilfe den-situ-Hybridisierung

Die Zelltyp-spezifische Verteilung von Kanadaptim der Niere des Kaninchen war
bereits auf Proteinebene in der Vergangenheit Géged von Untersuchungen (Chen
et. al., 1998). Dabei wurde das Vorkommen von Kap&d nur in Zellen des
Sammelrohrs beschrieben. Demgegenuber standen risgelimmunhistochemischer
Untersuchungen, die an der Niere von Ratten dufiihgeworden waren (Hibner et
al., 2003). Hier zeigte sich die Nierenrinde, vbiera der proximale Tubulus als Ort
starker Kanadaptin-Bildung. Als komplementarer Anssollte nun mit Hilfe dein-
situ-Hybridisierung (ISH) in Gegenwart nicht-radioaktvarkierter cRNA-Sonden die
Verteilung der fur Kanadaptin kodierenden mRNA &r dNiere der Ratte untersucht

werden.

4.3.1. Herstellung Kanadaptin-spezifischer Tramglansvektoren

Die von Chen et al. (1998) publizierte cDNA-Sequemn Kanadaptin diente als
Grundlage fir die Auswahl der Oligonukleotide 5'#gaaptin und 3’-Kanadaptin.
Nach Isolierung von Gesamt-RNA aus einer frischnemmenen Mausniere wurde
durch eine RT-PCR die Kanadaptin-kodierende cDNApldimiert (3.1.15.1.). Die
Gesamt-RNA wurde mir freundlicherweise von Herrn. Dtubner (Institut fur
Anatomie und Zellbiologie, Universitat Wurzburg) rz¥erfigung gestellt. Neben
einem Amplifikat der zu erwartenden GrolRe (1.5 kBejgab die RT-PCR
Uberraschenderweise zwei zusatzliche Banden (Aikglii und ¢ in Abb. 4.7 deren

Analyse anderen Mitarbeitern unserer Arbeitsgruggag.
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/ a
1.37 kb, b
1.26 kb ¢

Abb 4.7. Analytische Gelelektrophorese eines Kanagtin-spezifischen RT-PCR-Ansatzes:

Spur 1. GréBenmarker (F-Marker), Spur 2: RT-PCR imeur Gesamt-RNA in
Gegenwart Kanadaptin-spezifischer Primer. Eine 8eganalyse ergab, dass die von
Chen et al. (1998) publizierte Kanadaptin-cDNA damittleren Amplifikat (b)
entsprach.

Alle Amplifikate wurden aus einem 0.8%igem Agarasegluiert (siehe 3.1.1.) und
zusammen mit einem vorbereiteten T-Vektor (pBlugscrKS+-ECORVeT -
freundlicherweise von Herrn Dr. Hubner zur Verfugugestellt) miteinander ligiert.
Nach Transformation vork. coli DH5 wurde der Ansatz auf LB-Amp-Platten
ausplattiert und am darauf folgenden Tag aus Ulshtkalturen Ampicillin-resistenter
Kolonien die Plasmid-DNA isoliert. Nach gelelekthmpetischer Identifizierung cDNA-
enthaltender Plasmide wurde die Grof3e der Insemionit Hilfe der PCR in Gegenwart
der schon zuvor verwendeten Primer (5- und 3'-Kdapin) bestimmt und
ausgewahlte Plasmide einer Sanger-Sequenzieruegzagen. Die dem Eintrag in der
NCBI-Datenbank entsprechende Kanadaptin-cDNA (erigtBande im Agarosegel der
Abb. 4.7) wurde nun fur die ISH-Untersuchungen eoeitet und der
korrespondierende Vektor pKS-Kanadaptin genannt(Ab9.). Fur die ISH wurden
zwei Folgevektoren hergestellt. Nach Behandlungen pKS-Kanadaptin mit den
RestriktionsenzymerHindlll bzw. Pstl wurde nach Agarosegelelektrophorese des
Restriktionsansatzes der Restvektor geleluiertcbutie Restriktion wurde die cDNA



-56 -

von Kanadaptin am 3’-Ende um 841 Bp (nddimdlll-Behandlung) und am 5’-Ende
um 412 Bp (naclPst-Behandlung) verkirzt (AbB.9.). Der eluierte Restvektor wurde
nach Phenolextraktion und Ethanolfallung zur Relga eingesetzt. Nach

