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Summary

SUMMARY

This work discribes investigations about the subcellular distribution and function of the
plasma membrane-associated protein RS1, an regulator of plasma membrane transporters like
the Na'-D-glucose cotransporter SGLT1 or the organic cation transporter OCT2 (Vehyl et al.,
1993; Reinhardt et al., 1999; Valentin et al., 2000).

The green fluorescent protein (GFP) was fused to RS1 from pig (pRS1) and expressed in
LLC-PK; cells. The GFP-pRS1 protein could be detected at the plasma membrane, in the
cytoplasma and in the nucleus. Expression of various truncated forms of GFP-pRS1 showed
that the N-terminal half of pRS1 (amino acids 1-328) is not necessary for the migration of
pRS1 into the nucleus. In contrast, truncations of the C-terminus inhibited translocation into
the nucleus.

The C-terminus of pRS1 contains a conserved ubiquitin associated domain (UBA) at amino
acids 579 to 616. Affinity chromatography with ubiquitin-conjungated Sepharose beads
showed a noncovalent binding of pRS1 to immobilized ubiquitin, which was abolished in the
presence of an excess of free ubiquitin. Further analysis schowed that the C-terminal 111
amino acids were indispensable for ubiquitin binding.

A conserved di-leucine signal (pRS1 336/337) is a well known endocytosis motif and points
to an involvement of pRS1 in the internalisation of plasma membrane proteins. This
hypothesis was supported by the finding of an increased uptake of the intercalating membrane
dye RH 414 in a pRS1-overexpressing LLC-PK; cell line.

Based on this findings together with previous data, a model for the physiological role of RS1
was proposed. In this model, RS1 serves as an adaptor which links ubiquitinated plasma
membrane transporters such as SGLT1 to the endocytosis machinery. Moreover RS1 migrates

into the nucleus and is involved in the transcriptional suppression of SGLT1.



Zusammenfassung

1. ZUSAMMENFASSUNG

Die vorliegende Arbeit liefert wichtige Erkenntnisse iiber die subzelluldre Verteilung und die
Funktion des RS1-Proteins vom Schwein (pRS1), einem Regulator von Plasmamembran-
transportern. Das griin fluoreszierende Protein (GFP) wurde mit pRS1 fusioniert und in LLC-
PK; Zellen exprimiert. Das GFP-pRS1 Fusionsprodukt (96 kD) konnte an der
Plasmamembran, im Zytosol und im Zellkern entdeckt werden. Bei GFP-Fusion mit
trunkierten pRSI1-Proteinen zeigte sich, dass der C-Terminus die Kernlokalisierung
beeinflusst. Dagegen wurde die Kernlokalisierung durch eine Trunkierung des N-Terminus
nicht gestort.

Im C-Terminus des pRS1 konnte von AS 579 bis 616 eine Ubiquitin associated domain
(UBA) identifiziert werden, die auch in den anderen bisher bekannten RSI1-Proteinen aus
Mensch, Kaninchen und Maus konserviert vorliegt. Eine Ubiquitin-Affinitdtschromatographie
zeigte, dass das pRSI1-Protein Ubiquitin auf nicht kovalente Weise bindet. Nach der
Trunkierung der UBA-Doméne war keine Wechselwirkung des pRS1-Proteins mit Ubiquitin
mehr feststellbar.

Ein konserviertes Di-Leucin-Endozytose-Motiv (pRS1 AS 366/67) deutet eine Funktion des
pRS1-Proteins bei der Internalisierung von Plasmamembranproteinen an. Deshalb wurde das
Endozytoseverhalten von pRS1 iiberexprimierenden LLC-PK; Zellen untersucht, wobei sich
zeigte, dass diese Zellen eine deutlich hohere Aufnahme des Endozytosefarbstoffes RH 414
aufwiesen als Zellen, die pRS1 nicht iiberexprimierten.

Die in dieser Arbeit gesammelten Daten zum RSI-Protein wurden zusammen mit friither
erhobenen Ergebnissen zum RSI-Protein im Rahmen eines Modells zusammengefasst. In
diesem hypothetischen Modell wird angenommen, dass RS1 ein Adapterprotein ist, welches
die ubiquitinabhéngige Endozytose von Plasmamembrantransportern vermittelt und als
Signalmolekiil in den Zellkern gelangen kann, wo es an der Transcriptionsrepression des

SGLT]1 beteiligt ist.
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2. EINLEITUNG

Zu den wichtigsten Voraussetzungen fiir die Entstehung von Leben gehorte die Bildung eines
diffusionsbegrenzten Reaktionsraumes. Bei den Zellen wird diese wichtige Aufgabe von der
Plasmamembran erfiillt. Weil zur Aufrechterhaltung der Lebensfunktionen gleichzeitig ein
gezielter Stoffaustausch und eine Energieaufnahme notwendig sind, funktioniert die
Plasmamembran wie ein selektiver Filter. Die Plasmamembran besteht aus Lipid- und
Proteinmolekiilen, die hauptsdchlich durch nicht kovalente Bindungen zusammengehalten
werden. Hydrophobe Molekiile wie z.B. O,, N, und Benzol oder kleine ungeladene, polare
Molekiile wie CO,, H,O, Harnstoff und Glycerin kénnen leicht durch eine Lipiddoppelschicht
diffundieren. Grof3e ungeladene, polare Molekiile wie Glucose und Saccharose oder Ionen wie
Na', K', Ca*", CI' und Mg”" hingegen sind zum Uberwinden der Plasmamembran auf
bestimmte Transmembranproteine angewiesen.

Fiir den Transport von Glucose durch die Plasmamembran werden zwei wichtige Klassen von
Transportern voneinander unterschieden. Die GLUT-Transporter (Glucose-Transporter; zur
Ubersicht Gould und Holman, 1993) erlauben durch eine erleichterte Diffusion die passive
Aufnahme bzw. Abgabe von Glucose entlang eines Glucosegradienten. Der Na'-abhéingige-
D-Glucose-Kotransporter SGLT1 (zur Ubersicht Turk and Wright, 1997) erméglicht dagegen
die aktive Aufnahme von Glucose. Die wechselnden extrazelluliren Konzentrationen von
Glucose erfordern von den Zellen eine dauernde Adaption der Aktivitit der Glucose-

Transportproteine.

2.1 Der Na'-D-Glucose Kotransporter SGLT1 und seine Regulation

SGLT1 ist ein sekundir aktiver Glucosesymporter, welcher unter Ausnutzung des
zelleinwirts gerichteten Na'-Gradienten Glucose aktiv in Zellen transportiert und so die
Aufnahme von Glucose auch gegen einen Glucose-Konzentrationsgradienten ermdglicht.
SGLT1 wird am stirksten in den luminalen Biirstensaummembranen der Diinndarm-
Epithelzellen (Takata et al., 1992) und im S3 Segment des proximalen Nierentubulus
exprimiert (zur Ubersicht Hediger and Rhoads, 1994; Koepsell and Spannenberg, 1994).
Auch im Gehirn scheint der SGLT1 eine wichtige Rolle zu spielen (Poppe et al., 1997).

Die Regulation der Aktivitit des SGLT1 erfolgt auf verschiedenen Ebenen, wie Transcription,
mRNA-Stabilitit oder Endo-, Exozytose. Zu verschiedenen Zellen wurden bisher

unterschiedliche Regulationsmechanismen beschrieben.
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2.1.1 SGLT1 im Darm

Die Aktivitit vom SGLT1 im Diinndarm wird durch die Glucosekonzentration im
Darmlumen reguliert. Mit zunehmendem Glucosegehalt steigt die Transportaktivitdt des
SGLT1. Beim Schaf sind die Auswirkungen der Glucose auf den SGLT1 besonders griindlich
untersucht worden. Nach dem Abstillen der Lammer kommt es zu einer natlirlichen
Reduzierung des Glucoseangebotes im Darmlumen, was parallel zu einer drastischen
Verminderung der SGLT1-Aktivtét fithrt (Shirazi-Beechey et al., 1991). Beim adulten Schaf
steigt die Aktivitdit des SGLT1 erst nach einer glucosereichen Erndhrung {iber eine
Darmsonde wieder deutlich an. Dabei erhoht sich die Anzahl der SGLT1-Proteine in den
Biirstensaummembranen proportional zur Aktivititszunahme des SGLT1. Wéhrend die
Anzahl der SGLT1-Proteine um das mehrfache steigt, kann fiir die SGLT1-mRNA nur ein
Anstieg bis zum zweifachen festgestellt werden (Lescale-Matys et al., 1993). Somit ist der
Einfluss der Glucose auf den SGLT1 groBtenteils auf posttranscriptionale Prozesse
zuriickzufiihren.

Auch Krankheiten beeinflussen die Aktivitit des SGLT1 im Darm. So verursacht ein akuter
unbehandelter Diabetes einen Anstieg der SGLT1-Proteine in den Biirstensaummembranen,
ohne dass sich die Konzentration der SGLT1-mRNA veréndert. Erst bei einer Behandlung mit
Insulin sinkt die Konzentration der SGLT1-Molekiile wieder auf Normalmass, ohne die
mRNA Konzentration des SGLT1 zu verdndern (Kurokawa et al., 1995). Somit scheint auch
Insulin posttranscriptional auf die Aktivitit des SGLT1 zu wirken.

Chronische Entziindungen des Diinndarms fiihren zur einer Verminderung der SGLTI-
Proteine in den Biirstensaummembranen. Bei Behandlung mit Glucocorticoiden wird die
Anzahl der SGLT1-Molekiile auf bisher noch unbekannte Weise wieder erhoht. Bei gesunden
Kaninchen veréndert die intramuskulére Injektion von Glucocorticoiden die Transportaktivitit

des SGLTI hingegen nicht (Sunadaram et al., 1999).

2.1.2 SGLT1 in LLC-PK; Zellen

In der Niere spielt SGLT1 bei der aktiven Riickresorption von Glucose aus dem Primarharn
eine wichtige Rolle. Aus dem S3-Segment des proximalen Nierentubulus vom Schwein
konnte die epitheliale Zelllinie LLC-PK; gewonnen werden, die den SGLT1 endogen
exprimiert (Hull et al., 1976). In den LLC-PK; Zellen wird die physiologische Aktivitét des
SGLT1 von den Faktoren Glucoseangebot und Zelldichte beeinflusst.

Im Gegensatz zu der Wirkung der Glucosekonzentrationen im Darm (2.1.1) verursachen D-

Glucose-Konzentrationen von mehr als 5 mM im Ndhrmedium eine drastische Reduzierung
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der Transportaktivitdt des SGLT1 (Moran et al., 1983). Die hohen Glucosekonzentrationen
fiihren auf noch unbekannte Weise zu einer Abnahme der SGLT1- mRNA (Ohta et al., 1990).
Es bleibt bisher ungeklirt, ob die dabei festgestellte verringerte Konzentration an SGLT1-
mRNA die Folge einer Reduzierung der Transcriptionsrate oder einer Destabilisierung der
SGLTI-mRNA ist.

Auch die Zelldichte wirkt auf noch relativ ungeklirte Weise auf die Konzentration der
SGLT1-mRNA. Die LLC-PK; Zellen sind Epithelzellen und bilden beim Wachstum einen
Monolayer aus. Die Differenzierung zu einer polarisierten Zellstruktur erfolgt erst im
geschlossenen Zellverband mit ausgebildeten Zell-Zellkontakten. Erst dann ist eine deutliche
Konzentration an SGLT1-mRNA feststellbar (Yet et al., 1994; Shioda et al., 1994). Nach
Zerstorung der Zell-Zellkontakte nimmt die SGLT1-Aktivitdt durch die Reduzierung der
SGLT1-mRNA schnell wieder ab (Van den Bosch et al., 1991). Die Proteinkinase C (PKC)
scheint an dieser schnellen Abnahme der SGLTI-mRNA beteiligt zu sein, denn bei
Inhibierung der PKC-Aktivitit konnte die SGLT1-mRNA trotz Zerstorung der Zell-
Zellkontakte stabilisiert werden (Shioda et al., 1994). Bei Aktivierung der Proteinkinase C
durch Phorbolester in differenzierten LLC-PK; Zellen ist eine schnelle Abnahme der SGLT1-
mRNA feststellbar. Hingegen bewirkt die Aktivierung der cAMP-abhéngigen Protein Kinase
A (PKA) eine Stabilisierung der SGLT1-mRNA (Peng and Lever, 1995). Erst kiirzlich konnte
gezeigt werden, das eine uridinreiche Sequenz (URE) im 3°-Bereich der untranslatierten
Region der SGLTI-mRNA fiir die Destabilisierung verantwortlich ist. Bei Storung der
Interaktion dieser URE mit einem nukleo-zytoplasmatischen 38 kD Protein wurde die durch
cAMP-vermittelte Stabilisierung der SGLT1 mRNA aufgehoben (Lee et al., 2000). Es
scheint, als ob die Wirkung der PKA auf die SGLT1-mRNA durch dieses noch unbekannte 38

kD Protein verursacht wird.

2.1.3 Heterologe Expression von SGLT1 in Xenopus Oocyten

Die Expression von klonierten SGLT1-Proteinen in Oocyten des Xenopus laevis ermdglicht
eine gute Charakterisierung der Transportaktivititen dieses Proteins. In diesem System kann
die Regulation des SGLT1 unabhingig von den transcriptionellen Einfliissen des natiirlichen
Promotors untersucht werden. Dabei wurden wichtige Erkenntnisse iiber die Wirkungen der
Proteinkinasen auf die Aktivitit des SGLT1 gesammelt. Nach Stimulation der Proteinkinasen
verdndern sich die maximalen Transportraten deutlich. Wenige Minuten nach Aktivierung der
PKA mit zyklischem 8-Bromo-Adenosin 3°,5 -Monophosphat (8-Br-cAMP) kann ein Anstieg
der Transportraten fiir die SGLT1-Proteine aus Kaninchen, Ratte und Mensch beobachtet
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werden. Bei Stimulation der PKC mit sn-1,2-Dioctanoylglycerol (DOG) ist die Wirkung auf
die Aktivitdt der verschiedenen SGLT1-Proteine unterschiedlich. Wéhrend die Transportraten
fiir den SGLTI1 aus Ratte und Kaninchen sinken, kann fiir den menschlichen SGLT1 eine
Steigerung gemessen werden (Hirsch et al., 1996; Wright et al., 1997). Die Ursachen fiir die
uneinheitliche Wirkung der PKC auf die verschiedenen SGLTI1-Molekiile sind noch nicht
geklért, werden aber im Zusammenhang mit den Sequenzunterschieden vermutet.

Fiir eine schnelle Verdnderung der Transportleistung des SGLT1 kann entweder eine
Verdanderung in der Anzahl der Transporter in der Plasmamembran oder eine direkte
Beeinflussung der Aktivitit des Transporters in Betracht gezogen werden. So wird z.B. die
Aktivitit des Glutamat-Kotransporter im Gehirn durch eine spezifische Phosphorylierung
direkt reguliert (Casado et al., 1993). In der Sequenz des SGLT1 aus Mensch, Ratte und
Kaninchen sind vier konservierte potentielle Phosphorylierungssequenzen fiir die PKC
vorhanden. Fiir die PKA existiert eine konservierte potentielle Phosphorylierungsstelle, die
aber im Ratten SGLT1 nicht vorhanden ist (Turk et al., 1996). Trotzdem konnte fiir den
Ratten-SGLT1 eine direkte PKA abhingige Phosphorylierung demonstriert werden (Ishikawa
et al., 1997). Eine PKC abhingige Phosphorylierung konnte fiir noch kein SGLT1-Molekiil
gezeigt werden.

Die Stimulation der Proteinkinasen in den Xenopus Oocyten flihren zu einer Verdnderung der
Anzahl der SGLTI1-Molekiile in der Plasmamembran, die mit einer entsprechenden
Verdanderung der Membranoberfliche korreliert. Unabhingig von der Frage einer direkten
Phosphorylierung der SGLT1-Protein scheint die Wirkung der Kinasen auf Verdnderungen
beim Ein- und Ausbau des SGLT1 in die Plasmamembran zu zielen (Hirsch et al., 1996;
Wright et al., 1997).

Eine weitere Mdglichkeit die Transportaktivitit von SGLT1 zu verdndern, besteht in einer
direkten oder indirekten Beeinflussung durch andere Proteine. So kann der Transport des
SGLTI in Oocyten durch Koexpession des RS1-Proteins, welches in der Arbeitsgruppe von
Prof. Koepsell kloniert wurde, verdndert werden (Veyhl et al., 1993).

2.2 Das RS1-Protein

Die Entdeckung des RSI1-Proteins geht auf Versuche zuriick, den Na'-D-
Glucosekotransporter (SGLT1) aus dem Schwein zu charakterisieren. Beim Immunscreening
einer c-DNA-Expressionsbank der Schweineniere wurde ein intronloses Gen entdeckt,

welches ein 623 AS langes Polypeptid kodiert (Veyhl et al., 1993). Nach Expression des RS1-
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Proteins aus dem Schwein (pRS1) in Xenopus Oocyten kann das pRSI1-Protein in der
Plasmamembranfraktion detektiert werden. Das pRS1-Protein ist nur mit einem lipidldslichen
Biotinderivat markierbar, was die intrazelluldre Orientierung des pRS1 verdeutlicht (Valentin
et al., 2000).

RS1-Proteine sind bisher aus dem Schwein (pRS1), dem Menschen (hRS1), dem Kaninchen
(rbRS1) und der Maus (mRS1) kloniert worden (Veyhl et al., 1993; Lambotte et al., 1996;
Reinhardt et al., 1999; Baumgarten, 1999) und sie stammen von einem intronlosen ,,Single
copy Gen* (Lambotte et al., 1996; Reinhard et al., 1999). Die RS1-Proteine besitzen je nach
Spezies eine Linge von 582 bis 623 Aminosduren. lhre Homologie liegt durchschnittlich bei
70 %. Die konservierten Aminosduren beschrinken sich groftenteils auf sehr kurze
Abschnitte iiber die gesamte Sequenz. Der auffallend groBte zu 100 % konservierte Abschnitt
liegt im C-Terminus und umfasst 35 Aminosduren. Von den letzten 15 Aminosduren haben 13
Aminoséduren hydrophobe Reste.

Alle RS1-Proteine besitzen 2 konservierte potentielle Phosphorylierungsstellen fiir die

Proteinkinase C (PKC) und 3 fiir die Caseinkinase II (CaK II) (Baumgarten, 1999).

2.3 Die funktionellen Seiten des RS1

Aufgrund der Vorstellung, dass es sich bei RSI um eine spezifische regulatorische
Untereinheit des SGLT1 handelt (Koepsell and Spannenberg, 1994), konzentrierten sich die
Untersuchungen in der Arbeitsgruppe zunichst auf die Charakterisierung der Beeinflussung
des SGLTI1. Dazu wurde RS1 gemeinsam mit SGLT1 in Oocyten des siidafrikanischen
Krallenfrosches Xenopus laevis exprimiert. Durch Vergleich der kinetischen Daten des
SGLT1 mit und ohne Koexpression des RS1 wurden wichtige Informationen iiber die
Eigenschaften des RS1 gewonnen. So kann bei der Koexpression des menschlichen RS1
(hRS1) mit dem menschlichen SGLT1 (hSGLT1) eine Reduzierung des Vi.x-Wertes fiir den
SGLT1-abhéngigen Transport beobachtet werden (Lambotte et al., 1996). Spiter zeigte sich,
dass sich die Wirkung des RS1 nicht auf den SGLT1 beschridnkt. Bei Koexpression des RS1
aus Kaninchen (rbRS1) mit dem Organischen Kationentransporter vom Menschen (hOCT?2)
wurde auch eine inhibierende Eigenschaft des RS1 auf die Transportaktivitit des OCT2
beobachtet, die ebenfalls zu einer Reduzierung des Vy.x-Wertes fiihrt (Reinhardt et al., 1999).
RS1 wirkt somit in &hnlicher Weise auf zwei Transporter, die zu unterschiedlichen

Proteinfamilien gehdren.



Einleitung

Nachdem gezeigt werden konnte, dass die LLC-PK; Zellen auch RS1 endogen transcribieren
(Veyhl et al., 1993), ergab sich die Mdglichkeit, RS1 in einem natiirlichen System gezielter zu
untersuchen. Man entschied sich, die physiologischen Auswirkungen einer Reduzierung der
endogenen pRSI-Expression in den LLC-PK; Zellen zu analysieren. Durch die stabile
Transfektion mit einem pRc/CMV-RS1 anti-sense Konstrukt konnte die endogene Translation
des pRS1 vermindert werden. Diese LLC-PK; Zellen zeigen eine deutliche Stimulation der
endogenen SGLTI1-Transportaktivitdit. Die Menge der SGLTI-Proteine in der
Plasmamembran und auch die Konzentration der SGLT1-mRNA steigt ca. um den Faktor 10
(Korn, 1999). Wihrend die Ergebnisse zum RS1 bei Expression in Xempous Oocyten
transcriptionsunabhéngig sind, kann nun in den RS1 anti-sense LLC-PK; Zellen ein Einfluss
des RS1 auf die SGLT1- und OCT2-mRNA beobachtet werden. Die bis dahin gesammelten

Erkenntnisse zum RS1 wurden in einem Modell zusammengefasst.
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Abb.2-1: Hypothetisches Modell zur Wirkungsweise des RS1 (Korn, Dissertation 1999)

Die Interaktion des RS1 mit verschiedenen Plasmamembrantransportern vollzieht sich auf der
zytosolischen Seite iiber postulierte Adapter-Proteine. Als Folge dieser Interaktion kommt es
letztlich auf noch wunbekannte Weise zur Beeinflussung der Transcription dieser
Plasmamembrantransporter.

2.4 Die ersten Hinweise zur Wirkungsweise des RS1

Das Modell zur Wirkungsweise des RS1 [Abb. 2-1] deutet zwar eine Funktion des RS1 als
Signaltransduktionsmolekiil zwischen der Plasmamembran und dem Zellkern an, enthélt aber
weder eine Erkldrung fiir die transcriptionsunabhingige Beeinflussung der SGLT1- und
OCT2-Transportaktivititen in Xenopus Oocyten, noch fiir die Verdnderung der mRNA-
Konzentrationen des SGLT1 und OCT2 in LLC-PK; Zellen.

Die transcriptionsunabhdngige Hemmung der SGLT1-Aktivitdt durch RS1 in Oocyten konnte

durch Untersuchungen von Marc Valentin genauer beschrieben werden. Es zeigte sich
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namlich, dass sich die Konzentration der SGLT1-Molekiile in der Plasmamembran bei
Koexpression mit RS1 reduziert (Valentin et al., 2000). Die Reduzierung der SGLT1-Proteine
in der Plasmamembran korreliert dabei mit dem Riickgang der SGLT1-Transportleistung. So
konnte erkannt werden, dass RS1 die Priasenz des SGLT1 in der Plasmamembran beeinflusst,

was die Abnahme der maximalen Transportraten erklért.

2.5 Aufgabenstellung

In der vorliegenden Dissertation sollte weiter untersucht werden, wie RS1 einerseits die
Konzentration des SGLTI1 in der Plasmamembran transcriptionsunabhédngig beeinflusst und
wie sich anderseits die Wirkung des RS1 auf die mRNA-Konzentration des SGLT1 erklért.
Dazu sollte die subzelluldre Verteilung des RS1 in LLC-PK; Zellen analysiert werden. Um
die Wirkungsweise des RS1 auf die Expression des SGLT1 besser zu verstehen, sollten RS1

stabil {iberexprimierende Zellen geschaffen und untersucht werden.
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3. MATERIAL und METHODEN

Fiir alle molekular- und zellbiologischen Arbeitsschritte wurden ausschlieflich sterilisierte
Materialien eingesetzt. Die Sterilisation der Lésungen und Kunststoffartikel wurde durch
Autoklavierung erreicht (20 min, 121°C, 2.1 bar). Thermolabile Losungen konnten durch
Sterilfiltration entkeimt werden. Glas- und Metallwaren wurden mit Hilfe trockener Hitze bei
180°C fiir 1h sterilisiert. Um die Gefahr mikrobiologischer Kontaminationen zu minimieren,
wurden die Arbeitsflichen mit UV-Licht und/oder 70%igem Ethanol entkeimt. Nach
Moglichkeit wurden alle kontaminationsgefahrdeten Arbeitsschritte unter der Sterilbank

durchgefiihrt.

3.1 Mikroorganismen
Folgende E.coli Stimme kamen zum Einsatz:

DHI0B (Grant et al., 1990)
Dieser Stamm diente zur Selektion und Amplifizierung von Plasmid-DNA.

BL21[/DE3] (Studier and Moffert, 1986)
Dieser Stamm wurde zur Proteinexpression eingesetzt.

3.2 Kulturbedingungen

Die Lagerung und Sicherung der Bakterienstimme erfolgten in Form von Kryokulturen.

Die Bakterienkulturen, welche eine ODgoo von 0.6 erreicht hatten, wurden mit sterilfiltriertem
Glycerin auf eine Endkonzentration von 15 % (v/v) eingestellt und konnten anschlieend bei

- 70°C gelagert werden.

3.2.1 Bakterienmedien
LB-Medium: 2 % Bacto-Tryptone (w/v), 0.5 % Hefeextrakt (w/v), 170 mM NaCl, pH 7.0
SOB-Medium: 2 % Bacto-Tryptone (w/v), 0.5 % Hefeextrakt (w/v), 10 mM NaCl,
2.5 mM KCI, 10 mM MgCl,, pH 7.0
SOC-Medium: SOB-Medium, 10 mM MgSo4, 20 mM Glucose

Um feste Ndhrmedien zu erhalten, wurde zusitzlich 1.5 % (w/v) Agar vor dem Autoklavieren

zugefligt.

10



Material und Methoden

Die hitzeempfindlichen und deshalb sterilfiltrierten Antibiotika durften erst nach Abkiihlung
der Ndhrmedien unter 60°C zugesetzt werden. Folgende Antibiotika wurden zur Selektion
verschiedener Vektoren eingesetzt:
- fiir den pRc/CMV-(Invitrogen, Leek, Niederlande), pET22b(+)- und pBluescriptSKII(-)
(Stratagene, Heidelberg, Deutschland)-Vektor 100 pg Ampicillin pro ml
Néhrmedium
- fiir den pEGFP-Vektor (Clontech, Heidelberg, Deutschland) 30 pg Kanamycin pro ml

Nihrmedium

3.2.2 Vorkulturen

10 pl einer aufgetauten Kryokultur wurden auf einer Agarplatte ausgestrichen und iiber Nacht
im Brutschank bei 37 °C kultiviert. Einzelne sichtbare Kolonien dienten zur Animpfung eines
Néhrmediums von 2 bis 5 ml. Bei 37°C und 300 rpm auf einem Rotationsschiittler konnten

sich die Bakterien adaptierten und vermehren.

3.2.3 Hauptkulturen

Fir die Hauptkulturen wurden autoklavierte 1000 ml Erlenmeyerkolben mit Schikanen

verwendet, die 125 ml Nidhrmedium enthielten. Die Hauptkulturen wurden 1 zu 100 mit der

Vorkultur inokuliert. Die Inkubation erfolgte ebenfalls bei 37°C und 300 rpm

3.3 Kompetente E.coli Zellen fiir die Elektroporation

3.3.1 Herstellung kompetenter Zellen

Vier 250 ml SOB-Medium ohne Magnesiumsalz wurden mit je 1ml Vorkultur aus E.coli
[DH10B] angeimpft. Die Verwendung von 1000 ml Erlenmeyerkolben mit Schikanen
ermoglichte eine optimale Vermehrung. Bei 37 °C wuchsen die Zellen auf einem
Rotationsschiittler bis zu einer ODgy von 1.0. AnschlieBend wurden die Kulturgefile in
Eiswasser abgekiihlt. Nach Zentrifugation mit 2.000 g bei 4 °C wurden die sedimentierten
Bakterien in 500 ml 10 %igem (v/v) Glycerin resuspendiert. Nach einem zweiten
Zentrifugationsschritt wurden die Bakterien in soviel Glycerinlosung aufgenommen, dass sich
eine ODgpp von 2.0 einstellte. Bis zu ihrer Verwendung wurden die elektrokompetenten

Bakterien bei — 70°C gelagert.
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3.3.2 Elektroporation und Selektion

20 pl elektrokompetenter Bakterien (3.2) wurden mit 1 pl der Plasmid-DNA gemischt und in
eine eisgekiihlte Elektroporationskiivette pipettiert. Nach einem Spannungssto3 (1.6 kV, 5
msec, Biojet MI) wurden die Bakterien in 1 ml SOC-Medium suspendiert und 1 h im
Wirmeschrank bei 37°C inkubiert. 100 bis 400 pl des Transformationsansatzes wurden auf
Agar-Néhrmedium mit entsprechendem Antibiotikum grof3flachig ausgestrichen. Nach 16 h bei
37 °C waren die transformierten Bakterien zu sichtbaren Kolonien herangewachsen.

Von den gewonnenen Klonen wurden Vorkulturen (3.2.2) angeimpft und auBBerdem wurden die
Klone zur vorldufigen Sicherung auf eine neue Agarplatte ausgestrichen, die nach 16 h bei

37°C bei 4°C fiir ca. 14 Tage gelagert werden konnte.

3.4 DNA-Prizipitation
Fir die Féllung von DNA wurden je nach Anforderung verschiedene Methoden eingesetzt.

Welche Methode jeweils zum Einsatz kam, wird in den weiteren Beschreibungen aufgefiihrt.

Fallung mit Natriumacetat und Ethanol:

Nach Zugabe von 1/10 Volumen 3 M Natriumacetatlosung (pH 5.3) und 2.5 Volumen 96%iger
Ethanollosung zur DNA-Losung fiel die DNA bei — 20 °C ( > 2 h) aus. Als Préazipitierhilfe
konnte auch 2.5 pg Polyacrylamid zugegeben werden, was eine sofortige Zentrifugation

ermoglichte.

Fillung mit Natriumacetat und Isopropanol:

Nach Zugabe von 1/10 Volumen 3 M Natrriumacetatlosung (pH 5.3) und 0.8 Volumen
Isopropanol wurde die DNA-Losung sofort zentrifugiert.

Der Uberstand (30 min, 14.000 g) wurde verworfen und das DNA-Sediment wurde mit
70%igem Ethanol iiberschichtet und erneut zentrifugiert. Die prizipitierte DNA wurde nach
Abnahme des Uberstandes und Lufttrocknung in einem angemessenen Volumen Puffer bzw.

Wasser gelost. Die Lagerung erfolgte bei — 20 °C.
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3.5 Alkalische Lyse

(Birnboim und Doly, 1979)

Die alkalische Lyse diente der Isolierung von Plasmid-DNA aus E.coli. Durch eine
starke Alkalisierung und SDS-Behandlung wurden die Bakterienzellen aufgeschlossen. Dabei
denaturierten sowohl die Proteine als auch die DNA. Bei Neutralisierung des pH-Wertes
konnte sich die Plasmid-DNA aufgrund ihrer geringen Grofle in Gegensatz zur genomischen
DNA renaturieren.

