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Zusammenfassung

1. Zusammenfassung

Die Kernhtille ist eine hoch spezialisierte Membrdie, den eukaryotischen Zellkern umgibt.
Sie besteht aus der auf3eren und der inneren Kerbragnrdie Uber die Kernporenkomplexe
miteinander verbunden werden. Die Kernhille regulieicht nur den Transport von
Makromolekllen zwischen dem Nukleoplasma und dertopigsma, sie dient auch der
Verankerung des Chromatins und des ZytoskelettgclDuliese Interaktionen hilft die
Kernhlle, den Zellkern innerhalb der Zelle und @iromosomen innerhalb des Zellkerns zu
positionieren, und reguliert dadurch die Expressiestimmter Gene. In héheren Eukaryoten
durchlauft die Kernhille wahrend der Zellteilungukturelle Veranderungen. Zu Beginn der
Mitose wird sie abgebaut, um sich am Ende der Mitoden Tochterzellen erneut zu bilden.
Die molekularen Mechanismen, die zum Wiederaufbaukernhille mit den Bestandteilen
der Kernmembran und der Kernporenkomplexen fuhserd kaum geklart. Ein geeignetes
System, um bestimmte Ereignisse bei der Kernhiilgumhg zu untersuchen, liefert das
zellfreie System aus Xenopus Eiern und Spermiemcatio (Lohka 1998). Es erlaubt sowohl
die Untersuchung der Kernhillenneubildung am Ends dlitose, als auch des
Kernhillenwachstums in der Interphase. Bereitsdrikonnte gezeigt werden, dass es im
Eiextrakt von Xenopus laevis mindestens zwei veestgne Vesikelpopulationen gibt, die zur
Bildung der Kernhtille beitragen (Ewald et al., 1p%ine der Vesikelpopulationen bindet an
Chromatin, fusioniert dort und bildet eine Doppeintean. Eine andere Vesikelpopulation
bindet an die bereits vorhandene Doppelmembran sordt fur die Ausbildung der
Kernporenkomplexe.

Ziel dieser Arbeit war es, verschiedene Membranivakn zu isolieren und zu
charakterisieren. Das besondere Ziel lag in derrdierisierung der poreninduzierenden
Membranvesikel, um Faktoren zu identifizieren, die Insertion der Kernporenkomplexe in
die Kernhulle initiieren. Durch Zentrifugation Ubereinen diskontinuierlichen
Zuckergradienten konnten die Membranvesikel in zwerschiedene Vesikelfraktionen
aufgetrennt werden. Eine Membranfraktion konnte ders 40%igen Zuckerfraktion (,40%
Membranfraktion”) isoliert werden, die andere aus @0%igen Zuckerfraktion (,30%
Membranfraktion®). Die verschiedenen Membranfrakéio wurden zu porenlosen in vitro
Kernen gegeben, bei denen die Kernporen durch sgemangene Bildung von Annulate
Lamellae depletiert worden waren. Nach Zugabe d¥#¥% 3vViembranfraktion konnte die
Bildung von funktionalen Kernporen beobachtet warden Gegensatz dazu zeigte die 40%

Membranfraktion keine porenbildenden Eigenschaftednter Verwendung eines
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vereinfachten Systems, bestehend aus Zytosol, $g®hromatin und den Membranen,
wurde gezeigt, dass die 40% Membranfraktion an @hatm bindet und ausreichend ist, um
eine kontinuierliche Doppelmembran ohne Kernporerbitden. Die 30% Membranfraktion
besitzt keine Chromatinbindungseigenschaften umd aktiv entlang von Mikrotubuli zu den
porenlosen Kernen transportiert. Dort interagieg st der chromatingebundenen 40%
Membranfraktion und induziert die Porenbildung. dieser Arbeit war es das erste Mal
maoglich zwei wichtige Prozesse bei der Kernhillehing experimentell zu trennen: zum
einen die Bildung einer kontinuierlichen Doppelmearbund zum anderen die Integration
von Kernporenkomplexen in diese Membran.

Nach dem Vergleich der Proteinzusammensetzungeddei» Membranfraktionen, konnte das
Major Vault Protein (MVP) spezifisch in der poreldl@nden Membranfraktion identifiziert
werden. MVP ist die Hauptstrukturkomponente der lW¥Homplexe, einem Ribonukleo-
proteinpartikel, der in den meisten eukaryotiscl®tien vorhanden ist (Kedersha et al.,
1991). Bemerkenswerterweise wird Uber die Funktder Vault-Komplexe, trotz ihrer
Ubiquitaren Expression und ihrem Vorkommen in fa#n eukaryotischen Zellen, immer
noch diskutiert.

Um mehr Uber die Funktion und die Lokalisation d&wults/MVP zu lernen, wurden die
Vaults in Anlehnung an die Methode von Kedersha Radne (1986) aus Xenopus Eiern
isoliert. Zusatzlich wurde rekombinantes XenopusPhérgestellt, das unter anderem fur die
Produktion von Antikdrpern in Meerschweinchen vemdet wurde.

Um zu beweisen, dass MVP eine wichtige Rolle bei Berenbildung spielt, wurden
gereinigte Vault-Komplexe oder rekombinantes MVPpouenlosen Kernen gegeben. In der
Tat waren sowohl gereinigte Vault-Komplexe, alshatekombinantes MVP ausreichend, um
in den porenlosen Kernen die Bildung von funktiemal Kernporen zu induzieren.
Untersuchungen zur Lokalisation von MVP zeigtenssdMVP an der Kernhille und den
Kernporenkomplexen lokalisiert.

Dies sind die ersten Daten, die Vaults/MVP mit d&rnporenbildung in Verbindung
bringen. Diese Arbeit bietet die Grundlage, um elieserwartete Rolle der Vaults in Zukunft

genauer zu charakterisieren.
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1. Summary

The nuclear envelope (NE) is a highly specializegimorane that delineates the eukaryotic
cell nucleus. It is composed of the inner and onterlear membranes that are connected by
the nuclear pore complexes (NPCs). The NE not amdgulates the trafficking of
macromolecules between nucleoplasm and cytosolalset provides anchoring sites for
chromatin and cytoskeleton. Through these inteyastithe NE helps position the nucleus
within the cell and chromosomes within the nuclethgreby regulating the expression of
certain genes. In higher eukaryotic cells the NEeugoes structural changes during cell
division as it disassembles at the onset of mitast needs to reform in the daughter cells at
the end of mitosis. The molecular mechanisms gangrtne reassembly of the NE composed
of the nuclear membrane and the nuclear pore co@plare only poorly understood. A
particular suitable system to analyze specific &vamolved in NE assembly is provided by
the cell-free system based on Xenopus egg extrattsperm chromatin (Lohka 1998). It
allows investigation of pronuclear assembly as wasllpostmitotic assembly. Previously it
could be shown that in Xenopus egg extract thenst eat least two different vesicle
populations that are involved in nuclear enveloggembly (Ewald et al., 1997). One type of
vesicle binds to chromatin where it fuses and foarslayered nuclear envelope. The other
vesicle population binds to the double nuclear nramd and is required for nuclear pore
complex formation.

Aim of this study was to isolate and characteridgeient membrane fractions. The specific
aim was to characterize the pore-forming membrasicies in order to identify factors that
initiate the insertion of pore complexes into theclear memrane. By centrifugation on a
discontinuous sucrose gradient the membrane vesicdeld be separated into two different
vesicle fractions. One membrane fraction was real&om the 40% sucrose fraction (“40%
membrane fraction”) and the other one from the 3€96rose fraction (“30% membrane
fraction”). The different membrane fractions wedd@ed to pore-free in vitro nuclei, where
nuclear pores were depleted by formation of anaulamellae. After addition of the 30%
membrane fraction formation of functional nucleargs could be observed. In contrast the
40% membrane fraction had no pore-forming propeassing a simplified system consisting
of cytosol, spermchromatin and membranes it wasodstrated that the 40% membrane
fraction binds to chromatin and is sufficient terfoa continuous double membrane without
NPCs. The 30% membrane fraction lacks chromatigetarg signals and is actively

transported along microtubules to the pore-fredaiu€here it interacts with the chromatin-
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bound 40% membranes and induces formation of NP@sthe first time it was possible to
experimentally separate two important processeslved in nuclear envelope assembly: on
the one hand formation of a continuous double kEyearuclear membrane and on the other
hand insertion of nuclear pore complexes into tkeenborane.

Comparing the protein composition of both membrénaetions, the major vault protein
(MVP) was found to be exclusively in the pore-inthgc membrane fraction. MVP is the
major structural component of vaults, a ribonuctetgin particle found in most eukaryotic
cells (Kedersha et al., 1991). Remarkably, desp#e& ubiquitous expression and abundance
in nearly all eukaryotic cells, the functional ralevaults is still being debated.

To learn more about the functional role and loedian of vaults/MVP, vaults were isolated
from Xenopus eggs following the procedure of Kedarand Rome (1986). In addition
recombinant Xenopus MVP was prepared and usediergee antibodies in guinea pigs.

To verify that MVP plays an important role in NP&sambly, purified vault complexes or
recombinant MVP, were added to pore-free nuclei. fast both purified vaults and
recombinant MVP were sufficient to induce formatafrfunctional NPCs in pore-free nuclei.
Studying the localization of MVP it was demonstdatbat MVP localizes at the nuclear
envelope and the nuclear pore complexes.

These are the first data that link vaults/MVP toON&sembly. Therefore this work displays

fundamental features to study this unexpectedablaults in more detail.
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2. Einleitung

2.1 Aufbau der Kernhlle

Der Zellkern ist das Kennzeichen einer eukaryogschelle und speichert die Erbinformation
der Zelle in Form der DNA. Die DNA ist Uber ihresgente Lédnge mit zahlreichen Proteinen
assoziiert und liegt in verschiedenen Verpackuragdgm als Chromatin vor (Horn und
Peterson, 2002). Neben der Speicherung der gemetisgnformationen erfillt der Zellkern
weitere wichtige Aufgaben, wie die DNA- und RNA-Slyese, die RNA-Prozessierung und
die Ribosomensynthese. Das Kerninnere wird durelKernhtlle vom Zytoplasma getrennt.
Dadurch wird der Ort der Transkription vom Ort deranslation, die im Zytoplasma
stattfindet, getrennt. Die Kernhlle dient au3erdanVerankerung des Zytoskeletts und des
Chromatins. Durch diese Interaktionen hilft die itaille, den Zellkern innerhalb der Zelle
und das Chromatin innerhalb des Zellkerns zu pmoséren.

Die Kernhille bestent aus drei morphologisch undchemisch unterschiedlichen
Komponenten, die kontinuierlich ineinander Gbergeti2zabei handelt es sich um die dul3ere
Kernmembran, die innere Kernmembran, welche mit ldemina assoziiert ist, und die

Kernporenkomplexe.

