Untersuchung der drei Isoformen des
Elongationsfaktors 1A von Xenopus laevis: 42Sp50 versus
EF1A-1/EF1A-2

Dissertation zur Erlangung des
naturwissenschaftlichen Doktorgrades
der Bayerischen Julius-Maximilians-Universitat Wirzburg

vorgelegt von
Hannah Schneider
aus

Wirzburg

Wirzburg 2009



Eingereicht am:.... ...

Mitglieder der Promotionskommision:

Vorsitzender: Prof. Dr. Martin J. Miller

Gutachter: Prof. Dr. Dr. Ulrich Scheer

Gutachter: Prof. Dr. Christoph Winkler

Tag des Promotionskolloquiums: ...

Doktorurkunde ausgehandigt am: ...



Meinen Eltern!



Inhaltsverzeichnis

Inhaltsverzeichnis

1. Zusammenfassung 1
Summary 4
2. Einleitung 6
2.1 Das Modellsystem Xenopus laevis 6
2.1.1 Die Hoden und die Spermatogenese von Xenopus laevis 7
2.1.2 Das Ovar von Xenopus laevis 9
2.1.3 Die Oogenese von Xenopus laevis 10
2.2  Die Polarisierung der Oozyte 12
2.3  RNA Lokalisierungs-Mechanismen 12
2.3.1 Der Balbiani Body (Bb) oder Mitochondrial Cloud (MC) 13
2.3.2 Keimplasma und Germinal Granules 15
2.3.3 ,Early pathway“ (METRO-pathway) 16
2.3.4 “Late pathway” 17
2.3.5 “Intermediate pathway” 17
2.4  Nuage 18
2.4.1 Chromatoid Body (CB) 20
2.5 Sm-und LSm-Proteine 21
2.6 Proteine mit Dimethylargininmotiven 22
2.7  Der Elongationsfaktor 1A 23
2.8 Die lsoformen des Elongationsfaktors 1A 24

2.9 Das Ribonukleoproteinpartikel (42S RNP) und andere RNPs 25
pravitellogener Oozyten

2.10 Zielsetzung der Arbeit 28
3. Material 29
3.1 Biologisches Material 29
3.1.1 Bakterienstamme 29
3.1.2 Zelllinien 29
3.1.3 Tiere 27
3.1.4 Antikorper 29
3.1.4.1 Primére Antikdrper 29
3.1.4.2 Sekundare Antikdrper 29
3.2  Molekularbiologisches Material 30
3.2.1 Kits und Einzelbestandteile 30
3.2.2 DNA-Gr6Renstandards 30
3.2.3 Protein-GroRenstandards 30
3.2.4 Expressionsvektoren 30
3.2.4.1 pBluescript Il SK (+) 30
3.2.4.2 pCMV-Myc 30
3.2.4.3 pCMV-Sport6 31
3.2.4.4 pCR®2.1-TOPO® 31

3.2.4.5 pEGFP-N1 bzw. —N2 bzw. —N3 31



Inhaltsverzeichnis

3.2.4.6 pEGFP-C1 bzw. —-C2 bzw. —C3 31
3.2.4.7 pmRFP-N3 31
3.2.4.8 pDsRed-Monomer-N1 32
3.2.4.9 pQC6xHis 32
3.2.5 Oligonukleotide 33
3.2.6 Enzyme 33
3.3 Chemikalien 33
3.4 Gerate 33
4. Methoden 35
4.1 Mikrobiologische Methoden 35
4.1.1 Kultivierung von Bakterien 35
4.1.1.1 Plattenkulturen 35
4.1.1.2 Flussigkulturen 35
4.1.1.3 Glycerinkulturen 35
4.1.2 Photometrische Bestimmung der Bakteriendichte in einer Flissigkultur 36
4.1.3 Herstellung kompetenter Bakterien 36
4.1.3.1 Kompetenztest 36
4.1.4 Transformation von Plasmid-DNA in Bakterien 37
4.2  Zellkultur 37
4.2.1 Kaultivierung von Zellen 37
4.2.2 Passagieren adharenter Zelllinien 37
4.2.3 Transfektion von Kulturzellen mit Effectene™(Qiagen) 38
4.3 Molekularbiologische Methoden 38
4.3.1 Reverse-Transkription-Polymerasekettenreaktion (RT-PCR) 38
4.3.1.1 Reverse Transkription 38
4.3.1.2 Polymerase-Ketten-Reaktion (PCR) 39
4.3.2 Kolonie-PCR 40
4.3.3 Mutagenese-PCR 41
4.3.3.1 Endstandige Mutationen 41
4.3.3.2 Interne Punktmutationen 41
4.3.3.2.1 Primer und Primerdesign 42
4.3.4 Gewinnung von bakterieller Plasmid-DNA 42
4.3.4.1 GTE-System (alkalische Lyse) 42
4.3.4.2 Plasmid Miniprep (peQlab) 43
4.3.5 Restriktionsverdau 43
4.3.6 Herstellung glatter (blunt) Enden bei Plasmid-DNA-Sequenzen 44
4.3.7 Beladungspuffer fir die DNA-Gelelektrophorese 44
4.3.8 Auftrennung von DNA-Fragmenten durch Agarose-Gelelektrophorese 45
4.3.9 Reinigung von Nukleinsauren 46
4.3.9.1 Extraktion von DNA aus Agarose-Gelen 46

4.3.9.2 Fallung von DNA 46



Inhaltsverzeichnis

4.3.9.3 Isolierung von RNA aus Zellen und Geweben 46
4.3.9.4 Extraktion von RNA mit RNeasy (Qiagen) 47
4.3.10 Konzentrationsbestimmung von Nukleinsauren durch photometrische 47
Messung
4.3.11 Sequenzierung von Nukleinsauren 47
4.3.12 Klonierungen 48
4.3.12.1 Klonierung von PCR-Fragmenten 48
4.3.12.2 Klonierung von DNA-Fragmenten 49
43.12.2.1 Gewinnung des Inserts 49
43.12.2.2 Dephosphorylierung des Vektors 49
4.3.12.3 Ligation 50
4.3.12.4 Transformation 50
4.3.12.5 Test der erhaltenen Klone 50
4.3.13 vitro Herstellung von mRNA zur Mikroinjektion in X.I. Oozyten 50
4.3.13.1 Linearisierung der Plasmid-DNA 50
4.3.13.2 Synthese von “capped” mRNA 51
4.3.13.3 Polyadenylierung der mMRNA 51
4.3.13.4 Aufreinigung der mRNA 51
4.3.135 RNA-Gelelektrophorese 52
4.3.14 In vitro Transkription von 5S rRNA 52
4.4  Proteinbiochemische Methoden 53
4.4.1 Fallung von Proteinen 53
4.4.1.1 Methanol/Chloroform-Féllung 53
4.4.1.2 Acetonfallung 53
4.4.2 Dephosphorylierung von Proteinen 53
4.4.3 RNase-Verdau von Oozytenextrakt 54
4.4.4 SDS-Polyacrylamid Gelelektrophorese (SDS-PAGE) 54
4.45 Zweidimensionale Gelelektrophorese 56
4.4.5.1 Erste Dimension der isoelektrischen Fokussierung (IEF) 57
4451.1 Silikonisierung der Glasréhrchen 57
4.45.1.2 Rundgele 57
4.45.1.3 Vorelektrophorese 58
44514 Vorbereitung der Proben 58
44515 Bestimmung des pH-Gradienten im Rundgel 59
4.4.5.2 Zweite Dimension: SDS-PAGE 59
4.4.5.3 Erste Dimension: NEPHGE 59
44531 Silikonisierung der Glasréhrchen 60
4.45.3.2 Vorbereitung der Proben 60
4.4.6 Farbung von SDS-Gelen 60
4.4.6.1 Coomassie-Féarbung 60
4.4.6.2 Silberfarbung 61

4.4.7 Trocknen von SDS-Gelen 61



Inhaltsverzeichnis

4.4.8 Westernblot 62
4.4.9 Spezifischer Proteinnachweis mit Antikérpern 63
4.4.10 Enhanced Chemi-Luminescence (ECL) 63
4.4.11 Entfernung gebundener Antikdrper (Strippen) 63
4.4.12 Proteine mit Histidin-tag 64
44121 Herstellung eines Proteins mit C-terminalem Histidin-tag 64
44122 Denaturierende Aufreinigung des Proteins mit C-terminalem Histidin-tag 64
4.4.13 Bestimmung der Proteinkonzentration durch eine BSA-Reihe 65
4.4.14 Renaturierung aufgereinigter Proteine 65
4.5 Arbeiten mit Xenopus laevis 65
4.5.1 Operative Enthahme von Ovar 65
4.5.2 Operative Enthahme von Hoden und Geweben 66
4.5.3 Herstellung eines Oozytenextrakts 66
4.5.4 Stimulierung der Eireifung 66
455 Invitro Fertilisation 66
4.5.6 Embryonenhaltung und Isolation 67
4.5.7 Manuelle Isolierung von Oozyten 67
4.5.8 Isolierung von Oozyten durch Collagenase-Verdau 67
459 Mikroinjektion in das Zytoplasma von Oozyten 67
4.5.10 Mikroinjektion in das Zytoplasma von somatischen Zellen 68
4.5.11 Inkubation der Oozyten mit Zellgiften 68
4.6 Immunologische Methoden 68

4.6.1 Immunprazipitation mit Sheep anti-mouse IgG Dynabeads® M-450 @8
(Invitrogen)

4.6.2 Immunlokalisationen 69
4.6.2.1 Fixierung von somatischen Kulturzellen 69
46.2.1.1 Methanol/Aceton-Fixierung 69
4.6.2.1.2 Formaldehyd/Triton-Fixierung 70
4.6.2.2 Indirekte Immunfluoreszenz bei somatischen Kulturzellen 70
4.6.3 Indirekte Immunlokalisation mit Gefrierschnitten von Xenopus laevis 70
Oozyten
4.6.3.1 Vorbereitung des Gewebes 70
4.6.3.2 Schneiden und Fixieren des Gewebes 71
4.6.3.3 Immunlokalisation 71
4.6.4 Indirekte Immunlokalisation auf in Polyesterwachs eingebetteten X. laevis 71
Oozyten
4.6.4.1 Fixieren des Gewebes 71
4.6.4.2 Einbettung von Ovar in Polyesterwachs 72
4.6.4.3 Schneiden des Gewebes 72
4.6.4.4 Immunlokalisation 72
4.6.5 Whole-mount Immunfluoreszenz von Xenopus Oozyten 72

4.6.5.1 Vorbereitung des Gewebes 72



Inhaltsverzeichnis

4.6.5.2 Immunlokalisation 72

4.6.6 Immungoldlokalisation an Gefrierschnitten von X. laevis Oozyten (Pre- 73
embedding)

4.6.7 Immunlokalisation an Gefrierschnitten mit Ultrasmall Nanogold und 73
anschliel3ender Silberverstarkung (Pre-embedding)

4.6.8 Einbettung von Gewebe in LR-White mit anschlieBender Immunlokalisation 74
(Post-embedding)

4.7  Einbettung von Xenopus Ovar in Epon 75
4.8 Kontrastierung von EponUltradiinnschnitten 76
4.9  Mikroskopie 76
4.9.1 Analyse von Fluoreszenzpraparaten am Epifluoreszenzmikroskop 76
4.9.2 Analyse am konfokalen Laser Scanning Mikroskop (CLSM) 76
4.9.3 Lebendbeobachtung von Zellen unter dem Mikroskop 77
4.9.3.1 Kulturzellen 77
4.9.3.2 Xenopus laevis Oozyten 77
4.9.4 Transmissions-Elektronenmikroskopie (TEM) 77
4.9.5 Bioinformatische Programme 77
5. Ergebnisse 78
5.1 Verteilung des Antikdrpers IV'D4 in verschiedenen Zelltypen und 78
Geweben

5.1.1 Lichtmikroskopische Lokalisation an Gefrierschnitten von pravitello-genen 78
Xenopus Oozyten

5.1.2 Einbettung préavitellogener Xenopus Oozyten in Polyesterwachs 80

5.1.3 Whole-mount Immunfluoreszenz mit IV'D4 an pravitellogenen Xenopus 80
Oozyten

5.1.4 Elektronenmikroskopische Untersuchungen pravitellogener Xenopus 81
Oozyten

5.1.5 Immungold-EM mit IV'D4 an Xenopus laevis Oozyten 83

5.1.6 Lichtmikroskopische Lokalisation des Antigens von IV'D4 an Gefrier- 84
schnitten von Xenopus Hoden

5.1.7 Immunfluoreszenz mit IV'D4 an somatischen Xenopuszellen 85
5.1.8 Vergleich der Markierungsmuster von IV'D4 und Antikérper Y12 85
5.1.9 EM-Immungoldlokalisationen an Xenopus laevis Oozyten mit Y12 86
5.2  Veranderung der Nuage-Strukturen durch zellulare Inhibitoren 87
5.2.1 Inkubation mit Actinomycin D (AMD), Cycloheximid (CHX) und Leptomycin B 87
(LMB)
5.2.2 Inkubation mit Methyltransferase-Hemmern 90
5.3 Biochemische Identifizierung des IV'D4-Antigens 93
5.3.1 Immunblot mit pravitellogenem Xenopus Oozytenextrakt 93
5.3.2 Expression wahrend der Oogenese 94

5.3.3 Vergleichende Immunblots mit IV'D4 und einem Antikérper gegen EF1A mit 9§
Extrakten verschiedener Oozytenstadien
5.3.4 Expression von EF1A in verschiedenen Oozytenstadien und Geweben 96

5.3.5 Immunprazipitationen mit den Antikérpern IV'D4 und anti-EF1A 96
5.3.6 Bakterielle Expression und Aufreinigung von 42Sp50 97



Inhaltsverzeichnis

5.4  2D-Gelelektrophorese von EF1A in Oozyten und Leber 98

5.5  Molekulare Charakterisierung der drei EF1A-Isoformen von Xenopus 101
laevis

5.5.1 Analyse der Nukleotidsequenzen 101

5.5.2 Analyse der Aminosauresequenzen 103

5.5.3 Vergleich der EF1A-Familie in verschiedenen Spezies 106

5.6 Expression der EF1A-Genfamilie wahrend der Oogenese und in 107
verschiedenen Geweben von Xenopus laevis mittels RT-PCR

5.7 Herstellung verschiedener Fusionskonstrukte der drei Xenopus 110
EF1A-Isoformen mit fluoreszierenden Proteinen

5.8 Lokalisierung der EF1A-Fusionsproteine in Kulturzellen 111

5.9 Lokalisation der EF1A-Fusionsproteine in pravitellogenen Xenopus 114
Oozyten

5.10 Analyse der in vivo-Interaktionen zwischen den EF1A-Isoformen und 115
42Sp43

5.10.1 Herstellung verschiedener Fusionskonstrukte von 42Sp43 116

5.10.2 Lokalisation von 42Sp43-Konstrukten in COS7-Zellen 116

5.10.3 Lokalisation von 42Sp43-Fusionsproteinen in pravitellogenen Xenopus 118
Oozyten

5.10.4 Lokalisation von EGFP in pravitellogenen Xenopus Oozyten 119

5.10.5 Koexpression der EF1A-Isoformen mit 42Sp43 in Kulturzellen 119

5.10.6 Quantitative Auswertung der Koexpressionsversuche 123

5.10.7 Koexpression der EF1A-Isoformen mit 42Sp43 in pravitellogenen Xenopus 125
Oozyten

6. Diskussion 127

6.1 Identifizierung des Antigens von IV'D4 und Charakterisierung von 127
Nuage

6.2 In Xenopus existieren drei Isoformen des IV'D4-Antigens 130

6.3 Analyse der differentiellen Genexpression der EF1A-Familie auf 132
MRNA-Ebene

6.4  Expression von EF1A-Fusionsproteinen in Kulturzellen und Oozyten 133

6.5 Expression von 42Sp43 in Kulturzellen und Oozyten 134

6.6 Nachweis der in vivo Interaktionen zwischen den beiden 134
Proteinkomponenten der 42S Ribonukleoproteinpartikel

7 Literaturverzeichnis 137
8. Abbildungsverzeichnis 149
9. Anhang 151
9.1  Primerliste 151
9.2  Abkirzungen 153
Publikationen 157
Lebenslauf 158
Danksagung 159

Erklarung 160



1. Zusammenfassung

1. Zusammenfassung

Im ersten Teil der vorliegenden Arbeit wurde der monoklonale Antikérper 1V'D4 biochemisch
charakterisiert und die =zellulare Verteilung des Antigens mittels Immunfluoreszenz-
Mikroskopie untersucht. Der Antikérper stammte aus einer monoklonalen Antikorper-
Bibliothek, die durch Immunisierung einer Maus mit einem Extrakt aus pravitellogenen
Oozyten von Xenopus laevis erhalten wurde. Der Antikérper wurde ausgewahlt, weil er
punktartige, perinukleare Strukturen in jungen Oozyten anfarbte. Diese Strukturen wurden
zunachst naher charakterisiert. Durch elektronenmikroskopische Lokalisierungsexperimente
wurde gezeigt, dass es sich dabei um Nuage handelt. Nuage sind charakteristische
elektronendichte Korperchen, die um den Oozytenkern vieler Spezies angereichert sind und
haufig mit der zytoplasmatischen Seite der Kernporenkomplexe in struktureller Verbindung
stehen. In Xenopus Oozyten sind sie ausschlief3lich in prévitellogenen Stadien vorhanden.
Es wird angenommen, dass es sich um Vorlauferstrukturen von Germinal Granules handelt.
Germinal Granules wiederum sind elektronendichte Anordnungen des Keimplasmas in
Xenopus Oozyten, die zahlreiche RNAs und Proteine enthalten und mit Mitochondrien
assoziiert sind. Obwohl der Antikorper eine oozytenspezifische Struktur markierte, farbte er
in der Immunfluoreszenz Uberraschenderweise auch somatische Xenopus Kulturzellen (A6
und XTC) an. Allerdings war in diesen Fallen das gesamte Zytoplasma gleichformig
angefarbt.

Als nachstes wurde das Antigen von 1V'D4 und damit eine neue Proteinkomponente
der Nuage identifiziert. Durch Immunblots von pravitellogenen Oozyten und Expression
rekombinanter Proteine wurde festgestellt, dass der Antikorper das Protein 42Sp50 erkennt.
Dieses Protein ist Bestandteil des oozytenspezifischen 42S RNP Partikels und gehort zur
Familie des Translations-Elongationsfaktors 1A (EF1A). In Xenopus existieren hiervon drei
Isoformen. Zwei davon stellen traditionelle Elongationsfaktoren 1A dar, die ~90%
Sequenzidentitat mit den entsprechenden Saugerproteinen aufweisen. Zusatzlich gibt es bei
Xenopus, nicht aber bei Saugern, eine dritte Isoform als Bestandteil der 42S Partikel,
genannt 42Sp50. Durch Immunblots konnte gezeigt werden, dass das Antigen von IV'D4
nicht nur in allen Oozytenstadien vorliegt, sondern Uberraschenderweise auch in
somatischen Zellen und Geweben. Daher lag die Vermutung nahe, dass der Antikorper nicht
nur 42Sp50 erkennt, sondern auch die beiden somatischen EF1A- Isoformen. Da alle drei
EF1A-Isoformen sehr &hnliche Molekularmassen und isoelektrische Punkte aufweisen,
konnten sie selbst in 2D-Immunblots nicht unterschieden werden. Erschwerend kam hinzu,
dass sie in zahlreichen Phosphorylierungsvarianten vorlagen. Daher konnte mit diesen
proteinbiochemischen Ansatzen nicht geklart werden, ob pravitellogene Oozyten neben
42Sp50 auch die somatischen Isoformen exprimieren. Aus diesem Grund konnte der Beweis
nicht gefuihrt werden, dass die Nuage tatséachlich 42Sp50 enthalten und somit Orte der 42S
RNP Bildung sind. Es war nicht auszuschlieen, dass die Nuage lediglich die somatischen
EF1A-Isoformen akkumulieren.

Tatsachlich werden alle drei EF1A-Isoformen in Oozyten exprimiert, wie RT-PCR-
Experimente belegten. Die Expressionsanalyse wurde auch auf friihe Embryonalstadien,
somatische Gewebe von adulten Froschen und Xenopus-Zelllinien ausgedehnt. Die
Ergebnisse zeigen, dass 42Sp50 mRNA in allen Oozytenstadien vorhanden ist, aber auch in
Eiern und frihen Embryos, vermutlich aufgrund persistierender maternaler mRNA. In
Kulturzellen sowie in adulten somatischen Geweben wie Leber und Herz, mit der
interessanten Ausnahme von Hirn, konnte jedoch keine 42Sp50-mRNA nachgewiesen
werden. Die ubiquitire Expression und hohe Sequenzverwandtschaft der beiden



1. Zusammenfassung

traditionellen Xenopus EF1A-Isoformen mit denen der S&uger veranlassten uns, die
Nomenklatur anzugleichen (Xenopus EF1A-1 fur EF1A-S und EF1A-2 fur EF1A-O).

Durch  Mikroinjektion  entsprechender mRNAs wurden Fluoreszenz-EF1A
Fusionsproteine (gekoppelt an EGFP, monomeres DsRed oder monomeres RFP) in
lebenden Oozyten exprimiert und lokalisiert. Alle Isoformen (EF1A-1, EF1A-2 und 42Sp50)
waren vom Zellkern ausgeschlossen und gleichférmig im gesamten Zytoplasma verteilt,
allerdings ohne deutliche Akkumulation in Nuage-vergleichbaren perinuklearen Strukturen.
Moglicherweise war eine Anreicherung in Nuage durch das relativ starke zytoplasmatische
Signal Uberdeckt. AuRerdem besteht die formale Moglichkeit, dass sich neu synthetisierte
Fusionsproteine nur voriibergehend in den Nuage anreichern, bevor sie sich im gesamten
Zytoplasma verteilen. Wenn die Aufenthaltsdauer in den Nuage kirzer als die Reifungszeit
des fluoreszierenden Proteins ist, kdnnte dies das negative Resultat erklaren.

Neben 42Sp50 wurde auch die zweite Proteinkomponente der 42S Partikel, 42Sp43,
in Form von fluoreszierenden Fusionsproteinen in Oozyten exprimiert und lokalisiert. Das mit
dem Transkriptionsfaktor TFIIIA verwandte Protein war ebenfalls im gesamten Zytoplasma
verteilt, zusatzlich aber in den zahlreichen amplifizierten Nukleolen konzentriert. Eine
Akkumulation in den Nuage wurde jedoch ebenfalls nicht beobachtet.

In einem weiteren Teil der Arbeit wurde die Dynamik der Nuage untersucht. Dazu
wurden Versuche mit verschiedenen Inhibitoren durchgefiihrt. Es sollte Gberprift werden, ob
die Hemmung unterschiedlicher zellularer Prozesse Einfluss auf die strukturelle Organisation
der Nuage hat. Mittels elektronenmikroskopischer Analysen wurde beobachtet, dass durch
die Hemmung der Translation mit Cycloheximid die Nuage dichter gepackt vorliegen und
sich scheinbar von der Kernhiille bzw. den Kernporenkomplexen ablésen. Die Hemmung der
Transkription durch Actinomycin D und Hemmung des Exportinl-vermittelten Kernexports
durch Leptomycin D zeigten dagegen keine Veranderungen. Interessanterweise fihrte die
Hemmung der Proteinmethylierung durch Zugabe der Inhibitoren MTA oder Adox zur
partiellen Entfaltung der Nuages, so dass nur noch filamentdse Reststrukturen sichtbar
waren. Offenbar ist die strukturelle Integritdtt der Nuages abhéngig von
Proteinmethylierungen.

Zu Beginn der Arbeit lagen keine Kenntnisse darlber vor, in welchem
Zellkompartiment das Assembly der 42S RNPs stattfindet. Zundchst wurden deshalb die
beiden Proteine 42Sp50 und 42Sp43 als fluoreszierende Fusionsproteine in pravitellogenen
Ooyzten koexprimiert. Hierbei kam es zu einer Umverteilung von 42Sp43. Das nukleolare
Signal war im Vergleich zur Einzelexpression deutlich schwacher, so dass der Eindruck
gewonnen wurde, dass 42Sp43 durch Interaktion mit 42Sp50 im Zytoplasma zurtickgehalten
wurde. Durch die Koexpression der beiden anderen EF1A-Isoformen mit 42Sp43 kam es, im
Vergleich zu den Einzelexpressionen, nicht zur Umverteilung einer Proteinkomponente.
Somit konnte in dieser Arbeit erstmals in vivo gezeigt werden, dass die beiden
Proteinkomponenten des 42S RNP Partikels spezifisch miteinander interagieren und dass
die Bildung der 42S Partikel vermutlich im Zytoplasma stattfindet.

Ein eindeutiger Nachweis der spezifischen Interaktion zwischen 42Sp43 und 42Sp50
gelang insbesondere durch die transiente Expression der entsprechenden
fluoreszenzmarkierten Proteinpaare in somatischen Kulturzellen (Xenopus A6 und Sauger
COS-7 Zellen). Wurden die drei EF1A-Isoformen einzeln exprimiert, waren sie gleichférmig
im gesamten Zytoplasma verteilt und vom Kern ausgeschlossen. Lediglich 42Sp50 zeigte in
~15% der Falle eine schwache Anreicherung in den Nukleolen. Im Gegensatz dazu war
42Sp43 nach Einzelexpression in den Nukleolen konzentriert. Die rAumliche Trennung blieb
auch nach Koexpression von 42Sp43 (im Nukleolus) und den beiden somatischen EF1A-
Isoformen (im Cytoplasma) erhalten. Ganz anders verhielt sich 42Sp50, das nach
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Koexpression mit 42Sp43 vom Zytoplasma in die Nukleolen umverteilt wurde. Vermutlich
wird 42Sp50 durch Interaktion mit 42Sp43 in die Nukleolen transportiert und dort
festgehalten. Zusammenfassend lasst sich demnach feststellen, dass 42Sp50, aber nicht die
anderen EF1A-Isoformen mit 42Sp43 interagieren.

Die hier beschriebene Koexpression von Proteinpaaren mit unterschiedlichen
Fluoreszenzfarbstoffen in Saugerzellen stellt eine einfache Methode dar, um in vivo
Interaktionen mikroskopisch sichtbar zu machen. Damit sollte es mdglich sein, durch gezielte
Mutationen und Deletionen von 42Sp50 und 42Sp43 diejenigen Aminosauren und
strukturellen Determinanten zu identifzieren, die bei der spezifischen Interaktion und damit
beim Assembly der 42S Partikel eine Rolle spielen.



1. Zusammenfassung

Summary

In the first part of the present work the monoclonal antibody IV'D4 was characterized
biochemically and the cellular distribution of the antigen was analyzed using
immunofluorescence microscopy. The antibody originated from a monoclonal antibody
library, which was obtained by immunization of a mouse with previtellogenic oocyte extract
from Xenopus. The antibody was chosen due to the fact that it stained dot-like, perinuclear
structures in young oocytes. Electron microscopic localization experiments identified them as
nuage. Nuage are characteristic electron dense bodies, accumulated around the oocyte
nucleus of many species and often in structural association with the cytoplasmic side of
nuclear pores. In Xenopus, they are abundant exclusively in previtellogenic stages. It is
assumed that they are precursor structures of germinal granules. Germinal granules are
electron dense arrangements of Xenopus germ plasm in oocytes. The granules contain
numerous RNAs and proteins and are associated with mitochondria. Although the antibody
marked an oocyte specific structure, immunofluorescence surprisingly showed that it also
stained somatic Xenopus culture cells (A6 and XTC). However, the cytoplasm was stained
uniformly in those cases.

Next, the antigen recognized by IV'D4 was identified as a new protein component of
nuage. By immunoblotting of previtellogenic oocytes and by expression of recombinant
proteins it was observed that the antibody recognizes the protein 42Sp50. This protein is a
component of the oocyte—specific 42S particle and belongs to the family of translation
elongation factors 1A (EF1A). In Xenopus, three isoforms exist. Two of them are traditional
elongation factors 1A, showing ~90% sequence identity with homologous mammalian
proteins. Additionally, a third isoform, which has no mammalian counterpart, is a component
of the 42S particle, named 42Sp50. Surprisingly, immunoblotting experiments showed that
the IV'D4 antigen is present not only in every oocyte stage, but also in somatic cells and
tissues. Therefore, it was assumed that the antibody does not recognize only 42Sp50, but
also both somatic EF1A-isoforms. Since all three EF1A-isoforms have very similar molecular
masses and isoelectric points, it was not possible to distinguish between them even by 2D-
immunoblotting. Furthermore, they were present in numerous phosphorylation variants.
Therefore, protein biochemical approaches did not allow to solve the question, as to whether
previtellogenic oocytes express somatic isoforms beside 42Sp50. Hence, it was impossible
to obtain evidence that nuage really contain 42Sp50 and therefore are sites of 42S RNP
formation. It could not be excluded that nuage accumulate only somatic EF1A-isoforms.

RT-PCR experiments demonstrated that in fact, all three isoforms are expressed in
oocytes. The expression analysis was extended with probes of early embryonic stages as
well as somatic tissues and Xenopus cell lines. The results show, that 42Sp50 is present in
all oocytes stages, but also in eggs and early embryos, probably due to persistent maternal
MRNA. In culture cells and adult somatic tissues like liver and heart, no 42Sp50-mRNAs
were detectable. An interesting exception was brain tissue. The ubiquitous expression and
the high sequence similarity of traditional Xenopus EF1A-isoforms prompted us to adopt the
nomenclature (Xenopus EF1A-1 for EF1A-S and EF1A-2 for EF1A-2).

Fluorescent EF1A fusion proteins (linked to EGFP, monomeric DsRed and
monomeric RFP) were expressed and localized in living oocytes by microinjection of
accordant mRNAs. All isoforms were excluded from the nucleus and dispersed throughout
the cytoplasm, but without an explicit accumulation in nuage-related perinuclear structures.
Possibly, the strong cytoplasmic signal covered an enrichment within nuage. It could also be
possible that newly synthesized fusion proteins are accumulated only temporarily in nuage
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before they are released into cytoplasm. A reason for the negative result could be the fact
that the residence time in nuage is shorter than the maturation time of the fluorescent
protein.

Beside 42Sp50, the second protein component of the 42S particle, 42Sp43, was
expressed and localized as fluorescent fusion protein in oocytes. This protein, which is
related to transcription factor IlIA, was also dispersed throughout the whole cytoplasm.
Additionally, it was concentrated in the amplified nucleoli. However, again, an accumulation
within nuage was not observed.

The dynamics of nuage were analyzed in another part of the present work. For that
purpose, experiments were carried out with different inhibitors. It was analyzed if the
structural organization of nuage was influenced by the inhibition of different cellular
processes. Using electron microscopic approaches, it was clearly seen that the inhibition of
translation with cycloheximide resulted in densely packed nuage apparently detaching from
the nuclear envelope and the nuclear pores. Transcriptional inhibition caused by actinomycin
D and inhibition of exportin-1 mediated nuclear export by leptomycin B showed no structural
changes. Interestingly, inhibition of protein methylation by addition of MTA or Adox resulted
in a partial unfolding of nuage with only filamentous structures remaining visible. Obviously,
the structural integrity of nuage depends on protein methylations.

At the beginning of the present work it was unknown in which compartment of the cell
the assembly of 42S RNPs takes place. Therefore, both proteins of the 42S particle were
coexpressed in previtellogenic Xenopus oocytes as fluorescent fusion proteins which
resulted in a conspicuous spatial redistribution of 42Sp43. Compared to single expression,
the nucleolar signal of 42Sp43 was clearly weakened and it appeared that 42Sp43 was
retained in the cytoplasm by interaction with 42Sp50. No redistribution, compared to single
expression experiments, was observed when the other EF1A-isoforms were expressed along
with 42Sp43. Hence, the present work showed for the first time that the protein components
of the 42S patrticle interact with each other specifically.

Distinct evidence for a specific interaction between 42Sp43 and 42Sp50 was obtained
by transient expression of the fluorescence labeled protein pairs in somatic cuture cells
(Xenopus A6 and mammalian COS7 cells). When the three EF1A—isoforms were expressed
alone, they were distributed throughout the cytoplasm homogenously and excluded from the
nucleus. Merely 42Sp50 showed a weak accumulation within the nucleolus in ~15% of all
cases. In contrast, 42Sp43 was concentrated within the nucleoli. The spatial separation was
maintained after coexpression of 42Sp43 (nucleolus) and the two somatic EF1A-isoforms
(cytoplasm). 42Sp50 showed a completely different behaviour, as it redistributed from the
cytoplasm into the nucleoli after coexpression with 42Sp43. Probably, 42Sp50 is transported
to and retained within the nucleoli by interaction with 42Sp43. In summary, it can be asserted
that 42Sp50, but not the other EF1A—isoforms interact with 42Sp43.

The described coexpression of protein pairs with different fluorescent dyes in
mammalian cells describes a simple method to visualize in vivo interactions microscopically.
By analyzing specific mutations and deletions of 42Sp50 and 42Sp43 it should be possible to
identify those amino acids and structural determinants which are responsible for specific
interactions important for the assembly of 42S patrticles.



2. Einleitung

2.  Einleitung

2.1 Das Modellsystem Xenopus laevis

Ein hervorragend geeignetes Modellsystem der Zell- und Entwicklungsbiologie von
Vertebraten stellt der sldafrikanische Krallenfrosch Xenopus laevis dar. Da die
Embryonalentwicklung vollstandig auf3erhalb des Mutterleibes stattfindet, eignet er sich
besonders fur Studien der frihen Embryogenese. Zusatzlich bietet die enorme Grol3e der
Oozyten und Eier viele Vorteile bei zellbiologischen Experimenten. Unter Laborbedingungen
ist die Haltung und Aufzucht sehr einfach, da die Tiere einen Temperaturbereich von 16 bis
22°C tolerieren. Epidermale und endogene Faktoren machen ihn gegen Infektionen relativ
resistent (Zasloff, 1987; Ali et al., 2001), weshalb eine rigorose Asepsis bei Operationen (z.B.
zur Entnahme von Ovar) nicht zwingend nétig ist. Ausgewachsene Krallenfrésche erreichen
eine KorpergrofRe von 13 bis 15 cm. Hierbei sind die weiblichen Tiere die groReren, die
mannlichen meist die kleineren Exemplare. In Gefangenschaft geziichtete Krallenfrésche
bleiben meist etwas kleiner. Mit ca. 2 Jahren werden X. laevis geschlechtsreif. Die Weibchen
sind durch ihre massivere GréRe und die Kloakalpalpillen im Genitalbereich gut von den
Mannchen zu unterscheiden. Die aus dem sidlichen Afrika stammenden Amphibien weisen
an den inneren drei Zehen schwarze Krallen auf, die fir die Gattung namensgebend sind.

Abbildung 2-1 Méannlicher (links) und
weiblicher (rechts) Xenopus laevis.
Quelle: expasy.org/spotlight/back_
issues/sptlt007.shtml

Durch die Injektion des humanen Schwangerschaftshormons Choriongonadotropin (hCG) in
den dorsalen Lymphsack, kdnnen die Tiere zur Paarung oder Eiablage stimuliert werden,
weshalb X.laevis auch als Apothekerfrosch bezeichnet wird und bis in die 1960er Jahre als
biologischer Schwangerschaftstest verwendet wurde. Bei der Eiablage werden
durchschnittlich bis zu 1000 Eier abgelaicht. Die GréRRe einer reifen Oozyte und eines
Froscheis betragt zwischen 1,0 bis 1,3 Millimeter, was experimentelle Manipulationen wie
zum Beispiel Mikroinjektionen von Proteinen oder RNA erleichtert.

Die Oogenese und Spermatogenese verlauft in adulten Fréschen kontinuierlich ab, wobei die
reifenden Keimzellen beider Prozesse in mehrere Stadien eingeteilt werden.

Die Oogenese wurde von Dumont (1972) in sechs verschiedene Stadien unterteilt, die
Spermatogenese wird ebenfalls in verschiedene Abschnitte gegliedert. Beide Prozesse
werden im Folgenden genauer beschrieben (2.1.1-2.1.3).
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Eine Einteilung der Embryogenese in charakteristische
Entwicklungsstadien wurde von Nieuwkoop und Faber
bereits vor ca. 30 Jahren anhand einer Normtafel
vorgenommen (Nieuwkoop and Faber, 1975; Abbildung
g 7 woria 2-2). Xenopus laevis gehdrt zu den am besten
j ' charakterisierten entwicklungsbiologischen Mo-
dellsystemen. Genetische Analysen sind bei X. laevis
nach wie vor nur eingeschrankt moglich, da das
Genom des Tieres mit 18 Chromosomen und etwa
3,1x10° bp noch nicht vollstandig durchsequenziert
wurde (Olmo and Morescalchi, 1978). Im Vergleich
dazu Dbesitzt sein nachster Verwandter Xenopus
tropicalis nur 10 Chromosomen und eine Genomgrof3e
von 1,7x10° bp (de Sa and Hillis, 1990; Hirsch et al.,
2002).

Stage 15 [Neurula) Stage 24 (dorsal) Stage 24 (lateral)

Abbildung 2-2 Einteilung der Embryogenese nach Nieuwkoop,
stage 32 stage 35 stage 40 P.D. and Faber, J. (1975). Quelle: swarthmore.edu

2.1.1 Die Hoden und die Spermatogenese von Xenopus laevis

Froschlurche haben rundliche Hoden. Sie sind tiber ein Mesorchium an der Rumpfwand oder
der Urniere befestigt. Medial (in Richtung Medianebene) des Hodens ist ein deutlicher
Fettkdrper ausgebildet. Die Hodenlappchen enthalten jeweils zwei bis vier gewundene
Samenkanalchen, die das Hodenparenchym darstellen. Ihre Wand besteht aus einer
Bindegewebshiille mit kontraktionsfahigen Myofibroblasten, einer Basalmembran und dem
Keimepithel.

Dieses Epithel besteht aus Keim- und Sertoli-Zellen und ist Ort der Spermienbildung
(Spermatogenese). Dabei werden die aufeinanderfolgenden Entwicklungsstadien der
Keimzellen (Spermatogonien — Spermatozyten — Spermatiden — Spermien) allmahlich in
Richtung Lumen transportiert. Spermien werden in adulten Mannchen zeitlebens produziert.

Die zweite wichtige Komponente der Samenkanélchen sind die Sertoli-Zellen, die radiar das
gesamte Keimepithel bis zum Lumen durchziehen. Die Sertoli-Zellen sind tiber N-Cadherine
mit den Keimzellen verbunden (Newton et al., 1993). Sie haben eine Stitz- und
Ammenfunktion fir die Samenzellen, sie erndhren die Samenzellen und bewerkstelligen
Uber Plasmabewegungen deren Transport zum Lumen. Zudem phagozytieren die
Sertolizellen degenerierte Samenzellen und Zellreste, die bei der Spermienentwicklung
entstehen.
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Abbildung 2-3 Histologische Schnitte eines X. /aevis Hodens in 160-facher (links) und 400-facher (rechts)
VergroBerung (Qin et al.,, 2003). Zu erkennen sind die Tubuli mit zahlreichen Keimzellen unterschiedlicher
Stadien.

Die Entstehung von Spermien wird als Spermatogenese bezeichnet. Diploide
Spermatogonien erfillen dabei die Funktion der Stammzellpopulation. Zun&chst
differenzieren Spermatogonien zu Spermatozyten 1. Ordnung (Zellvergrosserung). Zuvor
teilen sie sich jedoch mitotisch, so dass der Bestand an Keimzellen im Organismus
zeitlebens regeneriert wird (Spermatozytogenese). In der Meiose | teilen sich die
Spermatozyten 1. Ordnung zu Spermatozyten 2.0rdnung. Das diploide Genom wird durch
diesen Vorgang haploid. In der Meiose Il teilen sich die Spermatozyten 2. Ordnung erneut
und daraus gehen jeweils zwei Spermatiden hervor. Aus einem einzelnen Spermatogonium
gehen also durch Meiose vier Spermien hervor, wobei zwei davon ein X-Chromosom und
zwei ein Y-Chromosom tragen. In dieser Zeit "wandern" die sich entwickelnden Keimzellen
von der Basis der Hodenkanalchen zum Lumen der Hodenkanélchen. Die mitotische Teilung
einiger Spermatogonien stellt zeitlebens den Bestand an Zellausgangspopulationen fur die
Spermatogenese sicher.

Urgeschlechtszelle Abbildung 2-4 Die Spermatogenese

von Xenopus laevis. Durch die Meiose
enstehen aus diploiden Keimzellen

Spermatagonien L Vermohnmgspelias haploide Spermien. Diploide
Spermatogonien bilden im Hoden die
Stammzellpopulation, aus der nach
S IL. Wechstumzperiode mehreren Teilungen diploide (primare)
Spermatozyten entstehen. Aus diesen
IIl. Reifungs- oder Zellen gehen nach der Meiose jeweils
Efg&iﬁ:ﬁ;:n" Recukiionsperiode vier haploide Spermatiden hervor, die im
Anschluss zu beweglichen Spermien
Spermatiden _ _ reifen (Wolpert, 1999).
V. Umbildungsperiode
Spermien
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2.1.2 Das Ovar von Xenopus laevis

Das Ovar des weiblichen Xenopus laevis fullt einen groRen Teil des Abdomens aus und
stellt mit ca. 15% des Korpergewichts das grof3te Organ des adulten Tieres dar. Die zwei
Ovarien (paarige Ovarien) sind in zahlreiche Lappen (ca. 24) unterteilt, von denen jeder, das
ganze Jahr uber, hunderte von Oozyten aller Entwicklungsstadien enthélt (Rasar und
Hammes, 2006). Die Oozyten sind von Ovarepithel, Blutgefal3en, Theka und Follikelepithel
umhdillt. Das Ovar eines adulten Weibchens weist mehrere 10.000 Oozyten auf. Die
Zeitspanne, in der eine Stadium | Oozyte zu einer Stadium VI Oozyte reift, variiert stark
(zwischen 4-8 Monaten). Sie ist sowohl abhéangig von Umwelteinfliissen, als auch von
hormonellen Schwankungen des Tieres (Smith et al., 1991; King et al., 2005).

Abbildung 2-5 Aufnahme eines Ovarlappens von Xengpus laevis (flickr.com), der alle Oozytenstadien enthélt.

Die Entwicklung des Ovars beginnt bereits in einem sehr frihen Embryonalstadium.
Primordiale Keimzellen werden im Embryo durch Einlagerung der speziellen Komponenten
des Keimplasmas festgelegt (Czolowska, 1969; lkenishi, 1998). Das Keimplasma enthalt die
sogenannten Germinal Granules und ist im Ei am vegetativen Pol lokalisiert. Im Embryo wird
es schon nach wenigen Zellteilungen auf einzelne Zellen verteilt, die sich zu primordialen
Keimzellen entwickeln und schlie8lich durch Migration innerhalb des Embryos mit der
somatischen Keimdriisen-Organanlage fusionieren (Matova und Cooley, 2000). Lange Zeit
wurde angenommen, dass die Germinal Granules die determinierenden Komponenten der
Keimzellen enthalten, was aufgrund von Versuchen an Drosophila melanogaster erhartet
wurde. Die Embryonen, deren Germinal Granules entfernt wurden, bildeten keine Polzellen,
die spateren Keimzellen, aus (Lehmann und Ndisslein-Volhard, 1991). Bis dato wurden
bereits mehrere Komponenten der Germinal Granules identifiziert, auf die in einem spéteren
Kapitel genauer eingegangen wird (2.3.2).
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2.1.3 Die Oogenese von Xenopus laevis
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Abbildung 2-6 Schematische Darstellung der Oogenese (mun.ca). Aus
einer diploiden Urkeimzelle im Embryo, entsteht eine sekundére diploide
reife Eizelle und ein Polkdrperchen. Erst nach der Befruchtung wird die
Arretierung in der Metaphase Il aufgehoben und die Meiose vollendet.

Die Oogenese unterscheidet sich in mehrfacher Hinsicht
von der Spermatogenese. Neben der Entstehung eines
haploiden Chromosomensatzes muss ein Vorrat fur die
frihe Embryogenese in der Eizelle angelegt werden. Schon
wahrend der Embryogenese teilen sich diploide, primordiale
Keimzellen mitotisch. Nach der Einwanderung in die
Gonaden werden die Zellen, die sich weiterhin mitotisch
teilen, als Oogonien bezeichnet. Im folgenden
Entwicklungsabschnitt treten die reifenden Keimzellen in
die Meiose ein. Die primaren Oozyten sind nhun in Prophase
| der Meiose arretiert und reifen im erwachsenen Weibchen
bis zu Stadium VI Oozyten heran, bis durch Progesteron
die Eiablage veranlasst wird und die Zellen die Meiose |
abschlielen und in Metaphase |l der Meiose arretiert
werden. Nach der Befruchtung wird die Meiose Il beendet
und der Embryo entwickelt sich.

Der Prozess, in dem aus Oogonien reife Qozyten
entstehen, wird als Oogenese bezeichnet. Sie ist in sechs
Stadien unterteilt (Dumont 1972) und verlauft in adulten
Froschen asynchron, d.h. dass alle Oozytenstadien zu
jedem Zeitpunkt nebeneinander im Ovar vorliegen
(Abbildung 2-5 und 2-7). Die Oogonien stellen die
Stammzellpopulation dar. Wahrend der Oogenese sind die
Oozyten in der Prophase | der Meiose arretiert. Stadium |
Oozyten sind pravitellogen, weisen einen Durchmesser von
ca. 300um auf und besitzen eine besondere Struktur, den
Bb (2.3.1). Dadurch, dass pravitellogene Oozyten
transparent sind und gegeniiber somatischen Zellen eine
enorme Grol3e aufweisen, eignen sie sich besonders gut fur
die Mikroinjektion und die in vivo Beobachtung unter dem
konfokalen  Laserscanning-Mikroskop  (CLSM). Die
Vitellogenese setzt ab Stadium Il der Oogenese (& 450um)
ein und schreitet in den Stadien IlI-V weiter voran.
AuBBerdem werden die Oozyten immer deutlicher
pigmentiert und entlang der animalen/vegetativen Achse
(A/V-Achse) polarisiert. Stadium VI Oozyten weisen einen
Durchmesser von ca. 1,2mm auf und koénnen durch
Progesteronstimulierung zu einem Ei heranreifen (King et
al., 2005).
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Abbildung 2-7 Die Oozytenstadien von Xenopus laevis nach Dumont (1972) (Smith et al., 1991).

Die Pigmentierung markiert den dunklen animalen und den hellen vegetativen Pol einer
Oozyte sehr deutlich. Die vegetative Hemisphare enthalt mehr Dotter, weshalb der Zellkern
in die animale Halfte der Oozyte gedrangt wird (Danilchik und Gerhart, 1987). AuRerdem
sind einige maternale mRNAs nicht gleichméaRig in der Oozyte verteilt, sondern in
bestimmten Regionen angereichert. RNAs, die in der animalen Hemisphare konzentriert
werden, sind dort homogen verteilt, wohingegen RNAs am vegetativen Pol durch
Verankerung mit dem Zytoskelett raumlich konzentriert angereichert werden (King, 1995).
Die Asymmetrie der reifen Oozyten (A/V-Achse) stellt die Basis fur die Entwicklung der drei
Keimblatter und der Differenzierung der Keimzellen im spateren Embryo dar (King et al.,
2005).

Wahrend des Diplotdns (Prophase 1) kommt es zur Ausbildung von sogenannten
Lampenbirstenchromosomen. Diese Chromosomen stellen Orte besonders aktiver RNA-
Synthese dar und sind gut im Lichtmikroskop zu erkennen. Zahlreiche Gene der Oozyten
werden wahrend der Oogenese aktiv transkribiert, um den Ablauf von
Stoffwechselprozessen und oozytenspezifischen Vorgéngen zu ermdglichen und um einen
Vorrat an mRNAs fir den frihen Embryo bereitzustellen, bevor die Transkription des
embryonalen Genoms zum Zeitpunkt der Midblastula-Transition beginnt (Gilbert, 2003).
Wahrend der Oogenese werden, neben mRNAs auch tRNAs und rRNAs synthetisiert. Die
Transkription aller tRNAs und rRNAs, die bis zum Midblastula-Stadium des Embryos benétigt
werden, sowie samtlicher maternaler mRNASs, findet bereits in den friihen Oozytenstadien
statt. Nach Erreichen des Oozytenstadiums VI werden die Chromosomen kondensiert und
die Transkription kommt zum Erliegen. Nach hormoneller Stimulierung beendet eine reife
Oozyte die erste meiotische Teilung und reift zu einem Ei heran, das mit einer schitzenden
Gallerthille umgeben und abgelaicht wird. Das Ei ist in der Metaphase Il der Meiose
arretiert. Die zweite meiotische Teilung wird erst nach der Befruchtung abgeschlossen. Die
synthetisierten RNAs dienen dem Embryo bis zur Midblastula als Grundlage der
Entwicklung, da dessen Gene erst ab diesem Stadium aktiviert werden (Newport and
Kirschner, 1982).

Wahrend der Oogenese werden auch Proteine translatiert. Die Proteinsyntheserate erhoht
sich um mehr als das 100-fache zwischen Stadium | und Stadium VI Oozyten (Taylor and
Smith, 1985).
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2.2 Die Polarisierung der Oozyte

Im Laufe der Oogenese wird die Oozyte entlang ihrer animal/vegetativen Achse (A/V-Achse)
polarisiert, d.h. es gibt verschiedene Merkmale, die Pole bzw. Hemisphéaren voneinander zu
unterscheiden. Der markanteste Unterschied wird durch Pigmentgranula verursacht, die ab
Stadium 11l im animalen Kortex akkumulieren und diesen dunkel farben (King et al., 2005).
Wie schon beschrieben, wird der Dotter verstarkt in der vegetativen Hemisphare
angereichert und verschiebt den Zellkern in die animale Halfte (Danilchik und Gerhart, 1987).
Der Golgi Apparat, sowie ein Vorrat an Mikrotubuli und Tubulin sind auf der vegetativen Seite
des Zellkerns positioniert (Gard, 1991), ebenso wie das Keimplasma, das am vegetativen
Kortex akkumuliert (Hausen und Riebesell, 1991). Zahlreiche RNAs und Proteine konnten
bereits identifiziert werden, die spezifisch in einer Hemisphére der reifen Oozyte lokalisieren.
Die Komponenten des Keimplasmas, die Germinal Granules, sind am vegetativen Kortex
lokalisiert und enthalten Proteine und RNAs, die Uber drei Signalwege an den Pol
transportiert werden: Den ,Early“- und den ,Late-pathway*, sowie eine dritte Variante, die die
Mechanismen der beiden Signalwege kombiniert (2.3.3-2.3.5).

2.3 RNA Lokalisierungs-Mechanismen

Die maternalen Genprodukte, die in Xenopus Oozyten wahrend der Oogenese synthetisiert
werden, dienen nicht ausschlieBlich fir das schnelle Wachstum des Embryos, sondern
vielmehr als Grundlage fur regionale Unterschiede innerhalb der Zelle. So werden z.B. viele
MRNAs in bestimmte Regionen der Oozyte transportiert und dort gelagert, um zu einem
spateren Zeitpunkt eine hohe und effiziente Translationsrate der Proteine zu ermdéglichen
(Kloc et al., 2002a). Viele maternale Genprodukte, darunter kodierende und nichtkodierende
RNAs, sind in der Oozyte asymmetrisch verteilt und dienen als Determinanten fur bestimmte
Entwicklungs- bzw. Differenzierungsvorgange im Embryo.

Uber den Transport und die Anreicherung von RNAs in der animalen Hemisphare der
Xenopus Oozyte ist bis dato wenig bekannt. Es wurde festgestellt, dass die RNAs diffus im
gesamten Zytoplasma der animalen Hemisphare verteilt werden und nicht, wie am
vegetativen Pol, innerhalb des Zytoskeletts verankert und partiell stark angereichert sind. Im
Gegensatz zu zahlreichen vegetativ lokalisierten RNAs werden die RNAs der animalen
Hemisphére nicht asymmetrisch in die Zellen des Embryo verteilt, sondern sind dort ohne
regionale Begrenzungen vorzufinden (King et al., 2005). Es wurden bis dato nur wenige
animal lokalisierte RNAs, wie z.B. Anl-4 oder Fibronectin-mRNA identifiziert, Gber deren
Lokalisierung- und Transportmechanismen jedoch nichts bekannt ist (King et al., 2005).

Der Transport von RNAs in die vegetative Hemisphare der X. laevis Oozyte wird durch drei
Mechanismen vermittelt. Der ,Early-pathway” (auch ,METRO-pathway“) ist in friihen
Oozytenstadien aktiv und liefert bestimmte RNAs wie Xcat2 und Germinal Granules zum
vegetativen Pol. Der ,Late-pathway" (auch ,Vgl-pathway") wird in spateren Oozytenstadien
aktiviert und transportiert mit Hilfe von Mikrotubuli und MT-abhangiger molekularer Motoren
RNAs wie Vgl (Protein der TGF-B-Wachstumsfaktorfamilie) und VegT (T-box
Transkriptionsfaktor) zum vegetativen Pol der Oozyte (Forristall et al., 1995; Kloc und Etkin,
1995). Der dritte Signalweg, der ,Intermediate-pathway”, verwendet eine Kombination aus
.Early- und Late-pathway um RNAs wie z.B. fatvg (Genfamilie, die Funktionen im
Vesikeltransport aufweisen) zum vegetativen Pol der Oozyte zu transportieren (Chan et al.,
1999, 2001). Das vegetative Zytoplasma enthalt, wie bereits erwahnt, keimbahnspezifische
Determinanten, darunter eine Gruppe von RNAs (Houston und King, 2000a), deren
Lokalisation durch die bereits erwahnten komplexen Transport-Signalwege zeitlich und
raumlich gesteuert werden. Diese Mechanismen beziehen bestimmte Signalsequenzen
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innerhalb  der RNAs, das Zytoskelett, einige Motorproteine und spezifische
Transportorganellen ein (Kloc und Etkin, 2005). Ein wichtiges Transportorganell stellt hierbei
der Bb bzw. der dort enthaltene, vegetativ lokalisierte ,message-transport-organizer*
(METRO-Region) dar.

2.3.1 Der Balbiani Body (Bb) oder Mitochondrial Cloud (MC)

Abbildung 2-8 Nomarski-Interferenz-Aufnahme (DIC) einer pravitellogenen Xenopus Oozyte. Der Bb
(gekennzeichnet mit *) ist im Zytoplasma im direkten Kontakt zur Kernhdille lokalisiert. Eichstrich: 50um.

Diese Struktur, die in Oozyten zahlreicher Spezies vorkommt, wurde erstmals 1845 in
Spinnenoozyten (z.B. Tegenaria domestica) beschrieben. Spater wurde sie auch in Oozyten
verschiedener Invertebraten und Vertebraten (auch Homo sapiens) entdeckt (de Smedt et
al., 2000; Guraya, 1979; Heasman et al., 1984; Kloc et al., 2004a). Lange Zeit wurde
angenommen, dass in Oozyten der Maus kein Bb existiert und dieser Organismus eine
Ausnahme unter den Saugetieren darstellte (De Smedt et al.,, 2000; Kloc et al., 2004a).
Pepling et al. beschrieb 2007 erstmals das Vorhandensein eines Bb in Oogonien
neugeborener Mause sowie in primordialen Oozyten.

In Maus unterscheidet sich die Zusammensetzung des Bbs deutlich von der in Organismen,
wie z.B. Xenopus. Hier wird die Struktur auch als MC bezeichnet (Billett and Adam, 1976),
welche die enorme Ansammlung von Mitochondrien widerspiegelt. In Maus dagegen besteht
der Bb hauptséachlich aus Golgi Membranstapeln und nur aus wenigen Mitochondrien (Kloc
et al., 2008).