Transformation inE. coli DH5 wurde wieder aus Ubernachtkulturen Ampicillin-
resistenter Kolonien die Plasmid-DNA gewonnen uetklgktrophoretisch analysiert.
Die gegenuber dem Ausgangsvektor pKS-Kanadaptin Agarosegel schneller

gewanderten Deletions-Plasmide (Abb. 4.8.) wurdendfe ISH-Untersuchungen wie
unter 3.1.8 und 3.1.16 beschrieben vorbereitet uabschlieRend pKS-

Kanadaptin Hindlll bzw. pKS-KanadaptinPstl genannt.

okie2 ¢ o4

Abb 4.8. Gelelektrophoretische Analyse des mit Hindlll - bzw. Pstl-behandelten
Transkriptionsvektors pKS-Kanadaptin: Abb. A Spur 1: Langenstandard (F-
Marker), Spur 2: pKS-Kanadaptin nach Inkubation rHiindlll, Spur 3: pKS-
Kanadaptin (supercoiled), Spur 4: pKS-Kanadaptiohnikubation mitPstl, Spur 5:
Léngenstandard (SLL-Marker). Die mit * markieri@NA-Fragmente wurden religiert.
Aus ihnen entstanden die Transkriptionsvektoren -gla8adaptin Hindlll und pKS-
KanadaptinPstl in Abb. B. Spur 1: Langenstandard (F-Marker); Spur pKS-
Kanadaptin Hindlll; Spur 3: pKS-Kanadaptin; Spur 4: pKS-Kanadapfstl
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T7 5' 3’ T3
i S -
( A) Maus Kanadaptin I | ‘
T T
Pstl EcoRI Pstl Hindlll HindIll Xhol
0 412 685 1524
T7 5' 3' T3
—»> | <
(B) —+ l —
Pstl EcoRI Pstl Hindlll Hindlll Xhol
0 412 685

(C) WH ” ‘ S .

Pstl Pstl Hindlll Hind 111 Xhol
412 685 1524
Abb 4.9. Schematische Darstellung der Transkriptinsvektoren: Nur der Teil des Vektors ist

gezeigt. der die Kanadaptin-cDNA enthélt. (a) pK&Kdaptin, (b) pKS-
Kanadaptin Hindlll, (c) pKS-KanadaptinPstl. pKS-Kanadaptin-Hindlll: Deletion
der Kanadaptin-cRNA am 3’-Ende um 841 bp. pKS-Kamdith Pstl: Deletion am 5'-
Ende um 412 bp. T3 und T7 entsprechen den DNA-aigén RNA-Promotoren der
ungeradzahligen T3- und T7-Phagen.

4.3.2. Herstellung von cRNA-Sonden fiirsitu-Hybridisierungen

Fur die in vitro Transkription DIG-markierter cRNA-Sonden wurdere diektoren
pKS-Kanadaptin, pKS-Kanadaptidlindlll bzw. pKS-KanadaptinPstl linearisiert.
Hierzu wurden pKS-Kanadaptin und pKS-Kanadaptimdlll mit EcoR| pKS-
Kanadaptin Pstl dagegen miPstl inkubiert, daran anschlie3end einer Phenolextakiti
und Ethanol-Féllung unterzogen und in einevitro Transkriptionsreaktion eingesetzt
(siehe 3.1.16.). Die zur mRNA komplementare cRNAE® diente als Antisense-
cRNA und wurde ausgehend vom T3-Promotor syntlegtishls Sense-cRNA wurde
die zur mRNA identische Sequenz bezeichnet. Diesgdev vom T7-Promotor
synthetisiert. Eine gelelektrophoretische Analysleleer cRNA-Sonden ist in Abb 4.10.
gezeigt. Die Konzentrationen der Transkriptionsteséwurde abschlieRend Uber
Photodensitometrie bestimmt, die cRNA-Sonden atiguound bei —20°C aufbewabhrt.
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Im Folgenden werden die cRNA-Sonden entsprechemes iAusgangsvektors benannt:
d.h. a/s-cRNA-Kanadaptin, a/s-cRNA-Kanadaphmdlll und a/s-cRNA-Kanadaptin-

Pstl. Das Préfix a bzw. s deutet daraufhin, dass ds lger um die antisense bzw.
sense cRNA handelt.

Abb 4.10. Gelelektrophoretische  Analyse der antisse cRNA-Sonden: Spur 1:
Langenstandard (SLL-Marker); Spur 2: a-cRNA-Kandite(D|G-markiert); Spur 3: a-
cRNA KanadaptinHindlll (DIG-markiert); Spur 4: a-cRNA-KanadaptiRstl (DIG-
markiert); Spur 5: Langenstandard (F-Marker).