2.1.1 Die aulRere Kernmembran

Die auflere Kernmembran ist dem Zytoplasma zugewdidt ist haufig mit Ribosomen
besetzt und steht mit dem rauen endoplasmatisckékhuRim (ER) in direkter Verbindung.
Durch dieses Kontinuum von &uf3erer Kernhtlle und \&iR1 die freie Diffusion von
Proteinen Uber das Lumen des ER oder die ER-MensuraiKernhille hin ermdéglicht. Bei
Vertebraten gehoren zu den spezifischen Proteieer@al3eren Kernmembran die Nesprine.
Nesprine besitzen eine konservierte KASH-(KlarsicANC-1 und Syne-Homologie)-
Doméane aus etwa 60 Aminosauren und eine Transmeddma&ne am Aminoterminus
(Roux und Burke 2007). Ein kurzes Segment aus et@aAminosauren ragt in den
perinukledren Spalt zwischen der &ufReren und derem Kernmembran. Durch alternatives
Spleien entsteht eine Vielzahl von Nesprin-Isofempdie von demesprin 1 undNesprin 2-
Genen codiert werden (Zhang et al.,, 2001). Nesgrinend -2 besitzen an ihrem
Aminoterminus eine Aktinbindungsstelle und sind g&orm der Lage, die &auliere
Kernmembran mit dem Aktinzytoskelett zu verbindsielfe Abb. 2-1). Vor kurzem wurde

Nesprin 3 als ein weiteres Mitglied der Nesprinfiniidentifiziert. Nesprin 3 besitzt
5
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ebenfalls eine C-terminale KASH-Domane und ein 3$m@mbransegment. Am
Aminoterminus besitzt es eine Bindungsstelle fiecBh, das mit Intermediarfilamenten
assoziiert ist. Somit ist Nesprin 3 in der Lagegiithas Linkerprotein Plectin eine Verbindung
zwischen der aufleren Kernmembran und dem Intermfiégthdentnetzwerk herzustellen
(Wilhelmsen et al., 2005). Im perinuklearen Spatiden die Nesprine an SUN1 und SUNZ2,
zwei integrale Membranproteine der inneren Kernnraml(Crisp et al., 2006; Roux und
Burke 2007). Zumindest fur SUN1 konnte gezeigt warddass seine nukleoplasmatische
Domane mit dem farnesylierten Prelamin A interagiesomit scheinen die Nesprinproteine
zusammen mit den SUN-Proteinen eine essentiellektieun bei der Verknlipfung des

Zytoskeletts mit Stitzelementen im Inneren desk&etls zu tbernehmen.

Abb. 2-1: Verbindung des Zytoskeletts mit

der Lamina. SUNI1-Proteindimere in der

Aktin-

o inneren Kernmembran (INM) dienen als Anker
llamen

fur ~ Nesprinproteine in  der  &uBeren
Kernmembran (ONM). Die SUN1-Proteine
dimerisieren mit Hilfe einer coiled-coil-

Intermediar-

Plectin filamente

Doméne im perinukledren Spalt (PNS). Die

Nesprin 3 nukleoplasmatische Doméne von SUN1 bindet
Nesprin 1/2 an farnesyliertes  Prdlamin A Die
- zytoplasmatische Domé&ne von Nesprin 1 und 2

interagiert mit Aktinfilamenten, wahrend

i Nesprin 3 an Plectin bindet. Plectin wiederum

Sun1Dimer stellt eine Verbindung zum

INM B Intermediarfilamentnetzwerk her. Abb. aus

\Q Roux und Burke 2007.

Pre-Lamin A

2.1.2 Die innere Kernmembran

Die innere Kernmembran, die dem Nukleoplasma zugdtvist, unterscheidet sich deutlich
von der aul3eren Kernmembran. Sie steht mit eineteviéek aus Intermediarfilamenten, der
Lamina, in Verbindung und besitzt spezifische inaég Membranproteine, die die innere

Kernmembran mit der Lamina und dem Chromatin veldm(siehe Abb.2-2).
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Zytoplasma

Intermediarfilament

LAP2

Emerin Emerin MAN1

* Nesprin (B.v,5.€)

Nukleopfzsimia
Abbildung 2-2: Ubersicht der Organisation der Kernhiille (Foisner, 2001; Roux and Burke, 2006). Der
schematische Querschnitt zeigt die innere und @iRemmembran (INM und ONM) sowie die Porenmembran
(PM), einen Kernporenkomplex (NPC) und einige ausddte Proteinbestandteile. Dazu gehdren die Lamina
die sich aus A- und B-Typ Laminoligomeren zusamre&zisund Proteine, die mit den Kernlaminen asedzii
sind. Als INM-Proteine sind die Lamina-assoziiert&mteine 1 und 2 (LAP1 und 2), LUMA, Nesprinl, SUN
und -2, Emerin, MAN1, Young Arrest (YA) und der LeamB Rezeptor (LBR) dargestellt. SUN1 und -2
interagieren mit den ONM-Proteinen Nesprin2 bzwsa3 im perinukledren Spalt (PNS), die wiederuinh m
Zytoskelettelementen (Aktin oder Intermediarfilarream[iber Plectin]) assoziiert sind. Der PNS bildet dem
Lumen des Endoplasmatischen Retikulums (ER) eintiioam. Diverse l6sliche Proteine interagieren dat
Lamina oder den nukleoplasmatischen Doménen eirigbt-Proteine und stellen dadurch die Verbindung
gewisser Chromatinbereiche an die Kernhille herdigsen Chromatinlinker-Proteinen gehoren der Betd
Autointegration Factor (BAF) und das Heterochronmtdtein 1 (HP1). Andere Proteine binden direktrode
indirekt an die Lamina oder an Lamin-assoziiertet€ine (SREBP-1= ,Sterol Regulatory Element-Binding
Protein-1'; pRb= ,Retinoblastoma Protein’; E2F-D®plex; GCL= ,Germ Cell-less’; YT521-B=
Splei3faktor; Btf= ,Bcl2-assoziierter Transkripti&faktor’; R-SMAD= ,Rezeptor- vermittelte SMAD’; HAS=
homolog zu AKAP95 [= ,A-kinase anchoring protein’9343/H4= ,Histonprotein 3/4"). Au3erdem sind die
mogliche Assoziation zwischen Laminen und dem NRP&@dmh Nupl53, sowie Interphase-Chromosomen
dargestellt. (Abbildung aus Gareil3 2006).
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2.1.2.1Integrale Membranproteine der inneren Kernmembran

Bisher wurden 78 integrale Membranproteine der remeéKernmembran entdeckt und ihre
Zahl nimmt stéandig zu (Gruenbaum et al., 2005).dén bereits charakterisierten integralen
Membranproteinen der inneren Kernmembran gehoOren Mertebraten verschiedene
Isoformen der Lamina assoziierten Polypeptidel21(IdAP1 und 2), Emerin, MAN1, Lamin
B Rezeptor (LBR), Nurim, Nesprin, das RING-Fingen@ungsprotein (RFBP), das A-
Kinase-Anker-Protein 149 (AKAP149), p18, SUN1, SUN2JMA, LEM2 und ZYG-12
(Ubersicht in Goldman et al., 2002; Lusk et alQ20 Unter anderem besitzen LAP2, MAN1,
und Emerin die sogenannte LEM-Domane (benannt dachProteinen, in denen sie zuerst
entdeckt wurdet. AP2 —Emerin —MAN1; Lin et al., 2000), mit der sie an Chromatimdin
kénnen. Die integralen Membranproteine der innek@arnmembran tragen durch ihre
Interaktionen mit den Laminen, mit Chromatin undieren Kernkomponenten entscheidend
zur Struktur, Organisation und Funktion der Kerididler Kernmatrix sowie des Chromatins
mit bei.

Die integralen Membranproteine der inneren Kernnramb werden im rauen
Endoplasmatischen Retikulum im Zytoplasma expritniériher ging man davon aus, dass
sie durch laterale Diffusion entlang der Membrameninneren Kernmembran gelangen, wo
sie durch spezifische Wechselwirkungen mit andekKemnproteinen, insbesondere der
Lamine, an ihrer Position gehalten werden (Holmerd uWorman, 2001). Neuere
Untersuchungen weisen aber darauf hin, dass zustinde einigen Fallen ein aktiver
Transport notig ist, um die Membranproteine zurerem Kernmembran zu bringen (Ohba et
al., 2004). Fur die Lokalisation in der inneren Keembran ist unter anderem die Grol3e der
nukleoplasmatischen Domanen von Bedeutung. So kdmiegrale Membranproteine mit
eine nukleoplasmatischen Doméane von weniger al&2% durch die Porenmembran zur
inneren Kernmembran diffundieren. Ist die nuklespiatische Domane groéf3er als 25 kDa,
sind aktive Prozesse noétig, um die Porenmembrapassgieren (Lusk et al., 2007). Diese
aktiven Prozesse sind sowohl temperatur-, als adéhabhéngig (Ohba et al., 2004). Dabei
kbnnte es sich um eine energieabhdngige Umstrektung der Porenkomplexe handeln,
wodurch voribergehende Kanale im Porenkomplex emsi die die Passage der
Membranproteine erméglichen wirde (Ohba et al. 420Aul3erdem enthalten die integralen
Membranproteine basische Sequenzmotive, die dessiktzhen Kernlokalisationssignalen
ahneln. Diese Sequenzen ermoéglichen die Bindung Moportin a und sind somit
entscheidend fir den Import. Darliber hinaus sirth &onportin 3 und die kleine GTPase Ran

fur den Transport zur inneren Kernmembran notign¢Ket al., 2006). Es scheint daher
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deutliche Parallelen zwischen dem Import l6slicleoteine und dem Import integraler
Membranproteine zu geben.
Die integralen Membranproteine LAP2 und LBR, diedieser Arbeit untersucht wurden,

werden ndher erlautert.

Lamina assoziierte Polypeptide 2

Die Lamina-assoziierten Polypeptide 2 (LAP2) bestebeiXenopus aus mindestens drei
(LAP2R,y und w) und bei Saugerzellen aus mindestens sechs Isefor(hAP2, 3,v, d, €
und &) mit molekularen Massen zwischen 68 kDa und 84.Kgla alle sind Splei3produkte
des LAP2-Gens (Ubersicht in Dechat et al., 2000¢. SpleiBvarianten LAR2und LAPZ
besitzen keine Transmembrandomanen und liegen irklebjplasma vor. Die anderen
Isoformen sind in der inneren Kernmembran verankend haben einen langen
nukleoplasmatischen Aminoterminus (Dechat et 8002.