Uber die Entstehung des Bbs ist wenig bekannt. Man wei von Insekten, dass die
Ausbildung des Bb um die Zentriolen herum, die sich in der Nahe der Zytoplasmabriicke
zweier Oozyten befinden, ablauft (Kloc et al., 2008). In Drosophila konnte beobachtet
werden, dass sich die Struktur schon wahrend der Entstehung des primaren Oogoniums aus
mehreren Vorstufen bildet (Cox und Spradling, 2003; Kloc et al., 2004b). Vor kurzem wurde
das erste Gen identifiziert, das eine entscheidende Rolle bei der Formation des Bb in
Zebrafisch spielt, das bucky ball Gen. In Oozyten von Fischen, bei denen bucky ball
ausgeknockt wurde, wird kein Bb gebildet und auch die Lokalisierung einiger vegetativer
mMRNAs findet nicht statt (Marlow und Mullins, 2008).

In Xenopus konnten Vorlauferstrukturen identifiziert werden, die als mitochondrialer Zement
und granular fibrillares Material (GFM) bezeichnet werden (Kloc et al. 2002b). Der Bb ist eine
zytoplasmatische Struktur, die sich bereits in Oogonien bildet und in pravitellogenen Oozyten
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(Stadium 1) in engem Kontakt zur Kernhille steht (Abbildung 2-8). Im Laufe der Oogenese
(Stadium 11-1V) dissoziiert der Bb in einzelne Fragmente, die in Richtung vegetativen Pol
wandern und dort wahrscheinlich durch Aktinfilamente verankert werden (Kloc et al., 1995,
2004a). Uber die Wanderung der Bb-Fragmente ist ebenfalls wenig bekannt, sie verlauft
allerdings ohne die Beteiligung von Mikrofilamenten (Kloc et al., 2004a). Es wird vermutet,
dass dies durch passive Bewegungen, verursacht durch zytoplasmatische Stromungen,
geschieht (Kloc und Etkin, 1995).

In Stadium | Oozyten von Xenopus laevis weist der Bb einen Durchmesser von ca. 40um auf
und besteht aus bis zu 500.000 Mitochondrien (Marinos and Billett, 1981) (Abbildung 2-9),
die sich in ihrer Morphologie, der Enzymaktivitat und ihren Replikationseigenschaften von
anderen zytoplasmatischen Mitochondrien unterscheiden. Deshalb wird vermutet, dass der
Bb keimbahnspezifische Mitochondrien besitzt, die innerhalb des Keimplasmas des Embryos
in die primordialen Keimzellen (PGC) gelangen (D"Herde at al., 1995; Marinos und Billett,
1981; Mignotte et al., 1987; Tourte et al., 1981, 1984).

Abbildung 2-9 Elektronenmikroskopische Aufnahme eines Bbs in préavitellogenen Xenopus Oozyten. nu:
Nukleoplasma; cy: Zytoplasma. Eichstrich: 5um.

Neben den Mitochondrien enthalt der Bb rauhes endoplasmatisches Retikulum, mehrere
Golgi Zisternen und Lipidtropfen (Kloc et al., 2001). Die vegetative Spitze des Xenopus Bb,
die METRO-Region (,messenger-transport-organizer”), enthalt Germinal Granules und
zahlreiche lokalisierte RNAs (Kloc und Etkin, 1995; Forristall et al., 1995; Heasman et al.,
1984; Kloc et al., 2004a). Die Lokalisation von RNAs in den Bb ist ebenfalls unabh&ngig von
Mikrofilamenten und geschieht vermutlich durch Diffusion und Retention der Molekile (Kloc
et al., 1996; Chang et al., 2004).

Nachdem lange Uber die Funktion des Bb spekuliert wurde, konnte schlielich 1993 gezeigt
werden, dass es sich um ein Organell handelt, das lokalisierte RNAs zum vegetativen Pol
der Oozyte transportiert (Kloc et al., 1993).
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Abbildung 2-10 Bb einer Stadium | Oozyte von Xenopus laevis (grin). Dreidimensionale Rekonstruktion einer
Oozyte, die mit einer METRO-lokalisierenden RNA-Probe hybridisiert wurde (Xcat2). Die Rekonstruktion wurde
coloriert: rote Punkte stellen Germinal Granules dar. Die METRO-Region ist durch einen (*) gekennzeichnet (Kloc
et al., 2005). Die Pfeile weisen auf Germinal Granules. Eichstrich: 6pum.

2.3.2 Keimplasma und Germinal Granules

In vielen Spezies wie C. elegans, Drosophila, Zebrafisch und Xenopus wird die Keimbahn
durch Vererbung von speziellem Zytoplasma, dem Keimplasma determiniert. Dieses
Keimplasma enthélt elektronendichte Strukturen, die je nach Spezies als P granules (C.
elegans), polar granules (Drosophila, Zebrafisch und Huhn) und Germinal Granules
(Xenopus laevis) bezeichnet werden. Diese Strukturen sind nicht durch eine Membran
umhillt, enthalten aber viele RNAs und Proteine und sind mit Mitochondrien assoziiert
(Houston und King, 2000a; Raz, 2000).

In Xenopus bildet sich das Keimplasma in pravitellogenen Oozyten innerhalb des Bb
(Heasman et al., 1984). Der Bb wandert dann im Laufe der Oogenese zum vegetativen Pol
und dissoziiert in zahlreiche ,Islands®, die dort im Zytoskelett verankert werden. Kurz nach
der Befruchtung und wahrend der ersten Zellteilungen des Embryos aggregiert das
Keimplasma in einige wenige ,small Islands” (Savage und Danilchik, 1993). In der Blastula
konzentriert sich das Keimplasma auf vier bis funf primordiale Keimzellen (PGCs), die sich in
der endodermalen Masse befinden. Dort durchlaufen die PGCs bis zum
Schwanzknospenstadium einige Zellteilungen und beginnen dann entlang der dorsalen
Mesenterien zu ihrem Bestimmungsort zu wandern, der somatischen Gonadenanlage (King
et al., 1999). Wird das Keimplasma experimentell aus Oozyten entfernt, verursacht dies eine
abnormale Wanderung der Keimzellen, eine Verringerung der Anzahl der Keimzellen oder
eine vollige Sterilitat des Embryos (Dixon, 1994; Saffman und Lasko, 1999; Houston und
King, 2000a; Kloc et al., 2001a). Das Keimplasma in friihen pravitellogenen Stadium |
Oozyten enthédlt eine Vorlauferstruktur der Germinal Granules, das sogenannte
granulofibrillare Material (GFM), das wiederum aus sogenanntem mitochondrialem Zement
entsteht. Diese Vorlauferstruktur bildet sich bereits in Oogonien im sich bildenden Bb
(Heasman et al., 1984, Kloc et al., 2000).
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In Xenopus Oozyten befindet sich das Keimplasma in der METRO-Region des Bbs. Neben
den Germinal Granules enthélt es zahlreiche kodierende und nichtkodierende RNAs wie z.B.
Xcat2, Xlsirt, DEADSouth (Mosquera et al., 1993; Forristall et al., 1995; Kloc und Etkin,
1995) Xpat, Xdazl, Xwntll (Forristall et al., 1995; Kloc und Etkin, 1995; Houston et al., 1998;
Houdson und Woodland, 1998) und fatvg (Chan et al., 2001), sowie mitochondriale rRNA
(lida und Kobayaschi, 1998; Kobayaschi et al., 1993, 1998; Kashikawa et al., 2001).

Das Keimplasma und die Germinal Granules entstehen bei Xenopus wahrend der Oogenese
(Al-Mukhtar und Webb, 1971; Billet und Adam, 1976; Coggins, 1973; Heasman et al., 1984).

Es wird vermutet, dass das Keimplasma eine Arte Nischenstruktur darstellt, die bestimmte
Keimzellkomponenten vor dem Einfluss durch somatische Faktoren schiitzt (Dixon et al.,
1994). AuRerdem wird angenommen, dass es sich um ein Organell handelt, das bestimmte
Molekule wéhrend der Entwicklung speichert und erst zu einem spéateren Zeitpunkt aktiviert
(Kloc et al., 2002b).

2.3.3 ,Early-pathway” (METRO-pathway)

Der ,Early-pathway” findet bei Xenopus wahrend der frihen Oogenese in den
Oozytenstadien | und Il statt und transportiert Germinal Granules, zahlreiche RNAs (z.T.
keimbahnspezifisch) und Mitochondrien innerhalb des Bbs zum vegetativen Pol der Oozyte
(Heasman et al., 1984, Forristal et al., 1995; Kloc et Etkin, 1995). Das letztendliche Ziel des
.Early-pathway” ist es, kodierende und nichtkodierende RNAs, die essentiell fur die
Keimzellentwicklung des spéateren Embryos sind, in einem bestimmten, subzellularen
Bereich innerhalb des Bb (METRO-Region) zu sammeln. Diese Region wird dann zunachst
zum vegetativen Kortex der Oozyten transportiert, um spater, wahrend der embryonalen
Zellteilungen, asymmetrisch auf die primordialen Keimzellen (PGCs) aufgeteilt zu werden.
Die zu lokalisierenden RNAs, die sich innerhalb der keimplasmaformenden METRO-Region
des Bbs befinden, kdnnen im Keimplasma bzw. den Germinal Granules tber Monate, sogar
Jahre gespeichert werden (Houston and King, 2000a und 2000b; MacArthur et al., 1999).
Deshalb dient das Keimplasma auch als Langzeitspeicherort fir RNAs wahrend der
Oogenese (King et al., 2005).

Bis dato konnten zahlreiche, Uber den ,Early-pathway” transportierte RNAs identifiziert
werden. Darunter befinden sich unter anderem Xcat2 und Xlsirts (Zinkfinger-Proteine, DEAD-
box-Familie, nanosahnlich) (Mosquera et al., 1993; Forristall et al., 1995; Kloc und Etkin,
1995), Xdazl (DAZ-like Gen), Xpat (Xenopus primordial germ cell associated transcript) und
Xwntll (Wnt-like Gen) (Forristall et al., 1995; Kloc und Etkin, 1995; Houston et al., 1998;
Houdson und Woodland, 1998). Aus anderen Organismen sind homologe,
gleichlokalisierende RNAs (z.B. Nanos in Drosophila) (Wharton und Struhl, 1991) bekannt,
auf die hier aber nicht ndher eingegangen wird.

Uber die Mechanismen, wie RNAs in die METRO-Region des Bb gelangen, ist wenig
bekannt. Es wurden z.B. sogenannte ,cis-acting“-Elemente (LEs) in der 3’'UTR von Xcat2-
MRNA und der nichtkodierenden Xlsirt RNA in Xenopus Oozyten identifiziert, die die RNAs
in den Bb leiten (Allen et al., 2003; Kloc et al., 1993; Zhou and King, 1996). AulRerdem wurde
bereits erwahnt, dass die RNA-Lokalisierung in den Bb ohne Beteiligung von Mikrofilamenten
und Mikrotubuli verlauft und wahrscheinlich durch Diffusion und Einfangen zustande kommt
(Kloc et al., 2004a). Neuere Experimente lassen vermuten, dass ER-Vesikel ebenfalls am
Einfangen von RNAs mit Bb-Lokalisierungselementen beteiligt sein konnten (Chang et al.,
2004). Im weiteren Verlauf des ,Early-pathway*, in Stadium Il Oozyten, wandert der Bb in
Richtung vegetativem Pol und beginnt zu dissoziieren. In Stadium IlI-IV Oozyten I6st sich der

16



2. Einleitung

Bb schliefRlich auf und die Germinal Granules sowie die lokalisierten RNAs werden am
vegetativen Kortex verankert (Kloc and Etkin, 2005).

2.3.4 ,Late-pathway”

Eine wichtige Funktion des ,Late-pathways“ ist es, mesodermale und endodermale
Keimblattdeterminanten in der vegetativen Hemisphére zu lokalisieren (Nieuwkoop, 1969).
So werden z.B. VegT (T-box Transkriptionsfaktor) oder Vgl (Protein der TGF-
Wachstumsfaktorfamilie), die beide essentiell fir die Auspragung des Endoderms und
Mesoderms sind, mit Hilfe des ,Late-pathways“ transportiert (King et al., 2005). Im
Gegensatz zum ,Early-pathway”, Gber den hauptsachlich RNAs transportiert werden, leitet
der ,Late-pathway“ auch zahlreiche Proteine sowie RNAs in die vegetative Hemisphare der
Oozyte (ClauRen, Horvay und Pieler, 2004).

.Late-pathway" lokalisierte RNAs sind in Stadium | Oozyten von Xenopus gleichmaRig im
Zytoplasma verteilt wobei keine Anreicherung im Bb zu beobachten ist (Melton, 1987;
Forristall et al., 1995; Kloc und Etkin, 1998). Wenn in spaten Stadium Il Oozyten von
Xenopus die ,Early-pathway” transportierten RNAs lokalisiert sind, beginnen die ,Late-
pathway"“ geleiteten RNAs in einer keilférmigen Subregion des ER (in Kontakt zum Bb) im
vegetativen Zytoplasma zu akkumulieren (Deshler et al., 1997; Kloc and Etkin, 1998). In den
nun folgenden Oozytenstadien IlI-IV der Oogenese werden die RNAs zum vegetativen
Kortex transportiert und dort bis zum Ende der Oogenese fest mit dem kortikalen Zytoskelett
(Aktinfilamente und Zytokeratin) verankert (Forristall et al., 1995; Kloc und Etkin, 1995;
Alarcon und Elinson, 2001). ,Late-pathway” RNAs nehmen dort einen gré3eren Bereich ein
als ,Early-pathway” RNAs, die in einem sehr begrenzten Areal an der Spitze des vegetativen
Pols verankert sind (Betley et al., 2002; Chan et al., 1999).

Im Gegensatz zum ,Early-pathway” bendétigt der ,Late-pathway” ein intaktes Mikrotubuli-
Zytoskelett (Yisraeli et al., 1990). Es gibt Hinweise darauf, dass Motorproteine wie Kinesin |
und Il den Transport einiger ,Late-pathway“ RNAs vermitteln (Yoon and Mowry, 2004; Betley
et al., 2004). Auch bei den RNAs, die mit Hilfe von Mikrotubuli lokalisiert werden, wurden LEs
in der 3"-UTR (haufig), in der 5°-UTR (selten) und in beiden Regionen gefunden (Kloc und
Etkin, 2005). Des Weiteren werden zahlreiche RNA-bindende Proteine bendtigt, die mit den
LEs interagieren und so die jeweilige RNA mit den Mikrotubuli und den molekularen Motoren
koppeln (Kloc und Etkin, 2005).

2.3.5 ,Intermediate pathway*

Es gibt einige Hinweise darauf, dass es neben den beiden schon beschriebenen RNA-
Lokalisierungsmechanismen (2.3.3 und 2.3.4), einige vegetativ lokalisierte RNAs gibt, die mit
Hilfe beider Signalwege transportiert werden (Chan et al., 1999; Pannese et al., 2000; Chan
et al., 2001; Zearfoss et al., 2004). Diese RNAs sind sowohl im Bb (wahrend der friilhen
Oogenese) als auch in der keilférmigen Subregion des ER (in den Oozytenstadien IlI-1V)
angereichert und weisen Funktionen in der Determinierung der Keimbahn aber auch in der
Differenzierung von somatischen Zellen auf. Ein Beispiel hierfur stellt die RNA fatvg dar, die
sowohl im Keimplasma als auch in den sich entwickelnden Fettkdrpern vorhanden ist (Chan
et al., 2001). Bis dato ist nicht eindeutig geklart, ob solche RNAs durch einen sogenannten
und eigenstandigen ,Intermediate-pathway” lokalisiert werden, oder ob dies durch die
sequentielle Aktivierung beider Signalwege (,Early- und Late-pathway*) geschieht.

Mittlerweile wird angenommen, dass ,Early-pathway" lokalisierte RNAs auch durch die ,Late-
pathway“-Maschinerie lokalisiert werden konnen, was Mikroinjektionsexperimente mit
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MRNAs von Xcat2 (Zhou und King, 1996), Xpat (Hudson und Woodland, 1998) und Xlsirts
(Allen et al., 2003) in Stadium Il Oozyten zeigten. Die genannten RNAs wurden zum
vegetativen Pol transportiert, obwohl in diesem Abschnitt der Oogenese der ,Early-pathway*
nicht mehr aktiv ist. Des Weiteren weisen die spezifischen LEs friih und spéat lokalisierter
RNAs Ubereinstimmungen in ihren Sequenzen auf (Betley et al., 2002; Bubunenko et al.,
2002; Deshler et al., 1997, 1998; Kwon et al., 2002). Deshalb wird mittlerweile angenommen,
dass ,Early- und Late-pathway“ gemeinsame zelluldre Faktoren verwenden, die fir die
Lokalisierung von RNAs bendétigt werden (Choo et al., 2005).

2.4 Nuage

Abbildung 2-11 Elektronenmikroskopische Aufnahmen von Nuage in Xenopus laevis Qozyten. (A)
Ubersichtsaufnahme. (B) DetailvergroRerung: (Nuage ist durch * markiert). ne: Kernhiille; nu: Nukleoplasma; cy:
Zytoplasma. Eichstriche: A: 500nm; B: 200nm.

Nuage sind zytoplasmatische, elektronendichte Aggregate, die in Keimzellen zahlreicher
Spezies vorhanden sind und in unmittelbarer Nahe der Kernmembran zu finden sind. lhren
Namen, der aus dem Franzésischen kommt, verdanken sie ihrer wolkenartigen Gestalt (Kloc
et al.,, 2004a). Nuage sind Strukturen, die um den gesamten Zellkern herum gleichméafRig
verteilt sind, eine Anreicherung z.B. im Bereich des Bb wurde nicht beobachtet (Bilinski et al.,
2004). Obwohl Nuage in Keimzellen vieler Spezies vorkommen, bleibt deren Rolle und
Funktion bis heute unbekannt.

Als Nuage wird auch bei Xenopus das elektronendichte Material bezeichnet, das sich im
perinuklearen Bereich befindet, oder gerade die Kernpore passiert (Kloc et al., 2004a). Es
wird spekuliert, dass es sich um eine Vorlauferstruktur der Germinal Granules handeln
konnte (Eddy, 1975; Kloc et al.,, 2004a; Saffman und Lasko, 1999). Demnach entstehen
Nuage im Zellkern und sind folglich die Entstehungsquelle der Ribonukleoproteine (RNPSs),
die fur die Entwicklung der Germinal Granules benétigt werden (Eddy, 1975; Biggiogera et
al., 1990; Kloc et al., 2001b; Mahowald, 2001; Pitt et al., 2000). Nach dieser These kdnnte
auch Xenopus Nuage beim Export von RNPs aus dem Nukleo- in das Zytoplasma eine Rolle
spielen, was fir Keimzellen von C. elegans und fir Spermatozyten der Maus bereits
postuliert wurde (Barbee et al., 2002; Chuma et al., 2003).

Nuage wurden in zahlreichen Spezies untersucht. Auffallig dabei ist, dass sich die
Zusammensetzung in unterschiedlichen Organismen &hnelt, d.h. dass viele Protein- und
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RNA-Homologe organismusibergreifend in  Nuage-Strukturen nachgewiesen werden
konnten. So wurde z.B. das Protein Vasa (DEAD-box RNA-Helikase) (Raz, 2000) in
Drosophila-Nuage identifiziert; in Medaka wurde das Olvas-Protein (Vasa-like)
nachgewiesen (Shinomiya et al., 2000; Nagao et al., 2008). In Danio rerio (Zebrafisch)
konnte vasa RNA, aber nicht Vasa Protein in Nuage nachgeweisen werden (Knaut et al.,
2000). In Xenopus Nuage konnte bis dato weder homologe vasa RNA, noch Vasa Protein
identifiziert werden. Lediglich die RNA des Vasa-ahnlichen Proteins XVLG1 (Xenopus vasa-
like genel) konnte in Xenopus Embryonen in primordialen Keimzellen perinuklear lokalisiert
werden (lkenishi et al., 1996). In C. elegans und Maus wurden Sm-Proteine und kleine
nukledre Ribonukleoproteine (snRNPs) als Bestandteile der Strukturen identifiziert (Barbee
et al., 2002; Chuma et al., 2003). In Xenopus konnten zwar Sm-Proteine, jedoch keine
snRNPs in den Nuage nachgewiesen werden (Bilinski et al., 2004). Es wird angenommen,
dass diese Komponenten, neben dem SpleiRen von mRNA, zusatzliche Funktionen
aufweisen, und dass Nuage eine Vorstufe fir die Entstehung von zytoplasmatischen RNPs
darstellen, die fir die korrekte Lokalisierung vieler mRNAs in die Germinal Granules benétigt
werden (Barbee et al., 2002; Chuma et al., 2003; Findley et al., 2003).

Uber den Entwicklungsvorgang der Nuage zu Germinal Granules gibt es bis heute keine
fundierten Kenntnisse, es wurden lediglich Modelle aufgestellt (z.B. in Bilinski et al., 2004). In
Abbildung 2-12 ist die hypothetische Bildung der Germinal Granules als Schema dargestellt.
Demnach assoziieren spezifische mRNAs wie Xcat2 (gelbe Punkte) mit Sm-Proteinen (rote
Punkte) und werden durch die Kernporen in das Zytoplasma transportiert. Dort werden sie
unmittelbar in Nuage (1) eingebaut, die sich von der Kernhille I6sen und eine kugelige
Gestalt (2) im Zytoplasma annehmen. AnschlieRend akkumulieren Nuage und Mitochondrien
zu sogenannten Nuage-Mitochondrien-Komplexen (3), die auf dem Weg zum Bb in kleinere
Einheiten dissoziieren, die als mitochondrialer Zement (4) bezeichnet werden. Zu diesem
Zeitpunkt l6sen sich die Sm-Proteine aus den Komplexen und werden zuriick in den Zellkern
importiert (roter Pfeil). Der mitochondriale Zement wird weiter Richtung Bb transportiert und
wird dort in granulofibrillares Material (GFM) (5) umgewandelt. Andere RNAs wie z.B.
DEADSouth werden assoziiert und die Strukturen reifen zu Germinal Granules (6) heran
(Bilinski et al., 2004).

nu‘.°..
\

—

Abbildung 2-12 Modell zur Entstehung der Germinal
Granules aus Nuage in Xenopus Oozyten (Bilinski et al.,
2004). (1): Nuage; (2): kugelige Nuage im Zytoplasma; (3):
Nuage-Mitochondrien-Komplex; (4): mitochondrialer Zement;
(5): Granulares fibrillares Material (GFM); (6): Germinal
Granules. nu: Nukleoplasma; cy: Zytoplasma; Bb: Bb; Cb:

Bilinskietal, 2004 C2jal body.
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Durch Versuche mit der Marker-mRNA Xcat2 konnte gezeigt werden, dass das
granulofibrillare Material tatsé&chlich die Vorlauferstruktur der Germinal Granules darstellt
(Kloc et al., 2002b). Obwohl schon 1984 von Heasman et al. die Vermutung geauf3ert wurde,
dass sich GFM aus perinukledarem Nuage entwickelt, fehlen bis heute adaquate Marker, um
diese Annahme zu bestéatigen. So wurde bis dato auch noch keine Komponente identifiziert,
die sowohl in Nuage als auch in den Vorlaufern (z.B. GFM) und in den Germinal Granules
selbst vorkommen.

2.4.1 Chromatoid Body (CB)

Die Keimzellen des adulten Mannchens zahlreicher Spezies enthalten eine charakteristische
Struktur, die als CB bezeichnet wird (Kalt, 1973; Kerr und Dixon, 1974). Erstmals wurde die
Struktur 1891 von Benda aufgrund lichtmikroskopischer Beobachtungen beschrieben. Wie
bei Nuage handelt es sich um eine einzigartige wolkenartige Struktur, die aus dinnen
Filamenten besteht, die sich zu einer kompakten Masse verdichtet haben (Fawcett et al.,
1970). Wahrend der Meiose, im Pachytdn meiotischer Spermatozyten bis hin zum Stadium
der postmeiotischen Spermatiden, wird im Zytoplasma von Saugern der CB gebildet und
kondensiert (Fawcett et al., 1970). Friher wurde vermutet, dass sich der CB innerhalb des
Zellkerns (Benda, 1891; Moore, 1893, 1894; Regaud, 1910) oder der Nukleolen (Lenhossek,
1898; von Ebner, 1899; Fischer, 1899; Duesberg, 1908) bildet, heute weil? man aber, dass er
im Zytoplasma, in den Zwischenrdumen mitochondrialer Cluster, entsteht (Fawcett et al.,
1970).

Abbildung 2-13 Elektronenmikroskopische Aufnahme einer Xenopus Spermatocyte. Der CB befindet sich in
unmittelbarer Nahe des Zellkerns. Nuc: Nukleus; CB: CB. VergroRerung: x 19000. (Kalt, Pinney und Graves,
1975).

Das Markerprotein fir Keimzellen, die DEAD-box RNA Helikase Vasa wurde, wie im
Keimplasma von Drosophila, auch im CB der Maus gefunden (Fujiwara et al., 1994; Raz,
2000). In runden Spermatiden der Maus konnten im CB Komponenten des miRNA
Signalweges nachgewiesen werden (Kotaja et al., 2006). Auerdem wurden dort Arginin-
und polysaccharidreiche Proteine identifiziert (Daoust und Clermont, 1955; Krimer und
Esponda, 1980). Anhand von elektronenmikroskopischen Aufnahmen wird vermutet, dass
der CB auch nukledres Material enthalten kdnnte, da er haufig mit Kernporen assoziiert ist
(Fawcett et al.,, 1970; Soderstrom und Parvinen, 1976; Parvinen und Parvinen, 1979).
Auffallig ist die Dynamik der Struktur in Spermatiden. In diesen Keimzellen bewegt er sich in
einem aktiven Prozess in verschiedenen Ebenen um den Zellkern herum (Parvinen und
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Parvinen, 1979, Ventela et al., 2003). Der CB kann Uber zytoplasmatische Briucken in
benachbarte Zellen gelangen, man nimmt an, dass dadurch ein Materialaustausch
stattfinden kann. Aul3erdem sind Mikrotubuli an der Bewegung des CB beteiligt, da eine
Behandlung der Zellen mit Mikrotubuli-depolymerisierenden Substanzen einen abrupten
Abbruch der Dynamik zur Folge hat (Ventela et al., 2003). Die Funktion des CB konnte bis
heute nicht geklart werden, angenommen wird aber, dass es sich um ein Organell handelt,
welches in post-transkriptionelle Prozesse involviert ist und spezifische mRNAs speichert.
Die mRNAs werden in einem spéaten Keimzellstadium, wenn das Genom inaktiviert wurde,
translatiert. Anhand all dieser Erkenntnisse wird vermutet, dass der CB in mannlichen
Keimzellen das Pendant von Nuage in Oozyten darstellt (Parvinen, 2005).

Zu erwahnen ist noch die Existenz von mehreren Nuage-Typen, die in mannlichen
Keimzellen identifiziert wurden und z.B. in der Ratte als Chromatoid satellites, sponge bodies
und spherical particles bezeichnet werden (Fawcett et al., 1970; Russell and Frank, 1978).
Ob es sich hierbei um Homologe zu Nuage in Oozyten handelt, konnte unter anderem
aufgrund von fehlenden zytologischen Markern bis dato nicht geklart werden (Pan et al.,
2005).

2.5 Sm-und LSm-Proteine

Die Gruppe der Sm-Proteine wurde nach Stephanie Smith, einer Patientin mit einem
systemischen Lupus erythematosus benannt. Bei ihr wurden erstmals anti-Sm
Autoimmunantikérper gefunden. Die vom Autoserum erkannten Antigene wurden als Sm-
Proteine bezeichnet (Tan und Kunkel, 1966).

Sm-Proteine und Sm-ahnliche Proteine (LSm) gehéren zur gleichen konservierten Familie
von RNA-assoziierten Proteinen in Eukaryoten und sind essentielle Komponenten des
Spleilosoms. Sieben Sm-Proteine B/B", D1, D2, D3, E, F und G sind in die Bindung von U
snRNA, und dadurch an der Bildung von U snRNPs (Will und Luhrmann, 2001) und am
Prozess des Spleil3ens beteiligt (Zhang et al., 2001). Sm- und LSm-Proteine besitzen hohe
Sequenzhomologien und auch die dreidimensionale Faltung der Proteine weist eine hohe
Ahnlichkeit auf (Kambah et al., 1999; Achsel et al., 2001, Mura et al., 2001). Das SpleiRen
der pr&-mRNA wird durch das Spleilosom katalysiert. Dieser makromolekulare Komplex
besteht aus jeweils vier U snRNPs: U1, U2, U4/U6 und U5. Ein snRNP setzt sich aus
entweder einer U1, U2 und U5, oder zwei U4/U6 snRNA und einer Gruppe von Proteinen
(Sm oder LSm) zusammen. Diese Gruppe von Proteinen besteht entweder aus den Sm-
Proteinen B/B", D1, D2, D3, E, F und G, (fir U1, U2 und U5 snRNPs) oder aus den LSm-
Proteinen (fir U4/U6 snRNPs) (Achsel et al., 1999; Seraphin, 1995). Die Sm- und die LSm-
Proteine dienen im SpleiRosom hauptsachlich als Strukturkomponenten (Achsel et al., 1999;
Zhang et al., 2001). Zun&chst werden U snRNAs im Zellkern synthetisiert und im Anschluss
Uber Kernporen in das Zytoplasma exportiert. Dort sind bereits die Sm-Proteine gespeichert,
die dann an bestimmten Sequenzmotiven der U snRNAs (Sm-site) binden und die
heteroheptamerische Sm-Coredoméane bilden. Diese Dom&ane muss ausgebildet sein, damit
im Anschluss eine Hypermethylierung der m’G-Kappe zu einer Trimethylguanosinkappe
(msG-Kappe) der jeweiligen U snRNA stattfinden kann. Danach wird das modifizierte Partikel
in den Zellkern importiert, wo weitere Proteine bei der Bildung eines funktionsféahigen
snRNPs behilflich sind (Fischer und Lihrmann, 1990; Chari et al., 2008). Die Bildung der
Coredomaéne ist ATP-unabhangig, jedoch sind noch andere Proteine, wie SMN Proteine
(survival of motor neuron) und Gemin2 daran beteiligt (Fischer et al., 1997; Buhler et al.,
1999; Liu et al., 1997). Sm-Proteine binden hierfir an die Tudor-Doméane der SMN Proteine
(Buhler et al., 1999; Selenko et al., 2001). Es wird auRerdem vermutet, dass symmetrische
Dimethylargininmotive einiger Sm- und LSm-Proteine zunachst hypermethyliert werden,
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bevor die Bindung an SMN Proteine stattfinden kann, und dadurch wiederum die Bindung
an U snRNAs katalysiert wird (Friesen et al., 2001b).

Neben dem SpleiRen von mRNA konnten Sm- und LSm-Proteinen weitere Funktionen
zugeordnet werden. So sind Sm-Proteine funktionelle Bestandteile der Telomerase in Hefe
(Seto et al., 1999). Im selben Organismus beschleunigt ein Komplex von LSm-Proteinen den
Abbau von mRNAs und wird zur Prozessierung von rRNAs und tRNAs bendtigt (Bouveret et
al., 2000; Tharun und Parker, 2001; Tharun et al., 2000; Beggs, 2005). In C. elegans wird
den Sm-Proteinen eine Rolle bei der Lokalisierung des Keimplasmas in der frihen
Embryogenese zugeordnet, da sie mit Germinal Granules kolokalisieren und eine
Verringerung der Proteinkonzentration in einer Misslokalisation und Missverteilung der
Germinal Granules resultiert (Barbee et al., 2002). Mittlerweile konnten auch in Nuage von
Xenopus und im CB der Maus Sm-Proteine nachgewiesen werden, so dass vermutet wird,
dass eine Rolle bei der Keimzelldeterminierung speziesiubergreifend konserviert sein kénnte
(Moussa et al., 1994; Chuma et al., 2003; Bilinski et al., 2004). Bei Xenopus wird postuliert,
dass zahlreiche Sm-Proteine die mRNAs, die als Komponenten der Germinal Granules
identifiziert wurden, binden und beim Export der RNA-Molekile aus dem Zellkern in Nuage-
Strukturen behilflich sind (Bilinski et al., 2004).
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2.6 Proteine mit Dimethylargininmotiven

Argininreste von glycin- und argininreichen Proteinen werden haufig durch Protein-Arginin-
Methyltransferasen (PRMTSs) postranskriptionell methyliert. Anhand zweier unterschiedlicher
Methylierungsmuster der Zielproteine werden PRMTs in zwei Klassen unterteilt: Der Typl
(PRMT1; PRMT3; PRMT4 und PRMT6) kreiert asymmetrische Dimethylreste (aDMA),
wohingegen der Typll (PRMT5 und PRMT7) eine symmetrische Dimethylierung der RG-
Reste durchfiihrt (sDMA) (Boisvert et al., 2005; Gary und Clarke, 1998; McBride, 2001; Lee
et al., 2005). Die aDMA stellt dabei die weitaus haufigere Proteinmodifizierung dar und spielt
bei mehreren zellularen Prozessen wie dem Transport, der Signaltransduktion und der
Transkription eine wichtige Rolle (Najbauer und Aswad, 1990; McBride und Silver, 2001,
Kouzarides, 2002; Boisvert et al., 2005;). Sehr viel seltener kommt es zu einer sDMA, wie
Z.B. bei myelin basic protein (MBP), SmD1 und D3, oder LSm4 (Brahms et al., 2001) und bei
coilin (Brahms et al., 2000; Herbert et al., 2002). Uber die Funktion der symmetrischen
Dimethylarginin-Modifikationen ist nach wie vor wenig bekannt.
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PRMTS5 ist Bestandteil des sogenannten Methylosoms, welches beim Aufbau der snRNPs
aus Sm-Proteinen und U snRNAs beteiligt ist (Paushkin et al., 2002; Fischer et al., 1997;
Meister et al., 2001; Meister und Fischer, 2002; Massenet et al., 2002; Pellizzoni et al.,
2002). Interessanterweise binden Sm-Proteine leichter an die Tudor-Doméanen der SMN-
Proteine, die auch eine Rolle bei der Entstehung von snRNPs spielen, wenn sie sDMA-
Motive aufweisen (Friesen et al., 2001a; Friesen et al., 2001b; Meister und Fischer, 2002;
Brahms et al., 2000; Brahms et al., 2001).

Anhand von Versuchen mit dem Drosophila-Ortholog von PRMT5, Dart5, wurde
herausgefunden, dass die Dimethylierung der Sm-Proteine keine Auswirkungen auf die
Biogenese der snRNPs hat, aber die Reifung der Oozyten und der Spermien gestort ist.
Deshalb wird vermutet, dass Sm-Proteine mit sDMA-Motiven eine wichtige Rolle in der
Determinierung der Keimzellen spielen (Gonsalvez et al., 2006). Sm-Proteine mit sDMA-
Motiven binden wahrend der Bildung der snRNPs besser an die Tudor-Domane der SMN-
Proteine. In Nuage von Drosophila und der Maus konnte das Protein Tudor (Drosophila)
bzw. MTR-1 (Maus-Tudor-Repeat-genel) als Komponente identifiziert werden (Anne und
Mechler, 2005; Snee und MacDonald, 2004; Chuma et al., 2003). In Maus konnte sogar eine
Bindung von MTR-1 an Sm-Proteine nachgewiesen werden (Chuma et al., 2003),
wohingegen Sm-Proteine noch nicht in Nuage von Drosophila lokalisiert werden konnten.
Anders als bei Drosophila, konnten Tudor-Orthologe, im Gegensatz zu Sm-Proteinen, bis
dato noch nicht in Xenopus Nuage nachgewiesen werden. Es aber wird angenommen, dass
Proteine mit Tudor-Domanen (wie z.B. Tudor bei Drosophila) mit sDMA-Resten der Sm-
Proteine interagieren, und dass dies fiir die Keimzellentwicklung einer Embryos essentiell ist
(Gonsalvez et al., 2006).

Dies kdnnte darauf zurlickzufihren sein, dass durch die Methylierung der Sm-Proteine durch
PRMTS5, eine Bindung an Tudor ermdglicht bzw. erleichtert und das Protein, das bei der
Keimplasmaentstehung downstream von Oskar und Vasa wirkt, dadurch funktionsfahig wird
(Bardsley et al., 1993; Ephrussi und Lehmann., 1992; Arkov et al., 2006).

2.7 Der Elongationsfaktor 1A

Der eukaryotische Elongationsfaktor 1 alpha (eEF1A, im Folgenden als EF1A bezeichnet)
stellt eine von vier Untereinheiten des eukaryotischen Elongationsfaktors 1 dar und ist in
einer normal wachsenden Zelle das zweithaufigste Protein nach Aktin (Browne und Proud.,
2002; Ejiri, 2002). Wahrend der Proteinsynthese katalysiert er in einem GTP-abh&ngigen
Vorgang die Bindung von Aminoacyl-tRNA (aa-tRNA) an die A-Stelle des Ribosoms (Ejiri,
2002; Moldave, 1985). Allerdings besitzt EF1A weitere Aufgaben, die nicht mit dem
Translationsprozess in Verbindung gebracht werden konnen. Das Protein wird als
»-moonlighting protein® (Ejiri, 2002) bezeichnet, d.h. dass es zahlreiche Funktionen innerhalb
der Zelle besitzt, die abhangig von seiner zellularen Lokalisation, von der Konzentration
seiner Liganden, Substrate und Kofaktoren sind (Jeffery, 1999). So wurde EF1A bereits als
aktinbindendes Protein identifiziert, das in der Lage ist, F-Aktin zu bindeln (Yang et al.,
1990; Yang und Boss, 1994); aulRerdem besitzt es mikrotubulistabilisierende und
destabilisierende Eigenschaften (Durso und Cyr, 1994; Shiina et al., 1994); ihm wird eine
Vermittlerrolle bei der Signaltransduktion zugesprochen (Kim et al., 1999); es fiel eine
erhdhte Expression von EF1A in zahlreichen Tumoren auf (Adams et al., 1992; Anand et al.,
2002; Edmonds et al., 1996; Grant et al., 1992; Tomlinson et al., 2005); und EF1A scheint
auRerdem eine Rolle bei der Apoptose zu spielen, da seine Expression durch p53 (Kato,
1999; Kato et al., 1997), oder oxidativen Stress (Chen et al., 2000; Duttaroy et al., 1998)
hochreguliert werden kann.
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EF1A gehort zur Familie der G-Proteine, die eine grol3e Superfamilie regulatorischer
Proteine darstellen und hohe Ubereinstimmmung in ihrer Primarstruktur und der
Organisation des funktionellen Zentrums aufweisen (Bourne et al., 1991; Dever et al., 1987,
Kubarenko et al., 2005). Sie werden in drei Klassen unterteilt: 1. Ras-ahnliche GTPasen; 2.
Gq-Untereinheiten heteromerer G-Proteine und 3. Translationselongationsfaktoren (Infante et
al., 2008). G-Proteine erfillen zahlreiche Aufgaben zellularer Prozesse, wie z.B. bei der
Signaltransduktion, bei der Reorganisation des Zytoskeletts, dem Vesikeltransport und der
Proteinsynthese. Der GTPase-Zyklus der G-Protein-Superfamilie beginnt mit der Bindung
von GTP und endet mit der Hydrolyse von GTP zu GDP. Andere regulatorische Proteine, wie
z.B. Guaninaustauschfaktoren werden bendtigt, um Konformationsveranderungen der
Elongationsfaktoren wahrend des GTPase-Zykluss zu erméglichen (Bourne et al., 1990).
EF1A wird fortlaufend aus dem Kern somatischer Zellen und Keimzellen ausgeschlossen
(Calado et al.,, 2002). Da EF1A-Proteine Translationsfaktoren darstellen, muss deren
geringer Einstrom in das Nukleoplasma sofort wieder riickgangig gemacht werden. Es muss
unbedingt verhindert werden, dass es zu Translationsereignissen innerhalb des Zellkerns
kommt, wo sich unreife mMRNAs befinden, deren Expression zu nicht funktionellen oder
fehlerhaften Proteinen fihren wirde. Es wurde herausgefunden, dass EF1A als Substrat des
Exportkomplexes RanBP21/Exp5 unmittelbar nach Eintritt in das Nukleoplasma lber aa-
tRNAs an Exp5 gebunden und dadurch sofort aus dem Zellkern exportiert werden kann
(Bohnsack et al., 2002). Dieser Exportweg erhoht damit auch zusatzlich die Menge an
exportierten aa-tRNA-Molekilen. Somit kbnnte ein gewisser Einstrom von EF1A zugunsten
des Exp5-Exportmechanismus von der Zelle toleriert werden, um damit effizienter aa-tRNAs
aus dem Nukleoplasma in das Zytoplasma zu transportieren (Bohnsack et al., 2002;
Grofl3hans et al., 2000).

EF1A interagiert des Weiteren mit dem Zytoskelett, indem es an Mikrotubuli und
Aktinfilamente und Monomere bindet (Murray et al., 1996). Die Bindung an sowohl F- als
auch an G-Aktin ist ungewohnlich und tber ihre Funktion konnte bis heute nur spekuliert
werden. Es wird davon ausgegangen, dass EF1A die Struktur und die Synthese des Aktin-
Zytoskeletts beeinflussen kann und dadurch Transportprozesse und die Translation von
MRNA auf Aktinfilamenten beeinflusst, unter Umstédnden sogar steuert (Murray et al., 1996).

2.8 Die lsoformen des Elongationsfaktors 1A

Eukaryoten besitzen eine unterschiedliche Anzahl an EF1A-Genen. In Mais wurden
zwischen 10-15 (Carneiro et al., 1999) und in der Hefe Saccharomyces cerevisiae zwel
EF1A-Gene identifiziert. In tierischen Organismen wurden bei Drosophila zwei EF1A-Gene
entdeckt, von denen eines nur in bestimmten Entwicklungsstadien exprimiert wird
(Hovemann et al., 1988). In Saugetieren existieren zahlreiche Genloci, bei denen es sich bei
den meisten um Pseudogene handelt (Lund et al., 1996; Madsen et al., 1990; Uetsuki et al.,
1989). Tatsachlich wurden bei Mensch (Brands et al., 1986; Knudsen et al., 1993), Maus
(Lee et al., 1994; Lu und Werner., 1989), Ratte (Ann et al., 1992; Ann et al., 1991; Lee et al.,
1993; Shirasawa et al., 1992) und Kaninchen (Cavallius und Merrick, 1992; Kahns et al.,
1998) nur zwei EF1A-Gene identifiziert, die aktiv transkribiert werden (EF1A1 und EF1A2).
EF1A1 wird ubiquitar in zahlreichen Geweben exprimiert, wohingegen EF1A2 Protein
hauptséachlich in der Skelettmuskulatur, im Gehirn und im Herzen vorkommt (Knudsen et al.,
1993; Lee et al., 1993; Kahns et al., 1998; Lee et al., 1992; Khalyfa et al., 2001).

Bei den Knochenfischen, wie z.B. Danio rerio (Zebrafisch) oder Oryzias latipes (japan.
Reisfisch) existiert nur jeweils ein transkribiertes EF1A-Gen (Gao et al., 1997; Kinoshita et
al.,, 1999). Der Plattfisch Senegalese sole weist erstaunlicherweise finf EF1A-Gene auf,
bezeichnet als SseEF1Al bis -4 und Sse42Sp50, die alle funktionelle EF1A Proteine
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codieren. SseEF1A1 wurde als das Pendant von EF1A1 und SseEF1A2 als das Pendant von
EF1A2 der Saugetiere identifiziert. SseEF1A3 und -4 sind vermutlich das Ergebnis von
Genduplikationen in der jingeren Evolution des Plattfisches, da in anderen Knochenfischen
und auch in Saugetieren keine ahnlichen Genloci gefunden werden konnten. Orthologe des
Sse42Sp50-Gens konnten zwar in anderen Knochenfischen und Amphibien wie Xenopus
laevis identifiziert werden; dennoch konnte in Saugetieren kein Pendant identifiziert werden,
so dass davon ausgegangen wird, dass es sich hierbei um ein Gen handelt, das in der
frihen Entwicklung der Landwirbeltiere verloren ging (Infante et al., 2008).

Das Genom von Xenopus laevis enthdlt drei funktionsfahige Genkopien von EF1A und
EF1A-&hnlichen Genen und zusétzlich eine Vielzahl von untranskribierten Pseudogenen. Es
konnten drei funktionell aktive EF1A-Gene identifiziert werden: 1. die Oozytenvariante
(EF1A-0); 2. die somatische Form (EF1A-S) und 3. die 42Sp50-Form. Aus der Literatur geht
hervor, dass jedes EF1A-Gen in unterschiedlichen Geweben und Entwicklungsstadien des
Tieres exprimiert wird. EF1A-O-mRNA soll demnach hauptséchlich in mannlichen und
weiblichen Keimzellen transkribiert werden und ist im Embryo noch bis zum Stadium der
Neurulation nachweisbar. EF1A-S-mRNA ist in embryonalen und adulten Zellen vorhanden
und kaum existent in Oozyten. Die 42Sp50-mRNA konnte dagegen nur in Oogonien und
frihen Oozytenstadien nachgewiesen werden (Abdallah et al., 1991; Dje et al., 1990; Krieg
et al., 1989). Die Proteinexpression der drei Varianten wurde ebenfalls untersucht und es
stellte sich heraus, dass sich die drei Isoformen hinsichtlich ihrer Lokalisation und Expression
in zahlreichen Zell- und Gewebetypen unterscheiden. EF1A-O-Protein wird anhand der
bisherigen Erkenntnisse vor allem in Oozyten, aber auch im frihen Embryo gefunden. EF1A-
S-Protein findet man dagegen nur in geringen Konzentrationen in Oozyten, und in hohen
Konzentrationen in somatischen Zellen vor. Das Protein 42Sp50 liegt demnach
ausschlie3lich in pravitellogenen Oozyten vor und konnte in somatischem Gewebe (z.B.
Leber) nicht identifiziert werden (Dje et al., 1990). Uber die Lokalisation der drei Proteine
wurden auch Erkenntnisse gewonnen: EF1A-O ist im Bb in Stadium | Oozyten lokalisiert und
ist in Stadium Il Oozyten uniform im Zytoplasma verteilt (Viel et al., 1990). EF1A-S, das
hauptséachlich in somatischen Zellen vorkommt, bildet dort ein diffuses Proteinnetzwerk im
Zytoplasma (Calado et al., 2002). 42Sp50 ist anhand bisheriger Erkenntnisse in Stadium |
Oozyten homogen im Zytoplamsa verteilt. Es konnte auf3erdem beobachtet werden, dass die
Proteinkonzentration wahrend der Oogenese dramatisch abfallt (Viel et al., 1990). Aufgrund
der ahnlichen Antigeneigenschaften ist es allerdings schwierig, die einzelnen Isoformen
biochemisch voneinander zu unterscheiden, obwohl veréffentlicht wurde, dass 42Sp50, im
Gegensatz zu EF1A-O und EF1A-S, eine etwas hohere elektrophoretische Mobilitat aufweist.
Im Proteingel liegt demnach das apparente Molekulargewicht von 42Sp50 bei ca. 50kDa,
das von EF1A (O- und S-Form) dagegen bei ca. 53kDa (Viel et al., 1991).

EF1A-O und EF1A-S weisen eine hohe Sequenzhomologie auf und entsprechen den EF1A-
Proteinen anderer Spezies. EF1A-S weist zudem die gro3ten Homologien zu den
Elongationsfaktoren EF1A1 und EF1A2 der Sauger auf. Nach bisherigen Erkenntnissen
transferieren alle drei EF1A-Varianten in Xenopus laevis aa-tRNA zu den Ribosomen, wobei
vermutlich jede Proteinvariante spezifisch in bestimmten Zelltypen agiert (Dje et al., 1990).
Zusatzlich dazu kann 42Sp50 mit anderen Komponenten des 42S Ribonukleoproteinpartikels
interagieren, dessen Funktion die Speicherung von tRNA und 5S rRNA darstellt (Mairy und
Denis, 1972).

2.9 Das 42S Ribonukleoproteinpartikel (42S RNP)

Das 42S RNP ist ein Ribonukleoproteinpartikel, das in pravitellogenen Oozyten von Xenopus
laevis vorkommt und vor allem zur Speicherung von 5S rRNA und tRNAs dient. Das Partikel
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wurde, neben der Entdeckung in Anuren, auf3erdem noch in Oozyten von Urodelen (Triturus
cristatus) (Malcolm und Sommerville, 1977) und von Knochenfischen (Tinca tinca) (Denis et
al.,, 1980) identifiziert. Das 42S RNP setzt sich aus vier identischen Untereinheiten
zusammen. Jede Untereinheit besteht wiederum aus drei Molekulen tRNA, einem Molekil
5S rRNA, zwei Molekilen des 50 kDa Proteins 42Sp50 (Thesaurin a) und einem Molekil des
40kDa Proteins 42Sp43 (Thesaurin b) (Picard et al., 1980). Neben der Speicherfunktion
spielt das 42S RNP auch eine Rolle bei der Translation, da es aa-tRNA zum Ribosom
transferieren kann (Le Maire und Denis, 1987). Diese Aufgabe erfiillt in somatischen Zellen
normalerweise der EF1-Proteinkomplex (Mattaj et al., 1987). Zumindest in einem zellfreien
Ansatz ist das 42S RNP in der Lage, tRNAs zu acetylieren und in einem GTP- und mRNA-
abhangigen Prozess aa-tRNAs auf ein Ribosom zu transferieren (Le Maire und Denis, 1987,
Wegnez und Denis, 1979).

x4

42S RNP

Kloetzel, Whitfield and Sommerville, 1981

Abbildung 2-15 Das 42S Ribonukleoproteinpartikel, das tRNA und 5S rRNA speichert, ist in Xenopus
ausschlieBlich in jungen Oozyten vorhanden und dissoziiert zu Beginn der Vitellogenese.

Bei 42Sp43 und 42Sp50 handelt es sich um divergierte Formen eines Transkriptions- bzw.
Translationsfaktors. 42Sp43 ist ein Zinkfingerprotein und weist groRe Ahnlichkeiten zum
Transkriptionsfaktor IlIA auf, bindet jedoch nur an 5S rRNA und spielt keine Rolle bei der
Transkription. Im Gegensatz dazu bindet TFIIIA sowohl an 5S rRNA als auch an 5S RNA
Gene (Joho et al.,, 1990). In pravitellogenen Oozyten ist der grofite Teil der 5S rRNA-
Molekule aufgrund der Bindung an die TFIIIA und 42Sp43 in 7S und 42S RNPs komplexiert
und liegt nicht frei in der Zelle vor. Xenopus Oozyten weisen im Gegensatz zu somatischen
Zellen eine groRe Anzahl an 5S rRNA Genen auf. Diese oozytenspezifischen Gene werden
zu Beginn der Oogenese aktiv transkribiert, noch bevor die anderen ribosomalen rRNAs
exprimiert werden. Die enormen Mengen an 5S rRNA Molekilen missen in der Oozyte
solange gespeichert werden, bis die ribosomale Synthese beginnt (Allison et al., 1995).
Deshalb wird die 5S rRNA in frihen Oozyten zur Speicherung in das Zytoplasma
transportiert und dort in RNPs an Proteine gebunden. In spateren Stadien der Oogenese
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wird es zurtick in den Zellkern bzw. den Nukleolus importiert, um dort als RNA-Bestandteil in
die grof3e Ribosomenuntereinheit eingebaut zu werden (Johnson et al., 1984).

Wie bereits unter 2.8 beschrieben, handelt es sich bei 42Sp50 um eine Isoform des Proteins
EF1A, das an tRNA bindet und durch weitere Interaktionen zur Stabilisation des 42S RNPs
beitragt. Dies wurde durch Sequenzanalysen und auch durch biochemische Untersuchungen
bestétigt.

42Sp43 und 42Sp50 stellen den weitaus grofRten Teil des Proteingehalts pravitellogener
Oozyten dar, auRerdem kdnnen deren mRNASs in prameiotischen Keimzellen wie Oogonien
und Spermatogonien, sowie in Spermatozyten, nachgewiesen werden (Abdallah et al.,
1991). Experimente mit Xenopus Oozyten ergaben, dass 42Sp50 an tRNA und 42Sp43 an
5S rRNA bindet (Picard et al., 1980; Kloetzel und Whitfield und Sommerville., 1981; Joho et
al., 1990). Anhand von Versuchen mit dem Kammmolch Triturus cristatus wurde gezeigt,
dass es auch zu Interaktionen zwischen den beiden Proteinen 42Sp50 und 42Sp43 kommt
(Kloetzel und Whitfield und Sommerville, 1981).

Stadium | Oozyten von Xenopus laevis enthalten zusatzlich noch ein weiteres 7S Partikel,
das aus einem Molekil 5S rRNA und einem Molekil des Transkriptionsfaktors IlIA besteht
(Honda und Roeder, 1980; Pelham und Brown, 1980). TFIIIA bindet bereits wahrend der
Transkription an 5S rRNA wodurch der Kernexport der 5S rRNA und die Speicherung im
Zytoplasma ermdglicht wird. Wenn die Ribosomensynthese beginnt, wird TFIIIA durch das
Protein L5 ersetzt und der 5S rRNA/L5-Komplex im Nukleolus in Ribosomen eingebaut
(Tafuri und Wolffe, 1993).

Abbildung 2-16 Schematische Darstellung des 42S und des 7S RNPs in Xengpus Oozyten. Stéchiometrische
Angaben sind neben den Darstellungen abgebildet. RNA-Molekule sind durch Linien, Proteine durch Formen
gezeichnet.
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2.10 Zielsetzung der Arbeit

Zu Beginn dieser Arbeit stand ein institutseigener monoklonaler Antikorper (IV'D4) zur
Verflgung, der perinukledre Strukturen im Zytoplasma pravitellogener Xenopus Oozyten
markierte. Zunachst sollte geklart werden, ob es sich bei den markierten Strukturen um
keimzellspezifisches Nuage handelte und im Anschluss der Antikérper weiter charakterisiert
werden. Daflr mussten zundchst immunzytochemische Experimente auf licht- und
elektronenmikroskopischer Ebene durchgefiihrt werden. Fir Vergleichszwecke stand unter
anderem auch der Antikdrper Y12 zur Verfligung, der Nuage in Xenopus markiert (Bilinski et
al., 2004). Proteinbiochemische Ansatze erschienen zur Identifizierung des Antigens von
IV'D4 und dessen Expression in verschiedenen Geweben und Kulturzellen von Xenopus als
sehr geeignet. Des Weiteren sollte die Wirkung von Zellgiften (Actinomycin D, Cycloheximid,
Leptomycin B und Methyltransferasehemmern) auf die Morphologie der Nuage-Strukturen
analysiert werden, um so N&heres Uber deren Funktion und Dynamik innerhalb der Zelle zu
erfahren.

Der zweite Teil der Arbeit beschéaftigte sich mit der molekularen Charakterisierung des
IV'D4-Antigens, dem Elongationsfaktor 1A. In Xenopus existieren hiervon drei Isoformen:
EF1A-S; EF1A-O und 42Sp50. Eine bioinformatische Analyse sollte Aufschluss Uber
Unterschiede bzw. Gemeinsamkeiten der Nukleotid-/Proteinsequenzen, Proteindoméanen,
Molekulargewichte, isoelektrischen Punkte und Phosphorylierungsmuster der EF1A-
Varianten geben. Aullerdem musste eine RNA-Expressionsanalyse durchgefiihrt werden,
um zu klaren welche Isoform in welchem Gewebe und Oozytenstadium exprimiert wird.
Anlass dazu gaben widersprlichliche Literaturangaben. Die Expression der Isoformen als
Fusionsproteine mit GFP und RFP in Kulturzellen und Oozyten sollte eventuelle
Unterschiede in der intrazellularen Verteilung der Proteine aufzeigen. Schlie3lich waren die
in vivo Interaktionen zwischen den EF1A-Isoformen und 42Sp43 durch Koexpression der
entsprechenden GFP- oder RFP-Fusionsproteine zu untersuchen, mit dem Ziel, Einblicke in
die funktionelle Rolle der EF1A-Isoformen bei der Bildung der 42S RNP Speicherpartikel in
jungen Oozyten zu erhalten.