4.3.3. ISH von Kryoschnitten der Rattenniere

Fur die ISH wurde mannlichen Wistar-Ratten vom Wjibddie Niere entnommen und
von dieser mit Hilfe eines Kryostats Gewebeschmitie einer Schichtdicke von 8-14
um hergestellt. Daran anschlieBend wurden die Kiyoite auf Superfrost®

Objekttrager aufgebracht. Die Sondenkonzentrat@enaRNA-Sonden betrug in allen
ISH-Experimenten zwischen 5 und 15 ng/pl, wobeihsdie Signalintensitat mit

steigender Sondenkonzentration erhohte, ohne da&ssenswerte unspezifische
Bindungen zu verzeichnen waren. Bei einer Sondexgtration tber 15 ng/ul kam es

jedoch mehr und mehr zu einem Ausfallen von Farbpigten, was die Bildqualitat
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einschrankte. Des Weiteren korrelierte die Sonamdamit der Intensitdt des ISH-
Signals. Als kirzeste cRNA-Sonde lieferte a-cRNAzB@aptin Hindlll das starkste
Signal, a-cRNA-Kanadaptin hatte dagegen, als I@&ng®NA-Sonde, die geringste

Intensitat. Dies deutete auf eine bessere Geweb#péon kiirzer Sonden hin.

Die ISH-Untersuchungen ergaben fur alle drei cRNo&Rdn Ubereinstimmend, dass
Kanadaptin-spezifische Transkripte sowohl in degrBinrinde als auch im Nierenmark
vorkommen (siehe unten). Das Signal war im Rindezible jedoch deutlich starker.
Diese Beobachtung deckte sich mit immunhistochdmisdJntersuchungen, die an der
Kaninchenniere durchgefihrt worden waren (Hubnealgt2003). Die ISH war im
kortikalen Bereich innerhalb periglomerularer Amealam starksten, wahrend
Markstreifen deutlich schwéachere Signale zeigtebb(4.12. - 4.14). Betrachtete man
das Mark, so schwachte sich die Intensitat der isHdem Beginn der Aul3enzone
deutlich ab (Abb. 4.15.). Leider machte die groRendgnlange eine starke
Deproteinierung mit HCI oder Proteinase K erforidérl so dass eine sequentielle
Antikérperbehandlung des entsprechenden Kryosdsnittur Identifizierung der ISH-
positiven Zellen mit Antikorpern gegen Villin (spgzch flr proximale Tubuluszellen)
und Na+-K+-ATPase (spezifisch fir distale Tubulllerg nicht mdoglich war.
Immunhistochemische Untersuchungen von Dr. Hibnergten jedoch, dass
Kanadaptin in der Rattenniere hauptsachlich im jpnalen Tubulus vorkommt, was
sich mit den Untersuchungsergebnissen dieser Adeeitt (Hibner et al., 2003) (Abb
4.16). Die Nierenkoérperchen (Corpuscula renalidpstewaren frei von jedem ISH-
Signal. Ebenfalls frei blieben die in der Innenzales Marks gebtindelt laufenden Vasa
rectae. Die parallel mit einer Sense RNA-Sonde ltyetiihrte ISH blieb stets ohne
Signal (Abb 4.11).
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Abb 4.11. Nieren-Gefrierschnitte der Ratte nach I8 mit s-cRNA-Kanadaptin: Es lassen sich
keine spezifischen Farbungen abgrenzen. Es zeiggn lediglich unspezifische
Farbniederschlage, z.B Form von schwarzen Punkten.
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Abb 4.12. Nieren-Gefrierschnitte nach ISH mit a-BNA-Kanadaptin Hindlll : Die Abbildung

zeigt zwei Ubersichtsbilder der ISH aus dem koltkaBereich der Rattenniere.
Deutlich erkennbar ist die intensive ISH innerhalbr periglomeruléren Areale,
wahrend eine ISH innerhalb der Markstreifen kauattgéfunden hat. Reprasentative
Nierenkorperchen sind durch kurze Pfeile, Mark&redagegen durch parallele Linien
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markiert. Die schwarzen Punkte auf den Aufnahmetspeechen unspezifischen
Farbniederschlagen.