Alle LAP2-Isoformen enthalten eine hoch konser@aminoterminale Doméne, die auch in
einigen anderen integralen Membranproteinen degréem Kernmembran zu finden ist, die
sog. LEM-Domaéne, die aus ca. 43 Aminosauren best@msatzlich zur LEM-Domane
befindet sich bei LAP2 am Aminoterminus eine zwaulgurell und funktionell unabhéngige,
aber der LEM-Domane doch sehr ahnliche Domane,L#i®l-like Domane. LAP2 kann
entweder direkt mittels der LEM-like-Domé&ne odetirekt mit der LEM-Doméane tber BAF
(barrier to autointegration factor), einem DNA-vetzenden Protein, an Chromatin binden.
LAP2 kann ebenfalls an Lamine binden (Furukawa let ¥998) und stellt somit ein
Bindeglied zwischen dem Chromatin und der Lamima da

In S&ugerzellen akkumuliert LAR2wahrend der Anaphase an den Telomeren und
spezifischen Regionen der Chromosomen. LAPDindet mit der N-terminalen LEM-
Doméane an BAF und es kommt zur Bildung von LAHRAF-Komplexen. Diese Komplexe
scheinen eine wichtige Rolle bei der Reorganisaties Chromatins und bei der Bildung der
Kernhulle zu spielen (Dechat et al., 2004). AuchP28& spielt bei der Neubildung der
Kernhtlle und deren Ausdehnung nach der Mitose Bioke. So verhinderte zum Beispiel
die Mikroinjektion von LAP23-Mutanten in Saugereelldie postmitotische Ausdehnung der
Kernhtille (Yang et al., 1997) und die Zugabe vdtomebinaten LAP2-Mutanten zx¥enopus
Eiextrakt storte die Bildung des Laminanetzwerkeart et al., 1999).

Der Lamin B Rezeptor

Der Lamin B Rezeptor (LBR) mit einer molekularen 9da von 58 kDa ist das am besten

untersuchte Protein der inneren Kernmembran. LBRitzieam Carboxyterminus acht
9
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Transmembrandoméanen (Ye und Worman, 1994) und Hemiien des Proteins ragen ins
Nukleoplasma (Worman et al.,, 1990). Beim menscbhchBR scheinen die ersten 60
Aminosauren wichtig fur die Interaktion mit B-Typaiinen zu sein (Lin et al., 1996),
wahrend die Aminosauren 70 -100 mit DNA (Ye und Wan, 1994), bevorzugt mit Linker-
DNA, interagieren. Diese Interaktion wird durch diendensierte Struktur dieser DNA
gefordert (Duband-Goulet und Courvalin, 2000). Neugaten weisen darauf hin, dass LBR
nicht direkt an Chromatin bindet, sondern ImpoRials Linkerprotein nutzt (Ma et al., 2007).
AulRRerdem bindet LBR Uber die Aminosauren 97-174 m@mschliche Chromodomanen-
Protein HP1 (=Heterochromatin Protein 1; Ye und Wam, 1996; Ye et al., 1997). Wie der
Name schon sagt, ist dieses Chromodomanen-Protetn transkriptionell inaktivem

Chromatin assoziiertDurch diese Interaktion kann das in der Kernpernjhé&kalisierte

Heterochromatin mit der Kernhille verankert werdBie Interaktion zwischen HP1 und
LBR scheint indirekt Gber die Histone H3/H4 vermlitizu werden (Polioudaki et al., 2001).
Wahrend der Mitose wird LBR durch Proteinkinasemdrphosphoryliert und kann somit
nicht mehr mit Lamin B, Chromatin und HP1 interagre (Courvalin et al., 1992). Er bleibt
aber mit Membranvesikeln assoziiert und akkumuliarh Ende der Mitose an den
Chromosomen. Auf diese Weise ist LBR an der Assmriavon Membranen an der

Chromatinoberflache beteiligt (Ellenberg et al.91p

2.1.3 Die Lamina

Die Lamina erscheint in somatischen Saugerzeleriak 10-20 nm dicke Proteinschicht, die
zwischen der inneren Kernmembran und dem Chronfiaggh Sie besteht aus den Laminen

und einer Vielzahl von Lamin-bindenden Proteineaehg Abbildung 2-3).

Abb. 2-3: Zusammenfassung der
IYG-12 ANC-1/nesprin

/UNCVBB

NUP153
/DNArepH::atim eine direkte Interaktion an oder weisen auf
X

Interaktionen im Netzwerk der Lamina.
Matefin/SUN-1 UNC-84

Die Verbindungslinien deuten entweder

einen Einfluss der Lamine auf einen mit ihr
X Pol Il

transcription verbundenen Prozess hin (z.B. DNA-
LBR—— b1

Histones or

chromatin RB

/ LAP20. LAPZ2B

Replikation oder -Transkription). Einige

il Hass der angezeigten Interaktionen sind im Text
Emerin beschrieben, ebenso die Bedeutung der
CRX SMADs
\ \\\w Abkirzungen. X und Y stehen flr nicht
BAF Y7521-8 identifizierte Proteine (Abbildung aus

~ Actin
Nesprinta

Gruenbaum et al., 200
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Bei Saugern existieren drei verschiedene LamingeRMNA, LMNB1 und LMNB2), die fur
sieben unterschiedlich gespleil3te Isoformen codiddée A-Typ Lamine A, A10, C und C2
stammen vom LMNA Gen ab (Fisher et al., 1986; MaKeb al., 1986; Furukawa et al.,
1994). LMNBL1 codiert fur Lamin B1, LMNB2 codierteliLamine B2 und B3 (Pollard et al.,
1990; Stuurman et al., 1996). Alle Vertebratenzelexprimieren zumindest ein B-Typ
Lamin, wohingegen die A-Typ Lamine entwicklungssfiezh reguliert und erst in
differenzierten Zellen exprimiert werden (Rober at, 1989). Lamin C2 und B3 sind
Keimbahn-spezifisclFurukawa und Hotta, 1993; Alsheimer et al., 1999).

Wie alle Intermediarfilamente besitzen alle Lamp#y eine zentrale-helikale Stabdomane,
eine kurze, nichthelikale aminoterminale Domane aime lange carboxyterminale Domane
(McKeon et al., 1986). Die carboxyterminale Doman#halt ein Kernlokalisationssignal und
bei den Laminen A, B1 und B2 ein fur die Interaktimit der Kernmembran wichtiges
Tetrapeptid (CxxM, wobei C fur Cystein, x fur eifmeliebige Aminosaure und M flr
Methionin steht). Das Cystein dieses Tetrapeptid farnesyliert (Beck et al., 1990), sodass
die Lamine an die Kernhdlle binden kénnen. Bei lrafwird dieses CxxM-Motiv wahrend
der Reifung proteolytisch abgespalten. WahrendWltse bleiben daher die B-Typ Lamine
Uber ihren Farnesylanker an die Membran gebundehjngegen Lamin A und C l6sliche
Oligomere bilden. Die zentratehelikale Stabdomane der Lamine ist fur die Polysaion
der Laminfilamente essentiell. Dabei bilden sich&ehst Lamindimere, die dann eine ,Kopf-
Schwanz-Verknupfung® eingehen, was schlie3lich er dusbildung eines filamentdsen
Netzwerkes endet (Stuurman et a., 1998). Wahrenildese werden die Lamine durch die
p34/cdc2-Kinase phosphoryliert, was zur Depolynagiosn der Lamina fuhrt (Heald und
McKeon, 1990).

Die Lamina dient nicht nur der mechanischen Stdiililes Zellkerns, sondern ist an einer
Vielzahl von funktionellen Aufgaben des Zellkernstdiligt. So sind die Lamine fir die
korrekte postmitotische Reorganisation der Kernpkoenplexe verantwortlich. Das
Kernporenprotein Nupl153 kann nur in Anwesenheit yahtymerisierten Laminen in die
Kernporenkomplexe integriert werden (Smythe et2000). Aul3erdem spielen die Lamine
bei der postmitotischen Reorganisation der Kerehillder Organisation der
Chromatinstruktur, der DNA-Replikation, Transkrgsti und Apoptose (Ubersicht in
Goldman et al., 2002) und auch bei Zelldifferenangsprozessen (Markiewicz et al., 2005)
eine wichtige Rolle.

Wie entscheidend die korrekte Struktur der Lamgtazeigt sich an diversen Erbkrankheiten.

Bei diesen, als Laminopathien bezeichneten Erbkwitdn, liegen Mutationen in den

11



Einleitung

Laminen oder in Lamina-assoziierten Proteinen \Ar.ihnen zéhlen unter anderem die
Emery-Dreifuss-Muskeldystrophie, das Hutchinsorfggid Progerie Syndrom, verschiedene
Formen der Lipodystrophie, eine Form des Charcatiddgooth-Syndroms, die Pelger-Etu
Anomalie oder das Buschke-Ollendorff-Syndrom (Uldrtsin Gruenbaum et al., 2005).
Charakteristisch fur diese Krankheiten ist, dase &ymptome nur gewebespezifisch
auftreten. Zu den betroffenen Geweben gehdren Hemg- Skelettmuskeln, Fettgewebe,
Knochenstrukturen, Haut- und Nervenzellen oder el@mbination dieser Gewebe.
Mutationen in B-Typ-Laminen sind meist schon wékireier Embryonalentwicklung letal, da
diese Proteine essentielle Zellbestandteile sirai{étth et al., 2001).

2.1.4 Die Kernporenkomplexe

2.1.4.1Struktureller Aufbau der Kernporen

Die raumliche Trennung zwischen Zytoplasma und Blojdasma wird durch die Kernhlle
gewahrleistet. Die Kernporenkomplexe (nuclear maraplex, NPC) stellen eine Verbindung
zwischen diesen beiden Kompartimenten her und dran@np den Austausch von Molekdlen.
Kernporenkomplexe sind Multiproteinkomplexe undearinen bei Vertebraten eine Masse
von etwa 125 Millionen Dalton (Reichelt et al., D99was der dreilBigfachen Masse eines
Ribosoms entspricht. Sie bestehen aus etwa 30hredsmen Proteinen, den so genannten

Nukleoporinen, die in mehrfachen Kopien vorkomm@rofshaw et al., 2002).