28



3. Material

3. Material

3.1 Biologisches Material

3.1.1.1 Bakterienstamme

e E.coli M15 (Qiagen)
e E.coli XL 1-Blue (Stratagene)

3.1.2 Zelllinien

COS-7: (Cercopithecus aethiops). Fibroblasten-&hnliche Nierenzelllinie von CV-1 Zellen der griinen
Meerkatze abgeleitet. Diese Zellen wurden in 90% DMEM mit 10% FCS bei 37° C und 5% CO2 in
Kultur gehalten.

XIKE-A6: (Xenopus laevis kidney epithelium, line A6, American Type Culture Collection). Zelllinie aus
Nierenepithelgewebe von Xenopus laevis. Die Zellen wurden in DMEM mit Earle’s Salzen und 10%
FCS bei 27°C kultiviert.

XTC: Die Zelllinie aus embryonalem Gewebe von Xenopus laevis. Die Zellen wurden in RPMI mit 20%
FCS, 2% L-Glutamin, 1% Penicillin/Streptamycin bei 37°C und 5% CO, kultiviert.

3.1.3 Tiere

Die sudafrikanischen Krallenfrésche Xenopus laevis wurden von einer franzdsischen Tierfarm
bezogen (Xenopus Express France, F-43270 Vernassal, www.xenopus.com) oder stammten aus der
institutseigenen Nachzucht.

3.1.4 Antikérper

3.1.4.1 Primére Antikorper

Antikorper Verdiinnung Herkunft Firma

IV’ D4 unverdinnt Maus, monoklonal Prof. Dabauvalle, Wirzburg

anti-EF1A 1:1000 in TBST Maus, monoklonal Upstate (Nr: 05-235)
Lerner et al., 1981;

Y12 1:500 in PBS Maus, monoklonal Zur Verfigung gestellt von

1:1000 in TBST Prof. Fischer, Wiirzburg
anti-His 1:50in TBST Maus, monoklonal Prof. Zentgraf, Heidelberg
Nup62 1:1000 in TBST Meerschwein, Ewald et al., 1997
polyklonal
72B9 1:100 in TBST Maus, monoklonal Ewald et al., 1997
y-Tubulin 1:100 in PBS Maus, monoklonal Sigma (Nr: T5326)

3.1.4.2 Sekundére Antikobrper

Antik6rper Verdinnung Firma
anti-Maus-Peroxidase 1:5000 in 10%iger Milch/TBST Promega
anti-Maus-Texas Red 1:50 in PBS Dianova
anti-Maus-Cy2 1:50 in PBS Dianova
anti-Maus-12nm Gold 1:20 in PBS Dianova
anti-Maus-1,4nm Gold 1:20 in PBS Dianova
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3.2 Molekularbiologisches Material

3.2.1 Kits und Einzelbestandteile

e ABI Prism® BigDye™ Terminator Cycle Sequencing Ready Reaction Kit (Applied Biosystems)
e Amersham ECL™ Advance Western Blotting Detection Kit (Amersham)
e E.Z.N.A.® Plasmid Miniprep Kit | (peqlab)

e Wizard® SV Gel and PCR Cleanup System (Promega)

o Effectene™ Transfection Reagent (Qiagen)

e Lipofectamine™ Reagent (Invitrogen)

e Ni-NTA-Agarose (Qiagen)

e Dynabeads® M-450 Sheep anti-Mouse IgG (Dynal)

e QuickChange® Site-Directed Mutagenesis Kit (Stratagene)

e TOPO® - Cloning Kit (Invitrogen)

e MMESSAGE mMACHINE® T7 Kit (Ambion)

e Poly(A) Tailing Kit (Ambion)

e RNeasy Mini Kit (Qiagen)

3.2.2 DNA-Gr6Renstandards

Lambda DNA/EcoRI+Hindlll Marker 3 Fermentas GmbH
FastRuler™ DNA Ladder Middle Range Fermentas GmbH

3.2.3 Protein-GrofRenstandards

High-Range-Marker Bio-Rad Laboratories GmbH
Low-Range-Marker Bio-Rad Laboratories GmbH

3.2.4 Expressionsvektoren

Die Vektordatenblatter der verwendeten Vektoren sind unter den folgenden Internetadressen
zuganglich. Hier werden nur Vektorkarten aufgefuhrt, die fur die Klonierung verandert wurden oder
nicht im Internet aufgelistet sind.

3.2.4.1pBluescript Il SK (+),

Dieser Vektor wurde von der Firma Stratagene bezogen. Die MCS wird von einer T7 bzw. T3-
Promotor-Region flankiert. Der Vektor wurde zur mRNA-Herstellung fir die Mikroinjektion in
somatische Zellen und Oozyten verwendet. Positive Bakterienklone kénnen durch Ampicillin-Zugabe
identifiziert werden.

Vektordatenblatt: http://www.stratagene.com/manuals/212205.pdf, (Stratagene)

3.2.4.2pCMV-Myc

Auch dieser Vektor enthélt ein Ampicillin-Resistenzgen fir die Selektion positiver Bakterienklone. Das
sehr kleine c-Myc Epitop-Tag besteht aus 13 Aminosauren (1,5 kDa) und ist stark immunreaktiv. Hohe
Expressionslevel werden in tierischen Zellen durch den menschlichen Cytomegalovirus(CMV)-
Promotor erreicht. Durch die SV40-Region des Vektors wird ein Polyadenylierungs-Signal an das
entstehende Transkript angefugt. Dieser Vektor wurde zum Anhangen des c-Myc Epitop-Tags an p43
und p50 verwendet, um diese durch Immunfluoreszenz in somatischen Zellen nach der Transfektion
nachzuweisen.

Vektordatenblatt: http://www.clontech.com/images/pt/PT3282-5.pdf, (Clontech)
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3.2.4.3pCMV-Sport6

Die EST-Klone von p43, EF1A-1 und EF1A-2, die als Basis fur alle weiteren Klonierungen dieser
Sequenzen dienten, befanden sich in pCMV-Sport6 Vektoren. Sie wurden Uber das ,Deutsche
Ressourcenzentrum fir Genomforschung GmbH" bezogen. Der pCMV-Sport6 Vektor besitzt ebenfalls
eine Ampicillinresistenz zur Selektion positiver Klone.

Vektordatenblatt: http://www.imagenes-bio.de/info/vectors/pCMV-Sport6_pic.shtml

3.2.4.4pCR®2.1-TOPO®

Dieser Vektor ist Bestandteil des ,TOPO TA Cloning® Kits“ (Invitrogen). Er wurde fiir eine Klonierung
von PCR-Produkten durch Adenosin-Uberhdange (AT-Cloning) konzipiert. Der Vektor enthélt neben
dem Lac-Operon, das eine Blau-Weil3-Selektion transformierter Bakterienklone ermdglicht, eine
Ampicillin- und eine Kanamycin-Kassette.

Vektordatenblatt: http://tools.invitrogen.com/content/sfs/vectors/pcr2_1topo_map.pdf, (Invitrogen)

3.2.4.5pEGFP-N1 bzw. -N2 bzw. —N3

Alle drei Vektoren wurden von der Firma Clontech bezogen. Die drei Vektoren unterscheiden sich
lediglich in ihrem Leseraster in Bezug auf die EGFP-Sequenz. Sie ermdglichen die Expression eines
Fusionsproteins aus EGFP (enhanced green fluorescent protein) und dem gewiinschten Protein in
eukaryontischen Zellen. Dabei wird das EGFP an den C-Terminus des gewunschten Proteins
fusioniert.

Vektordatenblatt N1: http://www.clontech.com/images/pt/dis_vectors/PT3027-5.pdf

Vektordatenblatt N2: http://www.clontech.com/images/pt/dis_vectors/PT3053-5.pdf

Vektordatenblatt N3: http://www.clontech.com/images/pt/dis_vectors/PT3054-5.pdf, (Clontech)

3.2.4.6 pEGFP-C1 bzw. -C2 bzw. -C3

Der Unterschied zu den N-Vektoren besteht darin, dass das EGFP an den N-Terminus des
gewinschten Proteins fusioniert wird. Die drei Vektoren unterscheiden sich ebenfalls lediglich in ihrem
Leseraster in Bezug auf die GFP-Sequenz.

Vektordatenblatt C1: http://www.clontech.com/images/pt/dis_vectors/PT3028-5.pdf

Vektordatenblatt C2: http://www.clontech.com/images/pt/dis_vectors/PT3051-5.pdf

Vektordatenblatt C3: http://www.clontech.com/images/pt/dis_vectors/PT3052-5.pdf, (Clontech)

3.2.4.7pmRFP-N3

Der pmRFP Expressionsvektor wurde durch einen Austausch von EGFP-N gegen mRFP hergestellt.
Das Rickgrat des Vektors ist somit identisch mit den pEGFP-N-Vektoren (Clontech). Auch hiervon
existieren jeweils drei Varianten, die sich nur in ihrem Leseraster bezuglich der mRFP-Sequenz
unterscheiden. Hier wurde nur mit der Variante —N3 gearbeitet.
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Abbildung 3-1 Vektorinformation des Plasmidvektors pmRFP-N3

3.2.4.8pDsRed-Monomer-N1

pMDsRed1-N2 kodiert fur ein rot-fluoreszierendes Protein (RFP), das fur die Expression in
Saugerzellen optimiert wurde (Extinktions-Maximum = 558 nm; Emissions-Maximum = 583 nm). Hohe
Expressionslevel werden in tierischen Zellen durch den menschlichen Cytomegalovirus (CMV)-
Promotor erreicht. Durch die SV40-Region des Vektors wird ein Polyadenylierungs-Signal an das
entstehende Transkript angefligt. Gene, die in die MCS kloniert werden, erhalten am Aminoterminus
den rot-fluoreszierenden Anhang.

Vektordatenblatt: http://www.clontech.com/images/pt/PT3795-5.pdf, (Clontech)

3.2.4.9pQC6xHis

Dieser Vektor wurde freundlicherweise von Prof. Zentgraf, Heidelberg zur Verfligung gestellt. Dieser
Expressionsvektor ist ein Derivat des kommerziell erhaltlichen Vektors pQE-8 von Qiagen. Der Vektor
wurde im Labor von Prof. Hanswalter Zentgraf verandert, so dass nun am Carboxyterminus des zu
exprimierenden Gens sechs Histidinreste angefligt werden. Der Vektor ist fir die Expression in
Bakterienzellen optimiert und verfugt Uber eine Ampicillin-Kassette. Durch Zugabe des Induktors
Isopropyl-B-D-thiogalactopyranosid (IPTG) wird das Lactose-Operon aktiviert, und das Protein mit
dem 6-fachen Histidin-Epitop von den Bakterienzellen exprimiert. Dieser His-Tag ist stark
immunreaktiv und sehr gut fir eine Proteinaufreinigung tUiber eine Ni-NTA-Sé&ule geeignet.

Abbildung 3-2 Vektorinformation des pQC-His Vektors von Prof. Zentgraf
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3.2.5 Oligonukleotide

Die fur die DNA-Amplifikationen verwendeten Oligonukleotide (Primer) wurden tUber Thermo Electron,
biomers und bionity.com bestellt. Oligo(dT)-Primer fir die RT-PCR wurden von der Firma Fermentas
GmbH bezogen. Eine Liste der verwendeten Primer ist im Anhang abgebildet (siehe 8.1).

3.2.6 Enzyme

Calf Intestine Alkaline Phosphatase (CIAP) Fermentas GmbH
Collagenase Type IA Sigma-Aldrich

Klenow Fragment Fermentas GmbH
Phusion™ High Fidelity DNA-Polymerase Finnzymes
Pfu-DNA-Polymerase Institutseigene Herstellung
Proteinase K Serva

Reverse Transkriptase MMULV Promega
Restriktionsenzyme div. Fermentas GmbH; New England Biolabs
Ribonuklease Inhibitor Fermentas GmbH

RNase A Serva

Shrimp Alkaline Phosphatase (SAP) Fermentas GmbH
T4-DNA-Ligase Fermentas GmbH
Taq-DNA-Polymerase Institutseigene Herstellung
Trypsin Gibco Life Technologies

3.3 Chemikalien

Wenn nicht anders angegeben, wurden alle Chemikalien und L&sungen in Analysenqualitat von
folgenden Firmen bezogen: Applichem, Calbiochem, Roth, Merck, Serva, Fluka oder Sigma-Aldrich.

3.4 Gerate

Biophotometer, Eppendorf

Brutschrank, CO,-Auto-Zero; Heraeus-Holding
Drehtisch, regelbar; Heidolph, Uber Hartenstein
Elektronenmikroskop Zeiss EM10; Zeiss

Elektrophorese System fiir Minigele;cti, Uber Hartenstein
Eisbereiter; Scotsman; Uber Hartenstein

Feinwaage AC 100; Mettler

Femtojet; Eppendorf

Flachbettscanner; Epson Perfection V700 Photo
Fluoreszenzmikroskop Axiophot Stereo HBO50 mit Quecksilberlampe; Zeiss
Gefriermikrotom 2800 Figocut E; Reichert-Jung
Gewebekulturschalen; Greiner Labortechnik
Graphit-Blottingkammer Cti; Giber Hartenstein

Heizblock; Liebisch, Gber Hartenstein
Hybridisierungsofen MINI 10; Thermo Hybaid
Kippschdttler WS5; Edmund Buhler

Konfokales Laserscanning Mikroskop SP2 (CLSM); Leica Lasertechnik GmbH
Kihlschrank; Liebherr

Kihlzentrifuge; Eppendorf

Kihlzentrifuge RC5B; Sorvall, Du Pont

Kihlzentrifuge Minifuge RF und GL; Heraeus-Christ
Laborwaage PB3002 DeltaRange®; Mettler
Lichtmikroskop (Zellkultur); Leitz

Magnetrihrer M35; GLW

Netzgerat, stabilisiert; Fischer, Giber Hartenstein
pH-Meter pH 525; WTW, Uber Hartenstein
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Pipetten; Eppendorf

Proteingelkammer Mini V8; Gibco BRL

Powersupply ECPS 3000/150; Pharmacia, tiber Hartenstein
Sequenzierer ABI PRISM™ 310; Genetic Analyser Applied Biosystems GmbH
Schiittler Certomat R und S B.; Braun Biotech International, tiber Hartenstein
Schwenktisch 3013; GLF, Gber Hartenstein

Sonifier B12; Branson Sonic Power Company, Uiber Gerhard Heinemann
Stereomikroskop Wild M8; Leica

Sterilbank Steril GARD Hood Class IlI; Miller Labortechnik
Thermocycler; Peglab Biotechnologie GmbH

Thermocycler Gradient; Peqglab Biotechnologie GmbH

Thermocycler; TECHNE PROGENE, Uber Thermo-Dux

Tiefkuihlschrank (-20°C); Privileg, Quelle

TiefkGhltruhe (-70°C) C585; New Brunswick Scientific,

Tischzentrifuge; Sigma Heraeus-Christ

Tischzentrifuge 5414 R, kihlbar; Eppendorf

Ultramikrotom Microm HM500 OM; Zeiss

Ultramikrotom RMC; Tuson, USA

Umkehrmikroskop IM35; Zeiss

UV-Transilluminator Typ IL-350.M; Bachhofer Laboratoriumsgeréate
Vortex L46 GLW; Uber Hartenstein

Wasserbad WNB22; Memmert
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4. Methoden

4.1 Mikrobiologische Methoden

4.1.1 Kultivierung von Bakterien

e 1| LB-Medium (Luria Bertami):

- 10 g Bacto™ Trypton (BD)

- 5 g Hefeextrakt (Roth)

- 10g NacCl

pH 7.5 (NaOH)

autoklavieren

e Antibiotika-Stamml6ésungen:

- 100 mg/ml Ampicillin in H,O bidest.

- 50 mg/ml Kanamycin in H,O bidest.

- 15 mg/ml Tetracyclin in Ethanol (70% p.a.)
- 34 mg/ml Chloramphenicol in Ethanol (100% p.a.)

41.1.1 Plattenkulturen

Zur Herstellung von Agarplatten wurden 1,5% Agar-Agar (Roth) in LB-Medium eingewogen und das
Gemisch autoklaviert. Der LB-Agar musste sich nach dem Autoklavieren auf ca. 50°C abkihlen, bevor
ein Antibiotikum zugegeben werden konnte. Danach wurde der flissige Agar so auf Petrischalen
verteilt, dass der Boden einer Schale gerade bedeckt war. Nach Erstarren des Agars wurden die
Platten umgedreht und tber Nacht bei RT getrocknet. So wurde verhindert, dass Kondenswasser auf
den Nahrboden auftropfte. Die Platten konnten fur 3-4 Wochen bei 4°C gelagert werden.

Aus einer Flussigkultur (4.1.1.2) konnte eine Plattenkultur hergestellt werden, indem 10-100 pl der
Kultur mit einem sterilen Drygalski-Spatel auf einer Platte ausgestrichen wurden.

4.1.1.2 Flussigkulturen

Fir eine Ubernachtkultur (UNK) wurden 5-10 ml LB-Medium in einem Greiner-Réhrchen vorgelegt und
je nach verwendetem Bakterienstamm zur Selektion ein Antibiotikum zugesetzt (Konzentration siehe
4.1.1). Angeimpft wurde die UNK mit Bakterienmaterial aus einer Glycerinkultur (4.1.1.3) oder einer
Bakterienkolonie auf einer Agarplatte. Das Bakterienmaterial wurde mit einer sterilen Pipettenspitze in
das Medium Uberfuhrt. Die Kultur wurde bei 37°C Gber Nacht geschttelt.

Flissigkulturen wurden zur in-vivo-Expression verwendet. Dazu wurde zunachst, wie oben
beschrieben, eine UNK angesetzt. Mit einer UNK wurden am néachsten Tag bis zu 200 ml Flussigkultur
zur Proteinexpression angeimpft und die Expression des rekombinanten Proteins mit IPTG induziert.
200 ml der Kultur lieferten nach der Aufreinigung eine ausreichende Menge an Protein.

4.1.1.3 Glycerinkulturen

Glycerinkulturen wurden angesetzt, um Bakterien fir langere Zeit aufzubewahren. Dazu wurden in
einem 1,5 ml Eppendorf-GefaR 200 pl steriles Glycerin mit 900 pl einer UNK vermischt und
anschlieBend bei —70°C gelagert. Aus einer Glycerinkultur konnte eine Flissigkultur hergestellt
werden, indem mit einer sterilen Pipettenspitze Uber die Glycerinkultur gestrichen wurde und diese
zusammen mit den anhaftenden Bakterien in ein mit LB-Medium gefilltes Greiner-Réhrchen tberfuhrt
wurde.
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4.1.2 Photometrische Bestimmung der Bakteriendichte in einer Flissigkultur

Zur Bestimmung der Zelldichte wurde der Extinktionskoeffizient einer Bakterienldsung bei einer
Wellenlange von 600 nm gemessen. Eine optische Dichte (OD) von 1 entspricht bei einer Messkivette
mit 1cm Dicke ungefahr 8x10® Zellen pro Milliliter. Als Referenzwert wird steriles Kulturmedium
eingesetzt.

4.1.3 Herstellung kompetenter Bakterien

Um Bakterien mit Plasmiden transformieren zu kénnen, bendétigt man kompetente Bakterien, d.h.
Bakterien, die DNA aus ihrer Umgebung in sich aufnehmen kénnen. Es gibt zahlreiche Bakterienarten,
die eine natirliche Kompetenz besitzen, aber man kann auch andere Arten durch eine Modifikation
der Lipiddoppelschicht, die sie umgibt, chemisch kompetent machen (Chung et al.,1989).

e LB-Medium (4.1.1)

e Tetracyclin: 15 mg/ml in Ethanol (70%, p.a.)
e TSS (Transformation and Storage Solution):
- LB-Medium (4.1.1)

- 10 % (w/v) PEG 3350

- 5% (v/iv) DMSO

- 50 mM Mg2+

> pH6.5

- sterilfiltrieren und aliquotieren

- Lagerung bei -20°C

Zunéchst wurde ein Bakterienstamm (z. B. XL1-blue) mit einer Impfése aus einer Glyzerinkultur auf
einer entsprechenden Selektionsplatte ausgestrichen. Am folgenden Tag wurde mit einer
Einzelkolonie eine UNK angeimpft und bei 37°C unter Schitteln (ca. 200 rpm) inkubiert. Am néchsten
Morgen wurden 250 ml Selektionsmedium mit einem 1/10 des Eigenvolumens aus der UNK
angeimpft. Die Bakterien wurden nun bei 37°C und unter Schiitteln fiir etwa 2 Stunden bis zu einer
ODeoo von 0.3 bis 0.4 vermehrt. Die Bakterienzellen wurden in 50 ml Falconréhrchen bei 900 xg und
4°C fur 10 min abzentrifugiert. AnschlieRend wurde jedes Bakterienpellet in 0,5 ml eiskaltem TSS
aufgenommen und resuspendiert. Das Bakteriengemisch wurde in 100 pl Portionen in vorgekuhlte 1,5
ml Eppendorf-GefaRe aliquotiert, und umgehend in flissigem Stickstoff schockgefroren. Die
kompetenten Bakterien konnten nun mehrere Wochen bei -70°C aufbewahrt werden.

4.1.3.1 Kompetenztest

Die Qualitat der Kompetenz der Bakterienzellen lasst in der Anzahl der nach der Transformation
Kolonien bildenden Bakterieneinheiten (,colony forming units® = cfu) pro eingesetzter Menge an
Plasmid-DNA in Mikrogramm ausdriicken. Erwartet wird ein Wert von 10”-10° cfu/ug Plasmid-DNA, in
Bezug auf den pUC18-Vektor. Um die Kompetenz der Bakterienzellen méglichst genau zu berechnen,
wurden 10, 100 und 1.000 pg der pUC18-Vektor-DNA in die Bakterien transformiert (4.1.4).
AnschlieRend wurden die sich auf den Selektionsplatten bildenden Kolonien ausgezahlt und daraus
die Transformationsrate fur 1 uyg DNA des pUC18-Vektors berechnet.
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4.1.4 Transformation von Plasmid-DNA in Bakterien

Fur eine Transformation wurden 50-150 ng Plasmid-DNA zu 100 pl chemisch kompetenter
Bakterienzellen, die auf Eis aufgetaut wurden, gegeben. Das Gemisch wurde 45 min auf Eis inkubiert.
Die Transformation wurde durch einen Hitzeschock von 90 Sekunden bei 42°C gestoppt und der
Ansatz anschlie3end sofort fiir 2 Minuten auf Eis gestellt. Danach wurden 900 pl LB-Medium (4.1.1)
zugegeben und das Gemisch 1 Stunde bei 37°C geschittelt. Die Bakterienzellen wurden dann 5
Minuten bei 5000 xg abzentrifugiert. 900 ul des Uberstandes wurden verworfen und das Pellet wurde
in den restlichen 100 pl LB-Medium resuspendiert auf der jeweiligen Selektionsplatte (je nach
Antibiotikaresistenz, die das transformierte Plasmid tragt) mit einem Drygalski-Spatel ausplattiert.

4.2 Zellkultur

4.2.1 Kultivierung von Zellen

Die Zellvermehrung wurde unter sterilen Bedingungen und unter Berlicksichtigung der allgemeinen
Sicherheitsvorschriften durchgefiihrt. Der Zustand und das Wachstum der Zellen wurden durch ein
Inversmikroskop mit Phasenkontrasteinrichtung kontrolliert. Im Allgemeinen dienten die in der
untenstehenden Tabelle aufgefiihrten Richtwerte fir die verwendeten Kulturgefale. Angaben zu
Medien und Kultivierungsbedingung sind im Kapitel 3 aufgefthrt.

Geféald Flache Zelldichte Zelldichte Kulturmedium | PBS Trypsin
(mm?) beim bei (ml) (ml) (ml)
Aussaen Konfluenz
Schalen
35 mm 960 0,3x10° 1,2 x 10° 2,5 2 0,5
60 mm 2830 0,7 x 10° 3,2x 10° 5 5 1
Flasche
TC25 2500 0,7 x 10° 2,8 x 10° 5 2 1

Die Anzahl der Zellen bei Konfluenz ist abhéngig von den jeweiligen Zelllinien; die angegeben
Richtwerte beziehen sich auf COS7-Zellen.

4.2.2 Passagieren adhéarenter Zelllinien

e 1-fach PBS pH 7,4:

- 140 mM NaCl

- 6,4 mM NazHPO4

- 2,6 mMKCI

- 1,4 mM KHz2POu4

- Autoklaviert, vorgewarmt auf 37°C
e Kulturmedium (Kapitel 3): Steril, vorgewarmt auf 37°C
e Trypsin-EDTA-L6sung:

- PBS

- 0,06 % Trypsin

- 0,53mM EDTA

> sterilfiltrieren

Nach zwei bis drei Tagen waren die Zellen konfluent, d.h. sie mussten gesplittet, verdiinnt und neu
ausgesat werden. Dazu wurde das verbrauchte Kulturmedium abgesaugt und die Zellen mit
vorgewarmten und sterilen PBS gewaschen und mit 1 ml Trypsinlésung Uberschichtet. Nach einer
Inkubationszeit von ca. funf Minuten bei Raumtemperatur, I6sten sich die Zellen vom Gefaf3boden.
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Das Ablésen der Zellen wurde am Inversmikroskop kontrolliert und gegebenenfalls durch leichtes
StoRen der Flasche erleichtert. In der Zwischenzeit wurden in ein frisches Kulturgefald 4 — 4,3 ml
Zellmedium vorgelegt. Durch Zugabe von 5 ml warmen Zellkulturmedium wurde der Trypsinverdau
abgestoppt und die Zellen vom GefalRboden abgespult. Die neue Kulturflasche wurde mit 0,7 — 1 ml
dieser Zellsuspension angeimpft (COS7).

4.2.3 Transfektion von Kulturzellen mit Effectene™(Qiagen)

Bei der Transfektion wird DNA in eukaryotische Zellen eingebracht. Wie bei einer Transformation von
Bakterienzellen muss die DNA die Zellmembran passieren und in einem unabhangigen Prozess in den
Zellkern wandern, wo die Information der DNA in mRNA Ubersetzt und ins Zytoplasma exportiert wird.
Schlief3lich kommt es dann dort zur Expression des vom Vektor integrierten Gens.

Effectene™ ist ein nicht-liposomales Lipid, welches unter spontaner Mizellenbildung die DNA in
Lipidmolekule hallt. Nach Herstellerangaben soll dabei keine GroRen- und Ladungsvarianz auftreten,
wie dies bei liposomalen Transfektionen der Fall ist. Die Transfektionsraten bei COS-7-Zellen lagen
mit Effectene™ bei 40-90 %.

e Qiagen Effectene™ Transfection Reagent Kit (enthalt Effectene™, Enhancer und Puffer EC)
e l-fach PBS (siehe 4.2.2, autoklaviert)
e Zellkulturmedium (Kapitel 3)

Fur eine Transfektion in Minischalchen mit vier Deckglaschen (& 35 mm) wurden am Vortag die zu
transfizierenden Zellen in einer Konzentration von 4 x 10° Zellen ausgesat. Pro Konstrukt wurden 400
ng DNA verwendet. Die DNA wurde mit Puffer EC auf ein Volumen von 100 pl aufgefiillt, gemischt und
mit 3,2 yl Enhancer versetzt. Die Mischung wurde fir 2-5 Minuten bei Raumtemperatur inkubiert,
anschlieBend 10 pl Effectene™ zugegeben, vermischt und erneut fiir 10 Minuten bei Raumtemperatur
inkubiert. Wahrend dieser Zeit wurden die zu transfizierenden Zellen mit 2 ml vorgewarmten PBS
gewaschen und mit 1,6 ml Kulturmedium Uberschichtet. Nach Ablauf der Inkubationszeit wurde der
Effectene™-Mischung 0,6 ml Kulturmedium zugegeben und tropfenweise auf die Zellen pipettiert. Die
Einwirkdauer der Transfektionsldsung betrug wenigstens 24 Stunden. Transfizierte Zellen wurden am
darauf folgenden Tag fur weitere Experimente verwendet, ohne dass ein Wechsel des Kulturmediums
notwendig war. Es wurden keine zytotoxischen Effekte wahrend der Einwirkzeit beobachtet.

4.3 Molekularbiologische Methoden

4.3.1 Reverse-Transkription-Polymerasekettenreaktion (RT-PCR)

4.3.1.1 Reverse Transkription

Die RT-PCR gliedert sich in zwei Abschnitte. Im Ersten wird die mRNA mit Hilfe der Reversen
Transkriptase in DNA umgeschrieben. Da eukaryontische mRNA ausschlie3lich aus Exons besteht,
unterscheidet sich die so hergestellte DNA von genomischer DNA, die zusatzlich nicht-kodierende,
intronische DNA-Abschnitte enthélt. Die durch die Reverse Transkription synthetisierte DNA wird aus
diesem Grund auch als cDNA bezeichnet, wobei das ,c" fur ,complementary* steht. Diese Technik
kann Auskunft Uber zu einem bestimmten Zeitpunkt aktive Gene geben, denn mRNA (das
unmittelbare Produkt eines angeschalteten Gens) kann mit Hilfe von spezifischen Primern
nachgewiesen werden.
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e Pipettierschema fiir eine RT-Reaktion (20 pl):

- 1 pg Gesamt-RNA

- 1 ul Oligo(dT)Primer

- Nukleasefreies H,O (auf 8 pl)

- 5 Minuten bei 70°C

- 1 yl RNase Inhibitor (40 U/uL, Fermentas)

- 4 yl 5-facher RT-Puffer (Promega)

- 1 uldNTPs (10 mM je Nukleotid, Fermentas)

- 1 yl Reverse Transkriptase MMULYV (200 U/uL, Promega)
- 5yl Nukleasefreies H,O

Der Ansatz wurde gut durchmischt und 1 h bei 37°C in einem Thermocycler inkubiert. Es folgte eine 5-
minltige Inaktivierung der reversen Transkriptase bei 95°C und eine Kihlung bei 4°C. Die cDNA
wurde entweder direkt anschlieBend in einer PCR eingesetzt oder kurzfristig bei -20°C aufbewahrt.
StandardméaRig wurden 2 pl einer RT-Reaktion fur eine darauffolgende PCR eingesetzt.

4.3.1.2 Polymerase-Ketten-Reaktion (PCR)

Bestimmte DNA-Abschnitte kénnen mit Hilfe der Polymerase Kettenreaktion (PCR) in vitro
millionenfach vervielfaltigt werden. Dabei wird Einzelstrang-DNA in einem sich zyklisch
wiederholenden Prozess durch thermostabile DNA-Polymerasen synthetisiert. Neben den Primern,
die die Zielsequenz umrahmen, benétigt die Polymerase Desoxyribonukleosid-Triphosphate (dATP,
dCTP, dGTP, dTTP), die Grundbausteine eines DNA-Molekiils.

Primer und Primerdesign
Die Effizienz einer PCR hangt im Wesentlichen von der Auswahl geeigneter Primer ab, deswegen ist
das so genannte Primerdesign vor einer PCR von entscheidender Bedeutung. Auf folgende Kriterien
sollte dabei geachtet werden:
e Primer sollten nicht in der Lage sein, mit sich selbst zu hybridisieren oder an einen anderen zu
binden
e sie sollten keine Schleifen binden und ihre komplementdre Sequenz sollte auf der
eingesetzten DNA nur einmal vorkommen
e der G/C-Gehalt sollte pro Primersequenz ungeféhr 40-60% betragen
o die Schmelztemperatur eines Primerparchens sollte in etwa gleich hoch sein und wird mit Hilfe
folgender Formel berechnet: Tm=45(G,C)+2 2 (A,T)-5
e bei PCR-Produkten, die zur Insertion in einen Klonierungsvektor weiter verwendet werden,
wurde an die Primersequenz 5" und 3 die Sequenzen von geeigneten Restriktionsenzymen
gehangt
Die in dieser Arbeit verwendeten Primer wurden mit der Software von Thermo Fisher Scientific
entworfen ebenfalls von dieser Firma oder der Firma biomers.net GmbH bezogen.

Fur die Amplifikation von DNA-Fragmenten wurden die Tag-Polymerase (am Institut hergestellt,
urspringlich isoliert aus Thermophilus aquaticus), die Pfu-Polymerase (Promega; isoliert aus
Pyrococcus furiosus) und die Phusion™ Hot Start High-Fidelity DNA Polymerase (New England
Biolabs® Inc.), eine optimierte Form der Pfu-Polymerase, verwendet. Die Tag-Polymerase besitzt die
Fahigkeit, am 3-Ende des PCR-Produkts Adenosin-Uberhdnge anzufiigen. Sie arbeitet mit einer
Syntheseleistung von ca. 1000 Basen pro Minute und besitzt keine 3'-5-Exonuklease-Aktivitat
(Fehlerkorrektur). Die Pfu- und die Phusion-Polymerase verfliigen beide Uber eine Exonuclease-
Aktivitat, d.h. dass Fehler wahrend der DNA-Synthese sofort korrigiert werden. Die Syntheseleistung
der Pfu-Polymerase betragt nur 500 bp pro Minute und wurde in dieser Arbeit nur fir eine
Mutagenese-PCR verwendet. Die Phusion-Polymerase besitzt eine Syntheseleistung von 4000 bp
pro Minute und wurde fiir alle Klonierungen in Expressionsverktoren verwendet. Die jeweiligen
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Syntheseleistungen der verschiedenen DNA-Polymerasen mussten bei der Bestimmung der
Elongationszeiten einer PCR berlicksichtigt werden.

e Pipettierschema fiir Tag-Polymerase (50 ul-Ansatz):

- Template-DNA (5 ng Plasmid-DNA, 100 ng cDNA)

- 4 ul MgCI2 (25 mM)

- 5yl Tag-DNA-Polmerase 10-fach Puffer (eigene Herstellung)
- 1 pyl dNTP-Mix (10 mM SL je Nukleotid, MBI)

- 1yl 5-Primer (10 pmol/ul SL, biomers/Thermo)

- 1 pl 3-Primer (10 pmol/ul SL, biomers/Thermo)

- 0,2 yl Tag-DNA-Polymerase (5 U/ul, eigene Herstellung)

- auf 50 yl mit H,Opges;. auffiillen

e Pipettierschema fur Pfu-Polymerase (50 pl-Ansatz):

- 5-100 ng Template-DNA

- 5yl Pfu-DNA-Polymerase 10-fach Puffer mit MgSO, (eigene Herstellung)
- 1 pldNTP-Mix (10 mM SL je Nukleotid, MBI)

- 1yl 5-Primer (10 pmol/ul SL, biomers/Thermo)

- 1 yl 3-Primer (10 pmol/ul SL, biomers/Thermo)

- 1yl Tag-DNA-Polymerase (3 U/ul, eigene Herstellung)

- auf 50 yl mit H,Opiges;. @uffiillen

Der Ansatz wurde auf Eis in einem 0,5 ml-PCR-Reaktionsgefal? pipettiert, wobei die DNA-Polymerase
als letzte Komponente zugegeben wurde. Der Ansatz wurde griindlich vermischt, abzentrifugiert und
in eine PCR-Maschine mit folgendem Programm gegeben:

Initiale Denaturierung 2 min 96°C
Denaturierung 30 sec 96°C
Temp. je

25-35 Zyklen Primer-Annealing 30 sec nach
Primer

Elongation 1 min pro 1000 Basen (Taq) 72°C

Finale Elongation 5 min 72°C

Kihlung o0 4°C

Die Auswertung der PCR-Produkte erfolgte in einem 1%igen Agarose-Gel (4.3.8).

4.3.2 Kolonie-PCR

Mit Hilfe einer Kolonie-PCR konnten selektierte Bakterienkolonien auf eine erfolgreiche Ligation, nach
einer Klonierung, Uberprift werden. Zusatzlich konnte damit die Orientierung des einklonierten DNA-
Fragments im Plasmidvektor bestimmt werden. Anstelle von isolierter DNA wurden hierbei ,gepickte”
Bakterienzellen als Matrize eingesetzt und mit geeigneten Primern Uberpruft, ob das DNA-Fragment in
den Vektor inseriert war bzw. welche Orientierung das DNA-Insert hatte.
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e Pipettierschema fiir eine Kolonie-PCR (25 pl-Ansatz):

- 2 ul Bakterien-Suspension

- 2yl MgCl:(25 mM)

- 2,5yl Tag-DNA-Polymerase 10-fach Puffer (eigene Herstellung)
- 0,5 yl dNTP-Mix (10 mM SL je Nukleotid, Fermentas)

- 0,5yl 5-Primer (10 pmol/ul SL, biomers/Thermo)

- 0,5yl 3-Primer (10 pmol/ul SL, biomers/Thermo)

- 0,2 yl Tag-DNA-Polymerase (5 U/ul , eigene Herstellung)

- auf 25 pyl mit H:Opges. auffillen

Zunachst wurde je nach Anzahl der zu Uberprifenden Bakterienklone ein ,Master-Mix“ des 25 ul-
Ansatzes angesetzt, der auf PCR-Reaktionsgefalie verteilt wurde. Die zu testende Bakterienkolonie
wurde von einer Selektionsplatte mit einer sterilen Pipettenspitze gepickt und eine back-up-Platte
damit angeimpft. Der restliche Teil der gepickten Bakterienkolonie wurde im Anschluss in das PCR-
Reaktionsgefal? tberfuhrt, resuspendiert und als Matrize im PCR-Ansatz eingesetzt. Das Programm
fur die PCR-Maschine wurde unter 4.3.1.2 bereits beschrieben. Die back-up Platte wurde Uber Tag bei
37°C inkubiert. Nach der Auswertung der PCR-Produkte konnte anhand de back-up Platte direkt eine
Ubernachtkultur angeimpft werden.

4.3.3 Mutagenese-PCR

4.3.3.1 Endstandige Mutationen

Mit dieser Methode konnten Mutationen am 5°- bzw. 3"-Ende einer cDNA-Sequenz liegen mit Hilfe von
geeigneten Primern erzielt werden. Hierbei wurde z.B. das Stopp-Codon einer Sequenz entfernt, um
ein C-terminales Fusionsprotein exprimieren zu kdnnen. Allerdings konnten mit dieser Methode nur
ungefahr Basen bis zur Position 15-20 in der DNA-Sequenz mutiert oder deletiert werden, da die
Primer sonst zu lang wurden und die PCR dadurch nicht mehr erfolgreich durchgefihrt werden
konnte. AuBerdem war darauf zu achten, dass der Basenaustausch nicht die letzte Base des Primers
am 3’-Ende betraf, da diese Falschpaarung sonst von der Pfu-Polymerase durch ihre Proof-Reading-
Fahigkeit erkannt, und die damit verbundene 3’-5’-Exonukleaseaktivitat die Mutation korrigiert hatte.
Deshalb war beim Primerdesign darauf zu achten, dass mindestens 2-3 korrekt paarende Nukleotide
als Puffer hinter der Mutation angehéngt wurden, um diese Korrektur durch die Polymerase zu
verhindern. Endstandige Deletionen wurden ebenso Uber geeignete Primer, die an der gewiinschten
Position innerhalb der DNA-Sequenz banden, eingefiihrt. Des Weiteren konnten auch mit Hilfe von
Primern geeignete Restriktions-Schnittstellen (Uberhange) in eine DNA-Sequenz eingefiihrt werden.
Solche Uberhénge in der Primer-Sequenz sollten nicht mehr als 60 % der Gesamtlange des Primers
ausmachen. Die Annealing-Temperatur eines Primers wurde lediglich Uber den komplementaren
Bereich ohne Uberhang berechnet.

4.3.3.2 Interne Punktmutationen

In dieser Arbeit wurden auch Punktmutation innerhalb einer DNA-Sequenz (Insertion bzw. Deletion
einer Base) erzeugt, die sich in einem Klonierungsvektor befand. Dazu wurde das QuickChange®
Site-Directed Mutagenese Kit (Stratagene) verwendet und nach Herstellerprotokoll gearbeitet. Die
Primer mussten so gewahlt werden, dass die Mutation am 3"- und 5"-Ende von ca. 15 Basen flankiert
wurde. Dadurch konnten die Primer an die komplementdren DNA-Bereiche (mit Ausnahme der
punktmutierten Stelle) binden. In einer PCR-Reaktion verlangerte eine Pfu-DNA-Polymerase die
Primer und synthetisierte die DNA-Strange des gesamten Vektors. Durch den Einbau der Primer
entstand ein mutiertes Plasmid mit versetzten Licken. Zum entfernen der parentalen DNA-Matrize
wurde anschlieRend der PCR-Ansatz (50 pl) mit der DNA-Endonuklease Dpn | (0,5 pl = 2.5 U/ul) far
eine Stunde bei 37°C verdaut. Dpn | schneidet spezifisch methylierte und hemi-methylierte DNA.
Plasmid-DNA, die aus E.coli-Bakterien isoliert wurde, ist immer methyliert und kann deswegen von
Dpn | beseitigt werden. Deshalb wurden nur die DNA oder Hybride aus einem mutierten und einem
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Template-Strang verdaut, nicht aber die mutierten Plasmide. Nach einer 15-minitigen
Hitzeinaktivierung (85°C) der Endonuklease Dpn | wurde der zurlickbleibende Vektor, der die
gewinschte Punktmutation enthielt, in kompetente XL1-Blue Bakterienzellen transformiert und
vermehrt. Am ndchsten Tag wurde die Plasmid-DNA isoliert und mit geeigneten Primern sequenziert.

4.3.3.2.1 Primer und Primerdesign

Die Primer einer punktgerichteten Mutagenese wurden anhand nachfolgender Kriterien entworfen:
- 5- und 3’-Primer missen die gewiinschte Mutation enthalten und jeweils an dieselbe Sequenz der
komplementaren DNA-Strange binden.
- Die Primer missen eine Lange von 25 — 45 Basen aufweisen und ihre Schmelztemperatur (Tm)
sollte mindestens 78°C betragen.
- Die Schmelztemperatur eines Primers zur Herstellung von Punktmutanten wurde mit Hilfe folgender
Formel berechnet:
Tm =815+ 0,41(%GC) — 675/N - % mismatch
N = Lange des Primers in Basen
% GC = GC-Gehalt in ganzen Zahlen
% mismatch = Anteil an Nichtpaarungen in ganzen Zahlen

e Pipettierschema:

- 100 ng Template-DNA

- 5yl 10-fach Pfu-Puffer (eigene Herstellung)

- 2 ul MgCl; (25 mM)

- 1 yldNTP-Mix (10 mM SL je Nukleotid, Fermentas)

- 2yl 5-Primer (10 pmol/ul SL, biomers/Thermo)

- 2 ul 3-Primer (10 pmol/ul SL, biomers/Thermo)

- 0.5 yl Pfu-DNA-Polymerase (2.5 U/ul, eigene Herstellung)
- auf 50 yl mit H,Opges;. auffiillen

Initiale Denaturierung 2 min 96°C
Denaturierung 30 sec 96°C
Temp. je
16 Zyklen Primer-Annealing 30 sec nach
Primer
Elongation 500 nt/min 68°C
Kihlung 0 4°C

4.3.4 Gewinnung von bakterieller Plasmid-DNA

4.3.4.1 GTE-System (alkalische Lyse)

Diese Methode nach Li (Li et al., 1997) wurde angewandt, wenn ein Testen der Klone nach einer
Ligation und Transformation mit der Kolonie-PCR nicht mdglich war und ein Restriktionsverdau (4.3.5)
Aufschluss geben musste.
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e LoOsung 1 (GTE-Puffer):

- 50 mM Glucose

- 25 mM Tris/HCI, pH 8.0

- 10 mM EDTA

- 1 Spatelspitze RNase A

- Aufbewahrung bei 4°C

e Losung 2 (Lysispuffer):

- 0,2N NaOH

- 1% (w/v) SDS

e Losung 3 (Kaliumacetatlosung):
- 60 ml Kaliumacetatlésung (SL 5 M)
- 11,5 ml Eisessig

- 28,5 ml HzOpidest.

- 100 % Ethanol (p.a., eisgekunhlt)

Zunachst wurde anhand einer Ubernachtkultur (4.1.1.2) das zu isolierende Plasmid vermehrt. Von
dieser Kultur wurden 1,5 ml in ein frisches Eppendorf-Gefaf tberfiihrt und 30 Sekunden bei 10.000 xg
abzentrifugiert. Das Bakterienpellet wurde in 100 yl GTE-Puffer resuspendiert. Anschlielend wurden
nacheinander 200 pl Lésung 2 bzw. Lésung 3 zugegeben und durch 6-maliges Invertieren gemischt.
Nach einer 30-sekiindigen Zentrifugation bei 10.000 xg wurden 400 pl des Uberstandes in ein frisches
GefaRR uberfilhrt und 400 pl eiskaltes Ethanol (100 %, p.a.) zugegeben. Beim Uberfilhren des
Uberstandes durfte kein ausgefallenes SDS, das nachfolgende Reaktionen stéren konnte, verschleppt
werden. Der Ansatz wurde vermischt fir 5 Minuten bei 10.000 xg zentrifugiert. Das Pellet wurde
luftgetrocknet und abschlie3end in 30 pl H2Ovidest. aufgenommen. Die Konzentration der Plasmid-DNA
wurde photometrisch bestimmt (4.1.2), wobei die Ausbeute im Durchschnitt bei etwa 30 yg aus 1,5 ml
Ubernachtkultur lag.

4.3.4.2 Plasmid Miniprep (peQlab)

Hierbei werden die alkalische Lyse und die Absorption von DNA an einer Silikagel-Matrix unter
Hochsalz-Bedingung kombiniert. Die DNA wird dabei nicht gefallt, sondern an die Matrix gebunden
und anschlieBend mit einem Niedrigsalz-Puffer (oder H,Opigest. ) bei pH 7.0 — 8.5 eluiert. Die Plasmid-
DNA besitzt dadurch einen sehr hohen Reinheitsgrad und ist auch in sensitiveren Reaktionen, wie z.B.
Sequenzierungen oder Transfektionen verwendbar. Die Praparation wurde mit dem E.Z.N.A.®
Plasmid MiniPrep Kit | (peQlab) nach Herstellerprotokoll durchgefiihrt. Ausgegangen wurde von einer
10 ml Ubernachtkultur, was Ausbeuten von 200 bis 500 ng/ul Plasmid-DNA, bei Elution mit 50 pl
Hzobidest.’, erbrachte.

4.3.5 Restriktionsverdau

Restriktionsenzyme wurden zur Klonierung von DNA-Fragmenten und zur Linearisierung von
Vektoren. Restriktionsenzyme (oder Endonukleasen) schneiden DNA an definierten Stellen und
werden in drei Klassen eingeteilt. In der Molekularbiologie finden vor allem die Vertreter des Typs II,
so genannte Nukleasen, Verwendung. Diese Enzyme erkennen jeweils eine spezifische
Nukleotidsequenz und schneiden den DNA-Strang innerhalb dieses Bereichs. Dabei kénnen je nach
verwendetem Restriktionsenzym glatte (blunt) oder kohasive (sticky) Enden entstehen. Schnittstellen
mit kohasiven, so genannten Uberhdngenden Enden konnen effizient mit komplementaren Enden
ligiert werden, die mit demselben Enzym geschnitten wurden. Durch Verwendung zweier
verschiedener Restriktionsendonukleasen kann darliber hinaus die Insertionsrichtung des zu
klonierenden DNABereichs in einen Vektor beeinflusst werden.
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e Standardansatz fiir einen Restriktionsverdau (20 pl):
- 2 ug Plasmid-DNA

- 2 ul 10-fach Restriktions-Puffer (Fermentas)

- 1 pl Restriktionsenzym (5 U/ul, Fermentas)

-  mit H,Opigest. auf ein Endvolumen von 20 ul auffillen.

Der Ansatz wurde griindlich gemischt, abzentrifugiert und fur eine Stunde, in der Regel bei 37°C (kann
je nach Enzym variieren), inkubiert. Es folgte ein Hitzeinaktivierungsschritt bei mindestens 70°C (je
nach Enzym unterschiedlich) fir 10 Minuten. AnschlieBend wurden 4 pl 6-facher DNA-
Beladungspuffer zugegeben und der Verdau in einem 1%igen SB-Gel analysiert (4.3.8). Die DNA
konnte durch eine Gelextraktion (4.3.9.1) erneut isoliert werden, falls sie fiir Folgeversuche bendtigt
wurde.

4.3.6 Herstellung glatter (blunt) Enden bei Plasmid-DNA-Sequenzen

Das grofl3e Fragment der E.coli-DNA-Polymerase | (Klenow-Fragment) erméglicht es durch seine 5’-3'-
Polymerase-Aktivitit den zum 5-Uberhang komplementdren Strang aufzufilllen, oder einen 3'-
Uberhang durch seine 3'-5-Exonuklease-Aktivitat zu entfernen. Dadurch erhalt man ,glatte* Enden fiir
eine blunt-Ligation.

e Standardansatz (20 pl):

- 100 ng bis 4 uyg DNA

- 2 ul 10x Klenow-Puffer (Fermentas)

- 0,5yl dNTPs (Mix, SL je Nukleotid 10 mM, MBI)
- 0,5 yl Klenow-Enzym (10 U/ul, Fermentas)

- mit HyOpigest. @Uf 20 pl auffiillen

Der Ansatz wurde 5 Minuten bei 37°C inkubiert und danach 10 Minuten bei 70°C hitzeinaktiviert. Um
die DNA wieder moglichst rein zu bekommen, wurde sie mit Hilfe eines Agarosegels (4.3.8)
aufgetrennt und anschlieRend durch Gelextraktion wieder eluiert (4.3.9.1).

Eine andere Mdglichkeit, die Enden einer DNA-Sequenz zu glatten, besteht in der Verwendung der
Pfu-Polymerase, die ebenfalls 5°-3'-Polymerase- und 3’-5-Exonuklease-Aktivitat besitzt (4.3.1.2.,
Inkubation bei 72°C).

4.3.7 Beladungspuffer fur die DNA-Gelelektrophorese

In dieser Arbeit wurde entweder ein DNA-Beladungspuffer mit Bromphenolblau und Xylencyanol
verwendet. Daneben kam aber auch ein Puffer mit Orane G zum Einsatz, da es gut zur Markierung
der Lauffront verwendet werden kann. In 1%igen Agarose-Gelen lauft Bromphenolblau auf der Hohe
von ~300 bp, Xylencyanol bei ~4.000 bp und Orange G bei ~50 bp.

e 6-facher DNA-Beladungspuffer:

- 60 % Glyzerin

- 30%0,2MEDTA

- 10 % H:Opjgest.

e 1 % Bromphenolblau in 6x DNA-Beladungspuffer
e 2 9% Xylencyanol in 6x DNA-Beladungspuffer

e 4% Orange G in 6x DNA-Beladungspuffer
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4.3.8 Auftrennung von DNA-Fragmenten durch Agarose-Gelelektrophorese

Im elektrischen Feld wandern DNA-Molekile stets zur positiv geladenen Anode. Das liegt an der
negativen Nettoladung von Nukleinsauren, die durch das Ribosephosphat-Ruckgrat zustande kommt.
Die Auftrennung findet in einer Tragermatrix, Agarose, statt. Sie wird aus den Rotalgen-Gattungen
Gelidium und Gracillaria gewonnen. Im Gel werden die Nukleinsauren bei ihrer Wanderung der GréRRe
nach aufgetrennt. Durch die maschenartige Vernetzung der Agarose-Molekile kénnen kleinere DNA-
Fragmente schneller wandern als groR3ere. In dieser Arbeit wurde DNA ausschliel3lich mit Hilfe von
1%-igen Agarosegelen aufgetrennt.

e 20-fach SB-Puffer (1 1) (Brody and Kern, 2004):

- 200 mM NaCOH

- 650 mM Borsaure (ca. 40q)

- pH einstellen auf 8.5

e 6-fach DNA-Ladepuffer (4.3.7)

e Laufpuffer (1-fach SB)

e  Ethidiumbromid-Stammldsung 10 mg/ml in H,Opigest.

Fur die Herstellung eines 1 %igen Gels wurden 0,5 g Agarose (peqGOLD™ Universal-Agarose,
PeqgLab) in 50 ml SB-Puffer aufgekocht. Nachdem die Losung auf etwa 50°C abgekuhlt war, wurden 1
pl der Ethidiumbromid-Stammlésung zugegeben und vermischt. Die Lésung wurde in einen
Gelschlitten mit eingestecktem Kamm gegossen, der mit einem Klebeband abgedichtet wurde. Das
Gel konnte nach ca. 30 Minuten, nach vollstandigem Ausharten der Agarose, zum Gebrauch
hergenommen werden. Ethidiumbromid wurde zugegeben, weil es sich an die DNA lagert und im
ultravioletten Licht rétlich leuchtet und sie so sichtbar macht. Das Gel wird im Gelschlitten in eine
Elektrophoresekammer gesetzt und mit 1-fachem Elektrophorese-Puffer tiberschichtet. AnschlieRend
wurde der Kamm vorsichtig herausgezogen und die zu analysierenden Proben, die mit 6-fachem
DNA-Ladepuffer versetzt waren, in die Geltaschen pipettiert. Um die Langen der aufgetrennten DNA-
Fragmente bestimmen zu kdnnen, wurde in einer Spur ein Gemisch aus DNA-Molekilen definierter
GrofRe als Marker aufgetragen. Hierbei wurde entweder die gebrauchsfertige FastRuler™ DNA
Ladder, Middle Range, oder der Marker Ill (beide Fermentas) (vgl. Abbildung 4-1) verwendet. Die
Elektrophorese wurde bei einer konstanten Spannung von 40 V/cm durchgefihrt. Die durch das
Ethidiumbromid geférbten DNA-Molekile wurden mit einem UV-Transilluminator sichtbar gemacht.

Abbildung 4-1 Verwendete DNA-GrolRenmarker. Links: FastRuler™ DNA Ladder, Middle Range (Fermentas);

Rechts: Marker Ill (Fermentas).
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4.3.9 Reinigung von Nukleinsauren

4.3.9.1 Extraktion von DNA aus Agarose-Gelen

Nukleinsduren, die mit Hilfe von Agarose-Gelelektrophorese aufgetrennt wurden, konnten durch
Extraktion mit dem Wizard® SV Gel and PCR Cleanup System (Promega) erneut isoliert werden,
wobei die verwendete Universal Agarose keinen negativen Einfluss auf die Elution oder die Héhe der
Ausbeute der DNA hatte. Zunachst mussten die gewiinschten Banden dazu mit einem sauberen
Skalpell aus dem Gel herausgetrennt werden. Danach wurde nach der Arbeitsanleitung des
Herstellers verfahren und die finale Elution der DNA erfolgte je nach Verwendung in 20-50 pl HyOpigest-
Nach der Elution konnte die DNA unmittelbar ohne weitere Bearbeitungsschritte fiir nachfolgende
Versuche verwendet werden.

Mit Hilfe des Kits war, neben der Gewinnung von DNA-Fragmenten aus Gelen, auch eine Aufreinigung
von PCR-Produkten und eines Restriktionsverdaus moglich.

4.3.9.2 Fallung von DNA

In dieser Arbeit wurde DNA mit Natriumacetat und Ethanol geféllt. Zunachst musste die Nukleinsaure
in Lésung gebracht werden. Im Allgemeinen wurde DNA in 100 ul-Ansatzen geféllt, kleinere Mengen
von Verdaus oder Sequenzierungen wurden auf 100 pl aufgefillt. AnschlieRend wurden 1/10 Volumen
3 M Na-Acetat pH 5.2 und 2,5 Volumina 100 %iges Ethanol (p.a.) zugegeben. Der Ansatz wurde
gemischt und 30 min bei 16.000 xg und 4°C zentrifugiert. Der Uberstand wurde verworfen und das
Pellet in 70 %igem Ethanol gewaschen und fiir 5 min bei 16.000 xg zentrifugiert. Der Uberstand wurde
erneut entfernt, das Pellet fir 15 min bei Raumtemperatur getrocknet und anschlieend in einem
geeigneten Volumen H,0pgest. aufgenommen.