3 ml Vorkulturen (3.2.2), die liber Nacht gewachsen waren, wurden 3 min bei 1.500 g
sedimentiert und in 0.3 ml Puffer 1 resuspendiert. Nach 5 min Inkubation bei RT wurden die
Zellen durch die Zugabe von 0.3 ml Puffer 2 aufgeschlossen und mussten anschlie3end 3 bis 4
min auf Eis inkubieren. Es folgte unmittelbar eine Zugabe von 0.3 ml Puffer 3. Nach einer 15
miniitigen Zentrifugation bei 12.000 g konnten die genomische DNA und viele Proteine
sedimentiert werden. Die Plasmid-DNA wurde mit Isopropanol (3.4) aus dem Uberstand

gefallt, kurz getrocknet und in 10 bis 20 ul Wasser gelost.

Puffer 1: 10 mM EDTA, 50 mM Tris / HCI pH 8.0 und 100 pg RNAse/ml
Puffer 2: 200 mM NaOH und 1 % (w/v) SDS
Puffer 3: 3 M Kaliumacetat pH 5.3

3.6 Priperative Plasmidisolierung

Bei der Reinigung von Plasmid-DNA aus Bakterien-Hauptkulturen mit mehr als 25 ml wurde
ein Qiagenfilter Plasmid Kit (Hilden, Deutschland) eingesetzt. Es wurde das Protokoll des
Herstellers befolgt (Qiagen Plasmid Purification Handbook, July 99).

Die Reinigung der Plasmide arbeitete nach dem Prinzip der alkalischen Lyse (3.5) und
Anreicherung der Plasmid-DNA iiber einen Anionenaustauscher. Nach der Neutralisierung des
pH-Wertes wurde das Lysat mittels einer Filtration gekldrt. Bei Bedarf wurde dem Lysat
Endotoxin-Removal-Puffer (Endofree™ Plasmid Maxi Kit, Qiagen) zugegeben, um enthaltene
Endotoxine im nédchsten Reinigungsschritt nicht an den DEAE-Anionenaustauscher binden zu
lassen. Nach dem Waschen der Sdulenmatrix wurde die Plasmid-DNA mit einem Puffer, der
1.25 M NaCl enthielt, eluiert. Die DNA konnte mit Isopropanol (3.4) gefillt und in Wasser

bzw. Puffer gelost werden.
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3.7 Phenol-Chloroform-Extraktion

Zur Ankonzentrierung von DNA und Entfernung von Proteinen und Salzen aus DNA-
Losungen wurde héufig eine Phenol-Chloroform-Extraktion durchgefiihrt. Zuerst wurde die
Losung mit dem gleichen Volumen einer Chloroform-Phenol (1:1)-Losung ausgeschiittelt. Es
folgte eine Zentrifugation von 7 min bei 9.000 g, wobei sich die DNA in der oberen wéssrigen
Phase sammelte. Nach der Extraktion der wissrigen Phase mit dem gleichen Volumen einer
Chloroform-Isoamylalkohol-Lésung (49:1 v/v) und einer erneuten Zentrifugation konnten

weitere Verunreinigungen entfernt werden.

3.8 Konzentrationsbestimmung von Nukleinsiuren
Die Extinktion (Ex.) der Probe bei 260 nm diente der Abschidtzung der DNA bzw. RNA-
Konzentration. Ein Wert von 1.0 entspricht 50 pg bei doppelstringige DNA / ml bzw. 40 pg
bei RNA/ml.
dsDNA [pg/ml] = Ex.z60 / 50

RNA [pg/ml] = Ex.p60 /40
Die Kontamination der Nukleinsdureprobe mit Protein konnte durch die Berechnung des
Extinktionsquotienten aus 260 und 280 nm bestimmt werden.

reine ds DNA = Ex.260 / EX.280 = 1.8
reine RNA = EX.o60 / Ex.280 = 2.0

3.9 Modifikation von Nukleinsiduren

3.9.1 Restriktion von DNA

Das spezifische Schneiden von DNA erfolgte mit Restriktionsendonukleasen des Typs II, um
innerhalb einer charakteristischen doppelstrangigen Nukleotidsequenz gezielt Phospho-
diesterbindung in beiden Stringen zu hydrolysieren. Die Restriktion erfolgte nach Angaben des
Herstellers. Dabei wurde die Beimengung der Enzymlosung unter 10 % (v/v) des
Gesamtvolumens gehalten, um die Reaktion nicht durch das enthaltene Glycerol zu stéren. Die
Reaktion konnte durch eine Denaturierung des Restriktionsenzyms bei 70°C fiir 10 min bzw.

durch eine sofortige Phenol-Chloroform-Extraktion (3.7) gestoppt werden.
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3.9.2. Auftillen der Enden mit dem Klenow-Fragment

Mit Hilfe des Klenow-Fragmentes konnte bei dsSDNA Stridngen ein zuriickversetztes 3 -Ende
mit Nukleotiden aufgefiillt werden. Die Reaktion wurde in Gegenwart von 9 U Klenow
Fragment (GibcoBRL), 60 uM dNTPs in 30 ul durchgefiihrt. Nach 30 min bei 37°C in einem
Puffer aus 50 mM Tris/HCI pH 7.5, 10 mM MgCl,, | mM DTT und 50 pg/ml BSA konnte die
Reaktion durch die Inkubation fiir 10 min bei 70°C beendet werden.

3.9.3 DNA-Ligation
(Dower et al., 1988)
Mit der T4-DNA-Ligase (4 U/ul) (Stratagene, Heidelberg) konnten Phosphodiesterbriicken

zwischen zwei DNA-Molekiilen mit einer 3 'Hydroxy- und einer 5 Phosphatgruppe gebildet
werden. Es empfahl sich bei der Ligation eines DNA-Fragmentes in ein Plasmid ein molares
Verhiltnis von ca. 3:1 zu wihlen. Die Ligationsreaktion erfolgte in 20 ul mit Ligationspuffer
16 h bei 14°C im Wasserbad.

Vor einer anschlieBenden Elektroporation (3.3.2) musste der Ligationansatz entsalzt werden.
Dazu wurde eine Phenol-Choroform-Extraktion (3.7) durchgefiihrt und die DNA wurde mit
Hilfe von Polyacrylamid und Natriumacetat (3.4) gefillt. Die getrocknete DNA wurde in

Wasser aufgenommen.

Ligationspuffer: 5 mM MgCl,, 10 mM DTT, 1 mM ATP, 66 mM Tris/HCI (pH 7.5)

3.9.4 Radioaktive Markierung

Fiir die radioaktive Markierung von DNA mit **P zum Einsatz als Sonde fiir die Northern-
Hybridisierung wurde das RADPrime DNA Labeling System benutzt (GibcoBRL10555808).
Die Anweisungen des Herstellers wurden befolgt. Dabei wurden die DNA-Sonden mit Hilfe
des Klenow-Fragmentes mit a->"P-dATP markiert. Zuvor mussten 1-5 pg der DNA fiir 5 min
bei 100 °C denaturiert und anschlieBend 5 min auf Eis abgekiihlt werden. Die denaturierte
(einzelstrangige) DNA wurde nun nach Anweisung des Herstellers mit Hilfe des Klenow-
Fragmentes, a->*P-dATP, dCTP, dGTP und dTTP in vitro transkribiert. Durch die Zugabe von
EDTA nach 30 min bei 37°C wurde die Reaktion gestoppt. Nach 5 min Denaturierung bei 100°
C und anschlieend sofortiger Abkiihlung auf Eis war die Sonden-Losung direkt einsatzbereit

fiir die Northern-Hybridisierung (3.19).
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3.10 Auftrennung von DNA im Agarosegel

Die negativ geladenen Nukleinsduren bewegen sich in einem elektrischen Feld auf die
Anode zu. Die linearisierten Nukleinsduremolekiile trennen sich dabei im Gel nach ihrer
GroBe und Konformation auf.

Es wurden 1%ige Agarosegele in 1 x TAE-Puffer (50 ml) verwendet, die 0,1 pg
Ethidiumbromid / ml enthielten. Ethidiumbromid interkalierte in die Nukleinsduren und
fluoreszierte nach UV-Lichtanregung. Nukleinsduren konnten so auf einem Transsilluminator
(UVP.ne, San Gabriel, USA) im Gel sichtbar gemacht werden. Die DNA-Proben wurden zu
Beginn mit Probenpuffer versetzt. Die Elektrophorese erfolgte bei 5 bis 8 V/ecm in TAE-Puffer.
Als DNA-Léngenmarker wurden 500 ng einer 1 kb-Leiter (GibcoBRL, Karlsruhe,

Deutschland) verwendet.

TAE-Puffer: 40 mM Tris / Acetat, | mM EDTA, pH 8.0
Probenpuffer (5 x): 30 % (v/v) Glycerin, 0.25 % (w/v) Bromphenolblau,
0.25 % (w/v) Xylencyanol in TAE-Puffer

3.11 DNA-Extraktion aus Agarosegelen

Zur Isolierung bestimmter DNA-Fragmente bekannter Basenlinge aus einem Gemisch
verschiedener DNA-Stringe wurde die Probe elektrophoretisch in einem Agarosegel
aufgetrennt (3.10). Unter UV-Licht-Anregung auf einem Transilluminator wurde die
gewlinschte DNA-Bande knapp ausgeschnitten. Fiir die Extraktion der DNA aus dem
Agaroseblock wurde das DNA Purifikation Kit ,,Easy Pure® (Biozym Diagnostic GmbH,
Oldendorf) verwendet. Das Protokoll und die Losungen des Herstellers wurden verwendet. Die
Gelbande wurde in 3 Volumen SALT-Ldsung bei 55°C gelost. Durch die Zugabe der BIND-
Losung (5 pl plus je 1 pl pro erwartete 1 pg DNA-Ausbeute) wurde die DNA an die Partikel
der BIND-Suspension gebunden. Nach 5 min wurde die gebundene DNA herunter zentrifugiert
und der Uberstand verworfen. Das Sediment wurde in 1 ml WASH-Losung resuspendiert.
Nach wiederholter Zentrifugation wurde das Sediment in 10 pul Wasser resuspendiert. Dabei

ging die DNA in Lésung und konnte mit dem Uberstand abgenommen werden.
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3.12 Ligation des pRS1-Gens in den pRc/CMV-Vektor

Fiir die Expression des pRS1-Proteins in Eukaryontenzellen musste das pRS1-Gen aus dem
Plasmid pBS/pRS1 (Spangenberg, 1993) in den pRc/CMV Vektor (Invitrogen, Leek,
Niederlande) kloniert werden. Durch die Restriktion mit Bgl II und Hind III konnte ein ca. 2,2
kb groBes Fragment erhalten werden, welches den gesamten Leseraster des pRS1 enthielt. Mit
dem Klenow-Fragment (3.9.2) wurden die {iberstchenden Enden aufgefiillt, so dass
anschlieend eine Ligation (3.9.3) mit BstX I Adaptoren durchgefiihrt werden konnte. Das
isolierte 2,2 kb Fragment wurde anschlieBend mit dem restringierten pRc/CMV/BstX I- Vektor
ligiert (3.9.3). Die richtige Orientierung wurde durch eine Restriktionsanalyse iiberpriift und
die Erhaltung des Leserasters wurde durch die Sequenzierung des gereinigten Plasmids

bestétigt.

3.13 Trunkierungen des pRS1-Gens
pEGFP-C1/pRS1(AS 1-364)

Das Plasmid pBS/pRS1 (Spangenberg,1993) diente als Ausgangsvektor zur Synthese des um
259 AS am C-Terminus verkiirzten pRS1. Nach Restriktion mit Bgl II und BspH I konnte ein
1.1 kb pRS1 Gen-Fragment isoliert werden, welches mit Nco I / Hind III Adaptoren ligiert
wurde. Nach Restriktion des Ligationsproduktes mit Bgl II und Hind III konnte das pRS1-
Genfragment in den ebenso geschnittenen pEGFP-C1 Vektor (Clontech) ligiert werden. Das
GFP-pRS1 Fusionsprotein enthilt die ersten 364 AS des pRSI.

pEGFP-C1/pRS1(AS 1-581)
Aus dem Plasmid pBS/pRS1A100% (Baumgarten, 1999) wurde das Gen des am C-Terminus

um 42 AS verkiirzten pRS1 durch Restriktion mit Sac I und Kpn I gewonnen und in den
ebenso restringierten pEGFP-C1 ligiert. Das GFP-pRS1 Fusionsprodukt beinhaltet das 581 AS
lange pRSI.

pEGFP-C1/pRSI(AS 1-523)
Aus dem Plasmid pEGFP-C1/pRS1 (Baumgarten, 1999) wurde durch Xcm I und Sma I Verdau

ein C-terminales 0.3 kb Fragment entfernt. Nach Religation konnte ein GFP-pRS1 Protein

gewonnen werden, welchem am C-Terminus 100 AS fehlen.

17



Material und Methoden

pEGFP-C1/pRS1(AS 329-623)

Der Vektor pBS/pRS1 diente zur Herstellung eines N-terminal verkiirzten pRS1, welchem die
ersten 328 AS fehlten. Dazu wurde nach Sau3A Restriktion ein 1.2 kb DNA-Fragment des
pRS1 Gens isoliert und mit pUCI9/Bam/CIP ligiert. pUCI9/RS1(AS 329-623) konnte nun mit
EcoR I und Sal I restringiert werden, wobei anschliefend ein 1.2 kb Fragment isoliert werden

musste, welches in den ebenso geschnittenen pEGFP-C1 Vektor ligiert wurde.

Der Erfolg der Ligationen und die Erhaltung des Leserasters wurden durch Sequenzierung der

Plasmid-DNAs tiberpriift.

3.14 Expression des rekombinanten pRS1 in E.coli

Der E.coli Stamm BL21[DE3], der das Plasmid pET22b(+)pRS1 enthélt, diente zur Expression
des rekombinanten pRS1, welches am C-Terminus 6 zusétzliche Histidinreste tragt (Valentin et
al., 2000). Eine Vorkultur (3.2.2) wurde in LB-Medium mit 100 pg Ampicillin pro ml iiber
Nacht angezogen. Vier 1000 ml Erlenmeierkolben mit Schikanen wurden mit der Vorkultur 1
zu 100 inokuliert. Bei Erreichen einer ODgypy von 0.6 wurde Isopropyl-p-D-thiogalactosid
(IPTG) in einer Endkonzentration von 0.4 mM zugegeben. IPTG ist ein nicht metabolisierbares
Lactoseanalogon, welches die Synthese der T7-RNA-Polymerase unter der Kontrolle des lac-
Promotors aktiviert. Die T7-RNA-Polymerase transkribiert das pRS1 Gen, womit die
Proteinsynthese des rekombinanten RS1 eingeleitet werden konnte. Nach vier Stunden wurden
die Zellen abzentrifugiert (2.000 g, 10 min, 4°C) und zur Aufreinigung des rekombinanten
pRSI eingesetzt (3.20).

3.15 RNA aus Zellkulturen

(Chomczynski et al., 1987)

RNA-L6sungen wurden stets mit Diethylpyrocarbonat (DEPC)-behandeltem Wasser angesetzt.
Durch die Behandlung von Wasser mit 1/1000 Vol DEPC bei 37°C fiir 16 h wurden eventuell
vorhandene RNAsen inaktiviert. Wahrend der anschlieBenden Autoklavierung zersetzte sich
das restliche DEPC.

Zur Isolierung von mRNA musste zuerst Gesamt-RNA aus den Zellen gewonnen werden. Fiir
eine geplante Northern-Hybridisierung wurden mindestens 300 cm” konfluent gewachsene

LLC-PK,-Zellen benotigt. Nach Abnahme des Nahrmediums wurden die Zellen in 1 ml
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Denaturierungslosung pro 107 Zellen gelost. Die denaturierten Zellen wurden in ein Corex
Schraubgefal3 {iberfithrt und mit einem 1/10 Volumen Natriumacetat (2 M, pH 4.0), plus 1
Volumen Phenol (wassergesittigt), plus 1/5 Volumen Chloroform/Isoamylalkohol (49:1, v/v)
ausgeschiittelt. Nach 15 min Inkubation auf Eis wurde zur Phasentrennung eine Zentrifugation
von 20 min bei 10.000 g und 4 °C (Sorvall, SS34, Bad Homburg) durchgefiihrt. Die wéssrige
Phase (oben) enthielt die RNA und wurde nach Abnahme zur Prizipitation mit 1 Volumen
Isopropanol versetzt. Nach 16 h bei - 20°C konnte die ausgefallene RNA bei 4°C und 10000 g
nach 10 min als Sediment erhalten werden, welches in 1 ml Denaturierungslosung geldst und
in ein 2 ml silanisiertes Eppendorf-Reaktionsgefdfen tiberfiihrt wurde. Nach der Zugabe von 1
Volumen Isopropanol und 2 h bei —20°C konnte durch Zentrifugation (s.0) ein RNA-Pellet
erhalten werden. Die RNA wurde mit 75 %igem Ethanol (v/v) gewaschen und erneut 10 min
zentrifugiert (s.0.). Nach Abnahme des Uberstandes und Trocknung des RNA-Pellets wurde
die RNA in DEPC-Wasser geldst und bei —70 °C gelagert.

Denaturierungslsg.: 4 M Guanidiniumthiocyanat, 25 mM Na-Zitrat, 0.1 M -Mercaptoethanol
(frisch zugegeben), 0.5 % N-Laurosylsarcosin, pH 7.0

3.16 Poly(A)"-RNA

Es wurde das Oligotex mRNA Midikit (700 42) der Firma Qiagen verwendet und das Spin-
Column Protokoll des Herstellers zur Gewinnung von mRNA aus Gesamt-RNA (3.15) befolgt.
Das Oligotex-Produkt der Firma Qiagen besteht aus Polystyren-Latex Partikeln (1.1 pM
Durchmesser) mit einer dT3, Oligonukleotidoberfliche, welche die Poly(A)Ketten der
mRNAs spezifisch bindet.

Nach Zugabe des Bindungs-Puffers und der Oligotexsuspension wurde 3 min bei 70°C
inkubiert, um die Sekundirstruktur der RNA aufzuheben. 10 min bei RT ermoglichten die
Hybridisierung der Poly(A) Bereiche der mRNAs mit den Oligotex-Partikeln. Nach
Zentrifugation wurde der Uberstand entfernt und die Oligotex-Partikel mit Wasch-Puffer
gevortext. Mit Hilfe einer durch Zentrifugation unterstiitzen Filtration konnte der Wasch-Puffer
entfernt werden. Nach einem zweiten Waschschritt mit Wasch-Puffer wurde die mRNA mit
Elutions-Puffer (70°C) eluiert. Die RNA Konzentration konnte photometrisch bestimmt
werden (3.8).

19



Material und Methoden

3.17 Gelelektrophorese von RNA

(Griindemann und Koepsell, 1994)

Um eine genaue Auftrennung der RNA-Molekiile nach ihrer Groe zu ermdglichen, musste die
Ausbildung von Sekundérstrukturen verhindert werden. Deshalb wurde die RNA-Probe mit 3
Volumen RNA-Denaturierungslosung versetzt und 1 h bei 50 °C inkubiert. Dabei wurden die
Guanidinreste mit Glyoxal so modifiziert, dass eine Renaturierung nicht mehr moglich war.
Zur Inhibierung von RNAse-Aktivititen wurde dem BES-gepufferten Agarosegel (3.11) 1 mg
Jodacetat / ml zugefiigt. Die Elektrophoresekammer wurde iiber Nacht mit einer H,O,-Losung
(3 %, v/v) inkubiert, um eventuelle RNAsen zu inaktivieren. Die Auftrennung von je 5 pg
mRNA pro Spur erfolgte bei 6 V / cm in BES-Puffer.

Bei Verwendung der Gele fiir einen Northern-Blot (3.18) wurde dem Gel kein Ethidiumbromid
zugefiigt. Der Mitlauf von 1.5 pg eines mit Ethidium-Bromid versetzten RNA-
GroBenstandards (GibcoBRL, Karlsruhe) ermdglichte, die Grole und Menge der RNA-Banden

abzuschitzen.

BES-Puffer: 10 mM BES, 100 uM EDTA, pH 6.7
RNA-Denaturierungslosung: BES-Puffer, 66.6 % (v / v) DMSO, 1.33 M deionisiertes Glyoxal,

3.18 Northern-Transfer

Beim Northern-Transfer wurde mRNA, die zuvor in einem Agarosegel aufgetrennt worden war
(3.17), auf eine Nylonmembran (Hybond-N, Amersham Buchler, Braunschweig) iibertragen.
Nach der Elektrophorese wurde das Agarosegel 45 min auf einen Taumelschiittler in 10 x SSC
gewaschen. Die Uberfiihrung der RNA auf die Membran erfolgte nach dem Prinzip des
Kapillarblottings. Durch den aufsteigenden 2 x SSC Puffer wurde die RNA vom Gel auf die

Membran transferiert. Die Schichtung beim Blot war wie folgt:

———————————— Stapel aus -------------

3 Lagen
Whatman 3M Papier

Membran von Parafilm umbhiillt

Agarose-Gel

3 Lagen
Whatman 3M Papier

Reservoir mit 2 x SSC
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Der Transfer war nach 16 h beendet. AnschlieBend wurde die Blotmembran luftgetrocknet.
Eine Bestrahlung mit UV-Licht (Stratalinker, Stratagene, Lajolla, USA) fiihrte zur kovalenten
Bindung der RNA an die Membran. Nach 2 h trockener Hitze bei 80°C zur Enfernung des

Glyoxals war die Membran fiir eine Northern-Hybridisierung (3.19) einsatzbereit.

20 x SSC: 3 M NaCl, 300 mM Natrium-Zitrat (pH 7.0)

3.19 Northern-Hybridisierung

Die Northern Hybridisierung diente zum Nachweis und Quantifizierung von spez. mRNAs.
Dazu wurden komplementire DNA-Sequenzen, sogenannte DNA-Sonden, eingesetzt, die
zuvor radioaktiv markiert worden waren (3.9.4).

Vor der eigentlichen Hybridisierung mit den DNA-Sonden wurde eine Prihybridisierung der
Blotmembran mit Heringssperm-DNA fiir 4 h bei 42 °C durchgefiihrt, um eine Absittigung
unspezifischer Bindungsstellen auf der Blotmembran zu erreichen. Der Einsatz eines
Hybridisierungsofens ermoglichte eine exakte Temperierung und gleichmifBige Benetzung der

Membran mit der Hybridisierungslosung.

20 x SSPE: 3.6 M NaCl, 200 mM NaH;PO,, 20 mM EDTA, pH 8.0
50 x Denhard: 1 % (w/v) BSA, 1 % Ficoll, 1 % (w/v) Polyinylpyrrolidon
Pra-Hybridisierungslsg.: 5 x SSPE, 50 % Formamid, 5 x Denhardt, 0.5 % (w/v) SDS,
20 pg frisch denaturierte Heringssperma-DNA / ml
(5 min bei 95°C und anschlieBend auf Eis)

AnschlieBend wurde die jeweils gewiinschte markierte DNA-Sonde (3.9.4) 5 min bei 95°C
denaturiert, auf Eis abgekiihlt, anschlieBend der Priahyridisierungslosung zugefiigt und weitere

16 h bei 42 °C inkubiert.

Folgende DNA-Sonden wurden verwendet:
- Humane GPDH-Sonde: 1.1 kb Fragment (Clontech, Heidelberg)
- pSGLT1-Sonde: Nukleotide 1546 — 1818 (Ohta et al., 1990)
- pVasopressin Rezeptor-Sonde: Nukleotide 1 - 1494 (Gorboulev et al., 1993)
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Waschen der Membran nach der Hybridisierung:
1) in2x SSPE /0.1 % SDS, 15 min bei 42°C
2) in1x SSPE/0.1 % SDS, 15 min bei 42°C
3) in0.25 x SSPE /0.1 % SDS, 15 min bei 50°C

Die gewaschene Membran wurde in Saran-Folie eingeschlagen und einem Rontgenfilm
aufgelegt. Je nach Signalintensitit konnte nach wenigen Stunden bis einigen Tagen ein Signal

durch die markierte hybridisierte Sonde erzielt werden.

Mit Hilfe der Dehybridisierungslosung konnte nach 2 Waschschritten fiir je 1 h bei 65°C die
hybridisierte Sonde wieder abgewaschen werden, so dass die Blotmembran fiir eine weitere

Northern-Hybridisierungen zur Verfiigung stand.

Dehybridisierungslosung: 5 mM Tris/HCl, 2 mM EDTA, 0.1 x Denhardt, pH 8.0

3.20 Aufreinigung des rekombinanten pRS1-Proteins

Die pelletierten E.coli Zellen (3.14) lagerten das iiberexprimierte rekombinanten pRS1 in Form
von ,,Inclusion bodies in den Zellen ab.

Die Bakterienzellen wurden in 100 ml Beschallungspuffer suspendiert und bei —70°C
eingefroren. Nach dem Auftauen wurde die Zellsuspension 5 min 400 Watt Ultraschall
(Labsonic 1510, Braun, Hanau) ausgesetzt, wodurch sich die Viskositdt der Zellsuspension
deutlich reduzierte. Die ungeldsten ,,Inclusion bodies* wurden bei 10000 g fiir 10 min bei 4°C
sedimentiert. Nach Resuspension in 100 ml IB-Waschpuffer folgte ein weiterer
Zentrifugationsschritt mit 20000 g fiir 10 min bei 4°C. Die sedimentierten ,,Inclusion bodies*
konnten nun in 40 ml IB-Aufschlusspuffer 1 h bei RT gelost werden. Ungeldste Proteine
wurden mit 25000g fiir 15 min bei 8°C abgetrennt.

Beschallungspuffer: 50 mM Natriumphosphat, 300 mM NaCl, pH 7.8
IB-Waschpuffer: 2 M Harnstoff, 0.1 Tris/HCI, pH 8.0
IB-Aufschlusspuffer: 8 M Harnstoff, 0.1 M B-Mercaptoethanol, 0.1 M Tris/HCI pH 8.0
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Die sechs Histidinreste am C-Terminus des rekombinanten pRS1 ermoglichten die

Aufreinigung iiber eine Ni**-NTA-Affinititsmatrix (Qiagen, Hilden)
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Abb. 3.1: Interaktion zwischen 6xHis Tag und Ni-NTA Rest (aus Qiagenhandbuch 1992)

10 ml der Ni**-NTA-Agarose wurden mit Bindungspuffer dquilibriert und mit 40 mg Protein
der gelosten ,,Inclusion bodies* 16 h bei 4°C auf einem Taumelschiittler inkubiert.

Die Nickelagarose wurde anschlieBend in eine Sédule gegossen (Durchmesser 3 cm) und mit
200 ml Bindungspuffer gespiilt (1 ml/min). Nach Durchlauf von 10 ml Waschpuffer (0.1

ml/min) konnte das rekombinante pRS1 mit 30 ml Elutionspuffer (0.1 ml/min) eluiert werden.

Bindungspuffer: 3 M Harnstoff, 5 mM [-Mercaptoethanol, 0.1 M Tris/HCI, pH 8.0
Waschpuffer: Bindungspuffer plus 0.8 mM Imidazol
Elutionspuffer: Bindungspuffer plus 60 mM Imidazol

Die aufgefangenen 0.5 ml Fraktionen wurden auf ihren Proteingehalt anhand der Extinktion bei
280 nm analysiert. Fraktionen mit einer Extinktion groBer als 0.5 wurden vereinigt und der
exakte Proteingehalt konnte mit einer Proteinbestimmung nach Lowry (3.25) festgestellt
werden.

Der Erfolg der Aufreinigung des rekombinanten pRS1 wurde abschlieBend im SDS-PAGE
tiberpriift (3.26/27).

3.21 Antigene
Es wurden Antiseren gegen das rekombinante pRS1 und gegen eine Peptidsequenz (AS 518 —

535) aus dem pSGLT1 gewonnen (Ohta et al., 1990).
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Das aus E.coli gewonnene rekombinante pRS1 (3.20) konnte aufgrund seiner GroBe direkt fiir

die Immunisierung eingesetzt werden.

Das Peptid aus dem pSGLT1 [EAPEETIEIEVPEEKKGC] (Synthese Prof. Palm, Universitit-
Wiirzburg) wurde zur Steigerung der Immunogenitét an Ovalbumin (Sigma) gekoppelt.

Fiir die Kopplung wurden 9 mg Ovalbumin (1 mg/ml) in 50 mM Natriumphosphatpufter (pH
8.0) gelost. Sehr langsam wurde 1 ml einer MBS-Losung zugetropft, wobei keine Triibung
durch ausgefallenes Protein auftreten durfte. Die Losung musste 30 min bei RT geriihrt
werden. Mit einer Gelfiltration iiber Sephadex G 25 (PG 10, Biorad) konnte nicht reagiertes
MBS abgetrennt werden. Dabei wurde die Losung in 50 mM Natriumphosphatpuffer (pH 6.0)
umgepuffert. Das Peptid (1 mg/ml) wurde zwischenzeitlich in PBS (pH 7.2-7.4) gel6st und mit
der Ovalbumin/MBS Losung (unmittelbar vor dem Einsatz mit NAOH auf pH 7.5 eingestellt)
in gleichen Proteingewichtsanteilen gemischt. Nach 3 h bei RT war die Kopplung des Peptids
iiber MBS an Ovalbumin beendet (Hartow and Lane, Antibodies, 1988).

MBS-Lsg: m-Maleimidobenzoyl-N-Hydroxysuccimidester (M 8759, Sigma)
10 mg MBS/ml Dimethylformamid (DMF)

3.22 Gewinnung polyklonaler Antiseren

Fiir die Immunisierung wurden ca. 6 Monate alte Kaninchen eingesetzt, denen vor Beginn des
Immunisierungszyklus aus der Ohrarterie Blut zur Gewinnung von Prdimmunseren
abgenommen wurde. Das Antigen (3.21) wurde in PBS geldst und im Volumenverhéltnis 4:1
mit PAO griindlich emulgiert. Bei der Erstimmunisierung wurde zusitzlich 100 pg Adjuvant
Peptid (Muramyldipeptid, Sigma A9519) eingesetzt. Bei der ersten Immunisierung wurden 500
ug und fiir die 3 nachfolgenden Immunisierungen im Abstand von 21 Tagen wurden jeweils
250 pg des Antigens bendtigt. Die Injektionen erfolgten subskapuldr. 7 bis 10 Tage nach der
letzten Boosterimmunisierung wurden dem Tier aus der Ohrarterie 20 ml Blut entnommen. Das
Blut wurde nach 3 h bei RT und 16 h bei 4°C zentrifugiert (10.000 g, 10 min, 4°C) und als
Uberstand konnte das Antiserum erhalten werden. Das Serum wurde fraktioniert und gelagert

bei —70°C und —196°C.