\e— zytoplasmatischer Ring Kernmembran

Speichenring

50 nm

nukleoplasmatischer Ring

-

Kernmembran

>

nuklearer Korb Transporter

60 nm

distaler Ring

40 nm

Abb.2-4: Struktur des Kernporenkomplexes. Der Kernporenkomplex besitzt eine oktogonale
Radiarsymmetrie und ist aus einer Reihe konzehisRinge aufgebaut. Ins Zytoplasma ragen acht 86anam
lange Filamente, ins Nukleoplasma ragen ebenfali¢ Bilamente, die distal in einer Ringstruktur emdind
den nukledren Korb bilden. Abbildungen verandedhnaeck et al. 2004 und Suntharalingam und Wen®320
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Der aulRere Durchmesser einer Pore betragt etwant25und die Hohe eines solchen
Komplexes etwa 50 nm (Reichelt et al., 1990). Deatmle Offnung hat an der Peripherie
einen Durchmesser von etwa 60 nm und im Zentrum,dar engsten Stelle einen
Durchmesser von etwa 40 nm (Beck et al., 2004)ernamd kleinere Proteine bis ca. 40 kDa
kénnen entweder aktiv transportiert werden oddardoech den Kernporenkomplex hindurch
diffundieren. Eine neue Studie deutete an, das$ anach Makromolekile mit einer
molekularen Masse bis zu 100 kDa durch die Kerngamplexe diffundieren kénnen
(Wang und Brattain, 2007). Durch aktiven Transgdaihnen Makromolekile mit einem
Durchmesser bis zu 39 nm wie zum Beispiel die Ribwmn durch die Kernporen transportiert
werden (Pante und Kann 2002). Neben der zentralfnuy gibt es auch noch acht
periphere Kanale mit einem Durchmesser von ungedam. Sie spielen vermutlich bei der
Diffusion von kleinen Molekilen und lonen eine Ro{Feldherr und Akin 1997) oder dienen
auch als mechanische Pufferzone beim Transportgrolen Molekilen durch die zentrale
Offnung der Kernpore (Stoffler et al., 2003).

Die Anzahl der Porenkomplexe ist abhangig von dangkriptionellen Aktivitat und der
GroRRe der Zelle (Maul 1977). So besitzen Hefenelewva 200 NPCs pro Zellkern, sich
teilende menschliche Zellen ~10-20 NPCs pro®pmas einer Anzahl von 2000-5000
Kernporenkomplexen pro Kern entspricht. Wachsenaglibienoozyten besitzen bis zu 60
NPCs pro prhiund somit ~50 Millionen Kernporen pro Zellkern (@ee und Burke 1988;
Gorlich und Kutay 1999).

Der Porenkomplex besitzt eine oktogonale Radiarsgimen und ist aus einer Reihe
konzentrischer Ringe aufgebaut (siehe Abb. 2-4) Bgeichenringkomplex umgibt den
zentralen Transporter. Die radialen Arme des Speeichgkomplexes durchdringen die
Porenmembran und ragen ins Lumen der Kernhulle Speichenringkomplex wird von zwei
Annuli umschlossen, dem zytoplasmatischen und dekteaplasmatischen Annulus. Vom
nukleoplasmatischen Annulus ragen acht Filamente~#b nm Lange ins Kerninnere. Diese
Filamente treffen am distalen Ende in einer schm&agstruktur mit einem Durchmesser
von 30-60 nm (Lim et al., 2006) zusammen und bileliexe lockere korbférmige Struktur, den
sogenannten nukledren Korb. Vom zytoplasmatischamulus ragen acht Filamente von je 2-
3 nm im Durchmesser und etwa 50 nm Lénge ins Zgsopa (Adam 2001). Es wurde
diskutiert, dass diese Filamente in direktem Kohtait Bestandteilen des Zytoskeletts stehen
konnten und damit einen Weg vom Zytoplasma zur &leenflache bereitstellen (Goldberg
und Allen, 1995). Die zytoplasmatischen Filamentegdn in zwei unterschiedlichen

Konformationen vor (Beck et al., 2004). Sie konsa zur zentralen Offnung hin krimmen
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oder als ausgestreckte Filamente vorliegen. Dierimekten Filamente interagieren
vermutlich direkt mit Molekilen, die durch die Pdransportiert werden. Somit stellen die
verschiedenen Konformationen der zytoplasmatisché&ilamente wahrscheinlich

Momentaufnahmen dar, die in direktem Zusammenhahdean Transportereignissen stehen.

2.1.4.2 Biochemischer Aufbau der Kernporen

Bis jetzt sind bei Vertebraten 30 Nukleoporine tifemiert worden (siehe Tabelle 2-1). Sie
treten teilweise in Form von Subkomplexen (siehé.AP-5) auf, wobei jede Pore 8-56
Kopien dieser Subkomplexe enthélt. Somit besteht Kernporenkomplex aus 500-1000
Proteinen mit GréRen von 50-360 kDa, was seinenengmoRe Masse erklart (Vasu und
Forbes, 2001).

Reihenfolge des Nup-Einbaus + Verweildauer der Nups am NPC = vermutete Funktion

Zytoplasma

Nup358

zytoplasmatische

Filamente

zentrale
Offnung

N[

a4 nuklearer
Korb

Kernhiille

friih spét dauerhaft

D unbekannt |:| unbekannt

Abb. 2-5: Anordnung und Dynamik der Nukleoporin-Subkomplexe innerhalb des Porenkomplexes.
Abgebildet ist ein Langsschnitt durch einen Poremidex, der in den rechten drei Feldern vergrolRamgestellt

ist. Die Reihenfolge des Einbaus der Nukleoporimal Subkomplexe wird ebenso gezeigt, wie deren
Verweildauer am Porenkomplex und deren vermutetekftan. Gemeinsame Farben in den rechten drei
Abbildungen deuten einen Zusammenhang zwischenaljrbynamik und Funktion an. Die Subkomplexe, die
froh eingebaut werden und dauerhaft am Porenkompkaxveilen, besitzen vermutlich eine strukturelle
Funktion. Im Gegensatz dazu sind die Subkomplexe, etst spéater eingebaut werden und sich nur
voribergehend am Porenkomplex befinden, in densp@m involviert. (Abbildung verandert nach Trandun
Wente 2006.)

Aufgrund ihrer Sekundarstruktur lassen sich die IBoorine in drei verschiedene Klassen
einteilen (Devos et al., 2006). Die Transmembraitgime enthalten mindestens eine

helikale Transmembrandomane, sind im zentralen seei€r Kernpore lokalisiert und dienen
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vermutlich der Verankerung der Kernporen in dereRorembran. Die zweite Gruppe der
Nukleoporine sind durch Wiederholungen des DipepidD (Tryptophan-Asparaginsaure)
charakterisiert und bilden die so genannte 3-Pkep8truktur. Solche WD-Wiederholungen
vermitteln vermutlich die Zusammenlagerung von Nputitein-Komplexen (Smith et al,
1999). Im Kernporenkomplex kdnnten sie fiur die Zosenlagerung von Subkomplexen
zustandig sein oder die Interaktion von Transpanrglexen mit dem Kernporenkomplex
erleichtern. Die dritte Gruppe der Nukleoporine @irch ein konserviertes Motiv aus
Phenylalanin-Glycin (FG) Wiederholungen gekennzeéth Diese FG-Einheiten haben die
Gestalt von GLFG- oder FXFG-Motiven und werden #@iupolare Linkerregionen variabler
Lange miteinander verbunden (Rout und Aitchisor130Die FG-Einheiten konnen an alle
bisher untersuchten Karyopherine binden (Ryan uedtd/ 2000). Daher wird vermutet, dass
sie eine wesentliche Rolle beim Transport durch €emenkomplex spielenDie FG-
Nukleoporine sind mit N-Acetyl-Glucosamin glykositi. WGA (Wheat Germ Agglutinin)
kann an diese Zuckerseitenketten binden und dadiechTransport hemmen (Dabauvalle et
al., 1988). Die FG-Domanen bilden ein unstruktteerNetzwerk innerhalb der Kernporen
aus und tragen wenig zur Architektur der Kernpoben Es wird geschatzt, dass jeder
Kernporenkomplex mindestens 128 FG-Domanen und tdaB800 FG-Einheiten besitzt
(Strawn et al., 2004).

Bei Vertebraten sind drei Nukleoporine in der Patembran lokalisiert: gp210, POM121
und NDC1. Das Glykoproteigp210 ist ein hoch konserviertes Protein und besitzt eine
Transmembrandoméane nahe des Carboxylendes. Etwa d@s%Proteins ist im Lumen,
zwischen der &uf3eren und der inneren Kernmembkaifideert. Das kurze Carboxylende ragt
ins Zytoplasma (Greber et al., 1990). Seine Funkiei der Bildung der Kernporenkomplexe
ist nach wie vor strittig. Drummond und Wilson (2)®eobachteten, dass gp210 fir die enge
Aneinanderlagerung der Kernmembranen und die Poreiterung nétig war und dass diese
Vorgange durch kurze, gegen den C-Terminus geteliReptide blockiert wurden. Stavru et
al. (2006) dagegen zeigten, dass ein Proteinknegkdoon gp210 in Hela-Zellen keinen
Effekt auf die Bildung der Kernporen besal3. Eingema Arbeitsgruppe (Antonin et al., 2005)
beobachtete, dass die Depletion von gp210 im eallir System voiXenopus leavis ebenfalls
keinen Einfluss auf die Kernporenbildung hatte. Vjagen eine essentielle Rolle bei der
Bildung der Kernporenkomplexe sprechen kdnntedist Tatsache, dass der Grolteil an
gp210 erst in der spaten Telophase an die Kernrgklaitiert. Allerdings konnten auch schon
in frlheren Stadien der Mitose geringe Mengen gp2h0der wachsenden Kernhiille

beobachtet werden (Bodoor et al., 1999). Dagegenohé@uch die Tatsache, dass Pilze kein
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gp210-Gen besitzen und einige Zelltypen der Maus gp210 exprimieren (Eriksson et al.,
2004; Olsson et al., 2004). AuRerdem konnte inAlemulate Lamellae, Membranstapeln, die
von zahlreichen Porenkomplexen durchsetzt sina, ge210 nachgewiesen werden (Ewald et
al., 1996). So scheint gp210 zumindest in einigéleR fur die Bildung der Kernporen
entbehrlich zu sein.

POM121 ist weniger stark konserviert als gp210 und nur\textebraten zu finden. Es hat
eine N-terminale Transmembrandoméne und einen fracgdoxyterminalen Schwanz, der in
den Porenkanal ragt. Das Carboxylende des Probeisgzt mehrere Phenylalanin-Glycin-
Wiederholungen (Vasu und Forbes 2001), mit denenvesmutlich am Transport von
Karyopherinen durch die Kernporenkomplexe beteiiggt POM121 bindet in der spaten
Anaphase an das Chromatin (Bodoor et al., 1999)stndéhrend der Interphase dauerhaft im
Porenkomplex verankert (Daigle et al., 2001). Digleekmale sprechen dafir, dass POM121
der Verankerung des Kernporenkomplexes in der Pogerbran dient. Die Rolle von
POM121 bei der Bildung der Kernporen ist nicht §eklSo beobachtete eine Arbeitsgruppe,
dass nach Depletion von POM121 im zellfreien SystemXenopus laevis die Bildung der
Kernporen blockiert wurde (Antonin et al., 2005hesandere Arbeitsgruppe dagegen konnte
nach Proteinknockdown mit siRNA in HelLa-Zellen leiBeteiligung von POM121 an der
Kernporenbildung beobachten (Stavru et al., 2006@)okoshi et al. (2007) konnten jedoch
kurzlich zeigen, dass POM121 beim Menschen von @eanen codiert wird. Die beiden
Genprodukte besitzen 96% Homologie in ihrer Sequénech Proteinknockdown beider
POM121 Proteine mittels siRNA konnte sowohl eineutlighe Reduktion der
Kernporenkomplexanzahl, als auch eine clusterartiggrteilung der Porenkomplexe
beobachtet werden. Diese Ergebnisse deuten aufvethéige Funktion von POM121 bei der
Bildung und Verteilung der Kernporenkomplexe hin.