— *
X —
—
Abb. 4.13. Nieren-Gefrierschnitte nach ISH mit a&aRNA-Kanadaptin Hindlll : Die Abbildung

zeigt zwei vergrof3erte Ausschnitte der ISH aus HBertikalen Bereich der Rattenniere.
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Deutlich erkennbar ist die intensive ISH innerhdir periglomerularen Areale. Die
Nierenkorperchen (Pfeile) wurden durch die ISH hiahgeféarbt. Jedoch zeigt sich
unmittelbar am Harnpol eine kraftige ISH (Sternje dich periglomerular in den
proximalen Tubulus fortsetzt (einige Abschnittexpnaaler Tubuli sind beispielhaft mit
X gekennzeichnet). Dazwischen liegen Tubulusanteile weniger starker ISH, die
distalen Tubuli entsprechen (Pfeile mit ausgefiillt&reis beginnend). Die hellen
Punkte in den Epithelzellen der Tubuli entsprectien nicht angefarbten Zellkernen.
Der umrandete Bereich im oberen Bild ist in Abbl44. nochmals vergroRert
dargestellt.

NK DT

PT

AusschnittsvergroBerung  von  Abbildung 43.: Sehr deutlich ist die
Intensitatsanderung der ISH beim Ubergang des Nkérperchens in den proximalen
Tubulus (Harnpol) erkennbar. Ebenfalls deutlich emrdbar ist die intensive
periglomerulédre ISH. NK (Nierenkdrperchen); PT ¢pnoaler Tubulus); DT (distaler
Tubulus).
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Abb 4.15. Darstellung der Mark-Rinden-Grenze in de Niere der Ratte: Dargestellt ist ein
deutlicher Abfall der Signalintensitédt am Rindensktalbergang (gestrichelte Linie); R
(Nierenrinde);M (Nierermark).

Abb 4.16. Ergebnisse der immunhistochemischen Untsuchungen an der Rattenniere von
Dr. Stefan Hiubner:
Die Na-K"ATPase ist spezifisch fiir Epithelzellen des Samomes, wohingegen
Villin hauptséachlich Epithelzellen des proximalerublilus anfarbt. Gleichzeitige
Inkubation der Kryoschnitte mit anti-Kanadaptingtedeutlich und Ubereinstimmend
mit den ISH-Untersuchungen, dass Kanadaptin hatigish in Zellen des proximalen
Tubulus vorkommt.
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5. Diskussion