PAO: 4 ml Poly Alpha Olefine, 0.9 ml Tween-81, 0.3 ml Tween-80
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3.23 Titerbestimmung

Die Bestimmung diente zur Beurteilung der Reaktivitit des Antiserums gegen das Antigen.

Die Verdiinnung des Antiserums, bei der eine halbmaximale Reaktionsstiarke im ELISA erzielt

werden konnte, wurde als Titer definiert.

1))

2)
3)

4)

S)
6)

7)
8)

9)

Das Antigen (10 pg/ml) wurde in Natriumcarbonatpuffer (pH 9.5) geldst und je 150 pl
pro Vertiefung wurden zur Beschichtung einer 96Loch-Mikrotiterplatte (Nunc-
Immuno™ Plate, MaxiSorp ™ Surface, Dinemark) fiir 16 h bei 4°C eingesetzt.

Nach Entfernung des Beschichtungspuffers wurde die Mikrotiter-Platte mit 0,5 %
BSA-Blockpuffer 2 h bei RT inkubiert.

Nun wurde die gesamte Platte drei mal fiir je 5 min in Waschpuffer inkubiert.

Eine Verdiinnungsreihe des Serums in Blockpuffer wurde angelegt (empfehlenswert:
von 1:400 bis 1: 204.800) und je 100 ul pro Verteifung pipettiert. Inkubations:16 h bei
4°C.

Waschen (siehe Punkt 3)
Ziege-anti-Kaninchen—F(ab")2-alkalische-Phosphatase-Konjugat ~ (Sigma, A-3937)
wurde 1:250 im Blockpuffer verdiinnt und davon je 100 ul pro Loch pipettiert.
Inkubation: 4 h bei RT

Waschen (siehe Punkt 3)

Pro Vertiefung wurden 100 pl Aquilibrierungspuffer bendtigt. Inkubation: 5 min bei
RT

Der Aquilibrierungspuffer wurde durch je 100 pl Substratpuffer ersetzt.

10) Die Reaktion wurde durch die Zugabe von 100 ul EDTA-Losung (100 mM, pH 8.0)

gestoppt.

Blockpuffer: 200 mM NaCl, 0.5 % BSA, 0.1% Natriumazid in PBS (pH 7.4)
Waschpuffer: 200 mM NaCl, 0.05 % Tween-20 in PBS (pH 7.4)
Substratpuffer: 100 mM NaCl, 5 mM MgCl, (frisch zugeben), 100 mM Tris/HCI pH 9.8

1 mg/ml Sigma 104 Substrat (Para-Nitrophenylphosphat)

Mit dem ELISA-Reader (Multiskan Plus, Titertek) wurden die Extinktionswerte bei 405 nm

um die Extinktionen bei 450 nm korrigiert. Aus dem Abfall der Extinktionswerte bei Zunahme

der Verdiinnungsstufe konnte der Titer des Serums bestimmt werden.
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3.24 Affinititsreinigung der Antiseren

Die Reinigung der Antiseren an ihrem Antigen ermdglichte die Selektion der gewiinschten
Antikorper. Zwei unterschiedliche Verfahren wurden eingesetzt, die sich in der Présentation
des Antigens unterschieden. Das rekombinante pRS1 wurde an der Oberflache von Polystyren-

Mirotiterplatten immobilisiert, wihrend die Peptide an Sepharose gekoppelt wurden.

Antikorper gegen das gesamte rekombinante pRS1:

1) Das rekombinante pRS1 (3.20) wurde in Natriumcarbonatpuffer (pH 9.5) [100 pg/ml]
gelost und je 200 pl pro Vertiefung in Reihe 1, 5 und 9 einer 96Loch-Mikrotiterplatte
(Nunc-Immuno™ Plate, MaxiSorp™™ Surface, Danemark) pipettiert. Inkubation: 16 h
bei 4°C

2) Nach dem Entleeren der Platte wurden alle Vertiefungen mit je 200 ul Block-Losung
gefiillt. Inkubation: 1 h bei RT

3) 4 mal mit je 200 pul TBST-Puffer waschen

4) In Reihe 1, 5 und 9 werden pro Vertiefung 200 ul des 1:20 in Blocklosung verdiinnten
Vollserums zugegeben. Inkubation: 2 h bei RT

5) Nach Entfernung der Serumldsung wurden die Reihen 1, 5 und 9 gewaschen (Punkt 3)

6) In Reihe 2, 6 und 10 wurden pro Vertiefung je 200 pl Shiftpuffer (pH 8.8) vorgelegt.

7) Fir 3 min wurde pro Loch in Reihe 1, 5 und 9 je 200 ul Elutionspuffer (pH 2.5)
pipettiert und anschlieBend wurden die eluierten Antikdrper im Elutionspuffer mit einer
Mehrkanalpipette schnell in die Reihe 2, 6 und 10 zur Neutralisierung des pH-Wertes
iberfiihrt.

8) Die Fraktionen wurden vereinigt, mit 0,02 % Thimerozal konserviert und bei 4°C

gelagert.

TBST-Puffer: 137 mM NaCl, 2.7 mM KCI, 0.05 % (v/v) Tween-20, 50 mM Tris/HCI pH 8.0
Blocklosung: 0.5 % BSA in TBST-Puffer
Shiftpuffer: 50 % der Blocklosung und 50 % Tris/HCI pH 8.8
Elutionspuffer: 0.1 M Zitronensédure, 500 mM NaCl, 0.05 % Tween-20, pH 2.5

Die Affinitdtsreinigung des anti-RS1 Serum in den Mikrotiterplatten verursachte einen ca.

70%igen Verlust im Vergleich zum Titer des Vollserums.
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Peptid-Antikdrper:
Antikorper gegen die Peptidsequenzen aus mSGLT1 [KDTIEIDTEAPQKKKGC] und

pSGLT1 (AS 518-535) wurden durch Affintitsreinigung an peptidgekoppelte Sepharose
gewonnen.
1) 200 mg Epoxy-Sepharose (E6754, Sigma) wurde 30 min in 20 ml PBS gequollen und
anschlieend auf einer Glasfritte mit Wasser gewaschen.
2) Die Sepharose wurde in 5 ml 0,2 M Natriumcarbonat (pH 10.5) aufgenommen und 100
ng des Peptids wurden zugefiigt. Inkubation: 16 h bei 37°C auf einer Schiittelmaschine
3) Durch die Zugabe von 10 ml 0,1 M Ethanolamin/HCI (pH 10.0) wurden die noch freien
Oxirangruppen abgesittigt. Inkubation: 16 h bei 37°C auf einer Schiittelmaschine
4) Die peptidgekoppelte Sepharose wurde nun mit Blockpuffer auf einer Glasfritte
gewaschen und in 4,5 ml Blockpuffer aufgenommen. Es folgte eine Zugabe von 450 pl
des Vollserums. Inkubation: 16 h bei 4°C auf einem Schiittler
5) Die gekoppelte Sepharose wurde in eine kleine Séule (z.B. mit Glaswolle gestopfte
Pasteurpipette) tiberfiihrt und mit 50 ml PBS gewaschen.
6) Nach Zugabe von 2 ml Elutionspuffer (pH 2.5) wurde das Eluat in Fraktionen von ca.
200 pl aufgefangen, wobei das Eluat direkt in 160 pl Shiftpuffer (pH 8.8) tropfte.

Blockpuffer: 100 mM NaCl, 100 mM Tris/HCI pH 7.5, 1% BSA, 0.1 % (v/v) Tween-20
Shiftpuffer: 2 Vol Blocklésung und 2 Vol 1.5 M Tris/HCI, pH 8.8
Elutionspuffer: 100 mM NacCl, 100 mM Zitronensdure, pH 2.5

Die gewonnenen Fraktionen wurden im ELISA (3.23) auf ihren Gehalt an spezifischen
Antikorpern getestet. Der Titer verringerte sich im Vergleich zum Vollserum meist nur sehr

geringfiigig.

3.25 Proteinbestimmung
Die Bestimmung der Proteinkonzentration einer Losung erfolgte je nach Anforderung nach
Bradford (1976) oder Lowry (1951). Als Vergleichsstandard wurde eine BSA-

Verdiinnungsreihe verwendet.
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Bradford (1976):

Die Blaufiarbung der Nachweislosung durch Proteine basiert auf der Reaktion des Coomasie
Brilliant Blue G-250 mit basischen und aromatischen Aminosduren. Die Bestimmung der
Proteinkonzentration nach Bradford wurde aufgrund der einfachen Handhabung bevorzugt
eingesetzt.

100 pl der Proteinldsung (bis ~0,1 pg/ul) wurden mit 1000 ul Bradford-Reagenz (Biorad,
Miinchen) versetzt und 5 bis 30 min bei RT inkubiert. AnschlieBend wurde die Extinktion bei

595 nm gemessen und um den Extinktionswert des Leerwertes (Puffer-Losung) korrigiert.

Lowry et al. (1951):

Die Entwicklung einer Gelbfarbung beim Proteinnachweis basiert auf der Biuret-Reaktion, bei
der Cu®" unter alkalischen Bedingungen mit Peptidbindungen und Tyrosinresten komplexiert
und der anschlieBenden Reduktion eines Folin Phenol Reagenzes. Aufgrund der
Empfindlichkeit des Nachweises gegeniiber vielen Puffersubstanzen wird zu Beginn eine
Proteinfallung durchgefiihrt.

1) Der Proteinlosung (50 pl) wurde 1 ml einer 10 % (w/v) Trichloracetatlosung (TCA)
zugegeben. Nach 30 min auf Eis konnte das ausgefallene Protein bei 10.000 g nach 10
min als Sediment erhalten werden.

2) Das Proteinsediment wurde in 100 pl 1M NaOH, 1% (w/v) SDS geldst. Inkubation:
10 min bei 37°C

3) Zugabe von 1 ml Biuret-Reagenz [0,04 % (w/v) Na'-K-Tartrat; 0,02% (w/v) CuSOyin
2,5%igem (w/v) NaCOs]. Inkubation: 10 min bei RT

4) Zugabe von 100 pul Folin-Ciocalteu-Phenol-Lésung (Merck, Darmstadt) und mischen

5) Nach 30 min bei 37°C konnte die Extinktion der Probe bei 750 nm gemessen werden.

3.26 SDS-PAGE

(Laemmli, 1970)

Eine wichtige Vorraussetzung fiir die elektrophoretische Trennung von Proteinen nach ihrem
Molekulargewicht im Polyacrylamidgel (PAA-Gel) ist die Denaturierung und gleichmaBige
Solubilisierung der Proteine mit Sodiumdodecylsulfat (SDS).
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Denaturierung der Proben:

Die Proben wurden im Volumenverhiltnis 1:1 mit Probenpuffer (2x) bei 37°C fiir 45-60 min
inkubiert. Durch die Verwendung eines Phosphatpuffers anstelle eines Tris-Puffers konnte die
Gefahr einer Spaltung von Asp-Pro-Peptidbindungen wéhrend der Denaturierung unterbunden

werden (Kowit and Maloney, 1982)

Probenpuffer (2x): 0.5 M B-Mercaptoethanol, 2 % (w/v) SDS, 10 % (v/v) Glycerol,
0.001 % (w/v) Bromphenolblau, 0.1 M Natriumphosphat, pH 6.8

Die Reduktion der Proteine durch P-Mercaptoethanol konnte durch eine anschlieende
Alkylierung irreversibel gemacht werden. Dazu wurde 1/10 Volumen einer Jodacetamidldsung
(20 % w/v) der Proteinprobe nach der Denaturierung im Probenpuffer (pH 8.0) zugefiigt und
weitere 20 min bei 37°C inkubiert (Westermeier, 1997).

Elektrophorese:

Die Verwendung eines diskontinuierlichen Gelsystems mit einem Fokussierungs- (pH 6.8) und
einem Trenngel (pH 8.8) erlaubte eine optimale Trennschirfe der Proteine im PAA-Gel.
Es wurde eine vertikale Elektophorese-Kammer (Biometra) verwendet mit einer Gelgréf3e von
80 x 85 x 0,8 mm. Die Spannung fiir die Fokussierung betrug 80 V und fiir die Trennung
120 V.
Trenngel: 8 % PAA, 0.1 % (w/v) SDS, 375 mM Tris/HCI pH 8.8
Fokussierungsgel: 5 % PAA, 0.1 % (w/v) SDS, 125 mM Tris/HCI pH 6.8

Die Polymerisierung der Gele wurde durch die Zugabe von 50 pl Ammoniumpersulfat 10 %
(w/v) und 5 pl Tetramethylethylendiamin gestartet.

Elektrophoresepuffer: 24.8 mM Tris/HCl, 192 mM Glycin, 0.1 % (w/v) SDS

3.27 Silber-Farbung von PAA-Gelen
(Nesterenko et al., 1994)
Diese Schnellfarbe-Methode von Proteinen im PAA-Gel besitzt eine Proteinnachweisgrenze

von 0,02 pg pro Bande und kann in 30 min durchgefiihrt werden.
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1) Fixierung: 60 ml 50%ige (w/v) Acetonlsg. + 1,5 ml TCA-Lsg. (50 % w/v) 5 min
+ 25 ul 37 %ige (w/v) Formaldehydlsg.

2) Spiilen: 60 ml H,O 3 x 5sec
3) Waschen: 60 ml H,O 5 min
4) Spiilen: 60 ml H,O 3x5sec
5 )Vorbehandlung: 60 ml 50%ige (w/v) Acetonlsg. 5 min
6) Vorbehandlung: 100 pl 10 %ige (w/v) NaS,03-Lsg. + 60 ml H,O 1 min
7) Spiilen: 60 ml H,O 3x5sec
8) Impragnieren: 0,8 ml 20 %ige (w/v) Silbernitratlsg.
+ 0,6 ml 37 %ige (w/v) Formaldehydlsg.
ad 60 ml H,O 8 min
9) Spiilen: 60 ml H,O 2 x5 sec
10) Entwickeln: 1,2 g Na,CO, + 25 pul 37 %ige (w/v) Formaldehydlsg.
ad 60 ml H,O 45— 60 sec
11) Stoppen: 60 ml 1%ige (v/v) Essigsdure 3 min

Das gefiarbte PAA-Gel konnte getrocknet oder fiir 3 bis 6 Monate in Wasser gelagert werden.

3.28 Westernblot
Eine Detektion von bestimmten Proteinen mit Antiseren ist im PAA-Gel nicht direkt moglich.
Deshalb mussten die Proteine zuerst aus dem PAA-Gel elektrophoretisch auf eine

proteinbindene Membran {ibertragen werden.

Semi-dry Blot:
(Kyhse and Anderson,1984)

Es wurde eine horizontale Blot-Apparatur (Novablot, Pharmacia, Freiburg) mit zwei
Graphitplatten verwendet. Beim Anlegen einer Spannung wandern die Proteine in Richtung der
Anode und werden dabei von der Nitrozellulosemembran gebunden und immobilisiert. Die
Schichtung zwischen den Graphit-Elektroden war wie folgt:

Kathode (-)
Graphitplatte
3 Lagen Whatman Papier (3M)
PAA-Trenngel
Membran aus Nitrozellulose
3 Lagen Whatman Papier (3M)
Graphitplatte
Anode (+)
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Die Blotmembran (Hybond ECL, Amersham, Freiburg) und die Whatman-Papiere wurden
zuvor in Transferpuffer (25 mM Tris, 192 mM Glycin, 10 % (v/v) Methanol, pH 8.3) getrénkt,
um einen Stromfluss zu ermdoglichen. Der Blot konnte bei einer konstanten Stromstirke von

1.3 mA/cm? nach 120 min beendet werden.

Ponceau-S-Firbung:

(Salinovich and Montelaro, 1986)

Die Ubertragung der Proteine vom PAA-Gel auf die Nitrozellulose-Membran konnte durch
eine Proteinfarbung kontrolliert und beurteilt werden.

Dazu wurde die Membran fiir 3 min in einer Ponceau-S-Losung [1 % (w/v) Ponceau-S, 3 %
(v/v) TCA] geschwenkt. Anschlieend konnte die Membran durch Waschen mit H,O bis zum
Erkennen der Proteinbanden entfarbt werden. Bei weiterem Waschen mit H,O wurden auch die

Proteinbanden auf der Membran wieder entférbt.

Proteindetektion mit Antiseren:

Alle Inkubationsschritte wurden auf einem Rotationsschiittler durchgefiihrt.

1) Blockierung der Membran mit 2% (w/v) Magermilchpulver (Fluka) in TBST Puffer.
Inkubation: 1 h bei RT

2) Austausch der Blocklsg. gegen die 1. Antikorperlsg. in Blocklsg. Inkubation: 16 h, 4°C

3) Waschen der Membran in Blocklsg. Inkubation: 3 x 15 min bei RT

4) Der sek. Antikorper (Ziege anti-Kaninchen-IgG-POX-Konjugat, Sigma A-0545) wurde
1:5.000 in Blocklsg. verdiinnt und mit der Blotmembran inkubiert: 1 h bei 4°C.

5) Waschen der Membran in Blocklsg. Inkubation: 3 x 15 min bei RT

6) Inkubation der Blotmembran mit 2 ml Enhanced chemoluminesscence-Reagenz
(Amersham) fiir 1 min bei RT

7) Nach dem Abtropfen der Membran wurde die Membran in Saran-Folie eingeschlagen
und einem Rontgenfilm aufgelegt (bis 30 min).

8) Entwicklung des Rontgenfilms

TBST-Puffer: 137 mM NaCl, 2.7 mM KClI, 0.05 % (v/v) Tween-20, 50 mM Tris/HCI pH 8.0
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3.29 Zellfraktionierung
Die Degradierung von Proteinen durch Proteasen wéhrend der Aufarbeitung konnte durch die
anfiangliche Zugabe von Protease-Inhibitoren und die Durchfiihrung bei 4°C bzw. Lagerung

auf Eis eingeschriankt werden.

Zur Inhibition von Proteasen:
Protease-Inhibitor Stammlsg.(100x): 5 pg/ml Aprotinin, 5 pg/ml Leupeptin, ImM Benzamidin
und 100 mM Phenylmethylsulfonylfluorid (PMSF)-Losung (100x)

Gewebe:

(Rickwood, 1984)

Die in fliissigem N, schockgefrorenen Nieren von Méause wurden mit dem Morser fein
zerrieben und in 1 ml Saccharose-Puffer (inklusive Protease-Inhibitormix und PMSF) pro 100
mg Gewebe aufgenommen und anschlieend mit einem Potter homogenisiert.

Bei einer Zentrifugation (150 g, 10 min, 4°C) konnten die noch nicht homogenisierten Zellen
pelletiert werden. Aus dem Uberstand konnten bei 2.000g fiir 10 min bei 4°C die Zellkerne und
Mitochondrien sedimentiert werden. Eine Zentrifugation mit 40.000 g fiir 60 min ergab im
Sediment eine mit Plasmamembranen angereicherte Fraktion.

Die erhaltenen Membranen wurden in einem angemessenen Volumen Saccharose-Puffer

suspendiert und bei —70°C gelagert.

Saccharose-Puffer: 280 mM Saccharose, 5 mM EGTA, 5 mM MgSOy, 20 mM Tris/HCI pH 7.5

Biirstensaummembranvesikel aus der Schweineniere:

(Koepsell und Seibicke, 1990)

Aus den lidngshalbierten Nieren wurden die Rinde und die &uBere Schicht der Medulla
gewonnen und anschlieBend in 9 ml Homogenisierungspuffer pro g im Messerhomogenisator 5
min fein zerkleinert. Nach tropfenweiser Zugabe von 1M CaCl,-Losung bis zu einer
Endkonzentration von 10 mM musste die Suspension 15 min inkubieren.

Bei 1.750 g fiir 12 min (4°C) wurden die Zelltriimmer sedimentiert und aus dem Uberstand
konnten bei 8.000 g nach 12 min (4°C) die Zellmembranen pelletiert werden, die in 1/10 ihres
Ausgangsvolumen in Homogenisierungspuffer resuspendiert wurden. Nach wiederholter

Anhebung der Kalziumkonzentration auf 10 mM und 15 min Inkubation wurde zentrifugiert
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(3.500 g, 12 min, 4°C). Der Uberstand wurde zentrifugiert bei 20.000 g fiir 12 min (4°). Die
sedimentierten Membranen wurden in 1/100 des Ausgangsvolumen in Tra-Puffer
aufgenommen. Nach 20 min bei 48.000 g fiir 20 min (4°C) konnten die Blirstensaummembran-
Vesikel (BBM-V) als Sediment erhalten werden. Die BBM-Vesikel wurden in wenig Tra-

Puffer suspendiert und in fliissigem Stickstoff schockgefroren.

Alle Puffer enthielten den Proteaseinhibitormix (1x) und 0,1 mM Diisopropylfluorphosphat
Homogenisierungspuffer: 10 mM Mannit, 2 mM Tris/HCI pH 7.1
Tra-Puffer: 10 mM Triethanolamin/HCI, 150 mM NaCl, 5 mM EDTA,
10 % (v/v) Glycerol, pH 7.4

Birstensaummembranvesikel aus dem Duodenum:

(Shirazi-Beechey et al., 1988)

Zur Isolierung von BBM-Vesikeln wurden 20 bis 30 cm des Darms (beginnend vom Magen
an) abgetrennt und in Ringerlosung (4°C) gewaschen. Nachdem der Darm der Linge nach
aufgetrennt worden war, wurde die Mucosa mit einem Objekttrager abgeschabt und in
flissigem Stickstoff eingefroren. Die schockgefrorene Mucosa wurde in 10 ml 100 mM
Mannitol, 1 mM HEPES, pH 7.1 pro g Mucosa in einem Messerhomogenisator fiir 30 sec
homogenisiert. Durch die tropfenweise Zugabe von 1 M MgCl, wurde die Magnesium-
Konzentration auf 10 mM eingestellt. Nach 10 min Riihren wurde fiir 15 min bei 3.000 g und
4°C zentrifugiert und aus dem Uberstand wurden die Membranen sedimentiert bei 30.000 g fiir
30 min bei 4°C. Das Pellet wurde in 100 mM Manitol, 1 mM HEPES-Tris pH 7.4 suspendiert.
Nach erneuter Zentrifugation (s.0.) wurden die Biirstensaummembranvesikel pelletiert. Die
Vesikel wurden in 300 mM Mannitol, 1 mM MgSOs;, 20 mM HEPES-Tris pH 7.4

homogenisiert, portioniert und in fliissigem Stickstoff schockgefroren.

Ringerlosung.: 146 mM NaCl, 5.4 mM CaCl,, 4 mM KClI

Alle verwendeten Puffer enthielten den Proteaseinhibitormix (1x) und 0.1 mM

Diisopropylfluorphosphat (DFP)
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Zellkultur:
(modifizierte Methode nach Salehzada et al., 1991)

Fir die Zellfraktionierung wurden etwa 5 Schalen (15 cm Durchmesser) konfluent

gewachsener Zellkulturen verwendet.

1)

2)

3)

4)

5)

6)

7)

8)

Die Zellen wurden in der Kulturschale 2 mal mit PBS-Puffer (4°C) vorsichtig
iberspiilt.

Nach Zugabe von 3 ml des Puffers A (4°C) [inklusive der Protease-Inhibitoren] pro
Schale (auf Eis) wurden die Zellen abgeschabt und die Zellsuspension musste fiir ca. 30
min im hypotonen Medium des Puffers A bei 4°C inkubieren.

Nach dem Schwellen wurden die Zellen 3 mal in fliissigem N, eingefroren und wieder
aufgetaut.

Der Zellaufschluss wurde durch das wiederholte Scheren der Zellen beim Aufziehen
und Ausdriicken durch eine feine Injektionskaniile und ein abschliefendes Pottern
beendete.

Nach Zentrifugation mit 1.200 g (5 min, 4°C) konnten im Sediment die Zellkerne
angereichert werden.

Das Zellkernsediment wurde in Puffer A mit 0.5 % (v/v) Igepal (friiher als Nonidet
P-40 bezeichnet, Sigma) resuspendiert und 5 min auf Eis inkubiert. Nach dem
Verdiinnen der Igepalkonzentration mit Puffer A auf 0.1 % (v/v) konnte durch einen
Zentrifugationsschritt mit 1.200 g (5 min, 4°C) eine angereicherte Fraktion von
gewaschenen Zellkernen als Pellet erhalten werden.

Der Uberstand (Punkt 5) wurde erneut zentrifugiert bei 40.000 g (1 h, 4°C). Das
Sediment wurde zweimal mit Puffer A gewaschen (1.200 g) und abschliefend konnte
mit 40.000 g eine angereicherte Fraktion von Plasmamembranen sedimentiert werden.
Der erste 40.000 g Uberstand (Punkt 7) konnte durch eine Ultrazentrifugation bei
200.000 g (2 h, 4°C) in eine angereicherte Zytoplasmafraktion (Uberstand) und eine

angereicherte Endomembranfraktion (Pellet) getrennt werden.

Puffer A: 10 mM Kaliumacetat, 15 mM Mg-Acetat, ImM DTT, 20 mM HEPES pH 7.5
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3.30 In vitro Phosphorylierung
Das rekombinante pRS1-Protein (3.20) wurde iiber Centricon-30 (Amicon) in Kinase-Puffer
umgepuffert, um den enthaltenen Harnstoff und -Mercaptoethanol (vom NTA-Elutionspuffer)

zu entfernen und anschliefBend ca. 2 h bei 4°C inkubiert.

Kinase-Puffer: 50 mM Tris/HCL pH 6.8, 10 mM MgCl,, 1 mM EDTA, ImM DTT

Phosphorylierung mit Proteinkinase A (PKA):

Der Phosphorylierungsansatz (200 ul) enthielt:

rekombinantes pRS1 bzw. dephosphoryliertes Casein (0,5 mg/ml)
- PKA (40 pg/ml) [aus Rinderherz, Sigma]

- 50 uM ATP

- 30 uCiy-*P ATP (1000 Ci/ mmol)

- 10 uM cAMP

- Kinase-Puffer

Die PKA wurde durch 10 pM cAMP aktiviert. Aulerdem wurde eine Kontrollreaktion ohne
cAMP durchgefiihrt.

Phosphorylierung mit Proteinkinase C (PKC):

Der Phosphorylierungsansatz (200 pl) enthielt:

rekombinantes pRS1 bzw. Histon H1 (0.5 mg/ml)
- PKC (0,175 Units) [aus Rattenhirn, Calbiochem]
- 50 uM ATP

- 30 pCi y-*P ATP (1000 Ci/mmol)

- 2mM CaCl,

- 33.5 pg/ml Phosphatidylserin

- Kinase-Puffer
Die PKC wurde durch die Zugabe von CaCl, und Phosphatidylserin aktiviert. Als

Negativkontrolle wurde ein Ansatz ohne CaCl, und Phosphatidylserin aber mit 150 uM EGTA
durchgefiihrt.
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Die Phosphorylierungsreaktionen wurden jeweils nach 30 min bei 30°C im Wasserbad durch

die Zugabe von 0,075 Volumen einer 100 % (w/v) TCA-Losung gestoppt und zur Féllung 30

min auf Eis inkubiert.

Das Proteinpellet (10.000 g, 3 min) wurde in SDS-PAGE Probenpuffer aufgenommen und 5

min bei 100°C denaturiert. Nach der Auftrennung im SDS-PAGE wurde das Gel getrocknet
und einem Rontgenfilm (Kodak, X-OMAT DS) exponiert.

3.31 Ubiquitin-Affinititschromatographie

1)

2)

3)

4)

5)

6)

7)

Die Zellen bzw. die BBM-Vesikel wurden in Lysispuffer (25 mM Tris/HCL pH 7.5,
100 mM NaCl, 1% (v/v) Igepal, 1 mM PMSF, 1x Proteaseinhibitormix) bei 4°C 15 min
solubilisiert und anschlieBend zentrifugiert ( 6.000 g, 10 min, 4°C).

Der Uberstand wurde fiir 1 h mit #quilibrierten Anionenaustauscher DEAES2
(Whatman) bei 4°C auf einem Rotationsschiittler inkubiert.

Nach der Sedimentation des Anionenaustauschers (DEAES52) wurde der Uberstand
entfernt und der Anionenaustauscher 3 mal mit 3 Vol Wasch-Puffer (25 mM Tris/HCI
pH 7.5, 100 mM NaCl) kurz inkubiert.

Der Anionenaustauscher wurde in Elutionspuffer (25 mM Tris/HCI, pH 7.5, 500 mM
KCl) suspendiert. Inkubation: 10 min 4°C

Nach dem Absetzen des Anionenaustauschers wurde der Uberstand (DE52-Eluat) mit
Tris-Puffer (25 mM Tris/HCl, pH 7.5) im Volumenverhiltnis 1:4 verdiinnt und
anschlieBend mit dquilibrierter Ubiquitin-Agarose (Calbiochem) inkubiert: 2 h bei 4°C
auf einem Rotationsschiittler

Nach der Sedimentation der Ubiquitin-Agarose (4.000 g, 20 sec) konnte der Uberstand
abgenommen werden. Die Agarose wurde anschlieBend 3 mal in 10 Vol Wasch-Puffer
(25 mM Tris/HCI, pH 7.5, 100 mM NaCl) suspendiert.

Die Elution von der Ubiquitin-Agarose erfolgte durch die Zugabe von Laemmli-

Proben-Puffer (3.26). Denaturierung: 45-60 min bei 37°C

Zur Uberpriifung der Sperzifitit der Interaktion mit der Ubiquitin-Agarose wurde dem

DEAE25-Eluat bei Schritt 5 losliches bovines Ubiquitin (Sigma) in einer Endkonzentration

von 250 uM zugefiigt.
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3.32 Zellkultur

LLC-PK;- und HEK-Zellen wurden unter den gleichen Bedingungen kultiviert. Als
Néahrmedium diente Dulbecco’s modified Eagle’'s medium [DMEM, Sigma] mit 4 mM L-
Glutamin (Sigma), 10 % (v/v) fetales Rinderserum (FCS, Sigma, Deisenhofen) und 100 U
Penicillin/ml + 0,1 mg Streptomycin/ml. Das Medium wurde jeden 3. bzw. 4. Tag erneuert.

Die Zellen wuchsen bei 37°C in einer H,O gesittigten Atmosphére mit 5 % (v/v) CO,.