Das dritte Transmembranprotein unter den NukleogoriistNDC1. Lange war NDC1 nur
bei Hefe als Porenmembranprotein bekannt. KirXHmimte es aber auch bei Vertebraten als
ein Bestandteil der Porenkomplexe identifiziert aegr (Stavru et al 2006 b; Mansfeld et al.,
2006). Das humane NDC1 besitzt sechs putative Mmambrandomanen. Sowohl der
Amino-, als auch der Carboxyterminus ragen in derefkanal. Bei siRNA Experimenten
konnte beobachtet werden, dass die Reduktion vo@IND direktem Zusammenhang mit
einer verringerten Anzahl an Porenkomplexen st&tdvfu et al 2006 b; Mansfeld et al.,
2006). Wurde NDC1 im zellfreien System vofenopus laevis depletiert, konnten die
Membranvesikel zwar noch an Chromatin binden, sgohierten aber nicht mehr zu einer

geschlossenen Doppelmembran und auch die Bildungkdenporenkomplexe blieb aus.
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Wurde gereinigtes NDC1 zu diesem depletierten Amgahzugefiigt, bildete sich eine
geschlossene Kernhille mit Porenkomplexen (Mansfetidal., 2006). NDC1 bindet,
zumindest in vitro, an Nup53, einem Nukleoporins daiederum mit Nup93, Nup205,
Nupl188 und Nupl55 interagiert. Somit scheint NDGdhwig fur die Integration des Nup53-
Nup93-Komplexes in den Kernporenkomplex zu sein r#field et al., 2006). All diese
Ergebnisse deuten darauf hin, dass NDC1 sowohltigi€lr die Bildung einer geschlossenen
Kernhlle, als auch fur die Bildung der Kernporemiabexe ist.

Der Nup62-Komplex, bestehend aus Nup62, Nup58, Nup54 und Nup45niszentralen
Transporter der Pore lokalisiert (Ryan und Wen@)Q®. Alle Proteine dieses Komplexes
besitzen einea-helikale coiled-coil Domane, FG-Einheiten und simiit N-Acetyl-
Glucosamin glykosiliert. Die mRNAs von Nup58 und gd% entstehen vermutlich durch
alternatives SpleiRen. Im Bereich der Aminosaureds scheint die Sequenz von Nup58
mit der Sequenz von Nup45 identisch zu sein (Hal.etl996). Dieser Bereich enthalt den
Grof3teil der aminoterminalen FG-Einheiten undudieelikale Domane von Nup58. Wird der
Nup62-Komplex depletiert, findet kein Import mekhats (Finlay et al., 1991Fine Hemmung
des Importes konnte auch durch die Bindung von WasAdie Zuckerseitenketten dieser
Nukleoporine erfolgen (Dabauvalle et al., 1988).

Der Nup107-160 Komplex besteht aus neun unterschiedlichen Nukleoporiidump160,
Nupl33, Nup107, Nup96, Nup85/75, Nup43, Nup37, Secid Sehl. Er ist Bestandteil des
zentralen Porengerustes und kommt in 16 KopierKgmporenkomplex vor (Fahrenkrog et
al., 2004). Dieser Subkomplex ist essentiell fig Bildung des Kernporenkomplexes und
bindet in der frihen Anaphase an Chromatin (Waltterl., 2003). Nach Depletion des
Komplexes aus<enopus Eiextrakt, besal’en die darin gebildeten in vitreri€ zwar noch
eine geschlossene Kernhtlle, jedoch ohne PorenlexagWalther et al., 2003; Harel et al.,
2003). Wurde die Expression von Nupl07 oder NupiiB3eLa-Zellen durch siRNA
herunterreguliert, so wurde auch die Anzahl demiierenkomplexe in diesen Zellen stark
reduziert (Walther et al., 2003). Somit scheint Nep107-160 Komplex eine entscheidende
Rolle bei der Bildung der Kernporenkomplexe zu kgpie

Der Nup93-Komplex enthalt die Nukleoporine Nup205, Nupl188, Nupl53p®B8 und
Nup35/53 (Hawryluk-Gara et al., 2005). Der Kompleegt im Zentrum der Kernpore nahe
der Porenmembran (Krull et al., 2004). In C.elegtiste die Depletion von Nup205 und
Nup93 mittels siRNA zu einer vermehrten passivefiuBion durch den Porenkomplex und
zur Bildung von Porenkomplexclustern (Galy et 2003). Nup155 ist sowohl in C.elegans,

als auch im zellfreien System nXenopus Eiextrakt essentiell fur die Bildung der Kernhtille
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und der Kernporenkomplexe (Franz et al., 2005).@elegans ist die Depletion von Nup155
zu 100% letal. Im zellfreien System kdnnen Membemikel in Abwesenheit von Nupl155
noch an Chromatin binden, die Membranfusion undiilebau von Kernporen bleiben jedoch
aus. Nup53 bindet neben Lamin B auch an die Nuklieoe Nup93, Nupl155 und NDC1.
Somit stellt Nup53 eine Verbindung zwischen deneRkomplexen und der Lamina her
(Hawryluk-Gara et al., 2005). Nach Nup53-Knockdogurch siRNA wiesen die Zellkerne
eine unregelmafig gelappte Kernhulle auf, ahnlieghiavZellen denen Lamin A fehlt. Wurde
Nup53 aus Xenopusextrakt depletiert, so konntenMkenbranvesikel noch an Chromatin
binden, die Membranfusion und die Bildung von Kenmgmkomplexen blieben jedoch aus
(Hawryluk-Gara et al., 2008). Damit gehért Nup58hben Nupl155, POM121, NDC1 und dem
Nupl07-160 Komplex, zu den Komponenten, die fir Biledung der Kernporen essentiell
sind. Nup53 scheint eine entscheidende Rolle beinusa@menfihren von
chromatingebundenen Nupl107-160 Komplexen mit mengafaundenem NDC1 und
|6slichem Nup155 zu spielen.

Nup98 ist sowohl auf der zytoplasmatischen, als auchdauinukleoplasmatischen Seite des
Kernporenkomplexes lokalisiert (Griffis et al., Z)0Auf der zytoplasmatischen Seite bindet
es an Nup88 und auf beiden Seiten an Nup96, eirestaBdteil des Nup107-160 Komplexes.
Ebenfalls symmetrisch angeordnetRste1/Gle2 das einen Komplex mit Nup98 bilden kann.
Dieser Komplex ist ein gutes Beispiel dafir, dassIBoporine auch in der Mitose eine
wichtige Rolle spielen kénnen. IXenopus Eiextrakt ist Rael fur die Ausbildung der
mitotischen Spindel notwendig (Blower et al., 2008uch in HelLa-Zellen verursacht die
Depletion von Rael durch siRNA Defekte in der Spihdidung.

Auf der nukleoplasmatischen Seite sind Nup50, N@pdrkd Tpr lokalisiertNup50 gehort zu
den FG-Nukleoporinen und bindet an NuplB8ip153, ebenfalls ein FG-Nukleoporin
bindet in der spaten Anaphase wahrscheinlich umapgadon Membranen an das Chromatin
(Bodoor et al., 1999) und ist entscheidend fur Barbau weiterer Nukleoporine wie Nup93,
Nup98 und Tpr. Nup153 ist im nukleoplasmatischengRbkalisiert (Walther et al., 2001)
und interagiert mit dem Nupl107-160 Komplex (Krutl &., 2004). InXenopus Eiextrakt
konnte gezeigt werden, dass Nup153 direkt mit LaB8ninteragiert (Smythe et al., 2003).
Nach Depletion von Nupl153 waren die Kernporen ihallr der Kernhlle frei beweglich
(Walther et al., 2001). Diese freie Beweglichkagdt sich durch die fehlende Verankerung an
der Lamina erklarenTpr bindet an eine N-terminale Doméane von Nupl53 uidkbdas
Gerust des nuklearen Korbes, wobei beide EnderPdesins im Bereich des distalen Rings
lokalisiert sind (Krull et al., 2004).
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Ausschlie3lich auf der zytoplasmatischen Seiteniolein sich die Nukleoporine Nup358,
Nup214, hCG1 und Nup88lup358ist ein Bestandteil der zytoplasmatischen Filameks
besitzt mehrere FG-Einheiten, sowie BindungstdilerRan-GTP und Ran-GAP (Nakienly et
al., 1999). Somit spielt es eine Rolle beim nukigoglasmatischen Transport, ist fir diesen
jedoch nicht essentiell. In vitro Kerne, dieXenopus Extrakt ohne Nup358 gebildet wurden,
waren fahig, Proteine zu importieren, obwohl sijm&ezytoplasmatischen Filamente besalien
(Walther et al., 2002). Im Gegensatz dazu hatte bpletion von Nup358 erheblichen
Einfluss auf die Mitose. Wahrend der Mitose bindep358 an die Kinetochore und ist dort
fur die Anlagerung weiterer Kinetochorproteine whd korrekte Anheftung der Mikrotubuli
verantwortlich. Fehlte Nup358, so kam es zur Fetdveng der Chromatiden und zum
Abbruch der Mitose (Salina et al., 2003; Joseph Dagso 2008). DeNup214-Nup88
Subkomplex spielt bei der Verankerung der zytopktsuohen Filamente am Porenkomplex
eine Rolle (Suntharalingam und Wente 2003), ist aEht unbedingt notwendig. Denn auch
in Abwesenheit von Nup214 war Nup358 in den zyteplatischen Filamenten nachweisbar
(Walther et al., 2002). Nup214 besitzt eine Bindistglle fur den Exportfaktor CRM1. Nach
Depletion von Nup214, was die Kodepletion von Nup8& Folge hatte, war der
Proteinexport stark, der Import hingegen kaum h&shtigt (Hutten und Kehlenbach 2006).