Bei der Suche nach Bindungspartnern des renalean&naustauschers 1 (KkAE1) mit
Hilfe der Hefe-Zwei-Hybrid-Technik wurde im Jahr89B das bis dahin unbekannte
Protein Kanadaptin identifiziert. Erste immunzytentfische Untersuchungen (Chen et
al., 1998) an der Kaninchenniere ergaben, dassdemtia in der Niere ausschliel3lich
in den Epithelzellen des Sammelrohres vorkommt. dien A-Schaltzellen des
Sammelrohrs beschrankte sich eine Kolokalisation #@nadaptin und KAE1l auf
zytoplasmatische Vesikel (Golgi-Vesikel). Eine Kkddisation beider Proteine wurde
an der basolateralen Plasmamembran Uberraschemsierweht beobachtet. Somit
wurde postuliert, dass Kanadaptin in A-Schaltzehsiglicherweise beim vesikularen
Transport von kAE1 zur basolateralen Plasmamembraea Rolle spielt. Hingegen
wurde fur die erythrozytare Form von AE1 (eAE1) &lpohrin A (GPA) identifiziert,
das als Chaperone den Transport von eAE1l an didrerytare Plasmamembran
reguliert (Young et al., 2000). Coexpressionsexpente inXenopusOozyten zeigten,
dass GPA den Einbau von eAELl in die Plasmamembtaiheund damit den durch
eAE1 vermittelten CITransport (Groves and Tanner, 1994; Groves and &rai892).
Ahnliche Ergebnisse wurde auch in Zellen vBaccharomyces cerevisiagzielt
(Groves et al., 1999). Allerdings wurde auch eitesmalemmale Préasenz von eAEl
trotz Fehlen von GPA beobachtet (Casey et al., 19®Bmer and Gunn, 1999). Somit
scheint eAE1l in Erythrozyten sowohl abhéngig alshaunabhangig von GPA zur
Plasmamembran transloziert zu werden. Fir KAEl kamme GPA-abhangige
plasmalemmale Translokation nicht postuliert werdda GPA in der Niere nicht
exprimiert wird (Tanphaichitr et al., 1998). Da Kaaptin auch in den nicht KAE1-
exprimierenden Hauptzellen des Sammelrohrs im Zgsopa nachgewiesen werden
konnte, wurde angenommen, dass Kanadaptin weiteme KAE1 unabhangige
Funktionen ausiubt. Neben den immunzytochemisché&mBen ergaben Northern-Blot
Analysen, dass Kanadaptin auch auf3erhalb der Niezahlreichen Geweben gebildet
wird. So wurde die mRNA des murinen Kanadaptingdoden, Lunge, Leber, Herz,
Gehirn und Skelettmuskulatur detektiert (Chen t1#198).
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Um erste Anhaltspunkte zu erhalten, welche AufgaBemadaptin mdglicherweise
austiben konnte, wurde mit Hilfe der cDNA Sequenze eDatenbankanalyse mit
PROSITE bzw. SMART (aimple modular _achitecture_esearch dol) durchgefiihrt
(Bairoch, 1993; Bairoch et al., 1997; Schultz et 8998; Schultz et al., 2000). Diese
ergab, dass Kanadaptin ein Multidomanenprotein telttrsSo besitzt es u.a. drei
Aminosaurensequenzen (NLS1, NLS2, bpNLS), die tyms Bindemotive fir
Importine, d.h. NLS-Rezeptoren, darstellen, diembéerntransport eine bedeutende
Rolle spielen. In diesem Zusammenhang konnte gezeeden, dass ein GFP-
Kanadaptin Fusionsprotein in transienten Transbekgxperimenten in den Zellkern
von MCDK-Zellen translozieren und dort akkumulierkann (Hubner et al., 2002).
Endogenes Kanadaptin wurde ebenfalls in verschesdeepithelialen und nicht-
epithelialen Zelllinien immunzytochemisch und bieaofisch mit Hilfe subzellularer
Fraktionierungen nachgewiesen (Hubner et al., 20@2jfgrund des karyophilen
Charakters sollte nun herausgefunden werden, wedehepostulierten NLSs fur die
Kernakkumulation von Kanadaptin verantwortlich isierzu wurde die NLS1 zuerst
analysiert, da sie klassischen NLSs am starksterelt#h Dazu wurde die NLS1
zwischen [3-Galaktosidase und GFP inseriert, umesauszufinden ob die NLS1 fur
einen Kernproteintransport ausreichend ist. Eiolsed Fusionsprotein zeigte in MDCK
Zellen eine sehr ausgepragte nukledre Akkumulatibagegen befand sich das
entsprechende NLS1-defiziente, nur aus R-Galakissidund GFP bestehende
Fusionsprotein ausschlie3lich zytoplasmatisch, dee eassive Diffusion in den
Zellkern bei einer Gro3e des Fusionsproteins var 400 kDa nicht erfolgen konnte.
Durch eine Punktmutation in der NLS1 wurde schiafitie nukleére Lokalisation von
Kanadaptin nahezu aufgehoben (Hubner et al., 2@&hit konnte die NLS1 als die
Sequenz identifiziert werden, die fiur die nukledrekalisation von Kanadaptin
verantwortlich ist. Eine Quantifizierung der subairen Verteilung von Kanadaptin
(nach Expression als GFP-Fusionsprotein in HeLde@glmit Hilfe der konfokalen
Laserscanningmikroskopie und einer daran anschigd$e Berechnung des
Verhéltnisses der nukleéren (n) zur zytoplasmagisctt) GFP-Fluoreszenz (F), der
sogenannte Fn/c-Wert, ergab, dass Kanadaptin @meinen Faktor von mehr als 30
starkere nukleare Akkumulation aufweisst als imapyasma (Fn/c > 30). Die Mutation

von NLS1 fihrte dagegen zu einer Umkehr der Venrgdle, d.h. nuklearen Exklusion
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von Kanadaptin (Fn/c < 0,7) (Hubner, personliche ttédflung). Durch
Kerntransportuntersuchungen und auf ELISA basieen8indungsstudien wurde
zusatzlich gezeigt, dass die Translokalisation Wanadaptin durch die NLS-
Rezeptoren Importia und 3 erfolgt (Hubner et al., 2002). Dabei zejieNLS1 eine
nur schwache Wechselwirkung mit dem NLS-Rezeptopadrtin a, die jedoch in
Gegenwart von Importin 3 signifikant verstarkt weirdHtUbner et al., 2002). Eine
Punktmutation innerhalb der NLS1 reduzierte diedBimy zwischen Kanadaptin und

dem Importin /3 Heterodimer deutlich.

Die Ergebnisse dieser Studien, die belegen, dassadégptin Uber karyophile
Eigenschaften verfugt, stehen im deutlichen Widerdp zu den Ergebnissen von Chen
et al. (1998), die eine rein zytosolische/Golgiikekire Lokalisation fur Kanadaptin
beschreiben. Moglicherweise konnten die Unters&hiédrin begrindet sein, dass
unterschiedliche Antikdrper gegen Kanadaptin vedegwurden. Weiterhin muss die
Mdoglichkeit in Betracht gezogen werden, dass siehEsgebnisse der Untersuchungen,
die mit Kaninchengewebe durchgefuhrt wurden, natirte weiteres auf andere Spezies
Ubertragen lassen. Des Weiteren sollte bertckgicimerden, dass Schaltzellen in der
Niere der Ratte im Vergleich zum Kaninchen deuthebniger KAE1-haltige Golgi-
Vesikel enthalten (Madsen et al., 1992).