3.32a Passage

Fir eine schnelle Vermehrung wuchsen die Zellen bis zur Ausbildung eines zu 80 %
geschlossenen Monolayers und wurden dann auf neue Kulturschalen verteilt. Die adhérenten
HEK-Zellen lieBen sich durch den leichten Druck des Pipettenstrahles vom Untergrund ablésen
und gleichzeitig beim pipettieren vereinzeln. Die LLC-PK;-Zellen I6sten sich nach ca. 30 min
Wirkung einer EDTA-Losung (Kimmich et. al., 1994) vom Schalenboden. Nach vorsichtiger
Suspension der Zellen mit einer Pipette wurden die Zellen sedimentiert (250 g, 10 min). Die
Zellen wurden dann in Ndhrmedium resuspendiert und etwa im Verhéltnis 1 zu 4 zum

Ausgangsvolumen verdiinnt.

EDTA-Lsg.: D-PBS (Sigma), 28 mM NaHCOs, 0.02% (w/v) EDTA, 10 mM HEPES pH 7.4

3.32b Kryokultur

Zur Sicherung und Langzeitlagerung von Zelllinien wurde eine subkonfluente Zellkultur
benétigt. Die abgeldsten und sedimentierten Zellen (3.32a) wurden in einer Dichte von 10°
Zellen pro ml Kryomedium resuspendiert und sofort bei —20°C eingefroren. Nach 16 bis 24 h
wurden die Zellen bei —70°C gelagert. Nach weiteren 24 h wurden die Zellen dann in —196°C
(Stickstoff) tiberfiihrt.

Kryomedium: DMEM-Komplettmedium mit 20% (v/v) FCS und 10% (v/v) Dimethylsulfoxid

Bei der Wiederaktivierung der Zellen musste die zellschddigende Wirkung des
Dimethysulfoxids (DMSO) moglichst gering gehalten werden. Deshalb wurde die Kryokultur
bei 37°C im Wasserbad rasch aufgetaut, dann in 5 Volumen DMEM-Komplettmedium
resuspendiert und sofort wieder sedimentiert (250 g, 10 min). Die Zellen wurden wiederum in
DMEM-Komplettmedium resuspendiert und in einer Kulturschale ausgesit. Nach dem
Anheften der Zellen (etwa 16 h) wurde der erste Medienwechsel vorgenommen, um die letzten

Spuren des DMSO zu entfernen.
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3.33 In vivo Phosphorylierung

1)

2)

3)

4)

5)

6)

7)

8)

9)

Die GFP-pRSI1 stabil exprimierenden Zellen (Klon 4, Baumgarten 1999) erhielten nach
Erreichen der Konfluenz (Petrischale: 10 cm Durchmesser) fiir 16 h 1 mCi **Phosphat.
Nach Abnahme und Entsorgung des radioaktiven Mediums wurden die Zellen 3 mal
mit 5 ml kaltem PBS vorsichtig iiberspiilt.

Die Zellen wurden in 3 ml Lysis-Puffer (HMC-Puffer plus 50 mM NaF, 1 % (v/v)
CHAPS, Proteasen-Inhibitor-Mix und ImM PMSF) aufgenommen, geldst und 20 min
auf Eis inkubiert.

Nach einer Zentrifugation bei 12.000 g fiir 5 min wurde der Uberstand mit 100 ul einer
10 % Staphylococcus aureus Zelltrimmersuspension (Pansorbin Cells, Calbiochem,
Bad Soden) 30 min bei 4°C inkubiert.

Der Uberstand einer Zentrifugation mit 18.000 g fiir 1 min wurde mit 5 ul des
polyklonalen anti-GFP Serums (IgG Fraction, 8363-1, Clontech, Heidelberg) versetzt
und 2 h bei 4°C inkubiert.

Nach Zugabe von 40 pl in HMC-Puffer dquilibrierte Protein A CL-4B Sepharose
(Pharmacia) wurde weiter fiir 16 h bei 4°C inkubiert.

Bei 1.000 g (1 min) wurde die Protein A Sepharose sedimentiert und anschlieBend 3
mal in 1 ml Lysispuffer gewaschen.

Nach Abnahme der Waschlésung wurde die Protein A Sepharose in 50 ul SDS-PAGE
Probenpuffer suspendiert und 45-60 min bei 37°C inkubiert.

Der Uberstand einer Zentrifugation nach 18.000 g (I min) wurde im SDS-PAGE
aufgetrennt und das getrocknete Polyacrylamid-Gel wurde autoradiographisch

analysiert.

HMC-Puffer: 100 mM HEPES, 30 mM Mannitol, 10 mM CaCl,, pH 7.4

3.34 Transfektionen von Zellen

Die Einschleusung von Fremd-DNA (3.12/13) in LLC-PK; bzw. HEK Zellen diente der

Expression, Lokalisierung und Funktionsanalyse des RS1-Proteins.

3.34a Transiente Expression

Zu 290 pl serumfreiem DMEM wurden 9 pl FuGene™6 Transfektionsreagenz (Roche,

Mannheim) gemischt und 5 min bei RT inkubiert. AnschlieBend wurde die
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Transfektionslosung vorsichtig zu 6 nug der DNA Losung (ca. 1 pg/ul) pipettiert und 15 min
bei RT inkubiert. Direkt nach dem Austausch des Ndhrmediums von subkonfluenten Zellen (in
Petrischale mit 10 cm Durchmesser) konnte die Transfektionslosung zupipettiert werden. Nach

24 bis 48 h wurde die Expression iiberpriift.

3.34b Stabile Expression

Nach der Transfektion wurden durch den Einsatz eines Antibiotikums (G-418) die erfolgreich
transfizierten Zellen anhand der Resistenz (neo"-Gen: Aminoglycosid-Acetytransferase)
selektiert und spéter vereinzelt.

10 pl des Lipofektinamin-Reagenzes (GibcoBRL, Karlsruhe) wurden mit 230 ul serumfreien
DMEM gemischt. Gleichzeitig wurden 230 pl serumfreies DMEM mit 5 pg der Plasmid-DNA
versetzt. Beide Losungen wurden nun vorsichtig zusammenpipettiert und 15 min bei RT
inkubiert. Dabei konnte sich der gewiinschte Lipid-DNA-Komplex fiir die Fusion mit den
Zellen bilden. Nach dem Auffiillen mit serumfreiem DMEM auf 5 ml konnten die zu 50 %

konfluenten Zellen (Petrischalen-Durchmesser: 10 cm) mit der Losung bedeckt werden.

a) Nach 16 h im Brutschrank wurde die Transfektionslosung durch
Komplettmedium ausgetauscht.

b) Nach 2 weiteren Tagen begann die Selektion durch den Einsatz von 0,2 g
Geneticin [G 418] (Calbiochem, Bad Soden) pro ml Komplettmedium.

c) Nach 8 weiteren Tagen wurde die Geneticinkonzentration auf 0,4 g/ml erhoht.

d) Nach weiteren 8 Tagen wurde die Geneticinkonzentration auf 0,8 g/ml erhoht.

e) Innerhalb der nidchsten 2 bis 4 Wochen traten kleinere alleinstehende Zellinseln
auf, die einzeln isoliert und bei 0,6 g Geneticin /ml vermehrt wurden.

f) Die gewonnenen Zellklone wurden in Form von Kryokulturen (3.32b) gesichert.

3.35 Fluoreszenzmikroskopie
Die Fluoreszenzmikroskopie (Axiophot 2, Zeiss, Jena) wurde zur Lokalisierung der GFP-pRS1
Fusionsproteine und zur Analyse der Aufnahme des Endozytosefarbstoffes RH 414 eingesetzt.

Als Filmmaterial wurde ein SW-Film (Kodak, Tmax-400 professional) verwendet.

39



Material und Methoden

3.35a Grin fluoreszierendes Protein

Fiir die Fluoreszenzmikroskopie wurden die LLC-PK; Zellen auf einen 8-Loch-Objekttrager
passagiert und bei Erreichen einer 50%igen Konfluenz mit den pEGFP-pRS1 Vektoren (3.13)
transient transfiziert (3.34a).

24 bis 48 h nach der Transfektion wurde der Objekttriger mit den Zellen kurz in PBS Puffer

geschwenkt und nach Auflegen eines Deckglases sofort betrachtet.

Zur Konservierung der Fluoreszenz wurden die Zellen zuvor fiir 20 min in 4 % (w/v) para-
Formaldehyd in PBS (pH 7.0) bei RT inkubiert und anschlieBend mit PBS-Puffer gespiilt.
Nach dem Eindeckeln der Zellen mit Aquatex (Merck) konnten die Objekttrager bei 4°C im

Dunklen gelagert werden.

3.35b RH 414

Der Endozytosefarbstoff RH 414 (Molecular Probes) wurde 1:1.000 in DMEM verdiinnt und
diese Losung wurde auf die LLC-PK; Zellen pipettiert. Nach 20 min im Brutschrank wurde die
Féarbelosung abgeschiittet und die Zellen wurden 5 mal fiir 5 min mit eisgekiihltem PBS-Puffer
vorsichtig auf einem Taumelschiittler gewaschen bis die Waschlosung farblos blieb und die
Zellen nach mikroskopischer Kontrolle nicht weiter entfirbt werden konnten. Die Zellen

wurden anschlieend sofort mikroskopiert und fotografiert.

3.35 AMG-Aufnahme von LLC-PK; Zellen

(Kimmich et al., 1994)

Die SGLT1 Aktivitdt in den LLC-PK; Zellen wurde anhand der Aufnahmeraten von o-
Methylglucose [AMG] bestimmt. Durch die kompetetive Hemmung des SGLT1 mit Phlorizin
konnte der Anteil des SGLT1 an der gesamten AMG-Aufnahme bestimmt werden.

Die LLC-PK, Zellen wurden zu Beginn suspendiert, pelletiert (3.32a) und anschlieBend in
soviel PBS-Puffer aufgenommen, dass sich eine Proteinkonzentration von 5 bis 10 mg/ml
ergab. Aus dieser bei 37°C aufbewahrten Zellsuspension wurden Proben von je 50 pl fiir die
Transportmessungen entnommen. Die Substratlosung aus DPBS-Puffer enthielt die
gewiinschte AMG-Konzentration einschlieBlich 1 pCi "“C-AMG (Amersham)/ ml. Die
Reaktion wurde durch die Zugabe von 50 ul Zellsuspension zu 200 pl Substratlosung gestartet.
Parallel wurde ein Ansatz mit zusdtzlich 100 uM Phlorizin (Sigma) durchgefiihrt. Nach 2.5
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min bei 37°C im Schiittelwasserbad wurden 200 ul des Reaktionsansatzes entnommen und in 1
ml eiskaltem DPBS-Puffer mit 1 mM Phlorizin (Stopplosung) iiberfiihrt. Nach der
Sedimentation der Zellen (8.000 g, 1 min) wurde der Uberstand* entfernt und die Zellen in 1
ml Stopplosung gewaschen und wieder zentrifugiert. Das Zellsediment wurde auf einem
Rotationsschiittler 30 min in 100 pl 0.05 % (v/v) Triton-100 solubilisiert und anschlieBend mit
1 ml Szintillationsfliissigkeit (LumasafeTMPlus, Packard) gemischt.

Im Szintillationszdhler (Packard, 1600CA, USA) konnte die Strahlung gegen einen Leerwert

aus Zellen mit 0 min Inkubationszeit gemessen werden.

*Als Referenzwert wurden 10 pl des Uberstandes ebenfalls mit 100 pl 0.05 % (v/v) Triton-

100 und 1 ml Szintillationsfliissigkeit versetzt und im Szintillationszédhler ausgewertet.
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4. ERGEBNISSE

Der Ergebnisteil lédsst sich in zwei Abschnitte gliedern. Der erste Teil beschéftigt sich mit der
Expression und Lokalisierung des pRS1-Proteins in verschiedenen Zellen. Eine wichtige
Vorraussetzung hierzu war die Verbesserung der bisher nur unbefriedigenden Signalstirke
des RS1 im Westernblot. Des weiteren wird die subzelluldre Verteilung des vollstindigen
RS1-Proteins und verkiirzter RS1-Proteine mit Hilfe von GFP-Fusionen betrachtet. Im
zweiten Abschnitt des Ergebnisteils werden Versuche zur funktionellen Seite des RSI1
dargestellt. Hierzu wurde ein gefundenes Motiv (UBA-Doméne) untersucht und es wurden

die Auswirkungen der RS1-Uberexpression beschrieben.

4.1 Nachweis von RS1 bei verschiedenen Zellen im Westernblot
Um das RSI1-Protein untersuchen zu konnen, wurde ein spezifisches Antiserum gegen RS1
gebraucht. Dazu hatte Marc Valentin ein anti-RS1 Serum, welches gegen die gesamte

Sequenz des pRS1-Proteins (Serum 33yy) gerichtet ist, geschaffen (Valentin et al., 2000).

4.1.1 Optimierung der RS1-Detektion

Fiir den Nachweis des pRS1-Proteins mit dem anti-RS1 Serum 33 im Westernblot war eine
vorherige Reduktion des Proteins mit f-Mercaptoethanol unverzichtbar (Valentin, 1998). Um
die Reduktion irreversibel zu machen, wurden die Proteinproben zusétzlich mit Jodacetamid
behandelt, um eine Alkylierung der Cysteinreste zu erzielen. Die Abb. 4-1 zeigt einen
Westernblot, der mit dem Antiserum 33 gegen RS1 entwickelt wurde. Die beiden Spuren

unterschieden sich in der Vorbehandlung der Proteine.

A B
MW
118k -
- —
85k -

Abb. 4-1 Verstirkung der Detektion des pRS1 im Westernblot
Im SDS-PAGE wurden je 10 ug BBM aus der Schweineniere aufgetrennt. Der Proteinprobe B wurde
nach der Denaturierung im Laemmli-Puffer zusdtzlich noch Jodactamid zugefiigt. Die Detektion im
Westernblot erfolgte mit affinitdtsgereinigtem anti-RS1 Serum 33y
A Proteinprobe ohne Jodacetamid, B: Vorbehandlung der Proteinprobe mit 100 mM Jodacetamid

Durch die Behandlung der Proteinprobe aus den Nieren-BBMs mit Jodacetamid wurde die

Empfindlichkeit beim Nachweis von pRS1 [Abb. 4-1] mit dem anti-RS1 Serum 33 erhoht.
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4.1.2 Nachweis des RS1-Proteins in Diinndarmzellen vom Schwein

Nach Optimierung der Detektionsbedingungen fiir das pRS1-Protein (4.1.1) wurde die
Expression in den Zellen des Diinndarms iiberpriift [Abb. 4-2]. Das pRSI-Protein konnte
ndmlich bisher nicht im Diinndarm nachgewiesen werden, obwohl die Transcription des pRS1
im Diinndarm vom Schwein und Kaninchen in Northernblots eindeutig gezeigt worden war

(Spangenberg et al., 1993, Reinhardt et al., 1998).

MW Niere | Darm | Darm | Leber | Muskel | Hirn
BBM | BBM | PM PM PM |PM
120 kD — r ey

- -

87 kD -
64 kD —
52 kD -

38kD —

Abb. 4-2 Westernblot: Nachweis des pRS1-Proteins in der Niere und dem

Diinndarm vom Schwein
Die BBM-Vesikel konnten aus frischem Gewebe nach schrittweiser Zugabe von CaCl, und
wiederholter Zentrifugation als 48.000 g Pellet gewonnen werden (siehe 3.29). Die Fraktionen der
angereicherten Plasmamembranen (PM) wurden nach differenzieller Zentrifugation als 40.000 g
Sediment erhalten (siehe 3.29). Die Proteinproben wurden im Laemmli-Puffer denaturiert und
anschliefend mit Jodacetamid inkubiert. Nach SDS-PAGE und Transfer auf eine
Nitrozellulosemembran wurde fiir den Nachweis des pRSI-Proteins das affinitdtsgereinigte anti-RS1
Serum 33y eingesetzt.

Mit den BBM-Vesikeln der Niere konnte die stirkste Reaktion erzielt werden. Das pRS1-
Protein bildete eine Bande bei 100 kD im SDS-PAGE, obwohl sich nach Addition der
Aminosduren in der Primérsequenz ein rechnerisches Molekulargewicht von 68 kD ergibt
(Valentin et al., 2000).

In den Proteinproben des Diinndarms konnte pRS1 ebenfalls detektiert werden. Die
Expression in den BBM-Vesikeln des Diinndarms war allerdings deutlich stirker war als in
der Fraktion der angereicherten Plasmamembranen. Zusitzlich war in den Proben des
Diinndarms eine gleichstarke Bande bei etwa 65 kD vorhanden, die ein Fragment des pRS1-
Proteins sein konnte. In den Membranproben der Leber, des Skelettmuskels und des
GroBhirns war kein pRSI1-Protein nachweisbar. Dieser Befund deckt sich mit der nur sehr
geringen Konzentration der pRS1-mRNA, die im GroBhirn und der Leber im Northernblot
nachgewiesen werden konnte (Spangenberg et al., 1993; Reinhardt et al., 1999). Im
Skelettmuskel war RS1 nur mit einer RT-PCR nachweisbar (Reinhardt et al., 1999).
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4.1.3 Nachweis von RS1 in Diinndarmzellen aus diabetischen Ratten

Im Westernblot [Abb. 4-3] wurde versucht, RS1 aus der Ratte (rRS1) in Diinndarm-BBMs
nachzuweisen. Die Membranen wurden von Prof. George Kellett (York, England) zur
Verfligung gestellt. Die Arbeitsgruppe von Prof. Kellett beschiftigt sich u.a. mit dem Einfluss
des Diabetes auf den SGLTI1. Durch die Behandlung mit Streptozotozin koénnen die
Symptome des Diabetes im Tierexperiment hervorgerufen werden. So ist bekannt, dass sich
die Menge des SGLT1-Proteins in Diinndarmzellen von streptozotozin-diabetischen Ratten
erhoht (Burant et al., 1993; Kurokawa et al. 1995). Deshalb wurden Diinndarm-
Biirstensaummembranen (BBM) aus streptozotozin-diabetischen Ratten auch auf eventuelle

Verianderungen ihres RS1-Gehaltes hin {iberpriift [Abb. 4-3].

MW Ipg | 2pg 3ng Ipg | 2pg 3pg
C|ST|C [ST| C [ST C|[ST| C [ST| C |ST
182 kD - -
115 kD -
84kD- T° == --Sbe=
62 kD - Ml [
51 kD —
38 kD —
anti-RS1 anti-SGLT1

Abb. 4-3 Westernblot: Einfluss von Streptozotozin auf Rattendiinndarm-BBMs
Die BBM-Proteine wurden in Laemmli-Puffer denaturiert und im SDS-PAGE aufgetrennt. Der Blot
wurde mit affinititsgereinigtem anti-RS1 Serum 335, und affinititsgereinigtem anti-SGLT1 Serum
187y, analysiert. C: Kontrolle aus unbehandelten Tieren; ST: Streptozotozin-diabetische Tiere

Der Ratten-RS1 (rRS1) konnte im Westernblot mit dem anti-RS1 Serum 33y bei 100 kD mit
einer zusdtzlichen etwas schwécheren Bande bei etwa 80 kD detektiert werden. Somit war das
rRS1-Protein auf der exakt gleichen Laufhohe wie das pRS1-Protein nachzuweisen (nicht
abgebildet). Das RS1-Protein aus der Ratte ist bisher noch nicht kloniert worden, aber die
Erkennung durch das anti-RS1 Serum 33 deutet eine hohe Homologie zum pRS1-Protein an.

Die Heraufregulierung der rSGLT1-Proteine bei diabetischen Ratten konnte, wie schon von
anderen Arbeitsgruppen berichtet (s.0.), reproduziert werden. Das SGLT1-Protein bildet eine
breite Bande bei 70 kD. Wihrend die rSGLT1-Konzentration im Diinndarm durch die
Streptozotozinbehandlung anstieg, reduzierte sich gleichzeitig die rRS1-Konzentration in den
BBMs. Somit verhielt sich beim Diabetes die Konzentrationsverdnderung des rRS1-Proteins

umgekehrt zur Konzentrationsveranderung des rSGLT1-Proteins.
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4.1.4 Nachweis von RS1 in Diinndarmzellen vom Schaf

Eine Kooperation mit Prof. Shirazi-Beechey (Aberystwyth, England) ergab die Moglichkeit,
das RS1-Protein auch in Diinndarmzellen vom Schaf (sRS1) nachzuweisen. sRS1 ist noch
nicht kloniert worden, aber die hohe Homologie der bisher bekannten RSI1-Proteine aus
Schwein, Mensch, Kaninchen und Maus liel auch fiir sRS1 eine Erkennung durch das anti-
RS1 Serum 33 vermuten. Das sRS1-Protein konnte im anti-RS1 Westernblot als Bande bei
100 kD erkannt werden [Abb. 4-4].

In der Arbeitsgruppe von Prof. Shirazi-Beechey wurden viele wichtige Erkenntnisse {iber den
Einfluss von Glucose auf die Expression des SGLT1-Proteins gewonnen. So wird die
Expression des Schaf-SGLT1 (sSGLT1) durch die Glucose-Konzentration im Darmlumen
stark reguliert. Nach dem Abstillen der Limmer sinkt die Konzentration der sSSGLT1-Proteine
in den Diinndarm-BBMs und kann beim adulten Tier erst durch die Reinfusion mit Glucose
wieder drastisch gesteigert werden (Shirazi-Beechey et al. 1991, Lescale-Myts et al., 1993).
Es stellte sich die Frage, ob auch die Konzentration des sRS1 in den Diinndarm-BBMs durch

Glucose beeinflusst wird.

Lamm | Schaf | Schaf Schwein
(Glucose
MW infundiert)
173 kD —
111 kD -
- —— S ==
80 kD —
61 kD —

Abb. 4-4 Westernblot: Steigerung der RS1-Konzentration in Diinndarm-BBMs durch Glucose

Diinndarm-BBMs wurden aus Limmern, die mit Milch erndhrt wurden, aus adulten Schafen, die mit
Gras gefiittert wurden und aus adulten Schafen, die iiber eine Darm-Sonde mit Glucose versorgt
wurden, gewonnen. Je 20 ug der BBM-Proteine wurden in Laemmli-Puffer denaturiert und im SDS-
PAGE aufgetrennt. Der Blot wurde mit affinitdtsgereinigtem anti-RS1 Serum 75; entwickelt.

Die Konzentrationen des sRS1-Proteins in den Diinndarm-BBMs waren deutlich verschieden
[Abb. 4-4]. Beim Lamm war das sRS1-Protein am stdrksten exprimiert. Beim adulten Tier
war die Menge des sRS1-Proteins hingegen drastisch reduziert. Erst nach direkter Glucose-
Infusion iiber eine Sonde in den Diinndarm konnte ein Anstieg der Expression des sRS1-
Proteins in den BBMs beobachtet werden. Somit veridnderte sich die sRS1-Konzentration in

gleicher Weise wie die des sSSGLT1-Proteins als Antwort auf die Versorgung mit Glucose.
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4.1.5 Nachweis und subzellulire Verteilung von RS1 in LLC-PK;-Zellen

Die LLC-PK; Zellen sind eine Zelllinie, welche von Epithelzellen des proximalen
Nierentubulus aus dem Schwein stammen (Hull et al., 1976). Die mRNA des pRS1 in den
LLC-PK; Zellen wurde schon 1993 nachgewiesen (Veyhl et al., 1993). Ebenso ist die
endogene Expression des SGLT1-Proteins in diesen Zellen bekannt (Moran et al., 1982),
welche komplex reguliert wird. Somit sind die LLC-PK; Zellen ein gutes Modellsystem, um
die Wechselwirkung von RS1 mit SGLT1 zu untersuchen. Die Expression des SGLT1 setzt
erst mit der Ausdifferenzierung der Zellen ein, die durch Zell-Zellkontakte induziert wird und
somit erst im konfluenten Zustand von allen Zellen erreicht wird (Shioda et al., 1994).
Weiterhin wird die Expression des SGLT1 durch das Glucoseangebot beeinflusst. Bei
Erhohung der Glucose-Konzentration von 5 auf 25 mM ist die Expression von SGLT1 stark
vermindert (Ohta et al., 1990). Deshalb wurden die Zellen bei 5 und 25 mM Glucose-
Konzentration kultiviert und vor und nach Erreichen der Konfluenz mittels differenzieller
Zentrifugation subzelluldr fraktioniert. Die gewonnenen Fraktionen wurden mit anti-RS1
Serum im Westernblot untersucht [Abb. 4-5].

Das vollstindige pRS1 Protein (100 kD) konnte nur in den Fraktionen der angereicherten
Plasmamembranen detektiert werden. In den subkonfluenten Zellen (Spur 1 und 2) waren die
pRS1-Banden deutlich zu erkennen. Neben der 100 kD Bande war zusétzlich bei 63 kD ein
pRSI1-Fragment in der Plasmamembranfraktion zu erkennen. Ein RS1-Fragment dhnlicher
GroBe war auch bei der Detektion des pRS1 in Diinndarmzellen vorhanden [Abb. 4-2].

In der Fraktion der Plasmamembranen nach Konfluenz (Spur 3 und 4) konnte das pRS1
Protein nicht detektiert werden. In Westernblots mit hdheren Proteinkonzentrationen (nicht
abgebildet) konnte das pRS1-Protein auch nach Konfluenz in der Plasmamembranfraktion
detektiert werden. Die Abb. 4-5 zeigt, dass die Glucose-Konzentration des Zellkulturmediums
keinen signifikanten Einfluss auf die pRS1-Menge in der Plasmamembranfraktion besitzt.

In den Fraktionen des Zytoplasmas (5 bis 8) und der Endomembranen (9 bis 12) war
unabhéngig vom Differenzierungsgrad der Zellen und dem Glucosegehalt des Mediums kein
pRS1-Protein detektierbar.

In den Zellkernfraktionen hingegen wurde bei 40 kD ein Signal erhalten, welches bei den
subkonfluenten Zellen (13 und 14) wesentlich schwécher als bei den konfluenten Zellen (15
und 16) war. Somit verhielt sich das 40 kD-Signal vor und nach Konfluenz genau umgekehrt
zum Auftreten des pRSI1-Protens in der Plasmamembranfraktion. Die Verdnderung der

Glucose-Konzentration wirkte sich nicht auf das 40 kD-Zellkernsignal aus.
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- Angereicherte Zellfraktionen -

Plasmamembr. | Zytoplasma Endomembran | Zellkerne
subkon | kon. |subkon.| kon. |subkon | kon. subkon. | kon.
L/H|L /HIL/H|L|H|L |H|L|/H |L |H|L[H
MW 1 23 4 5 6 7 8 9 1011 12 13 14 15 16
116 kD — A
84 kD - -

62kD- —a» —
51 kD —

auy —
38 kD —

Abb. 4-5 Westernblot: RS1-Nachweis in fraktionierten LLC-PK, Zellen

Die Zellen wurden in 5 und 25 mM Glucosemedium kultiviert und jeweils vor und nach Erreichen der
Konfluenz geerntet, homogenisiert und anschliefien mittels differenzieller Zentrifugation fraktioniert.
Die Zellkernfraktion (1.200 g Sediment) wurde zusdtzlich mit 0,5% Igepal gewaschen.Die gewonnenen
Zellfraktionen wurden in Laemmli-Puffer denaturiert, mit Jodacetamid alkyliert und im Westernblot
mit affinitditsgereinigtem anti-RS1 Serum 33, untersucht.(Zellfraktionierung und Proteinbestimmung
in Zusammenarbeit mit K. Baumgarten). Die Bande bei 110 kD in Spur 3 war ein Artefakt und konnte
in anderen Blots (nicht abgebildet) mit Plasmamembranen differenzierter Zellen nicht beobachtetet
werden. L: 5 mM Glucose, H: 25 mM Glucose, subkon.: 50%ige Konfluenz, kon.: 5 Tage konfluent

Weil das RS1-Antiserum 33 gegen die gesamte pRS1-Sequenz gerichtet war (Valentin et al.,
2000), konnten verschiedene Bereiche vom pRS1 detektiert werden. Es fillt auf, dass das 63
kD grofle Fragment in der Plasmamembranfraktion mit dem 40 kD groBlen Zellkernsignal
rechnerisch wieder das vollstindige pRS1 (100 kD) ergibt. Demnach hétte sich das RSI
Protein an der Plasmamembran in zwei Fragmente geteilt, wobei ein etwa 60 kD Fragment an
der Plasmamembran verbliebe und ein ca. 40 kD Fragment in den Zellkern wandert. Es kann
aber nicht ausgeschlossen werden, dass trotz der Affinitdtsreinigung des RS1-Antiserums das
40 kD Signal im Zellkern die Folge einer Kreuzreaktion des Antiserums mit einem anderen
Protein war.

Um festzustellen, ob RS1 in den Zellkern wandern kann, wurde ein Fusionsprotein aus pRS1
und dem griin fluoreszierenden Protein (GFP) von Katharina Baumgarten hergestellt und in
LLC-PK; Zellen stabil exprimiert (Baumgarten, 1999). Die subzelluldre Verteilung wurde
anschlieBend genauer in dieser Arbeit im Fluoreszenzmikroskop und im Westernblot

untersucht (4.2).
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4.2 Lokalisierung des pRS1 mittels GFP-Fusion

Die Fusion des griin fluoreszierenden Proteins (GFP) an den N-Terminus von pRS1 (GFP-
pRSI1) und Expression in LLC-PK; Zellen ermoglichte eine fluoreszenzmikroskopische
subzelluldre Lokalisierung an lebenden Zellen [Abb. 4-6]. Durch Vergleich der subzelluldren
Fluoreszenz mit Zellen, die nur GFP exprimieren, konnten Riickschliisse liber die Wirkung

von RS1 auf die subzelluldre Verteilung des GFP-RS1 gewonnen werden.

GFP (27 kD) GFP-pRS1 (96 kD)

Abb. 4-6 Konfokale Laserscan—-Mikroskopie: GFP und GFP-pRS1 stabil exprimierende
LLC-PK;-Zellen bei Blaulichtanregung

Die auf Deckgldschen gewachsenen Zellen waren stabil mit dem pEGFP-CI oder mit pEGFP-CI-
PRSI Vektor transfiziert (Baumgarten, 1999). Die Zellen wurden mit PBS gewaschen und auf einem
Objekttriger aufgebracht. Unter Blaulichtanregung konnte die Verteilung der griinen Fluoreszenz der
GFP-Molekiile beobachtet werden (Aufnahme: Dr. R. Hock).

LLC-PK; Zellen, die zur Kontrolle nur das GFP-Molekiil exprimierten, fluoreszierten
gleichméBig im Zyto- und Nukleoplasma [Abb. 4-6, linkes Bild]. In den Zellkernen blieben
die Nukleoli fluoreszenzfrei.