4.3.9.3 Isolierung von RNA aus Zellen und Geweben

e pegGOLD TriFast™ (Phenol-Reagenz Isolation von RNA, DNA und Proteinen)
e Chloroform (frei von Zusatzen wie Isoamylalkohol)

e |sopropanol p.a.

e 75% Ethanol p.a.:

e PBS (4.2.2):

¢ Nukleasefreies, steriles H,O

peqGOLD TriFast™ wird zur Extraktion von RNA, DNA und Proteinen aus Zellen und Geweben
verwendet. Die einphasige Losung besteht aus Guanidinisothiocyanat und Phenol und ermdglicht eine
auffeinanderfolgende Isolierung von RNA, DNA und Proteinen aus demselben Ausgangsmaterial. Im
Rahmen dieser Arbeit wurde RNA aus Oocyten, Embryonen und verschiedenen Geweben von
Xenopus leavis isoliert. Dazu wurden jeweils 3 Oocyten bzw. Embryonen und kleine Stiickchen in 1
ml TriFast™ mit einem Eppendorf-Teflon-Homogenisator homogenisiert. Nach der Zugabe von
Chloroform und anschlieRender Zentrifugation trennt sich das in der Ldsung homogenisierte
organische Material in drei Phasen: die RNA und die DNA befinden sich im oberen, wassrigen Teil,
wohingegen die Proteine in der unteren organischen Phase enthalten sind. Die weitere Durchflihrung
erfolgte anhand des Herstellerprotokolls. Zur sofortigen Weiterverwendung wurde die RNA in
Nukleasefreiem H,O aufgenommen, die Konzentration photometrisch bestimmt (4.1.2) und die
bendtigte Menge abgenommen. Der restliche Teil konnte einige Wochen bei -20°C gelagert werden.
Wurde die isolierte RNA nicht sofort verwendet, so wurde sie bei -70°C in 70% Ethanol p.a. gelagert.
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4.3.9.4 Extraktion von RNA mit RNeasy (Qiagen)

RNA konnte auch mit Hilfe des RNeasy Mini Kits (Qiagen) aufgereinigt werden. Dieses Kit eignet sich
zur Aufreinigung von RNA aus geringen Mengen von Ausgangsmaterial wie z.B. mRNA, die durch
eine vorangegangene enzymatische Reaktion (4.3.13) hergestellt wurde. Die Methode kombiniert die
Absorption von RNA an einer Silikagel-Matrix mit der Microspin Technologie. Es wurde anhand des
Herstellerprotokolls verfahren, wobei die RNA in 30 ul nukleasefreiem H,O aufgenommen, aliquotiert
und bei -70°C gelagert wurde. Die so gewonnene RNA konnte im Anschluss fir die Mikroinjektion in
Oozyten verwendet werden (4.5.9).

4.3.10 Konzentrationsbestimmung von Nukleins&duren durch photometrische
Messung

Mit einer photometrischen Absorptionsmessung konnte die Konzentration von DNA und RNA in einer
wassrigen Lésung ermittelt werden.

Die RNA wurde zur Messung in einem Verhéltnis von 1/60 verdunnt und die Konzentration bei einer
Wellenldnge von 260 nm gemessen. Eine optische Dichte (OD) von 1 entspricht dabei einer Menge
von etwa 40 pg/ml RNA. Die Reinheit der isolierten Ribonukleinséure kann einerseits tUber den
Quotienten OD,g/OD,gy ermittelt werden, da Proteine bei 280 nm absorbieren. Bei hoher Reinheit
wurde ein Wert von 1,8-2,0 erwartet. Andererseits konnten Verunreinigungen von aromatischen
Verbindungen, Phenol, Peptiden oder Kohlenhydraten durch den Quotienten OD23,/OD,gq bestimmt
werden. Bei reinen Proben sollte der Wert ungefahr 2,2 betragen.

Die Konzentration von dsDNA (z.B. Plasmid-DNA) wurde wie oben beschrieben ermittelt. Eine OD von
1 entspricht bei dsDNA ca. 50 yg/ml. Gereinigte DNA sollte ein Verhaltnis OD,5,/ODygo VONn etwa 1.8
aufweisen.

OD2go=1 OD260/OD2go OD260/OD330
= > >

dsDNA 50 pg/mi 1,8 2,2
ssDNA 37 pg/mi 1,8 2,2
RNA 40 pg/mi 2,0 2,2
Oligonukleotide 30 pg/mi 1,8 2,2

4.3.11 Sequenzierung von Nukleinsauren

Die Sequenzierung von DNA wurde nach dem Prinzip von Frederick Sanger (Sanger et al., 1977)
durchgefiihrt. Das Prinzip beruht auf einer enzymatischen Kettenabbruch-Synthese, wofir Dideoxy-
Nukleosid-Triphosphate (ddNTPs) bendtigt werden. lhnen fehlt die 3’-Hydroxylgruppe an der
Desoxyribose. Bei dieser Methode wird wie bei einer Polymerase-Ketten-Reaktion (4.3.1.2) ein
bestimmter DNA-Einzelstrang mit Hilfe einer Polymerase verldangert. In den PCR-Ansatz werden
allerdings zusétzlich ddNTPs in niedriger Konzentration zugegeben. Werden diese in den
neusynthetisierten Strang eingebaut, stoppt die Verlangerung durch die DNA-Polymerase. Durch das
Fehlen des 3'-Hydroxylendes kann keine weitere Phosphodiesterbindung gekntipft und somit keine
weiteren Desoxyribonukleotide (dNTPs) eingebaut werden. Der Einbau erfolgt zufallig, so dass mit
statistischer Wahrscheinlichkeit DNA-Fragmente unterschiedlicher Lange entstehen, die an ihrem 3'-
Ende mit einem ddNTP (ddATP. ddCTP, ddGTP oder ddTTP) enden. Bei dem in dieser Arbeit
verwendeten Arbeitssystem (ABI PRISM® BigDye™ Terminator Cycle Sequencing Ready Reaction
Kit, Applied Biosystems) sind die ddNTPs mit unterschiedlichen Fluoreszenzfarbstoffen gekoppelt,
wodurch die synthetisierten DNA-Fragmente unterschiedlichster Lange mit einer spezifischen Farbe
markiert sind. Dabei tragen Fragmente gleicher Lange den gleichen Farbstoff. Die Mischung dieser
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DNA-Molekile wird in einem Kapillar-Gelsystem elektrophoretisch aufgetrennt. Ein Laser bringt an
einem Messfenster die Fluoreszenz-Farbstoffe zum Leuchten wobei ein angeschlossenes
Fotoelement die Wellenlange des emittierten Lichts aufnimmt. Die registrierten Messdaten werden an
einen Computer weitergeleitet, der die einzelnen Fluoreszenz-Signale Uber eine geeignete Software
schlief3lich zu einer Sequenz zusammensetzt.

e Standardansatz einer Sequenzierungs-Reaktion (20 p):
- 300 ng Plasmid-DNA

- 5yl Premix (BigDye™, Applied Biosystems)

- 10 pmol Sequenzierungsprimer (Forward oder Reverse)
- mit H,Opigest. auf ein Endvolumen von 20 pl auffillen

Initiale Denaturierung 2 min 95°C
Denaturierung 30 sec 95°C
Temp. je
25 Zyklen Primer-Annealing 30 sec nach
Primer
Elongation 4 min 60°C
Kihlung 0 4°C

Nach Beendigung des Cycle-Programms wurde die sequenzierte DNA mit Na-Acetat und Ethanol
gefallt (4.3.9.2), danach 30 Minuten bei Raumtemperatur luftgetrocknet und schlieBlich 25 ul HiDi
Formamid (Applied Biosystems) resuspendiert. Die in Losung gebrachte DNA wurde anschlief3end in
einem Sequenzierungs-Gefald mit aufgesetztem Septum Uberfiihrt. Die erhaltenen Sequenzen wurden
mit der Software BioEdit geotffnet und durch Sequenzvergleich mit einem frei zuganglichem
Internetprogramm (http://blast.ncbi.nim.nih.gov/bl2seg/wblast2.cgi) ausgewertet.

4.3.12 Klonierungen

4.3.12.1 Klonierung von PCR-Fragmenten

Tag- und Tfl-Polymerasen verfiigen eine terminale Transferase-Aktivitat, d.h. dass sie stets einen 3'-
Uberhang aus Desoxyadenosinen an PCRProdukte anfiigen. Diese Eigenschaft macht sich das
TOPO TA Cloning® Kits (Invitrogen) zunutze. Der Klonierungsvektor pCR2.1TOPO besitzt in der
Klonierungs-Site einen 3-Uberhang aus Thymidinen und liegt linearisiert vor. Dariiber hinaus ist das
Enzym Topoisomerase | kovalent an den 3-Enden gebunden. PCR-Produkte mit 3’-Adenosin-
Uberhangen werden durch die Ligationseigenschaften der Topoisomerase schnell und effizient in den
Vektor integriert, wobei das Enzym dissoziiert. Der Vektor ist so modifiziert, dass eine Blau/Weiss-
Selektion der Bakterienkolonien nach der Transformation in kompetente E.coli (XL 1-Blue) mdglich ist.
Bakterienklone, die einen Vektor ohne integriertes PCRInsert aufgenommen haben, nehmen eine
blaue Farbung an, wohingegen Klone mit integriertem Insert weil3 bleiben. Ohne Insert wird das lacZ-
Gen exprimiert und X-Gal als Substrat der B-Galaktosidase gespalten, wodurch der blaue Farbstoff
entsteht. Das PCR-Produkt wird zwischen Promotor und lacZGen in den Vektor inseriert, wodurch die
Expression dieses Gens nicht mehr mdglich ist. Nach der Ligation wurden die transformierten
Bakterienzellen auf LB-Ampicillin (100 pg/ml) + Kanamycin (50 pg/ml)-Platten ausplattiert, die eine
Stunde zuvor mit X-Gal und IPTG bestrichen wurden.
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e Ligation (5 pl):

- 0,5-3,5 yl PCR-Produkt

- 1 yl Salt Solution (Invitrogen)
- 0,5yl pCR2.1TOPO®-Vektor
- mit Hz2Ovidest. auf 5 pl auffiillen

Der Ansatz wurde 5 Minuten bei Raumtemperatur inkubiert, zu einem Aliquot chemisch kompetenter
E.coli (XL-1 Blue) gegeben und fur 30 Minuten auf Eis stehen gelassen. Danach wurde ein 30-
sekindiger Hitzeschock bei 42°C durchgefiihrt und die Bakterienzellen danach sofort fir 2 Minuten
auf Eis abgekihlt. Der Ansatz wurde mit 250 ul SOC-Medium (Invitrogen) aufgefillt und eine Stunde
bei 37°C und 200 rpm geschittelt. Die Bakterienzellen wurden danach auf LB-Ampicillin (100 mg/ml) +
Kanamycin (50 mg/ml)-Platten ausplattiert, die eine Stunde zuvor mit 40 pl X-Gal (40 mg/ml) und 40 pl
IPTG (100 mM) bestrichen wurden. Schlief3lich wurden sie Gber Nacht bei 37°C inkubiert.

4.3.12.2 Klonierung von DNA-Fragmenten

4.3.12.2.1 Gewinnung des Inserts

Bevor eine bestimte cDNA-Sequenz in einen Plasmidvektor kloniert werden kann, muss das
Fragment durch PCR amplifiziert werden. In dieser Arbeit wurde hierfir in den meisten Fallen die
Phusion™ High Fidelity Polymerase und selten die Pfu-Polymerase, beide mit ,Proof-reading*-
Funktion, verwendet. Es wurden dazu Primer mit 5’-lberhangenden Schnittstellen verwendet, um die
Ligation des PCR-Fragments in den Vektor zu ermdglichen. Im Anschluss an die PCR wurde das
DNA-Fragment gelelektrophoretisch aufgetrennt, ausgeschnitten und extrahiert (4.3.8 und 4.3.9.1).
Befand sich der zu klonierende Gen-Abschnitt bereits in einem Vektor, wurde das Fragment tber
einen Restriktionsverdau (4.3.5) ausgeschnitten. Um geniigend Insert zu erhalten wurden immer
mindestens 2 Ansatze mit jeweils 3 ug DNA verdaut, anschlielend Uber ebenfalls gelelektrophoretisch
aufgetrennt und die gewiinschte DNA aus dem Gel eluiert.

4.3.12.2.2 Dephosphorylierung des Vektors

Wurden Insert und Klonierungsvektor mit demselben Restriktionsenzym geschnitten, so musste im
Anschluss eine Dephosphorylierung des Vektors durchgefiinrt werden, um die Autoligationsrate des
Vektors zu minimieren. Eine DNA-Ligase bendtigt phosphorylierte Enden, um zwei DNA-Molekiile
miteinander verbinden zu kénnen. Durch das Entfernen der Phosphatgruppe am 5-Ende der
geschnittenen DNA-Strdnge kann der linearisierte Vektor nicht mehr von der Ligase geschlossen
werden, wodurch die Anzahl der falschpositiven Bakterienklone nach der Transformation signifikant
verringert werden kann. Autoligation kann bei der Verwendung von zwei unterschiedlichen
Restriktionsenzymen prinzipiell ausgeschlossen werden, da nichtkomplementdre Enden nicht
verbunden werden kdnnen.

Der Vektor wurde zunéachst durch einen Restriktionsverdau (4.3.5) linearisiert und die Reaktion durch
eine 10-mindtige Hitzeinaktivierung bei 85°C beendet. AnschlieRend wurde die DNA geféllt (4.3.9.2)
und das Pellet, in einer Konzentration von 100 ng/pl in HyOpigest., resuspendiert.

e Pipettierschema eines Dephosphorylierungs-Ansatzes (5 pl):
- 1,5 yl Linearisierter Vektor (150 ng)

- 0,5 yl 10-facher SAP-Puffer (Fermentas)

- 1yl Shrimp Alcaline Phosphatase (1 U/ul, Fermentas)

- auf 20 yl mit H,Opges;. auffiillen

Der Ansatz wurde 90 Minuten bei 37°C inkubiert. AnschlieRend wurde die SAP 20 Minuten bei 70°C
hitzeinaktiviert. Der Ansatz konnte entweder direkt weiter verwendet oder fir etwa 4 Wochen bei -
20°C aufbewahrt werden.
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4.3.12.3 Ligation

Bei der Ligation sollte das molekulare Verhéltnis zwischen Insert und linearisierten Vektor wenigstens
3:1 betragen.

e Pipettierschema eines Ligations-Ansatzes (20 pl):
- 100 ng Linearisierter und aufgereinigter Vektor

- 300 ng Geschnittenes und aufgereinigtes Insert

- 2 ul 10-facher T4-DNA Ligase Puffer (Fermentas)
- 1 pl T4-DNA Ligase (5 U/ul, Fermentas)

- mit H,Opigest. auffiillen auf 20 pl

Der Ansatz wurde 1 Stunde bei 20°C oder tber Nacht bei 16°C inkubiert. AnschlieRend wurde der
Gesamtansatz fir eine chemische Transformation in E.coli-Bakterien eingesetzt (4.1.4).

4.3.12.4 Transformation

Der Ligationsansatz wurde mit einem Aliquot (100 ul) chemisch kompetenter Bakterien gemischt und
fur eine Stunde auf Eis inkubiert. AnschlieBend folgte ein 90-sekindiger Hitzeschock bei 42°C.
Danach wurden die Bakterien sofort fir 2 Minuten auf Eis abgekihlt. Der Ansatz wurde mit 900 pl LB-
Medium (4.1.1) aufgefillt und 1 Stunde bei 37°C und 200 rpm geschittelt. Die Bakterienzellen wurden
danach auf Selektionsplatten ausplattiert und bei 37°C fur Giber Nacht inkubiert.

4.3.12.5 Test der erhaltenen Klone

Wie bereits unter 4.3.2 beschrieben, wurden die erhaltenen Klone anhand einer Kolonie-PCR auf die
erfolgreiche Ligation des Inserts in den Vektor Uberprift. Waren Tests tiber PCR nicht méglich, so
wurde ein Restriktionsverdau (4.3.5) oder eine Sequenzierung (4.3.11) als Test durchgefihrt. Alle
Uber PCR gewonnenen Inserts wurden in jedem Fall vollstdndig sequenziert, um Fehler durch die
Polymerase auszuschlieRen.

4.3.13 In vitro Herstellung von mRNA zur Mikroinjektion in X.I. Oozyten

In dieser Arbeit wurden mRNAs in das Zytoplasma von Oozyten von Xenopus laevis injiziert. Die
mMRNAs wurden anschliel3end in der Eizelle translatiert. In diesem Fall war an die DNA-Sequenz des
zu Wirtsproteins, die Sequenz eines fluoreszierenden Proteins wie z.B. ,green fluorescent protein®
(GFP) fusioniert. Der Vektor musste auf3erdem eine T7-RNA-Polymerase-Promotorsequenz, wie bei
Vektor Bluescript Il SK+ (Stratagene, Kapitel 3), aufweisen. Wurde die injizierte mRNA translatiert, so
konnte nach einer Inkubationszeit von 16-20 Stunden das Fusionsprotein innerhalb der Zelle anhand
der Fluoreszenz von GFP lokalisiert werden. Diese Methode wurde angewendet, da eine Transfektion
von DNA, wie sie bei somatischen Zellen Ublich ist, in Oozyten nicht durchfiihrbar ist. Die in vitro
hergestellte mRNA ist sehr instabil und es musste wahrend des gesamten Prozesses darauf geachtet
werden, schnell und steril zu arbeiten. Die mMRNA konnte in nukleasefreiem H,O fir einige Wochen bei
-70°C gelagert werden.

4.3.13.1 Linearisierung der Plasmid-DNA

Die DNA-Matrize zur in vitro mRNA Synthese musste zunachst linearisiert werden. Dazu wurden 1ug
DNA mit einem geeigneten Restriktionsenzym fur eine Stunde bei geeigneter Temperatur verdaut
(4.3.5), gefallt (4.3.9.2) und in 6 pl nukleasefreiem H,O resuspendiert.
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e Pipettierschema eines Linearisierungs-Ansatzes (20 pl):
- 1 yg Plasmid-DNA

- 2 ul 10-facher Restriktions-Puffer (Fermentas)

- 1 pl Restriktionsenzym (5 U/ul, Fermentas)

=  mit HyOyigest. @uffiillen auf 20 |J|

4.3.13.2 Synthese von “capped” mRNA

MRNA mit 5-Cap wurde mit Hilfe des MMESSAGE mMACHINE® Kits (Ambion) anhand des
Herstellerprotokolls synthetisiert. Dieses eignet sich fiir die in vitro Synthese grof3er Mengen von
capped-mRNA mit Hilfe der T7 RNA-Polymerase. Alle vier Ribonukleotide und das Cap-Analog
[m’G(5")ppp(5)G] sind in optimalem Verhaltnis in einer Losung gemischt und kénnen direkt zur
linearisierten Plasmid-DNA pipettiert werden. Die Degradation der neu synthetisierten mRNA wird
durch den RNAse-Inhibitor SUPERasesIn™, der sich ebenfalls im Reaktionsansatz befindet,
verhindert. Die Ausbeute einer Reaktion, bei einer Ausgangskonzentration von 1 pg Plasmid-DNA
betragt ca. 20-30 ug mMRNA. Nach der Synthese wird die linearisierte DNA durch Zugabe von TURBO
DNase entfernt und die mRNA kann zur Polyadenylierungsreaktion eingesetzt werden.

¢ Pipettierschema eines mRNA-Syntheseansatzes(20 ul) (InNMESSAGE mMACHINE, Ambion):
- 1 ug linearisierte Plasmid-DNA

- 10 ul 2x NTP/CAP

- 2 ul 10x Reaktionspuffer

- 2 ul Enzym-Mix (T7-Polymerase und SUPERase*In)

- mit nukleasefreiem H,O auffillen auf 20 pl

Der Ansatz wurde 60-120 Minuten bei 37°C inkubiert, anschlielend wurde 1 yl TURBO DNase zum
Ansatz gegeben und das Gemisch flr weitere 15 Minuten bei 37°C inkubiert.

4.3.13.3 Polyadenylierung der mRNA

Mit Hilfe des Poly(A) Tailing Kits (Ambion) konnen mRNAs, die mit mMMESSAGE mMACHINE®
(Ambion) in vitro synthetisiert wurden, = 150 bp lange poly(A) Schwanze angefligt werden. Dadurch
wird die Stabilitdét der mRNA und die Effizienz der Translation erhdht. Als Enzym wird hierbei die E.
coli Poly(A) Polymerase (E-PAP) verwendet.

e Pipettierschema einer Poly(A) Tailing Reaktion (100 pl) (Ambion):
- 20 yl MMESSAGE mMACHINE Reaktion (siehe 4.3.13.2)

- 36 pl nukleasefreies H,O

- 20 ul 5x E-PAP Puffer

- 10 pl MnCl; (25 mM)

- 10pl ATP (10 mM)

- 4yl E-PAP

Der Ansatz wurde eine Stunde bei 37°C inkubiert und danach entweder bei -20°C gelagert oder
gleich, zur Aufreinigung der mRNA, weiterverwendet.

4.3.13.4 Aufreinigung der mRNA

Die in vitro synthetisierte mRNA, die Uber eine 5-Kappe sowie Uber einen Poly(A)-Schwanz verfigt,
wurde mit Hilfe des RNeasy Mini Kits (Qiagen) aufgereinigt. Die Durchfihrung erfolgte laut
Herstellerprotokoll und ist auRerdem unter 4.3.9.4 beschrieben.
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4.3.13.5 RNA-Gelelektrophorese

RNA-Molekile kdnnen nach dem gleichen Prinzip wie DNA-Fragmente ihrer Grof3e nach durch eine
Gelelektrophorese getrennt werden. Allerdings wird fir ein RNA-Agarose-Gel ein anderes
Puffersystem verwendet, das Formaldehyd enthélt. Diese Chemikalie stabilisiert denaturierte RNA und
verhindert die Degradation.

e 10x RNA-Laufpuffer:

- 200 mM MOPS

- 50 mM Na-Acetat

- 10 mM EDTA

- pH 6,6 einstellen und in dunkle Flasche steril filtrieren
e RNA-Probenpuffer (660 pl):

- 325 pl Formamid

- 75 ul 10x MOPS-Puffer

- 240 pl 37% Formaldehyd

- 50% (w/v) Glyzerin

- 80 pl nukleasefreies H,O

- 1 Spatelspitze Bromphenolblau

e 1:200 Ethidiumbromid (10 mg/ml)

Fur ein 1 %iges RNA-Gel wurden 0,75 g Agarose (PeglLab) in 75 ml 1x MOPS-Puffer aufgekocht.
Nachdem die Lésung auf etwa 50°C abgekuhlt war, wurden 2,25 ml 37 %ige Formaldehydlésung
zugegeben, grindlich vermischt und in einen Gelschlitten mit eingestecktem Kamm gegossen. Nach
etwa 30 Minuten war das Gel auspolymerisiert und konnte verwendet werden.Das Gel wurde pro Spur
mit ca. 1 yg Poly(A)-mRNA beladen. Die mRNA-Probe wurde dafiir in 1 ul RNA-Probenpuffer und 1 pl
Ethidiumbromid (1:200) gel6st und auf 10 pl mit nukleasefreiem H,O aufgefillt. Im Anschluss wurde
sie zur Denaturierung fur 5 Minuten bei 68°C erhitzt und danach auf Eis gekuhlt. Nach kurzer
Zentrifugation wurden die Proben vorsichtig in die Taschen eines mit Laufpuffer tberschichteten Gels
gefillt. Die Elektrophorese erfolgte bei konstanten 80 V und wurde beendet, sobald die
Bromphenolblau-Front etwa 2/3 in das Gel gelaufen war. Die RNA-Banden konnten mit einem UV-
Transilluminator durch das im Beladungspuffer enthaltene Ethidiumbromid sichtbar gemacht werden.
Die Daten konnten auf einem Computer, mit Hilfe des Programms IrfanView, gespeichert und
ausgedruckt werden.

4.3.14 In-vitro-Transkription von 5S rRNA

Durch die Verwendung bestimmter Klonierungsvektoren ist es mdglich, einzelstrangige RNA-Molekile
durch RNA- Polymerasen in vitro herzustellen. Solche Vektoren sind so konstruiert, dass die multiple
Klonierungsstelle (MCS) von unterschiedlichen Promotoren flankiert wird. An diese spezifischen DNA-
Abschnitte binden die jeweiligen RNA-Polymerasen. Der Promotor, der in dieser Arbeit verwendeten
T7-RNA Polymerase liegt im Klonierungsvektor pBluescript Il SK+ (Kapitel 3) im 3’-Bereich der MCS.
Um daher von einer cDNA einen Sense-RNA-Strang herstellen zu kénnen, muss dieser DNA-
Abschnitt zun&chst durch Klonierung in 5°-3"-Orientierung in den Vektor inseriert werden. Durch den
Einsatz einer geeigneten Restriktionsendonuklease wurde das Plasmid anschlie3end im 5’-Bereich
des Inserts linearisiert und durch die T7-RNA-Polymerase in eine Sense-RNA-Sonde transkribiert.
Obwohl ein Digoxygenin-markiertes UTP als Substrat zur Markierung der RNA nicht ndtig gewesen
ware, wurde zur Herstellung der 5srRNA das DIG RNA Labeling Mix (Roche Applied Science)
verwendet, da es alle Komponenten fir die in vitro Transkription von RNA beinhaltete.
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e Pipettierschema eines Transkriptions-Ansatzes (20 ul):

- 13 yl Linearisierter und aufgereinigter Vektor (1,5 ug)

- 2 ul 10-facher Transkriptionspuffer (Roche Diagnostics GmbH)
- 1 yl RNase Inhibitor (40 U/ul, Fermentas)

- 2yl DIG RNA Labeling Mix (Roche Applied Science)

- 2yl T7 RNA-Polymerase (20 U/ul, Roche Applied Science)

Der Ansatz wurde bei 37°C fir zwei Stunden inkubiert. Die 5SrRNA wurde im Anschluss mit 2,5 pl 4M
LiCl und 75 pl 100%igem Ethanol (p.a.) fur eine Stunde bei -70°C gefallt. AnschlieRend wurde die
RNA zentrifugiert (13.000 xg, 4°C, 30 min), das Sediment zwei Mal in 500 pl 70%igem Ethanol (p.a.,
in nukleasefreiem H,O verdinnt) gewaschen (13.000 xg, 4°C, 10 min). Danach wurde das Sediment
bei Raumtemperatur getrocknet und in 30 pl nukleasefreiem H,O (+ 1 ul RNase Inhibitor)
resuspendiert. Die rRNA wurde bis zum Gebrauch bei -70°C fiir mehrere Monate aufbewabhrt.

4.4 Proteinbiochemische Methoden

4.4.1 Fallung von Proteinen

4.4.1.1 Methanol/Chloroform-Fallung

Zur Proteinlésung wurden das vierfache Volumen eisgekihltes Methanol (100%, p.a.), das einfache
Volumen Chloroform (100%, p.a.) und das dreifache Volumen H,Opi4es. gegeben. Der Ansatz wurde
gemischt, zehn Minuten auf Eis inkubiert und anschlieend fur 5 Minuten bei 13.000 xg zentrifugiert.
Es bildeten sich zwei Phasen, an deren Grenze (Interphase) sich die Proteine befinden. Die obere
Phase wurde abgenommen, der verbleibende Rest mit vierfachem Volumen Methanol (100%, p.a.)
vermischt und fir eine Minute bei 13.000 xg zentrifugiert. Der Uberstand wurde verworfen und das
Proteinsediment fir 15 Minuten bei Raumtemperatur luftgetrocknet und dann in 1-fach SDS-
Probenpuffer (4.4.4) geltst. Die geféllten Proteinproben wurden so lange bei 95°C erhitzt, bis sie
vollstandig in Losung gegangen waren. Anschlielend konnten die Proteine fir langere Zeit bei -20°C
aufbewahrt werden.

4.4.1.2 Acetonfallung

Proteine, die sich in wassriger Losung befinden, kénnen durch Zugabe von 6,5 Volumina Aceton
(100%, p.a., -20°C) gefallt werden. Der Prazipitationsvorgang kann durch eine 2-stiindige Inkubation
bei -70°C (oder Uber Nacht bei -20°C) gefordert werden. Nach der Inkubationszeit wurden die
gefallten Proteine fur 10 Minuten bei 5.000 xg (4°C) zentrifugiert. Das Sediment wurde nach Abnahme
des Uberstands fiir 15 Minuten bei Raumtemperatur luftgetrocknet und schlieRlich in 1-fachem SDS-
Probenpuffer gelost. Die Lagerung erfolgte bei -20°C.

4.4.2 Dephosphorylierung von Proteinen

Das Anhéngen und Abspalten von Phosphatgruppen an Serin, Tyrosin und Threonin ist ein Vorgang
der sehr haufig stattfindet, um die Proteinaktivitat zu regulieren. Dabei katalysieren Proteinkinasen die
Phosphorylierung und Phosphatasen die Dephosphorylierung. Die Phosphorylierung veréndert die
Ladung eines Proteins, dessen IEP dadurch in den sauren pH-Bereich verschoben wird. In dieser
Arbeit wurden Proteine aus pravitellogenen Oozyten einer Dephosphorylierung unterzogen, um
anschlieRend die Verschiebung der IEPs in einem 2D-Gel (IEF) (4.4.5) nachzuweisen.

e Dephosphorylierungspuffer:
- 10 mM MgCl,

- 150 mM NaCl

- 100 mM Tris/HCI pH 8,8
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e Dephosphorylierungsansatz (30 pl):
- 35 mg préavitellogenes Ovar in 100 ul Dephosphorylierungspuffer
- 20 pl Calf Intestine Alkaline Phosphatase(CIAP) (1U/ul, Fermentas)

Zunachst wurde das pravitellogene Ovar mit einem Homogenisator in Dephosphorylierungspuffer
zerkleinert. Nach Zugabe der CIAP wurde der Ansatz fur eine Stunde bei 37°C unter Rotation
inkubiert. Im Anschluss wurde der Ansatz einer RNase-Behandlung unterzogen (4.4.3), bevor er fur
die 2D-Gelelektrophorese vorbereitet wurde.

4.4.3 RNase-Verdau von Oozytenextrakt

Ribonukleinpartikel (RNPs) bestehen aus RNA und Proteinen. Um die Proteine mit Hilfe einer 2D-
Gelelektrophorese auftrennen zu kdénnen, missen die Verbindungen innerhalb eines RNPs geldst
werden. Dies kann z.B. durch einen RNase Verdau ermdglicht werden. Hierzu wurde Oozytenextrakt
(4.5.3) bzw. dephosphoryliertes préavitellogenes Ovar (4.4.2) durch Zugabe von RNAse verdaut und
anschlieBend in Aceton gefallt (4.4.1.2).

¢ RNase Verdau-Ansatz (1ml):

- 30 pl Dephosphorylierungsansatz (siehe 4.4.2) bzw. Oozytenextrakt (4.5.3)
- 3 ul RNase (10 mg/ml, Sigma)

- auffullen auf 1 ml mit PBS (4.2.2)

Der Ansatz wurde vermischt, fiir eine Stunde bei Raumtemperatur auf einem Drehtisch inkubiert und
im Anschluss mit Acteon gefallt (4.4.1.2).

4.4.4 SDS-Polyacrylamid Gelelektrophorese (SDS-PAGE)

Proteingemische kénnen durch die SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese (SDS-PAGE) anhand ihrer
GroRRe aufgetrennt werden. Die Wanderungsgeschwindigkeit von Molekilen in einem elektrischen
Feld héngt dabei von drei Faktoren ab: von GroRRe, Form und elektrischer Ladung. Bei der SDS-PAGE
ist jedoch alleine die Masse fir die Wanderungsgeschwindigkeit ausschlaggebend. Durch die Zugabe
von Sodium-Dodecyl-Sulfat (SDS), einem stark anionischen Detergenz, werden oligomere Proteine in
ihre Untereinheiten unterteilt und dadurch denaturiert. An die entfalteten Peptid-Ketten binden SDS-
Molekule und verleihen ihnen eine stark negative Ladung. Zur vollstdndigen Denaturierung gibt man
auf3erdem Thiole (B-Mercaptoethanol) zu, um die Disulfidbriicken der Proteine zu spalten.

Bei der Probenvorbereitung wurde SDS im Uberschuss hinzugegeben und die Proteine auf 95°C
erhitzt, wodurch Sekundar- und Tertiarstrukturen zerstért wurden. Die denaturierten Proteingemische
wurden in einem diskontinuierlichen Gelsystem aufgetrennt, wobei sich das SDS-Polyacrylamidgel
aus dem Sammel- und dem Trenngel zusammensetzte. Die beiden Gele unterschieden sich in ihrer
Acrylamidkonzentration, sowie ihrem pH-Wert. Das Durchwandern des Sammelgels durch das
angelegte elektrische Feld bewirkte eine lokale und starke Fokussierung der Proteine, wohingegen die
Proteine im sich anschlieBenden Trenngel aufgrund ihrer molekularen Masse aufgetrennt wurden. Zur
Auftrennung der Proteinproben wurde das Gel- und Puffersystem nach Thomas und Kornberg
(Thomas and Kornberg, 1975) mit Acrylamidkonzentrationen von 12%-18% verwendet.

e LOsung A:

- 30% Acrylamid-Bis-Losung fiir das Trenngel:

- 30 g Acrylamid + 0,15 g Bis (N,N’-Methylendiacrylamid) auf 100 ml H,Opjgest.
e LOsung A’

- 30% Acrylamid-Bis-Losung fiir das Sammelgel (nach Laemmli, 1970):

- 30 g Acrylamid + 0,8 g Bis (N,N’-Methylendiacrylamid) auf 1200 ml H,Opjgest.
e Losung B: Trenngelpuffer (pH 8.8):

- 3 M Tris-HCI; pH 8.8

- 0,4% SDS
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e LoOsung C: Sammelgelpuffer (pH 6.8):

- 0,75 M Tris-HCI; pH 6.8

- 0,4% SDS

- 10% (w/v) APS (Ammoniumpersulfat) in H,Opigest.
e TEMED

e 0,5%ige Agarose-Ldsung

e Elektrophoresepuffer (pH 8.8):

- 50 mM Tris-HCI; pH 8.8

- 380 mM Glycin

- 0,1% (w/v) SDS

e 1-facher SDS-Probenpuffer nach Laemmli (1970), pH 6.8:
- 100 mM Tris-HCI; pH 6.8

- 10%(v/v) Glycerin

- 1% (w/v) SDS

- 5% (v/v) B-Mercaptoethanol

Proteine wurden durch Grof3- oder Minigelapparaturen der Firma Gibco Life Technologies (Muinchen)
bzw. durch eine Maxigelapparatur (Herstellung Uniwerkstatt) aufgetrennt. Daflr wurden zwei
Glasplatten, zwei Abstandshalter (Spacer) sowie ein Kamm bendétigt, die zunachst mit 70%igem
Ethanol gereinigt wurden. AnschlieRend wurden die Glasplatten mit seitlich eingesetzten Spacern mit
vier Klammern zusammengesetzt und unten und seitlich mit Tesafilm abgeklebt. Der Kamm wurde
eingesetzt, um die Giel3hohe fiir das Trenngel zu markieren. Das Trenngel wurde so weit gegossen,
dass zwischen Trenngel und unterem Ende des Kamms 1,0 cm Abstand eingehalten wurde. Der
Kamm wurde entfernt und die Unterseite und die Flanken mit 0,5%iger Agarose abgedichtet, indem
die flussige Agaroseldsung an den Seiten in den Aufbau pipettiert und der Boden etwa 5 mm hoch
ausgegossen wurde. Wéahrend die Agarose auspolymerisierte, wurde die Trenngel-Losung anhand
des Pipettierschemas (siehe Tabelle) angesetzt. APS und TEMED wurden zuletzt zugegeben und
Iosten die Polymerisation der Gelmatrix aus. Die Loésung wurde grindlich vermischt und bis knapp
Uber die Markierung in den Gelplatten-Aufbau gegossen. Das frisch gegossene Trenngel wurde
vorsichtig mit destilliertem Wasser Uberschichtet, um zum einen die Polymerisation unter
Luftausschluss zu beschleunigen und um zum andern eine gleichméafige Polymerisationsgrenze zu
erreichen. Nach etwa einer halben Stunde war die Gelldsung vollstandig auspolymerisiert und das
Sammelgel konnte gegossen werden. Zunachst wurde das Uberschichtete Wasser abgegossen und
anschlieBend die Sammelgel-Losung zusammenpipettiert und auf das Trenngel gegossen. Nach dem
GieRen wurde sofort der Kamm eingesetzt, wobei darauf geachtet wurde, dass sich keine Luftblasen
bildeten.

Nachdem das Sammelgel ausgehértet war, konnten der untere Spacer oder der Tesafiim entfernt
werden. In die untere Kammer der Elektrophorese-Apparatur wurde Elektrophoresepuffer eingefullt
und das Gel in die Kammer eingespannt, so dass die Unterseite des Gels im Laufpuffer eingetaucht
war. Eventuell vorhandene Luftblasen wurden anschlieBend mit Hilfe einer Spritze mit gebogener
Kantle entfernt. Dann wurde der Kamm vorsichtig aus dem Sammelgel gezogen und dabei eventuell
verschobene Taschenstege mit einem sauberen Spatel wieder aufgerichtet. Danach wurde der obere
Tank befllt. Die aufzutrennenden Proteinproben wurden in Probenpuffer aufgenommen und kurz vor
dem Beladen bei 95°C fir 5 Minuten aufgekocht und anschlieRend fir 1 Minute bei 10.000 g
abzentrifugiert. In eine Geltasche eines Minigels konnte ein maximales Probevolumen von 25 pl, 60 pl
in eine Geltasche eines Grol3gels und 100 pl in die eines Maxigels pipettiert werden. Zur
Molekulargewichtsbestimmung der aufgetrennten Proteinproben wurden jeweils 1 ul (Minigel) bzw. 3
pl (Grol3-/Maxigel) Referenzproteine (,High- und Low-Range®) (Bio-Rad, Miinchen) verwendet
(Abbildung 4.3). Zur Markierung der Lauffront wurde in die leeren Geltaschen 5 yl Bromphenolblau in
Probenpuffer aufgetragen. Die Elektrophorese erfolgte bei einem Minigel bei 40 mA fir etwa 90
Minuten; Gro3gele wurden Uber Nacht bei 17 mA, Maxigele bei 52 mA, gefahren.
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Die Elektrophorese wurde gestoppt, als die Bromphenolblaufront etwa 0,5 cm von der unteren
Gelkante entfernt war. Das Gel wurde aus den Platten genommen und an einer Ecke markiert, um das
Beladungsschema nachvollziehbar zu machen. Das Trenngel wurde mit einem Skalpell vom
Sammelgel getrennt und mit Coomassie® Brillant Blue (SERVA, Heidelberg) (4.4.6.1) gefarbt.

TRENNGEL
Minigel Grol3gel Maxigel
Loésung 12% 15% 18% 15% 18%
A 2,0ml 2,5 mi 3,0 mil 5 ml 48 ml
B 1,25 ml 1,25 ml 1,25 ml 2,5mi 20 ml
H,O 1,7 ml 1,2 mi 0,7 ml 2,4 ml 11,4 ml
APS 50 ul 50 ul 50 ul 400 pl 800 pl
TEMED 1,66 pl 1,66 pl 1,66 pl 13,3 ul 26,66 pl
SAMMELGEL
Loésung Minigel Grol3gel Maxigel
A’ 325 pl 650 pl 3,9 mi
C 625 ul 1,25 ml 7,5 ml
H,O 1,55 ml 3,1 mi 18,6 ml
APS 75 ul 150 pl 900 pl
TEMED 25u 5ul 30 ul
Myosin Ll 200 kD
B-galactosidase S 116
Phosphorylase B . sl 07
Serum albumin = — L
Ovalbumin S . 45
Carbonic anhydrase i 31
Trypsin inhibitor e 21
Lysozyme —— 14
High Range Low Range
Abbildung 4-2 Protein-Grolenmarker fur die SDS-PAGE: High- und Low-Range-Marker (BioRad)

4.45 Zweidimensionale Gelelektrophorese

Die zweidimensionale Gelelektrophorese wurde anhand der Methode von O’Farrell und Ivarie
(O'Farrell and Ivarie, 1979) durchgefiihrt. Die Proteine werden dabei ohne vorherige Denaturierung in
der ersten Dimension durch einen pH-Gradienten nach ihrer Nettoeigenladung aufgetrennt. Im
Anschluss erfolgt in der zweiten Dimension die Auftrennung der Proteine nach ihrem
Molekulargewicht unter denaturierenden Bedingungen.
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4.45.1 Erste Dimension der isoelektrischen Fokussierung (IEF)

Bei der isoelektrischen Fokussierung baut sich ein ganz genau definierter pH-Gradient auf, in dem
sich die Proteine, entsprechend ihres isolelektrischen Punktes, anordnen kénnen.

e Lysispuffer:

- 9,5 M Harnstoff

- 2% Nonidet P40

- 5% B-Mercaptoethanol

- 0,8% Ampholine pH 4-6

- 0,8% Ampholine pH 5-7

- 0,4% Ampholine pH 2-11

¢ Uberschichtungspuffer:

- 6M Harnstoff

- 0,4% Ampholine pH 4-6

- 0,4% Ampholine pH 5-7

- 0,2% Ampholine pH 2-11

o 30% Acrylamid-Bis-Ldsung:

- 28,38 g Acrylamid

- 1,62 g Bis (N,N’-Methylendiacrylamid) auf 100 ml H,Opjges.
e 10% Nonidet P40:

- 10 g Nonidet P40 auf 100 ml H,Opjgest.
e Kathoden-Puffer:

- 10 mM H3PO4

e Anoden-Puffer:

- 20 mM NaOH

e  SDS-Probenpuffer (fur 2. Dimension):
- 60 mM Tris-HCI, pH 6.8

- 10% Glycerin

- 5% B-Mercaptoethanol

- 2% SDS

4.45.1.1 Silikonisierung der Glasréhrchen

Die Glasrohrchen (Innendurchmesser: 2 mm) wurden in einen Messzylinder mit Silikonisierungslésung
(Serva) Uberschichtet. Die Lésung konnte sofort wieder entfernt und die Rohrchen in einem
Heizschrank fur eine Stunde bei 80°C getrocknet werden. Nach dem Abklhlen der silikonisierten
Glasrohrchen wurden die Rundgele der ersten Dimension gegossen. Vor dem Einfillen der
Gelmischung wurden die R6hrchen am unteren Ende mit mehreren Lagen Parafilm abgedichtet.

4.4.5.1.2 Rundgele

Bevor Ampholine, APS und TEMED zugegeben werden konnten, musste der Harnstoff vollstandig
geldst sein. Die Gellésung wurde mit einer langen Pasteur-Pipette luftblasenfrei bis zu einer H6he von
etwa 12 Zentimetern in die silikonisierten Glasréhrchen eingefillt. AnschlieRend wurde die Gellésung
mit H,Ouigest. VOrsichtig Uberschichtet, um eine gleichmafiige Polymerisation der Geloberflache zu
ermoglichen. Die Gele wurden entweder am Vortag gegossen und Uber Nacht bei 4°C
auspolymerisiert, am gleichen Tag vorbereitet und fir 2 Stunden bei Raumtemperatur
auspolymerisiert. Danach wurde die Geloberflache griindlich mit H,Opiges;. gespult, der Parafilm
entfernt und das untere Ende der Réhrchen mit Gaze-Stoff iberzogen, um ein Herausgleiten der Gele
wahrend der Elektrophorese zu verhindern.
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e Menge fiir ca. 10 Gele:

- 5,5 g Harnstoff

- 1,33 ml 30%ige Acrylamid-Bis - Losung
- 2 ml 10%ige Nonidet NP 40 - Lésung

- 2 ml HyOpigest.

- 0,2 ml Ampholine pH 4-6

- 0,2 ml Ampholine pH 5-7

- 0,2 ml Ampholine pH 2-11

- 25ul10% APS

- 15yl TEMED

Die Roéhrchen wurden nach der Polymerisation in eine Elektrophoresekammer eingesetzt. Die untere
Kammer wurde mit 10mM H3PO,4-Lésung, die obere mit 20 mM NaOH-L6sung gefiillt.

4.4.5.1.3 Vorelektrophorese

Zur Einstellung des pH-Gradienten im Gel wurde eine Vorelektrophorese durchgefiihrt. Dazu wurden
die Rundgele mit 20ul Lysispuffer beladen und mit 20ul Uberschichtungspuffer iiberschichtet. Danach
wurden die Réhrchen, ebenso wie die obere Elektrophoresekammer, bis zum oberen Rand mit 20 mM
NaOH-Loésung aufgefillt. Die Vorelektrophorese wurde anhand des folgenden Protokolls durchgefiihrt:

e Elektrophoresebedingungen:
- obere Kammer: Kathode (-)
- untere Kammer: Anode (+)

e 30 min bei 200 V

e 30 min bei 300 V

e 60 min bei 400 V

Im Anschluss wurde der Kathodenpuffer abgesaugt, die Pufferldésungen von den Rundgelen
abgezogen, und die Oberflache der Rundgele mit H,Oypigest. gesplilt.

4.4.5.1.4 Vorbereitung der Proben

Die aufzutrennenden Proteine wurden durch Zugabe von 9 Volumenanteilen Aceton bei -20°C fir
mindestens 3 Stunden oder Uber Nacht ausgefallt. Die prazipitierten Proteine wurden fir 10 Minuten
bei 5.000 xg zentrifugiert. Das getrocknete Sediment wurde in 30-60 pl Lysispuffer geldst und die
Probe auf das Rundgel aufgetragen. Die Probe wurde dann mit 20ul Uberschichtungspuffer
Uberschichtet und die Roéhrchen wurden mit 20 mM NaOH-Lésung bis zum oberen Rand gefuillt.
Parallel wurde, fir die spatere pH-Messung, ein Rundgel ohne Proben, nur mit Lysispuffer bzw.
Uberschichtungspuffer, beladen.

e Elektrophoresebedingungen:
- obere Kammer: Kathode (-)
- untere Kammer: Anode (+)

e 16-18 Stunden bei 400 V

Die Rundgele wurden mit einer Wasser-gefillten Spritze mit einem aufgesteckten Silikonschlauch
vorsichtig aus dem Glasréhrchen herausgepresst. Anschlie3end wurden die Gele fir 20 Minuten in
SDS-Probenpuffer (fiir die zweite Dimension) &aquilibriert. Danach wurde der SDS-Probenpuffer
abgesaugt und die Rundgele entweder sofort auf die Flachgele der zweiten Dimension aufgetragen,
oder bei -20°C fur mehrere Wochen aufbewabhrt.
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4.45.1.5 Bestimmung des pH-Gradienten im Rundgel

Zur Bestimmung des pH-Gradienten in einem Rundgel wurde ein separat aufgetrenntes Gel der ersten
Dimension in 5 mm lange Stlicke unterteilt. Diese wurden einzeln in mit 3 ml H,Opiges;. gefillite 15 ml-
Roéhrchen Uberfuhrt und Gber Nacht bei 4°C gelagert. Am nachsten Tag wurden die Réhrchen
grundlich geschiittelt, auf Raumtemperatur erwarmt und der pH-Wert jeder Probe bestimmt.

4.45.2 Zweite Dimension: SDS-PAGE

Die Flachgele wurden, wie unter 4.4.4 beschrieben, gegossen, ohne jedoch einen Kamm in das
Sammelgel einzusetzen. Die aquilibrierten Rundgele der ersten Dimension wurden gleichm&Rig
gestreckt auf die Oberflache der Sammelgele gelegt und mit flissiger 1% Agarose-Lésung in SDS-
Probenpuffer fiir die zweite Dimension eingegossen, so dass eine durchgehende Verbindung
zwischen Rund- und Sammelgel hergestellt wurde. In einen fliissigen Agarosetropfen (1% Agarose in
SDS-Probenpuffer) wurden jeweils 5 ul der Protein-Gré3enstandards (Abbildung 4-2) pipettiert und
nach dem Festwerden an eine Seite des Gels angefugt. Ein Gel wurde Uber Nacht 16-18 Stunden bei
11-17 mA laufen gelassen. Nach der Elektrophorese wurden die Flachgele geblottet oder angefarbt
(4.4.8 oder 4.4.6).

4.45.3 Erste Dimension: NEPHGE

Die Nichtgleichgewichts-pH Gradienten-Gelelektrophorese (NEPHGE) wird hauptsachlich zur
Auftrennung basischer Proteine eingesetzt. Die Proteine migrieren bei dieser Technik nicht bis zu
ihrem isoelektrischen Punkt (IEP), da der pH-Gradient bei langeren Laufzeiten im alkalischen Bereich
instabil wird und die Elektrophorese deswegen vor dem Erreichen des Gleichgewichtszustands
beendet werden muss. Die Proteine wandern von der Anode (+) zur Kathode (-), wobei der
Kathodenpuffer alkalisch ist. Die Dauer der Elektrophorese richtet sich nach der Ladung der
aufzutrennenden Proteine. Bei stark basischen Proteinen muss daher die Laufzeit entsprechend
verkurzt werden.

e Lysispuffer 1:

- 9,5 M Harnstoff

- 0,5% SDS

- 5% B-Mercaptoethanol

- 2% Ampholine; pH 2 - 11

e Lysispuffer 2:

- 9,5 M Harnstoff

- 5%(w/w) Nonidet P40

- 5% B-Mercaptoethanol

- 2% Ampholine; pH 2 - 11

¢ Uberschichtungslosung: 6 M
- 6M Harnstoff

- 5%(w/w) Nonidet P40

- 1% Ampholine; pH 2 - 11

e 30% Acrylamid-Bis-Ldsung:
- 28,38 g Acrylamid

- 1,62 g Bis (N,N’-Methylendiacrylamid) auf 100 mL H2Obidest.
e 10% Nonidet P40:

- 10 g Nonidet P40 auf 100 mL H,Op;gest.
e Anoden-Puffer:

- 10 mM H3PO4

¢ Kathoden-Puffer:

- 20 mM NaOH
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e  SDS-Probenpuffer (fir 2. Dimension):
- 60 mM Tris-HCI, pH 6.8

- 10% Glycerin

- 5% B-Mercaptoethanol

- 2% SDS

Die Lysispuffer 1 und 2 sowie die Uberschichtungslésung wurde aliquotiert und bei -20°C gelagert.
Alle Gbrigen Losungen wurden vor Gebrauch frisch angesetzt.

4.4.5.3.1 Silikonisierung der Glasrohrchen

Die Rohrchen wurden wie unter 4.4.5.1.1 beschrieben silikonisiert.

4.4.5.3.2 Vorbereitung der Proben

Die aufzutrennende Proteinprobe wurde in Probenpuffer nach Laemmli (4.4.4) aufgenommen und
durch 5-mindtiges Erhitzen auf 95°C geldst. Nachdem die Lésung abgekihlt war, wurden die Proteine
durch Zugabe von 9 Volumenanteilen Aceton bei -20°C fir mindestens 3 Stunden oder Uber Nacht
ausgefallt. Die prazipitierten Proteine wurden fur 10 Minuten bei 1.000 xg abzentrifugiert und zweimal
mit 90%igem Aceton gewaschen. Das getrocknete Sediment wurde in 30 pl Lysispuffer 1 geldst. Nach
Zugabe von 30 pl Lysispuffer 2 wurden unldsliche Bestandteile abzentrifugiert und die Probe auf das
Rundgel aufgetragen. Die aufgetragene Probe wurde mit 20 ul Uberschichtungslésung tiberschichtet
und das Rohrchen bis zum oberen Rand mit Anodenpuffer (10 mM H3PQO,) aufgefillt. Als Farbmarker
fur stark basische Proteine wurde Cytochrom C (IEP > 11) auf ein separates Rundgel geladen.

e Elektrophorese-Bedingungen:
- Obere Kammer: Anode (+)

- Untere Kammer: Kathode (-)
e Bei konstanter Spannung:

- 15 min 200 V

- 30 min 300V

- 90 min 400V

Die Elektrophorese wurde gestoppt, wenn das Cytochrom C noch etwa 2 Zentimeter vom Gel-Ende
entfernt war. Die Rundgele wurden mit einer Wasser-gefullten Spritze mit einem aufgesteckten
Silikonschlauch vorsichtig aus dem Glasrohrchen herausgepresst. Anschliel3end wurden die Gele fir
20 Minuten in SDS-Probenpuffer (fur die zweite Dimension) &quilibriert. Danach wurde der SDS-
Probenpuffer abgesaugt und die Rundgele entweder sofort auf die Flachgele der 2. Dimension
aufgetragen. Alternativ dazu konnten die Rundgele bei -20°C fur mehrere Wochen aufbewahrt
werden.

Im Anschluss wurde die 2. Dimension der 2D-Gelelektrophorese durchgefihrt (4.4.5.2) und der pH-
Gradient im Rundgel bestimmt (4.4.5.1.5).

4.4.6 Farbung von SDS-Gelen

4.4.6.1 Coomassie-Farbung

¢ Coomassie-Farbeldsung:

- 0,25% (w/v) Brillant Blue R250 (Roth)

- 40% (v/v) Methanol

- 8% (v/v) Essigsaure

- nach dem Ansetzen der Losung filtrieren!
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o Entfarbelésung:
- 25% (v/v) Methanol
- 10% (v/v) Essigséaure

Coomassie farbt unspezifisch alle Proteine, indem es sich an aromatische und basische Seitenketten
anlagert. Fur die Coomassie-Farbung wurde das Gel 60 Minuten in der Farbeldsung sanft geschiittelt
und anschlie@end dber Nacht in Entfarber gelegt. Durch Zugabe eines gefalteten weilen
Papiertuches konnte die Entfarbung beschleunigt werden und ein Austausch der Entfarbelésung
wurde Uberflissig. Das geféarbte Gel wurde auf einem Leuchtschirm betrachtet oder eingescannt.

4.4.6.2 Silberfarbung

Zunéachst wurden die Gele wie unter 4.4.6.1 beschrieben mit Coomassie gefarbt und entfarbt, wodurch
sie fixiert wurden. AulRerdem wurde die Hintergrundfarbung im Folgenden deutlich reduziert.

e Fixierlésung (ausreichend fur 2 Minigele bzw. 1 GroR3gel):
- 3,89 Na,B,0,x10 H,O

- 8 ml 25%iges Glutaraldehyd

- 192 ml HzOpigest.

e Farbelésung (frisch ansetzen):

- 184 ml HyOpjgest.

- 3,7ml 1M NaOH

- 3,9 ml NH,OH

- 20% AgNO3 (1,55 g in 8 ml H,O)

- langsam unter Riihren zugeben;

e Reduktionslosung:

- 20 ml EtOH p.a.

- 1,2 ml 1%ige Zitronensaure (frisch ansetzen!)
- 40 yl 37% Formaldehyd

- auf 200 ml mit H,Opjges:. auffiillen

e 5%ige Essigsaure

Zunachst wurden die Gele grindlich mit H,Opigest. gewaschen worauf eine 15-minltige Inkubation in
Fixierungslosung erfolgte. AnschlieRend wurde das fixierte Gel erneut fir 20 Minuten mit H,Opigest.
gewaschen. Durch die darauf folgende 20-minltige Inkubation mit der Farbelésung wurde das Gel mit
den Silberionen getrankt. Uberschiissige Silberionen wurden durch anschlieRendes Waschen in
H,Opidest. €ntfernt. Nach dem Waschen erfolgte der eigentliche Farbeschritt. Nach Zugabe von 200 mli
Reduktionslésung und kurzem Schwenken entstand ein rotbrauner Niederschlag aus Silbercarbonat,
der aus reduziertem Silber besteht. Nach etwa 30 Sekunden farbte sich der Hintergrund des Gels
gelblich und die Proteinbanden erschienen hellbraun. Nach etwa 3 — 5 Minuten wurde die Reaktion
durch 5%ige Essigsaure gestoppt und danach durch H,Oyigest. €rsetzt. Dieser Waschvorgang wurde
mehrmals wiederholt. Nach Abschluss der Farbereaktion konnten die Gele im Durchlicht betrachtet
oder direkt eingescannt werden.