Tabelle 2-1: Nukleoporine bei Vertebraten

Name Lokalisation Eigenschaften und vermutete Funktion Referenzen
Gp210 Porenmembran Transmembrandoméne; Verankerung des Porenkomptex] Hallberg et al., 1993
der Membran Antonin et al., 2005
Stavru et al., 2006 a
POM121 Porenmembran Transmembrandoméne; FXFG-Motive; Verankerung des| Wozniak et al., 1989
Porenkomplexes in der Membran und Beteiligung am Antonin et al., 2005
Transport Stavru et al., 2006 a
Funokoshi et al., 2007
NDC1 Porenmembran sechs Transmembrandoméanen; bindet an Nup53; wifihtiy Mansfeld et al., 2006
die Bildung einer geschlossenen Doppelmembran werd| Stavru et al., 2006 b
Kernporenkomplexe
Nup62 Zentrum der Pore bildet Komplex mit Nup45, Nup54 und Nup58; FXF{ Dabauvalle et al., 1988
Nup62-Komplex Motive; am Transport beteiligt; mit Nup93 und Nag2| Dabauvalle et al., 1999
assoziiert; coiled-coil Doméne Vasu und Forbes 2001
Nup58 Zentrum der Pore FXFG-Motive; am Transport beteiligt; coiled-coil Déne Hu et al., 1996
Nup62-Komplex Cronshaw et al., 2002
Nup54 Zentrum der Pore FXFG-Motive; am Transport beteiligt; coiled-coil Béne Hu et al., 1996
Nup62-Komplex Vasu und Forbes 2001
Nup45 Zentrum der Pore FXFG-Motive; am Transport beteiligt; coiled-coil Béne; | Hu et al., 1996
Nup62-Komplex durch alternatives Spleif3en der Nup58-mRNA ent&and | Cronshaw et al., 2002
Nup160 symmetrisch im Zentrum | R-Propeller-Struktur und-helikale Doméne; als Bestandteil Cronshaw et al., 2002
der Pore des Nup107-160 Komplexes essentiell fir die Bilddeg Fahrenkrog et al., 2004
Nup107-160 Komplex Kernporen Schwartz 2005
Nup133 symmetrisch im Zentrum | R-Propeller-Struktur und-helikale Doméne; als Bestandteil Cronshaw et al., 2002
der Pore des Nup107-160 Komplexes essentiell fir die Bilddeg Walther et al., 2003
Nup107-160 Komplex Kernporen; bindet wahrend der Mitose an Kinetochore Schwartz 2005
Nup107 symmetrisch im Zentrum | a-helikale Doméne; als Bestandteil des Nup107-160 Cronshaw et al., 2002
der Pore Komplexes essentiell fir die Bildung der Kernponeit; Walther et al., 2003
Nup107-160 Komplex Nup98 und Nup153 assoziiert; Leucin-Reil3verschluss- | Fahrenkrog et al., 2004
Domane; bindet wahrend der Mitose an Kinetochore Schwartz 2005
Nup96 symmetrisch im Zentrum | a-helikale Doméne; als Bestandteil des Nup107-160 Cronshaw et al., 2002
der Pore Komplexes essentiell fur die Bildung der Kernponeiit; Walther et al., 2003
Nup107-160 Komplex Nup98 und Nup153 assoziiert Schwartz 2005
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Nup85/75 | symmetrisch im Zentrum | a-helikale Doméne; als Bestandteil des Nup107-160 Cronshaw et al., 2002
der Pore Komplexes essentiell fur die Bildung der Kernporen Walther et al., 2003
Nup107-160 Komplex Schwartz 2005
Nup43 symmetrisch im Zentrum | R-Propeller-Struktur; als Bestandteil des Nup10@-16 Cronshaw et al., 2002
der Pore Komplexes essentiell fur die Bildung der Kernporgindet | Walther et al., 2003
Nup107-160 Komplex wahrend der Mitose an Kinetochore Schwartz 2005
Nup37 symmetrisch im Zentrum | R-Propeller-Struktur; als Bestandteil des Nup10@-16 Cronshaw et al., 2002
der Pore Komplexes essentiell fir die Bildung der Kernporgindet | Walther et al., 2003
Nup107-160 Komplex wahrend der Mitose an Kinetochore Schwartz 2005
Sec13 symmetrisch im Zentrum | R-Propeller-Struktur; als Bestandteil des Nup10@-16 Cronshaw et al., 2002
der Pore Komplexes essentiell fir die Bildung der Kernporgindet | Walther et al., 2003
Nup107-160 Komplex wahrend der Mitose an Kinetochore Schwartz 2005
Sehl symmetrisch im Zentrum | R-Propeller-Struktur; als Bestandteil des Nup10@-16 Cronshaw et al., 2002
der Pore Komplexes essentiell fir die Bildung der Kernporgindet | Walther et al., 2003
Nup107-160 Komplex wahrend der Mitose an Kinetochore Schwartz 2005
Nup205 Im Zentrum der Pore, a-helikale Doméne; Leucin-Reifl3verschluss-Doméne; fiir | Galy et al., 2003
nahe der Porenmembran| Verteilung und Durchlassigkeit der Kernporen Cronshaw et al., 2002
Nup93-Komplex verantwortlich Hawryluk-Gara et al., 2005
Nup188 Im Zentrum der Pore, a-helikale Doméne Miller et al., 2000
nahe der Porenmembran
Nup93-Komplex
Nup155 Im Zentrum der Pore, 3-Propeller-Struktur und-helikale Domane; essentiell fir | Franz et al., 2005
nahe der Porenmembran| Bildung der Kernhiille und der Porenkomplexe Schwartz 2005
Nup93-Komplex
Nup93 Im Zentrum der Pore, coiled coil-Doméne und-helikale Doméne; fur Verteilung | Grandi et al., 1997;
nahe der Porenmembran| und Durchlassigkeit der Kernporen verantwortlich Cronshaw et al., 2002
Nup93-Komplex Galy et al., 2003
Nup35/53 | Im Zentrum der Pore, bindet an Lamin B, Nup93, Nup155 und NDC1; wictitig | Hawryluk-Gara et al., 2005
nahe der Porenmembran| Membranfusion und Bildung der Porenkomplexe Hawryluk-Gara et al., 2008
Nup93-Komplex
Nup98 nukleoplasmatisch und FXFG-Motive; aminoterminale GLFG-Motive, die Radu et al., 1995
zytoplasmatisch Transportfaktoren wie TAP und CRM1 binden; am Tpams| Vasu und Forbes 2001
beteiligt; bindet an Nup88, Nup96 und Nup155; Cronshaw et al., 2002
Besonderheit: autoproteolytische Aktivitéat in dergd98- Lim und Fahrenkrog 2006
Sequenz spaltet Vorlaufermolekiil p186 in Nup98 No@96 | Griffis et al., 2003
Rael/Gle2 | nukleoplasmatisch und 3-Propeller-Struktur; mit Nup98 assoziiert; bindéhrend Cronshaw et al., 2002
zytoplasmatisch der Mitose an Kinetochore
Nup50 nukleoplasmatisch am Crm-vermittelten NES-Export, aber nicht NLS-Intpo | Guan et al., 2000
beteiligt; FXFG-Motive; mit Nup153 assoziiert
Nup153 nukleoplasmatisch am Import von Proteinen und Export von RNA beteilig Sukegawa und Blobel 1993
vermutlich fiir Bindung des Porenkomplexes an diiba Kiselewa et al., 1998
verantwortlich; FXFG-Motive; vier Zinkfinger-Doméne Nakielny et al., 1999
die Ran-GDP binden kdnnen; mit Nup107-160 Komples | Vasu und Forbes, 2001
Nup50 assoziiert Smythe et al., 2000
Tpr Nukleoplasmatische grof3e coiled-coil-Doméne; Leucin-Reil3verschluss-Bioey | Cronshaw et al., 2002
Filamente mit Nup98 und Nup88 assoziiert Krull et al., 2004
Nup358 zytoplasmatische FXFG-Motive; a-helikale Doméne; Bindungsstelle fir Ran| Wu et al., 1995
Filamente GTP und Ran-GAP;; Zinkfinger-Motiv, das Ran-GDP Nakielny et al., 1999
binden kann; bindet wéhrend der Mitose an die Kidletre | Salina et al., 2003
und ist dort fur die Anlagerung weiterer Kinetoghrateine | Joseph und Dasso 2008
und die korrekte Anheftung der Mikrotubuli veranttlich
Nup88 zytoplasmatische coiled-coil-Doméne; bildet Komplex mit Nup214 Bastos et al., 1997
Filamente nahe des Fornerod et al., 1997
zytoplasmatischen Cronshaw et al., 2002
Annulus
Nup214 zytoplasmatische FXFG-Motive; B-Propeller-Struktur; coiled-coil-Dome; Kraemer et al., 1994
Filamente nahe des bildet Komplex mit Nup88; mit p62 assoziiert; eritha Bastos et al., 1997
zytoplasmatischen Bindungsstelle fir CRM1 Finlay et al., 1991
Annulus Schwartz 2005
hCG1 zytoplasmatische FG-Motive Vasu und Forbes 2001
Filamente

2.1.4.3Annulate Lamellae

Neben dem Zellkern gibt es noch ein anderes Orjanelem Porenkomplexe vorkommen.
Dabei handelt es sich um Membrancisternen bzw. ellem die oft parallel gestapelt
vorliegen, von Porenkomplexen durchsetzt sind uiothtnmit Chromatin assoziiert sind.

Dieses als Annulate Lamellae (AL) bezeichnete Celfakommt meist im Zytoplasma,
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seltener im Zellkern bestimmter Zellen vor (Ubdmsiin Kessel 1992). Man findet sie
hauptséachlich in sich schnell teilenden Zelltypeile Wumorzellen und embryonalen Zellen
(Kessel 1989, 1992). Daruber hinaus wurden AL auich Oozyten vieler Spezies
einschlief3lichXenopus laevis beobachtet (Kessel 1992). Die Bildung von AL kenatch
durch Inkubation vonXenopus Eiextrakt mit Energie in Abwesenheit von Chromatin
(Dabauvalle et al., 1991) oder durch Inkubation somatischen Zellen mit Vinblastinsulfat,
was die Hemmung der Mitose zur Folge hatte, erteuwgnden (Ewald et al., 1996). In beiden
Fallen existierte keine Kernhtllle, in die das Paraterial integriert werden konnte. Es wird
daher angenommen, dass in den AL Porenmaterialnakliert, welches von der Zelle im
Uberschuss synthetisiert wurde (Stafstrom und $taeh1984). Der Sinn dieser
Uberproduktion liegt wahrscheinlich darin, die Qma@somen nach der Mitose schnell und
vollstéandig mit einer funktionsfahigen Kernhtille aongeben, was die Voraussetzung fir den
Eintritt in die G1-Phase des Zellzyklus ist (Benaee1991). Die Porenkomplexe der AL sind
den Porenkomplexen der Kernhille sehr &hnlich. ®esitzen ebenfalls einen
nukleoplasmatischen und einen zytoplasmatischergy,Rion denen Filamente ausgehen.
Auch der zentrale Transporter ist in AL-Poren awén (Ubersicht in Kessel 1992). Ebenso
sind die meisten Nukleoporine in den AL-Poren nasmiBbar. Ausnahmen bilden dabei
Porenmembranproteine gp210 und POM121 (Ewald e1296), sowie Tpr, ein Bestandteil
der nukleoplasmatischen Filamente (Cordes et a@97)1 Im Gegensatz zu den
Porenkomplexen der Kernhllle sind die AL-Poren ni@dn eine Lamina assoziiert
(Dabauvalle et al., 1991).