LLC-PK; Zellen, die GFP-pRSI1 exprimierten, fielen durch eine akkumulierte griine
Fluoreszenz in den Zellkernen auf [Abb. 4-6, rechtes Bild]. Dabei zeigten die Nukleoli
ebenfalls keine Fluoreszenz. Bei den meisten Zellen fluoreszierte auch das Zytoplasma. Die
Intensitit der Fluoreszenz im Zytoplasma war aber immer deutlich geringer als die in den
Zellkernen. Wegen der relativ starken zytoplasmatischen Expression des GFP-pRS1 konnte
an der Plasmamembran eine Fluoreszenz nicht eindeutig erkannt werden. Es war aber
festzustellen, dass nach ldngerer Konfluenz die zytoplasmatische Fluoreszenz zuriickging.
Unter diesen Bedingungen konnte dann eine Fluoreszenz an der Plasmamembran erkannt

werden [Abb. 4-7]
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Abb. 4-7: Mikroskopische Aufnahmen der stabil GFP-pRS1 exprimierenden LLC-PK; Zellen

Die GFP-pRS1 stabil exprimierenden Zellen wuchsen auf Deckglischen und wurden nach Waschen
mit PBS mit dem Fluoreszenzmikroskop betrachtet. Die Zellen befanden sich seit 14 Tagen im
konfluenten Zustand. A: Fluoreszenzbild bei Blaulichtanregung, B: Phasenkontrastaufnahme

Das GFP-pRS1-Fusionsprotein hat eine errechnete Molmasse von 96 kD und kann als intaktes
Protein nicht durch Diffusion in den Zellkern gelangen (Peters, 1986; Doye et al., 1997). Um
auszuschlieBen, dass die Fluoreszenz im Zellkern bei den GFP-pRS1 exprimierenden Zellen
auf passive Diffusion von GFP-pRSI1-Spaltprodukte beruht, wurde in Westernblots
untersucht, ob GFP-pRS1 im Zellkern vollstindig war. Dafiir wurde die GFP und GFP-pRS1
exprimierenden Zellen fraktioniert und im Westernblot mit anti-GFP Serum analysiert

Der Westernblot mit den GFP exprimierenden Zellen [Abb. 4-8] zeigte, dass das GFP-
Molekiil nur in der Zytosolfraktion zu finden war. Die detektierte Bande bei 30 kD entsprach
dem Molekulargewicht des GFPs von 27 kD. Obwohl im Fluoreszenzbild auch die Zellkerne
eine Fluoreszenz aufwiesen [Abb. 4-6], zeigte der anti-GFP Westernblot in den Zellkernen
kein GFP an. Dieser Befund war nicht verwunderlich, weil die GroB3e des GFPs mit 27 kD
deutlich unter 60 kD lag und somit das GFP frei in den Zellkern diffundieren konnte. Beim
Waschen der Zellkerne wahrend der Zellkernpriaparation wurde das GFP allerdings wieder

aus den Zellkernen gespiilt.

Bei den GFP-pRS1 Zellen [Abb. 4-8] konnte mit dem anti-GFP Serum bei 125 kD eine Bande
in der Zytoplasma-, Kern- und Plasmamembranfraktion detektiert werden, die zum erwarteten
Molekulargewicht des GFP-pRS1 Fusionsprodukt passte, welches sich aus dem im SDS-
Polyacrylamidgel bei 100 kD laufenden pRS1 und dem 27 kD groen GFP zusammensetzte.
Somit konnte gezeigt werden, dass das vollstindige GFP-pRS1 fiir die Fluoreszenz in den

Zellkernen der GFP-pRS1 exprimierenden Zellen ursidchlich war.
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Zyto. |EM |Kern |PM Zyto.  EM |Kern | PM

MW
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116 kD — | o e i
84 kD — :
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25 kD -

GFP GFP-pRS1
Abb. 4-8 Westernblot: Zellfraktionen der GFP und GFP-pRS1 exprimierenden Zellen

Die LLC-PK; Zellen wurden mittels differenzieller Zentrifugation fraktioniert. Die Zellkernfraktion
(1.200 g Sediment) wurde zusdtzlich mit 0,5% Igepal gewaschen. Je 10 ug Protein der Fraktionen
wurden pro Spur aufgetragen. Der Westernblot wurde mit anti-GFP Serum (Clontech) analysiert.

Zyto:Zytoplasma, EM:Endomembranen, Kern:Zellkerne, PM: angereicherte Plasmamembranfraktion

In der Zytoplasmafraktion war zusdtzlich ein ca. 52 kD groBles Fragment enthalten. Weil sich
das GFP am N-Terminus des pRSI befand, musste dieses Fragment folglich auch vom N-
Terminus des GFP-pRS1 Proteins stammen, denn der Westernblot war mit anti-GFP Serum
durchgefiihrt worden.

Der anti-GFP Westernblot in Abb. 4-8 verdeutlichte, dass das pRS1-Protein das GFP-Signal
in den Zellkern und an die Plasmamembran dirigieren konnte, wahrend das alleinige GFP nur

im Zytosol zu finden war.

Um die Daten mit einem weiteren Antikdrper zu untermauern, wurden die Zellfraktionen der
GFP-pRS1 Zellen im Westernblot auch mit anti-RS1 Serum entwickelt. Der Blot [Abb. 4-9]

enthielt wie der anti-GFP Blot [Abb. 4-8] je 10 ug Protein pro Spur. Die hohe Reaktivitét des
anti-RS1 Serums 33 gegen das pRS1 Protein fiihrten bei den GFP-pRS1 exprimierenden
Zellen zu sehr starken Reaktionen in den Fraktionen des Zytoplasmas, der Zellkerne und der
angereicherten Plasmamembranen. In der Fraktion der Endomembranen gab es im Vergleich
zu den anderen Zellfraktionen nur eine sehr schwache Reaktion. Somit konnten die
Ergebnisse zur subzelluldren Verteilung des GFP-pRS1 nach Analyse mit dem anti-GFP
Serum [Abb. 4-8] bestitigt werden. Gleichzeitig bewies der anti-RS1 Blot die korrekte

Translation und Uberexpression des pRS1-Proteinanteils am GFP-pRS1 Fusionsprotein.
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Zyto. EM |Kern |PM
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116 kD — '
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62 KD —

51 kD —

38 kD —

25 kD — -—— .

Abb. 4-9: Westernblot: Zellfraktionen der GFP-pRS1 stabil exprimierenden LLC-PK, Zellen

Die Zellen wurden mittels differenzieller Zentrifugation fraktioniert. Die Zellkernfraktion (1.200 g
Sediment) wurde zusdtzlich mit 0,5% Igepal gewaschen. Je 10 ug Protein der Fraktionen wurden pro
Spur aufgetragen. Der Westernblot wurde mit affinitdtsgereinigtem anti-RS1 Serum 33, analysiert.

Zyto: Zytoplasma, EM:Endomembranen, Kern: Zellkerne, PM: angereichertePlasmamembranfraktion

Das iiberexprimierte GFP-pRS1 Fusionsprodukt konnte in vollstdndiger Grofe im Zellkern
entdeckt werden. Es musste deshalb noch geklart werden, warum bei den nativen LLC-PK;
Zellen im Westernblot nur ein 40 kD Signal in der Zellkernfraktion detektiert werden konnte
[Abb. 4-5]. Um Hinweise fiir das mogliche Auftreten eines pRS1-Fragmentes im Zellkern zu
sammeln, wurde unter anderem untersucht, ob und welche trunkierten pRS1-Proteine in den

Zellkern gelangen konnen (4.3).

4.3 pRS1 Trunkierungen und GFP-Fusion

In der Aminoséduresequenz des pRS1 konnten keine ,,Nuclear localisation signals®“ (NLS)
bestehend aus einer Anhdufung basischer Aminosduren erkannt werden. Deshalb stellte sich
auch zusétzlich die Frage, welche Bereiche bzw. Doménen im pRS1-Protein den Kernimport
beeinflussen konnten. Auch um dieser Frage weiter nachzugehen, wurden verkiirzte GFP-
pRS1 Varianten hergestellt. Mit diesen Konstrukten wurden LLC-PK; Zellen transfiziert und
anschlieend im Fluoreszenz- und zusétzlich im konfokalen Laserscan-Mikroskop untersucht.
Die Aufnahmen mit dem konfokalen Laserscan-Mikroskop sind am Ende des Kapitels in
Abb. 4-19 zusammengefasst worden

Um die transiente mit der stabilen Transfektion zu vergleichen, wurden zunéchst die Zellen
transient mit dem pEGFP-C1 Vektor transfiziert. Beziiglich der Verteilung der Fluoreszenz

wurde im Fluoreszenzmikroskop kein Unterscheid im Vergleich zur stabilen Expression von
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GFP festgestellt [Abb. 4-6]. Sowohl im Zytoplasma als auch in den Zellkernen konnte eine
gleichmifig verteilte grilne Fluoreszenz erkannt werden [Abb. 4-10], wobei sich die

Fluoreszenz in den Zellkernen von der des Zytoplasmas in der Intensitit nicht unterschied.

GFP (27 kD)

Abb. 4-10:Die Verteilung des griin fluoreszierenden Proteins GFP nach transienter Transfektion

Die LLC-PK; Zellen wurden 24 h nach Transfektion mit pEGFP-CI (Clontech) in PBS-Puffer
tiberfiihrt und lebend bei Blaulichtanregung mit dem Fluoreszenzmikroskop betrachtet.
links: Fluoreszenzbild, rechts: Phasenkontrastaufnahme

Vor der Herstellung von verkiirzten pRS1-Varianten wurde untersucht, ob die Verteilung
unterschiedlich ist, wenn GFP mit dem N-Terminus oder dem C-Terminus von pRSI1

fusioniert wird [Abb. 4-11].

] -1 ORS1 623‘ Q6 kD
2 \1 ORS1 623- ?6 kD
c

N
Abb. 4-11: Die GFP-Fusionsprodukte nach N- und C-terminaler Fusion mit dem pRS1 Protein

Das Fusionsprodukt 1 konnte nach Ligation des pRSI1-Gens in den pEGFP-C1 Vektor (Clontech)
erhalten werden. Fiir das Fusionsprotein 2 ist der pEGFP-N3Vektor (Clontech) verwendet worden.
1: GFP-pRS1; 2: pRSI-GFP

Die subzellulire Verteilung des GFP-pRS1 nach stabiler Expression wurde bereits oben
beschrieben (4.2). Das transient exprimierte GFP-pRS1 zeigte die gleiche Verteilung in der
Zelle wie das stabil exprimierte GFP-pRS1 und war im Zytoplasma und akkumuliert in den
Zellkernen zu erkennen [Abb. 4-12]. Bei Zellen mit einer schwachen Expression
fluoreszierten nur die Zellkerne, wie z.B. an der rechten unteren Zelle in Abb. 4-12 zu

erkennen ist.

52



Eregebnisse

GFP-pRS1(AS 1-623)
96 kD

Abb. 4-12: Die Verteilung des GFP-pRS1 nach transienter Transfektion

Die LLC-PK; Zellen wurden 24 h nach Transfektion mit pEGFP-C1-pRS1 in PBS-Puffer iiberfiihrt
und lebend bei Blaulichtanregung mit dem Fluoreszenzmikroskop betrachtet. links: Fluoreszenzbild;
rechts: Phasenkontrastaufnahme

Bei der transienten Expression des pRS1-GFPs, bei dem GFP an den C-Terminus von pRS1
fusioniert worden war, zeigte sich eine etwas andere Verteilung [Abb. 4-13]. In einigen Zellen
konnte zwar ebenfalls eine akkumulierte Kernlokalisierung beobachtet werden, aber in vielen
schwicher exprimierenden Zellen verteilte sich die griine Fluoreszenz gleichméBig zwischen

dem Zytoplasma und den Zellkernen [siehe auch Abb. 4-20].

pRS1(AS 1 -623)-GFP
96 kD

Abb. 4-13: Die Verteilung des pRS1-GFPs nach transienter Transfektion

Die LLC-PK; Zellen wurden 24 h nach Transfektion mit pEGFP-N3-pRS1 in PBS-Puffer iiberfiihrt
und lebend bei Blaulichtanregung mit dem Fluoreszenzmikroskop betrachtet. links: Fluoreszenzbild;
rechts: Phasenkontrastaufnahme

Zusammenfassend kann man sagen, dass durch die Fusion von GFP an den C-Terminus des
pRS1 die Kernlokalisierung des pRS1 beeinflusst wurde. Da die Verteilung des pRS1-GFP
inhomogen war und wahrscheinlich zusitzlich von noch unbekannten Faktoren abhidngig war,
wurde fiir die weiteren Untersuchungen zur subzelluldren Verteilung die N-terminale Fusion

des GFPs fiir die folgenden verkiirzten pRS1-Varianten gewéhlt.
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Die in Abb.4-14 gezeigten Trunkierungen sollten Anhaltspunkte fiir den Einfluss der N- bzw.
der C-terminalen Hélfte des pRS1 auf die subzellulire Verteilung liefern. Um eine passive
Diffusion der GFP-Fusionsproteine in den Nukleus zu verhindern, waren die Verkiirzungen
des pRS1 waren so gewdhlt, dass die GFP-Fusionsproteine eine Grofle von 60 kD nicht

unterschritten.

-1 PRSI @23| @6 kD
1 B oRs1 304 67 kD

, - R 325 crs1 623 60 kD

N’ C’
Abb. 4-14: GFP-Fusionen mit C- und N-terminal trunkierten pRS1-Proteinen

Die abgebildeten Fusionsproteine 1 und 2 konnten nach Ligation von zwei trunkierten pRSI-Genen
in den pEGFP-CI Vektor (Clontech) erhalten werden. 1: GFP-pRSI1(AS 1-364); 2: pRSI-GFP(AS
329-623). Das vollstindige pRSI mit 623 AS ist nach Fusion mit GFP 96 kD grofs.

Nach der Entfernung von 259 Aminosduren am C-Terminus des pRS1 konnte ein
gravierender Einfluss auf die intrazelluldre Verteilung festgestellt werden. Dieses Konstrukt
wurde nicht mehr im Zellkern angereichert [Abb. 4-15]. AuBBerdem war die Fluoreszenz im
Zytosol nicht mehr gleichméBig verteilt, sondern erschien punktiert. Die konfokalen
Laserscan-Aufnahmen zeigten, dass die punktierte Fluoreszenz dieses Konstruktes
gleichmifig iiber die gesamte Zelle verteilt war [Abb. 4-20]. Dabei fiel auf, dass sich die

Fluoreszenz im Bereich der Plasmamembran konzentrierte.

GFP-RS1 (AS 1-364)
67 kD

Abb. 4-15:Die Verteilung des GFP-pRS1 (AS 1-364) nach transienter Transfektion

Die LLC-PK; Zellen wurden 24 h nach Transfektion mit pEGFP-CI-pRS1(AS 1-364) in PBS-Puffer
tiberfiihrt und lebend bei Blaulichtanregung mit dem Fluoreszenzmikroskop betrachtet.
links: Fluoreszenzbild, rechts: Phasenkontrastaufnahme
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Nach Trunkierung der ersten N-terminalen 328 Aminosduren konnte die gleiche
fluoreszenzmikroskopische Verteilung wie beim vollstdndigen GFP-pRS1 beobachtet werden
[Abb. 4-16]. Im Zellkern war eine akkumulierte Fluoreszenz zu erkennen, wobei die Nukleoli
ebenfalls fluoreszenzfrei blieben und das Zytoplasma schwéicher fluoreszierte als die
Zellkerne. Das bedeutete, dass die N-terminale Hélfte des pRS1 (AS 1-328) fiir den

Kernimport und die Verteilung im Zytosol vollstdndig entbehrlich war.

GFP-pRS1 (AS 329-623)
60 kD

Abb. 4-16:Verteilung des GFP-pRS1(AS 329-623) nach transienter Transfektion

Die LLC-PK; Zellen wurden 24 h nach Transfektion mit pEGFP-CI1-pRS1(AS 329-623) in PBS-Puffer
tiberfiithrt und lebend bei Blaulichtanregung mit dem Fluoreszenzmikroskop betrachtet. links:
Fluoreszenzbild, rechts: Phasenkontrastaufnahme

Da die ersten Trunkierungsversuche nahe legten, dass die fiir die Kernlokalisierung
verantwortliche ,,Proteindoméne® sich in der C-terminalen Héilfte befindet, wurden zwei

weitere Trunkierungen am C-Terminus von pRS1 hergestellt [Abb. 4-17].

-1 ORST @221 ¢6 kD
Il A sso
S | %S| 58] 91kD

N’ C’

Abb. 4-17: Die C-terminalen Trunkierungen am GFP-pRS1 Fusionsprotein

Die abgebildeten Fusionsproteine 1 und 2 konnten nach Ligation von zwei trunkierten pRSI-Gene in
den pEGFP-C1 Vektor (Clontech) erhalten werden. 1: GFP-pRSI (AS 1-523); 2: pRSI-GFP (AS I-
581). Das volistindige pRS1 mit 623 AS ist nach Fusion mit GFP 96 kD grof.

Ohne die 100 C-terminalen Aminosduren des pRSI1 blieben die Zellkerne weitgehend
fluoreszenzfrei [Abb. 4-18]. Im Zytoplasma konnte die kréftige Expression des GFP-pRS1
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(AS 1-523) erkannt werden. Nur bei sehr wenigen Zellen (< 5 %) konnte auch im Zellkern

eine schwache Fluoreszenz erkannt werden.

GFP-pRS1 (AS 1-523)
85 kD

Abb. 4-18: Die Verteilung des GFP-pRS1(AS 1-523) nach transienter Transfektion

Die LLC-PK; Zellen wurden 24 h nach Transfektion mit pEGFP-CI1-pRS1(AS 329-623) in PBS-Puffer
tiberfiihrt und lebend bei Blaulichtanregung mit dem Fluoreszenzmikroskop betrachtet.
links: Fluoreszenzbild; rechts: Phasenkontrastaufnahme

In Abb. 4-19 ist die Fluoreszenzverteilung nach Transfektion der LLC-PK; Zellen mit GFP-
pRS1 (AS 1-582) dargestellt. Die Fluoreszenz verteilte sich auf das Zytoplasma und teilweise
auch auf die Zellkerne. Allerdings war wie beim dem pRS1-GFP Fusionsprodukt [Abb. 4-13]
die Kernfluoreszenz im Vergleich zum Zytosol weniger intensiv [siche auch Abb. 4-20]. Eine
deutliche Akkumulation der Fluoreszenz im Zellkern wie beim vollstindigem GFP-pRS1 (AS
1-623) [Abb. 4-12] oder beim N-trunkierten GFP-pRS1 (AS 329-623) [Abb. 4-16] war nicht
mehr feststellbar. Es waren Zellen mit schwacher Kern-Fluoreszenz (~30 %) und Zellen, die
nur im Zytoplasma griin fluoreszierten, vorhanden. Die Kernlokalisierung des GFP-pRS1 (AS
1- 582) war ohne die letzten 42 C-terminalen Aminosduren deutlich eingeschriankt, aber nicht

vollstdndig aufgehoben worden.

GFP-RS1 (AS 1-581)
91 kD

Die LLC-PK; Zellen wurden 24 h nach Transfektion mit pEGFP-CI1-pRS1(4AS 1-581) in PBS-Puffer
tiberfiihrt und lebend bei Blaulichtanregung mit dem Fluoreszenzmikroskop betrachtet.
links: Fluoreszenzbild; rechts: Phasenkontrastaufnahme
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In Abb. 4-19 sind die Fluoreszenzverteilungen der verschiedenen GFP-pRS1 Varianten bei
Betrachtung mit dem konfokalen Laserscan-Mikroskop zum besseren Vergleich

nebeneinander abgebildet worden.

GFP-pRSI1 (AS 1-623) pRS1 (AS 1-623)-GFP GFP-pRS1 (AS 1-364)

GFP-pRS1 (AS 329-623) GFP-pRS1 (AS 1-523) GFP-pRS1 (AS 1-581)

Abb. 4-20: Verteilung verschiedener pRS1-Varianten in LLC-PK, Zellen nach GFP-Fusion

Die Zellen wurden 24 h nach Transfektion mit 4% [w/v] Paraformaldehyd in PBS-Puffer fixiert und
am konfokalen Laserscan-Mikroskop betrachtet. (Aufnahmen. Dr. R. Hock)

Zusammenfassend kann man sagen, dass der Kernimport durch die Verkiirzung des pRS1 um
100 Aminosduren am C-Terminus am stirksten behindert worden war. Die Trunkierung um
42 Aminoséure behinderte die Kernlokalisierung weniger deutlich und macht klar, dass die 42
C-terminalen Aminosduren die Kernlokalisierung nicht alleine kontrollieren.

Bei allen Varianten war im Zytosol eine Fluoreszenz zu beobachten, wobei die N-terminale
Sequenz des pRS1 (AS 1-364) eine punktierte Fluoreszenz innerhalb der Zelle verursachte,

die an eine vesikuldre Verteilung erinnert.

4.4 Die UBA-Domiine im C-Terminus des pRS1-Proteins

Die Ergebnisse zur Lokalisierung trunkierter pRS1-Proteine (4.3) zeigten eine Bedeutung des
C-Terminus fiir die subzellulire Verteilung des pRS1-Proteins auf. Die Analyse der RS1
Aminosdurensequenz mit SMART (Simple Modular Architecture Research Tool; V 3,0) des
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EMBL Heidelberg, Deutschland (http://coot.embl-heidelberg.de/smart) ergab im C-Terminus
von AS 579 bis 616 eine deutlich sichtbare UBA-Doméne (Ubiquitin associated domain).
Dieses Motiv befindet sich in dem am hdchsten konservierten Abschnitt der RS1-Proteine
(pRS1 AS 578-623; zu 94 % konserviert). Die UBA-Doméne ist ein Sequenzmotiv, welches
in verschiedenen Enzymen des Ubiquitinierungsweges, DNA-Reperaturproteinen und
wichtigen Proteinkinasen vorkommt (Hofmann and Bucher, 1996; Dieckmann et al., 1998).
Uber die spezifische Funktion dieser Domine ist bisher sehr wenig bekannt. Die UBA-
Domine scheint eine Proteininteraktionsdomine zu sein. Fiir die UBA-Domine des p62
Proteins, einem Phosphotyrosin-abhiingigen Liganden des p56'X, konnte gezeigt werden,
dass die UBA-Domine in diesem Protein eine nicht-kovalente Bindung in vitro mit Ubiquitin
ermoglicht (Ratna et al., 1996). Eine Affinititschromatographie sollte kldren, ob pRSI1
ebenfalls tatsdchlich in der Lage ist, Ubiquitin zu binden.

Als erstes wurde getestet, ob das in E.coli exprimierte rekombinante pRS1-Protein Ubiquitin
binden konnte. Nach der Reinigung des rekombinanten pRS1 unter denaturierenden
Bedingungen (3 M Harnstoff, 5 mM [-Mercaptoethanol) iiber Nickel-Agarose wurde das
rekombinante pRSI1-Protein {iber Centricons-30 (Amicon Inc., Beverly, USA) in 25 mM
Tris/HCL pH 7.5, 100 mM NaCl umgepuffert, um die denaturierenden Reagenzien wie
Harnstoff und B-Mercaptoethanol zu entfernen. Das so umgepufferte rekombinante pRSI1-
Protein wurde dann mit dquilibrierter Ubiquitin-Agarose (Calbiochem, Bad Soden) inkubiert.
Danach wurde die Ubiquitin-Agarose griindlich im gleichen Puffer gewaschen und
anschlieBend wurde eventuell gebundenes Protein mit Hilfe von SDS eluiert. Abb. 4-21 zeigt,
dass das rekombinante pRS1 nach Inkubation mit Ubiquitin-Agrose im Eluat gefunden wurde.
Wenn die Inkubation des rekombinanten pRS1 in Gegenwart von 250 uM Idslichem

Ubiquitin durchgefiihrt wurde, so konnte im Eluat kein pRS1 gefunden werden.

0 uM 250 uM
Ubiquitin Ubiquitin
UST |ELUAT|UST |ELUAT

MW

94 kD -
67 kD -

Abb.4-21 Silbergefirbtes PAA-Gel: Interaktion des rekombinanten pRS1 mit Ubiquitin-Agarose
9 ug rekombinantes pRSI in 90 ul Tris-Puffer (100 mM NaCl, pH 7.5) wurde 2 h bei 4°C mit 25 ul
Ubiquitin-Agarose ohne und mit léslichem Ubiquitin inkubiert. Anschliefsend wurde die Ubiquitin-
Agarose 3 mal mit 250 ul Tris-Puffer (100 mM NaCl, pH 7,4) gewaschen und in Laemmli-Puffer
denaturiert. (UST: Uberstand)[2 mal reproduziert]
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Um abzuschitzen, ob die Affinitdtsreinigung des RS1 auf unspezifischen Proteininteraktionen
mit der Ubiquitin-Agarose beruhen konnte, wurde ein analoger Versuch mit Serumalbumin
vom Rind durchgefiihrt. Dabei konnte keine Interaktion des BSA mit der Ubiquitin-Agarose

erkannt werden [Daten nicht gezeigt].

Im néchstem Schritt wurde versucht, natives pRS1 aus einer LLC-PK; Zelllinie, die pRS1
iiberexprimiert, mittels Ubiquitinaffinititschromatographie anzureichern. Um die Interaktion
des pRS1 mit der Ubiquitin-Agarose zu begiinstigen, wurde das Zellhomogenat zuvor mit
einem Anionenaustauscher (DEAE 52, Whatman) nach einer Methode von Ciechanover und
Mitarbeitern (1978) vom zellinternen Ubiquitin befreit. Dazu wurden die pRSI1
iiberexprimierenden LLC-PK; Zellen mit 1 % Igepal lysiert und die Zellkerne und
Zelltrimmer durch eine niedertourige Zentrifugation entfernt. Das iiberstehende Lysat wurde
mit DEAE-Agarose bei pH 7,5 inkubiert. Nach griindlichem Waschen der DEAE Agarose
konnte mit 0.5 M KCIl das ubiquitinfreie Zellhomogenat eluiert werden. Eine typische
Proteinbilanz bei der Deubiquitinierung mit DEAE 52 ist in Abb. 4-22 aufgefiihrt.

Volumen Protein Anteil
[p1] [ng] [Yo]

Zellhomogenat 400 640 100
DEAE 52
0.5 M KCL 650 227 35
ELUAT
]?EAE 52 400 230 36
Uberstand

Abb. 4-22:Proteinbilanz bei Auftrennung des LLC-PK, -Zellhomogenates iiber DEAE 52

Das DEAE 52 Eluat wurde mit Puffer verdiinnt, um die KCl-Konzentration zu senken und
anschlieBend mit Ubiquitin-Agarose inkubiert. Die interagierenden Proteine wurden mit
Laemmli-Puffer eluiert und im Westernblot mit anti-pRS1 Serum und im silbergefarbten
PAA-Gel analysiert. In der Spur 2 des anti-RS1 Westernblots [Abb. 4-23] war die deutliche
Expression des pRSI1-Proteins im Zellhomogenat der pRS1 iiberexprimierenden Zellen als
Bande bei 100 kD zu erkennen. Nach der Inkubation mit Ubiquitin-Agarose konnte pRS1 im
Eluat (Westernblot, Spur 3) wiederentdeckt werden. Im parallel durchgefiihrten
silbergefarbtem PAA-Gel enthielt das Eluat der Ubiquitin-Agarose keine anférbbaren
Proteinbanden mehr, was die erfolgreiche Abtrennung anderer Homogenatproteine und damit

die Anreicherung des pRS1 demonstriert.
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MW 1 2 3 1 2 3
187 kD — '
118 kKD —
85 kD —

61 kD —
50 kD —
38 kD -

Westernblot
(anti-pRS1 Serum33yy) Silberfarbung

Spur 1: BBM der Schweineniere; Positivkontrolle (30 pg)
Spur 2: Homogenat der pRS1 iiberexprimierenden LLC-PK, Zellen (20 pg)
Spur 3: 10 pl Eluat der Ubiquitin-Agarose

Abb. 4-23: Analyse der Interaktion des pRS1 mit Ubiquitin-Agarose

Die pRS1 stabil iiberexprimierenden LLC-PK; Zellen (Klon3) wurden lysiert in 25 mM Tris/HCL pH
7.5, 100 mM NaCl mit 1% [v/v] Igepal.. Die Zellkerne und unlysierte Zelltriimmer wurden
sedimentiert bei 1.200 g. 37 ug des Uberstandes (Homogenat) wurde 1 h bei 4°C mit DEAE 52
inkubiert. Das 0.5 M KCL—Eluat wurde 1:4 mit Tris-Puffer (25 mM Tris/HCL pH 7.5, 100 mM NaCl )
verdiinnt und mit 25 ul Ubiquitin-Agarose 2 h bei 4°C inkubiert. Im Uberstand der Ubiquitin-Agarose
konnten 32 ug Protein erhalten werden. Nach 3 mal Waschen der Ubiquitin-Agarose mit Tris-Puffer
(25 mM Tris/HCL pH 7.5, 100 mM NaCl) erfolgte die Elution mit 20 ul Laemmli Puffer. Je 10 ul des
Elutes wurden im anti-RS1 Westernblot und im proteingefirbtem PAA-Gel analysiert.[2 mal
reproduziert]

In Anwesenheit von 30 puM 16slichem Ubiquitin war die Interaktion des pRS1 aus den
tiberexprimierenden LLC-PK; Zellen mit der Ubiquitin-Agarose sichtbar reduziert [Abb. 4-
24]. Das Ergebnis zeigt, dass pRS1 Ubiquitin spezifisch bindet.

Ubiquitin [pnM]
0 30 30

Abb. 4-24: Storung der Interaktion des pRS1 mit Ubi-Agarose durch losliches Ubiquitin

Je 40 ug des verdiinnten DEAE 52-Eluates [siehe auch Beschreibung Abb. 4.22] wurden mit je 25 ul
Ubiquitin-Agarose (Calbiochem) ohne (Ix) und mit Iloslichem Ubiquitin (Sigma) in einer
Endkonzentration von 30 uM inkubiert (2x). Nach dem Waschen der Ubiquitin-Agarose mit Tris-
Puffer (25 mM Tris/HCL pH 7.5, 100 mM NaCl) erfolgte die Elution mit je 30 ul Laemmli-Puffer und
je 15 ul der Eluate wurden mit affinitdtsgereinigtem anti-RS1 Serum 33, im Westernblot analysiert.
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Als nichstes wurde versucht, das pRS1-Protein aus Biirstensaummembranen (BBM) der
Schweineniere mittels Ubiquitin-Affinititschromatographie anzureichern. Die Nieren-BBMs
stellen die reichste natiirliche Quelle fiir natives pRS1-Protein dar. Die BBM-Vesikel wurden
in 1% [v/v] Igepal solubilisiert und iiber DEAE 52 vom internen Ubiquitin und vom Igepal
(Detergenz) befreit. Nach Inkubation mit Ubiquitin-Agarose wurde das Eluat im Westernblot
und silbergefarbtem Polyacrylamid-Gel analysiert. Nach der Silberfirbung des Poly-
acrylamid-Gels konnte im Eluat der Ubiquitin-Agarose eine Doppelbande angefirbt werden,
dessen obere Bande der exakten Lauthohe des pRSI1 bei 100 kD entsprach [Abb. 4-25,
Silbergel]. Im Westernblot mit anti-pRS1 Serum zeigte sich, dass es sich dabei um pRSI
handelte [Abb. 4-25, Westernblot].