4.4.7 Trocknen von SDS-Gelen

Die gefarbten SDS-Gele wurden getrocknet, um sie fir einen langeren Zeitraum aufbewahren zu
kénnen. Das entfarbte Gel wurde zwischen zwei nasse Zellophan-Folien gepackt und in einen
Plexiglasrahmen gespannt und 48 Stunden bei Raumtemperatur getrocknet. Nach dem
Trocknungsprozess wurde das Gel entnommen und bei Bedarf zwischen zwei Glasplatten geglattet.
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4.4.8 Westernblot

Nach der Auftrennung der Proteingemische durch die SDS-PAGE (4.4.4) konnten die Polypeptide
elektrophoretisch auf eine Nitrozellulose-Membran (Towbin et al., 1979) transferiert und dadurch
immobilisiert werden.

o  Westerblot-Puffer 1:

- 25 mM Tris-HCI

- 20% (v/v) Methanol

- pH einstellen auf 10,4

o  Westerblot-Puffer 2:

- 300 mM Essigsaure

- 20% (v/v) Methanol

- pH einstellen auf 10,4

o Westerblot-Puffer 3:

- 25 mM Tris-HCI

- 40 mM DL-Norleucin

- 20% (v/v) Methanol

- pH einstellen auf 9,4

e TBST (pH 8.0):

- 10 mM Tris-HCI, pH 8,0

- 150 mM NaCl

- 0,05 % (w/v) Tween® 20

e Absattigungslosung:

- 10 % (w/v) Magermilchpulver in TBST
- pH einstellen auf 7,4

e Ponceau S Gebrauchsfertige 0,2%ige Losung (Serva)
e ECL-L6sungen 1 und 2 (Amersham Pharmacia Biotech)

Nach der SDS-PAGE wurde das Gel aus der Kammer genommen und das Sammelgel mit einem
Skalpell vom Trenngel entfernt. Zur Markierung wurde eine Ecke des Trenngels entfernt.
AnschlieRend wurde das Gel fur 15 Minuten im Westernblot-Puffer 3 aquilibriert. Wahrend dieser Zeit
wurden die Nitrozellulose-Membran und die Whatman-Filter auf die Gelgré3e zugeschnitten. Danach
wurde der Westernblot (Abbildung 4-3) aufgebaut. Der Transfer erfolgte mit einer Glaskohlenstoff-
Elektroden-Blottingkammer (Fa. Cti GmbH). Jeweils drei Whatman-Filter wurden kurz in den
jeweiligen Westernblot-Puffern eingeweicht, bevor sie in der Blottingkammer Ubereinander geschichtet
wurden. Um Luftblasen-Bildungen zu vermeiden, wurden die Whatman-Filter mit einem
Zentrifugenréhrchen mit sanftem Druck gewalzt. Luftblasen unter dem Gel wurden vorsichtig mit
befeuchteten Fingern heraus gestrichen, die Nitrozellulose-Membran wurde nur aufgelegt. Im
Anschluss wurde die Kathodenplatte aufgesetzt und die Kammer an eine Stromquelle angeschlossen.
Der elektrophoretische Transfer erfolgte bei einer konstanten Stromstarke von 0,8 mA/cm fir 1,5
Stunden. Danach wurde der Blot abgebaut und die transferierten Proteine mit Ponceau S auf der
Nitrozellulose-Membran nachgewiesen. Dazu wurde der Blot in einer Glasschale mit etwa einem
Zentimeter Ponceau S Uberschichtet und fur 5 Minuten unter leichtem Schwenken inkubiert.
Anschlielend wurde die Membran mit H,Ouges entfarbt. Zur Absattigung unspezifischer
Bindungsstellen wurde die Membran entweder Uber Nacht bei 4°C oder fir eine Stunde bei
Raumtemperatur mit 10% (w/v) Magermilch in TBST, pH 7.4 inkubiert. Danach konnten die
immobilisierten Proteine durch spezifische Antigen-Antikdrper-Reaktionen und mit Hilfe von
enzymgekoppelten Sekundarantikérpern nachgewiesen werden.
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Abbildung 4-3 Schematischer Aufbau eines Westernblots

4.4.9 Spezifischer Proteinnachweis mit Antikorpern

Der in Milch abgesattigte Blot wurde 1-2 Stunden mit dem in Abséattigungslosung bzw. TBST
verdinnten Antikérper bei RT inkubiert. Die Verdiinnung war abhangig vom verwendeten Antikdrper
(Kapitel 3). Nach der Antikérperinkubation wurde der Blot 3x10 Minuten mit TBST gewaschen. Die
Sekundérantikdrperinkubation erfolgte fir eine Stunde bei Raumtemperatur (Verdiinnung Kapitel 3) in
der Regel in Milch. Anschlielend wurde erneut 3x10 Minuten in TBST gewaschen. Die Detektion
erfolgte anschliRend mit ECL (4.4.10).

4.4.10 Enhanced Chemi-Luminescence (ECL)

Fir eine Detektion Uber ECL musste ein Sekundarantikdrper verwendet werden, der an Peroxidase
gekoppelt war. Die ECL-Reaktion wurde im Anschluss an die oben beschriebenen Waschschritte
durchgefiihrt. Daftir wurden die beiden ECL-Losungen (Amersham Pharmacia Biotech) im Verhaltnis
1:1 gemischt, der Blot damit benetzt und 1-3 min inkubiert. Durch die Peroxidase wird die ECL-L&sung
S0 umgesetzt, dass Licht in Form chemischer Lumineszenz emittiert wird. Danach wurde die Lésung
abgetropft und der Blot faltenfrei in Frischhaltefolie eingeschlagen. AnschlieRend wurde mit dem Blot
ein Rontgenfilm (Agfa) belichtet. Die Expositionsdauer lag je nach Signal zwischen 1 Sekunde und
Uber Nacht. Der Rontgenfilm wurde 1-3 min im Entwicklerbad inkubiert und dann nach kurzem Spulen
mit Wasser fixiert. Zum Schluss wurde der Film noch grundlich mit Wasser gespult und getrocknet.
Zur Dokumentation wurden die Filme eingescannt und mit Adobe Photoshop bearbeitet.

4.4.11 Entfernung gebundener Antikdrper (Strippen)

e  Stripppuffer (50 ml):

- 100 mM Tris-HCI, pH 6.7
- 2% (w/v) SDS

- 390 pl p-Mercaptoethanol
e TBST (siehe 4.4.8)

Um eine Nitrozellulose-Membran fir eine weitere Antikérperinkubation verwenden zu kdnnen, missen
zunachst die gebundenen Antikérper entfernt werden. Die Antigen-Antikdrper-Bindung kann durch
Zugabe von reduzierenden Reagenzien oder einem saurem pH-Wert bei mittlerer Hitze geldst werden.
Der Blot wurde zunéchst grundlich mit TBST gewaschen und dann fir exakt eine halbe Stunde bei
50°C in Strippingpuffer unter leichter Bewegung inkubiert. Anschlielend wurde die Membran in einem
grof3en Volumen TBST fir dreimal 10 Minuten gewaschen. Danach konnte der Blot erneut abgeséttigt
und mit einem anderen Primarantikérper inkubiert werden.
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4.4.12 Proteine mit His-tag

4.4.12.1 Herstellung eines Proteins mit C-terminalem Histidin-tag

Um Histidin-Fusionsproteine herstellen zu kénnen, wurde zunachst der entsprechende kodierenden
DNA-Abschnitt unter Berlicksichtigung des Leserasters in den Expressionsvektor pQC-6xHis
einkloniert und in Bakterien transformiert. Bei der Expression dieses Konstrukts entsteht ein Protein,
das am Carboxyterminus sechs Histidinreste tragt. Durch diese spezifische Aminosaurenabfolge ist es
moglich, das Fusionsprotein tber Ni-NTA-Agarosekigelchen aufzureinigen. Fir die Expression eines
Proteins mit Histidin-Anhang (,Tag") wurde der Bakterienstamm M15 verwendet (siehe Kapitel 3).

e | B-Selektionsmedium (siehe 4.1.1)
e |PTG (Isopropyl-B-D-Thiogalactopyranosid; SL: 1M in HoOpigest)

Eine Flissigkultur wurde mit einer Ubernachtkultur (4.1.1.2) angeimpft und bei 37°C und 200 rpm
kultiviert. Nach dem die Bakterienkultur eine Zelldichte von OD600 = 0,5 — 0,8 erreicht hatte, wurden
die Expression des Fusionsproteins durch die Zugabe von IPTG (Endkonzentration = 1 mM) in den
Zellen induziert. Die Induktion dauerte 1,5-4 Stunden. Zur Kontrolle der Proteinexpression wurde kurz
vor der IPTG-Induktion ein definiertes Volumen aus der Expressionskultur enthnommen und ebenfalls
fur vier Stunden bei denselben Bedingungen weiter kultiviert. Die nicht-induzierte Probe diente als
Kontrolle, ob das Fusionsprotein nach der Induktion von den Bakterienzellen im gewlnschten Maf3
exprimiert wurde. Beide Kulturen wurden anschlief3end fir 10 Minuten bei 5.000 xg zentrifugiert. Die
Bakteriensedimente konnten entweder direkt fur die Aufreinigung verwendet oder fur einen langeren
Zeitraum bei -20°C gelagert werden.

4.4.12.2 Denaturierende Aufreinigung des Proteins mit C-terminalem Histidin-tag

Als Protokoll fir die His-Tag Reinigung diente das Ni-NTA Spin Handbook (Qiagen). Die Reinigung
beruht darauf, dass die positiven Ladungen von sechs aufeinanderfolgenden Histidinen bei pH 8.0 an
Ni-NT Agarose (Qiagen) binden und bei einem pH von 5,9 bzw. 4,5 eluiert werden kénnen, nachdem
andere Zellbestandteile weggewaschen wurden. Da nur schwerldsliche Proteine aufgereinigt wurden,
wurde immer die Reinigung unter denaturierenden Bedingungen durchgeftihrt.

e PufferB - E:

- 8 M Harnstoff

- 0,1 M NaH,PO,

- 10 mM Tris/HCI

o Puffer B pH 8,0

e Puffer C pH 6,3

e PufferDpH5,9

e Puffer E pH 4,5

e Neutralisationspuffer (pH 9,5)
- 1M Tris/HCI

Die induzierten Bakterienpellets wurden in 5 ml Puffer B pro Gramm Pellet resuspendiert und Uber
Nacht bei 4°C unter Drehen inkubiert. Das Lysat wurde auf Eis sonifiziert (Einstellung 7: Mikro/Mini-
Tip; finf mal kurz) und dann bei 10.000 xg (Sorvall Zentrifuge, HB-6 Rotor) und 4°C zentrifugiert. Der
Uberstand wurde auf die vorbereitete Saule gegeben (~1 ml Ni-NT Agarose pro 200 ml Flussigkultur;
mit Puffer B equilibriert). Der Durchlauf wurde aufbewahrt und die S&ule wurde daraufhin mit dem
5fachen Saulenvolumen Puffer B und Puffer C gewaschen und anschlieend dreimal mit 1 ml Puffer D
und funfmal mit 1 ml Puffer E eluiert. Zu jedem Aliquot wurde 1/10 Volumen Neutralisationspuffer
zugegeben bzw. vorgelegt. Das Eluat wurde in kleine Aliquots a 500 pl aufgefangen. Die
aufgereinigten Proteine konnten im neutralisierten Puffer E fir mehrere Tage bei 4°C oder Uber einen
langeren Zeitraum bei -20°C gelagert werden, ohne dass Degradationserscheinungen auftraten. Uber
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eine Western Blot-Analyse (4.4.8) wurde Uberprift, in welchen Elutionsfraktionen sich die Proteine
befanden. Zum weiteren Gebrauch konnten die Elutionsfraktionen direkt eingesetzt werden, oder sie
wurden gegen den entsprechenden Puffer dialysiert (4.4.14).

4.4.13 Bestimmung der Proteinkonzentration durch eine BSA-Reihe

Um die ungeféhre Konzentration eines gereinigten und dialysierten Proteins oder eines Antikorpers zu
bestimmen, wurden unterschiedliche Volumina der zu bestimmenden Proteinldsung im SDS-Gel mit
BSA-Standards (bovines Serumalbumin) verglichen.

4.4.14 Renaturierung aufgereinigter Proteine

Durch die Dialyse kénnen Proteine ihre natirliche Faltung wieder annehmen, wenn der Harnstoff
sukzessive aus dem Puffer entfernt wird. Durch langsames Absenken der Harnstoffkonzentration im
den Dialyseschlauch umgebenden Medium, stromt der Harnstoff aufgrund des osmotischen
Gradienten durch die Membran nach auf3en. Der Dialyseschlauch wurde mit HyOpiges. griindlich
durchgespilt und an einem Ende mit Dialyseklammern verschlossen. AnschlieRend wurde die
Proteinldsung eingefullt und der Schlauch mit einer weiteren Klammer verschlossen. AnschlieRend
erfolgte die renaturierende Dialyse unter standigem Ruhren.

¢ Dialyselésungen (jeweils 1 I):

- 1 hbei RT 6 M Harnstoff/1-fach PBS
- 1 hbei RT 4 M Harnstoff/1-fach PBS
- 1 hbei 4°C 3 M Harnstoff/1-fach PBS
- 1 hbei4°C 2 M Harnstoff/1-fach PBS
- 1 hbei4°C 1 M Harnstoff/1-fach

- 1hbei4°C 1-fach PBS

- UN bei 4°C 1-fach PBS

4.5 Arbeiten mit Xenopus laevis

4.5.1 Operative Entnahme von Ovar

e Anéasthesierungsmedium MS 222:
- 0,2 % (w/v) (3-Aminobenzoesaureethylestermethansulfonat)
- in Leitungswasser [6sen und bei 4°C lagern
¢ Modified Barth-Medium (MBS):
- 90 mM NacCl
- 10 mM HEPES
- 2mM NaHCOs
- 1 mMKCI
0,8 mM MgSOs=
0,4 mM CaClz
0,3 mM Ca(NOs)2 x 4 H,O
> Zugabe von eine Spatelspitze Phenolrot
> pH 7.6 mit NaOH einstellen

Fur die Praparation von Oozyten wurden Xenopus laevis Weibchen fiir 20 Minuten in MS222 betéaubt.
Nachdem die Tiere vollstandig narkotisiert waren, wurden sie mit dem Ricken auf Eis gelegt, um
zusatzlich den Kreislauf zu verlangsamen. Mit einem Einschnitt von einem Zentimeter wurde die
Bauchhohle gedffnet. Durch diese Offnung wurden Teile des Ovars entnommen und in MBS uberfiihrt.
Die Wunde wurde zugenaht und die Frosche konnten nach dem Aufwachen zuriick in ein
Zuchtbecken gegeben werden. Die Oozyten konnten bis zur weiteren Verwendung hdchstens 48
Stunden bei 16 °C in MBS aufbewahrt werden.
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4.5.2 Operative Entnahme von Hoden und Geweben

e Anésthesierungsmedium MS 222:

- 0,2 % (w/v) (3-Aminobenzoesaure-ethylestermethansulfonat)
- in Leitungswasser I6sen und bei 4°C lagern

o Aufbewahrungs-Medien:

- (A): PBS (siehe 4.2.2)

- (B): RNAlater® solution (Ambion)

Geschlechtsreife  Xenopus laevis Mannchen wurden fiir mindestens 20 Minuten in
Anasthesierungsmedium MS222 betaubt und anschlieend auf Eis gelegt. Die enthommenen Hoden
bzw. Gewebeproben wurden sofort in Aufbewahrungs-Medium tberfiihrt. In PBS konnten sie maximal
48 Stunden bei 4°C, in RNAlater® konnten sie dagegen fur Monate bei -20°C gelagert werden.

4.5.3 Herstellung eines Oozytenextrakts

Entsprechende Mengen von verschiedenen Oozytenstadien (ausgehend von vier Oozyten Stadium 6)
wurden mit einem Eppendorf-Teflon-Homogenisator in MBS (siehe 4.5.1) oder PBS (4.2.2)
homogenisiert. AnschlieRend wurde die Ldsung bei 5000 xg fur funf Minuten zentrifugiert, um
unlosliches Material zu pelettieren. Der Uberstand wurde in ein frisches EppendorfgefaR? tberfiihrt und
konnte flr Folgeversuche verwendet oder geféllt (4.4.1) werden.

4.5.4 Stimulierung der Eireifung

e HCG (Humanes Choriongonadotropin):

- 2 U/l (Sigma)

- lyophilisiertes Hormon in 5 ml sterilem H2Opidest. I0SeN
o 1-fach MMR (Marc’s Modified Ringer) (pH 7.8):

- 100 mM NacCl

- 15 mM HEPES

- 2mMKCI

- 2mM CaCl2

- 1mM MgCI2

- pH einstellen auf 7.8

Geschlechtsreife  Xenopus laevis Weibchen kénnen durch Injektion des menschlichen
Schwangerschaftshormon HCG (humanes Choriongonadotropin) zur Eireifung und Ablaichen
stimuliert werden. Abhangig von der Koérpergrol3e, wurden den Tieren 300 bis 800 Einheiten des
Hormons gespritzt. Nach 12 Stunden beginnt das stimulierte Weibchen mit der Eiablage, die durch
sanftes Massieren des Hinterleibs gefordert werden kann. Die Eier wurden direkt in 1-fachem MMR in
eine 150-mm-Kukturschale abgelaicht. Injizierte Tiere konnten nach einer 3-monatigen Ruhephase
erneut stimuliert werden.

455 In vitro Fertilisation

e 1l-fach MMR: (4.5.4)

e 0,1-fach MMR: 1:10 Verdinnung von 1-fach MMR
e Cystein-Loésung (pH 7.8):

- 2% (w/v) Cystein-HCI

- in 0,1-fach MMR l6sen

- pH einstellen auf 7.8

Die frisch gelaichten Froscheier wurden zunachst mit 1-fachem MMR grindlich gewaschen.
AnschlieRend wurde die Salzlésung vollstandig entfernt. Der Hoden wurde mit einem sauberen
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Skalpell in Langsrichtung aufgeschnitten und mit einer Pinzette vorsichtig Uber die Eier gestrichen.
Nach 5 Minuten wurden die befruchteten Eier mit 0,1-fachem MMR Uberschichtet. 15 Minuten spater
drehen sich die befruchteten Eier mit der pigmentierten animale Seite nach oben. Eine erfolgreiche
Befruchtung konnte durch das Verschwinden des hellen Chromosomenflecks am animalen Pol nach
etwa einer halben Stunde beobachtet werden. 45 Minuten nach der Befruchtung wurde die
Gallerthillle chemisch entfernt. Das 0,1-fache MMR wurde durch die Cystein-Lésung (pH 7.8) ersetzt
und etwa 5 Minuten einwirken lassen. Das Cystein drangt sich in die Disulfid-Briicken der
Gallertproteine, wodurch diese voneinander getrennt werden. Unter der Stereolupe wurde das
Aufldsen der Gallerthille standig kontrolliert, da ein zu langes Einwirken der Cystein-Losung ebenfalls
die Embryonenproteine negativ beeintréchtigen kann.

4.5.6 Embryonenhaltung und Isolation

¢ 0,1-fach MMR: (4.5.4)

e Aktivkohle-Agarschalen (1 I):

- 20 g Aktivkohle

- 20 g Agar-Agar

- aufkochen und auf 50°C abkihlen lassen
- 5 g Sulfodiazin

Nach Entfernung der Gallerthille wurden die Embryonen in Aktivkohle-Agarschalen tberfiihrt, die mit
0,1-fachem MMR gefillt waren. Aktivkohle und das Antibiotikum Sulfodiazin erhéhen dir
Uberlebensrate der Embryonen. Die Entwicklung fand bei ca. 23°C statt. Die erreichten
Entwicklungsstadien wurden anhand der Normentafel nach Nieuwkoop und Faber (Nieuwkoop and
Faber, 1975) bestimmt.

4.5.7 Manuelle Isolierung von Oozyten

Oozyten konnten manuell, mit Hilfe von Uhrmacherpinzetten, defollikuliert werden. Dabei wurden die
Follikelzellmembran und die Vitelinmembran entfernt. Ovarstiicke von ca. 30 Oozyten wurden dafir in
Petrischalchen geflllt mit MBS Uberfihrt, wobei defollikulierte Oozyten in frischem Medium fur einige
Stunden bei Raumtemperatur gelagert werden konnten. In dieser Arbeit wurden Oozyten der Stadien
[1-VI manuell defollikuliert und fiir RT-PCR-Experimente verwendet (4.3.1). Stadium | Oozyten konnten
nicht manuell defollikuliert werden und wurden durch Collagenase-Verdau (4.5.8) vereinzelt.

4.5.8 Isolierung von Oozyten durch Collagenase-Verdau

e Collagenase-Ldsung:
- 0,2% Collagenase Typ IA aus Clostridium histolyticum (Sigma)
- MBS (45.1)

Oozyten konnten durch einen Collagenase-Verdau von ihrer Follikelzellmembran befreit werden.
Derart behandelte Oozyten wurden fiir Mikroinjektionsexperimente benétigt. Das Ovar musste dafir
zunachst operativ entnommen werden (4.5.1). Einzelne Stiicke von ca. 30 Oozyten wurden in einen
Erlenmeyer-Kolben gefillt mit Collagenase-Ldsung gegeben und unter leichtem Schitteln in einem
Wasserbad bei 28°C fir 90 Minuten inkubiert. AnschlieRend wurden die vereinzelten Oozyten in MBS
mehrfach gewaschen, konnten darin fir 24 Stunden gelagert, oder fur weitere Experimente verwendet
werden.

4.5.9 Mikroinjektion in das Zytoplasma von Oozyten

e MBS (45.1)
e verschiedene in vitro hergestellte MRNAs (4.3.13)
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Reifes Ovar von Xenopus laevis wurde einem Collagenase-Verdau (4.5.8) unterzogen. Fir die
Mikroinjektion wurden hier nur pravitellogene Oozyten der Stadien I-Il verwendet. Die zu injizierenden
Oozyten wurden nach dem Verdau aussortiert und in eine mit MBS gefiillte Petrischale (& 60 mm)
Uberfuhrt. In der Petrischale befand sich ein Objekttrager SuperFrost® Plus (Menzel-Glaser). Auf
diesem hafteten die Eizellen besonders gut und lieRen sich leichter mikroinjizieren. Es wurden
Injektionsnadeln der Firma Eppendorf (Femtotips) mit einem Innendurchmesser von 0,5 um
verwendet. Zur Injektion wurde die Spitze jeder Nadel am Rand eines Deckglaschens, welches sich
ebenfalls in der Petrischale befand, abgebrochen. Mit Hilfe des FemtoJet® (Eppendorf) und unter
einem Umkehrmikroskop mit Mikromanipulator wurden in jede Oozyten ca. 30 pg mRNA injiziert. Nach
der Injektion wurden die Oozyten in Petrischalen mit frischem MBS uberfihrt und im Dunkeln bei 20°C
fur 24 Stunden inkubiert.

4.5.10 Mikroinjektion in das Zytoplasma von somatischen Zellen

e verschiedene in vitro hergestellte MRNAs (4.3.13)

Die Zellen wurden in Schalchen auf Deckglaschen, in die mittig ein Ring mit einem Diamantmesser
eingeritzt wurde, ausgesat und in der Schale injiziert. Injiziert wurden nur die Zellen, die sich innerhalb
des Ringes befanden, um sie nach der Inkubation leichter zu identifizieren. Wie unter 4.5.9
beschrieben wurden Injektionsnadeln der Firma Eppendorf (Femtotips) mit einem Innendurchmesser
von 0,5 um und der FemtoJet® (Eppendorf) verwendet. In jede Zelle wurden ca. 3pg mRNA injiziert,
wobei die Zellen nach der Mikroinjektion verschlossen im Brutschrank bei 37°C iber Nacht inkubiert
wurden. Am nachsten Tag wurden die Deckglaschen mit den injizierten Zellen aus den Schalchen
genommen, fixiert (4.6.2.1) oder lebend (4.9.3) unter dem Mikroskop betrachtet.

4.5.11 Inkubation der Oozyten mit Zellgiften

e 200 nM Leptomycin B (Sigma) in MBS (siehe 4.5.1)
e 50 pg/pl Actinomycin D (Sigma) in MBS

e 50 pg/ul Cycloheximid (Sigma) in MBS

e 1 mM Methyladenosine/DMSO (Sigma) in MBS

e 1 mM Adenosindialdehyd/DMSO (Sigma) in MBS

In einigen Experimenten wurden Oozyten mit Zellgiften behandelt, um die Auswirkungen des
jeweiligen Zellgiftes auf bestimmte Proteine und Strukturen innerhalb der Oozyte zu beobachten. Die
Eizellen von Xenopus laevis wurden in dieser Arbeit mit Leptomycin B (LMB), Actinomycin D (AMD),
Cycloheximid (CHX), dem Methyltransferaseinhibitor Methyladenosine (MTA) bzw. Adenosindialdehyd
(AdOx) inkubiert (alle von Sigma) (Verdiinnungen siehe oben). Die Inkubation der Oozyten in AMD
erfolgte fur vier Stunden bei Raumtemperatur, die der anderen Zellgifte Uber Nacht bei 16°C. Die
Toxine wurden nach der Inkubation nicht durch Waschschritte entfernt, stattdessen wurden die
Oozyten sofort fur Folgeversuche (z.B. Einbettung fur TEM) weiterverwendet. In parallelen
Kontrollexperimenten wurden die Oozyten in MBS bzw. MBS/DMSO ohne Zusétze inkubiert.

4.6 Immunologische Methoden

4.6.1 Immunpréazipitation mit Sheep anti-mouse IgG Dynabeads® M-450
(Invitrogen)

Die Immunprézipitation (IP) dient zum Nachweis von Protein-Protein-Wechselwirkungen. Der
Nachweis der Protein-Interaktion erfolgt bei einer IP invitro, indem mit Hilfe eines Antikorpers ein
bestimmtes Protein samt Interaktionspartner aus einem Proteingemisch heraus prazipitiert wird. Das
prazipitierte Protein und seine Interaktionspartner werden im Anschluss im Western Blot (4.4.8)
nachgewiesen. Zur Prazipitation wurden Dynabeads® M-450 (Dynal) verwendet. Die verwendeten
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Beads waren mit polyklonalem sheep anti-mouse IgG-Antikdrper beschichet und konnten somit Maus
Antikérper binden. Nach der Bindung des Maus-Antikorpers wurden die Beads mit pravitellogenem
Oozytenextrakt inkubiert (4.5.3) und im Anschluss wurden die gebundenen Proteine mitsamt
Antikorper wieder eluiert und analysiert.

e PBS (4.2.2)

e 300 pl Oozytenextrakt/PBS (10-20 pg/ul)

e Natrium-Phosphat-Puffer pH 8,0:

- 100mM Na,HPO,

- 100 mM NaH,PO,

- Na;HPO, als Grundlage nehmen und mit NaH,PO, den pH-Wert einstellen
e Prazipitationspuffer (pH 8,0):

- Na-Ph-Puffer

- 0,1% (w/v) Bovines Serumalbumin (BSA)

e Maus-Antikorper (pro Ansatz):

- 1 pg anti-EF1A (clone CBP-KK1, upstate)

oder

- 0,5 ug IV'D4 (eigene Herstellung)

e 25 pl (4x10° Beads/ml) Sheep-anti-mouse Dynabeads® (Invitrogen)

Das Oozytenextrakt wurde bei 5000 xg fur funf Minuten zentrifugiert. Der jeweilige Maus-Antikérper
wurde zum Uberstand gegeben und fiir eine Stunde bei Raumtemperatur auf einem Drehtisch
inkubiert. Wahrenddessen wurden die Beads mit 500 ul Préazipitationspuffer 30 Minuten bei
Raumtemperatur abgesattigt, die Beads mit einem Magneten pelettiert und der Uberstand
abgenommen. Im Anschluss wurde vorinkubierte Antikdrper-Antigen-Mischung zu den Beads gegeben
und der Ansatz fur eine weitere Stunde bei Raumtemperatur auf einem Drehtisch inkubiert. Nach der
Bindung wurden die Beads dreimal mit PBS (4.2.2) gewaschen und im Anschluss fur eine SDS-PAGE
(4.4.4) vorbereitet.

4.6.2 Immunlokalisationen

Mit der indirekten Immunfluoreszenzmikroskopie kdnnen intrazellulare Antigene in Geweben oder
Kulturzellen von spezifischen Antikdrpern im Lichtmikroskop lokalisiert werden. Dabei erkennt ein
spezifischer Primarantikbrper das zu analysierende Protein, wobei ein universeller
Sekundarantikérper, der kovalent mit einem Fluoreszenzfarbstoff gekoppelt ist, an den
Priméarantikérper bindet.

4.6.2.1 Fixierung von somatischen Kulturzellen

Zunachst mussen die Zellen fixiert und in einem nachfolgenden Schritt permeabilisiert werden, um die
Zuganglichkeit der Antikdrper ins Innere der Zellen zu gewahrleisten.

4.6.2.1.1 Methanol/Aceton-Fixierung

Die Arbeitsschritte dieser Methode werden bei -20°C durchgefiihrt, wodurch empfindliche
Zellstrukturen besonders schonend fixiert werden. Durch die Behandlung mit Methanol wird den Zellen
das Wasser entzogen und dadurch die Proteinstrukturen fixiert. Das Lésungsmittel Aceton sorgt fir
die notwendige Permeabilisierung der Zellwande und Lipidmembranen.

e Methanol: 100% (techn.), -20°C

e Aceton: 100% (techn.), -20°C
e PBS(4.2.2)
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Auf Deckglaschen gewachsene Kulturzellen wurden kurz in PBS gewaschen und anschlieend fiir 3
Minuten bei -20°C in Methanol entwassert. AnschlieBend wurden die Deckglaschen fiir 10 Minuten in
Aceton bei -20°C inkubiert und luftgetrocknet.

4.6.2.1.2 Formaldehyd/Triton-Fixierung

Durch Formaldehyd werden l6sliche und freie funktionelle Gruppen zellularer Proteine chemisch
vernetzt und dadurch immobilisiert. Das Detergenz Triton sorgt dafiir, dass die Lipidmembranen der
Zellen partiell durchlassig werden.

e Formaldehyd-Ldsung:

o 2% (v/v) 37%ige Formaldehyd-Ldsung in PBS
- zum Lésen auf maximal 60°C erhitzen

e  Triton-LAsung:

- 0,1% (v/v) Triton™ X-100 in PBS

e PBS(4.2.2)

Auf Deckglaschen gewachsene Kulturzellen wurden kurz in PBS gewaschen und anschliel3end fiir 10
Minuten bei Raumtemperatur in Formaldehyd-Losung inkubiert. AnschlieBend wurden die
Deckglaschen kurz in PBS gewaschen und danach fir 10 Minuten in der Triton-L6ésung bei
Raumtemperatur permeabilisiert. Nach der Permeabilisierung wurden die Zellen dreimal fir 5 Minuten
in PBS gewaschen und konnten fur die indirekte Immunfluoreszenz verwendet werden.

4.6.2.2 Indirekte Immunfluoreszenz bei somatischen Kulturzellen

e PBS(4.2.2)

Primar- und Sekundarantikérper: (Verdinnung in PBS; Kapitel 3)

Hoechst 33258 (SL 5 ug mL-1; Serva)

Mowiol: 10 g Mowiol (Hoechst)

in 40 ml KH,PO4-freiem PBS (pH 8.0) fiir 16 h ruhren;

20 ml Glyzerin zugeben und nochmals 16 h rihren;

ungeloste Partikel abzentrifugieren und Uberstand aliquotiert bei -20°C aufbewahren.

N2 20\ 20

Nach der Fixierung der Kulturzellen wurden die Deckglaschen gegebenenfalls mit PBS befeuchtet und
in eine Feuchtekammer fir die Antikdrperinkubation Gberfuhrt, da die Zellen niemals austrocknen
durften. Anschlieend erfolgte die Inkubation mit dem verdiinnten Prim&rantikdrper fir 30 Minuten bei
Raumtemperatur. Pro Deckglas wurden 50 pl der Verdiinnung aufpipettiert. Nach der Inkubation mit
dem Primarantikdrper wurden die Deckglaschen dreimal fur 5 Minuten in PBS gewaschen und
anschlieBend fur 30 Minuten bei Raumtemperatur mit dem Sekundéarantikdrper inkubiert.

4.6.3 Indirekte Immunlokalisation mit Gefrierschnitten von Xenopus laevis

Oozyten

4.6.3.1 Vorbereitung des Gewebes

e PBS(4.2.2)

¢ 10%ige Zuckerldsung:

- 10% (w/v) Saccharose in PBS

o 30%ige Zuckerldosung:

- 30% (w/v) Saccharose in PBS

e Jung Einbettmedium fur Gefrierschnitte (Leica Instruments GmbH)
e 1:1 Einbettmedium

- 50% (v/v) Einbettmedium in PBS
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Weiblichen Xenopus laevis wurde Ovar entnommen (4.5.1) und in kleine Einheiten von ca. 30 Oozyten
getrennt, die anschlieBend durch einen Zuckergradienten entwéassert wurden. Dafir wurden die
Ovarteilstiickchen solange in 10%iger Zuckerlésung auf einem Drehtisch bei 4°C inkubiert bis sie auf
den Boden des Inkubationsgefal3es sanken. Im Anschluss wurden sie in eine 30%ige Zuckerldsung
Uberfuhrt und darin fir mindestens 60 Minuten bei 4°C inkubiert. AbschlieBend erfolgte eine 15-
mindtige Inkubation in 1:1-Medium. Danach wurden die Ovarstiicke in zur Halfte mit Einbettmadium
geflllite GefalRe Uberfuhrt und in flissigem Stickstoff schockgefroren. Das Gewebe konnte so flr
mehrere Monate bei -70°C gelagert werden.

4.6.3.2 Schneiden und Fixieren des Gewebes

Die Gefrierschnitte wurden in einem Kryostat-Mikrotom bei einer Kuhltemperatur von -20°C
hergestellt. Die eingefrorenen Gewebestiickchen wurden mit Einbettmedium auf einem Objekttisch
befestigt. Es wurden Schnitte von 5um Dicke wurden hergestellt und direkt auf gereinigte Objekttréger
bzw. Deckglaschen Uberfuhrt. Nachdem die Schnitte luftgetrocknet waren, wurde die Qualitat mit Hilfe
eines Umkehrmikroskops Uberpruft. Die Ovar-Gefrierschnitte wurden 10min in Aceton p.A. bei -20°C
fixiert und anschlieBend erneut bei Raumtemperatur luftgetrocknet. Die Préparate auf den
Objekttragern wurden anschlieRend mit Antikérpern inkubiert.

4.6.3.3 Immunlokalisation

e PBS (4.2.2)

Primér- und Sekundarantikérper: (Verdinnung in PBS; Kapitel 3)

Hoechst 33258 (SL 5 uyg mL-1; Serva)

Mowiol: 10 g Mowiol (Hoechst)

in 40 ml KH,PO,4-freiem PBS (pH 8.0) fiir 16 Stunden rihren;

20 ml Glyzerin zugeben und nochmals 16 Stunden riihren;

ungeldste Partikel abzentrifugieren und Uberstand aliquotiert bei -20°C aufbewahren.
100% Ethanol techn.

20 20\ 2

Um das Austrocknen der Schnitte zu verhindern, wurden die folgenden Schritte bei Raumtemperatur
in einer feuchten Kammer durchgefihrt. Zunachst wurden 30ul Primarantikdrperlosung aufgetragen
und 30min inkubiert. Nichtgebundene Antikdrper wurden durch dreimaliges Waschen mit PBS
entfernt. Der jeweilige Sekundarantikdrper wurde ebenfalls auf die Schnitte pipettiert und fur 30
Minuten inkubiert. In den letzten zehn Minuten wurde das Fluorochrom Hoechst 33258 zur Markierung
der DNA dazugegeben. AnschlieRend wurde erneut gewaschen, die Praparate eine Minute in 100%
Ethanol techn. dehydriert und bei Raumtemperatur luftgetrocknet. Abschlie3end wurden die Praparate
in Mowiol eingebettet.

4.6.4 Indirekte Immunlokalisation auf in Polyesterwachs eingebetteten X.

laevis Oozyten

4.6.4.1 Fixieren des Gewebes

e 2% wassrige Trichloressigsdure (TCA)
e 100% EtOH p.A.
e 100% MetOH p.A.

Weiblichen Xenopus laevis wurde Ovar entnommen (4.5.1) und in kleine Einheiten von ca. 30 Oozyten
getrennt, die anschlieRend fiir zwei Stunden in 2% TCA (wassrig) fixiert wurden. Die Oozyten wurden
im Anschluss in 100% EtOH uberfuhrt und Uber Nacht entwéssert. Alternativ war auch eine Fixierung
durch 100% MetOH uber Nacht bei -20°C méglich.
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4.6.4.2 Einbettung von Ovar in Polyesterwachs

Nach beiden Fixierungsmoglichkeiten (4.6.4.1) konnte das Ovar in 40°C warmes Polyesterwachs
Uberfuhrt werden. Die Oozyten wurden nach einer Stunde in frisches Wachs gegeben und iber Nacht
bei 40°C darin inkubiert. Am néchsten Tag wurde das Wachs erneut ausgewechselt und im Anschluss
konnten die Oozyten darin bei Raumtemperatur ausgehartet werden.

4.6.4.3 Schneiden des Gewebes

Zunachst wurde der das Gewebe umgebende Polyesterwachsblock mit einem Skalpell auf Form
getrimmt, um das Gewebe weitestgehend vom Wachs zu befreien. Es sollte dabei eine
pyramidenférmige Form entstehen. Der Polyesterwachsblock wurde an der Unterseite erhitzt und auf
einen Holzblock fixiert. Danach konnte er ins Schlittenmikrotom eingesetzt werden. Es wurden 3-5 ym
dicke Schnitte angefertigt. Eine Serie von 5-10 Schnitten wurden vorsichtig mit einer Pinzette auf
einen Objekttrager mit einem kleinen Tropfen Wasser tberfiihrt, der zum Ausspreiten der Schnitte auf
eine 60°C warme Heizplatte fir etwa 10 Sekunden gelegt wurde. Nachdem sich die Schnitte gestreckt
hatten, wurde das Uberschiissige Wasser entfernt und die Praparate fur mindestens 30 Minuten bei
Raumtemperatur vollstdndig getrocknet. Die Praparate konnten bei 4°C fir mehrere Tage aufbewahrt
werden.

4.6.4.4 Immunlokalisation

Die Immunlokalisation von Polyesterwachs-Gewebeschnitten wurde wie unter 4.6.3.3 beschrieben
durchgefiihrt.

4.6.5 Whole-mount Immunfluoreszenz von Xenopus Oozyten

4.6.5.1 Vorbereitung des Gewebes

e PBS(4.2.2)

e Dent’s Fixierungslésung:

- MetOH/DMSO = 80%/20%

e absteigende Methanolreihe:

- 100%, 96%, 90%, 70%, 50%, 30% Methanol p.A.

Weiblichen Xenopus laevis wurde Ovar entnommen (4.5.1) und in kleine Einheiten von ca. 30 Oozyten
getrennt, die anschlieend tber Nacht in Fiexierungslosung bei -20°C inkubiert wurden. Am né&chsten
Tag wurden sie mit Hilfe einer absteigenden Methanolreihe rehydriert und konnten entweder in PBS
bei 4°C gelagert oder sofort fir die Immunlokalisation weiter verwendet werden.

4.6.5.2 Immunlokalisation

e PBS(4.2.2)
e Primar- und Sekundarantikdrper: (Verdiinnung in PBS; siehe Kapitel 3)
e Fixogum

Um das Austrocknen der Oozyten zu verhindern, wurden die folgenden Schritte bei Raumtemperatur
in gefilliten Glaschen durchgefiihrt. Zunachst wurden die Oozyten in 1ml Primarantikérperlédsung 30
min inkubiert. Nichtgebundene Antikérper wurden durch dreimaliges Waschen mit PBS entfernt. Der
jeweilige Sekundarantikorper wurde ebenfalls fir 30 Minuten inkubiert und erneut mit PBS
gewaschen. Die Praparate wurden in Lochkammern gefillt mit PBS dberfihrt und mit einem
Deckglaschen und Fixogum abgedichtet.
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4.6.6 Immungoldlokalisation an Gefrierschnitten von X. laevis Oozyten (Pre-

embedding)

e  Primar- und Sekundarantikdrper: (Verdiinnung in PBS; Kapitel 3)
e Cacodylatpuffer:

- 0,05M Cacodylsaure Na-Salz Trihydrat
e 2,5% Glutaraldehyd mit lonen:

- 5ml 25% Glutaraldehyd

- 2,5ml 1M KCI

- 1,25ml 0,2M MgCl,

- 41,25ml 0,05M Cacodylatpuffer pH 7,2
e 2% Os0O, in 0,05 M Cacodylatpuffer

e aufsteigende Ethanolreihe:

- 50%, 70%, 90%, 96%, 100% Ethanol p.A.
e Propylenoxid

e Epon-Lésung A: (Iml =1,077q)

- 50mlI DDSA

- 31ml Epon 812 (Serva)

e Epon-Lésung B: (Iml =1,212q)

- 44.5ml MNA

- 50ml Epon 812

e Epon-Gemisch: (4:3 w/w)

- 24,69 Losung A

- 20,89 LOosung B

- 0,8ml DMP-30

Wie bereits unter 4.6.3 beschrieben, wurden Gefrierschnitte von Xenopus Ovar auf Deckglaschen
angefertigt, luftgetrocknet, zehn Minuten in Aceton p.A. bei -20°C fixiert und wieder luftgetrocknet.

Auf die vorbereiteten Schnitte wurden etwa 30ul der Primarantikérperlésung gegeben und 60-90
Minuten bei Raumtemperatur inkubiert. Anschlie3end wurden die Praparate zweimal drei Minuten in
PBS gewaschen, bevor der Zweitantikdrper fur eine Stunde bei Raumtemperatur zugegeben wurde.
Danach wurden die Proben erneut gewaschen und 30 Minuten mit der Glutaraldehydldsung fixiert, in
Cacodylatpuffer gewaschen und mit der OsO,-Losung kontrastiert. Durch Glutaraldehyd kam es zur
Vernetzung und Immobilisierung von Proteinen, durch Osmiumtetroxid werden vor allem Membranen
angefarbt. AnschlieBend wurden die Proben mit H,Opigest gewaschen und Uber Nacht in wassriger
0,5%iger Uranylacetatldsung inkubiert. Nach drei fiinfminttigen Waschschritten in HyOpjgest. Wurden die
Proben in einer aufsteigenden, vorgekihlten Ethanolreihe (50 %, 70 %, 90 %, 96 %; je 5 Minuten)
dehydriert und dann je zweimal 10 Minuten in 100 % Ethanol und Propylenoxid Uberfiihrt. Dann
wurden die Proben 4 Stunden in einem 50:50 Gemisch aus Epon und Propylenoxid und anschlief3end
Uber Nacht in Epon inkubiert. Zur Aushartung wurden die Proben in einen 60°C Inkubationsschrank
gegeben, wobei auf die Deckgldschen eine Gelatinekapsel gefullt mit Epon aufgesetzt wurde
(Flacheinbettung). Nach zwei Tagen konnten die Proben fur die Anfertigung von Ultradiinnschnitten
angetrimmt werden. Dazu wurde bei den Flacheinbettungen das Deckglas abgesprengt und eine
Pyramide von 1-2 mm Kantenlange in das gehartete Epon geschnitten.

4.6.7 Immunlokalisation an Gefrierschnitten mit Ultrasmall Nanogold und

anschlieRender Silberverstarkung (Pre-embedding)

e PBS (4.2.2)

e 2% Formaldehydlésung:

- 37%ige Formaldehydlésung
- PBS
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e 50 mM Ammoniumchlorid in PBS

e 0,5% Triton in PBS

e Primar- und Sekundarantikdrper: (Verdiinnung in PBS; Kapitel 3)

e 2% Glutaraldehyd in PBS

e Silberverstarkungslosung:

- Developer und Enhancer (Aurion Silver Enhancement Kit, Aurion) im Verhéltnis 1:20
e aufsteigende Ethanolreihe:

- 50%, 70%, 90%, 96%, 100% Ethanol p.A.

e Propylenoxid

e Epon (4.6.6)

Um Strukturen in Zellen zu lokalisieren, die mdglicherweise wegen ihrer Kompaktheit fir grof3e
Goldpartikel schwer zuganglich sind, wurden sekundére Antikérper gekoppelt an ultrakleine
Goldpartikel (Nanogold) gefolgt von einer Silberverstarkung, eingesetzt. Wie oben beschrieben wurde
die Verteilung eines Proteins in der Zelle mit Hilfe von Primarantikdrper nachgewiesen. Der sekundére
Antikérper hingegen war an ein 1,4 nm-Goldpartikel gekoppelt, welches durch Silberverstarkung
vergroRert werden konnte. Hierbei wurden Uber eine Silberverstarkungslésung Silberionen an die
Oberflache des Nano-Gold-Partikels angelagert. Dazu wurden die Gefrierschnitte (4.6.3) zehn Minuten
in 2% Formaldehydl6sung inkubiert. Eine 10mindtige Inkubation in der Ammoniumchloridldsung sollte
restliches PFA neutralisieren, um eine spatere Fixierung von Antikdrpern zu vermeiden. Nach der
Absattigung wurden die Deckglaschen in PBS uberfuihrt und dreimal finf Minuten in PBS gewaschen.
AnschlieRend wurde der erste Antikbrper eine Stunde in einer feuchten Kammer bei Raumtemperatur
inkubiert. Nach 6maligem Waschen fir funf Minuten in PBS wurden die Praparate dann mit einem
zweiten goldgekoppelten Antikdrper fur 1-2 Stunden bei Raumtemperatur inkubiert. Darauf wurde
sechsmal funf Minuten mit PBS gewaschen, nachfixiert fir zehn Minuten mit 2% Glutaraldehyd/PBS
und anschlieBend viermal funf Minuten in H,Opigest. gewaschen. Zur Silberverstarkung der Nano-Gold-
markierten Zweitantikérper wurden die Praparate fir 60 Minuten in einer dunklen, feuchten Kammer
mit der Silberverstarkungslésung inkubiert. Um die Reaktion der Silberionen mit den Nano-Gold-
Partikeln zu stoppen, wurde viermal finf Minuten in H,Opigest. gewaschen. Nun erfolgte, wie unter 4.6.6
beschrieben, die Entwasserung und Einbettung der Proben.

4.6.8 Einbettung von Gewebe in LR-White mit anschliel3ender
Immunlokalisation (Post-embedding)

LR-White ist ein hydrophiles Acrylharz, das neben Epon fur die Immunhistochemie verwendet wird.
Die Fixierung fir das Postembedding weicht aufgrund der notwendigen Erhaltung der Antigenizitat
von der Standardfixierung (4.6.3) ab.

e PBS (4.2.2)

e 4% Formaldehydl6sung:

- 37%ige Formaldehydlésung

- PBS

e 50 mM Ammoniumchlorid in PBS

o aufsteigende Ethanolreihe:

- 30%, 50%, 70%, 90%, 100% Ethanol p.A.

e LR-White-L6sung:

- Verhaltnis: LR-White (London Resin Ltd) :Beschleuniger = 50:1 (w/w)
e Primér- und Sekundarantikdrper: (Verdiinnung in PBS; Kapitel 3)
e Puffer 1 (LB 0):

- PBS(4.2.2)
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o Puffer 2 (LB1):

- LBO

- 1% (w/v) BSA (Sigma)
- 0,1% (w/v) Tween 20 (Applichem)
e Puffer 3 (LB 2):

- LBO

- 0,1% (w/v) BSA

- 0,1% (w/v) Tween 20

e 2% Uranylacetat

e Reynold’s Bleicitrat

e NaOH-Platzchen

Die Ovarstickchen von Xenopus wurden dber Nacht in 4% Formaldehydlésung bei 4°C fixiert und
anschlieend funfmal drei Minuten in PBS gewaschen. Im Anschluss erfolgte die Dehydrierung in
einer aufsteigenden Ethanolreihe fir jeweils zweimal 30 Minuten (30%, 50%, 70%, 90% auf Eis und
100% bei Raumtemperatur). Die dehydrierten Proben wurden in eine 1:1 Mischung aus LR-White und
Ethanol dberfihrt und Gber Nacht bei 4°C inkubiert. Nach dem Austausch gegen reines LR-White
wurden die Proben zunéchst eine Stunde inkubiert, dann wurde erneut reines LR-White ausgetauscht,
die Proben fir 3-4 Stunden inkubiert und schlief3lich in frischem LR-White Uber Nacht inkubiert. Die
Vorgange fanden alle bei 4°C statt. AnschlieRend wurden die Proben auf 1,5 ml Eppendorf-GefalRe
aufgeteilt, luftdicht verschlossen und bei 40°C in einem Inkubationsschrank fiir mindestens drei Tage
polymerisiert. Danach konnten die Ovarstiicke wie Ublich ultradiinn geschnitten und im Anschluss mit
Antikérpern inkubiert werden. Die Ultradiinnschnitte befanden sich auf mit Pioloform beschichteten
Nickelnetzchen. Die Netze wurden jeweils finf Minuten auf LB 0 bzw. LB 1 Tropfen aufgelegt. Die
anschlieBende Antikorperinkubation erfolgte fur eine Stunde in LB 1. Vor der Inkubation mit dem
Sekundarantikdrper fur eine Stunde in LB 2 wurden folgende Waschschritte durchgefihrt: jeweils
zweimal zehn Minuten auf einem Tropfen LB 1 bzw. LB 2. Nach der Antikdrperinkubation wurden die
Netze erneut fur zweimal zehn Minuten auf einem Tropfen LB 2, danach funf Minuten mit PBS und
zweimal funf Minuten mit H,Opigest. gewaschen. AnschlieBend mussten die Ultradiinschnitte des Ovars
noch kontrastiert werden. Dazu wurden sie in einer Kammer neben NaOH-Platzchen fiinf Minuten auf
einem Tropfen 2%igem Uranylacetat inkubiert, zweimal mit H,Opigest. gewaschen und erneut fir finf
Minuten auf einem Tropfen Bleicitrat inkubiert und danach mit H,Opges. gewaschen. Die
Uberschissige Flussigkeit wurde mit Filterpapierstreifen abgesaugt und die Netze in einer Gridbox
aufbewabhrt.

4.7 Einbettung von Xenopus Ovar in Epon

e 2,5% Glutaraldehyd mit lonen

e 0,05 M Cacodylatpuffer (4.6.6)

o 2% OsOq,:

- 50% (v/v) 4%iges OsO,

- 25% (V/V) HOpigest.

- 25% (v/v) 0,2 M Cacodylatpuffer

e 0,5% Uranyacetat

- vor Verwendung 5 Minuten bei 10000 xg zentrifugieren
e aufsteigende Ethanolreihe:

- 50%, 70%, 90%, 96%, 100% Ethanol p.A.
e Propylenoxid

e Epon (4.6.6)

Diese Methode der Einbettung eignete sich besonders gut zur Strukturerhaltung von Gewebe- hier

Ovarstiickchen. Die gesamte Prozedur wurde in 1,5 ml Eppendorf-Gefal3en durchgefuhrt. Die Proben
wurden auf Eis jeweils 30 Minuten mit der Glutaraldehydlésung fixiert, in Cacodylatpuffer gewaschen
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und mit der OsO,4-Losung 1-3 Stunden kontrastiert. AnschlieRend wurden die Proben mit Wasser
gewaschen, tUber Nacht bei 4°C in wassriger, 0,5 %iger Uranylacetatldsung inkubiert. Nach drei
5mindtigen Waschschritten in Wasser wurden die Proben in einer aufsteigenden, vorgekihlten
Ethanolreihe (50 %, 70 %, 90 %, 96 %; je 5 Minuten) dehydriert und dann je zweimal 10 min in 100 %
Ethanol und anschlieend in Propylenoxid tberfuhrt. Dann wurden die Proben 4 Stunden in einem
50:50 Gemisch aus Epon und Propylenoxid und anschlie@end Uber Nacht in Epon inkubiert. Zur
Aushértung wurden die Proben in einen 60°C Inkubationsschrank gegeben. Nach zwei Tagen konnten
die Proben fur die Anfertigung von Ultradiinnschnitten angetrimmt werden. Dazu wurde eine Pyramide
von 1-2 mm Kantenlange in das gehartete Epon geschnitten.

4.8 Kontrastierung von Epon-Ultradiinnschnitten

e 2% Uranylacetat

e Reynold’s Bleicitrat

e abgekochtes H;Opjgest.

e NaOH-Platzchen

e Waschlésung 1:

100% Methanol p.A.

e Waschlésung 2:

- 50% (v/v) Methanol p.A. in HyOpigest.
e Waschlésung 3:

e HxOpigest.

Die Ultradinnschnitte befanden sich auf mit Pioloform beschichteten Kupfernetzen. Zunachst wurde
H,Opigest. abgekocht und abgekihlt. Um die CO,-Konzentration zu minimieren, wurde die
Kontrastierung in einer Kammer, die mit NaOH-Platzchen bestiuckt war, durchgefihrt. Die Netze
wurden fir 15-20 Minuten jeweils auf einem Tropfen 2%igem Uranylacetat inkubiert und danach
jeweils dreimal 30 Sekunden in Glaschen der Waschlésungen 1,2 und 3 getaucht.

Im Anschluss erfolgte eine Inkubation auf Bleicitrattropfen flir acht Minuten und erneutes dreimaliges
Waschen in Puffer 3. Uberschiissiges H,Opges. Wurde mit Filterpapier entfernt, bevor die Netze in
einer Gridbox aufbewahrt werden konnten.

4.9 Mikroskopie

4.9.1 Analyse von Fluoreszenzpréaparaten am Epifluoreszenzmikroskop

Fur die mikroskopische Analyse von Fluoreszenzpraparaten wurde ein Zeiss Axiophot mit
Quecksilberlampe HB050 verwendet. Zur Dokumentation wurde ein digitales Kamerasystem der Firma
Pixelfly verwendet (CCD-Sensor). Die erhaltenen Daten wurden mit Adobe Photoshop bearbeitet.

4.9.2 Analyse am konfokalen Laser Scanning Mikroskop (CLSM)

Verwendet wurde ein konfokales Umkehrmikroskop des Typs TCS-SP 2 der Firma Leica. Bei der
konfokalen Mikroskopie wird ein im Praparat vorhandener Fluoreszenzfarbstoff durch einen
Laserimpuls einer spezifischen Wellenldnge angeregt, worauf dieser seinerseits Licht einer
bestimmten Wellenlange emittiert. Dieses emitierte Licht wird durch eine Blende im optischen System
des Mikroskops (das sog. Pinhole) zuriick auf ein Kameraelement geleitet. Dieses Pinhole lasst fast
ausschlief3lich emittiertes Licht der Fokusebene des Anregungslasers durch. Dadurch kann man mit
einem konfokalen Mikroskop optische Schnitte durch ein Praparat legen, die als Ergebnis ein Bild
liefern, das neben einer guten Auflésung in den x- und y-Ebenen auch eine gute Auflésung in der z-
Ebene besitzt. Angeregt wurden die Fluorochrome durch einen Ar/Kr-Laser bei 488 nm fur EGFP und
bei 568 nm fir Texas Red bzw. RFP. Einfache optische Schnitte wurden aufgenommen entweder
unter Verwendung des 20x, 40x oder eines 63x Neofluar Olimmersionsobjektivs. Dabei wurde bei
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einem Pinhole zwischen 0,4 und 0,7 4- bis 8fach akkumuliert (senkt den Hintergrund durch
unspezifisch auftretende Fluoreszenzsignale). Wurden im selben Praparat mehrere Fluorochrome
analysiert, wurden sie sequentiell aufgenommen, was ein Durchscheinen des einen Farbkanals, den
sog. ,Crosstalk®, in den anderen verhinderte.