Weitere Studien ergaben Hinweise auf ein zusag$chintramitochondriales

Vorkommen von Kanadaptin in Epithelzellen des pmden Tubulus, den Bergmann
Glia, Astrozyten, Enterozyten und Hepatozyten (Hdibnet al.,, 2003).

Interessanterweise zeigten die Untersuchungen, digssnitochondriale Farbung in
kultivierten Zellen abhangig von der Fixationsmetbdst. Ahnliches wurde auch fir
den Glukokortikoid-Rezeptor beschrieben (Schellerale 2000). Aber auch durch
subzellulare Fraktionierungen und immunoelektron&nmskopische Untersuchungen
konnte die intramitochondriale Lokalisation von ledaptin bestétigt werden (Hibner
et al., 2003). Somit kann derzeit von einem zuisfitznitochondrialen Vorkommen

von Kanadaptin ausgegangen werden. Interessanserwerfliigt Kanadaptin Uber keine

typische mitochondriale Signalsequenz und konnteh anach exogener Expression
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durch zytoplasmatische Retention (NLS1-mutiertesmiaptin) nicht innerhalb von
Mitochondrien detektiert werden.

Neben der Eigenschaft nukledr und mitochondridbkalisieren ist Kanadaptin auch in
der Lage aus dem Zellkern wieder exportiert zu eer(Hubner et al., 2002). Hierfir
scheinen Leucin-reiche Sequenzen eine Rolle zlespidie typischerweise von CRM1,
einem Exportprotein, erkannt werden. (Ossareh-Natal., 1997; Fukuda et al., 1997;
Fornerod et al, 1997). Eine  durch die NetNesl.1l ftwaoe
(www.cbs.dtu.dk/services/NetNES) identifizierte gite NES befindet sich in
Kanadaptin an Position 414 (LLQEPELELEAAV).

Eine menschliche Isoform wurde erstmals im Jahi@02f@eschrieben. Gegeniuber der
murinen Isoform besitzt humanes Kanadaptin einéitzlishe Extension von tber 262
Aminosauren am N-Terminus. Diese enthalt eine FeaklkAssoziations-(FHA)
Doméane. Von Proteinen, die diese Doméane besitzeinbekannt, dass sie Uber
karyophile Eigenschaften verfigen und DNA-assogiide Funktionen austben (Allen
et al., 1994; Murakami and Okayama, 1995). Beimataptin der Maus liegt der flr
die FHA-Doméne kodierende Abschnitt jedoch inndyhdés 5’ nicht translatierten
Bereiches und ist damit nicht Bestandeil des Rmetei

carboxyterminale

Insertion
1 \/26¢
| NLS 1 bpNLS E-Motiv 79¢€
FHA DSRM Leuzin- Prolinreiche NLS 2
Zipper Sequenz
Abb 5.1. Schematische Darstellung von humanem Kanagtin

Humanes Kanadaptin zeigt bezuglich der Sequenz @n®5%ige Homologie zum
Kanadaptin der Maus. Innerhalb der aminotermindatension liegt die Forkhead-
Assoziaitions-Doméane(FHA). Wéahrend das KanadaptinMaus mit der Aminosaure
Methionin beginnt, steht an der homologen Posi#i68 ein Valin (V). Die P-Schleife
des murinen Kanadaptins fehlt (siehe Abb.1.4.). Ndbar NLS 2 befindet sich eine
carboxyterminale Insertion von 25 Aminosauren.
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Des Weiteren konnte gezeigt werden, dass die Esipreseines fir humanes
Kanadaptin kodierendes cDNA-Fragment E-coli einen SOS-Response ausldsen
kann. Von solchen SOS-auslésenden Proteinen isanipgék dass diese an DNA-

metabolischen Prozessen beteiligt sind (Perkias ,€1999).

Kanadaptin scheint also sowohl im Zellkern als auch den Mitochondrien
eukaryotischer Zellen vorzukommen und maglicherevgiber Fahigkeiten der DNA-
Interaktion zu verfigen. Untersuchungen zur sublgkn Lokalisation ergaben fir
humanes Kanadaptin eine ebenfalls stark nuklear&umklation (Bahr, 2003;
Kittanakom et al., 2004).