--Ubiquitin-Agarose --
MW BBM Eluat Eluat Eluat Eluat BBM Eluat
30 ug 20 ul 10 pl Sul 2 ;_11 30 ug 0,5ul

187 kD — it
118 kD — & -
85 kD - e —
H’
61 kD -
50 kD —
38 kD — —
26 kD —
Silbergefirbtes PAA Westernblot

(anti-pRS1 33yy)
Abb. 4-25: Reinigung des pRS1-Proteins aus Schweinenieren-BBM-Vesikeln

Nieren-BBMs (7,2 mg Protein) wurden in 1% Igepal solubilisiert und mit DEAE 52 inkubiert. Nach
Elution mit 0.5 M KCL wurden 900 ul Eluat (2,7 mg Protein) 1:4 mit Tris-Puffer (25 mM Tris/HCI pH
7.5) verdiinnt und mit 50 ul Ubiquitin-Agarose (Calbiochem) 2 h bei 4°C inkubiert. Die Elution
erfolgte mit 50 ul Laemmli-Puffer bei 37°C.

Um zu belegen, dass die Interaktion von pRS1 mit Ubiquitin iiber die C-terminale UBA-
Domine (AS 579-616) erfolgt, wurden weitere Affinititsreinigungen mit vollstandigem (AS
1-623) und C-terminal trunkiertem pRS1 (AS 1-512) durchgefiihrt. Bei diesen Versuchen
wurde pRS1 bzw. das trunkierte pRS1 transient in HEK-Zellen exprimiert. Der Erfolg der
Expression konnte im Westernblot mit anti-pRS1 Serum bestétigt werden [Abb. 4-26, Spur
H]. Das vollstindige pRS1 des Zellhomogenats lief wie das pRS1 aus den Nieren-BBMs bei
100 kD, wihrend das trunkierte pRS1 (111 AS weniger) bei etwa 80 kD im SDS PAA-Gel
lag.
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Das pRS1-Protein wie auch das trunkierte pRSI-Protein konnten im Eluat des
Anionenaustauschers DEAE 52 detektiert werden [Abb. 4-26, Spur DE52]. Somit war die
Interaktion des trunkierten pRS1 (AS 1-512) mit dem Anionenaustauscher durch die C-
terminale Trunkierung nicht beeinflusst worden Waihrend das vollstindige pRS1 mit der
Ubiquitin-Agarose interagierte und im Eluat auftauchte (Spur Ubi, links), war das trunkierte
pRS1-Protein im Eluat der Ubiquitin-Agarose nicht nachweisbar [Abb. 4-26, Spur Ubi,

rechts].

BBM| H | ELUATE | [BBM| H |ELUATE
20ug | 10ug PHES TR | | 2048 | 10ug [DES2 [Ubi

MW

173kD-

111 kD -

go- ~ e wgy T
61 kD —

49 kD — )

36 kD —
25 kD -

pRSI (AS 1-623) PRSI (AS 1-512)

Abb. 4-26 Westernblot: Aufhebung der Interaktion des pRS1 mit Ubiquitin-Agarose nach
Trunkierung des C-Terminus um 111 AS

HEK Zellen wurden mit pRC/CMV-pRSI und pRC/CMV-pRSI(AS 1-512)-Vektoren transient
transfiziert und nach 48 h mit 1% [v/v] Igepal lysiert. Nach der Deubiquitinierung mit DEAE 52
wurde das Eluat mit Ubiquitin-Agarose inkubiert. BBM: Biirstensaummembran aus der
Schweineniere (Positivkontrolle); H: Zellhomogenat;, DE52:Eluat des Anionenaustauschers, Ubi:
Eluat der Ubi-Agarose

Dieses Ergebnis legt nahe, dass der Verlust der UBA-Doméne (AS 579-616) die Ursache fiir
die fehlende Interaktion des trunkierten pRS1(AS 1-512)-Proteins mit der Ubiquitin-Agarose
bildet.

4.5 Herstellung und Charakterisierung einer Zelllinie, die pRS1 stabil iiberexprimiert

LLC-PK; Zellen exprimieren das RSI-Protein (4.1.5) und wichtige Plasmamembran-
transporter wie den Na'-D-Glucosekotransporter SGLT1. Leider ist die Menge des endogen
exprimierten RS1 sehr gering (Valentin et al., 2000), was die proteinchemische Untersuchung
des nativen RS1-Proteins erschwerte. Um die physiologische Rolle des pRS1 zu studieren und
natives pRS1-Protein zu gewinnen (4.4), wurden pRS1 stabil {iberexprimierende LLC-PK;
Zellen hergestellt. Nach Transfektion der LLC-PK;-Zellen mit dem pRc/CMV-pRS1 Vektor
wurden die transfizierten Zellen mit dem Antibiotikum Geneticin selektiert. Von den

resistenten Zellkolonien wurden pRSI1 iiberexprimierende Zellklone [pRS1(+)]gewonnen.
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4 Klone wurden auf die Uberexpression des pRS1 im Westernblot hin iiberpriift.
In den Homogenaten der pRS1(+)-Klone 1, 2, 4 und 9 konnte das pRS1-Protein als Bande bei
100 kD detektiert werden [Abb. 4-27], wihrend in den Kontrollzellen (pRc/CMV-Leervektor)

das pRS1-Protein im Homogenat nicht nachweisbar war.

BBM | pRS1(+)-Klone (5 ng) | pRe/
Niere pRc/CMV-pRS1 CMV
(0pg) | 1 2 4 9 3

MW
118 kD —

85 kD -
61 kD —
50 kD -

Abb. 4-27 Westernblot: Uberexpression von pRS1 in den LLC-PK;-Zellklonen 1, 2, 4 und 9

Je 5 ug der Zellhomogenate von verschiedenen pRc/CMV-pRSI(+)-Klonen und eines pRc/CMV-
Kontroll-Klones 3 wurden im SDS-PAGE aufgetrennt und mit affinitdtsgereinigtem anti-RS1
Serum33;, im Westernblot analysiert.

Von pRSI1 anti-sense LLC-PK;—Zellen ist bekannt, dass bei Reduzierung der endogenen
Translation des pRSI1-Proteins mittels einer anti-sense-Strategie die Zellen eine drastisch
erhohte Aktivitit des SGLT1 aufweisen (Korn, 1999). Um die physiologischen Auswirkungen
der pRS1-Uberexpression auf die Aktivitit des endogenen SGLT1 ebenfalls zu priifen, wurde
die SGLTI1-abhingige AMG-Aufnahme der pRS1(+)-Zellen gemessen [Abb. 4-28]. Die
Transportleistungen der pRS1(+)-Klone 1, 4 und 9 betrug nur durchschnittlich ca. 10 % der
Kontrollzellen. Der Transfektion mit dem pRc/CMV-Leervektor wirkte sich auf die AMG-
Aufnahme im Vergleich zu den nativen LLC-PK; Zellen nicht signifikant aus.

A
100 - }
80
Phlorizin-hemmbare
60 -
AMG-Aufnahme [%]
40 -
20 1 =
0 [ - —
LLC-PK; 1 2 4 9 pRc/CMV-Leervektor
(nativ) ---R¢/CMV-pRS1-Klone--- Klon 3

Abb. 4-28: Reduktion der AMG-Aufnahme bei den pRS1(+)-LLC-PK;-Klonen
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5 Tage nach Erreichen der Konfluenz (Medium SmM Glucose) wurden die Zellen suspendiert und 2.5
min in 10 uM " C-AMG-inkubiert. Aus den Werten der Aufnahmerate wurde der phlorizinhemmbare
Anteil (SGLTI spezifisch) bestimmt. (Messung:Irina Schatz)

Mit dem pRS1(+)-Klon 2 wurde die Substratabhéngigkeit der AMG-Aufnahme bestimmt, um
festzustellen, ob bei den iiberexprimierenden Zellen die Maximalgeschwindigkeit des
Transportes oder die Affinitit verdndert war.

Die Kinetik der AMG-Aufnahme des pRS1(+)-Klon 2 ergab nach der Michaelis-Menten
Gleichung einen Vp,x-Wert von 166 pmol mg'1 min”' und einen Ky-Wert von 361 +/-72 uM
[Abb. 4-29]. Bei nativen LLC-PK,-Zellen konnte ein Vp,-Wert von 2030 +/- 50 pmol / mg
und ein Ky -Wert von 790 +/-40 uM ermittelt werden (Korn, 1999). Damit erreichte die
maximale Transportrate des pRS1(+)-Klons 2 nur ca. 8 % der nativen LLC-PK; Zellen
wiahrend der Ky-Wert sich halbierte. Der geringe Kyv-Wert der Zelllinie 2 ist aller
Wahrscheinlichkeit nach eine Folge der verringerten Transportrate dieser Zellen. Denn bei der
AMG-Aufnahmemessung verdndert sich das Membranpotential der Zellen in Abhéngigkeit
vom Na'-Glucosekotransport. Da gezeigt worden ist, dass der Ky-Wert mit ansteigendem
Membranpotential abnimmt (Kimmich et al., 1994), ist zu erwarten, dass in Zellen mit hohen

Transportraten auch hohere Ky-Werte gemessen werden.

A

Phlorizin-hemmbare 0.20-
AMG-Aufnahme
[nmol / mg x min]

0.15 é

[ ]
0.10
0.054
0- [ T T T >
0 0.5 1.0 1.5 2.0
AMG [mM]

Abb. 4-29: AMG-Substratkinetik des LLC-PK;-pRS1(+)-Klons 2

Nachdem die Zellen (5 mM Glucose Medium) 5 Tage konfluent waren, wurde die '*C-AMG-Aufnahme
nach 2,5 min mit suspendierten Zellen ermittelt. Die gemessenen Transportraten wurden um den nicht
mit Phlorizin hemmbaren Anteil korrigiert. (Messung:Irina Schatz)

Als nichstes sollte untersucht werden, ob die Verringerung des Vp.,-Wertes auf einer
Reduktion des SGLT1 in der Plasmamembran beruhte. Im Westernblot [Abb. 4-30] konnte
das SGLTI1-Protein bei den Kontrollzellen (pRc/CMV-Leervektor) als Bande bei 70 kD
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detektiert werden. Bei den pRS1(+)Zellen (Klon 2 und 4) reichte die Expression des pSGLT1-

Proteins in der Plasmamembran fiir eine Detektion im Westernblot nicht aus.

pRcCMYV pRc¢/CMV-pRS1
Klon3 Klon2 Kilon4
MW
80 kD -

61 kD — h

Abb. 4-30 Westernblot: Reduktion des pSGLT1 in der Plasmamembran der pRS1(+)-Klone

Am 5. konfluenten Tag wurden die LLC-PK; Zellen mittels differentieller Zentrifugation fraktioniert
und je 20 ug der Plasmamembranfraktionen (40.000 g Sediment) wurden im Westernblot mit
affinititsgereinigtem anti-pSGLTI-Serum 63; analysiert.

Mit einem Northernblot sollte gekldrt werden, ob die Erniedrigung der Proteinmenge des
pSGLTI in der Plasmamembran nach Uberexpression von pRS1 auf eine Verringerung der
SGLTI-mRNA beruhte. Hierzu wurde aus den pRS1(+)-Klonen 2 und 4 die Gesamt-RNA
und daraus die mRNA isoliert und im Northernblot mit einer spezifischen pSGLT1-cDNA
Sonden (Nukleotide 1546-1818) hybridisiert. Als Kontrolle fiir eine gleichmifBige Beladung
mit mRNA wurde der Blot auch mit einer Glycerinaldehydphosphat-Dehydrogenase (GPDH)-
cDNA Sonde (Clontech, Heidelberg) hybridisiert. Zusétzlich wurde der Blot auch mit einer
Vassopressin Rezeptor (V2R)-cDNA Sonde analysiert (Gorboulev et al., 1993), um die
Auswirkungen der Uberexpression des pRS1-Proteins neben dem SGLTI1 auch auf ein
weiteres Plasmamembranprotein des LLC-PK; Zellen zu untersuchen [Abb. 4-31].

Die Hybridisierung mit der pSGLT1-Sonde fiihrte im Northernblot zu Banden bei 3,9 und 2,2
kB, wie schon von Ohta und Mitarbeitern (1990) gezeigt wurde. In den Kontrollzellen mit
dem pRc/CMV-Leervektor konnte eine deutlich hohere Konzentration an SGLT1-mRNA als
in den pRS1(+)-Zellklonen 2 und 4 nachgewiesen werden. Die SGLTI-mRNA war in den
RS1(+)-Zellen kaum noch zu detektieren. Die Hybridisierung mit der GPDH-Sonde fiihrte bei
allen Zellen zu einer gleichstarken Reaktion bei 1,3 kB, womit die gleichmédfige Beladung
des Blots mit mRNA gezeigt werden konnte. Als ein beispielhaftes weiteres Membranprotein
wurde die Hybridisierung mit einer V2R-Sonde gewdhlt, wobei sich keine signifikanten

Konzentrationsverdnderungen der V2R-mRNA zeigten.

Wihrend bei den pRSI1 anti-sense LLC-PK; Zellen eine drastische Erhohung der SGLT1-
mRNA festgestellt werden konnte (Korn, 1999), hatte die Uberexpression des pRS1 in den
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LLC-PK; Zellen eine genau gegenteilige Wirkung und fiihrte zur deutlichen Reduzierung der
SGLTI1-mRNA.

pRcCMV pRc/CMV-pRS1
kB Klon3 Klon?2 Klon 4

39 — e
—

22 — SGLT1

13 — - el S GPDH

LS — eeml @ w——— V2R

Abb. 4-31 Autoradiographie: Reduzierung der SGLT1- mRNA nach Uberexpression von pRS1
in LLC-PK, Zellen

Nach 5 Tagen im konfluenten Zustand wurde die Gesamt-RNA aus den Zellen gefdllt, um daraus die
mRNA zu gewinnen. Nach photometrischer Quantifizierung wurden je 5 ug der mRNAs im Agarosegel
aufgetrennt und auf eine Nylonmembran geblottet und mit SGLTI-, Glycerinaldehydphosphat-
Dehydrogenase- (GPDH) und Vasopressin-Rezeptor (V2R)-cDNA Sonden hybridisiert.

Diese Daten zeigen, dass die Uberexpression von RS1 in konfluenten LLC-PK; Zellen zu

einer Erniedrigung der mRNA-Menge des Na'-D-Glucosekotransorters SGLT] fiihrt.

4.6 RS1 und Endocytose

Die Expression des hRS1 in Xenopus Oocyten fithrt zu einer Verringerung der
Oocytenoberfliche um anndhernd 40 % (Valentin et al., 2000). Weil bei der Expression in
Xenopus Oocyten die Transcription keine Rolle spielt, musste dieser Effekt
posttranscriptional verursacht worden sein. Eine mogliche Erkldrung wiirden Verdnderung der
endo- bzw. exozytotischen Vorginge an der Plasmamembran liefern.

Bei der Analyse der RS1 AS-Sequenzen fiel ein konserviertes Di-Leucin Signal (pRS1: AS
366/67) auf, welches ein bekanntes Endozytose Motiv fiir z.B. den Insulin- und B-adrenergen
-Rezeptor darstellt (Haft et al., 1998). In einem orientierenden Versuch sollte getestet werden,
ob RS1 an endozytotischen Vorgingen beteiligt ist und die Aufnahme des hydrophoben
Farbstoffes RH 414 (Molecular Probes, Beaverton, OR) in LLC-PK; Zellen bei

Uberexpression von pRS1 verindert ist. Der rot fluoreszierende Farbstoff RH 414 besitzt
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die Eigenschaft, sich in die Plasmamembranen einzulagern, ohne durch die Membran
diffundieren zu konnen. Weil RH414 nur durch Endozytose ins Zellinnere gelangen kann,
wird er hdaufig zum Nachweis der Endozytose eingesetzt (Niles and Malik, 1999).

Es fiel auf, dass die pRS1 {iberexprimierenden Zellen die stirksten Anfarbungen nach 20 min
Inkubation mit RH 414 zeigten [Abb. 4-32, rechts]. Deutlich konnte eine breite Rotfairbung im
Bereich der Zellperipherien erkannt werden, welche bei den Kontrollzellen mit dem
pRc/CMV-Leervektor (Mitte) und bei den pRS1 anti-sense Zellen (Korn, 1999) nicht
vorhanden war.

Auch innerhalb der Zellen und besonders im Bereich um die Zellkerne konnte eine vesikulédre

Verteilung des Farbstoffs erkannt werden, welche von den pRS1 antisense iiber die

pRC/CMV-Zellen zu den RS1(+)-Zellen ebenfalls zunahm.

pRS1 anti-sense (K8) pRc/CMYV (K3) pRc/CMV-pRS1 (K2)

Abb. 4-32 Konfokales-Laserscan-Bild: Farbung mit dem Endozytose-Farbstoffs RH 414

Die stabil transfizierten LLC-PK;-Zellen wurden 20 min bei 37°C mit RH 414 in DMEM inkubiert.
Anschliefsend wurden die Zellen mit 4°C kaltem PBS-Puffer 5 mal fiir 5 min auf einem
Taumelschiittler gewaschen, um die Endozytose zu stoppen und den extrazelluldren Farbstoff zu
entfernen. Danach wurden die Zellen sofort im Fluoreszenzmikroskop betrachtet.

Die Ergebnisse zu diesem Versuch deuten an, dass RS1 endozytotische Vorginge an der

Plasmamembran fordert.

4.7 Phosphorylierung des pRS1-Proteins

Die bisher klonierten RS1-Proteine aus dem Schwein, Menschen, Kaninchen und Maus
weisen 2 konservierte Konsensussequenzen fiir eine Phosphorylierung durch die
Proteinkinase C (PKC) und 3 fiir die Caseinkinase II (CK II) auf (Baumgarten, 1999).
Daneben sind zusitzliche Konsensussequenzen filir die Phosphorylierung durch die

Proteinkinase A (PKA) vorhanden.
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Die Proteinphosphorylierung stellt eine bedeutende posttranslationale Modifikation dar, iiber
welche die Funktion des RS1-Proteins und dessen Translokationen innerhalb der Zelle
gesteuert werden konnte. Es war deshalb wichtig zu wissen, ob RS1 tatsdchlich
phosphoryliert werden kann. Fiir die Untersuchung einer Phosphorylierung in vivo ist die
Aufreinigung des pRS1-Proteins z.B. durch eine Immunprézipitation erforderlich. Weil mit
dem anti-RS1 Serum keine quantitative Prézipitation des RS1-Proteins gelang, wurden
Phosphorylierungsversuche mit dem rekombinanten in E.coli exprimierten RS1-Protein

durchgefiihrt.

Die cAMP-abhédngige Proteinkinase A ist ein Proteinkomplex aus katalytischen und
regulatorischen Untereinheiten. Die Bindung von cAMP an die regulatorische Untereinheit
induziert eine Konformationsverédnderung und Dissoziation des Kinase A Proteinkomplexes,
wodurch die katalytische Untereinheit aktiviert wird.

Abb. 4-33 zeigt die Ergebnisse zur Phosphorylierung des rekombinanten pRS1 und des als
Positivkontrolle eingesetzten dephosphorylierten Caseins durch die PKA. Im Versuch wurde
die PKA durch die Zugabe von cAMP aktiviert. Die autophosphorylierenden Eigenschaft der
PKA konnte anhand der autoradiographischen Signale der katalytischen und regulatorischen
Untereinheiten bei 38 und 49 kD erkannt werden. Nach Aktivierung der PKA durch cAMP
war eine deutliche Phosphorylierung des rekombinanten pRS1 zu beobachten. Das mit **P
phosphorylierte pRS1 Protein bildete eine autoradiographische Bande bei 100 kD. Ohne

cAMP war eine Phosphorylierung des rekombinanten pRS1 nicht zu erkennen.

pRS1 (2pg) | Casein (2 pg)

cAMP | - |cAMP | -
120kD - ! ko

87 kD — - | < rek. pRS1
52 kD - < PKA
39kD - < PKA
26 kD — — € Casein
1I5kD- , € Casein

9kD - i r— € Casein

Abb. 4-33 Autoradiographie: Phosphorylierung von RS1 und Casein durch Proteinkinase A

Rekombinantes pRS1 (rek. pRS1) und dephosphoryliertes Casein wurden bei 30°C 20 min mit
Proteinkinase A und y’P-ATP inkubiert. Nach Zugabe von cAMP wurde die PKA aktiviert. Die
Reaktion wurde durch die Zugabe von Trichloracetat gestoppt. Die auf Eis gefillten Proteine wurden
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bei 10.000 g sedimentiert, in Laemmli-Puffer denaturiert und im SDS-PAGE aufgetrennt. Das Gel
wurde fixiert, vakuumgetrocknet und einem Rontgenfilm aufgelegt.

Als Positivkontrolle wurde dephosphoryliertes Casein eingesetzt. Nach cAMP-Aktivierung
konnte die Phosphorylierung des o, und y Caseins ebenfalls beobachtete werden. Obwohl
Casein ein gingiges Testsubstrat fiir die PKA ist, konnte fiir Casein kein stirkeres
autoradiographisches Signal als fiir das rekombinante pRS1-Protein erzielt werden.

Der Versuch zeigte eindeutig, dass eine PKA-abhiangige Phosphorylierung des rekombinanten

pRS1 in vitro mdglich war.

Die Aktivitit der Proteinkinase C (PKC) ist ebenfalls streng reguliert. Zur in vitro
Aktivierung der PKC war die Zugabe von Phosphatidylserin (PS) und CaCl, notwendig. Mit
EGTA hingegen konnte die Aktivitit der PKC gehemmt werden.

pRS1 Histon H1
(2pg) (2 ng)
Ca’" |EGTA| Ca” |EGTA
PS PS
MW
120 kD —
€ rek. pRS1
87 kD — €PKC
64kD— | =
Y. €PKC
39kD - ;
é’:ﬂ * |  €Histon
26kD— T

Abb. 4-34 Autoradiographie: Phosphorylierung von RS1 und Histon H1 durch Proteinkinase C

Rekombinantes pRSI und Histon 1 wurden bei 30°C fiir 20 min mit Proteinkinase C und y”’P-ATP
inkubiert. Durch die Zugabe von Phosphatidylserin (PS) und Ca’" wurde die PKC aktiviert. Die
Reaktion wurde durch die Zugabe von TCA gestoppt. Nach 30 min Inkubation auf Eis wurden die
gefillten Proteine sedimentiert (10.000 g) und im SDS-PAGE aufgetrennt. Das Gel wurde fixiert,
vakuumgetrocknet und mit einem Rontgenfilm analysiert.

Die autophosphorylierenden Eigenschaft der Proteinkinase C (aus Rattenhirn enthélt o, B, B2
und y PKC-Isoformen, Calbiochem) war an den autoradiographischen Signalen bei 90 und 45
kD zu erkennen [Abb.4-34]. Nach Aktivierung der PKC mit Phosphatidylserin und CaCl,
konnte die Phosphorylierung des rekombinanten pRS1 (100 kD) und des Histons HI1 [als
Positivkontrolle] (30 kD) beobachtet werden. Bei Zugabe von EGTA ohne Phosphatidylserin
und CaCl, war eine wesentlich schwéchere Phosphorylierung des rekombinanten pRS1 und

Histons HI im Autoradiogramm festzustellen. Die Prézipitation der Proteine im Histon-
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Phosphorylierungsansatz war nur unvollstindig, wie man an den fehlenden
autoradiographischen Signalen des PKC erkennen konnte. Dieses dnderte aber nichts an der
Aussage, dass eine PKC abhingige in vitro Phosphorylierung des rekombinanten pRS1

moglich war.

Abb. 4-35 zeigt einen Versuch, bei welchem eine in vitro Phosphorylierung des
rekombinanten pRS1 durch Caseinkinase II (CaK II, Human, Rekombinant, aus E.coli,
Calbiochem) tiberpriift wurde. Die CaK II ist ein Tetramer (o32) aus zweil a (44 kD) und
zwei B (26 kD) Untereinheiten.

pRS1 | pRS1
1 pg) |(1pg)
MW +CK II
220 kD —
96 kD — < rek. pRS1
66 kD —
45 kD — € CaK I
30 kD - __
' € CaKII
21 kD —

Abb. 4-35 Autoradiographie: Phosphorylierung des RS1 durch Caseinkinase II

Rekombinantes pRSI (rek.pRSI1) alleine und rek.pRSI gemeinsam mit Caseinkinase II (CaK II)
wurden bei 30°C fiir 20 min in Anwesenheit von y"°P-ATP inkubiert. Die Reaktion wurde durch die
Zugabe Laemmli-Puffer gestoppt und im SDS-PAGE aufgetrennt. Das Gel wurde fixiert,
vakuumgetrocknet und mit einem Rontgenfilm analysiert.

Das rekombinante pRS1 wurde durch die CaK II erfolgreich phosphoryliert und bildete bei
100 kD eine Bande [Abb. 4-35, rechte Spur]. Wie es auch schon bei den
Phosphorylierungsansidtzen mit der PKA und PKC gesehen worden war, konnte auch fiir die
CaK 1II eine Autophosphorylierung ihrer Untereinheiten (44 und 26 kD) festgestellt werden.

Als Kontrolle auch fiir die bisherigen in vitro Phosphorylierungen wurde das rekombinante
RS! alleine mit y**P-ATP ohne die Anwesenheit einer Kinase inkubiert. Dabei wurde kein
autoradiographisches Signal und damit keine autophosphorylierende FEigenschaft des
rekombinanten pRS1 erkannt [Abb. 4-35, linke Spur]. Das bewies, dass die
autoradiographischen Signale des rekombinanten pRS1 nur die Folge einer Wechselwirkung

mit der PKA, PKC und CK 1I sein konnten.
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In Zusammenarbeit mit Dr. Christoph Weber (Institut fiir Strahlenkunde, Wiirzburg, AK Prof.
Rapp, SFB 471) wurde ein eventueller Zusammenhang des RS1 mit dem MAP-Kinasen-
Signalweg untersucht. Das rekombinante pRS1 wurde als potentielles Substrat der Raf-Kinase
und der MEK-Kinase in vitro getestet. Die aktive Raf-Kinase phosphoryliert die MEK-Kinase
an zwei Serinresten, was zur Aktivierung der MEK-Kinase fiihrt (Avruch et al., 1994). Im
Versuch wurde {iberpriift, ob RS1 durch die Raf- oder die aktivierte MEK-Kinase
phosphoryliert werden kann [Abb. 4-36].

Raf- Raf- Raf-
Kinase | Kinase | Kinase
+RS1 |+MEK | +MEK
+RS1

MW

220 kD —
96 kD —
66 kD —

45 kD - - 9 <MEK

30 kD -

Abb. 4-36 Autoradiographie: Test von RS1 als Substrat der Raf- und MEK-Kinase

Rek. pRS1 wurde mit der Raf-Kinase (links) und der Raf-aktivierten-MEK-Kinase (rechts) bei 30°C fiir
20 min in Anwesenheit von y*’P-ATP inkubiert. Die Reaktion wurde durch die Zugabe Laemmli-Puffer
gestoppt und im SDS-PAGE aufgetrennt. Das Gel wurde fixiert, vakuumgetrocknet und einem
Rontgenfilm exponiert.

Das rekombinante pRS1 wurde von der aktiven Raf-Kinase nicht phosphoryliert, wie man an
dem fehlenden autoradiographischen Signal erkennen kann [Abb. 4-36, linke Spur]. Die
Aktivitdt der Raf-Kinase konnte durch die erfolgreiche Phosphorylierung von MEK (47 kD)
demonstriert werden [Abb. 4-36, Mitte]. Aber auch die phosphorylierte und damit aktive
MEK phosphorylierte RS1 nicht (Spur 3).

Der Versuch der in vitro Phosphorylierung des rekombinanten pRS1 mit MEK und der Raf-
Kinase, fiir welche in der RS1 AS-Sequenz keine potentiellen Phosphorylierungssequenzen
enthalten sind, zeigte, dass eine Phosphorylierung des rekombinanten pRS1 nicht durch jede

Serin/Threonin-Kinase erfolgen konnte.
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5. DISKUSSION

Der Diskussionsteil beginnt mit den Ergebnissen zum Vorkommen des RS1-Proteins in
verschiedenen Zellen und Zellkompartimenten wie Plasmamembran, Zellkern und
Zytoplasma. AnschlieBend konzentriert sich die Diskussion auf die Besonderheiten des
konservierten C-Terminus der RS1-Proteine (UBA-Doméne). Nach Abhandlung dieser mehr
allgemeinen Charakteristika des RS1 werden die moglichen Funktionen des RS1-Proteins
unter Einbezug der subzelluldren Verteilung erortert. Hierbei erdffnet sich die Vorstellung
von RS1 als Signalmolekiil zwischen Plasmamembran und Zellkern. Abschlieend werden
die gesammelten Daten in einem hypothetischen Modell zusammengefasst, welches viele

Ansitze fiir weitere priifende Experimente zum RS1 liefert.

5.1 pRS1-Detektion im Westernblot

Fiir den Nachweis des pRS1-Proteins im Westernblot mit dem anti-RS1 Serum 33 ist es
wichtig, dass die Proteine bei der Denaturierung fiir den SDS-PAGE mit B-Mercaptoethanol
bzw. Dithiothreitol reduziert werden (Valentin et al., 2000). Dieser Hinweis wurde fiir die
Optimierung der RS1-Detektion im Westernblot aufgegriffen und dahin weiter entwickelt,
dass die Reduktion durch eine Alkylierung bestindig blieb. Die Erhohung der
Empfindlichkeit beim RS1-Nachweis im Westernblot ist aller Wahrscheinlichkeit auf die
Konformation der reduzierten pRS1-Proteine zuriickzufiihren. Es ist vorstellbar, dass die
Zuginglichkeit von internen Epitopen fiir das anti-RS1 Serum 33;y, welches gegen die
gesamte RS1-Sequenz gerichtet ist, dabei begiinstigt wird. Ob bei der Alkylierung die
Reoxidation einer endogenen Disulfidbriicke, oder von unspezifischen und eventuell
vorhandenen intermolekularen Disulfidbriicken verhindert wird, bleibt unbekannt. Zwar sind
in den bekannten RS1-Proteinen aus dem Schwein, Menschen, Kaninchen und der Maus 3
konservierte Cysteine enthalten [Abb. 5-1], die sogar das Vorhandensein -einer
intramolekularen konservierten Disulfidbriicke vorstellbar machen, allerdings spricht die
intrazelluldre Orientierung des RS1-Proteins und damit die reduzierenden Bedingungen im

Zytosol gegen die Ausbildung einer internen Disulfidbriicke.
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Abb. 5-1: Homologievergleich der RS1 Proteine aus Schwein, Mensch, Kaninchen und Maus
Rot: identische AS  Griin: dhnliche AS
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5.2 RS1 an der Plasmamembran

RS1 wurde als Plasmamembranprotein entdeckt (Veyhl et al., 1993) und seine Assoziation
mit der Innenseite der Plasmamembran war durch Biotin-Markierungsexperimente an
Xenopus Oocyten von Mark Valentin (1998) gezeigt worden. Das native pRS1-Protein kann
am stédrksten in den BBM-Vesikeln aus der Niere nachgewiesen werden. Auch bei den Zellen
aus dem Diinndarm zeigte sich, dass das RS1-Protein in den BBM-Vesikeln stérker als in der
Fraktion der angereicherten Plasmamembranen exprimiert ist [Abb. 4-2]. Aufgrund bisher
fehlender geeigneter RSI1-Antikérper bzw. deren fehlender Optimierung fiir die
Immunhistochemie konnte die Lokalisierung an der Plasmamembran mikroskopisch noch
nicht demonstriert werden. Erst nach Expression eines GFP-pRS1 Fusionsproteins in LLC-
PK1 Zellen war eine fluoreszenzmikroskopische Lokalisierung an der Plasmamembran zu
erkennen [Abb. 4-7]. Der dazugehorige Westernblot mit anti-GFP Serum zeigte eindeutig,
dass das RS1-Protein fiir die Detektion des GFP-pRSI1-Proteins in der Plasmamembran-
fraktion verantwortlich ist [Abb. 4-8].