4.9.3 Lebendbeobachtung von Zellen unter dem Mikroskop

49.3.1 Kulturzellen

Um lebende Zellen mit einem Mikroskop zu beobachten, wurden die Zellen in Glasbodenschélchen
ausgesat. Sie konnten so direkt mit dem Umkehrmikroskop betrachtet werden und vorher durch
Transfektion (4.2.3) oder Inkubation mit Zellgiften (4.5.11) manipuliert werden.

4.9.3.2 Xenopus laevis Oozyten

Fir die Lebenbeobachtung von Oozyten mussten diese zundchst manuell (4.5.7) oder durch einen
Collagenase-Verdau (4.5.8) vereinzelt werden. AuRerdem mussten geeignete Beobachtungskammern
angefertigt werden. Dazu wurde mittig in einen Objekttrager ein 0,5 cm grofRes Loch gebohrt
(Werkstatt). Dieses Loch wurde mit einem Deckglaschen mittels Paraffin auf einer Seite verschlossen.
In die Vertiefung wurden die einzelnen Oozyten in MBS gegeben, die Kammer mit einem weiteren
Deckglaschen verschlossen und mit Fixogum abgedichtet. Die Oozyten konnten so fiir ca. 12 Stunden
fur Beobachtungen unter dem Mikroskop (CLSM und Fluoreszenzmikroskop) verwendet werden.

4.9.4 Transmissions-Elektronenmikroskopie (TEM)

Fir die EM-Aufnahmen wurde ein EM10 (Zeiss Oberkochen) verwendet. Nach der Entwicklung
wurden die EM-Negative mit einem Flachbettscanner; Epson Perfection V700 Photo gescannt und mit
Hilfe des Programms Photoshop CS2 bearbeitet.

4.9.5 Bioinformatische Programme

Fur die molekulare Charakterisierung der EF1A-Isoformen wurden einige bioinformatische Programme
verwendet, die im Folgenden aufgefihrt sind:

e Alignment auf Nukleotid- und Aminoséureebene: MultAlin (Corpet, 1988)

o |dentitatsvergleiche auf Nukleotid- bzw. Proteinebene: NCBI/BLAST (Algorithm: discontiguous
megablast bzw. Algorithm: blastp)

e Berechnung des

e Berechnung des molekularen Gewichts und des IEPs:Compute pl/Mw (Bellquist et al., 1993
und 1994; Gasteiger et al., 2005)

o Kalkulation potentieller Phosphorylierungsstellen: NetPhos2.0 Server (Blom, Gammeltoft und
Brunak; 1999)

e Motivbereichsuche: NCBI/BLAST Conserved Domains (Marchler-Bauer et al., 2005 und 2007;
Marchler-Bauer und Bryant, 2004)
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5. Ergebnisse

5.1 Verteilung des Antikérpers IV'D4 in verschiedenen Zelltypen und
Geweben

Der monoklonale Maus-Antikérper 1V'D4 wurde durch Immunisierung einer Maus mit
pravitellogenem Oozytenextrakt von Xenopus laevis erzeugt. Ausgewahlt wurde er wegen
der deutlichen Immunfluoreszenz-Markierung der Kernhtlle von pravitellogenen Xenopus
Oozyten. In der vorliegenden Arbeit sollte der Antikbrper naher charakterisiert werden, um
die markierten Strukturen sowie deren Antigene zu identifizieren.

51.1 Lichtmikroskopische Lokalisation an Gefrierschnitten von pravitello-
genen Xenopus Oozyten

Fur die Immunfluoreszenzaufnahmen wurden Gefrierschnitte von pravitellogenen Xenopus
laevis Oozyten angefertigt, mit Aceton fixiert und mit dem Antikdrper IV'D4 inkubiert.

Abbildung 5-1 Indirekte Immunfluoreszenzaufnahmen prévitellogener
Xenopus Oozyten am konventionellen Fluoreszenzmikroskop. (A) Der
Antikbrper  IV'D4  markiert die Kernhille (A"7). In der
Phasenkontrastaufnahme (A) ist zu erkennen, dass sich der Bb (Pfeile) in
unmittelbarer Nahe des Zellkerns im Zytoplasma befindet. Die Hoechst-
Farbung (A”) markiert die Zellkerne der Follikelzellen um die Oozyte
herum. Im Oozytenkern ist die DNA nicht sichtbar angefarbt, da ihre
Konzentration aufgrund der enormen GroRRe des Nukleus viel geringer ist
als in den Kernen somatischer Zellen. (B) Die VergroRBerung eines
markierten Oozytenkerns zeigt ein deutliches Punktemuster. Eichstriche:
(A) 50um; (B) 10um.

In Abbildung 5-1 ist die prominente Kernperipherie-Anfarbung durch den Antikérper IV' D4
deutlich sichtbar (A" und B). In der VergroRerung des Oozytenkerns ist gut zu erkennen,
dass es sich bei der Markierung um ein Punktemuster und nicht um eine homogene Férbung
der Kernhille handelt (B). Die Punkte deuteten darauf hin, dass der Antikorper definierte
Strukturen der Kernperipherie anfarbte. Die Annahme, dass es sich dabei um
Kernporenkomplexe handeln konnte, war deshalb naheliegend. Um dies zu uberprifen,
wurde eine Doppellokalisation mit IV'D4 und einem Porenkomplex-Antikérper durchgefihrt,
der das Nukleoporin Nup62 erkennt. Dazu wurden Gefrierschnitte von pravitellogenen
Oozyten zunachst mit dem Meerschweinchen-Antikdrper anti-Nup62 und anschlieRend mit
dem monoklonalen Maus-Antikdrper 1IV'D4 inkubiert, gefolgt von geeigneten sekundaren
Antikdrpern. Da die Dichte der Kernporen in den Oozyten sehr hoch ist, erscheint das
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Markierungsmuster des Nup62-Antikodrpers als homogene Kernhillenfarbung (Abbildung 5-2:
A und B). IV'D4 farbt danach keine Kernporen an (Abbildung 5-2: A'und B"), es zeigte sich
aber deutlich, dass sich die durch IV'D4 markierten Strukturen an der Kernhille befinden
(Abbildung 5-2, Merge).

anti-Nup62

anti-Nup62

Abbildung 5-2 Indirekte Immunfluoreszenzaufnahmen am konventionellen Fluoreszenzmikroskop. (A)
Flachschnitt, (B) Anschnitt einer pravitellogenen Xenopus Oozyte. Die Schnitte wurden mit anti-Nup62 (griin) und
IV"D4 (rot) inkubiert. Anti-Nup62 markiert die Kernhiille in einem homogenen Muster, da die Kernporendichte in
Oozyten sehr hoch ist (A und B). IV'D4 zeigt dagegen ein feines Punktemuster an der Kernhille und im
Zytoplasma in Kernnéhe (A~ und B”). Die Ubereinanderlagerung der Signale beider Antikérper verdeutlicht, dass
sich die durch IV'D4 markierten Strukturen in unmittelbarer Néhe der Kernhulle befinden (A" und B™7).
Eichstriche: 50um.

Das Punktemuster in unmittelbarer Néahe der Kernhiille, das der Antikdrper 1V'D4 markierte,
stellte demnach nicht ausschlieBlich eine Kernporenkomplexfarbung dar. Welche
strukturellen Einheiten den Markierungen entsprachen, konnte durch diesen Versuchsansatz
nicht ermittelt werden. Die bisher erwdhnten immunzytochemischen Versuche wurden an
Gefrierschnitten angefertigt, die mit Aceton fixiert waren und Kkeine optimale
Strukturerhaltung aufwiesen. Lampenbirstenchromosomen und amplifizierte Nukleolen
waren daher nicht zu erkennen. Eine bessere Strukturerhaltung des Gewebes wurde durch
chemische Formaldehyd-Fixierung der Gefrierschnitte erreicht. Der Antikérper 1V D4
erkannte jedoch bei dieser Fixiervariante keine Antigene. Deshalb wurden im Anschluss
weitere Lokalisierungsmethoden getestet, um so moglicherweise das Markierungsmuster
von IV'D4 mit Strukturen in pravitellogenen Oozyten korrelieren zu kénnen.
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5.1.2  Einbettung pravitellogener Xenopus Oozyten in Polyesterwachs

Die Morphologie des Gewebes kann durch eine Einbettung in Paraffin bzw. Polyesterwachs
beim Anfertigen von Schnitten besser erhalten werden als bei Gefrierschnitten. Deshalb
wurde pravitellogenes Ovar in Paraffin bzw. in Polyesterwachs eingebettet und geschnitten.
Leider farbte der Antikdrper 1V'D4 unter diesen Bedingungen die Kernhille nicht mehr an. In
Abbildung 5-3 ist der Schnitt einer pravitellogenen Oozyte gezeigt, die in Polyesterwachs
eingebettet wurde. Die bessere morphologische Strukturerhaltung, im Vergleich zu den
Gefrierschnitten, ist deutlich zu erkennen. Die Phasenkontrastaufnahme (A) zeigt den
Oozytenkern, die amplifizierten Nukleolen im Nukleoplasma und den Bb (*). In der Hoechst-
Aufnahme (A") sind die Follikelzellen, Lampenbirstenchromosomen im Oozytenkern, sowie
die mitochondriale DNA im Bb markiert.

Abbildung 5-3 Schnitt durch eine in Polyesterwachs eingebettete pravitellogene Oozyte. Die Aufnahmen
wurden mit Hilfe eines konventionellen Mikroskops angefertigt und zeigen in (A) die Phasenkontrastaufnahme in
der der Zellkern, die amplifizierten Nukleolen im Nukleoplasma und der Bb (*) zu erkennen sind. In (A”) ist die
Hoechst-Farbung gezeigt, bei der die Zellkerne der Follikelzellen, die Lampenbirstenchromosomen im
Oozytenkern und die mitochondriale DNA im Bb markiert sind. Eichstrich: 50um.

5.1.3  Whole-mount Immunfluoreszenz mit IV'D4 an pravitellogenen Xenopus
Oozyten

Zusatzlich zur Inkubation von IV'D4 auf Gefrierschnitten wurde ein whole-mount
Immunfluoreszenzexperiment an fixierten Oozyten von Xenopus laevis durchgefihrt. Bei den
whole-mount Versuchen ist eine homogene, zytoplasmatische Farbung mit einer schwachen
Anreicherung des Fluoreszenzsignals an der Kernperipherie zu beobachten (Abbildung 5-4;
A’). Ein punkteartiges Muster um die Kernhiille herum ist in Abbildung 5-4 jedoch nicht
erkennbar. Es ist moéglich, dass eventuell vorhandene markierte Proteinaggregate an der
Kernhille durch das starke zytoplasmatische Signal Uberdeckt wurden. Bei Gefrierschnitten
wird vermutlich ein groer Anteil I8slicher Proteine ausgewaschen, wahrend
strukturgebundene Proteine auf dem Schnitt verbleiben und mit Hilfe des Antikorpers
markiert werden kdnnen. Das unterschiedliche Markierungsmuster von 1V'D4 an whole-
mount Praparaten und Gefrierschnitten kann auch darauf beruhen, dass durch die
Formaldehydfixierung der Oozyten wahrend der Préparation die Zugangigkeit der Antigene
verandert wird. Anhand der Abbildungen 5-1 und 5-4 lasst sich zusammenfassend sagen,
dass die Antigene von IV'D4 gleichmaf3ig im Zytoplasma pravitellogener Oozyten verteilt, in
Kernnédhe jedoch zu distinkten Aggregaten verdichtet sind.
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Abbildung 5-4 Whole-mount Immunlokalisation des Antikérpers IV'D4 an einer pravitellogenen Xenopus
Oozyte. Die Aufnahme erfolgte mit dem konfokalen Laserscanning-Mikroskop (CLSM). Der Antikorper farbt das
gesamte Zytoplasma mit einer Anreicherung um den Zellkern herum (A”). Die Interferenzkontrastaufnahme ist in
(A) dargestellt. Die zahlreichen amplifizierten Nukleolen sind deutlich erkennbar. Eichstrich: 50um.

Mit den beschriebenen Versuchen konnten demnach keine Strukturen an der
Oozytenkernhlle identifiziert werden, die durch den Antikdrper IV'D4 markiert wurden.
Deswegen sollte mittels elektronenmikroskopischer Experimente versucht werden, die
perinuklearen Fluoreszenzpunkte zellularen Strukturen zuzuordnen.

5.1.4  Elektronenmikroskopische Untersuchungen pravitellogener Xenopus
Oozyten

Abbildung 5-5 Elektronenmikroskopische Ubersichtsaufnahme einer pravitellogenen Xenopus Oozyte. Gut zu
erkennen sind der Zellkern, die Kernhulle, die amplifizierten Nukleolen und eine Ansammlung von Mitochondrien
(markiert durch Pfeile).
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Die Abbildung 5-5 zeigt die Ubersichtsaufnahme einer pravitellogenen Xenopus Oozyte.
Neben dem Zellkern, der zahlreiche, stark kontrastierte amplifizierte Nukleolen enthélt, ist ein
Anschnitt des Bb zu erkennen (markiert durch Pfeile). Die Struktur ist an der auffalligen
Anhaufung der Mitochondrien deutlich zu erkennen. Die Kernhiille grenzt gut sichtbar das
Nukleoplasma vom Zytoplasma ab. Bei hoherer VergroRerung sind an der
zytoplasmatischen Seite der Kernhille eine Vielzahl von rundlichen oder langlichen,
elektronendichten Strukturen erkennbar, die in das Zytoplasma hineinragen (Abbildung 5-6).

Abbildung 5-6 Elektronenmikroskopische Aufnahmen der Kernhillenregion von Xenopus laevis Oozyten. Das
pravitellogene Ovar wurde in Epon eingebettet und ultradiinn geschnitten. Auffallig sind die langlichen Aggregate
(Pfeile in A und B), die von der zytoplasmatischen Seite der Kernhulle ausstrahlen und haufig mit Kernporen
assoziiert sind. nu: Nukleoplasma; cy: Zytoplasma. Eichstriche: 500nm.

In Abbildung 5-7 ist eine hohe Vergrol3erung eines Ausschnitts der Kernhtlle einer
pravitellogenen Xenopus Oozyte abgebildet. Sehr deutlich erkennbar ist, dass einige Nuage
an Kernporen assoziiert sind und in das Zytoplasma hineinragen. Es handelt sich um
elektronendichte Strukturen, deren Komponenten organisiert und komprimiert vorliegen. Sie
weisen dabei eine Lange von mehreren 100nm auf und haben einen Durchmesser von
ca.100nm.
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Abbildung 5-7 VergroRerung eines Ausschnitts der Kernhille einer Xenopus Oozyte. Die Nuage befinden sich
im Zytoplasma und sind an Kernporen assoziiert (markiert durch Pfeile). Abgebildet sind Léangs- und Querschnitte
der Strukturen. Sie weisen eine Lange von >100nm und einen Durchmesser von ca. 100nm auf. Eichstrich:
250nm.

Diese Strukturen sind charakteristische Merkmale in Xenopus Oozyten und werden als
Nuage bezeichnet. Nuage sind typische keimzellspezifische Komponenten zahlreicher
Spezies. Es gibt Hinweise, die darauf schlieRen lassen, dass es sich bei Nuage um
Vorlauferstrukturen der Germinal Granules handeln kdnnte (Eddy, 1975; Kloc et al., 2004a;
Saffman und Lasko, 1999). Die Nuage-Strukturen sind um den gesamten Zellkern herum
gleichmaRig verteilt und nicht in bestimmten Bereichen, wie z.B. in der Nahe des Bb
angereichert (Bilinski et al., 2004). Nuage ist haufig mit Kernporen assoziiert, weshalb
vermutet wird, dass es sich dabei um Ribonukleoproteine (RNPs) handelt, die gerade durch
Kernporen aus dem Nukleo- in das Zytoplasma transportiert wurden. Die Lokalisation der
Nuage und das Markierungsmuster des Antikdrpers IV'D4 weisen in pravitellogenen
Xenopus Oozyten groRe Ahnlichkeiten auf. Die Frage, ob es sich bei den perinukledren
Punkten, die der Antikdrper IV'D4 markiert, um Nuage handelt, lag deshalb nahe und wurde
im nachsten Schritt durch eine Immunlokalisation auf elektronenmikroskopischer Ebene
beantwortet.

5.1.5 Immungold-EM mit IV'D4 an Xenopus laevis Oozyten

Abbildung 5-8 Immunlokalisation auf EM-Ebene mit IV” D4 auf Xenopus laevis Oozyten. Nuage (markiert durch
Pfeile) befindet sich in Assoziation mit Kernporen und ragt in das Zytoplasma. nu: Nukleoplasma; cy: Zytoplasma.
Eichstriche: A+B: 200nm.

In Abbildung 5-8 ist deutlich zu erkennen, dass das Markierungsmuster des Antikdrpers
IV'D4 den Nuage-Strukturen entspricht. Die Praparate wurden durch eine Preembedding-
Prozedur angefertigt, da die experimentellen Bedingungen gut vergleichbar mit der
Immunfluoreszenz an Gefrierschnitten waren. Dabei wird zwar Material wie z.B. das
Zytoplasma ausgewaschen, die Kernhille und daran assoziierte Strukturen bleiben jedoch
erhalten und kdnnen vom Antikdrper erkannt werden.
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Es wurden auch Postembedding-Prozeduren an Lowicryl- oder LR-White-Ultradlinnschnitten
durchgefuhrt. Leider stellte sich heraus, dass der Antikorper IV'D4 unter diesen
Bedingungen das Antigen nicht mehr erkannte.

5.1.6  Lichtmikroskopische Lokalisation des Antigens von IV'D4 an Gefrier-
schnitten von Xenopus Hoden

Im Anschluss sollte die Frage geklart werden, ob das Antigen von 1V'D4 nur in Oozyten, oder
auch in weiteren Geweben von Xenopus vorhanden ist. Deswegen wurde zunachst eine
Immunfluoreszenz mit IV'D4 an Xenopus laevis Hodengewebe durchgefiihrt. Dazu wurden
einem adulten Krallenfrosch Hoden entnommen und von diesem Gefrierschnitte angefertigt.
Die Phasenkontrastaufnahmen in Abbildung 5-9 zeigen jeweils Ausschnitte eines
Hodentubusquerschnitts (A und B). Die Spermatogonien und Spermatozyten befinden sich
nahe der Tubuswand, in der Mitte des Tubus sind die Spermatiden lokalisiert. Die Hoechst-
Aufnahmen zeigen eine Zellkernfarbung aller Zelltypen (A" und B’). In den
Immunfluoreszenzaufnahmen weisen die Spermatozyten eine auffallige Markierung auf, die
sich deutlich vom feinen Punktemuster in pravitellogenen Oozyten unterscheidet. In
unmittelbarer Néhe des Zellkerns farbt IV'D4 eine einzelne punktartige Struktur (Abbildung
5-9; A" und B”).

Abbildung 5-9 Inkubation von IV”'D4 an Gefrierschnitten von Xenopus laevis Hoden. Die Aufnahmen wurden
am konventionellen Fluoreszenzmikroskop angefertigt und zeigen jeweils Ausschnitte eines Hodentubus. Im
Phasenkontrast (A/B) sind die Tubuswand und zahlreiche Keimzellen verschiedener Stadien zu erkennen. Die
Hoechst-Farbung (A"/B”) markiert samtliche Zellkerne. Dadurch sind unterschiedliche Zellkernformen, die
unterschiedliche  Entwicklungsstadien der  Keimzellen  widerspiegeln,  gut sichtbar. In  der
Immunfluoreszenzaufnahme markiert der Antikérper eine Struktur in der Nahe der Kernhille von Spermatozyten,
bei der es sich vermutlich um den Chromatiod body handelt (A"~ und B”"). Eichstriche: 50um.
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Bei diesem markierten Organell handelt es sich vermutlich um den Chromatoid body (CB),
der charakteristisch fir die mannlichen Keimzellen ist. Der CB ist eine hochdynamische
Struktur, die sich oft in Assoziation mit Kernporen befindet und die tber zytoplasmatische
Briicken in benachbarte Zellen gelangen kann (Parvinen und Parvinen, 1979, Ventela et al.,
2003). Die Funktion des CB ist bis dato unklar, angenommen wird aber, dass es sich um ein
Organell handelt, welches in post-transkriptionelle Prozesse involviert ist und spezifische
MRNAs speichert. Es wird vermutet, dass der CB in mannlichen Keimzellen das Pendant
von Nuage in Oozyten, darstellt (Parvinen, 2005).

5.1.7 Immunfluoreszenz mit IV'D4 an somatischen Xenopuszellen

Nachdem festgestellt wurde, dass sich das Antigen von IV'D4 in Oozyten im Zytoplasma und
in den Nuage, sowie hochstwahrscheinlich im CB von Spermatozyten befindet, wurde im
nachsten Schritt die Verteilung in somatischen Zellen Uberprift. Hierfir wurden Versuche mit
Xenopus A6-Zellen und XTC-Zellen durchgefiihrt. Beide Zelltypen erbrachten die gleichen
Ergebnisse. Im Folgenden werden daher nur XTC-Zellen beschrieben. Fir die
Immunfluoreszenz wurden Zellen auf Deckglaschen ausgesat und bei geeigneter Zelldichte
mit Formaldehyd fixiert. In Abbildung 5-10 ist das Versuchsergebnis dargestellt. In der
Immunfluoreszenzaufnahme (A™") ist deutlich zu erkennen, dass das Antigen homogen im
Zytoplasma verteilt und weitgehend vom Nukleoplasma ausgeschlossen ist.

Abbildung 5-10 Immunfluoreszenz an XTC-Zellen mit IV'D4. Die Aufnahmen wurden mit Hilfe des CLSM
angefertigt und zeigen zwei Zellen. Der Antikdrper markiert homogen das Zytoplasma, aber nur schwach das
Nukleoplasma (A" ). Die entsprechende Interferenzkontrastaufnahme (A) und DNA-Anfarbung mit Hoechst
33258 (A”) sind ebenfalls abgebildet. Eichstrich: 20um.

5.1.8  Vergleich der Markierungsmuster von IV'D4 und Antikdrper Y12

Vor Kurzem wurde beschrieben, dass Y12 Xenopus-Nuage markiert (Bilinski et al., 2004).
Dieser Antikérper erkennt bestimmte Sm-Proteine bzw. Proteine mit symmetrischen
Dimethylargininmodifikationen (Brahms et al., 2000; Hebert et al., 2002; Boisvert et al., 2002;
Graydon et al., 2006). Es wurde postuliert, dass Nuage Vorlauferstrukturen der Germinal
Granules sein kénnten. Sm-Proteine kdnnten demnach spezifische keimzelldeterminierende
MRNAs der Germinal Granules im Nukleoplasma binden und beim Export der mRNA-
Molekile aus dem Zellkern in Nuage-Strukturen behilflich sein (Bilinski et al., 2004).

Bei diesem Experiment wurden zunéchst Gefrierschnitte von pravitellogenen Xenopus laevis
Oozyten mit dem Antikérper Y12 (Lerner et al., 1981) inkubiert. In Abbildung 5-11 ist in der
Fluoreszenzaufnahme zu erkennen, dass der Antikérper Strukturen sowohl im Zellkern als
auch im Zytoplasma und an der Kernperipherie markiert. Bei den Partikeln im Zellkern
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handelt es sich um sogenannnte B-Snurposomen, welche das Oozyten-Gegenstlick zu den
.nterchromatin granule clusters" (IGCs) bzw. den ,splice factor domains® oder auch
.Speckles" darstellen (Doyle et al., 2002). Die Aggregate an der Kernhille stellen vermutlich
Nuage-Strukturen dar. Die Markierung im Zytoplasma war dagegen von unbekannter
Bedeutung. Um zu verdeutlichen, dass der Y12 Nuage markiert, wurden im nachsten Schritt
Immungoldlokalisationen an pravitellogenen Xenopus laevis Oozyten durchgefiihrt.

-

Abbildung 5-11 Inkubation von Y12 an Gefrierschnitten von Xenopus laevis Oozyten. In der
Phasenkontrastaufnahme sind die Oozyte und der Zellkern gut zu erkennen (A). Die Hoechst-Farbung (A”)
markiert die Zellkerne der Follikelzellen. Der Antikdrper markiert die B-Snurposomen innerhalb des Zellkerns und
zytoplasmatische Strukturen, die an der Kernperipherie angereichert sind (A””). Hierbei handelt es sich um
Nuage-Strukturen. Eichstrich: 50um

5.1.9 EM-Immungoldlokalisationen an Xenopus laevis Oozyten mit Y12

Fir die elektronenmikroskopische Lokalisierung von Y12 wurde eine post-embedding
Immungoldlokalisation an Xenopus laevis Ovar durchgefiihrt. Mit dieser Methode war es
maoglich, eine sehr gute Strukturerhaltung des eingebetteten Gewebes zu gewahrleisten. In
der Abbildung 5-12 ist deutlich gezeigt, dass das Zytoplasma und andere leicht Idsliche
Komponenten auch nach der Einbettung noch gut zu erkennen sind und nicht ausgewaschen
wurden. Die Nuage-Strukturen sind deutlich markiert, wie die Anreicherung der Goldpartikel
belegt. Dieses Ergebnis bestatigt die Befunde von Bilinski et al., 2004. Die Markierung
innerhalb des Nukleoplasmas beruht vermutlich auf der Anwesenheit der B-Snurposomen.
Diese Ergebnisse spiegeln das Immunfluoreszenzmuster wider, mit markierten speckles im
Nukleoplasma und Strukturen an der Kernhlle (Abbildung 5-11).
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Abbildung 5-12 Immungoldlokalisation mit Y12 an Xenopus laevis Oozyten. Die Nuage-Strukturen sind mit
Goldpartikeln markiert (Pfeile). Gezeigt ist eine Postembedding Lokalisierung an Ultradiinnschnitten von LR-White
eingebetteten Oozyten. Die Kernmembranen sind nur schwach erkennbar, da nicht mit OsO, fixiert wurde. nu:
Nukleoplasma; cy:Zytoplasma. Eichstriche: A: 500nm; B: 200nm.

5.2 Veranderung der Nuage-Strukturen durch zellulare Inhibitoren

In den vorherigen Abschnitten konnte durch Immunfluoreszenz und Immungold-EM gezeigt
werden, dass der Antikorper 1V'D4 zytoplasmatische Nuage an der Kernhille von
pravitellogenen Xenopus laevis Oozyten erkennt. Uber die Dynamik der Strukturen war bis
dato nichts bekannt. Es lagen auch keine Erkenntnisse dariiber vor, ob es sich bei den
Nuage um Material handelt, das Uber die Kernporen aus dem Zellkern oder in den Zellkern
transportiert wird. Daher wurde untersucht, ob Transkriptions- und Translationsprozesse
Einfluss auf die Nuage ausliben. Es war bekannt, dass in pravitellogenen Oozyten viele
Proteine und RNAs in Form von RNPs gespeichert werden. Einen besonders hohen Anteil
bilden dabei das 7S RNP und vor allem das 42S RNP, das ca. 20% des gesamten
Proteingehalts pravitellogener Oozyten ausmacht. Es setzt sich aus den Proteinen 42Sp43
und 42Sp50, sowie aus 5S rRNA und tRNAs im Verhaltnis1:2:1:3 zusammen (Johnson et al.,
1984). Die Vermutung, dass Nuage Orte des 42S RNP-Zusammenbaus sein kénnten, zum
Zeitpunkt an dem 5S rRNAs und tRNAs den Zellkern durch die Kernporen verlassen, lag
deshalb nahe. Darum sollte im Folgenden getestet werden, ob bzw. wie sich Nuage nach
Inkubation mit verschiedenen zellularen Inhibitoren verandern.

5.2.1  Inkubation mit Actinomycin D (AMD), Cycloheximid (CHX) und
Leptomycin B (LMB)

Zunachst wurde Ovar mit dem Zytostatikum Actinomycin D (AMD) inkubiert. Hohe
Konzentrationen von AMD hemmen die RNA-Synthese durch Blockierung der RNA-
Polymerasen und damit auch den RNA-Transport aus dem Zellkern in das Zytoplasma. Da in
anderen Organismen bereits bestimmte mMRNAs als Komponenten von Nuage identifiziert
wurden (z.B. vasa mRNA in Zebrafisch, Knaut et al., 2000), sollte tberprift werden, ob die
Inhibition der mMRNA-Synthese und des mRNA-Transports die Nuage verandert.
Pravitellogenes Ovar wurde 4 Stunden in AMD (50ug/ml) inkubiert und danach fir die
Elektronenmikroskopie aufgearbeitet. Die Abbildung 5-13 (A) zeigt, dass die Behandlung mit
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diesem Zytostatikum keinen sichtbaren Einfluss auf die strukturelle Organisation der Nuage
ausibte. Die Anzahl, Anordnung und Form der Nuage unterschieden sich nicht von denen
unbehandelter Oozyten (Abbildung 5-6).

Da in Nuage, neben RNAs, auch bereits Proteinkomponenten wie z.B. Proteine mit
Dimethylargininmotiven identifiziert wurden (Abbildung 5-12 und Bilinski et al., 2004), sollte
im nachsten Versuch Uberpriift werden, ob eine Hemmung der Translation eine strukturelle
Veranderung der Nuage hervorrufen kénnte. Deshalb wurde pravitellogenes Xenopus Ovar
Uber Nacht in Cycloheximid (50pg/ml) inkubiert. CHX ist ein Antibiotikum, das in
eukaryotischen Zellen als Translationshemmer wirkt. Es hemmt die Aktivitdt der 60S-
Untereinheit der Ribosomen, womit eine erfolgreiche Proteinbiosynthese verhindert wird.
Das Ergebnis dieses Versuchs ist in Abbildung 5-13 (B) dargestellt und zeigt, dass auch eine
Inhibition der Translation zu keiner eindeutigen Veranderung der Nuage filhrte. Die
Strukturen wiesen allerdings eine dichtere, kugeligere Form auf und hatten zu einem grof3en
Teil den Kontakt zu den Kernporen auf der zytoplasmatischen Seite der Kernhlle verloren.
Schliel3lich wurde Ovar mit Leptomycin B (200nM) tber Nacht inkubiert. LMB inhibiert CRM1
(Exportin 1) und verhindert somit den Export von Proteinen mit leucinreichen
Kernexportsequenzen (NES) aus dem Zellkern in das Zytoplasma. Mit Hilfe dieses Versuchs
sollte herausgefunden werden, ob Nuage Aggregate darstellen, die sich auf der
zytoplasmatischen Seite der Kernpore bilden, wenn Proteine bzw. RNPs exportiert werden.
Wie in Abbildung 5-13 (C) zu erkennen ist, sind auch hierbei keine Unterschiede in Form und
Aufbau der Nuage im Vergleich zur Kontrolle (Abbildung 5-6) zu erkennen.
Zusammenfassend lasst sich somit sagen, dass weder eine Hemmung der Transkription, der
Translation, sowie des nuklearen Exports Giber den CRM1-Weg eine Verdnderung der Nuage
in Form, Gestalt und Anzahl bewirken.
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Abbildung 5-13 Elektronenmikroskopische Aufnahmen von pravitellogenem Xenopus Ovar, das mit Actinomycin
D (A), Cycloheximid (B) bzw. Leptomycin B (C) inkubiert wurde. In allen drei Abbildungen ist zu erkennen, dass
sich die Nuage in ihrer strukturellen Organisation, ihrer Anordnung und Anzahl nicht von denen in Kontrolloozyten
(Abbildung 5-6) unterscheiden. cy: Zytoplasma; nu: Nukleoplasma.

5.2.2 Inkubation mit Methyltransferase-Hemmern

Es wurde bereits gezeigt, dass beide Antikérper Y12 und IV'D4 Nuage in Xenopus Oozyten
erkennen. Der Antikorper Y12 erkennt Proteine mit symmetrisch methylierten Argininresten,
zu denen insbesondere die Sm-Proteine zahlen (Lerner et al., 1981; Brahms et al., 2000 and
Graydon et al., 2006). Anhand des folgenden Versuchs sollte tberprift werden, ob durch die
Hemmung der Dimethylierung die strukturelle Organisation der Nuage beeinflusst und ob
das Markierungsmuster von IV'D4 verandert wird.

Arginin-Methylierung ist eine posttranslationelle Modifikation von Proteinen, die durch
Methyltransferasen vermittelt wird. Man unterscheidet dabei Typ | und Typ |l
Methyltransferasen. Der Typ | induziert eine asymmetrische Dimethylierung (aDMA) von
Argininresten, wohingegen die Typ Il-Methyltransferasen PRMT5 und PRMT7 eine
symmetrische Dimethylierung (sDMA) katalysieren (Coté and Richard, 2005; Bedford and
Richard, 2005). Der Inhibitor Methylthioadenosin (MTA) fihrt zu einer kompetitiven
Hemmung und Adenosindialdehyd (Adox) zu einer generellen Hemmung der
Methyltransferasen (Coté and Richard, 2005). Anhand von Versuchen mit dem Drosophila-
Ortholog von PRMTS5, Dart5, ist bekannt, dass die symmetrische Dimethylierung der Sm-
Proteine keine Auswirkung auf die Biogenese der shRNPs hat, die Reifung der Oozyten und
der Spermien jedoch gestort ist (Gonsalvez et al., 2006). Da angenommen wird, dass Nuage
eine Vorlauferstruktur der Germinal Granules ist, die fiir die Determinierung der Keimzellen
verantwortlich sind, lag die Vermutung nahe, dass eine Hemmung der Dimethylierung der
Sm-Proteine einen Einfluss auf die Struktur der Nuage haben kdnnte.

Deshalb wurde flr diesen Versuch pravitellogenes Xenopus Ovar 24 Stunden in 1mM Adox-
bzw. MTA-L6sung inkubiert. Als Kontrolle wurde Ovar im gleichen Medium ohne MTA
inkubiert. Fur die Immunfluoreszenzexperimente wurden Gefrierschnitte angefertigt, die mit
IV'D4 bzw. Y12 inkubiert wurden (Abbildungen 5-14 und 5-15). Au3erdem wurden Teile des
Ovars elektronenmikroskopisch untersucht.
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Abbildung 5-14 Immunfluoreszenz mit IV'D4 an Gefrierschnitten von Xenopus laevis Ovar, das mit den
Methyltransferasehemmern Adox bzw. MTA inkubiert wurde. Phasenkontrastaufnahmen (A/B/C); DNA-Farbung
mit Hoechst (A"/B"/C”); Immunfluoreszenz mit IV'D4 (A""/B""/C""). Die Aufnahmen zeigen jeweils die
Kernregion und wurden mit einem konventionellen Fluoreszenzmikroskop angefertigt. Eichstriche: 50um.

Auch wenn die strukturelle Organisation der Oozyten in den Gefrierschnitten nicht sehr gut
erhalten ist, lassen sich die Oozytenkerne im Phasenkontrast eindeutig erkennen (Abbildung
5-14. A-C). In den Hoechst-Aufnahmen sind die Follikelzellen und Lampenbirsten-
chromosomen gefarbt (Abbildung 5-14: A’-C’). Die Immunfluoreszenzaufnahme der
Kontrolloozyte nach Inkubation mit IV'D4 (Abbildung 5-14: C’) zeigt das typische,
gepunktete Markierungsmuster der Kernhiille, das bereits in den Abbildungen 5-1 und 5-2
beschrieben ist. Dagegen ist unter Einfluss des generellen Methyltransferase-Hemmers
Adox das Signal durch IV'D4 deutlich reduziert (Abbildung 5-14: A”"). Nach Inkubation mit
MTA blieb das gepunktete Markierungsmuster der Kernperipherie erhalten. Zusatzlich
erschienen jedoch noch groRere fluoreszierende Foci an der Kernhille (Abbildung 5-14: B,
markiert durch Pfeile). Der Antikérper Y12 erbrachte ahnliche Ergebnisse, die in der
folgenden Abbildung dargestellt sind.
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Abbildung 5-15 Indirekte Immunfluoreszenz mit Y12 an Gefrierschnitten von Xenopus laevis Ovar, das mit
Adox bzw. MTA inkubiert wurde. Phasenkontrastaufnahmen (A/B/C); DNA-Farbung mit Hoechst (A"/B"/C”);
Immunfluoreszenz mit Y12 (A" “/B”"/C”): Eichstriche: 50um.
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Die Anfarbung von Gefrierschnitten der Kontrolloozyten mit Y12 zeigt das schon
beschriebene Markierungsmuster der Kernhille (Abbildung 5-15: C”"). Da der Oozytenkern
flach angeschnitten ist, lassen sich die B-Snurposomen oder splicing speckles nicht
erkennen. In den Phasenkontrastaufnahmen sind die Zellkerne deutlich sichtbar (Abbildung
5-15: A-C). Unter Einfluss von Adox wurde auch das Markierungsmuster durch Y12
verandert (Abbildung 5-14: A’"). Das Signal erscheint im Vergleich zur Kontrolle (C™)
deutlich reduziert. Eine Inkubation mit MTA bewirkte ebenfalls eine, wenn auch geringere
Reduzierung des Fluoreszenzsignals von Y12. Auch hierbei war die Bildung von auffallig
grofl3en Foci an der Kernhille zu beobachten (Abbildung 5-14: B™).

Die Behandlung prévitellogener Oozyten mit Adox bzw. MTA bewirkt eine Reduzierung der
Methylierung von Proteinen. Dieser Effekt kann durch Y12 sichtbar gemacht werden, da der
Antikdrper Proteine mit symmetrisch methylierten Argininresten erkennt. Erstmals wurde hier
gezeigt, dass der Vorgang auch durch IV'D4 nachgewiesen werden kann. Auch auf
elektronenmikroskopischer Ebene konnte nach einer Hemmung der Methyltransferasen eine
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strukturelle Verdnderung der Nuage beobachtet werden. Sie erschienen weniger dicht
gepackt bzw. aufgelockert (Abbildung 5-16). Die Nuage stellen sich nach der Hemmung als
vesikelartige Strukturen dar, deren elektronendichtes Material an der Peripherie konzentriert
ist. Der Effekt war sowohl durch die Behandlung mit MTA (A), als auch durch die Inkubation
mit Adox (B) zu beobachten.

Abbildung 5-16 Elektronenmikroskopische Aufnahme der Kernhillenregion von Xenopus Oozyten, die mit den
Methyltransferase-Hemmern MTA (A) bzw. Adox (B) inkubiert wurden. Die behandelten pravitellogenen Oozyten
wurden in Epon eingebettet und ultradiinn geschnitten. Die Nuage erscheinen in ihrer Dichte aufgelockert und
weisen eine runde, vesikelartige Gestalt auf. Eichstriche: 500nm.

5.3 Biochemische Identifizierung des IV'D4-Antigens

Nachdem gesichert war, dass der Antikdrper 1V'D4 die perinuklearen Nuage in
pravitellogenen Xenopus laevis Oozyten anfarbte, sollte die biochemische Natur des IV 'D4-
Antigens ermittelt werden. Dazu wurde zunéchst ein Immunblot mit Extrakt aller sechs
Oozytenstadien durchgefiihrt. Obwohl IV'D4 in reiferen Oozyten keine definierten Strukturen
in der Immunfluoreszenz anfarbte, konnte das entsprechende Antigen weitgehend
gleichmakRig verteilt und so leicht der Beobachtung entgangen sein.

5.3.1 Immunblot mit pravitellogenem Xenopus Oozytenextrakt

Im ersten Schritt der biochemischen Charakterisierung von 1V'D4 wurde Extrakt von
pravitellogenen Xenopus-Oozyten durch SDS-PAGE elektrophoretisch aufgetrennt, geblottet
und mit IV'D4 inkubiert. Der Antikérper markiert eine einzelne Proteinbande bei ca. 50 kDa,
die auch im Coomassie-Gel bereits deutlich zu erkennen ist (Abbildung 5-17). Somit wurde
angenommen, dass es sich beim Antigen von IV'D4 um ein Protein handelt, das in relativ
hoher Konzentration in Oozyten vorliegt. Die Vermutung lag nahe, dass es sich dabei um ein
Protein aus dem 42S RNP, namlich 42Sp50, handeln konnte. Dieses
Ribonukeoproteinpartikel liegt in pravitellogenen Oozyten in sehr hoher Konzentration vor
und dissoziiert im Verlauf der Oogenese. Das konnte die Erklarung dafir sein, dass der
Antikérper 1V'D4 in der Immunfluoreszenz nur Strukturen in pravitellogenen QOozyten
markiert.

93



5. Ergebnisse

Abbildung 5-17 Coomassie-Gel von préavitellogenem Xenopus Oozytenextrakt (1) und Immunblot mit Antikdrper
IV'D4 (2). Der Extrakt von zehn pravitellogenen Oozyten wurde aufgetragen und durch SDS-Page
elektrophoretisch aufgetrennt. Das Gel wurde anschlieBend geblottet und die Nitrozellulose mit IV” D4 inkubiert.
Der Antikdrper erkennt eine Proteinbande bei ca. 50 kDa (2). Die im Gel verbliebenen Proteine wurden mit
Coomassie-Blau gefarbt. Die 50kD Bande ist durch einen Pfeil markiert (1).

5.3.2 Expression wahrend der Oogenese

Fur diesen Versuch wurde von jedem Oozytenstadium ein Extrakt hergestellt, die Proteine
durch SDS-Page aufgetrennt und auf Nitrozellulose transferiert. Die Membran wurde im
Anschluss mit IV'D4 inkubiert. Der Antikorper erkannte in allen Oozytenstadien eine
Proteinbande bei ca. 50kDa (Abbildung 5-18). Aus den Signalstarken der einzelnen Banden
dieses Immunblots kdnnte man schlieBen, dass in pravitellogenen Oozyten die grofte
Menge des IV'D4-Antigens vorlag. Allerdings war durch die betrachtlichen
GroRenunterschiede der Oozyten und ihre unterschiedlichen Dottermengen ein quantitativer
Vergleich der Signale kaum mdglich. Neben Oozytenextrakt wurde auch Herzgewebe
untersucht. Auch hier wurde eine Bande bei ca. 50kDa markiert (Abbildung 5-18).

Abbildung 5-18 Immunblot mit Antikérper IV'D4 unter Verwendung von Extrakten verschiedener
Oozytenstadien. Aufgetragen wurde ein Volumen, das zehn Stadium | Oozyten entsprach. IV'D4 erkennt in
jedem Oozytenstadium (1-V1) eine Bande bei ca. 50kDa.
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Das Ergebnis dieses Versuchs ist, dass der Antikdrper IV'D4 ein Protein erkennt, das sehr
haufig in jungen Oozyten, aber auch in allen anderen Oozytenstadien und in somatischem
Gewebe vorkommt. Wenn es sich, wie unter 5.3.1 vermutet, um das Protein 42Sp50 des 42S
RNPs handeln wirde, dann sollte es in den reifen Oozytenstadien und vor allem in
somatischen Geweben (z.B. Herz) nicht vorhanden sein (Kapitel 2.9). Es ist allerdings
bekannt, dass 42Sp50 eine Variante des Elongationsfaktors 1A darstellt und dass in
Xenopus neben 42Sp50 noch zwei weitere Varianten des Elongationsfaktors vorliegen:
EF1A-S (somatisch), das laut Literatur nahezu ausschliel3lich in somatischem und
embryonalem Gewebe vorkommt, sowie EF1A-O (oozytenspezifisch), das in Keimzellen und
Embryonen bis zur Neurulation exprimiert wird (Abdallah et al., 1991; Dje et al., 1990; Krieg
et al., 1989). Die Isoformen des Elongationsfaktors 1A und deren Expressionsmuster sind in
der Einleitung ausfuhrlicher beschrieben (Kapitel 2.8). Daher lag die Vermutung nahe, dass
der Antikorper IV'D4 neben 42Sp50 ebenfalls die nah verwandten EF1A-Isoformen erkennt,
was die positiven Resultate mit Herzgewebe erklaren wirde.

5.3.3  Vergleichende Immunblots mit IV'D4 und einem Antikdérper gegen
EF1A mit Extrakten verschiedener Oozytenstadien

Im nachsten Versuch wurde erneut eine Nitrozellulose mit Extrakten aller Oozytenstadien mit
IV'D4 inkubiert, gestrippt und danach mit einem kommerziellen anti-EF1A Antikorper
inkubiert. Dieser Antikorper reagiert mit allen Isoformen des Elongationsfaktors 1A in
verschiedenen  Organismen.  Auch hier ~ wurden wieder 10  Stadium I
Oozytenvolumenaquivalente/Spur durch SDS-Page aufgetrennt und auf Nitrozellulose
transferiert. Wie in Abbildung 5-19 dargestellt, erkannten beide Antikdrper (IV'D4: A; und
anti-EF1A: B) in allen Oozytenstadien dieselben Proteine bei ca. 50kDa. Damit war klar,
dass der Antikdrper IV'D4 tatséchlich den Elongationsfaktor EF1A erkennt, und zwar
vermutlich alle drei Isoformen. Das schwache Signal in Spur | ist auf die bereits erwahnte
biologische Variabilitdt der Oozyten zuriickzufihren und bedeutet nicht, dass in Stadium |
weniger Protein im Vergleich zu den anderen Stadien (llI-Vl) vorhanden war. Die drei
Isoformen kénnen zwar anhand ihrer Proteinsequenz voneinander unterschieden werden,
ahneln sich aber in ihren molekularen Massen so stark, dass sie durch eine eindimensionale
Gelelektrophorese nicht aufgetrennt werden konnten.

Abbildung 5-19 Vergleichender Immunblot mit verschiedenen Oozytenextrakten. Die Proteine wurden durch
SDS-PAGE elektrophoretisch aufgetrennt und auf Nitrozellulose transferiert. Zunéachst wurde die Nitrozellulose mit
IV'D4 (A) inkubiert, anschlieBend gestrippt und mit anti-EF1A (B) inkubiert. Beide Antikdrper markieren dieselben
Proteinbanden bei ca. 50kDa.
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5.3.4 Expression von EF1A in verschiedenen Oozytenstadien und Geweben

Um die Verteilung von EF1A in weiteren Organen und Geweben zu analysieren, wurden
Immunblots durchgefuihrt. Der Antikbrper gegen EF1A erkannte in allen untersuchten Proben
eine Proteinbande bei ca. 50kDa (Abbildung 5-20).

Abbildung 5-20 Immunblots verschiedener Oozytenstadien, Organe und Gewebe eines adulten Xenopus laevis.
Die extrahierten Proteine wurden elektrophoretisch durch eine SDS-PAGE aufgetrennt, auf Nitrozellulose
transferiert und mit dem Antikérper anti-EF1A inkubiert.

5.3.5 Immunpréazipitationen mit den Antikdérpern IV'D4 und anti-EF1A

Mit den Immunprézipitationsversuchen sollte Uberprift werden, ob beide Antikérper die
gleichen Proteine auch in nativer Konformation binden. Die Experimente wurden mit den
beiden Antikdrpern IV'D4 und anti-EF1A durchgefuhrt. Dazu wurde Oozytenextrakt mit dem
jeweiligen Antikorper (IV'D4 oder anti-EF1A) inkubiert und die Antigen/Antikdrper-Komplexe
mit Dynabeads isoliert. Die Proteine wurden im Anschluss durch eine SDS-Page aufgetrennt,
auf Nitrozellulose transferiert und mit anti-EF1A detektiert. In (A) und (B) wurde
Oozytenextrakt vor (Spuren 1) und nach (Spuren 2) der Immunprazipitation aufgetragen
(Abbildung 5-21). Die nahezu gleiche Bandenintensitat in den Spuren 1 und 2 zeigt, dass die
Immundepletion des Extrakts nicht vollstandig erfolgte. Dies lag vermutlich an der hohen
Konzentration der entsprechenden Antigene. Die verwendeten Primarantikdrper wurden in
den Spuren 3 aufgetragen, zu erkennen ist die jeweilige schwere Kette (die leichte Kette ist
aus dem Gel gelaufen). In den Spuren 4, in denen das eluierte Immunprazipitat aufgetragen
wurde, sieht man jeweils die schwere Kette der Antikdrper und EF1A (markiert mit *). Als
Kontrolle (Spuren 5) diente ein Ansatz ohne Zugabe der Primarantikorper. Die Ergebnisse
zeigen, dass beide Antikorper aus Oozytenextrakt EF1A immunprazipitieren (mit * markierte
Banden in den Spuren 4 der Abbildung 5-21).
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Abbildung 5-21 Immunprazipitation mit IV"'D4 (A) und anti-EF1A (B) unter Verwendung von Oozytenextrakt.
Die Immunblot-Analyse wurde mit anti-EF1A durchgefuhrt. In den Spuren 1 wurde Oozytenextrakt vor, in den
Spuren 2 nach der Immunpréazipitation aufgetragen. Spuren 3 zeigen die schweren Ketten des jeweiligen
Primarantikorpers IV D4 (A) oder anti-EF1A (B). In den Spuren 4 wurde das Immunprazipitat aufgetragen (EF1A-
Banden mit * markiert, die dartiberliegenden Banden sind die schweren Ketten des Antikdrpers). In den Spuren 5
ist die Kontrolle ohne Primé&rantikérper aufgetragen.

5.3.6  Bakterielle Expression und Aufreinigung von 42Sp50

Zum Nachweis, dass die beiden Antikdrper IV'D4 und anti-EF1A tatsachlich Xenopus
42Sp50 erkennen, wurde rekombinantes 42Sp50 mit einem C-terminalen Hexahistidin-Tag in
E. coli exprimiert, aufgereinigt und fir einen Immunblot vorbereitet. Dazu wurde die cDNA
von 42Sp50 (Z19545) mit einer DNA-Polymerase amplifiziert und tGber BamHI/HindllI-
Restriktionsstellen in den pQC-6xHis Expressionsvektor kloniert. AnschlieBend wurde das
Plasmid in kompetente E.coli-Zellen transformiert. Durch die Sequenzierung des Vektors
wurde sichergestellt, dass sich der DNA-Abschnitt im korrekten Leseraster innerhalb der
multiplen Klonierungsstelle (MCS) befand und keine Punktmutation oder Deletion aufwies.
Durch Zugabe von IPTG wurde die Expression des Fusionproteins in E.coli XL1blue Zellen
induziert. Die Bakterien wurden zwei Stunden nach dem Induktionsstartpunkt geerntet und
die exprimierten Proteine durch Lyse aus den Bakterien gelost. AnschlieRend wurde ein Teil
des Bakterienlysats mit einer SDS-PAGE elektrophoretisch aufgetrennt, um die Expression
des rekombinanten Polypeptids nachzuweisen. Nach Anfarbung des Gels mit Coomassie-
Blue konnte eine deutliche Bande bei etwa 50kDa nachgewiesen werden (keine Abbildung).
Die Aufreinigung des Fusionsproteins erfolgte Uber das Hexahistidin-Tag unter
denaturierenden Bedingungen mit einer Nickel-NTA-Agaroseséaule. Im Anschluss wurden ca.
200ng des Fusionsproteins aus der Elutionsfraktion mit Hilfe einer SDS-Page aufgetrennt,
geblottet und zunéchst mit IV'D4 inkubiert. Danach wurde die Membran gestrippt und mit
anti-His Antikorper inkubiert. Das gleiche Experiment wurde mit den Antikdrpern anti-EF1A
und anti-His durchgefthrt.

Aus Abbildung 5-22 geht hervor, dass die Antikdrper IV'D4 (A), anti-EF1A (C) und anti-His (B
und D) dieselben Proteine erkennen. Das vollstandige Fusionsprotein weist ein
Molekulargewicht von 50kDa auf (Abbildung 5-22: Pfeile in A-D). Die weiteren Banden
stellen Degradationsprodukte dar, die durch den Aufreinigungsprozess entstanden sind.
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Abbildung 5-22 Uberpriifung der Spezifitat der Antikérper IV"D4 und anti-EF1A durch Vergleich mit einem anti-
His Antikdrper. 200ng des aufgereinigten 42Sp50-6xHis wurden in zwei Spuren elektrophoretisch aufgetrennt, auf
eine Nitrozellulosemembran transferiert und mit 1IV'D4 (A) bzw. anti-EF1A (C) inkubiert. Danach wurden die
Membranen gestrippt und mit anti-His (B und D) inkubiert. Alle Antikdrper erkennen die gleichen Proteinbanden.
Das vollstdndige Fusionsprotein weist ein Molekulargewicht von ca. 50kDa auf, die Banden darunter stellen
Degradationsprodukte dar, die durch den Aufreinigungsprozess entstanden sind.

Zusammenfassend lasst sich Uber die Antikorper IV'D4 und anti-EF1A sagen, dass beide in
Immunblotexperimenten und Immunpréazipitationen identische Antigene erkennen.
Immunblots zeigten, dass der Antikdrper auch mit Xenopus-EF1A von somatischen Zellen
reagierte (Abbildung 5-20). 42Sp50 ist die EF1A-Isoform in Xenopus, die die geringsten
Sequenzibereinstimmungen zu den Sauger-EF1A aufweist (Tabelle 5-5). Da anti-EF1A
auch rekombinantes 42Sp50 von Xenopus erkennt, liegt die Annahme nahe, dass der
Antikérper auch die néher verwandte Isoform EF1A-O erkennt. Somit lasst sich festhalten,
dass beide Antikorper die somatische Form von EF1A (EF1A-S) und die oozytenspezifische
Variante 42Sp50 erkennen, sowie mit hoher Wahrscheinlichkeit auch die dritte Xenopus
Variante, EF1A-O. Weiterhin stellte sich heraus, dass sich nur der Antikérper 1V'D4 flr
Lokalisationsstudien eignet. Beide Antikérper waren fir Blots einsetzbar, anti-EF1A wies
allerdings eine viel hdhere Sensitivitdt gegentber dem Antigen auf und eignete sich daher
besser flr biochemische Versuche. Aufgrund der Tatsache, dass beide monoklonalen
Antikorper alle drei EF1A-Isoformen erkennen, lassen sich leider mit den bisher gezeigten
Methoden keine Aussagen Uber die Lokalisierung bzw. die Expression der einzelnen
Isoformen innerhalb von Zellen, Oozyten und Geweben machen.

5.4 2D-Gelelektrophorese von EF1A in Oozyten und Leber

Obwohl bekannt war, dass in Xenopus laevis drei Isoformen von EF1A existieren,
markierten die Antikérper 1V'D4 und anti-EF1A in Immunblots von Oozyten und
verschiedenen Geweben immer nur eine Bande bei ca. 50kDa. Deshalb wurde durch zwei
Varianten der 2D-Gelelektrophorese nach potentiellen Unterschieden in den biochemischen
Eigenschaften der EF1A-Isoformen gesucht. Dabei kénnen Proteine, die annahernd dieselbe
molekulare Masse, aber einen anderen isoelektrischen Punkt aufweisen, voneinander
unterschieden werden.

Zunachst wurden Stadium | Oozyten aus Xenopus laevis homogenisiert und mit RNAse
verdaut, um die vorhandenen RNPs dadurch zu dissoziieren. RNA-gebundene Proteine
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lagen nach der Behandlung frei vor und konnten so im Anschluss elektrophoretisch
aufgetrennt werden. Das verdaute Extrakt wurde dann mit Aceton geféllt, mit dem
zweidimensionalen NEPHGE-Verfahren aufgetrennt und der Immunblot mit anti-EF1A
analysiert. Im Idealfall wurde erwartet, dass der Antikérper drei Proteinspots markierte, die
die drei Xenopus EF1A-Isoformen darstellen. Die Abbildung 5-23 zeigt jedoch, dass in
pravitellogenem Oozytenextrakt zahlreiche Varianten der EF1A-Isoformen vorliegen, die
nahezu kontinuierlich den gesamten pH-Bereich von 4,6 bis 9,1 abdecken. Die Annahme lag
nahe, dass es sich um Phosphorylierungsvarianten handelte (siehe 5.5.2 bzw. Tabelle 5-4).
Die gleichen Analysen wurden auch mit reifem Oozytenextrakt und Lebergewebe
durchgefihrt und zeigten, dass in diesen Proben zwar deutlich weniger, aber immer noch
mehrere Phosphorylierungsstadien der EF1A-Isoformen vorlagen (keine Abbildungen). Beim
NEPHGE-Verfahren wurden die Proteine nicht bis zu ihrem tatsachlichen IEP aufgetrennt,
was durch eine isoelektrische Fokussierung (IEF), die im Anschluss durchgefihrt wurde,
mdoglich ist. Damit sollte herausgefunden werden, ob durch diese Variante der 2D-
Gelelektrophorese biochemisch zwischen den einzelnen EF1A-Varianten unterschieden
werden kann.