In der vorliegenden Arbeit wurde auf Proteinebereeggt, dass Kanadaptin aul3er in
den Nieren noch in vielen weiteren Geweben gebidet. Western-Blot Analysen
ergaben ein starkes Vorkommen von Kanadaptin iret,efleinhirn, Prosencephalon,
Mesencephalon, Medulla oblongata, Niere und Herzsehwaches Signal fand sich im
Lungengewebe, nur angedeutet war Kanadaptin auchysat der Milz nachweisbar.
Im Lysat der Skelettmuskulatur lie3 sich Kanadaptiagegen Uuberhaupt nicht
nachweisen. Diese Ergebnisse gehen weitestgehamfdrko mit den Aussagen von
Chen et al. (1998), die bereits die ExpressionKanadaptin mit Hilfe der Nother-Blot
Analyse im Hoden, Lunge, Leber, Herz, Gehirn, Skeleskulatur und Niere der Maus
nachweisen konnten. In weiteren Experimenten wurdedieser Arbeit auch die
Verteilung innerhalb der Niere untersucht. Hierzurden Gesamtzellextrakte von der
Rinde, Mark und Papille der Kaninchenniere herdiestend einer Western-Blot
Analyse unterworfen. Die hochste Konzentration ¥@madaptin wurde in der Papille
gefunden, die besonders reich an SammelrohreGesingere Konzentrationen wurden
im Nierenmark und der Nierenrinde nachgewiesen.s®i&rgebnisse stehen im
Gegensatz zu Ergebnissen, die mit Gesamtextrakigenler Rattenniere erzielt wurden
(Hubner et al., 2003). Hier wurde die hochste Komrztion von Kanadaptin in der
Rinde detektiert, mit geringeren Proteinkonzerntragn im Mark und in den Papillen.
Die differenten Ergebnisse kdonnen wiederum daraerilfien, dass unterschiedliche

Gewebe und unterschiedliche Antikdrper zum Einkatmen.
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Ein Nachweis von Kanadaptin konnte auch fur vie&lKalturlinien gefihrt werden.
Sowohl mittels Western-Blot Analyse, als auch nstRT-PCR konnte die cDNA von
Kanadaptin in NT2/D1 (embryonales Teratokarzinom t mzentralnervésen
Vorlauferzellen), U373 (humanes Glioblastom/Astitony), L-M(TK-) (Fibroblasten

der Maus), DLD-1 (Adenokarzinom des humanen Kolpn8)CF-7 (humanes
Adenokarzinom der Mamma), HEK-293 (humane embryomikrenzellen), SW-480
(humanes Adenokarzinom des Kolons) und Hep-G2 (nesiahepatozellulares

Karzinom) nachgewiesen werden.

Eine Datenbankanalyse von Expressed-Sequence-Tgas @artiber hinaus, dass erste
Kanadaptin-spezifische Sequenzen bereits im Zwsiadium der Maus nachweisbar
sind. Mittels Western-Blot konnte ein Auftreten veignifikanten Kanadaptinmengen

ab dem 9. Embryonaltag bewiesen werden (Bahr, 2003)

Des Weiteren wurde in der vorliegenden Arbeit mifeHder nicht radioaktivem situ-
Hybridisierung (ISH) die Kanadaptin-mRNA in der Raniere hinsichtlich ihrer
innerorganischen Verteilungntersucht Hierbei wurde das starkste ISH-Signal im
Rindenbereich und hier ganz besonders periglonreraldochprismatischen Zellen
detektiert. Das ISH-Signal konnte den Zellen desxipnalen Tubulus zugeordnet
werden. So waren Zellen des juxtaglomerularen Teés Pars convoluta des
proximalen Tubulus (Harnpol) ISH-positiv (siehe Abhl14). Im Nierenmark, in den
Markstrahlen und in einigen periglomerularen, nigghismatischen Zellen der Rinde
hingegen war die ISH deutlich schwécher. Die Ergeansprechen fir ein Vorkommen
von Kanadaptin hauptsachlich in epithelialen Zeltlss proximalen und weniger des
distalen Tubulus oder des Sammelrohres. Diese Bigg@b gehen konform mit den
Untersuchungen von Hubner et al. (2003), die imté&oder Rattenniere Kanadaptin in
Zellen nachweisen konnten, die immunzytochemisdi\&hin positiv waren (Zellen
des proximalen Tubulus), wobei Na+/K+-ATPase pusitZellen (Zellen des distalen
Tubulus) negativ fur Kanadaptin waren. Wie berengéahnt zeigte sich in der Western-
Blot Analyse die htéchste Konzentration von Kanamapbenfalls in der Nierenrinde.