Uber die Art der Interaktion des RS1-Proteins mit der Plasmamembran ist noch nichts
bekannt. Es ist eher unwahrscheinlich, dass RS1 iiber das Endoplasmatische Retikulum (ER)
und den Golgi-Apparat an die Plasmamembran gelangt, da keine N-terminale Signalsequenz
in der RS1-Amminosduresequenz fiir einen Eintritt ins ER enthalten ist. Alternativ konnte
RS1 aus dem Zytoplasma an die Zellmembran gelangt sein. Fiir eine Interaktion mit der
Plasmamembran ist dann die Wechselwirkung mit einem anderen Membranprotein oder die
kovalente Anheftung einer Fettsdure wie Myristin- oder Palmitinsdure vorstellbar. In der AS-
Sequenz befindet sich von AS 24 bis 29 eine konservierte potentielle N-Myristylierungsstelle.
Fiir eine erfolgreiche Myristilierung des RS1-Proteins storen allerdings die ersten 23 AS.
Denn fiir den Transfer miisste der N-Terminus des Glycin (AS 24) zur Ausbildung einer
Amidbindung mit der Myristinsdure frei sein. Somit wére eine Myristilierung erst nach
Abspaltung der 23 N-terminalen AS mdglich.

Bei Analyse der RSI1-Proteine in den BBM-Fraktionen aus Diinndarm-Epithelzellen von
Ratte, Schaf und in den angereicherten Plasmamembranfraktionen der LLC-PK; Zellen fiel
auf, dass Faktoren wie Diabetes, Glucosekonzentration im Darmlumen und
Zelldifferenzierungsgrad die Menge des RSI1-Proteins an der Plasmamembran beeinflussen
[Abb. 4-3, -4 und -5]. Bei einem vergleichenden Blick auf die Menge der SGLT1-Proteine in
der Plasmamembran war kein einheitliches Verhalten feststellbar, denn es konnte sowohl eine
dhnliche Wirkung, wie im Fall der Glucosewirkung im Schafsmodell, als auch ein reziprokes

Auftreten von RS1 und SGLTI1, wie beim Diabetes der Ratte oder Einfluss der
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Zelldifferenzierung bei den LLC-PK; Zellen, beobachtet werden. Somit scheint auch die
Vorstellung einer alleinigen Interaktion des RS1-Proteins mit der Plasmamembran iiber das

SGLT-Molekiil eher unwahrscheinlich.

5.3 RS1 im Zellkern

Die ersten Hinweise, dass RS1 auch ein Protein des Zellkerns sein konnte, wurde bei
Expression des Kaninchen-RS1 (rbRS1) in Xenopus Oocyten erhalten. 24 h nach Injektion der
bRS1-cRNA konnte Katharina Baumgarten in den Zellkernen ein 67 kD Fragment des
rbRS1-Proteins entdecken (1999). Hingegen blieb das vollstindige tbRS1-Protein in den
Zellkernen nicht nachweisbar. Auch bei den nativen LLC-PK; Zellen konnte das vollstindige
pRS1-Protein nicht in den Zellkernen gefunden werden, aber es war ein 40 kD Signal mit dem
affinititsgereinigtem anti-RS1 Serum in der Zellkernfraktion detektierbar [Abb. 4-5].
Kontrollen zeigten, dass das 40 kD Signal nicht vom sekundidren Antikdrper stammte.
Trotzdem kann nicht vollstindig ausgeschlossen werden, dass das Kernsignal die Folge einer
Kreuzreaktion mit einem anderen Kernprotein war, denn es muss beriicksichtigt werden, dass
das verwendete anti-RS1 Serum gegen die gesamte Sequenz des RS1 gerichtet war und dass
so vielleicht auch Proteine mit &hnlichen Sequenzen bzw. Doménen (z.B. UBA Domine
anderer Kernproteine wie RAD23) ebenfalls mit detektiert wurden.

Die Kernlokalisierung des pRS1 war letztlich eindeutig nach Fusion mit GFP und
anschlieBender Untersuchung im Westernblot und Fluoreszenzmikroskop demonstriert
worden [Abb. 4-6, -7, -8 und -9]. Im Vergleich zu den nativen LLC-PK; Zellen war jedoch
das vollstindige GFP-pRS1 im Zellkern vorhanden. Hierfiir sind verschiedene Griinde
vorstellbar. Eventuell ermdglichte erst die Uberexpression den Nachweis des vollstindigen
GFP-pRS1 im Zellkern oder die Fusion mit GFP hemmte sterisch eine proteolytische
Spaltung des pRS1-Proteins. Leider bleibt die Frage offen, ob bei den nativen LLC-PK;
Zellen das vollstindige pRS1 in den Zellkern gelangt und dort schnell degradiert, oder ob nur
ein Fragment des pRS1 in den Zellkern wandert.

Eine Sequenz aus einer Anhdufung basischer AS, welche als Kernlokalisierungssignal (NLS)
gedeutet werden konnte (Kalderon et al., 1984), ist in der pRS1-AS-Sequenz nicht enthalten.
Es ist deshalb moglich, dass pRS1 durch eine Interaktion mit einem NLS-tragenden Protein
nach einem Huckepack Mechanismus trotzdem in den Zellkern gelangt (Dingwall et al., 1982;
Zhao et Padmanabhan, 1988). Trunkierungsexperimente sollten kldren helfen, ob liberhaupt

ein RS1-Fragment in den Zellkern gelangen kann und welche Bereiche im RS1 fiir die
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Kernlokalisierung wichtig sind. Ein erster Hinweis fiir die geringere Bedeutung des N-
Terminus fiir die Kernlokalisierung ergab sich daraus, dass ein 52 kD GFP-pRS1 Fragment
im Zytoplasma auftauchte, das aber nicht im Zellkern akkumuliert wurde [Abb. 4-8]. Dieses
Fragment enthielt rechnerisch ca. 25 kD vom N-Terminus des pRS1 (52 kD minus 27 kD des
N-terminalen GFPs). Somit scheinen die ersten 25 kD (~230 AS) nicht fiir den Kernimport
verantwortlich zu sein. Auch bei der Expression des GFP-pRS1 (AS 329-623) [Abb. 4-16,
-20], welches wie das vollstindige RS1 im Zellkern akkumuliert wird, zeigte sich, dass auf
die N-terminale Hélfte (AS 1-328) fiir den Kernimport verzichtet werden kann.

Die Bedeutung des C-Terminus fiir den Kernimport deutete sich zuerst durch die verminderte
Kernfluoreszenz bei Fusion des GFPs an den C-Terminus von pRS1 an [Abb. 4-13, -20]. Die
Trunkierungen des pRS1(AS 1-623) um 42 AS am C-Terminus (AS 1-581) beeintrachtigte
die Kernlokalisierung und es konnten vermehrt fluoreszenzfreie Zellkerne beobachtet werden
[Abb. 4-19, -20]. Bei Trunkierung um 100 AS am C-Terminus war der Effekt auf die
Kernlokalisierung noch deutlicher und es dominierten Zellen mit fluoreszenzfreien Zellkernen
[Abb. 4-18, -20]. Das Auftreten noch vereinzelter Zellen mit Kernfluoreszenz kénnte ein
Zeichen dafiir sein, dass ein unspezifischer Kernimport aufgrund der Uberexpression nicht
vollstindig ausgeschlossen werden kann, oder dass noch andere Faktoren wie z.B. Zellzyklus
oder Zelldifferenzierungsgrad die Kernlokalisierung beeinflussen. Bei der Betrachtung der
AS-Sequenz fillt auf, dass bei der C-terminalen Trunkierung um 42 AS die UBA-Doméne
[AS 579-616] bis auf die ersten 3 AS verloren gegangen war. (Die mogliche Beteiligung der
UBA-Doméne an der Kernlokalisierung wird gesondert unter Punkt 5.5 ,,Der C-Terminus des
pRS1* diskutiert.) Warum die Kernlokalisierung durch die weitere Trunkierung um 58 AS
noch stirker gechemmt wurde, bleibt bisher unklar. Diese weitere Verkiirzung fallt ndmlich in
einen Bereich der RS1-Sequenz, die eher durch eine geringe Homologie auffillt [Abb. 5-1].
Vielleicht liegt die Ursache weniger in dem Verlust der UBA-Domine, als in der
Verdnderung der Gesamtkonformation des pRS1-Proteins, in dessen Folge die Interaktion mit

Proteinen, die den Kernimport des pRS1 ermdglichen, erschwert wird.

5.4 RS1 im Zytoplasma

Bei den nativen LLC-PK; Zellen konnte das pRSI1-Protein nicht im Zytoplasma detektiert
werden [Abb. 4-5]. Weil pRS1 aber an der Plasmamembran und auch im Zellkern vorkommt,
muss davon ausgegangen werden, dass zumindest geringe Mengen des pRS1-Proteins auch

im Zytosol vorhanden sind. Es zeigte sich, das bei Expression des pRS1 oder rbRSI in
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Xenopus Oocyten ein GroBteil des RS1-Pools in der Zytoplasmafraktion auftauchte (Valentin,
1998) und auch bei Uberexpression des GFP-pRS1 in LLC-PK; Zellen wurde das Protein
vermehrt im Zytoplasma gefunden [Abb. 4-6, -8 und -9]. Uber die Griinde fiir die starke
Expression im Zytosol kann bisher nur spekuliert werden. Vielleicht ist die Anzahl der
Moglichkeiten zur Verankerung des pRS1 an der Plasmamembran und im Zellkern so
limitiert, so dass die restlichen pRS1-Proteine verstirkt im Zytosol verbleiben miissen. Oder
fiir die Membran- und Kernlokalisierung ist eine wichtige posttranslationale Modifikation wie
Phosphorylierung oder Myristilierung notwendig, die aber aufgrund der Uberexpression nicht

bei allen Proteine durchgefiihrt werden kann.

5.5 Der C-Terminus des pRS1

Beim Vergleich der RS1 Proteine untereinander fillt der C-Terminus durch die hdchste
Homologie auf [Abb. 5-1]. Die letzten 35 AS (pRS1: AS 588 bis 623) sind zu 100 %
konserviert und deuten die Wichtigkeit dieser Region fiir die RS1 Proteine an.

Mit dem SMART Programm konnte das Motiv fiir eine UBA-Doméne in der AS-Sequenz
des pRS1 von AS 579 bis 616 im C-Terminus entdeckt werden (Schultz et al., 1998).
Aufgrund der hohen Homologie des C-Terminus ist die UBA-Doméne in allen RS1-Proteinen
zu finden.

Die dreidimensionale Struktur der 2. UBA Doméne des humanen RAD23 Homologs
HHR23A wurde mittels NMR Spektroskopie aufgekliart. Die Doméne bildet eine sehr
kompakte Struktur aus drei a—Helices [Abb. 5-2].

Helix II

Helix III Helix I

Abb. 5-2: Struktur der UBA Doméine aus HHR23A (aus Dieckmann et al., 1998)

Fir die UBA-Domine des humanen DNA Reparaturproteins HHR23A konnte gezeigt
werden, dass die Konformation primir durch konservierte Helix-Helix Interaktionen bestimmt

wird. Dabei spielen die hintereinander liegenden AS Glycin, Phenylalanin und Prolin (beim
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RS1 Threonin) eine zentrale Rolle. Sie bilden einen Loop zwischen a-Helix 1 und 2. Die
hydrophobe Seitenkette des Phenylalanins ermdéglicht dabei eine Interaktion mit der 3. a-
Helix, indem der Phe-Rest von den Methylgruppen zweier Leucinreste umgeben wird
(Dieckmann et al., 1998). Diese konformationsentscheidenen Charakteristika sind konserviert
im C-Terminus der bisher bekannten RS1-Proteine aus Schwein, Mensch, Kaninchen und

Maus ebenfalls enthalten (Schultz et al., 1998).

AS 579 | UBA Doméne ] AS 622
pRSI... FPAAD IDRI LR A GFTLQEALGALHRVGGNADLALLVLLAKNIVVP
hRS1..... FPAT D I DRI L R AGFTLQEALGALHRVGGNADLALLVLLAKNIVVP
rRSI.... FPAAD I DRI L R AGFTLQEALGALHRVGGNADLALLVLLAKNIVVP
mRSI.. FPAAD VDRI LGAGFTLQEALGALHRVGGNADILALLVLLAKNIVVP
HHR23A QEKE A I ERL K A LGFPE SLVI QAYFAC EKNENLAANFLLSQNFDDE

[---a—Helix I--] [---a—Helix II---] [---- o—Helix III---]

Abb. 5-3: Vergleich der UBA-Doméine aus den RS1-AS-Sequenzen mit der 2. UBA aus HHR23A
Die angegebenen Positionen der a-Helices wurden aus dem Sequenzvergleich mit der bekannten
Konformation der UBA-Domdne aus HHR23A4 abgeleitet (Dieckmann et al., 1998.). Vergleich mit
HHR23A4-Sequenz: rot: identische AS; blau: dhnliche AS

Bei der C-terminalen Trunkierung um 42 AS wurde die UBA-Doméne bis auf die ersten 3 AS
entfernt. Diese Trunkierung behinderte die Kernlokalisierung des GFP-pRS1 (AS 1-581), bei
70 % der Zellen deutlich, konnte aber die Kernlokalisierung nicht vollstindig autheben. Da
die Kernlokalisierung des pRS1 durch die Trunkierung der UBA-Doméne nicht komplett
aufgehoben werden konnte, konnte es sein, dass die UBA-Doméne fiir den Kernimport nicht
alleine zustdndig ist. Vielleicht wirkt die UBA-Doméne nur indirekt auf den Kernimport, so
dass z.B. ohne die UBA-Domaine eine posttranslationale Modifikation, die den Kernimport
steuern konnte, nicht mehr moglich ist.

UBA-Doménen konnten in bisher 116 verschiedenen Proteinen entdeckt werden, wobei 40
Beispiele aus Sdugern stammen (Schulz et al., 1998). Unter diesen Proteinen sind auch
Kernproteine wie die RAD23-Homologen. Das RAD23 aus Saccharomyces cerevisae ist ein
DNA-Reparatur-Protein, welches durch DNA-schddigende Reagenzien reguliert wird
(Watkins et al., 1993). Eine Bedeutung dieses Motivs fiir den Kernimport ist bisher noch nicht
beschrieben worden. Es ist aber vorstellbar, weil das pRS1-Protein mit Ubiquitin interagieren
kann, dass RSI1 durch Interaktion mit einem ubiquitinierten Kernprotein, wie einem

Transcriptionsfaktor oder einem Chromatinprotein in den Zellkern gelangt.

71



Diskussion

Eine andere Moglichkeit den Einfluss des C-Terminus auf den Kernimport zu erkldren, bildet
die Existenz einer konservierten potentiellen Phosphorylierungssequenz im C-Terminus
(pRS1: AS 592) fiir die Caseinkinase II (Baumgarten, 1999). Eine Caseinkinase II abhingige
Phosphorylierung des rekombinanten pRS1 konnte in vitro demonstriert werden [Abb. 4-35].
So ist z.B. bekannt, dass die Caseinkinase II abhingige Phosphorylierung des SV40-T-ag
(simian virus 40 large tumor antigen) und des Nukleoplasmins aus Xenopus den Kernimport

beschleunigt (Rihs und Peters, 1989; Vacurova et al., 1995).

5.6 Die moglichen physiologischen Funktionen des RS1

5.6a Wirkung an der Plasmamembran

Die ersten funktionellen Hinweise ergaben sich aus der Koexpression des RS1 gemeinsam mit
dem SGLT1 in Xenopus Oocyten (Spangenberg et al, 199; Veyhl et al., 1993; Lambotte et al.,
1996). Spiter konnte bei Koexpression auch fiir den hOCT2 eine Verdnderung des Vi —
Wertes gemessen werden (Reinhardt et al., 1998). Somit ist der Effekt des RS1 nicht fiir den
SGLT1 spezifisch. Die Ursache fiir die Hemmung des Transportes in Xenopus Oocyten kann
aufgrund der Injektion von cRNA als transkriptionsunabhidngig angesehen werden, was durch
zusitzliche Versuche mit dem Transcriptionshemmer Actinomycin D bestétigt werden konnte
(Veyhl, personliche Mitteilung 1999).

In Xenopus Oocyten wurde gezeigt, das sich die Menge des hSGLT1 in der Plasmamembran
nach Koexpression mit dem hRS1 proportional zur Abnahme der Transportleistung
verringert. Gleichzeitig konnte eine Abnahme der Membrankapazitit gemessen werden, die
sich elektronenmikroskopisch durch eine Verringerung der Oocytenoberfliche erkldaren lief3
(Valentin et al.,, 2000). Eine mogliche Erklarung fiir die durch RS1 induzierten
Verdanderungen der Plasmamembranoberfliche konnten Einfliisse auf die Endo- bzw.
Exozytoseraten sein. Hierzu wurden Versuche mit dem Membran-Farbstoff RH 414
durchgefiihrt, welcher nur durch die Internalisierung von Plasmamembran ins Zellinnere
gelangen kann. Die erhohte Aufnahme des RH 414 von den pRS1 stabil {iberexprimierenden
Zellen lasst eine Wirkung des pRS1 auf die Endocytose als Ursache vermuten [ Abb. 4-32].
Die Endozytose von Plasmamembranproteinen wird durch kurze AS-Sequenzen im
zytoplasmatischen Anteil dieser Membranproteine vermittelt, die mit einer Translokation der
Membranproteine in die sogenannten Coated pits beginnt. Ein wichtiges Endozytose-Signal
stellt das Di-Leucin Motiv dar, welches z.B. beim Insulin-Rezeptor (Haft et al. 1998) und im
Glut 4 (Garippa et al. 1996) eine Translokation in die Coated pits verursacht. So ein Di-
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Leucin Motiv kommt auch im RS1 (pRS1 AS 366/67) vor und zwar befindet es sich in einer
zu 100% konservierten Sequenz aus 10 AS (pRS1 AS 359-668).

AS 357 AS 371
pRS1 ST TAALKELHELLV ISS
hRS1 ST TAALKELHELLV V SS
bRS1 ST TAALKELHELLV ISS
mRS1 SV TAALKEILHELLV ISS

Abb. 5-4: Di-Leucin Motiv im RS1

Auch das Tyrosin-based Yxx® Motiv (®: AS mit einem grolen hydrophoben Rest) ist ein
bekanntes Endozytose-Motiv und ermdglicht z.B. die Internalisierung des LDL- (Chen et al.
1990) und des Transferrin-Rezeptors (Colloawn et al., 1990). Dieses Motiv kommt in der AS-
Sequenz des RS1 allerdings nicht vor. Das Tyrosin-based sowie das Di-Leucin Motiv
ermoglichen beide eine Interaktion mit dem Clathrin-Adapter Komplex AP-2, welcher eine
Translokation in die Clathrin-umkleideten Coated pits bewirkt (Marks et al., 1997;
Trowbridge, 1991).

Auch die Ubiquitinierung von Plasmamembranproteinen kann als Endozytose-Signal dienen
(Straus and Goivers, 1999; Hicke, 1999). Wihrend die Bildung von Polyubiquitinketten zur
Erkennung und Degradation durch das Proteasom fiihrt, kann die Monoubiquitinierung eines
Membranproteins dagegen die Internalisierung initiieren (Terrell et al., 1998; Shih et al.,
2000; Lucero et al., 2000). Wie wichtig die Ubiquitinierung fiir die Endozytose eines
Membranproteins sein kann, konnte an einer Mutation im epithelialen Na'-Kanal (ENaC)
erkannt werden. Eine Mutation im PPxY-Motiv verhindert eine Interaktion mit der WW-
Doméne der membranassoziierten Ubiquitin-Ligase Nedd4 (Staub et al., 1997), so dass in
Folge der ENaC nicht ubiquitiniert wird. Die fehlende Ubiquitinierung verursacht eine
verstarkte Prasenz des ENaCs (Schild et al., 1996; Shimkets et al., 1997) und damit eine
erhohte Aktivitdt des ENaC. Das dadurch verursachte erbliche Krankheitsbild ist unter dem
Namen Liddle's Syndrom bekannt und fiihrt zu einem arteriellen Uberdruck, denn der ENaC
ist beteiligt an der Resorption von Salz und Fliissigkeit aus dem distalen Nephron, Dickdarm

und Lungenepithel.

Wie die Ubiquitinierung eines Plasmamembranproteins die Internalisierung initiiert, ist noch
unverstanden. Die einfachste Erkldrung wire, wenn ein Protein-Adapter eine Verbindung
zwischen den ubiquitinierten Plasmamembranproteinen und der Endozytose-Maschinerie

herstellen konnte (Hicke, 1999; Strous and Govers, 1999; Rotin et al., 2000; Shih et al.,
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2000). Dieser Adapter wiirde eine wichtige Rolle fiir die ubiquitinabhingige Endocytose

spielen. RS1 konnte ein Kandidat fiir die Funktion dieses gesuchten Protein-Adapters in der

ubiquitinabhéngige Endozytose sein, denn:

1. pRS1 ist ein membranassoziiertes Protein (Valentin et. al., 2000)

2. pRSI1 besitzt eine aktive UBA-Domine, welche eine nicht kovalente Interaktion mit
Mono-Ubiquitin ermdglicht (4.4)

3. RS1 besitzt ein konserviertes Di-Leucin Endozytose Motiv (pRS1 AS 366/67)

4. pRSI1 scheint endozytotische Vorgiange zu fordern (4.6 und Valentin et al., 2000)

5. RS1 wirkt auf verschiedene Transporter wie den SGLT1 und den OCT2 (Reinhardt et al.,
1999)

5.6b Funktion im Zellkern

Bei Reduzierung der Translation des endogenen pRS1 mittels einer stabilen anti-sense
Strategie in LLC-PK; Zellen wurde eine drastische Erhohung der Transcription des SGLT1
gemessen (Korn, 1999; Track, personl. Mitteilung, 2000). Bei der Uberexpression des pRS1
in LLC-PK; Zellen konnte genau der gegenteilige Effekt und zwar die Reduzierung der
SGLTI-mRNA beobachtet werden [Abb. 4-31]. Dieser Befund verdeutlicht, dass RSI
repressorisch auf die Transcription des SGLT1 in LLC-PK; Zellen wirkt.

Da gezeigt werden konnte, dass RS1 in den Zellkern gelangen kann, ist es wahrscheinlich,
dass RS1 seine Wirkung auf die Transcription im Zellkern entfaltet. Im Kern interagiert RS1
wahrscheinlich nicht direkt mit der DNA, denn es konnten keine bekannten DNA-
Interaktionsmotive in der Sequenz von RS1 nachgewiesen werden. Deshalb ist anzunehmen,
dass RS1 indirekt durch Interaktion mit anderen Transcriptionsfaktoren auf das SGLT1-Gen
wirkt. Dabei wire auch eine Beteiligung der UBA-Doméne vorstellbar, auch wenn eine
direkte transcriptionsregulierende Rolle einer UBA Doméne bisher noch nicht beschrieben
worden ist. Theoretisch ist moglich, dass das RS1-Protein iiber eine Interaktion mit z.B.
einem ubiquitinierten Transcriptionsfaktor oder einem ubiquitinierten Chromatinprotein
indirekt auf die Transcription des SGLTI1 wirkt. Welche DNA-Proteine direkt die
Transcription des SGLT1 reprimieren, ist bisher kaum untersucht worden. Wood und
Mitarbeiter (1999) konnten aber zeigen, dass es in der Promotorregion des sSSGLT1 ein oder
vielleicht auch zwei Bereiche fiir eine transkriptionelle Suppression gibt. Die transcriptionelle
Regulation des SGLTT ist bei weitem noch nicht verstanden und lésst viel Spielraum fiir noch

unbekannte Regulationsmechanismen, an denen eventuell RS1 beteiligt sein konnte.
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Bei der Transcriptionskontrolle des SGLT1 in den LLC-PK; Zellen ist zu beachten, dass die
Transcription des endogenen SGLT1 auf noch unbekannte Weise auch durch die Ausbildung
der Zell-Zellkontakte reguliert wird. Erst bei konfluenten Zellen kommt es zur Transcription
des SGLT1 (Shioda et al., 1994; Suzuki et al.; 1996). Bei Storung dieser Zell-Zellkontakte
wird die SGLT1-Transkription schnell wieder reduziert (Van der Bosch et al., 1991). Es muss
also in den LLC-PK; Zellen ein Signalweg von der Plasmamembran in den Zellkern
existieren. Sollte RS1 diesen Signalweg z.B. durch Beeinflussung der Zellkontakte (Tight
junctions) beeinflussen oder an einer anderen Stelle in diesen Signalweg eingreifen, so wére
ein transcriptioneller Einfluss des RS1 sogar ohne eine direkte Kernlokalisierung des RS1

vorstellbar.

5.7 Ist RS1 ein Signaltransduktionsprotein?

Die Verteilung des pRS1 an der Plasmamembran und im Nukleus erinnert an das Verhalten
eines Signaltransduktionsproteins, welches &hnlich wie z.B. das p-Catenin bei der
Zelldifferenzierung ein Signal von der Plasmamembran in den Zellkern tragt. Auch B-Catenin
wurde zuerst als reines membranstindiges Protein beschrieben, welches die Zell-
Zelladhidsionsproteine Cadherine mit dem Aktin-Zytoskelett der Zelle verbindet (Peifer,
1995). Ahnlich dem pRS1 konnte B-Catenin erst nach Uberexpression im Zytoplasma und im
Zellkern entdeckt werden (Hinck et al., 1994). Im Zellkern wirkt B-Catenin auf die
Transcription durch eine Interaktion mit den Transcriptionsfaktoren der LEF/TCF Familie
(Molenaar et al., 1996; Behrens et al., 1996).

Der konfluenzabhingige Nachweis des RS1-Proteins an der Plasmamembran der LLC-PK,
Zellen [Abb. 4-5] ldsst Parallelen zum Verhalten des Zonula occludens-1 Proteins (ZO-1)
erkennen, welches zur Familie der membranassoziierten Guanylat-Kinasen (MAGUK) gehort
(Gottardi et al., 1996). ZO-1 verhilt sich allerdings umgekehrt zum pRS1. Es ist ndmlich vor
Erreichen der Konfluenz im Zellkern und interagiert nach Erreichen der Konfluenz u.a. mit
dem Transmembranprotein Occludin (Fanning et al., 1998).

Die Reduzierung der pRS1-Proteinmenge in der Plasmamembranfraktion der differenzierten
LLC-PK; Zellen war nicht auf einen Riickgang der pRSI-mRNA zuriickzufiihren (Korn,
2000). Entweder ist die Translation des pRS1 nach Konfluenz negativ reguliert, oder, und
dafiir sprach das Auftreten des Kernsignals, es fand wie beim ZO-1 eine Umverteilung statt.
Dabei ist vorstellbar, dass pRS1 entweder nach Translation direkt in den Zellkern gelangt,

oder dass eine vorherige Membranassoziation notwendig ist. Das Auftreten eines 60 kD
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Fragmentes in der Plasmamembran und anschlieBend eines 40 kD Fragmentes im Zellkern
deuten eher einen Weg von der Plasmamembran in den Zellkern an [Abb. 4-5]. Die
Minderung des RS1 an der Plasmamembran nach Konfluenz konnte dann mit einer
Regulation durch Degradation erkldrt werden. Ob die detektierten Fragmente Produkte einer
physiologischen Spaltung sind, die mit dem Mechanismus des RS1 verbunden sind, konnte
nicht eindeutig gekldrt werden. Das Entstehen eines etwa 60 kD Fragmentes konnte aber auch
bei den Duodenummembranen [Abb. 4-2] und bei der in vitro Expression des pRSI in
Reticulocyten-Lysat gesehen werden [Lambotte e al., 1996].

Theoretisch befindet sich eine trypsinsensitive Schnittstelle im 2. groBen konservierten
Abschnitt [Abb. 5-1; AS 359-368]. Eine Proteolyse in diesem Bereich wiirde das Protein in
ein 3/5 und 2/5 Fragment teilen, was nach dem Laufverhalten im SDS-PAA-Gel ein 60 und
40 kD Fragment ergébe.

5.8 Ein hypothetisches Modell zum Wirkmechanismus des RS1

Die subzelluldren Lokalisierungsergebnisse des pRS1 und die funktionellen Hinweise zur
Endozytose und transcriptionellen Repression des SGLT1 sind in einem hypothetischen
Modell zusammengefasst worden. Die Hinweise zur physiologischen Spaltung des pRS1-
Proteins erscheinen noch zu spekulativ und sind aus diesem Grund nicht verarbeitet worden.
Das Modell lehnt sich an ein fritheres Modell an (Korn, 1999), in welchem die Wirkung des
RS1 auf verschiedene Transportproteine durch die Einfiihrung eines noch unbekannten
Adapter-Proteins erklért wurde [Abb. 2-1]. Auch die Vorstellung von RSI1 als Signalmolekiil,

welches ein Signal von der Plasmamembran in den Zellkern tragt, wurde mit einbezogen.

Im Modell [Abb. 5-5] ermoglicht die UBA-Doméne des RS1 die Erkennung eines
ubiquitinierten Plasmamembranproteins, wie z.B. des SGLT1. Aufgrund des Di-Leucin
Motivs im RS1 kommt es zur Erkennung und Interaktion mit dem AP-2 Clathrin-Adapter-
Komplex (Trowbridge et al., 1991). Die Wechselwirkung mit AP-2 fiihrt letztlich zur
Lokalisierung des Proteinkomplexes in einem Clathrin umkleideten Coated pit.