Abbildung 5-23 2D-Gelelektrophorese
(NEPHGE) und anschlieBender Immunblot mit
anti-EF1A von Stadium | Oozyten von Xenopus.
Die EF1A-Isoformen liegen in préavitellogenen

Oozyten in zahlreichen Phospho-
rylierungsstadien in einem pH-Bereich von 4,6-
9,1 vor.

Bei der IEF werden vor allem saure Proteine bis zu ihrem tatsachlichen IEP aufgetrennt. Die
Analyse von Stadium I, Stadium VI Oozyten und Lebergewebe aus Xenopus laevis machte
ebenfalls viele EF1A-Isoformen sichtbar, die in Stadium VI Oozyten (Abbildung 5-24, B) und
Lebergewebe (Abbildung 5-24, C) in einem pH-Bereich von 6,6 -6,9 liegen. Dagegen
existieren in Stadium | Oozyten (Abbildung 5-24, A) EF1A-Varianten in zahlreichen
Phosphorylierungsstadien, mit IEPs in einem pH-Bereich zwischen 7,1-6,2. Die in Abbildung
5-24 unter (A") gezeigte Probe von Stadium | Oozyten, wurde zusatzlich einer
Phosphatasebehandlung unterzogen und im Anschluss mit RNAse verdaut und gefallt. Die in
pravitellogenem Oozytenextrakt vorhandenen EF1A-Isoformen lagen danach in deutlich
weniger distinkten Phosphorylierungsstadien vor. Durch die Phosphatasebehandlung wurden
die Proteine nur partiell dephosphoryliert. Es stellte sich heraus, dass aufgrund von
methodischen Problemen keine vollstandige Dephosphorylierung des vorhandenen
Proteinpools erreicht wurde.
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Abbildung 5-24 Die 2D-Gelelektrophorese der isoelektrischen Fokussierung (IEF) wurde zur Bestimmung des
tatsachlichen IEPs von EF1A-Isoformen in verschiedenen Proben durchgefiihrt. EF1A aus préavitellogenen Oozyten
(A) liegt in zahlreichen Phosphorylierungsvarianten vor, wohingegen bei den Proteinen aus Stadium VI Oozyten
(B) und aus der Leber (C) nur wenige Phosphorylierungsstadien nachweisbar sind. In (A”) ist die Probe
pravitellogener Oozyten gezeigt, die mit der Phosphatase CIAP vorinkubiert wurde. Hierbei ist eine deutliche
Reduzierung der stark phosphorylierten EF1A-Varianten zu erkennen.

Mit Hilfe der NEPHGE konnte gezeigt werden, dass die EF1A-Varianten in pravitellogenem
Oozytenextrakt in zahlreichen Phosphorylierungsstadien (pH-Bereich von 4,6 bis 9,1)
vorlagen. Der Proteinspot bei pH 9,1 stellt dabei vermutlich die vollstandig dephosphorylierte
Form von EF1A-S dar, da fur EF1A-S dieser pH-Wert berechnet wurde (Tabelle 5-3).

Im Laufe der Oozytenreifung und in somatischem Gewebe akkumulieren die EF1A-
Isoformen in einem pH-Bereich zwischen 6,6 bis 7,0. 42Sp50-mRNA konnte in somatischem
Gewebe (auB3er Hirn) nicht nachgewiesen werden (Abbildung 5-29), weshalb angenommen
wurde, dass es sich bei den markierten Proteinen in reifen Oozyten und in Lebergewebe um
die EF1A-S und EF1A-O handelte (Abbildung 5-24: B und C). Dies wirde bedeuten, dass
EF1A-S zwischen 8-11 und EF1A-O zwischen 10-12 Phosphatgruppen aufweist. Beide
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Proteine liegen somit in den genannten Geweben partiell phosphoryliert vor, da beide
Proteine mehr potentielle Phosphorylierungsstellen aufweisen (Kapitel 5.5.2; Tabellen 5-4
und 5-5). Nach wie vor konnte mit den bisherigen Versuchen nicht zwischen den einzelnen
EF1A-Isoformen unterschieden werden. Eine Untersuchung der zelltyp- bzw.
stadienspezifischen Expression der EF1A-Genfamilie war mit den vorhandenen Antikdrpern
nicht méglich, da offenbar alle EF1A-Isoformen erkannt wurden. Diese Ergebnisse waren
auch zu erwarten, da die Isoformen eine sehr hohe Sequenzverwandtschaft aufweisen. Die
Proteine werden im nachsten Ergebnisteil auf molekularer Ebene charakterisiert.

5.5 Molekulare Charakterisierung der drei EF1A-lsoformen von

Xenopus laevis

Da beide verwendeten Antikoérper (IV'D4 und anti-EF1A) nicht zwischen den einzelnen
Isoformen des Elongationsfaktors 1A unterscheiden konnen, konnte auch nicht geklart
werden, welche Isoform Bestandteil der Nuage-Strukturen ist. Daher wurde die
Expressionsanalyse auf RNA-Ebene durchgefihrt.

5.5.1 Analyse der Nukleotidsequenzen

Die Zugangsnummern der drei Nukleotidsequenzen der EF1A-Isoformen sind bei GenBank®
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/Genbank/) registriert (Tabelle 5-1). Die EST-Klone der beiden
Isoformen des Elongationsfaktors 1A (EF1A-S und EF1A-O) wurden lber das RZPD
(Deutsches Ressourcenzentrum fir Genomforschung GmbH, Heidelberg) bezogen (Tabelle
5-1). Die cDNA von EF1A-S stammte von einem Xenopus laevis Embryo, die von EF1A-O
aus der Niere eines adulten Tieres. Beide waren in den Expressionsvektor pCMV-SPORT6
der Firma Invitrogen inseriert. Die EST-Sequenzen wurden zunachst komplett
durchsequenziert und im Anschluss in den pCR®2.1-TOPO® Kkloniert, der als
Ausgangsvektor fur alle weiteren Klonierungen diente. Der Sequenzvergleich der
Nukleotidsequenzen aller drei Isoformen wurde mit Hilfe von MultAlin (Corpet, 1988)
durchgefiihrt. Wie in Abbildung 5-25 zu erkennen ist, sind alle drei Sequenzen hoch
konserviert. Das 5 -Ende von 42Sp50 ist um neun Nukleotide langer als die anderen beiden
Isoformen. Die Ubrigen Nukleotidsequenzen sind in weiten Teilen identisch und
unterscheiden sich Gber die gesamte Lange hinweg nur in einzelnen Basen.

IMAG-Klon Zugangsnummer coding sequence
EF1A-S IMAGpP998P1712311Q1 BC043843 1389bp
(Klein et al., 2002)
EF1A-O IMAGp998A1714715Q1 BC079786 1386bp
(Klein et al., 2002)
42Sp50 719545 1392bp
(Cheng et al., 1993)
Tabelle 5-1 Herkunftsdaten der verwendeten Nukelotidsequenzen von EF1A-S, EF1A-O und 42Sp50
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Abbildung 5-25 Nukleotidsequenzen von EF1A-S, EF1A-O und 42Sp50 (Vergleich mit Hilfe MultAlin; Corpet,
1988). Identische Nukleotide sind in griin, Unterschiede in einer Base in rot und Differenzen in mindestens zwei
Basen in schwarz dargestellt.

102



5. Ergebnisse

5.5.2 Analyse der Aminosauresequenzen

Abbildung 5-26 Aminosauresequenz der EF1A-lsoformen (EF1A-S, EF1A-O und 42Sp50) von Xenopus laevis
(MultAlin; Corpet, 1988). ldentische Aminosduren sind in grun, Austausch in nur einer Isoform in rot und
Unterschiede in mindestens zwei Isoformen in schwarz dargestellt.

Der Aminosauresequenzvergleich wurde ebenfalls mit MultAlin (Corpet, 1988) erstellt. Da die
Nukleotidsequenzen aller drei Isoformen in einem hohen Prozentsatz identisch sind, war zu
erwarten, dass die Aminosauresequenzen ebenfalls stark konserviert sind. Die hohe
Ubereinstimmung ist in Abbildung 5-26 anhand der griin markierten Aminosauren erkennbar.
Es fallt auf, dass 42Sp50, im Vergleich zu den anderen Isoformen, Unterschiede im N- und
C-Terminus aufweist. Die Ubereinstimmungen in den Nukleotid- bzw. Proteinsequenzen der
EF1A-Isoformen untereinander sind in Tabelle 5-2 dargestellt und wurden mit NCBI/BLAST
Home (Algorithm: discontiguous megablast bzw. Algorithm: blastp) ermittelt. Bemerkenswert
ist, dass 42Sp50 zu EF1A-S und EF1A-O weniger Ahnlichkeiten als EF1A-S und EF1A-O
zueinander aufweist.
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Nukleotidsequenz EF1A-S EF1A-O 42Sp50
(kodierend)
EF1A-S - 79% 69%
EF1A-O 79% - 67%
425p50 69% 67% -
Proteinsequenz EF1A-S EF1A-O 425p50
EF1A-S - 91% 71%
EF1A-O 91% - 71%
425p50 71% 71% -
Tabelle 5-2 ldentitatsvergleichvergleich der DNA- bzw. Proteinsequenzen der Xenopus EF1A-Isoformen .

Die molekulare Masse der Polypeptide und die isolelektrischen Punkte wurden mit Hilfe des
Programms Compute pl/Mw (Bellquist et al., 1993 und 1994; Gasteiger et al., 2005) kalkuliert
und sind in der folgenden Tabelle aufgefuhrt.

Molekularmasse Isoelektrischer Punkt
EF1A-S 50214 9,10
EF1A-O 50123 9,24
425p50 50678 9,69
Tabelle 5-3 Molekularmasse und isoelektrische Punkte der EF1A-Isoformen, die mit Hilfe des Programms

Compute pl/MW (Bellquist et al., 1993 und 1994; Gasteiger et al., 2005) berechnet wurden.

Von zahlreichen Proteinen ist bekannt, dass sie wahrend der Oogenese in unterschiedlichen
Phosphorylierungszustanden vorliegen, wodurch die Funktionen und die Eigenschaften der
Proteine verandert werden kdnnen. Deshalb wurden fur alle drei EF1A-Isoformen mit der
Software NetPhos2.0 Server (Blom, Gammeltoft und Brunak; 1999) Phosphorylierungsstellen
von Serin, Tyrosin und Threonin kalkuliert (Tabelle 5-4). EF1A-S besitzt anhand der
Aminosauresequenz 26, EF1A-O 19 und 42Sp50 ebenfalls 19 putative
Phosphorylierungsstellen. Der isoelektrische Punkt einer jeden Isoform steht im
Zusammenhang mit der Anzahl der Phosphatreste. Die jeweiligen IEP-Verschiebungen in
Bezug auf die Phosphorylierungsstellen der einzelnen EF1A-Isoformen sind in Tabelle 5-5
aufgelistet. Diese theoretischen Ergebnisse bestatigten somit die Aussagen, die aufgrund
der 2D-Gelelektrophoreseversuche unter 5.4 getroffen wurden.
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Putative Phosphorylierungsstellen
Serin Tyrosin Threonin )3
EF1A-S 13 4 9 26
EF1A-O 12 2 5 19
425p50 13 1 5 19
Tabelle 5-4 Putative Phosphorylierungsstellen der EF1A-Isoformen Xenopus /laevis. Die Berechnungen
wurden mit Hilfe des NetPhos2.0 Servers durchgefiihrt (Blom, Gammeltoft und Brunak; 1999).
EF1A-S EF1A-O 425p50
Phos- || Molekular- IEP Molekular- IEP Molekular- IEP
phate masse masse masse
0 50234,5791 9,10 50146,7174 9,24 50659,5648 9,71
1 50312,5431 8,98 50224,6814 9,13 50737,5288 9,64
2 50390,5071 8,82 50302,6454 9,00 50815,4928 9,57
3 50468,4711 8,62 50380,6094 8,85 50893,4568 9,49
4 50546,4351 8,34 50458,5734 8,65 50971,4208 9,40
5 50624,3991 7,94 50536,5374 8,37 51049,3848 9,30
6 50702,3631 7,55 50614,5014 7,99 51127,3488 9,19
7 50780,3271 7,26 50692,4654 7,61 51205,3128 9,06
8 50858,2911 7,04 50770,4294 7,34 51283,2768 8,91
9 50936,2551 6,86 50848,3934 7,13 51361,2408 8,72
10 51014,2191 6,71 50926,3574 6,96 51439,2048 8,46
11 51092,1831 6,57 51004,3214 6,81 51517,1688 8,14
12 51170,1471 6,44 51082,2854 6,67 51595,1328 7,82
13 51248,1111 6,32 51160,2494 6,55 51673,0968 7,58
14 51326,0751 6,20 51238,2134 6,43 51751,0608 7,40
15 51404,0391 6,10 51316,1774 6,32 51829,0248 7,25
16 51482,0031 5,99 51394,1414 6,22 51906,9888 7,12
17 51559,9671 5,89 51472,1054 6,12 51984,9528 7,00
18 51637,9311 5,80 51550,0694 6,02 52062,9168 6,90
19 51715,8951 5,70 51628,0334 5,93 52140,8808 6,79
20 51793,8591 5,61
21 51871,8231 5,52
22 51949,7871 5,44
23 52027,7511 5,36
24 52105,7151 5,29
25 52183,6791 5,22
26 52261,6431 5,16
Tabelle 5-5 Anderung der errechneten Molekularmassen und der dazugehérigen isoelektrischen Punkte der

drei EF1A-Isoformen in Abhangigkeit von der Anzahl der Phosphatreste.

Mit Hilfe des Programms NCBI/BLAST Conserved Domains (Marchler-Bauer et al., 2005 und
2007; Marchler-Bauer und Bryant, 2004) konnten in den Aminosauresequenzen drei
Motivbereiche identifiziert werden, die charakteristisch fir den Elongationsfaktor 1A sind: (1)
ein Nukleotidphosphat-bindendes Motiv (ATP/GTP-bindende Kassette) am N-Terminus, (2)
das sogenannte EF1A-lI-Motiv (Translationsfaktor Il dhnliche Superfamilie) im Mittelteil der
Aminosauresequenz und (3) die EF1A-lll-Doméne (Translationsfaktor 11l Superfamilie) am C-
Terminus des Proteins. Das Motiv (1) bindet alle Nukleotide, bevorzugt allerdings ATP und
GTP. Er wurde in zahlreichen Proteinen identifiziert und wird in zwei Klassen unterteilt: die
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Kinase-GTP-Klasse und die ASCE-Klasse (additional strand catalytic E). Das Motiv (Il)
besteht aus einer B-Faltblatt-Struktur und ist an der Erkennung der 3'-Enden der tRNA
beteiligt. Es wurde auch in anderen Proteinen wie z.B. dem Elongationsfaktor G und dem
Translationsinitiationsfaktor IF-2 identifiziert. Die Doméane (l11) ist an der Aktivierung der GTP-
Hydrolyse beteiligt. Sie ist in zahlreichen Elongationsfaktoren, in “peptide chain release
factors” und in Proteinen der GT-1 -Familie der GTPasen (GTPBP1) vorhanden (Marchler-
Bauer et al., 2007). Die beschriebenen Motive wurden bei allen drei Isoformen identifiziert
und sind in Abbildung 5-27 gezeigt.

EF1A-S

EF1A-O

42Sp50

Abbildung 5-27 Proteindomanen der EF1A-Isoformen (von oben nach unten: EF1A-S; EF1A-O; 42Sp50). Die
Analysen wurden mit Hilfe des Programms NCBI/BLAST Conserved Domains (Marchler-Bauer et al., 2005 und
2007; Marchler-Bauer und Bryant, 2004) durchgefiihrt. Die Isoformen weisen identische Proteindomanen auf:
eine ATP-bindende, ein EF1A-l1-Motiv und eine EF1A-I11-Doméne.

5.5.3 Vergleich der EF1A-Familie in verschiedenen Spezies

Neben Xenopus weisen zahlreiche andere Spezies ebenfalls mehrere EF1A-Gene auf.
Pflanzen besitzen bis zu 15, in Pilzen und der Backerhefe existieren dagegen nur zwei
EF1A-Gene. Bei Drosophila wurden zwei entwicklungsspezifisch exprimierte Gene entdeckt
(Hovemann et., 1988). Bei Saugern wurden ebenfalls zwei EF1A-Gene identifiziert, die aktiv
transkribiert und als EF1A-1 bzw. EF1A-2 bezeichnet werden (Infante et al., 2008). Ein DNA-
und Protein-Sequenzvergleich der Xenopus EF1A-Isoformen mit den zwei humanen EF1A-
Varianten, als Vertreter der Sauger EF1A-Proteine, ist in der folgenden Tabelle gezeigt. Der
Vergleich wurde mit dem NCBI/BLAST (Algorithm: blastp) durchgefihrt.
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human EF1A-1 human EF1A-2
(Strausberg et al., 2002) (Knudsen et al., 1993)
DNA Protein DNA Protein
Xenopus EF1A-S 84% 95% 78% 90%
Xenopus EF1A-O 79% 91% 75% 89%
Xenopus 42Sp50 74% 71% 74% 72%
Identitaten in %

Tabelle 5-6 Identitétsvergleich der DNA- bzw. Proteinsequenzen der Xenopus EF1A-lIsoformen mit den
beiden humanen Varianten des Proteins

Das humane EF1A-1 wird ubiquitdr in allen untersuchten Geweben exprimiert, in Muskel-
und Herzgewebe sind jedoch nur sehr geringe Mengen dieses Proteins vorhanden. EF1A-2
hingegen besitzt ein eingeschrénktes Expressionsprofil und ist vor allem in Muskel-, Gehirn
und Herzgewebe nachweisbar (Knudsen et al., 1993; Infante et al., 2008). Xenopus EF1A-S
weist die groBte Sequenzibereinstimmung zu humanem EF1A-1 auf (95% auf
Aminosauresequenz-Ebene, Tabelle 5-6). Auch Xenopus EF1A-O zeigt eine erstaunlich
hohe ldentitat (89%, Tabelle 5-6) zum menschlichen EF1A-2-Protein in Anbetracht des doch
sehr groRen evolutionaren Abstands. Das Protein 42Sp50 weist die geringsten
Sequenzibereinstimmungen zu den beiden EF1A-Varianten der Sauger auf. Entsprechende
Gene konnten nur in Amphibien und Knochenfischen identifiziert werden und scheinen bei
Saugern zu fehlen (Infante et al., 2008). Die Vermutung lag nahe, dass die drei EF1A-
Isoformen ebenfalls unterschiedliche Expressionsprofile aufweisen, woflr auch einige
Literaturangaben sprechen. Im néachsten Versuch wurden deshalb durch RT-PCR-
Experimente mRNA-Expressionsprofile fur jede EF1A-Isoform ermittelt.

5.6 Expression der EF1A-Genfamilie wahrend der Oogenese und in
verschiedenen Geweben von Xenopus laevis mittels RT-PCR

Mit proteinbiochemischen Experimenten konnte nicht geklart werden, welche EF1A-
Isoformen wéahrend der Oogenese exprimiert werden und in den Nuage enthalten sind. Mit
Hilfe der Reversen Transkriptions-(RT)-PCR sollte daher ein Expressionsprofil der EF1A-
Genfamilie auf mRNA-Ebene wahrend der Oogenese, der Embryogenese und in
verschiedenen Geweben und Kulturzellen erstellt werden.

Dafur wurden fur jede EF1A-Isoform jeweils ein 5°- bzw. 3"-Primer entworfen (Tabelle 5-7).
Die Primerpaare sind im Anhang unter 9.1 aufgelistet und wurden so ausgewahlt, dass sie
spezifisch nur an jeweils eine EF1A-Isoform binden konnten. Die amplifizierten Fragmente
unterschieden sich aufRerdem in ihrer Ladnge und konnten so im DNA-Agarosegel klar
getrennt werden. Fir die 3"-Primer wurden Sequenzen direkt hinter dem jeweiligen
Stoppcodon gewahlt und unterschieden sich deutlich in ihrer Sequenz voneinander. Die 5°-
Primer wurden ebenfalls so ausgesucht, dass sie nur spezifisch an eine Isoform binden
konnten (Anhang 9.1 und Tabelle 5-7). Die Primerpaare wurden zunachst auf ihre Spezifitat
fur die jeweilige EF1A-Isoform getestet. Als Matrize dienten drei Plasmide, in die jeweils eine
vollstandige EF1A-Isoformsequenz inseriert war. Es wurden Positiv- und Negativkontrollen
fur jedes Primerpaar durchgefuhrt. Die Amplifikate der drei Isoformen sind in Abbildung 5-28
graphisch dargestellt.

107



5. Ergebnisse

EF1A-Isoform Primerpaare Lange (bp)
EF1A-S BCO4F/BCO4R 907
EF1A-O BCO7F/BCO7R 756
42Sp50 Z19F/Z19R 613
Tabelle 5-7 Nomenklatur der spezifischen Primerpaare, die fir die RT-PCR der Xenopus EF1A-lIsoformen

verwendet wurden und die dazugehorige Lange der amplifizierten DNA-Fragmente (Details in Kapitel 9.1).

EF1A-1 = =
{EF1A‘S} acms/ 907 bp BCO4R
§-ATC TCG CCC AAC CGA TAA GC-3 §-TTG GTC AAG TTG CCT CCC ATT-3
EF1A-2 - _ -

(EF1A-0) \scn?s 756 bp \cu?y

5-TGC CAG TGG TGT AAC TCT GCT AG-3" 5-AGT TTA CAG GAC ACC AAG ATT AAAC-3

42Sp50

-

3

tga
\ 7 613 bp \ /

5-AGT CCC TGT GGG CAA GAT AGAA-3" §-TCACTG TCA TGT AAAACT GTC ACA AC-3

Abbildung 5-28 Graphische Erklarung zur Synthese der spezifischen DNA-Fragmente, die durch die jeweiligen
spezifischen Primerpaare in den RT-Experimenten amplifiziert wurden (Abbildung 5-29). Die Amplifikate
unterscheiden sich in ihrer Lange und konnten deshalb der jeweiligen Isoform zugeordnet werden.

Die cDNA fur einen RT-PCR-Ansatz wurde mit Oligo(dT)-Primern aus 2ug isolierter Gesamt-
RNA mit Hilfe der reversen Transkriptase synthetisiert. Eine PCR-Reaktion wurde mit jeweils
einem der oben genannten Primerpaare durchgefiihrt (Tabelle 5-7). Anhand eines DNA-
Agarosegels und Ethidiumbromid wurde Uberprift, ob bestimmte Gewebe und Kulturzellen
die untersuchte mRNA enthielten. Die Ergebnisse dieser Expressionsanalyse sind in
Abbildung 5-29 gezeigt. Als Kontrolle wurden RT-PCRs mit HMGA2-Primern durchgefihrt.
Diese mRNA des high mobility group-Proteins wird in allen getesteten Xenopus-Geweben
exprimiert (Hock et al., 2006). Die Expressionsanalyse der EF1A-lIsoformen zeigte, dass
EF1A-S bzw. -O in den untersuchten Geweben exprimiert wurden (Abbildung 5-29). 42Sp50-
mMRNA konnte in allen getesteten Oozyten- und Embryonalstadien, in Hoden- und
Hirngewebe nachgewiesen werden. In Lebergewebe und in Kulturzellen (hier XTC) war
dagegen keine mRNA dieser Isoform vorhanden. In somatischem Herzgewebe konnte
ebenfalls nur mRNA von EF1A-S und -O und keine 42Sp50-mRNA nachgewiesen werden
(keine Abbildung). Somit ist mMRNA von 42Sp50 in Keimzellen und Embryonen, aber nicht in
somatischen Standardzellen wie Leberzellen und Kulturzellen nachweisbar. Eine Ausnahme
stellte Hirngewebe dar, das ebenfalls 42Sp50-mRNA exprimiert. Diese Beobachtung ist
keine Besonderheit, da bereits zahlreiche andere Gene identifiziert wurden, die
ausschlie3lich in Keimzellen und im Hirngewebe exprimiert werden. Dazu gehdrt z.B. das
Spnr-Gen, dessen mMRNA nur in Ovar-, Hoden- und Hirngewebe nachweisbar ist
(Schumacher et al., 1995).
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Abbildung 5-29 Expression der Xenopus laevis EF1A-Genfamilie wahrend der Oogenese, der frihen
Embryonalentwickung und in verschiedenen Geweben und somatischen Zellen. Mit jeweils 2ug isolierter Gesamt-
RNA pro Probe wurde eine RT-PCR-Analyse durchgefuihrt. Die Transkriptionsprodukte von EF1A-S und EF1A-O
waren in allen untersuchten Zellen vorhanden, wohingegen 42Sp50-mRNA in Lebergewebe und XTC-Zellen nicht
nachweisbar war. Als Kontrolle dienten HMGA2 spezifische Primer. Die Ergebnisse sind im unteren Teil der
Abbildung schematisch zusammengefasst.

Die Ergebnisse, vor allem die der Oozytenstadien kénnen nicht quantitativ gewertet werden.
Es wurde zwar flr jeden Ansatz die gleiche Menge isolierter Gesamt-RNA in cDNA
umgeschrieben, die Zusammensetzung unterscheidet sich jedoch in den Oozytenstadien
enorm voneinander. So enthalten Stadium VI Oozyten im Vergleich zum Stadium | ein
Vielfaches an rRNA. Beim Einsatz gleicher Mengen isolierter Gesamt-RNA ist demnach in
reifen Oozyten weitaus weniger mRNA/Ansatz enthalten, demnach féllt die Menge an
synthetisierter cDNA geringer aus und die Intensitdt der Bande im Agarosegel erscheint
schwacher. Fir eine quantitative Expressionsanalyse misste eine Real-time-PCR
durchgefihrt werden, was aufgrund der schlechten Vergleichbarkeit der einzelnen
Oozytenstadien miteinander aber weniger aussagekraftig wéare. Es wurde deshalb davon
abgesehen.

Literaturangaben besagen, dass Xenopus EF1A-S genau wie Sauger EF1A-1 in
somatischen Geweben des adulten Tieres und des Embryos exprimiert wird und in
Keimzellen kaum existent ist. EF1A-O wurde dagegen hauptsachlich in Keimzellen und in
Embryonen bis zur Neurulation beschrieben (Abdallah et al., 1991; Dje et al., 1990; Krieg et
al., 1989). Die hier durchgefiihrte Expressionsanalyse zeigt jedoch, dass sowohl EF1A-S als
auch EF1A-O ubiquitar in allen getesteten Xenopus-Geweben exprimiert werden (Abbildung
5-29). Somit kann bei EF1A-O nicht mehr von einer oozytenspezifischen Variante
gesprochen werden. Es wird daher vorgeschlagen, Xenopus EF1A-S mit humanem EF1A-1
(95% Identitat), und Xenopus EF1A-O mit humanem EF1A-2 (89% ldentitat) gleichzusetzen.
42Sp50 fehlt bei Sdugern und wurde bisher nur bei Amphibien und Fischen nachgewiesen
(Infante et al., 2008). Fir diese divergierende EF1A-Isoform (72% Identitat) wird die
Bezeichnung 42Sp50 beibehalten.
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alte Nomenklatur neue Nomenklatur
EF1A-S EF1A-1
EF1A-O EF1A-2
Tabelle 5-8 Einfuhrung einer neuen Nomenklatur fur zwei Isoformen des Xenopus EF1A.
5.7 Herstellung verschiedener Fusionskonstrukte der drei Xenopus

EF1A-Isoformen mit fluoreszierenden Proteinen

Um die Verteilung der Xenopus EF1A-Isoformen in somatischen Zellen und Oozyten zu
untersuchen, wurden verschiedene Fusionsproteine zwischen EF1A und fluoreszierenden
Proteinen angefertigt (Tabelle 5-9). Das EGFP wurde sowohl N- als auch C-terminal an das
Wirtsprotein angehdngt, um einen mdglichen Einfluss auf die Lokalisation des
Fusionsproteins innerhalb der Zelle zu erkennen.

EF1A-1 EF1A-2 42Sp50

EGEP-EF1A-1 EGEP-EF1A-2 EGEP-42Sp50
42Sp50-EGFP

EF1A-1-EGFP EF1A-2-EGFP 42Sp50-NiDSREd
425p50-lRER

Tabelle 5-9 Fusionskonstrukte der EF1A-Isoformen. Die Fluoreszenzproteine wurden N- und C-terminal an
das jeweilige EF1A angehangt, dargestellt durch den Farbcode.

EF1A-1, EF1A-2 und 42Sp50 wurden Uber die Restriktionsschnittstellen EcoRI/EcoRlI in die
multiple Klonierungsstelle der eukaryontischen Expressionsvektoren pEGFP-N und pEGFP-
C kloniert. Durch dieses pEGFP-Vektorsystem wurde an den Aminoterminus (C-Vektor) bzw.
den Carboxyterminus (N-Vektor) des zu untersuchenden Proteins ein griin fluoreszierendes
Protein (,enhanced-GFP*“) angehangt, das nach der Transfektion in Zellkulturzellen als
Fusionsprotein exprimiert wurde. Das rot fluoreszierende MDsRed-Konstrukt von 42Sp50
wurde Uber die Restriktionsschnittstellen EcoRI/EcoRI in die multiple Klonierungsstelle
eingefligt. Zunachst wurde das Leseraster des Vektors, durch einen Agel-Verdau mit
anschlielender Zugabe des KLENOW-Fragments zum Auffullen der ,sticky-ends* und
Religation, verandert. Des Weiteren wurde ein rot fluoreszierendes Protein von 42Sp50
durch die Klonierung der kompletten cDNA-Sequenzen Uber die Restriktionsschnittstelle
EcoRI/EcoRI in den eukaryotischen Expressionsvektor pmRFP hergestellt.
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5.8 Lokalisierung der EF1A-Fusionsproteine in Kulturzellen

EGFP-EF1A-1

EF1A-1-EGFP | 11

Abbildung 5-30 Verteilung von EGFP-EF1A-1 (A”) und EF1A-1-EGFP (B”) nach Expression in COS7-Zellen. Beide
Fusionsproteine sind gleichméfig im Zytoplasma verteilt. Die entsprechende Interferenzkontrastaufnahme der
Zellen ist links gezeigt. Eichstriche: 20um.

Fur die Expression der griin fluoreszierenden EF1A-1-Proteine wurden Sauger COS7- und
Xenopus A6-Zellen transfiziert und nach 24 Stunden mit Formaldehyd fixiert. Abgebildet sind
hier nur die Versuche mit COS7-Zellen, da die Transfektionsrate bei diesen Zellen
wesentlich hdher lag als bei A6-Zellen. Die Verteilungsmuster aller Isoformen waren in
beiden Zelllinien identisch. Die Untersuchung der Zellen mit dem konfokalen Laser Scanning
Mikroskop (CLSM) zeigte eine gleichméaRige Verteilung der EF1A-1 Fusionsproteine im
Zytoplasma (Abbildung 5-30). Es war kein Signal im Nukleoplasma zu erkennen. Das
Verteilungsmuster von EF1A-1 mit N- oder C-terminalem EGFP war identisch, so dass
davon ausgegangen wurde, dass das relativ grolie EGFP-Protein keinen Einfluss auf die
Lokalisierung des Elongationsfaktors austibte (Abbildung 5-30). Dieses Ergebnis stimmt mit
der Verteilung des Antigens von 1V'D4 in Xenopuszellen tUberein (Abbildung 5-10).

Die Lokalisierung der EF1A-2 Fusionsproteine in COS7- und A6-Zellen zeigte das gleiche
Markierungsmuster wie das der EF1A-Konstrukte. Die Proteine waren gleichmaRig im
Zytoplasma verteilt, im Zellkern war erwartungsgemal3, aufgrund des Fehlens eines NLS,
kein Signal zu beobachten (Abbildung 5-31). Diese Beobachtungen entsprechen der
Lokalisierung von endogenem EF1A in Kulturzellen unterschiedlicher Spezies (Abbildung 5-
10). Die Schlussfolgerung der Beobachtungen lautet demnach: in Kulturzellen ist EF1A ein
homogen im Zytoplasma verteiltes Protein, das aus dem Zellkern ausgeschlossen ist
(Minella et al., 1996; Bohnsack et al., 2002).
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EGFP-EF1A-2

EF1A-2-EGFP

Abbildung 5-31 Verteilung von EGFP-EF1A-2 (A”) und EF1A-2-EGFP (B”) nach Expression in COS7-Zellen. Die
Fusionsproteine sind gleichmaRig im Zytoplasma verteilt. Eichstriche: 20um.

Von 42Sp50 wurden, neben den grun fluoreszierenden, auch rot fluoreszierende Konstrukte
in COS7- und A6-Zellen transfiziert. Die Ergebnisse wurden mit dem CLSM ermittelt und sind
in Abbildung 5-32 und 5-33 dargestellt. Gezeigt sind auch hier nur die Ergebnisse der
Transfektionen in COS7-Zellen, die jedoch identisch zu jenen in A6-Zellen waren.
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EGFP-425p50

42Sp50-EGFP

42Sp50-MDsRed

42Sp50-mRFP

Abbildung 5-32 Verteilung von EGFP-42Sp50 (A”), 42Sp50-EGFP (B”), 42Sp50-MDsRed (C”) und 42Sp50-mRFP
(D7) nach der Transfektion in COS7-Zellen. Alle Fusionsproteine sind gleichmaRig im Zytoplasma verteilt. Die
jeweiligen Interferenzkontrastaufnahmen sind auf der linken Seite abgebildet. Eichstriche: 20um.
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Alle fluoreszierenden 42Sp50-Konstrukte waren homogen im Zytoplasma verteilt, wobei im
Zellkern eine sehr schwache Nukleoplasmafarbung erkennbar war (Abbildung 5-32). Da alle
Fusionsproteine, unabhéngig von dem angehangten Fluoreszenzprotein und dessen
Orientierung, das gleiche Muster ergaben, ist eine Beeinflussung der 42Sp50-Lokalisation
durch das Reporterprotein eher unwahrscheinlich.

In ca. 15% der Falle konnte in transfizierten Zellen ein schwaches, nukleolares
Fluoreszenzsignal von 42Sp50 beobachtet werden (Abbildung 5-33). Auf diese Beobachtung
wird unter 5.10.5 und 5.10.6 naher eingegangen. Die Beobachtungen wurden auch an
lebenden Zellen vorgenommen und stimmten mit den hier beschriebenen Ergebnissen
Uberein (keine Abbildungen).

EGFP-42Sp50

Abbildung 5-33 Schwaches nukleolares Fluoreszenzsignal von 42Sp50-EGFP, das in einigen Fallen in
transfizierten COS7-Zellen beobachtet wurde. Die DIC-Aufnahme ist auf der linken Seite abgebildet. Eichstrich:
20um.

5.9 Lokalisation der EF1A-Fusionsproteine in pravitellogenen
Xenopus Oozyten

Fur die Expression der EF1A-Fusionsproteine in Oozyten war es nétig, mRNA in vitro
herzustellen und diese in das Zytoplasma zu mikroinjizieren. Daher wurden vollstdndig
kodierende Sequenzen der Fusionsproteine aus dem jeweiligen eukaryotischen
Expressionsvektor (z.B. pEGFP) in den Bluescript 1l-Vektor kloniert. Dieser Vektor eignete
sich aufgrund seines T7-RNA-Promotors fir die in vitro Synthese von mRNA, um diese im
Anschluss in Oozyten zu injizieren.

Zunachst wurde die Verteilung jeder EF1A-Isoform untersucht. Dazu wurden lebende,
durchsichtige Oozyten unter dem konfokalen Mikroskop beobachtet. Dabei wurde
festgestellt, dass alle drei Proteine homogen im Zytoplasma verteilt und weitgehend vom
Zellkern ausgeschlossen waren (Abbildung 5-34). Eine Anreicherung der fluoreszierenden
Proteine um den Zellkern herum, der die Bildung von Nuage widerspiegeln kénnte, wurde in
keiner der injizierten Oozyten beobachtet. Weiterhin konnte keine Anreicherung in den Bbs
beobachtet werden. Meist stellte diese Struktur sogar eine strikte Ausschlusszone des GFP-
Signals dar.
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EF1A-1-EGFP

EF1A-2-EGFP

42Sp50-EGFP

Abbildung 5-34 Expression der EF1A-Isoformen nach der Mikroinjektion von mRNA in lebende, préavitellogene
Xenopus Oozyten (24 Stunden Inkubation bei 20°C). Alle EGFP-Fusionsproteine sind homogen im gesamten
Zytoplasma verteilt und vom Zellkern ausgeschlossen. Der Bb ist nicht markiert (Pfeil in A und C). Die
korrespondierenden Interferenzkontrastaufnahmen sind unter (A-C) abgebildet. Eichstriche: 50um.

5.10 Analyse der in vivo-Interaktionen zwischen den EF1A-Isoformen
und 42Sp43

Wie bereits beschrieben, ist das Protein 42Sp50 Bestandteil des 42S RNPs, das in
pravitellogenen Oozyten von Amphibien und Knochenfischen zur Speicherung von tRNA und
5S rRNA dient (Malcolm und Sommerville, 1977; Denis et al., 1980). Die zweite
Proteinkomponente stellt das TFIlIA-verwandte Zinkfingerprotein 42Sp43 dar (Joho et al.,
1990). 42Sp43 bindet an 5S rRNA, wohingegen 42Sp50 tRNA-Molekile bindet. Das 42S
RNP setzt sich aus vier identischen Untereinheiten zusammen, die jeweils aus drei
Molekilen tRNA, einem Molekil 5S rRNA, zwei Molekilen 42Sp50 und einem Molekil
42Sp43 bestehen (Abbildung 2-15 und Picard et al., 1980). Der 42S Komplex bzw. dessen
Untereinheiten  werden  durch Interaktionen der beiden Proteinkomponenten
zusammengehalten und stabilisiert, was unter anderem anhand von Versuchen mit 42S
RNPs von Triturus cristatus gezeigt werden konnte (Malcolm und Sommerville, 1977). Es
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kénnte demnach mdglich sein, dass 42Sp50 spezifisch wahrend der Oogenese exprimiert
wird, um die RNP-Bildung zu stabilisieren, die fur die Speicherung der 5S rRNA sowie der
tRNAs essentiell ist. Somit wére 42Sp50 eine EF1A-Isoform, die zur spezifischen Interaktion
mit 42Sp43 zur Speicherung von 5S und tRNAs in Oozyten von Amphibien und
Knochenfischen dienen wiirde.

5.10.1 Herstellung verschiedener Fusionskonstrukte von 42Sp43

Die EST-Sequenz des Klons IMAGp998H198491Q diente als Ausgangssequenz fiur alle
Klonierungen von 42Sp43 und ist unter der Zugangsnummer M32473 bei GenBank®
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/Genbank/) registriert. Wie bei allen Klonierungen dieser Arbeit,
wurde die EST-Sequenz zunachst komplett durchsequenziert und im Anschluss in den
pCR®2.1-TOPO® inseriert, der als Ausgangsvektor fur alle weiteren Klonierungen diente.
Die weiteren Klonierungsschritte erfolgten analog zu den 42Sp50-Konstrukten, die unter 5.7
beschrieben sind. Auch hierbei wurden verschiedene Fluoreszenzproteine an das
Wirtsprotein angehdngt, um einen mdglichen Einfluss auf die Lokalisation des
Fusionsproteins innerhalb der Zelle zu erkennen. Die 42Sp43-Fusionskonstrukte, die
angefertigt wurden, sind in Tabelle 5-10 aufgelistet.

42Sp43

42Sp43-EGFP
42sp43-NiDSREd
42Sp43-HIRER

Tabelle 5-10 Fusionskonstrukte von 42Sp43. Die Fluoreszenzproteine sind C-terminal an das Protein
angehéngt und zusatzlich farblich passend unterlegt.

5.10.2 Lokalisation von 42Sp43-Konstrukten in COS7-Zellen

42Sp43 wurde als griin und rot fluoreszierendes Konstrukt in COS7-Zellen exprimiert. Wie in
Abbildung 5-35 gezeigt, sind alle Fusionsproteine nahezu vollstédndig in den Nukleolen
angereichert. Die Lokalisation von 42Sp43 in den Nukleolen wird vermutlich durch Bindung
an die 5S rRNA verursacht. In Zellen, die 42Sp43 stark Uberexprimierten, war mitunter ein
Signal im Nukleoplasma zu erkennen (keine Abbildung). Eine Bindung von 42Sp43 an
zytoplasmatische Ribosomen konnte dagegen nicht nachgewiesen werden. Es war in
keinem der Versuche ein Fluoreszenzsignal im Zytoplasma zu beobachten. Dies kdnnte
damit zu erklaren sein, dass in Ribosomen integrierte 5S rRNA nicht mit 42Sp43 interagieren
kann, da die spezifischen Bindungsstellen durch ribosomale Proteine besetzt sind.
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42Sp43-EGFP

42Sp43-MDsRed

42Sp43-mRFP

Abbildung 5-35 Verteilung verschiedener 42Sp43-Fusionskonstrukte nach Expression in COS7-Zellen. 42Sp43-
EGFP (A”), 42Sp43-MDsRed (B”) und 42Sp43-mRFP (C”). Alle Fusionsproteine von 42Sp43 sind in den Nukleolen
angereichert, die im Interferenzkontrast (linke Spalte) deutlich erkennbar sind. Eichstrich: 20pum.

Der Antikorper 72B9 (Ewald et al., 1997) markiert Fibrillarin, ein Bestandteil der dichten
fibrillaren Komponente des Nukleolus. Er wurde fir eine immunzytochemische
Doppellokalisation verwendet, um zu verdeutlichen, dass sich 42Sp43 tatsachlich in den
Nukleolen anreichert. Die Abbildung 5-36 beweist deutlich, dass 42Sp43 (A™") mit Fibrillarin
(A") in den Nukleolen kolokalisiert (A™"").
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A ReE - [ 425p43-RFP

=6 U

Abbildung 5-36 Kolokalisation von 42Sp43 (A””) und Fibrillarin (A”) in den Nukleolen. Fibrillarin wurde durch
den Antikdrper 72B9 (Ewald et al., 1997) markiert. Die Kolokalisation (gelbes Signal) ist in (A"”") dargestellt.
Eichstrich: 20pm.

5.10.3 Lokalisation von 42Sp43-Fusionsproteinen in pravitellogenen
Xenopus Oozyten

Durch  mRNA-Injektion wurden fluoreszierende Fusionsproteine von 42Sp43 auch in
pravitellogenen Xenopus Oozyten exprimiert. Die Ergebnisse sind in Abbildung 5-37 gezeigt.

42Sp43-EGFP

42Sp43-mRFP

Abbildung 5-37 Expression von zwei unterschiedlich markierten 42Sp43-Fusionsproteinen in lebenden Xenopus
Oozyten nach Mikroinjektion der entsprechenden mRNAs. Beide Fusionsproteine sind stark in den Nukleolen
angereichert, wobei zusatzlich ein schwaches Signal im Nukleoplasma zu erkennen ist (A" und B”). Die DIC-
Aufnahmen (linke Spalte) zeigen amplifizierte Nukleolen und die Bbs (Pfeile). Diese sind nicht durch
Fluoreszenzsignale markiert (A" und B”). Eichstriche: 50um.

42Sp43 ist in den amplifizierten Nukleolen angereichert, aber auch uniform in der gesamten
Oozyte verteilt (A" und B"). Im Unterschied dazu war in somatischen Zellen keine Verteilung
im Zytoplasma zu beobachten gewesen (Abbildung 5-35). Der Bb war negativ (Abbildung 5-
37: A" und B, Pfeile in A und B).
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5.10.4 Lokalisation von EGFP in pravitellogenen Xenopus Oozyten

Als Kontrolle wurde EGFP-mRNA in pravitellogene Xenopus laevis Oozyten injiziert. In
Abbildung 5-38 ist zu erkennen, dass EGFP homogen im Zytoplasma und im Nukleoplasma
verteilt vorliegt. Der Bb und die Nukleolen stellten allerdings eine Ausschlusszone fir das
Fluoreszenzsignal dar. Anhand dieses Versuchs konnte geschlossen werden, dass die
spezifische Verteilung der Fusionsproteine, d.h. Kernausschluss der EF1A-Isoformen und
nukleolare Anreicherung von 42Sp43, die Eigenschaften der Wirtsproteine widerspiegelt und
nicht von EGFP beeinflusst wird.

Abbildung 5-38 EGFP-mRNA wurde als Kontrolle in pravitellogene Xenopus Oozyten mikroinjiziert. EGFP ist
homogen in der gesamten Zelle verteilt. Es kommt zu keiner Anreicherung in den Nukleolen und auch der Bb
(Pfeil) ist vom Signal ausgeschlossen. Die Interferenzkontrastaufnahme ist unter (A), die Fluoreszenzaufnahme
unter (A”) abgebildet. Eichstrich: 50um.

5.10.5 Koexpression der EF1A-Isoformen mit 42Sp43 in Kulturzellen

Das 42S RNP besteht, wie bereits erwahnt, aus den Proteinbestandteilen 42Sp50 und
42Sp43 (Picard et al., 1980). Uber die Interaktionen zwischen den beiden Proteinen ist wenig
bekannt, lediglich aus Versuchen mit isolierten 42S RNPs aus Triturus cristatus wird
vermutet, dass Wechselwirkungen zwischen 42Sp43 und —p50 existieren (Kloetzel, Whitfield
and Sommerville, 1981). Um mdgliche Interaktionen nachzuweisen, wurden
Doppeltransfektionen in COS7- und A6-Zellen durchgefihrt.

Die Proteine des 42S RNPs werden in somatischen Zellen nicht exprimiert. Daher dréangten
sich folgende Fragen auf. Zunachst einmal sollte ermittelt werden, was passieren wirde,
wenn beide Proteine gleichzeitig in Kulturzellen exprimiert wirden. Interagiert 42Sp50, im
Gegensatz zu den anderen EF1A-Varianten, spezifisch mit 42Sp43? Hat dies einen Einfluss
auf die raumliche Verteilung der Proteine und lassen sich dadurch eventuell sogar Nuage-
Strukturen induzieren?

Falls sich eine spezifische Interaktion zwischen 42Sp43 und 42Sp50 bewahrheiten sollte,
ware eine funktionelle Erklarung fur die keimzellspezifische Proteinexpression erstmalig
maoglich.

Als Kontrollen wurden Kulturzellen zunéchst mit DNA der Fusionskonstrukte von 42Sp43 und
jeweils einer Isoform von EF1A in die Zellen transfiziert. Abgebildet wurden hier ebenfalls nur
die Versuche mit COS7-Zellen, die aber mit den Ergebnissen an A6-Zellen Ubereinstimmten.
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425p43-mRFP i EGFP-EF1A-1

425p43-mRFP i EF1A-1-EGFP

Abbildung 5-39 Expression von 42Sp43 und EF1A als rot und grin fluoreszierende Proteine in COS7-Zellen.
EGFP-EF1A-1 (A" ") und EF1A-1-EGFP (B” ") sind homogen im Zytoplasma verteilt. 42p43-mRFP (A" und B”) ist in
den Nukleolen lokalisiert. Die korrespondierenden DIC-Aufnahmen der Zellen sind ganz links, die Uberlagerungen
der Abbildungen (Merge) ganz rechts dargestellt. Eichstriche: 20um.

Zwischen 42Sp43 und EF1A-1 wurden keine bzw. nur sehr schwache Interaktionen
festgestellt. Beide Proteine lokalisierten bei Doppeltransfektionen weitgehend identisch zur
Einzeltransfektion. EF1A-1 ist gleichmafig im Zytoplasma verteilt, wahrend 42Sp43 in den
Nukleolen angereichert ist (Abbildung 5-39). Verdeutlicht wurde das Ergebnis durch
Uberlagerung beider Fluoreszenzsignale, wobei keine Uberlappung der Signale (gelber
Farbton) zu erkennen ist (Abbildung 5-39, Merge).

Das gleiche Ergebnis wurde bei der Koexpression der Fusionsproteine von 42Sp43 und
EF1A-2 erzielt. Auch hier blieb die Lokalisierung beider Proteine, im Vergleich zur getrennten
Expression, weitgehend unverandert (Abbildung 5-40). Ein véllig anderes Ergebnis erbrachte
jedoch die Doppelexpression von 42Sp43 und 42Sp50.
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425p43-mRFP i EGFP-EF1A-2

425p43-mRFP 2 EF1A-2-EGFP

Abbildung 5-40 Expression von 42Sp43 und EF1A-2 als rot und grin fluoreszierende Proteine in COS7-Zellen.
EGFP-EF1A-2 (A" ") und EF1A-2-EGFP (B” ") sind homogen im Zytoplasma verteilt. 42Sp43-mRFP (A" und B”) ist
in den Nukleolen lokalisiert. Die korrespondierenden Interferenzkontrastaufnahmen der Zellen sind ganz links, die
Uberlagerungen der Abbildungen (merge) ganz rechts dargestellt. Eichstriche: 20pm.

Die folgende Tabelle 5-11 listet die durchgefiihrten Doppeltransfektionen auf.

42Sp43 42Sp50 Abbildung
42Sp43-mRFP EGFP-42Sp50
42Sp43-mRFP 42Sp50-EGFP 5-40
42Sp43-EGFP 42Sp50-mRFP
42Sp43-MDsRed 42Sp50-EGFP 5-41
42Sp43-EGFP 42Sp50-MDsRed

Tabelle 5-11 Koexpression von verschiedenen Fusionskonstrukten von 42Sp43 und 42Sp50 in COS7-Zellen.

Die Ergebnisse der Koexpression von 42S5p43 und 42Sp50 sind in den Abbildungen 5-41
und 5-42 gezeigt. Es kam dabei zu einer deutlichen Umverteilung von 42Sp50 vom
Zytoplasma in die Nukleolen, was auf einer Interaktion zwischen den beiden Proteinen
beruhen muss (gelbes Signal in 5-41: A”"und B"""). Offenbar wurde 42Sp50 ,huckepack"
von 425p43 in die Nukleolen transportiert. Es sollte betont werden, dass die Umverteilung in
den Nukleolus in diesem Umfang nur bei 42Sp50 und nicht bei den anderen beiden EF1A-
Varianten beobachtet wurde.
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42Sp43-mRFP - Wl EcFP-42sps0

425p43-mRFP F 42Sp50-EGFP

TE v 5 L ThE
Abbildung 5-41 Umverteilung von 42Sp50 in den Nukleolus durch Koexpression mit 42Sp43 in COS7-Zellen. Die
Signale der 42Sp43-Proteine sind unter (A"-B”), die der 42Sp50-Proteine unter (A""-B””) abgebildet. Die
entsprechenden DIC-Aufnahmen sind ganz links, die Uberlagerung der Abbildungen (Merge) ganz rechts gezeigt.
Gelbe Signale stellen Kolokalisation von 42Sp43 mit 42Sp50 dar. Eichstriche: 20 pm.

Um mogliche Einflisse des EGFP-Tags auf die Lokalisierung der Proteine bei den
Koexpressionsversuchen auszuschlielen, wurde das Proteinpaar 42Sp43 und 42Sp50 mit
unterschiedlichen fluoreszierenden Tags in COS7-Zellen exprimiert. Die Ergebnisse sind in
Abbildung 5-42 gezeigt. Auch hierbei war immer das gleiche Resultat zu beobachten:
42Sp50 wurde ,huckepack® in den Nukleolus transportiert.

Die Parallelversuche mit A6-Zellen zeigten identische Ergebnisse und wurden deshalb nicht
abgebildet.
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Abbildung 5-42 Umverteilung von 42Sp50 in den Nukleolus durch Koexpression mit 42Sp43 in COS7-Zellen. Die
Signale der 42Sp43-Proteine sind unter (C"-E”), die der 42Sp50-Proteine unter (C”""-E” ") abgebildet. Die
entsprechenden Interferenzaufnahmen sind ganz links, die Uberlagerung der Abbildungen (Merge) ganz rechts
gezeigt. Gelbe Signale stellen Kolokalisation von 42Sp43 mit 42Sp50 dar. Eichstriche: 20 pm.

Als Kontrollexperimente wurden Versuche durchgefihrt, bei denen die Fusionsproteine nicht
nach DNA-Transfektion, sondern nach Mikroinjektion von in vitro hergestellter mRNA
exprimiert wurden. Diese mRNAs wurden fir die nachfolgenden Expressionsstudien an
Oozyten benutzt. Die Ergebnisse waren identisch zu den vorangegangenen
Koexpressionsversuchen und sind deshalb hier nicht abgebildet.

5.10.6 Quantitative Auswertung der Koexpressionsversuche

Wie in 5.10.5 beschrieben, kam es vor allem bei der Koexpression von 42Sp50 mit 42Sp43
zu einer Wechselwirkung. Dabei anderte sich die intrazellulare Verteilung von 42Sp50. Das
Protein war in einem grofRen Teil der Féalle dann nicht nur im Zytoplasma, sondern auch in
den Nukleolen lokalisiert (Abbildung 5-41 und 5-42). Ohne den im Nukleolus befindlichen
Interaktionspartner 42Sp43 war 42Sp50 weitgehend vom Nukleolus ausgeschlossen.

Um diese Beobachtungen quantitativ auszuwerten, wurden von jedem Ansatz in drei
Zellkulturschalen bei ca. 250-280 transfizierten Zellen die Lokalisation der jeweiligen EF1A-
Variante in den Nukleolen Uberprift. Nur deutliche Fluoreszenzsignale wurden gewertet. Die
jeweiligen Versuchsansatze sind in Tabelle 5-12 zur Verdeutlichung aufgelistet.
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Einzeltransfektionen | EF1A-1-EGFP EGFP-EF1A-2 42Sp50-EGFP
Doppeltransfektionen | EF1A-1-EGFP + EGFP-EF1A-2 + 42Sp50-EGFP +
42Sp43-mRFP 42Sp43-mRFP 425p43-mRFP

Tabelle 5-12 Koexpressionsansatze, von denen jeweils 250-280 Zellen in drei Zellkulturschalen ausgewertet
wurden. Die Versuche wurden mit COS7-Zellen durchgefihrt.

Nach der Auswertung der transfizierten Zellen konnte festgestellt werden, dass die
Koexpression einer EF1A-Isoform mit 42Sp43 in allen drei Fallen in einer erhthten
Nukleolus-Lokalisierung der EF1A-Isoform resultierte, allerdings in unterschiedlichem
Ausmal3. Es fand also in jedem der Koexpressionsansatze eine Umverteilung von EF1A und
damit eine Interaktion mit 42Sp43 statt. Dies war besonders ausgepragt bei 42Sp50, es kam
in diesem Fall zu einer dramatischen Einwanderung in den Nukleolus (Tabelle 5-13 und
Abbildung 5-43). Die Umverteilung von EF1A-1 und EF1A-2 war dagegen weit weniger stark
ausgepragt. Zur Verdeutlichung sind die Ergebnisse auch graphisch dargestellt (Abbildung 5-
43).

EF1A-1 EF1A-2 425p50
Einzeltransfektion 2.67 +1.45 1.67 = 0.88 14.33+£4.91
Doppeltransfektion 12.67 £5.24 15.83+1.88 86.67 £ 8.83

Tabelle 5-13 Prozentsatz der Zellen mit einem Signal einer EF1A-Isoform im Nukleolus (nach Einzel- bzw.
Doppelexpression mit 42Sp43 in COS7-Zellen).