2.2 Kernimport und Export

Der standige Austausch von Molekllen zwischen dgmoasma und dem Zellkern ist fur
die normale Zellfunktion unerlasslich. Alle dieseaaisportereignisse finden Uber die
Kernporen statt. Durch einen einzelnen Kernporenierm kénnen bis zu 80 Millionen
Dalton pro Sekunde geschleust werden, das entsptala 1000 Tanslokationsereignissen
pro Sekunde pro Porenkomplex (Fried und Kutay 20@B)en und kleinere Proteine bis ca.
40 kDa konnen frei durch den Kernporenkomplex hioduwiffundieren (Talcott und Moore
1999). Molekule, die groRer sind bendtigen ein Kakalisationssignal (,nuclear localisation
signal“, NLS) fur den selektiven Transport durcle dorenkomplexe. Dieses NLS besteht

meist aus einem ein- oder zweiteiligen Sequenznaats/basischen Aminosauren.
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Der am besten untersuchte Import-Rezeptor bestehtzavei Proteinen: Importin. und
Importin 3 (auch Karyopheria bzw. [3 genannt). Im Zytoplasma bindet Impottian das
NLS (Goldfarb et al., 2004). Die Bindung zwischempbrtina und 3 ist dabei wichtig fur die
Bindungsaffinitdt von Importina zum NLS (Kobe 1999). Importin 3 besitzt zwei
Bindungsstellen fiur die hydrophoben FG-Domaneniinester Nukleoporine. Dadurch wird
das Andocken des Importkomplexes an die distalede&nder zytoplasmatischen
Kernporenfilamente ermdéglicht (Harel und Forbes 0Mie Translokation erfordert ein
standiges Binden und Ablésen des Komplexes an @Gi€cirRheiten der Nukleoporine. Im
Zellkern bindet Ran-GTP an Importin 3, was die Dzsation des Importkomplexes zur Folge
hat (Azuma und Dasso 2000).

Rezeptor = Abb. 2-6: Nukleozytoplasmatischer Transport Der
Cargo | )

'o‘d NES rezeptorvermittelte  Transport erfolgt in einer
( bestimmten Reihenfolge:
(1) Der Transportrezeptor erkennt die Signalsequenz

des Proteins (Cargo) und bildet mit diesem einen

Komplex.

(2) Der Rezeptor-Cargo-Komplex bindet an periphere
Strukturen des Porenkompexes.

(3) Wahrend der Translokation interagiert der
Komplex mit den FG-Einheiten bestimmter
Nukleoporine

(4) Nach der Translokation dissoziiert der Komplex
- @ und das Protein (Cargo) wird freigesetzt.
P anGT? / FZ’jpwr Im Falle des ImportinB-vermittelten Imports
dissoziiert der Komplex durch Bindung von Ran-GTP
@ Cargo |NES (1

Proteinexport wird Ran-GTP als Bestandteil des Ekpmplexes transportiert. Im Zytoplasma fiihrt die
Hydrolyse des GTP durch RanGAP zur Dissoziationkieaplexes. (Abbildung aus Terry et al., 2007)

an den Rezeptor. Beim CRMl-vermittelten

Ran-GTP fuhrt nicht nur zum Zerfall des Importkoex@s, sondern ist auch fur die Bildung
des trimeren Exportkomplexes im Zellkern entscheidddieser Exportkomplex besteht aus
dem zu exportierenden Protein, das ein Leucin esichukledres Exportsignal (NES)
aufweist, sowie dessen Rezeptor CRM1 und Ran-GT& der Exportkomplex das
Zytoplasma erreicht, so stimuliert Ran-GAP (,RanFRa$e aktivierendes Protein®) unter
Mitwirkung des Ran-bindenden Protein 1 (RanBP1) idieinsische GTPase-Aktivitat des
Ran, die dann zur GTP-Hydrolyse und zum Zerfall idlesplexes fuhrt (Gorlich und Kutay,

1999).
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Damit der Kreislauf aus Import und Export aufreehialten bleibt, muss Ran wieder zurtick
in den Zellkern transportiert werden. Dies wird @uden Ran-spezifischen Transportfaktor
NTF2 ermdglicht. NTF2 interagiert wahrend der Hlakation ebenfalls mit den FG-
Einheiten der Nukleoporine und gewahrleistet sa@ dRiickfihrung von Ran-GDP in den
Zellkern (Smith et al., 1998).

Ran selbst ist sowohl im Zytoplasma, als auch itik&e vorhanden. RanGAP dagegen, das
fur die Hydrolyse von GTP notwendig ist, ist ha@gtdich im Zytoplasma vorhanden. Der
Nukleotidaustauschfaktor RCC1, der den Austausch gebundenem GDP durch GTP
katalysiert, liegt vorwiegend im Zellkern an Chrdmagebunden vor (Azuma und Dasso
2000). Dies fuhrt dazu, dass Ran im Zellkern maemsGTP, im Zytoplasma dagegen an GDP
gebunden ist und ein steiler Ran-GTP/Ran-GDP Gmadieer der Kernhtille existiert. Dieser
Gradient liefert wahrscheinlich die Energie, die diie Translokation erforderlich ist. Lange
Zeit ging man davon aus, dass der Transport durehKdrnpore durch GTP-Hydrolyse
ermdglicht wird. Uberraschenderweise konnte inziagsc aber gezeigt werden, dass die
Hydrolyse von GTP durch Ran nicht fir den eigeh#it Transportschritt notwendig ist
(Ribbeck et al., 1999).

Der Ran-GTP/Ran-GDP-Gradient stellt nicht nur dieefgie fir den Transport zur
Verfigung, sondern gewahrleistet auch einen getehtTransport. Wahrend Ran-GTP zum
Zerfall von Importkomplexen fihrt, ist es fur diddging von Exportkomplexen erforderlich.
Durch die unterschiedliche Verteilung von Ran-GTiél iRan-GDP wird also gewébhrleistet,

dass sich die Komplexe im richtigen Kompartimeidda und wieder l6sen.

2.3 Verhalten der Kernhtlle wahrend der Mitose

Bei hoheren Eukaryoten 10st sich die Kernhille wadr der Mitose auf und die
Kompartimentierung zwischen Kern und Zytoplasmadwaufgehoben. Die Mitose beginnt
mit der Prophase, in der die Chromosomen kondemsiemd die mitotische Spindel
aufgebaut wird. In der Prometaphase |0st sich dimKiille auf und die Spindelmikrotubuli
setzen an den Kinetochoren der Chromosomen arerlividtaphase werden die Mikrotubuli
in der Aquatorialebene angeordnet und die Schwerstematiden in der darauffolgenden
Anaphase getrennt. In der Telophase erreichen don®somen die Pole, die
Kinetochorfasern werden zunehmend kirzer und depeadgieren. Um die Chromosomen
wird je eine neue Kernhlle gebildet und die Chosomen dekondensieren wieder.
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2.3.1 Auflésen der Kernhtlle

2.3.1.1Das Phosphorylierungsmodell

Die Mitose wird durch die Akkumulation von MPF (Mi&se promoting Factor) im Zellkern
eingelautet. MPF ist ein Komplex aus Cyclin B1 wlgd cyclin-abhangigen Kinase 1 (Cdk1).
Wahrend der G2-Phase, pendelt MPF zwischen denp&gma und dem Nukleoplasma. Am
Ende der G2-Phase, etwa zehn Minuten bevor der Wbber Kernhille beginnt,
phosphoryliert Plk1 (Polo-like kinase 1) Cyclin Binerhalb des Kernexportsignals, was zu
einer Hemmung des Exports und damit zu einer Animguvon aktivem MPF im Zellkern
fuhrt (Jackman et al., 2003). Im Kern phosphoryldkl verschiedene Kernhillenproteine
wie die Lamine, integrale Proteine der inneren Keembran und Nukleoporine. Die Lamine
werden in der Prophase (Lamin A/C) bzw. Prometaph@dsamin B) an Serin- oder
Threoninresten phosphoryliert, wodurch die Laminige iStabilitat verliert und sich auflost
(Ubersicht in Moir et al., 2000). Lamin B bleibtlita tiber das farnesylierte CxxM-Motiv an
Membranen assoziiert, wahrend die A-Typ Lamineidtgl Oligomere bilden. LBR wird
durch Proteinkinasen hyperphosphoryliert und kaomis nicht mehr mit Lamin B,
Chromatin und HP1 interagieren (Courvalin et al992). LAP2R verliert durch die
Phosphorylierung seine Lamin- und/oder ChromatimdBngseigenschaften (Foisner und
Gerace 2003) und wird wie LBR an Membranen gebunderzytoplasma verteilt. Nur
LAP2a befindet sich wahrend der Metaphase in einemclish, zytoplasmatischen Pool, da
es hyperphosphoryliert wird und damit eine hoheislichkeit erlangt (Dechat et al., 1998).
Durch Cdkl1 werden auch Komponenten der Kernporepkexe phosphoryliert (Onischenko
et al., 2005). Der Porenkomplex zerféllt dabeiinzelne Untereinheiten oder Subkomplexe.

2.3.1.2Die Rolle der Mikrotubuli

Neben den Phosphorylierungsereignissen spielenMugebtubuli beim Abbau der Kernhtille

eine Rolle. Nach Beginn der Prophase werden diedaelizierten Centrosomen durch frithe
Spindelmikrotubuli miteinander verbunden. Die Sgincikrotubuli verursachen dadurch eine
Furche in der Kernhille. Die Kernhille wird in deed-urche hineingezogen, bis die
mechanische Spannung so grol3 ist, dass Locherr iantistehen (Beaudouin et al., 2002;
Salina et al., 2002; Ubersicht in Aitchison und Bd002). Durch die gebildeten Locher
stromen nun zytoplasmatische Komponenten in derketal ein und flihren damit zu

weiteren Phosphorylierungen von Kernproteinen. Désteren beschleunigt der Einstrom

zytoplasmatischer Komponenten die ChromatinkondemsaDie Locher in der Kernhille
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werden groRRer, bis die Kernhiille schlieBlich inzeine Fragmente zerlegt ist. Diese
Kernhullenfragmente werden in Richtung der Centmuso gezogen. Diese Beobachtung lasst
vermuten, dass an dieser Bewegung Motorproteingligetsind. Tats&chlich konnte gezeigt
werden, dass Dynein, ein Motorprotein, das sichden Minusenden der Mikrotubuli hin
bewegt, in der spaten G2-Phase oder frihen Propmase Kernhille von Saugerzellen
bindet (Salina et al., 2002). In einigen Fallendmiie Bindung von Membranen an Dynein
Uber den Dynactin-Komplex vermittelt. Die Arbeitsgpe von Brian Burke exprimierte die
p62-Untereinheit des Dynactin-Komplexes uber, was Bindung des Dynactin/Dynein-
Komplexes an Membranen blockierte. Dabei beobashtetie eine Verzdgerung der
Kernhullenauflosung und den Verlust der FurchenBé&dem behandelten sie Zellen mit
Nocodazol, einem Mikrotubuli destabilisierendem ddgénz, und machten dieselben
Beobachtungen (Salina et al., 2002). In diesen dpeidversuchen wurde die
Kernhtllenauflésung auch ohne Mikrotubuli oder déstorkomplex nicht unterbunden.