Im Gegensatz hierzu wurde von Chen et al. (1998jutiert, dass Kanadaptin in der
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Kaninchenniere ausschlief3lich in den Sammelrohmkommt. Diesbeziiglich wurde
von Hibner et al. (2003) gezeigt, dass Kanadaptirder Niere des Kaninchens
immunzytochemisch sowohl im proximalen als auchdistalen Tubulus vorkommit.
Dabei zeigten beide Tubulusabschnitte des Nephrimh$ voneinander unterscheidbare
Intensitaten in der Immunfarbung. Auch hier sind dnterschiedlichen Antikdrper, die
bei den Experimenten Verwendung fanden, eine miagli&rklarung fir die

abweichenden Ergebnisse.

AbschlieRend kann zum gegenwartigen Zeitpunkt nadmer nicht die Frage
beantwortet werden, welche Funktion(en) Kanadajptider Zelle bzw. im Zellkern
bzw. in Mitochondrien innehat. Der von Chen at (4P98) postulierte Einfluss von
Kanadaptin auf das Targeting Kanadaptin-haltigelgi®desikel zur basolateralen
Membran Typ A-interkalierender Zellen gilt als elw@mwahrscheinlich. Dies wird umso
mehr durch Untersuchungen von Kittanakom et alO420belegt, die zeigen, dass
humanes Kanadaptin, obwohl zu der murinen Isoformm @5% identisch (ohne
Berucksichtigung der N- und C-terminalen Extendims®rtion), nicht in der Lage ist,
KAE1 aus Xenopus Oozyten weder durch Immunoprazipitation noch durch
Affinitatschromatographie zu isolieren. Ein vermtehr Einbau von kAE1l in die
Oozytenmembran infolge der Koexpression des hum&aeadaptins wurde ebenfalls
nicht beobachtet (Kittanakom et al., 2004). Schiedzeigten Hefe-Zwei-Hybrid-
Untersuchungen keinerlei Interaktionen zwischen demanen Proteinen KAE1 und
Kanadaptin (Wongthida P. et al., 2006).

5.1. Zusammenfassung und Ausblick

Kanadaptin ist ein Multidomanenprotein, das in Batte in nahezu allen Geweben
vorkommt und uber kernimport- und kernexport-akti®®quenzen verfiigt. Die
kernimport-aktive Sequenz konnte der NLSY°RKRK) zugeordnet werden. Die
Kernexportaktivitat wird moglicherweise durch einéeucin-reiche Doméne
(““LLQEPELELEAAV) vermittelt. Zusatzlich ist Kanadapti in Mitochondrien

nachweisbar. In humanen Zellen wird eine Isoforrhilget, die tber eine zusatzliche

aminoterminale FHA-Domane verfugt. Solche Protaiaehnen sich u.a durch DNA-
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bindende Eigenschaften aus (Murakami and Okayarf85;1Allen et al., 1994,
Durocher and Jackson, 2002). Dies erklart auchdidedre Retention von Kanadaptin
nach Verlust Zellkernmembranintegritat (HUbner &t 2002) Fir eine nukleare
Funktion spricht auch, dass infolge der Expressioes Kanadaptin-cDNA-Fragments
eine unter diesen Umstanden (d.h. infolge der Egqwe DNA-
bindender/modifizierender Proteine) spezifische SShtwort in E. coli ausgeldst
werden kann (Perkins et al., 1999). Die Ergebnimeen somit eindeutig daraufhin,
dass Kanadaptin an nukleéren und/oder nukleinsbl@@gigen Prozessen beteiligt ist.
In der Niere wurde mit Hilfe dein-situ-Hybridisierung Kanadaptin hauptsachlich in
proximalen Tubuluszellen detektiert. Insgesamt stheine Interaktion zwischen
Kanadaptin und KAE1 inzwischen immer unwahrschetmdr. Schliellich lield sich eine
Interaktion zwischen Kanadaptin und KAE1l im Heféehbrid-System nicht mehr
reproduzieren (Hubner, personliche Mitteilung) (Wtnda P. et al., 2006). Auch in
embryonalen Nierenzellen (HEK293-Zellen) konnte nkeiInteraktion zwischen
humanem Kanadaptin und KAE1 nachgewiesen werdettati@kom et al., 2004).
Welche Funktionen Kanadaptin intrazellular ausdleibb weiterhin enigmatisch und

muss in zuktinftigen Untersuchungen herausgefuneedem.
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