Abbildung 5-43 Nukleolére Lokalisierung der drei EF1A-Isoformen in COS7-Zellen mit (+) oder ohne (-)
Koexpression von 42Sp43. Die exprimierten Fusionsproteinpaare sind in Tabelle 5-11 gezeigt. Die Mittelwerte
wurden anhand von jeweils drei Auszéhlungen (gesamt jeweils ca. 250-280 Zellen) ermittelt.
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5.10.7 Koexpression der EF1A-Isoformen mit 42Sp43 in pravitellogenen
Xenopus Oozyten

Fur entsprechende Versuche mit Xenopus Oozyten wurde die mRNA jeweils einer EF1A-
Variante zusammen mit der mRNA von 42Sp43 in prévitellogene Xenopus Oozyten
mikroinjiziert. Die mRNA wurde in vitro synthetisiert und kodierte ein rot oder grin
fluoreszierendes Fusionsprotein.

Die Ergebnisse der Mikroinjektion von EF1A-1 bzw. -2 mit 42Sp43 sind in Abbildung 5-44
dargestellt. Das rot fluoreszierende 42Sp43 war stark in den amplifizierten Nukleolen
angereichert und schwach im gesamten Zytoplasma verteilt (A" und B’), in einem Muster,
das der Einzelexpression entsprach (Abbildung 5-35). EF1A-1 und EF1A-2 waren, wie auch
bei der Einzelexpression homogen im Zytoplasma verteilt und nicht in den Nukleolen
angereichert (A" und B”"). Die Bbs waren vom Fluoreszenzsignal ausgeschlossen (Pfeil in
A). Zusammenfassend lasst sich sagen, dass die gleichzeitige Expression von EF1A-1 oder
EF1A-2 mit 42Sp43 nicht zu einer erkennbaren topologischen Veréanderung der Proteine
fuhrte.

425p43-mRFP 4 EF1A-1-EGFP

425p43-mRFP % EF1A-2-EGFP

Abbildung 5-44 Doppelexpression von 42Sp43 mit jeweils EF1A-1 bzw. EF1A-2 in prévitellogenen Xenopus
Oozyten. Die Oozyten wurden nach der mRNA-Injektion 24h inkubiert und im Anschluss in vivo unter dem CSLM
untersucht. Es fand keine Umverteilung von EF1A-1-EGFP (A""), EF1A-2-EGFP (B"") und 42Sp43-mRFP
gegenuber der Einzelexpression statt. Die EF1A-Varianten sind beide homogen im Zytoplasma verteilt, wobei der
Bb nicht markiert ist (Pfeil in A). 42Sp43-mRFP ist hauptsachlich in den amplifizierten Nukleolen angereichert (A~
und B7). Die DIC-Aufnahmen sind ganz links (A und B), die Ubereinanderlagerung der Abbildungen ganz rechts
(Merge, A””~ und B” " ") gezeigt. Eichstriche: 50um.

Im nachsten Experiment, der Ko-Mikroinjektion von 42Sp43- und 42Sp50-mRNA, ergab sich
ein vollig anderes Bild. Es ist deutlich zu erkennen, dass 42Sp43 im Beisein von 42Sp50
nicht langer in den Nukleolen konzentriert ist, sondern sich im zytoplasmatischen
Kompartiment anreichert.
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A 42Sp43-mRFP o 42Sp50-EGFP

425p43-mRFP r 425p50-EGFP

Abbildung 5-45 Koexpression von 42Sp43-mRFP- und 42Sp50-EGFP-mRNA in pravitellogenen Xenopus Oozyten.
Die Oozyten wurden nach der mRNA-Injektion und Inkubation in vivo unter dem CSLM betrachtet. 42Sp50 ist
auch hier homogen im Zytoplasma verteilt (A" “-B” "), wobei der Bb nicht markiert ist. Dagegen fand bei 42Sp43
eine Umverteilung des Proteins statt. Verschiedene Zustédnde konnten beobachtet werden und sind hier
abgebildet. Das Protein ist kaum (A”) oder gar nicht mehr in den amplifizierten Nukleolen nachweisbar (B”). Die

Ubereinanderlagerungen der Aufnahmen sind unter (A”""-B”"") abgebildet, die Interferenzkontrastaufnanmen
unter (A-B) gezeigt. Eichstriche: 50pum.

Zusammenfassend lasst sich sagen, dass sich Interaktionen zwischen 42Sp43 und 42Sp50
sowohl in Oozyten als auch in Kulturzellen (5.10.5) nachweisen lassen. In somatischen
Zellen findet eine Umverteilung von 42Sp50 vom Zytoplasma in die Nukleolen statt, in
Oozyten dagegen beobachtet man eine Umverteilung von 42Sp43 aus den Nukleolen in das
Zytoplasma. Die anderen EF1A-Isoformen, EF1A-1 und EF1A-2, bewirken dagegen nur in
sehr geringem MaRe eine Umverteilung von 42Sp43, was auf fehlende oder relativ
schwache Interaktionen hinweist.
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6. Diskussion

In dieser Arbeit wurde die Expression und Lokalisierung von 42Sp50 wahrend der Xenopus
Oogenese untersucht. Dieses Protein ist mit dem Translations-Elongationsfaktor EF1A
verwandt, ist aber in der frihen Oogenese an der Ausbhildung eines distinkten RNA Partikels
beteiligt, das der Speicherung von tRNA und 5S RNA dient. Die Expression der drei EF1A-
Isoformen von Xenopus wurde auf Protein- und RNA-Ebene wahrend der Oogenese und in
somatischen Zellen untersucht. Des Weiteren wurde die zellulare Verteilung der EF1A-
Isoformen durch GFP- und RFP-Fusionsproteine in Kulturzellen und Xenopus Oozyten
ermittelt und neue Erkenntnisse Uber in vivo Protein-Interaktionen gewonnen.

6.1 Identifizierung des Antigens von IV'D4 und Charakterisierung von
Nuage

Ausgangspunkt der vorliegenden Arbeit war der institutseigene, monoklonale Antikdrper
IV'D4. Dieser markierte an Gefrierschnitten von pravitellogenen Xenopus Oozyten
zytoplasmatische, perinukledre Strukturen, die licht- und elektronenmikroskopisch als Nuage
identifiziert wurden (Kapitel 5.1.1 und 5.1.5). Dabei handelt es sich um perinukleéare,
elektronendichte Strukturen, die in Keimzellen vieler Spezies vorkommen, deren Funktion
aber bis heute weitgehend unbekannt ist (O'Donnell et al.,, 2008). Whole-mount
Lokalisierung an Oozyten ergaben dagegen ein etwas anderes Verteilungsmuster des
Antigens von IV'D4. Es handelt sich offenbar um ein sehr haufiges Protein, welches in hoher
Konzentration im gesamten Zytoplasma verteilt vorliegt und um den Zellkern herum
angereichert ist (Kapitel 5.1.3). Die Diskrepanz in den Beobachtungen tber das Vorkommen
und die Lokalisation des Antigens von IV'D4 an Gefrierschnitten bzw. whole-mount
Praparaten von pravitellogenen Xenopus Oozyten kann folgendermalen erklart werden:
Durch die Anfertigung von Gefrierschnitten, insbesondere aber wahrend der Antikorper-
Inkubation, wurde ein Grof3teil des loslichen, zytoplasmatischen Antigens ausgewaschen,
lediglich an Nuage assoziiertes Protein blieb erhalten und wurde vom Antikérper erkannt.
Diese Problematik ist auch von anderen Proteinen bekannt, wie z.B. Nucleoplasmin.
Nucleoplasmin ist in vivo im gesamten Nukleoplasma von Xenopus Oozytenkernen verteilt,
wird aber wahrend der Antikdrperinkubation aus Gefrierschnitten ausgewaschen (Krohne
und Franke, 1980). Ein solch artifizieller Verlust oder sogar eine Umverteilung eines Proteins
lasst sich im Allgemeinen durch eine chemische Fixierung der Schnitte (z.B. mit
Formaldehyd) oder durch Fixierung und Einbettung der Oozyten in Paraffin oder
Polyesterwachs, gefolgt von Dinnschnitten, vermeiden. Leider stellte sich jedoch heraus,
dass der Antikorper IV'D4 unter diesen Bedingungen sein Antigen nicht mehr erkennt. Durch
die beschriebenen Versuche konnten bereits drei wichtige Eigenschaften des Antigens von
IV'D4 ermittelt werden: Es handelt sich um ein haufiges, zytoplasmatisches Protein von
Xenopus Oozyten, das grofdtenteils 16slich, aber im perinukledren Bereich mit den Nuage-
Strukturen assoziiert ist.

Immunblots mit Extrakten von pravitellogenen Oozyten zeigten, dass der Antikorper ein ca.
50kD grof3es Protein erkennt, das auch im Coomassie gefarbten Gel als prominente Bande
zu erkennen ist und offenbar in diesem Keimzellstadium von Xenopus in groRer Menge
vorliegt. Das mit dem Elongationsfaktor EF1A verwandte Protein 42Sp50, eine Komponente
des 42S RNPs, stellt ein sehr héufiges Protein mit dem ,richtigen” Molekulargewicht dar. Die
Proteine des 42S Ribonukleoproteinpartikels, das tRNA und 5S rRNA speichert, machen ca.
20% des Gesamtproteingehalts pravitellogener Oozyten aus (Johnson et al., 1984). Zum
Nachweis der Antikdrperspezifitat wurde deshalb rekombinantes, His-gekoppeltes 42Sp50
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hergestellt, aufgereinigt und fr Immunblots mit IV'D4 verwendet. Tatsachlich konnte durch
diesen Versuch bewiesen werden, dass der Antikorper das Antigen 42Sp50 erkennt (Kapitel
5.3.6). Wichtige Eigenschaften dieses Proteins wurden in der Literatur bereits beschrieben
und besagen, dass in der frihen Oogenese 42Sp50 nicht als freies Molekul, sondern stets
als Proteinkomponente des 42S RNPs vorliegt (Viel et al., 1990). Es ist in pravitellogenen
Oozyten im Zytoplasma verteilt und dissoziiert mit Beginn der Vitellogenese, wenn die
gespeicherte 5S rRNA fur die Ribosomen-Biogenese bendtigt wird (Mattaj et al., 1983; Viel
et al., 1990; Johnson und Krieg, 1995). Aufgrund dieser Ergebnisse wurde daher zunéchst
angenommen, dass 42Sp50, neben der homogenen Verteilung im Zytoplasma, auch als
strukturgebundene Komponente in Nuage vorliegt. Wie weiter unten diskutiert wird, ist der
eindeutige Beweis allerdings nicht mdglich, da der Antikérper auch die anderen Mitglieder
der EF1A-Familie erkennt. Die aufféllige Verbindung der Nuage mit den Kernporen
(Abbildung 5-6 und 5-7) deutete darauf hin, dass es sich um Strukturen handeln kénnte, die
mit Kern-Zytoplasma Exportvorgangen durch die Kernporen in Zusammenhang stehen und
unmittelbar an der zytoplasmatischen Seite der Kernporen entstehen. Allerdings liel3 sich die
formale Maoglichkeit nicht ausschlieRen, dass das Nuage-Material in die Oozytenkerne
transportiert wird. Dagegen sprachen aber elektronenmikroskopische Beobachtungen, bei
denen Nuage entdeckt wurden, die sich in einigem Abstand zur Kernhille befanden oder mit
Mitochondrien assoziiert waren (Abbildung 5-6 und 5-7; Bilinski et al., 2004).

Durch die Behandlung von pravitellogenem Xenopus Oozyten mit verschiedenen Zellgiften
(Leptomycin B, Actinomycin D und Cycloheximid) wurden entweder die Transkription (AMD),
die Translation (CHX) bzw. der CRM1-Kernexportweg (LMB) gehemmt. Dadurch sollten
Erkenntnisse Uber die Entstehung der Nuage-Strukturen gewonnen werden. Es zeigte sich
jedoch, dass die Hemmversuche keinen klar erkennbaren Einfluss auf die strukturelle
Organisation der Nuage hatten (Kapitel 5.2.1). Allerdings vermittelten EM-Aufnahmen, dass
die Nuage nach Hemmung der Proteinbiosynthese durch CHX dichter gepackt vorlagen und
den direkten Kontakt mit der zytoplasmatischen Seite der Kernporen verloren hatten
(Abbildung 5-13).

Die meisten zellularen Strukturen, wie z.B. das Zytoskelett und viele nukleare
Subkompartimente befinden sich in einem steady-state Zustand, d.h. dass zur Erhaltung der
Strukturen ein standiger Energie- und Material-Austausch stattfindet (Misteli, 2001).
Vermutlich handelt es sich bei Nuage ebenfalls um ,steady-state-Strukturen® im
FlieRRgleichgewicht. Die dynamischen Eigenschaften der Nuage kdnnten z.B. durch FRAP-
Experimente untersucht werden. Nach Hemmung der RNA- oder Proteinbiosynthese |6sten
sich die Nuage aber nicht auf. Ohne die standige Neusynthese und Bereitstellung von RNA-
und Proteinkomponenten werden sie offenbar in einen statischen Zustand versetzt, der
vergleichbar ist mit dem sogenannten ,FlielBbandprinzip“: Solange neues Material geliefert
wird, entstehen neue Produkte; wird das Band arretiert, so werden alle Zwischen- und
Endprodukte in ihrem momentanen Zustand ,eingefroren®.

Es ist derzeit noch unklar, ob die Nuage-Bildung im Zusammenhang mit dem Assembly der
42S RNPs steht. Es ist bisher experimentell nicht belegt, in welchem Zellkompartiment die
Synthese des Ribonukleoproteinpartikels stattfindet. Wie spater diskutiert, findet das
Assembly aber sehr wahrscheinlich im Zytoplasma statt, woflir auch die Tatsache spricht,
dass 42Sp50 kein Kernlokalisationssignal aufweist.

Nuage sind ubiquitare Strukturen in Keimzellen zahlreicher Spezies (Parvinen, 2005). Sie
wurden in Oozyten und Spermatozyten von Insekten, wie z.B. Drosophila (Mahowald, 1971),
bis hin zum Menschen (Eddy, 1975; Saffman und Lasko, 1999) beschrieben. Das 42S RNP
dagegen findet man nur in Oozyten von Amphibien und Fischen (Mazabraud et al., 1975;
Denis et al., 1980; Kloetzel et al., 1981; Van den Eynde et al., 1989; Infante et al., 2008).
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Falls Assembly bzw. Export von 42S RNPs aus dem Zellkern tatsédchlich im Zusammenhang
mit der Bildung der Nuage steht, wéare dies nur eine von mehreren Funktionen, die den
Nuage zugesprochen werden. Es wird unter anderem vermutet, dass sie eine
Vorlauferstruktur der germinal granules darstellen (Bilinski et al., 2004), da sich die
Zusammensetzungen und die strukturelle Organisation gleichen. Es konnte anhand von
elektronenmikroskopischen Analysen gezeigt werden, dass Nuage auch mit Mitochondrien
interagieren (Bilinski et al., 2004). Zusatzlich wurde gezeigt, dass Sm-Proteine ebenfalls
Komponenten der Strukturen darstellen. In Nuage von C. elegans und in Spermatozyten der
Maus konnten auch snRNPs als Bestandteile identifiziert werden (Barbee et al., 2002;
Chuma et al., 2003). In Xenopus konnten neben den Sm-Proteinen allerdings keine weiteren
Komponenten der Splei3-Maschinerie nachgewiesen werden, weshalb davon ausgegangen
wird, dass Sm-Proteine in Nuage eine andere Funktion erfillen. Die Proteine weisen
symmetrische Dimethylargininmotive auf, die beim Assembly der Core-Doméane des
SpleiBosoms eine entscheidende Rolle spielen (Friesen et al., 2001b). Die Dimethylierung
der Proteine wird durch Methyltransferasen vermittelt. Es ist davon auszugehen, dass die
Modifikation der Sm-Proteine zu einer erhdhten Bindungsaffinitdit an SMN-Proteine und
damit zu einem schnelleren Einbau in die snRNP Core-Domane fihren (Friesen et al.,
2001b). Mittlerweile konnte in Drosophila gezeigt werden, dass eine Hemmung der
Methyltransferasen und somit eine Reduzierung der sDMA-Motive keinen Einfluss auf die
Biogenese der snRNPs hat, aber die Reifung der Oozyten und der Spermien gestort wird.
Deshalb wird vermutet, dass Sm-Proteine mit sDMA-Motiven eine wichtige Rolle in der
Determinierung der Keimzellen spielen (Gonsalvez et al., 2006). Da auch Nuage mit
germinal granules in Verbindung gebracht wurden, die fir die Determinierung der Keimzellen
essentiell sind, sollte in dieser Arbeit Uberpruft werden, ob eine Hemmung der
Methylierungsprozesse einen Einfluss auf die strukturelle Organisation der Nuage hat. Dazu
wurden die Methyltransferasehemmer MTA und Adox verwendet. Diese Inhibitoren hemmen
generell die Proteinmethylierung, die in N- bzw. C-Methylierungsreaktionen unterteilt werden.
Zahlreiche Aminoséuren konnen durch ein bis drei Methylreste modifiziert werden.
Argininreste  kébnnen mono- bzw. dimethyliert vorliegen, wobei die Dimethylierung
symmetrisch (SDMA) oder asymmetrisch (aDMA) sein kann (Polevoda und Sherman, 2007;
Bedford and Clarke, 2009). Die Funktion von EF1A hangt in den unterschiedlichsten
Spezies, von der Hefe bis zum Mensch von Mono-, Di- bzw. Trimethylmodifikationen an
Lysinresten ab und ist wahrscheinlich sogar entwicklungsspezifisch reguliert (Polevoda und
Sherman, 2007). Ob die EF1A-Isoform 42Sp50 in Xenopus ebenfalls methyliert vorliegt,
wurde bis dato noch nicht untersucht. Durch die Experimente mit Adox und MTA wurde
erwartet, dass es zu einer sichtbaren Verdnderung der strukturellen Organisation der Nuage
kommt, falls den Methylmodifikationen eine Funktion im Aufbau der Strukturen zukame.
Tatsachlich wurde eine deutliche Reduzierung des Fluoreszenzsignals von IV'D4 sowie
eines anti-Sm-Antikorpers beobachtet (Kapitel 5.2.2). Die elektronenmikroskopischen
Analysen konnten das Ergebnis der immunzytochemischen Experimente insofern bestatigen,
dass sichtbare strukturelle Veranderungen innerhalb der Nuage zu beobachten waren. Die
Inhibitoren sind jedoch zu unspezifisch, zudem ist die Nuage-Zusammensetzung weitgehend
unbekannt, weshalb Aussagen lber betroffene Nuage-Proteine nicht mdglich sind.
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6.2 In Xenopus existieren drei Isoformen des IV'D4-Antigens

In Xenopus wurden drei entwicklungsabhangig regulierte EF1A-Gene beschrieben (Dje et
al., 1990; Tafuri und Wolffe, 1993). Laut Literatur ist EF1A-S-mRNA in embryonalen und
adulten Zellen vorhanden und kaum existent in Oozyten. EF1A-O-mRNA soll hauptséchlich
in ménnlichen und weiblichen Keimzellen transkribiert werden und ist im Embryo noch bis
zum Stadium der Neurulation nachweisbar. Die 42Sp50-mRNA konnte dagegen nur in
Oozyten nachgewiesen werden (Abdallah et al., 1991; Dje et al., 1990; Krieg et al., 1989). In
der frGhen Oogenese wird 42Sp50 translatiert und es kommt zur Bildung des 42S RNPs. In
der spateren Oogenese und Embryogenes bis zur Neurulation ist EF1A-O vorhanden, bis
schlie3lich die ,normale“ EF1A-S-Form translatiert wird (Mattaj et al., 1987; Dje et al., 1990;
Abdallah et al., 1991; Viel et al.,, 1991; Johnson und Krieg; 1995). Deshalb wurde die
Vermutung aufgestellt, dass 42Sp50 und EF1A-O oozytenspezifische Funktionen aufweisen
und erst die somatischen Zellen des Embryos nach der Midblastulatransition die EF1A-S-
Form einschalten. Die oozytenspezifische Expression von Genfamilien wurde bereits haufig
beobachtet, beispielsweise fir Histon H1 (Doenecke und Alonso, 1996).

Nachdem 42Sp50 als Antigen von 1V'D4 identifiziert wurde, musste im Anschluss folglich
herausgefunden werden, ob der Antikérper auch die anderen beiden EF1A-Isoformen
erkannte. Fur diese Vermutung lagen mehrere Anhaltspunkte vor, da der Antikérper in
immunzytochemischen Versuchen nicht nur in Oozyten, sondern auch in Kulturzellen ein
homogen im Zytoplasma verteiltes Antigen markierte (Kapitel 5.1.7). AuRerdem erkannte der
Antikérper im Immunblot von somatischem Gewebe ein Protein bei ca. 50 kDa (Kapitel
5.3.2). Frihere Ergebnisse zeigten, dass EF1A-S ein apparentes Molekulargewicht von
53kD, 42Sp50 dagegen nur ein Gewicht von 48kD aufwies (Mattaj et al., 1987; Deschamps
et al., 1991).

In dieser Arbeit konnten die Proteine durch eindimensionale Gelelektrophorese nicht
aufgetrennt werden, was an der Verwendung unterschiedlicher Gelsysteme (im Vergleich zu
den genannten Autoren) gelegen haben konnte. AufBerdem sind die kalkulierten
Molekulargewichte beider Isoformen (Tabelle 5-3) nahezu identisch, was eine
gelelektrophoretische Auftrennung deutlich erschwerte. Es konnte also anhand der
beschriebenen Methode nicht geklart werden, welche EF1A-Isoformen der Antikdrper 1V D4
erkannte. Eine Unterscheidung der drei EF1A-Isoformen war jedoch auch durch 2D-
Gelelektrophoresen nicht moglich. Der Grund war das Vorkommen zahlreicher
Phosphorylierungsvarianten, die die einzelnen Isoformen sozusagen Uberdeckten und
dadurch eine Zuordnung unmdéglich machten. Durch einen Phosphataseverdau der Proben
erhoffte man sich die Isoformen, aufgrund unterschiedlicher IEPs, als drei distinkte Flecken
darstellen zu konnen. Eine Identifizierung der einzelnen Proteinvarianten war jedoch
ebenfalls nicht mdglich, da eine vollstdndige Dephosphorylierung der Proteine nicht erreicht
werden konnte. Wenn auch die Identifizierung der drei Isoformen fehlschlug, so konnten
jedoch Kenntnisse uber unterschiedliche Phosphorylierungszustande der EF1A-Familie in
verschiedenen Geweben und Oozytenstadien gewonnen werden. In jungen Oozyten weisen
die Isoformen multiple Phosphorylierungen der potentiellen P-sites (Kapitel 5.5.2) auf. In
spateren Oozytenstadien liegen sie in wenigen Phosphorylierungszustédnden vor (Abbildung
5-24). Es war anhand der experimentell ermittelten IEPs moglich, die Anzahl der
Phosphatreste pro EF1A-Proteinmolekiil reifer Oozyten zu bestimmen (Tabelle 5-5). Bei der
dort vorhandenen Isoform handelt es sich vermutlich um EF1A-S, da das gleiche Muster
auch bei der Analyse des Lebergewebes zu beobachten war (Abbildung 5-24). Dennoch ist
nach wie vor keine Aussage dartuber mdglich, welche Isoform in den Nuage lokalisiert. Auch
Literaturangaben zur Expression auf Proteinebene und zur Lokalisation sind widerspriichlich.
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EF1A soll laut Mattaj et al. (1987) in allen Oozytenstadien und somatischen Xenopus Zellen
vorhanden sein. Andere Autoren verdffentlichten, dass EF1A-O die Funktion von 42Sp50 als
tRNA bindendes Protein mit Beginn der Vitellogenese ubernimmt, und dass EF1A-O
wiederum zu Beginn der Embryogenese durch EF1A-S ersetzt wird (Viel et al., 1990). Es
wird zumindest fir 42Sp50 einheitlich beschrieben, dass es nur in pravitellogenen Oozyten
vorhanden ist. AuBBerdem ist das 42S RNP uniform im Zytoplasma der frlhen Oozyten
verteilt, wohingegen EF1A in den Balbiani bodies lokalisiert (Mattaj et al., 1987; Viel et al.,
1990). Leider wird nicht deutlich erklart, welche Isoformen die verwendeten Antikorper
tatséchlich erkennen, weshalb theoretisch alle drei Isoformen in den Nuage lokalisieren
kénnten. Dazu miissten sie allerdings mit einem anderen Bestandteil der Nuage interagieren.
Und tatsachlich ist bekannt, dass EF1A mit zahlreichen anderen Proteinen, die z.B. in
Prozesse wie der Signaltransduktion, der Apoptose und des Zellwachstums involviert sind,
in Interaktion treten kann (Mishra et al.,, 2007; Mansilla et al., 2008). Des Weiteren wurde
herausgefunden, dass EF1A an der Regulation des Aktinzytoskeletts beteiligt ist und an
Mikrotubuli bindet (Liu et al., 2002; Gross und Kinzy, 2005 und 2007). Somit ist es durchaus
vorstellbar, dass eine EF1A-Isoform eine Funktion in den Nuage erfillt, die nicht mit dem
42S RNP Assembly in Zusammenhang steht. Uberraschenderweise wurde vor kurzem
berichtet, dass EF1A ein zytoplasmatischer Bestandteil der Kernexportmaschinerie von
bestimmten Proteinen ist, die nicht tber den Ublichen Exportin-1 Weg aus dem Zellkern
transportiert werden. Dabei interagiert EF1A mit einem bestimmten Exportsignal (TD-NEM)
von Proteinen, wie z.B. dem poly(A)-binding protein (PABP1) von der zytoplasmatischen
Seite der Kernhtlle aus und stimuliert so als eine Art Vermittler den Export der spezifischen
Proteine (Khacho et al., 2008). EF1A spielt zusatzlich noch eine wichtige Rolle beim tRNA-
Export. Das Protein wurde als zytoplasmatische Komponente des nuklearen Exportweges
von aa-tRNAs identifiziert. EF1A soll demnach auf der zytoplasmatischen Seite der
Kernporen die Auflosung des aa-tRNA/aa-tRNA-Synthase-Komplexes katalysieren
(GroRRhans et al., 2000; Bohnsack et al., 2002; Calado et al., 2002). Vieles spricht somit
dafur, dass EF1A Proteine, die gerade die Kernporen passieren, empféangt und bindet. Es
ware durchaus denkbar, dass dies unter anderem die Entstehung von Nuage-Strukturen
darstellt, da davon ausgegangen wird, dass es sich bei Nuage um RNPs handelt. Dennoch
ist klar, dass dies nicht die einzige Funktion der Strukturen darstellen kann.
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6.3

MRNA-Ebene

Die mRNA-Expressionsmuster der drei EF1A-Isoformen wurden schon vor Beginn unserer
Analyse ausfihrlich untersucht.
Hybridisierungen bzw. Northern blots ermittelt und sind in der folgenden Tabelle aufgelistet.

Analyse der differentiellen Genexpression der EF1A-Familie auf

Die Ergebnisse wurden hauptséachlich durch in situ

MRNA
Oozyten Oozyten Friher Spater Adult Testis
-1 IV-VI Embryo Embryo
EF1A-S + + + + + -
EF1A-O + + + - - +
425p50 + - - - - +
Tabelle 6-1 Zusammenfassung der Literaturangaben beziglich des Vorhandenseins von mRNA aller drei

Xenopus EF1A-Isoformen. Die Daten wurden durch Northern blot bzw. in situ Hybridisierung gewonnen (Mattaj et
al., 1987; Dje et al., 1990; Abdallah et al., 1991; Viel et al., 1991; Johnson und Krieg; 1995).

Eine RT-PCR-Analyse des Expressionsmusters der EF1A-Isoformen-mRNA wurde in dieser
Arbeit erstmalig durchgefiihrt. Aufgrund der hohen Sequenziibereinstimmungen bestand die
Schwierigkeit zu Anfang darin, die Primerpaare so auszuwahlen, dass sie nur an eine der
Isoformen binden konnten. Des Weiteren war es wichtig, dass sich die amplifizierten
Fragmente in ihrer Lange voneinander unterschieden. Nach grundlicher Recherche und
ausfiihrlichen Tests konnten schlie3lich spezifische Primerpaare fur alle drei Isoformen
gefunden werden.

Durch die RT-PCR-Analyse konnte gezeigt werden, dass 42Sp50-mRNA tatsachlich in
.,hormalen“ somatischen Zellen fehlt. Die mRNA wird dagegen wahrend der gesamten
Oogenese und auch in Hodengewebe (vermutlich in Spermatozyten) exprimiert. Der
Nachweis von 42Sp50-mRNA in Embryonen kénnte das Vorkommen maternaler Transkripte
darstellen, die sich im Laufe der Entwicklung ausdinnen und in adulten, somatischen
Gewebe nicht mehr nachweisbar sind. Uberraschenderweise wurde festgestellt, dass mRNA
auch in Hirngewebe nachweisbar ist. Diese Besonderheit im Expressionsmuster wurde
bereits bei anderen Genen festgestellt, die als keimbahnspezifische Gene identifiziert
wurden. Hierbei kann z.B. das Spnr-Gen in Maus genannt werden, dessen mRNA nur im
Ovar, im Hoden und im Hirn nachgewiesen werden kann (Schumacher et al., 1995).

Genau wie EF1A-S wurde auch EF1A-O-mRNA ubiquitér in allen getesteten somatischen
Geweben und Keimzellen nachgewiesen, so dass die Bezeichnung oozytenspezifische
Variante (EF1A-O) nicht langer gerechtfertigt war und daher umbenannt wurde.

Der Nachteil der RT-PCR bestand darin, dass eine Quantifizierung der mRNA-Menge im
jeweils getesteten Gewebe nicht mdglich war. Eine geeignete Methode hierfir wére eine
real-time-PCR-Analyse.
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Als Fazit der mRNA-Expressionsanalyse lasst sich feststellen, dass in Xenopus, genau wie
bei Saugern, zwei somatisch exprimierte EF1A-Isoformen existieren: EF1A-S und EF1A-O.
Die Nomenklatur dieser Proteine wurde, aufgrund der hohen Sequenziibereinstimmungen
und Ahnlichkeiten im Expressionsmuster, an die Sauger-Nomenklatur angepasst. EF1A-S
weist die grof3ten Homologien auf und wurde deshalb in EF1A-1 umbenannt. EF1A-2 zeigt
ebenfalls gro3e, wenn auch geringere Identitat auf und wurde deshalb als EF1A-2
bezeichnet. Der Name 42Sp50 wurde beibehalten, da diese Isoform bei Saugern nicht
nachgewiesen werden konnte. Das entsprechende 42Sp50-Gen wurde bisher nur bei
Amphibien und Fischen gefunden. Diese Organismen weisen eine &hnliche Oogenese auf,
die sich von der Sauger-Oogenese grundlegend unterscheidet. Bei Saugern werden
wahrend der Reifung des Eis keine maternalen Produkte in Form von RNPs gespeichert,
was der Grund fur das Fehlen eines 42Sp50-&hnlichen Gens sein kénnte.

6.4 Expression von EF1A-Fusionsproteinen in Kulturzellen und
Oozyten

Die Expression der Xenopus EF1A-Isoformen in Kulturzellen wurde in der vorliegenden
Arbeit erstmals durchgefiihrt. Es zeigte sich, dass alle drei Proteine homogen im Zytoplasma
verteilt vorliegen. In wenigen Fallen wurde beobachtet, dass 42Sp50 zu einem gewissen Tell
im Nukleolus angereichert war, worauf spater ndher eingegangen wird (Kapitel 6.6). 42Sp50
stellt kein endogenes Protein somatischer Kulturzellen dar und wurde in der Arbeit dort
erstmalig als Fusionsprotein exprimiert. Diese Isoform wird nicht endogen in somatischen
Kulturzellen exprimiert. Das Protein lokalisiert aufgrund der grof3en Sequenzéhnlichkeit
nahezu identisch wie die beiden anderen EF1A-Varianten. Die Lokalisationen von EF1A-1
und EF1A-2 stimmten mit den veroffentlichten Ergebnissen in Kulturzellen verschiedener
Spezies uberein, wonach EF1A homogen im Zytoplasma verteilt und nicht im Nukleoplasma
nachweisbar ist (Kjaer et al., 2001; Bohnsack et al., 2002).

Die Expression der drei Xenopus EF1A-Isoformen in pravitellogenen Oozyten wurde
ebenfalls erstmalig durchgefuhrt. Dabei wurde festgestellt, dass jede Isoform homogen im
Zytoplasma verteilt vorlag und der Lokalisation in Kulturzellen entsprach. Durch die
Expression der EF1A-Isoformen in lebenden Xenopus Oozyten sollte die Frage geklart
werden, welches der drei Proteine eine Komponente der Nuage darstellt. Diese Frage
konnte jedoch nicht beantwortet werden, da die Nuage-Strukturen in den injizierten Oozyten
nicht erkennbar waren. Vermutlich war das zytoplasmatische GFP-Signal der EF1A-
Fusionsproteine in den injizierten Oozyten so hoch, dass das Nuage-Signal an der Kernhiille
Uberdeckt wurde. Durch das Experiment erhoffte man sich auch mehr Aufschluss tber den
Ort des 42S RNP Assemblys zu erhalten. Falls 42Sp50 als Komponente von Nuage
identifiziert worden wéare, hétte dies ein Anhaltspunkt dafir sein kénnen, dass das Assembly
von 42S RNPs mit der Formation von Nuage-Strukturen in Oozyten einhergeht. Dabei wéren
zwei Mdoglichkeiten denkbar gewesen: 42Sp50 kénnte an frisch exportierte tRNAs binden
und dabei mit anderen Komponenten unter Bildung von 42S RNPs interagieren, was die
Bildung der Nuage-Strukturen widerspiegeln wirde. Es konnte bereits gezeigt werden, dass
EF1A beim Export von tRNAs Uber den Exp-5-Weg eine Rolle auf der zytoplasmatischen
Seite der Kernhtlle spielt (Kapitel 6.2; Gro3hans et al., 2000; Bohnsack et al., 2002; Calado
et al., 2002). Eine ahnliche Funktion fir eEF1A wurde auf3erdem erst kirzlich von Khacho et
al. (2008) vorgeschlagen, wo vermutet wird, dass eEF1A in Sauger-Kulturzellen eine Rolle
beim ,Empfang” von bestimmten Proteinen spielt, kurz nachdem sie die Kernpore passiert
haben. Wie bereits erwdhnt, konnte nicht herausgefunden werden, wo das Assembly der
42S RNPs in Xenopus Oozyten stattfindet.
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Da 42Sp43 ebenfalls ein wichtiger Bestandteil des 42S RNPs ist, wurde auch die
Lokalisierung dieses Proteins untersucht (nachstes Kapitel).

6.5 Expression von 42Sp43 in Kulturzellen und Oozyten

Wie bereits erwadhnt, handelt es sich dabei um ein oozytenspezifisches Protein, dessen
Sequenz eine divergierte Form des Transkriptionsfaktors 1A darstellt. Anders als TFIIIA,
bindet es jedoch nicht an 5S rDNA, sondern ausschlieB3lich an 5S rRNA, die dadurch vor
dem Abbau geschitzt ist und im Zytoplasma der Oozyten gespeichert wird. 42Sp43 liegt
nicht frei in der Oozyte vor, sondern ist ein Bestandteil des zytoplasmatischen 42S RNPs
(Joho et al., 1990).

Durch die Expression von 42Sp43 konnte erstmals gezeigt werden, dass das Protein in
somatischen Zellen und Oozyten in den Nukleolen akkumuliert. AuRerdem konnte in
Oozyten eine diffuse Anreicherung von 42Sp43 im Zytoplasma beobachtet werden. Die
nukleolare Akkumulation von 42Sp43 wurde dadurch erklart, dass das Protein ein NLS
aufweist und aufRerdem 5S rRNA bindet. Diese rRNA ist fiir die Ribosomen-Biogenese in
den Nukleolen konzentriert (Bogdanov et al., 1995; Boisvert et al., 2007).

Die Tatsache, dass es in somatischen Zellen zu einer nahezu quantitativen Akkumulation
von 42Sp43 in den Nukleolen kommt, wurde damit erklart, dass 42Sp43 nicht Bestandteil
fertiger zytoplasmatischer Ribosomen ist. Deshalb bindet es an 5S rRNA, die sich noch nicht
in fertigen Ribosomen befindet und daher in den Nukleolen vorliegt. Eine andere Mdglichkeit
ware, dass die 5S rRNA durch die Interaktion mit dem oozytenspezifischen 42Sp43 nicht in
die Ribosomen eingebaut werden kann. Denkbar ware auch, dass 42Sp43 zunéchst an 5S
rRNA im Nukleolus bindet, aber wéhrend des Einbaus in die Ribosomen durch ein anderes,
5S rRNA bindendes Protein (evtl. L5), entfernt wird. AuRerdem kann nicht ausgeschlossen
werden, dass 42Sp43 nicht an 5S rRNA, sondern an andere Nukleoluskomponenten binden
konnte.

In Oozyten ist das gleiche Nukleolussignal von 42Sp43 zu beobachten, woflir vermutlich die
gleichen Erklarungen wie in somatischen Zellen gelten. Eine Besonderheit in Xenopus
Oozyten ist die Tatsache, dass im frihen Stadium der Oogenese groRe Mengen an 5S rRNA
synthetisiert und in RNPs im Zytoplasma gespeichert werden (Mairy und Denis, 1971). Hier
bindet 42Sp43 an 5S rRNA, die im Zytoplasma gespeichert wird, was eine Erklarung dafir
sein konnte, warum in Oozyten ein zytoplasmatisches Signal von 42Sp43 zu beobachten ist.
Die Expressionsexperimente von 42Sp43 und 42Sp50 in Xenopus Oozyten zeigten auf, dass
beide Proteine im Zytoplasma kolokalisieren. Somit erscheint es wahrscheinlich, dass das
Assembly der 42S RNPs in Oozyten im Zytoplasma stattfindet.

6.6 Nachweis der in vivo Interaktionen zwischen den beiden
Proteinkomponenten der 42S Ribonukleoproteinpartikel

Das 42S RNP setzt sich, wie schon erwahnt, aus vier identischen Untereinheiten zusammen.
Jede Untereinheit besteht wiederum aus drei Molekiilen tRNA, einem Molekil 5S rRNA, zwei
Molekiilen des 50 kDa Proteins 42Sp50 (Thesaurin a) und einem Molekil des 40kDa
Proteins 42Sp43 (Thesaurin b) (Picard et al., 1980). Da in den Partikeln die EF1A-Isoform
42Sp50, nicht aber die beiden anderen Formen EF1A-1 bzw. EF1A-2 vorkommen, muss es
eine spezifische Interaktion zwischen 42Sp43 und 42Sp50 geben. Um diese Interaktionen
sichtbar zu machen, wurden 42Sp43 und 42Sp50 als Fusionsproteine (GFP und RFP) in
somatischen Kulturzellen und Oozyten koexprimiert. Diese Experimente wurden
durchgefuhrt, um zu beobachten, ob es durch die Koexpression zu einer topologischen
Umverteilung einer der Partner innerhalb der Zelle kdme. Tatsachlich war dies der Fall,
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womit erstmalig eine Mdglichkeit gefunden wurde, die in vivo Interaktionen zwischen 42Sp43
und 42Sp50 zu analysieren.

In somatischen Zellen kam es zu einer Umverteilung von 42Sp50. Das weitgehend
zytoplasmatische Protein akkumuliert bei einer Koexpression mit 42Sp43 in den Nukleolen.
Diese Beobachtung Uberraschte, da bekannt war, dass EF1A-Proteine normalerweise rasch
aus dem Nukleoplasma entfernt werden und nur zytoplasmatisch vorliegen (Bohnsack et al.
und Calado et al., 2002). Bei 42Sp43 und 42Sp50 handelt es sich allerdings um Proteine, die
nicht in somatischen Kulturzellen vorkommen. Deshalb ist es wahrscheinlich, dass 42Sp50
das Nukleolus-spezifische Protein 42Sp43 bindet und sozusagen ,huckepack® in den
Zellkern bzw. Nukleolus importiert wird. Alternativ dazu kdnnte eine geringe, nicht sichtbare
Menge an 42Sp50 Molekilen immer im Kern vorliegen und durch die Interaktion mit einem
endogenen Bindungspartner in den Nukleolen immobilisiert werden. Diese Hypothese wirde
zuséatzlich das Nukleolussignal erklaren, das auch in einer gewissen Anzahl von Zellen zu
beobachten war, die nur 42Sp50-Fusionsprotein exprimierten. 42Sp43 stellt aufgrund des
gemeinsamen Vorkommens im 42S RNPs wahrscheinlich einen starken Bindungspartner da.
Deswegen kommt es bei Koexpression von 42Sp50 und 42Sp43 in Kulturzellen zu einer
starken Interaktion der beiden Proteine und 42Sp50 akkumuliert im Nukleolus. Ahnliches
wurde fur EF1A und dessen Bindungspartner ZPR1 in Saugerzellen beobachtet. Hier wurde
gezeigt, dass ZPR1 in mitotischen Saugerzellen im Zellkern vorliegt. Das Protein interagiert
mit EF1A im Zytoplasma und importiert es ,huckepack® in das Nukleoplasma. Das sonst
ausschlie3lich zytoplasmatisch vorkommende EF1A konnte dort im Nukleus nachgewiesen
werden (Gangwani et al., 1998).

Nachdem Interaktionen zwischen 42Sp43 und 42Sp50 nachgewiesen werden konnten,
stellte sich die interessante Frage, ob die Koexpression der beiden Proteine die Bildung von
42S RNPs induzierte. Diese Vermutung konnte durch licht- und elektronenmikroskopische
Analysen nicht geklart werden, weshalb weitere Experimente nétig sind, um die
Fragestellung zu beantworten.

Die Proteininteraktion zwischen 42Sp43 und 42Sp50 konnte auch in prévitellogenen
Xenopus Oozyten erstmals nachgewiesen werden. Wurde 42Sp50 mit 42Sp43 koexprimiert,
so wurde 42Sp43 im Zytoplasma angereichert und groftenteils von den Nukleolen
ausgeschlossen. Dieses Ergebnis unterschied sich deutlich von den Beobachtungen in
somatischen Zellen und es wurden verschiedene Grinde zur Erklarung in Erwagung
gezogen. Am Wabhrscheinlichsten erscheint die Moglichkeit, dass sich 42Sp43 bereits im
Zytoplasma zusammen mit 42Sp50 und RNA Komponenten zu funktionellen 42S RNPs
zusammensetzt. Da die Proteine und die 5S rRNA des 42S RNPs oozytenspezifische
Molekule darstellen, wére es denkbar, dass dieser Vorgang nur in Oozyten und nicht in
somatischen Zellen stattfindet, weshalb 42Sp43 den Bindungspartner 42Sp50 nur in
Kulturzellen in den Kern koimportiert. Es ware zum anderen aber auch denkbar, dass die
Koexpression das Assembly von 42S RNPs auf der zytoplasmatischen Seite der Kernporen
verstarkt, wodurch die Menge an 42Sp43 in den amplifizierten Nukleolen verringert wird. Die
Koexpressionen von EF1A-1 bzw. EF1A-2 mit 42Sp43 in pravitellogenen Oozyten dienten
als Kontrollexperimente. Es waren hierbei nur geringe Protein-Interaktionen zu beobachten,
da es kaum zu einer Umverteilung kam.

Die drei Xenopus Isoformen weisen hohe Ubereinstimmungen ihrer Aminosauresequenzen
und ihrer Konformationen auf. Dennoch muss es zwischen den somatischen Formen EF1A-1
bzw. EF1A-2 und 42Sp50 Bereiche geben, die sich funktionell voneinander unterscheiden.
Diese Bereiche in der Aminosauresequenz von 42Sp50 sind fir die spezifische Interaktion
mit 42Sp43 verantwortlich. Um diese zu identifizieren sind weiterfuhrende Experimente notig.
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Eine Mdglichkeit ware, spezifische 42Sp50-Sequenzen zu mutieren oder deletieren und die
Interaktion dieser modifizierten Proteine mit den bereits beschriebenen zu vergleichen.
Zusammenfassend lasst sich sagen, dass in der vorliegenden Arbeit ein in vivo
Modellsystem beschrieben ist, mit dem Interaktionen zwischen den beteiligten Proteinen
durch Kern-Zytoplasma-Umverteilungen direkt sichtbar gemacht werden kénnen.
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9. Anhang

9.1 Primerliste
Bezeichnung

Sequenz

Zielgen

BC04+07pQEHWf (EcoRI)

BCO4pQEHWTr  (Hindlll)
BCO4GFPn3r  (Kpnl)
BCO4EGFPcl1f (Hindlll)
BCO4EGFPc3r (EcoRlI)

BCO7_pQE8 n2 c2 (EcoRl)
BCO7pQEHWr  (BamHI)
42Sp505°'BamHiI
42Sp503 Hindlll-tga
5":pos732:t->q;734:t->a
3":pos732:t->q;734:t->a
42Sp435 BamHI
42Sp433 Hindlll-tga
bco4_3f
bc04_A4f
bc04_5f
bc04_6f
bco4_7f
bc04_3r

bc04_4r

bc04_5r

57-GAA TTC ATG GGA AAG
AAG ACT CAC ATC-3~
57-AAG CTT TTC GTT TTC
GCT TTC-3~
57-GGT ACC TTC GTT TTC
GCT TTC-3~
57-AAG CTT ATG GGA AAG
AAG ACT CAC ATC-3~
57-GAA TTC TTC GTT TTC
GCT TTC-3~
57 -GAA TTC ATG GGA AAG
AAG ATT CAC ATT-37
5°-GGA TCC TTT CTT TCC
TTT CAC AGC AGA-3~
57-GGA TCC ATG ACT GAC
GCT CCT CAA AAG-3~
57-AAG CTT CTT CAC CAA
TGG TTT TTG GAC-3~
5°-TCC AGT GCG GCC GGC

GAA

GCG

GCG

GAA

GCG

GAA

AGC

AAG

CAC

AAA

TAA GCC TTT GAG GC-3~

57-GCC TCA AAG GCT TAT

TTG

CCG GCC GCA CTG GA-3~

57-GGA TCC ATG AAG AAT
GGT GAG ACT GGG-3~
57-AAG CTT GGC GGA TTT
CGC TTT-37
57-GCC TGG GTC TTG GAC
CTG-3"
57-GAT TCC ACT GAA CCA
TAC AGC-3~
57-GGT CGT GTG GAG ACT
GTC-3~
57-CAG ATT GGT GCT GGA
GCC-3~
57-GAA TAT TTC CAG AAT
TTG C-3~
57-CAG TTT GTC CAA GAC
GGC-3~
57-GCT GTA TGG TGG TTC
GGA ATC-37
57-GAC ACC AGT CTC CAC
ACC-3~

151

GTT

TTC

AAA

CCA

GGT

TAT

ATC

CCA

AGT

ACG

EF1A-1pQE8/N3
EF1A-1pQE8
EF1A-1GFPN3
EF1A-1GFPC3

EF1A-1GFPC3

EF1A-2pQES8/N3/C2

EF1A-2pQE8/N3/C2

42Sp50
425p50
42Sp50
42Sp50
42Sp43
42Sp43
EF1A-1
EF1A-1
EF1A-1
EF1A-1
EF1A-1
EF1A-1
EF1A-1

EF1A-1
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bc04_6r 57-GGC ATA TCC AGC ACC AAT EF1A-1
CTG-3"
bc04_7r 57-GCA AGA TAT TCT GGA AAT EF1A-1
ATT-3"
bcO7_3f 57 -GCG GAG ATG GGT AAA GGC EF1A-2
TCC-3~
bcO7_4f 5°-CAC CCT AGG TGT CAA GCA EF1A-2
GC-3~
bcO7_5f 57-CAC TGC CAA GCC TCT ACG EF1A-2
G-37
bcO7_6f 57-ACC GCA CAG GTG ATC ATA EF1A-2
CTC-3"
bcO7_7f 57-GTT GGA GTA ATC AAA GGT EF1A-2
GTG GAC-3~
bc07_3r 5°-GGA GCC TTT ACC CAT CTC EF1A-2
CGC-3~
bc07_4r 57-GCT GCT TGA CAC CTA GGG EF1A-2
TG-37
bcO07_5r 57-CCG TAG AGG CTT GGC AGT EF1A-2
G-37
bc07_6r 5°-GAG TAT GAT CAC CTG TGC EF1A-2
GGT-3"
bcO7_7r 57-GTC CAC ACC TTT GAT TAC EF1A-2
TCC AAC-3~
425p50-p0s924-seq3 5°-TTC AAC ATC GGA TTC AAT 42S5p50
GTC AAG-3~
42Sp50-pos1206-seqd 57-GCC ATC ATA ACC CTG AAG 425p50
CC-3~
425p43-pos306-seql 5°-GCC GTA CCC CTT AAG TGC 425p43
TTT-37
42Sp43-pos606-seq?2 57-GCC AGT GCT CTG CGG AGG- 42Sp43
3-
425p43-pos900-seq3 57-CGC ACA CCT GTA GTA GAA 425p43
GAG GAC T-37
BCO4F 57-ATC TCG CCC AAC CGA TAA EF1A-1
GC-3~
BCO4R 5°-TTG GTC AAG TTG CCT CCC EF1A-1
ATT-3"
BCO7F 5°-TGC CAG TGG TGT AAC TCT EF1A-2
GCT AG-3~
BCO7R 57-AGT TTA CAG GAC ACC AAG EF1A-2
ATT AAA C-37
Z19F 57-AGT CCC TGT GGG CAA GAT 42Sp50
AGA A-3~
Z19R 5°-TCA CTG TCA TGT AAA ACT 425p50
GTC ACA AC-3~
HA2f 57-ATG AGC TCA AGG GAA GGA HMGAZ2
GCC CGC-3~
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HA2r

5SrRNA-5

5SrRNA-3’

57-GTC CAA GAG GGC GTC CAA HMGA?2
GG-3~
57-CAA GAA TTC GCC TAC GGC S5SrRNA
CAC ACC-3~
57-ACC AAG TGT CGT AGG CTT 5SrRNA
GGA TCC ATT-37

9.2 Abkirzungen

% Prozent

® Registered

°C Grad Celcius

A Ampeére

A Angstrom

aa-tRNA Aminoacetylierte tRNA

Abb. Abbildung

aDMA Asymmetrical dimethylated arginines
Amp Ampicillin

APS Ammoniumpersulfat

Bb Balbiani body

bp Basenpaar

BSA Bovines (Rinder-) Serum-Albumin
bzw. Beziehungsweise

C-(-terminal,-Terminus)

Carboxy-(terminal,-Terminus)

Ca.

Circa

CB Chromatoid body

cDNA Complementary DNA

cds Coding sequence

cfu Colony forming unit

CIAP Calf intestine alkalische Phosphatase
CLSM Konfokales Laser Scanning Mikroskop
d.h. Das heisst

Da Dalton

dATP Desoxy-Adenosin-Triphosphat

dCTP Desoxy-Cytosin-Triphosphat

ddNTP Didesoxy-Nukleosid-Triphosphat
DEPC Diethylpyrocarbonat

dGTP Desoxy-Guanosin-Triphosphat

DIC Differential Interference Contrast = Nomarski-Interferenz
DMSO Dimethyl Sulfoxid

DNA Desoxyribonukleinsaure

dNTP Desoxy-Nukleosid-Triphosphat

ds Double stranded, doppelstréngig
DSMZ Deutsche Sammlung von Mikroorganismen und Zellkulturen GmbH
DTT Dithiothreitol

dTTP Desoxy-Thmindin-Triphosphat

E. coli Escherichia coli

ECL Enhanced chemiluminescence

EDTA Ethylendiamid-Tetraacetat

eEF Eukaryotischer Elongationsfaktor
EGFP Enhanced green fluorescent protein
ER Endoplasmatisches Retikulum
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et al. Et altera (und andere)

EtBr Ethidiumbromid

EtOH Ethanol

FA Formaldehyd

FCS Fetales Kélberserum

FITC Fluorescein-Isothiocyanat

g Gramm

GFP Green fluorescent protein

GFM Granulao-fibrillar material

h Stunde

H>Opigest. Doppelt destilliertes Wasser
HCI Salzsaure

HCG Humanes Choriongonadotropin
HEPES Hydroxyethyl-Piperazin-1-Ethansulfonséure
HRP Meerrettich-Peroxidase [= ,horse radish peroxidase“]
IEF Isoelektrische Fokussierung
IEP Isoelektrischer Punkt

IF Immunfluoreszenz bzw. Intermediarfilament
IgG Immunglobulin Klasse G

IPTG Isopropyl-B-D-Thiogalaktosid
Kan Kanamycin

kb, kbp Kilobasenpaar

kDa, kD Kilodalton

L Liter

LB Luria Bertami

LEs Localization elements

LiCl Lithiumchlorid

LSm Like-Sm-proteins

Mg Mikrogramm

l Mikroliter

um Mikrometer

uM Mikromolar

M Molar [= Mol pro Liter]

m Meter

mA Milliampére

mAk monoklonaler Antikrper

MBP Myelin basic protein

MBS Modified Barth solution

MC Mitochondrial Cloud

MCS Multiple cloning site

MetOH Methanol

mg Milligramm

MG Relative Molekularmasse

min Minute

ml Milliliter

mM Millimolar

mmol Millimol

MMR Marc’s modified Ringer Losung
mol Stoffmenge [1 Mol = 6,022 10*° [Teilchen]
mMRNA Messenger RNA

MTR-1 Mouse-Tudor-Repeat-genel
mV Millivolt
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N-(-terminal,-Terminus)

Amino-(-terminal, -Terminus)

NaCl

Kochsalz

NEPHGE Nichtgleichgewichts-pH Gradienten Gelelelektrophorese
NF Embryonalstadium-Einteilung nach Nieuwkoop & Faber (1975)
ng Nanogramm

NLS Kernlokalisations-Signal

nm Nanometer

nmol Nanomol

NPC Kernporenkomplex

oD Optische Dichte

ONM AuRere Kernmembran

p.a. Per analysem (fur die Analyse)

PAGE Polyacrylamid-Gelelktrophorese

PBS Phosphat-gepufferte Salzlésung

PGC Primordial Germ Cell

PCR Polymerase-Kettenreaktion

PEG Polyethylenglykol

Pen/Strep Penicillin/Streptomycin

PFA Paraformaldehyd

pg Pikogramm

pH Potentia hydrogenii

PRMT Protein arginine methyltransferase

mRFP Monomeres Red fluorescent protein

rER Raues Endoplasmatisches Retikulum

RFP Red fluorescent protein

RNA Ribonukleinsaure

rRNA Ribosomale RNA

RNP Ribonukleoprotein

rpm Umdrehungen pro Minuten

RT Raumtemperatur bzw. Reverse Transkription / Reverse Trranskriptase
RT-PCR Reverse-Transkriptions-Polymerase-Kettenreaktion
S Svedberg-Einheit (Sedimentations-Konstante)
s, sek Sekunde

SAP Shrimp alkalische Phosphatase

sDMA Symmetrical dimethylated arginines

SDS Natriumdodecylsulfat

SL Stammlésung

SMN Survival of motor neuron protein

SnRNP Small nuclear ribonucleoproteins

sog. S0 genannt

Ss single stranded, einzelstrangig

Tab. Tabelle

TBS Tris-gepufferte Salzlésung

TBST TBS + Tween® 20

TEMED N,N,N’,N’-Tetramethylendiamin

Tet Tetracyclin

Tm Schmelztemperatur

TR Texas Red

Tris Tris-(hydoxymethyl)-aminoethan

tRNA transfer RNA

TSR Template suppression reagent

TSS Transformation and storage solution
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™ Trademark

U Unit

u.a. unter anderem

UNK Ubernacht-Kultur

UTR Untranslated region

uv Ultraviolett

Y Volt

Vol Volumen

viv Volumen pro Volumen

vgl. vergleiche

wiv Gewicht pro Volumen

wiw Gewicht pro Gewicht

WB Western Blot

WT Wildtyp, wildtypisch

X-Gal Brom-4-Chlor-3-Indol-3-D-Galaktopyranosid
Xg Erdbeschleunigung (~9,81 m s-2)
z.B. zum Beispiel

z.T. zum Teill
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