Die Clathrin abhédngige Abschniirung leitet die Internalisierung des ubiquitinierten
Membranproteins ein. Nach dem Verlust der Clathrinhiille kann das Membranvesikel durch
Membranfusionen in die frilhen Endosomen und weiter ins periphere und dann ins

perinukleare Lysosom zur letztlichen Degradierung gelangen. Dieser Weg bis ins zellkern-
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nahe Lysosom konnte bei der Aufnahme des Endocytosefarbstoff RH 414 gut beobachtet
werden [Abb. 4-32].

Ein Teil der internalisierten Vesikel verbleibt zu einem frithen Zeitpunkt auch als
Speicherpool im plasmamembrannahen Bereich und kann durch Fusion auch wieder an die
Plasmamembran zuriickgelangen. Dieser kurze Kreislauf an und direkt unter der
Plasmamembran ermoglicht eine schnelle Rekrutierung und wiirde eine Erkldrung fiir die
intensive Anfirbung im Bereich der Zellperipherie mit RH 414 bei der pRS1 Uberexpression

liefern.

PLASMA-
MEMBRAN

LYSOSOM

Zelikern

/

Abb. 5-5: Hypothese zur Funktion des RS1

Giines Oval: SGLTI; blauer Kreis: Ubiquitin; rotes Fiinfeck: Clathrin-Adapter Komplex AP-2; rotes
Viereck: Protein mit NLS-Sequenz fiir Kernimport; farblose Y-Form: RS1; PKC: Proteinkinase C

Fiir den Kernimport des RS1 muss die Hilfe eines anderen Proteins vermutet werden, da RS1
selber keine NLS besitzt. Im Zellkern wirkt RS1 dann auf unbekannte Weise negativ
regulierend auf die Transcription des SGLTT1 (5.6b).

Eine mit der Endozytose von Plasmamembranproteinen verbundene Transcriptionshemmung
von Plasmamembranproteinen erscheint physiologisch sinnvoll. RS1 wére somit im Modell

auch ein Signaltransduktionsprotein, welches eine mittelfristigen Regulation durch
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Endozytose mit einer ldngerfristigen Regulation durch Transcriptionshemmung koppeln
wiirde.

Ein zentraler Punkt und auch Voraussetzung fiir dieses Modell ist die Ubiquitinierung des
SGLT1 an der Plasmamembran. Diese Ubiquitinierung des SGLT1 ist bisher noch nicht
bedacht und deshalb noch nicht gezielt untersucht worden. Alle SGLT1 Proteine besitzen aber
6 konservierte Lysinreste auf der zytoplasmatischen Seite (nach dem Topologiemodell von
Turk et al., 1996), an denen eine Ubiquitinierung moglich wére. Die Ubiquitinierung von
Plasmamembrantransportern koénnte z.B. durch die membranassoziierte Ubiquitin-Ligase
Nedd4 erfolgen, welche mit PPxY Motiven interagiert (Rotin et al., 2000). Vielleicht
ermoglicht die konservierte MPEY Sequenz auf der zytosolischen Seite zwischen der
Transmembranhelix 3 und 4 im SGLTI1 auch eine Interaktion mit Nedd4, so dass eine

Ubiquitinierung des SGLT1 stattfinden kénnte.

5.9 Die moglichen Regulationen der RS1-Aktivitit

Um die postulierten unterschiedlichen Funktionen von RS1 im Modell (5.8) an der
Plasmamembran und im Zellkern erfiillen zu konnen, miissten wechselnde Affinitdten des
RS1-Proteins zu unterschiedlichen Interaktionspartnern verlangt werden. Diese

Anforderungen konnten durch posttranslationale Modifikationen erfiillt werden.

5.9a Der Einfluss der Kinasen

Der Erfolg einer in vitro Phosphorylierungen hédngt entscheidend von der Mdglichkeit einer
konformationsabhéngigen Interaktion zwischen der Kinase und dem Testsubstrat und von der
Zuganglichkeit der Phosphorylierungssequenz im Testsubstrat ab. Im Fall des rekombinanten
pRS1-Proteins konnten diese beiden Bedingungen bei Inkubation mit der PKA, PKC und
CaK II erfillt werden (4.7).

Es féllt auf, dass sich die konservierten Phosphorylierungsstellen in unmittelbarer Nahe zur
UBA-Doméne und dem Di-Leucin Motiv befinden [Abb. 5-1]. Somit ergibt sich Moglichkeit,
dass eine Phosphorylierung im Bereich dieser Sequenzen die Aktivitit dieser Motive
regulieren konnte.

Die 3 konservierten potentiellen Phosphorylierungssequenzen fiir die Casein Kinase II
befinden sich dabei im N-Terminus (AS 130) in der Mitte (AS 348) und im C-Terminus (AS
592) des pRS1 und scheinen so die Konformation des RS1 in allen Bereiche beeinflussen zu

konnen. Besonders interessant ist dabei die Mdoglichkeit einer Regulation der Aktivitit der
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UBA-Doméne fiir eine Interaktion mit Ubiquitin durch die CaKIl. Auch das Di-Leucin
Endozytose-Motiv konnte durch eine Casein Kinase II abhdngige Phosphorylierung reguliert
werden. So ist z.B. bekannt, dass die Aktivitit der Caseinkinase II die Endozytose des
Transferrin-Rezeptors reguliert. (Cotlin et al., 1999). Ebenso koénnte die Caseinkinase II
abhingige Phosphorylierung auch fiir den Kernimport des RS1-Proteins wichtig sein, wie es
z.B. fiir Nukleoplasmin aus Xenopus beschrieben ist (Vacurova et al., 1995).

Die Protein Kinase C abhingigen Konsensussequenzen befinden sich mehr in der Mitte der
RS1-Sequenz (pRS1, AS 370 und 400) und konnten die Aktivitit des Di-Leucin Endozytose
Motivs (AS: 366/67) beeinflussen. Es ist bekannt, dass die PKC das Trafficking und
Recycling des SGLT1 zwischen der Plasmamembran und dem intrazelluliren SGLT1-
Speichervesikel-Pool entscheidend mitreguliert, ohne dass eine direkte Phosphorylierung des
SGLT1 involviert zu sein scheint (Wright et al., 1997; Hirsch et al., 1996; Delezay et al.,
1994). Hier ergibt sich die Moglichkeit, dass dieser Vorgang durch die Phosphorylierung

eines anderen fiir die Endozytose wichtigen Proteins wie vielleicht des RS1 vermittelt wird.

5.9b Proteolyse

Eine weitere Moglichkeit die Aktivitit von RS1 zu beeinflussen, kdnnten die gesammelten
Hinweise zur Proteolyse des RSI in ein 40 und 60 kD Fragment liefern [Abb. 4-5]. Eine
Spaltung im Bereich des zweiten grof8en konservierten Bereiches [pRS1: AS 359-368] wiirde
vielleicht die Prédsentation des Di-Leucin Motivs beeinflussen und somit die Internalisierung
auslosen. Es ist aber bisher unklar, ob die RSI1-Spaltprodukte die Folge einer gezielten
physiologischen Degradation sind und ob die Spaltprodukte dann aktive Effektoren sind.

Es gibt Beispiele verschiedener wichtiger Signalmolekiile, die durch eine Degradation
reguliert werden, wie z.B. f-Catenin, NF-xB und IxB Proteine (Aberle et al., 1997; Fan and
Maniatis, 1991; Chen et al., 1995).

5.10 Experimenteller Ausblick

Viele Arbeiten zur Regulation des Plasmamembrantransporters SGLT1 beschrianken sich bei
der Ursachenforschung aufgrund der Komplexitit auf allgemeine Einfliisse bei der
Transcriptonskontrolle oder nennen posttranscriptionale bzw. posttranslationale Ursachen,
ohne Vorschlige fiir konkrete Mechanismen zu liefern. So sind viele Wirkungen wie z.B. der
Proteinkinasen auch so vielfdltig, dass ein genauer mechanistischer Vorgang bisher nicht

vollstidndig nachvollzogen werden kann.
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Fiir SGLT1 und RSI1 ist nun ein Modell entwickelt worden, welches aufgrund der gefundenen
Motive einem konkreten mechanistischen Vorschlag liefert. Diese Punkte miissten allerdings
experimentell noch weiter erhértet werden.

So ist ein zentraler Punkt und auch Vorraussetzung fiir das Modell zur Wirkungsweise des
RS1 (5.8) die Ubiquitinierung des SGLT1. Mit dem geschaffenen anti-pSGLT1 Serum 75
konnte eine Immunprizipitation des SGLT1 versucht werden, um das Prézipitat dann auf
Ubiquitin zu untersucht. Hierfiir wiirde die pRS1 anti-sense Zelllinie (Korn, 1999) aufgrund
threr hohen SGLT1-Expression ein gutes Untersuchungsobjekt abgeben. Ein erster Hinweis
wiirde sich aus dem Zuwachs des Molekulargewichtes des SGLT1-Proteins um 8.5 kD (MW
des Ubiquitins) ergeben.

Zur Funktionsanalyse der UBA-Doméne sollte die physiologische Wirkung eines C-terminal
trunkierten pRS1 auf die Endozytose und die SGLTI1-Transcription untersucht werden.
Anstelle einer Trunkierung konnte auch Phenylalanin (AS 591) in der UBA-Doméne in eine
Aminosdure mit einem geladenen Rest, wie z.B. in Aspartat mutiert werden.

Die Funktion des C-Terminus fiir die Kernlokalisierung konnte durch dessen Fusion mit GFP
oder durch Fusion des C-Terminus mit einem zytosolischen Protein wie der Pyruvat-Kinase
untersucht werden.

Ebenso sollte auch die Wirksamkeit des Di-Leucin Motivs (366/67) fiir die Funktion des
pRS1 durch Mutation in diesem Motiv betrachtet werden.

Die Anreicherung bzw. Aufreinigung des endogenen pRS1 iiber eine Ubiquitin-Agarose
liefert nun erstmals auch die Moglichkeit zur Klarung der Frage nach einer in vivo
Phosphorylierung des RSI1-Proteins. Die Auswirkungen der Phosphorylierung auf die
Funktion und Lokalisierung des RSI sollten dann weiter durch Mutationen in den

konservierten Phosphorylierungsstellen erforscht werden.
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7. ANHANG

Die im Anhang aufgenommenen Daten zum RS1 beinhalten Versuche und Vorversuche, die

wichtige Hinweise zum RS1 liefern, aber teilweise noch weiterer Kldrung bediirfen.

7.1 Quantifizierung der pRS1-Konzentration in den BBM-Vesikeln aus der Niere

Nach der Optimierung der Detektionsbedingungen fiir das pRS1-Protein aus den BBM-
Vesikeln der Schweineniere mit dem anti-RS1 Serum 33;y im Westernblot (4.1) wurde die
Menge des pRSI-Proteins in den BBM-Vesikeln durch Vergleich der Signalstirken mit

verschiedenen Konzentrationen des rekombinanten pRS1 abgeschitzt.

BBM-Vesikel [pg] Rekombinantes pRS1 [pg]
Niere
2 2 2 12,5 25 50 100

M=

relative )
Signalintensitit 4 (.

0.8
0.6
0.4
0.2+

P
=

0 T T T T T
0] 20 40 60 80 100

Rekombinantes pRS1 [pg]
Abb. 7-1: Quantifizierung der pRS1-Konzentration in BBMYVs aus der Schweineniere

Drei mal je 2 ug Nieren-BBMs und 12.5, 25, 50 und 100 pg des rekombinanten pRSI1 wurden in
Laemmli-Puffer denaturiert, mit Jodacetamid alkyliert und anschlieffend im SDS-PAGE aufgetrennt
und geblottet. Der Blot wurde mit affinititsgereinigtem anti-RSI1 Serum 33, analysiert. Die RSI-
Banden wurden densiometrisch nach Subtraktion des Hintergrundes mit Sigmascan (Sigma, Germany)
ausgewertet. geschlossenes Symbol: rek. pRS1; offenes Symbol :3 mal je 2 ug BBMV (Niere)

Die Auswertung der drei pRS1-Banden aus je 2 ug Nieren-BBMs ergab eine gemittelte
densiometrische Intensitét von 0,42 und entsprachen damit der Signalintensitit von 40 pg des
rekombinanten pRS1. In I mg BBM-Vesikeln ergaben sich somit 20 ng pRS1 (MW 68 kD),
was 0,3 pmol pRS1 pro 1 mg Nieren BBMs entsprach. Fiir den SGLT1 konnte durch

Phlorizinbindungsstudien mit BBMVs der Niere ein SGLT1-Gehalt von 50 bis 250 pmol pro
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1 mg BBM-Nierenprotein bestimmt werden (Kinne, 1976; Koepsell et al. 1983). Somit ldsst
sich ein Verhéltnis vom pSGLT1 zum pRS1 von ca. 1 : 150 bis 1 : 800 abschitzen. Damit
musste eine frithere Quantifizierung (Valentin, 1998) mit einem postulierten Verhiltnis von

1:3.000 um ca. den Faktor 10 korrigiert werden.

7.2 Kontrolle zur Trennung bei der Zellfraktionierung

Weil bei der Zellfraktionierung der LLC-PK; Zellen RSI-Signale auch in den
Zellkernfraktionen [Abb. 4-5, -8 und -9] zu detektieren waren, war es wichtig auszuschlieBen,
dass bei der Zellfraktionierung mittels differentieller Zentrifugation die gewonnene
Zellkernfraktion mit Plasmamembranen kontaminiert war. Deshalb wurden die Kern- und
Plasmamembranfraktionen im Westernblot mit einem anti-SGLT1 Serum analysiert [Abb. 7-
2]. SGLT1 diente als Markerprotein fiir die Plasmamembran und sollte deshalb in der

Kernfraktion nicht vorhanden sein.

MW A B C

182 KD - R
p——

115 KD -

84 kD — -+
- e

62kD-

51 kD -

38 kD -

26kD- :

A: BBM Schweineniere
B: Kernfraktion
C: Plasmamembranfraktion
Abb. 7-2 Westernblot: Uberpriifung der Trennung von Kern-und Plasmamembranfraktionen

Die LLC-PK;-Zellen wurden 5 Tage nach Erreichen der Konfluenz mittels differenzieller
Zentrifugation nach einer Methode von Salehzada et al. (1991) fraktioniert. Es wurden je 20 ug Kern-
(1.200 g Sediment, gewaschen mit 0,5 % Igepal), 20 ug Plasmamembranfraktion (40.000 g Sediment)
und als Positivkontrolle 20 ug BBM aus der Schweineniere aufgetragen und im Westernblot mit anti-
SGLT Serum (SG11-A, Alpha Diagnostic, San Antonio, USA) analysiert.

Im Westernblot [Abb. 7-2] war das SGLT1 Protein als Bande bei 75 kD in der Probe der
BBM-Vesikeln aus der Schweineniere (Spur A) und in der Plasmamembranfraktion der LLC-
PK; Zellen (Spur C) zu erkennen. In der Proteinprobe der Kernfraktion der LLC-PK; Zellen
(Spur B) war keine Reaktion mit dem anti-SGLT1 Serum feststellbar. Somit konnte eine

starkere Kontamination der Zellkernfraktion mit Plasmamembranen ausgeschlossen werden.
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7.3 Stabilitit der Kernfluoreszenz bei GFP-pRS1 Zellen nach Behandlung mit Triton
Die Stabilitdt der subzelluldren Verteilung des GFP-pRS1 Proteins in den LLC-PK; Zellen
wurde durch die Inkubation mit einem Detergenz {iberpriift. Auf diese Weise sollten
Informationen {iber die Art und Stirke der Interaktion des GFP-pRS1 Proteins in der Zelle
gewonnen werden.

Dazu wurden die Zellen 4 min bei 4°C in PBS mit 0,1 % Triton-100 auf einem

Taumelschiittler inkubiert und anschlieBend in PBS umgepuffert.

0 % Triton-100 0,1 % Triton-100

Abb. 7-3 Fluoreszenzbild: Stabilitit der Kernfluoreszenz der pEGFP-RS1 LLC-PK, Zellen nach
Inkubation in 0,1 % [v/v] Triton-100

Die GFP-pRSI stabil exprimierenden Zellen wuchsen auf Deckglischen und wurden bei 4°C 4 min
mit 0,1 % [v/v] Triton-100 in PBS auf einem Taumelschiittler inkubiert und anschlieffend in PBS
umgepuffert und sofort mikroskopiert.

Nach der Inkubation in 0,1 % Triton-100 war die vorher deutlich sichtbare zytoplasmatische
Lokalisierung des GFP-pRS1 verschwunden [Abb. 7-3]. Das Kernsignal des GFP-pRSl1
hingegen blieb auch nach der Triton-100 Behandlung unveréndert und konnte nicht aus den
Zellkernen extrahiert werden. Dieser Befund verdeutlichte die Unterschiede bei der
Interaktionen des GFP-pRS1 im Zytosol und im Zellkern. Wéhrend die Tritonbehandlung die
zytosolische Lokalisierung authob, eventuell durch ein AusflieBen des 16slichen GFP-pRS1 in
Folge der Zerstorung der Plasmamembran, deutete die resistente Kernlokalisierung auf eine

stirkere Interaktion des GFP-pRS1 mit Bestandteilen im Kerninneren hin.

7.4 Beobachtungen zur Regulation der Kernlokalisierung des GFP-pRS1(AS 1-581)
Nach der Trunkierung des pRS1 um 42 AS am C-Terminus und Fusion mit GFP waren
Zellen mit und ohne Kernfluoreszenz zu beobachten (4.3). Die Ursache hierfiir konnte

vielleicht im Zellzyklus verborgen liegen.
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Abb. 7-4 Konfokale Laserscan-Aufnahmen: GFP-RS1 (AS 1-581) exprimierende Zellen

Die LLC-PK; Zellen wurden 24 h nach Transfektion mit pEGFP-pRSI(AS 1-581) mit 4% [v/V]
Paraformaldehyd in PBS-Puffer fixiert und mit dem konfokalen Laserscan-Mikroskop bei
Blaulichtanregung betrachtet.

Bei Zellen, die sich augenscheinlich unmittelbar nach einer Zellteilung befanden, blieben die
Zellkerne fluoreszenzfrei [Abb. 7-4]. Es ist somit vorstellbar, dass die Kernlokalisierung des
pRS1 von der Zellzyklus abhidngigen Expression bzw. Aktivitit noch unbekannter Faktoren

mit beeinflusst wird.

7.5 Expression des pRS1 (AS 1-512) in HEK Zellen

Um auszuschlieBen, dass die fehlende Kernlokalisierung des trunkierten GFP-pRS1 (AS 1-
523) durch die Fusion mit GFP beeinflusst wurde [Abb. 4-17, -19], wurde ein C-terminal
trunkiertes pRS1-Protein transient exprimiert und die Kernlokalisierung im anti-RSI
Westernblot untersucht. Dazu wurde das vollstindige und ein trunkiertes pRS1-Gen (kodierte
AS 1-512) in den pRc/CMV Vektor ligiert. Vorversuche zeigten, dass die transiente
Expression in HEK Zellen groBer als in LLC-PK; Zellen war.

Das pRS1-Protein lie sich nach Transfektion in HEK-Zellen exprimieren und konnte im
Zellhomogenat bei 100 kD auf der Hohe des pRSI-Proteins aus Nieren-BBMs detektiert
werden [Abb. 7-5, Spur 1 und 2]. In der Zellkernfraktion (Spur 3) war das vollstindige pRS1
(100 kD) und verschiedene Abbauprodukte in geringerer Konzentration ebenfalls vorhanden.
Das trunkierte pRS1 (AS 1-512) konnte nach Transfektion im HEK-Zellhomogenat als Bande
bei 80 kD erkannt werden [Abb. 7-5, Spur 4]. In der Zellkernfraktion war das trunkierte
pRS1-Protein hingegen nicht feststellbar (Spur 5).

Somit konnte gezeigt werden, dass die Trunkierung des pRS1 am C-Terminus um 111 AS die

Kernlokalisierung auch unabhéngig von der GFP-Fusion behinderte.
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MW
111 kD —

80 kD —
61 kD —

49 kD —

36 kD —

Spur 1: 20 pg Schweinenieren BBM (Positivkontrolle)

Spur 2: 20 pug HEK-Zellhomogenat mit exprimiertem pRS1 (vollstdndig)
Spur 3: 20 pg Zellkerne aus HEK-Zellen von Spur 2

Spur 4: 20 ug HEK-Zellhomogenat mit exprimiertem pRS1 (AS 1-512)
Spur 5: 20 pg Zellkerne aus HEK-Zellen von Spur 4
Abb. 7-5 Storung der Kernlokalisierung des pRS1 nach C-terminaler Trunkierung um 111 AS

HEK-Zellen wurden mit pRc/CMV-pRS1(AS 1-623) bzw. pRC/CMV-pRS1 (AS 1-512) transfiziert und
nach 48 h lysiert und anschliefend mittels differenzieller Zentrifugation fraktioniert. Die
Zellkernfraktion (1.200 g Sediment) wurde in 0,5 % [v/v] Igepal gewaschen. Der Westernblot wurde
mit affinitdtsgereinigtem anti-RS1 Serum 335 analysiert.

7.6 In vivo Phosphorylierung des GFP-pRS1-Proteins

Die Frage nach einer moglichen in vivo Phosphorylierung des pRS1 war aufgrund bis dato
fehlender Aufreinigungsmoglichkeiten des pRS1 schwierig. Weil mit dem polyklonalen anti-
GFP Serum (Clontech) eine Immunprézipitation (IP) des GFP-pRS1 mdoglich war [Abb. 7-6,

Spur 2] wurde die Phosphorylierung in den GFP-pRS1 exprimierenden Zellen untersucht.
M 12 3

M: GroBen-Marker
Spur 1: Zellhomogenat vor IP (8 pug)
Spur 2: Immunprézipitat (IP)
Spur 3: Zellhomogenat nach IP (8 ug)

Abb. 7-6 Silbergefirbtes PAA-Gel: Immunprizipitation des GFP-pRS1 Proteins
LLC-PK; Zellen, die GFP-pRS1 stabil exprimierten, wurden lysiert und nach 5 min bei 1.200 g wurde
der Uberstand (Homogenat) mit anti-GFP Serum (Clontech) inkubiert und mit Protein A-Sepharose
prdzipitiert. Das Prdzipitat wurde gewaschen und in Laemmli-Puffer denaturiert.
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Das Immunprizipitat aus dem Zellhomogenat der GFP-pRS1 exprimierenden LLC-PK;
Zellen enthielt das GFP-pRS1 Protein, welches entsprechend seinem Molekulargewicht bei
130 kD lief [Abb. 7-6, Spur 2].

Nach Inkubation der GFP-pRS1 exprimierenden Zellen fiir 16 h mit **Phosphat und
anschlieBender Immunprizipitation aus dem Zellhomogenat mit dem anti-GFP Serum konnte
jedoch kein autoradiographisches Signal des GFP-pRS1 im SDS-PAGE erkannt werden [ohne
Abb.].

7.7 Anti-RS1 Seren

Fiir die Nachproduktion von weiteren anti-RS1 Seren wurden die Kaninchen Nr. 74 und 75
mit aufgereinigtem rekombinanten pRS1-Protein durch subskapulére Injektionen immunisiert.
Vom Serum der ersten Blutentnahme nach Beendigung des Immunisierungszyklus wurde der

Titer gegen das rekombinante pRS1-Protein im ELISA bestimmt

Tier 74 Tier 75
2 2
= E
Q
3 2
bl g '
= 2
(=]
8 5]
o o
, 0000 g e 00 0 00000 g e Q0 Qi
100x107 1x10? 10x10° 100x107 1x10! 100x10° 1x10° 10x10° 100x10° 1x108
Verdiinnung Verdiinnung

Offenes Symbol: Nullserum geschlossenes Symbol: 1. Blutung
Abb. 7-7 ELISA: Titerbestimmung der Seren 74; und 75; gegen das rekombinante pRS1-Protein

Eine Mikrotiterplatte wurde mit dem rekombinanten pRSI-Protein beschichtet und mit einer
Verdiinnungsreihe der entsprechenden Seren inkubiert. Nach Zugabe von anti-Rabbit IgG-Alkalische
Phosphatase und Para-Nitrophenylphosphat entwickelte sich eine Gelbfirbung, die im ELISA-Reader
gemessen werden konnte.

Die Nullseren der Tiere 74 und 75 zeigten im ELISA [Abb. 7-7] nur eine sehr schwache
Reaktion. Die Seren der ersten Blutabnahme hingegen reagierten heftig. Beim Serum 74,
konnte bei einer Verdiinnung des Serums von 1 : 28.000 und beim Serum 75;bei Verdiinnung

von 1 : 25.000 die halbmaximale Extinktion im ELISA nach 20 min gemessen werden.
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Nach der Affintdtsreinigung am rekombinanten pRS1 wurde das Serum 75; im Westernblot

getestet. Als Positivkontrolle wurden Schweinenieren-BBMs [Abb. 7-8] eingesetzt.

Schweinenieren rek. pRS1
MW BBM (ng) (pg)
20 |10 5 90 |180 (360

118 kD -

85 kD -

61 kD -

Abb. 7-8 Westernblot: Test des Serums 75;

Die Proteine wurden im Laemmli-Puffer denaturiert und im SDS-PAGE aufgetrennt. Der Blot wurde
mit affinitdtsgereinigtem anti-RS1 Serum 75; analysiert.

Das affinitatsgereinigte anti-pRS1 Serum 75; reagierte im Westernblot bei 100 kD [Abb. 7-8]
sowohl mit dem pRS1-Protein aus den Nieren-BBMs als auch mit dem rekombinanten pRS1-

Protein.

7.8 Die RS1 knock-out Maus

Zur Klarung der physiologischen Bedeutung des RS1 war eine RS1 knock-out Maus
geschaffen worden (Baumgarten, 1999). Diese Maus wird zur Zeit von Christina Track
untersucht. In Anlehnung an die Ergebnisse der pRS1 anti-sense Strategie in LLC-PK; Zellen,
die zur Steigerung des SGLTI1-Expression fiihrten (Korn, 1999), wurde auch in den RS1
knock-out Méusen die Expression des SGLT1-Proteins iiberpriift. Im Westernblot [Abb. 7-9]
konnte jedoch kein signifikanter Unterschied in der Expressionsstirke der SGLT1-Proteine
zwischen Wildtyp und RS1 knock-out Maus erkannt werden.

Die breiten SGLTI1-Banden bei 60 kD waren im Wildtyp und der RS1 knock-out Maus
sowohl beim Auftrag von 15, 10 und 5 pg Nierenmembranen jeweils gleich stark. Im
Gegensatz zu den Erwartungen aus den pRS1 anti-sense LLC-PK; Zellklonen war bei der
RS1 knock-out Maus keine Steigerung der SGLT1-Konzentration in den Nierenmembranen

feststellbar.
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15pg | 10pg | Spg
WT|KO |WT|KO |WT|KO
182 kD — .
115kD -

84 kD —

62 kD —
l ;

38 kD —

26 kD —

WT: Wildtyp
KO: RS1 knock-out
Abb. 7-9 Westernblot: Vergleich der SGLT1-Konzentrationen in der Niere
der Wildtyp- und RS1 knock-out Maus

Nieren aus jeweils gleichgeschlechtlichen und gleichalten Tieren wurden homogenisiert und mittels
differenzieller Zentrifugation wurde eine Fraktion angereicherter Plasmamembranen (40.000 g)
gewonnen. Der Westernblot wurde mit affinitditsgereinigtem anti-SGLT1 Serum 187y; analysiert.
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7.9 Abkiirzungsverzeichnis

AMG
APS
AS
ATP
BBMV
BES

bp
BSA
cAMP
DEPC
DMEM
DMSO
DNA
DPBS
ds

ECL
EDTA
EGTA
ELISA
FCS

g
GPDH
GFP
GTP
HEPES
IPTG
kb

kD

ko

Km
kRSI1
kSGLT1
Lsg.

M
mRNA
mRS1
mSGLT1
OD
PAA

alpha-Methyl-D-Glucopyranosid
Ammoniumpersulfat

Aminoséure

Adenosin-5 ‘-triphosphat
Biirstensaummembranvesikel
N,N-Bis-(2-hydroxyethyl)-2-amnino-ethansulfonsiure
Basenpaare

Rinderserumalbumin

zyklisches Adenosion-monophosphat
Diethylpyrocarbonat

Dulbecco's modified Eagle’s medium
Dimethylsulfoxid
Desoxyribonukleinsdure

Dulbeccos PBS

doppelstringig

Enhanced chemoluminescence
Ethylen-N* )N°, N° N° -tetraessigsdure
Ethylglykol-bis-(2-aminoethyl)-tetraessigsdure
enzyme linked immunosorbent assay
Fetales Kélberserum

Erdbeschleunigung oder Gramm
Gycerinaldehydphosphat-Dehydrogenase
Green fluorescent protein

Guanosin-5° -triphosphat
4-(2-Hydroxyethyl)-piperazin- 1 —ethansulfonsaure
Isopropyl--D-1 -thiogalactopyranosid
Kilobasen

Kilodalton

knock-out

Michaelis Menten Konstante

Kaninchen RS1

Kaninchen SGLT1

Losung

Molar

Messanger Ribonukleinsiure

Maus RS1

Maus SGLT1

Optische Dichte

Polyacrylamid
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PAGE
PBS
PCR
PMSF
POX
pRS1
pSGLT1
RNA
RNase
rpm
rRS1
rSGLTI
RS1
RT
RT-PCR
SDS
SGLTI
spez.
sRS1
sSGLT1
SSC
TCA
TEMED
Tris
tRNA
TTP
UE
UTP
Vmax

Vol

viv

w/v

WT

z.B.

Polyacrylamid-Gelelektrophorese
Phosphate buffered saline
Polymerase chain reaction
Phenylmethylsulfonylfluorid
Meerettichperoxidase
Schwein RS1

Schwein SGLT1
Ribonukleinsdure
Ribonuklease

Umdrehungen pro Minute
Ratten RS1

Ratten SGLT1

Regulatory Subunit 1

Raumtemperatur

Reverse transcriptase Polymerase chain reaction

Sodiumdodecylsulphate
Sodium-Glucose Kotransporter 1
speziell

Schaf RS1

Schaf SGLT1

Salines Sodiumcitrate
Trichloressigséure
Tetramethylethylendiamin
Tris-(hydroxymethyl)-aminomethan
Transfer-Ribonukleinséure
Thymidin-5 ‘-phosphat
Untereinheit

Uridin-5 ‘-phosphat

Maximale Reaktionsgeschwindigkeit
Volumen

Volumen pro Volumen

Gewicht pro Volumen

Wildtyp

zum Beispiel
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