Aus diesem Ergebnis stellt sich die Frage, ob Miksali tatsachlich zum Abbau der
Kernhulle nétig sind, da diese auch in Anwesenkieit Nocodazol vollstandig abgebaut
wird. Kirzlich konnte gezeigt werden, dass das melysierte Filamentnetzwerk aus Lamin
B1 sehr stabil ist. Dieses Netzwerk weist eine holeehanische Belastbarkeit auf, die unter
Spannung sogar noch verstarkt wird (Panorchan.ef@04). Daher scheint das Lamin Bl
Netzwerk grof3eren Spannungen stand zu halten,uath dlie Mikrotubuli erreicht werden
kénnen. Somit konnten die Phosphorylierungen d@dkl eine Schlisselrolle beim Abbau
der Kernhille zu spielen. Das Ziehen an der Ketehidurch Mikrotubuli und das
Motorprotein Dynein unterstltzt den Abbau, istiakkeaber nicht ausreichend. Die Kernhlle
kann nur weggezogen werden, wenn das Laminnetzaavkr durch Phosphorylierungen

geschwacht wurde.

2.3.1.3Abbau der Kernporen

Die Auflésung der zytoplasmatischen Filamente ist drste Prozess beim Abbau der
Kernporen. AnschlieBend dissoziiert der zytoplagsuohe Ring. Es entsteht zunachst eine
noch stabilisierte Pore, die aber dann die zemtral@nsporterstrukturen verliert. Dadurch
bildet sich ein Loch in der Kernhlle, das sichlsft und zu einer porenlosen Kernhiille
fuhrt (Cotter et al., 2007). Erst danach kommtwas Zerreil3en der Kernhtlle. Der Abbau der
Kernporenkomplexe scheint in der umgekehrten Rédhge wie ihr Zusammenbau zu

erfolgen (siehe 2.3.2.2). Einige der Nukleoporine @le2, Nup133, Nup107, Nup37, Nup43,

Sehl, Sec13 und Nup358 binden wahrend der Mitoskealkinetochore. Fir Nup358 konnte
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gezeigt werden, dass seine Bindung an die Kinetechir die Anlagerung weiterer
Kinetochorproteine und die korrekte Anheftung deikfgtubuli verantwortlich ist. Fehlt
Nup358, so kommt es zur Fehlverteilung der Chrameatiund zum Abbruch der Mitose
(Salina et al., 2003; Joseph und Dasso 2008). nduBg bestimmter Nukleoporine an die
Kinetochore konnte einen Kontrollpunkt beim weiterAbbau der Kernhulle darstellen.
Dieser beginnt mit der Auflésung der Kernporenkoemplund erst wenn die Nukleoporine an
die Kinetochore gebunden haben, kann sich eineki@iSpindel aufbauen.

2.3.1.4Bildung von spezifischen Membranvesikeln oder Fusio der Kernmembran mit
dem ER?

Ungeklart ist auch, ob sich die Proteine der Kemmm@n und die
Kernporenmembranproteine wéahrend der Mitose inraagedlichen Vesikelpopulationen
befinden, oder ob sie in die ER-Membran integreetden. Die Arbeitsgruppe um Martin
Goldberg untersuchte kdrzlich den Abbau der Kerehidn in vitro Kernen mit
Spermienchromatin icXenopus Eiextrakt (Cotter et al., 2007). Sie beobachteterBeginn
des Kernhullenabbaus die Bildung von ER-ahnlicheemYrantubuli und Vesikeln an der
Kernoberflache (siehe Abb. 2-7). Es ist unklar,didse Membrantubuli aus der Kernhlle
herauswachsen oder durch Fusion des ER mit derhkibenentstehen. Yang et al. (1997)
konnten an somatischen Zellen durch Immunfluoreszerigen, dass die inneren
Kernmembranproteine LAP1 und LAP2 und das Kernpoembranprotein gp210 mit
spezifischen Proteinen des ER kolokalisierten.

Buendia und Courvalin (1997) konnten in mitotischenmatischen Zellen verschiedene
Vesikelpopulationen identifizieren. Eine enthieisdPorenmembranprotein gp210 und eine
andere Population LBR und LAP2. Diese Vesikelpojpareen unterschieden sich sowohl in
ihrer Grol3e, als auch in dem Zeitpunkt, an denbsieder neuen Kernhullenbildung wieder
an Chromatin banden. Menopus laevis Eiextrakten konnten ebenfalls Vesikelpopulationen
mit unterschiedlicher Zusammensetzung und untexdtbhem Chromatinbindungsverhalten
identifiziert werden (Collas und Courvalin, 2000).

Beim Kernhillenabbau im zellfreien System konnteRT@ls wichtiger Faktor zur Bildung
verschiedener Membranvesikel identifiziert werdelfCOPI Vesikel wurden im
Zusammenhang mit dem Transport von Membranvesikelerhalb des Golgi-Apparates
entdeckt. COPI Vesikel bestehen aus sieben CORmt(joroteinen”), die das Coatomer
bilden und dem ADP-Ribosylierungs-Faktor (ARF).GiiP-gebundener Form kann ARF an

Membranen binden und das Coatomer durch eine Bmdundie [3-COP-Untereinheit ,en
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bloc* an die Membran rekrutieren (Zhao et al. 19®)rch die Rekrutierung weiterer ARFs
und Coatomer-Komplexe entsteht eine Woélbung, dik schlie3lich unter dem Einfluss von
Acyl-CoA als Vesikel ablost (Ostermann et al., IP¥30PI bindet in der frihen Prophase an
die Zinkfinger-Domanen von Nup153 auf der zytoplagsthen und an die von Nup358 auf
der nukleoplasmatischen Seite der Kernporen (Pkenes al., 2006). Die Depletion von
COPI aus mitotischem Eiextrakt, blockierte den Abluer Kernhtlle (Liu et al., 2003).
Durch Brefeldin A konnte ebenfalls der Abbau denrgille, nicht jedoch der Abbau der
Kernporenkomplexe inhibiert werden (Cotter et &Q07). Brefeldin A blockiert den
Nukleotidaustauschfaktor, der ARF in seine GTP-gelene Form Uberfuhrt. In der GDP-
gebundenen Form ist ARF nicht in der Lage, an Mamén zu binden und den Coatomer-
Komplex dorthin zu rekrutieren. Cotter et al. kamtzudem die 3-COP-Untereinheit an
Vesikelknospen und abgeschnrten Vesikeln an deridle nachweisen.

(c) n : 2 ! !
Abb. 2-7: Abbau der Kernhiille in Xenopus Eiextrakt. a) FEISEM (field emission in-lens scanning EM)-

Aufnahme eines in vitro Kernes in der Interphass. Bild eingefiigt ist die DNA-Farbung mit HoechlitKs)

und die Farbung der Membran mit DHCC (rechts). ) Beginn des Kernhullenabbaus bilden sich
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Membrantubuli  (schwanzlose Pfeile) und Vesikelkmwsp (Pfeile mit Schwanz). Auch in der
Fluoreszenzaufnahme erkennt man Membrantubuliyalieder Kernhille ausgehen (rote Pfeile). c) Eirdge
Membrantubuli entstehen vorwiegend an einem Endkhilden asternformige Strukturen. d) Das Chromatin
(CC) kondensiert und fuhrt dazu, dass die Kernmamlfdurch die gestrichelte Linie angedeutet) wiee dose
Hulle auf ihm liegt. €) Die Membran wird vom Chrotinaentfernt und dabei vermutlich eingerissen, \dies
Fluoreszenzaufnahme der Membran andeutet. f) Dienlianfragmente sind weitgehend vom Chromatin
entfernt und es liegt frei vor. Der Eichstrich &) petragt 1,67 pum und bezieht sich auf alle Eat#gldungen.
(Abbildung aus Cotter et al., 2007)

Eine Erklarung der verschiedenen Ergebnisse isgs dem somatischen Zellen die
Kernmembranproteine in die ER-Membran aufgenommemden. Bei Eiextrakten von
Xenopus laevis dagegen scheinen die Kernmembranproteine auf Mestkeeilt zu werden.
Im Eiextrakt liegen die Komponenten der KernmembimngroRen Uberschuss vor, um
genugend Material zur Bildung der Kernhullen bis ilidblastulatransition zu haben, da bis
zu diesem Zeitpunkt keine Transkription stattfind&uendia und Courvalin (1997)
identifizierten Membranvesikel auch in somatiscEetien. Dieser Zellextrakt wurde jedoch
durch Zentrifugation fraktioniert. Die Membranvedikdnnten hier das Ergebnis vom Zerfall
des Endoplasmatischen Reticulums wahrend der Ritigrardes Zellextraktes darstellen. Es
konnten sich auch zunachst Vesikel aus der Kernmeemtlalden, die im Anschluss daran mit
dem ER fusionieren. Alle Studien zeigen jedoch,sddge Kernmembranproteine nicht

gleichmafiig innerhalb der zytoplasmatischen Mendmarerteilt werden.

2.3.2 Neubildung der Kernhtille

Alle Komponenten, die zu Beginn der Mitose in detl& verteilt wurden, werden bendtigt,
um in jeder Tochterzelle eine neue Kernhille umggigennten Chromosomen zu bilden. Die
Neubildung der Kernhulle beginnt in der spaten Awme, wenn die Chromosomen die
Spindelpole erreicht haben und wird bis zum Eireeter Zytokinese beendet.

Die Neubildung der Kernhtille erfolgt dabei in eiganz bestimmten zeitlichen Reihenfolge.
Zunachst binden Membranen an das Chromatin, die dateinander fusionieren und die
Kernporenkomplexe werden in die Membran eingeldaeat. Grof3teil der Lamine wird durch
die neu gebildeten Kernporen importiert, was dis#ldung der Lamina ermdglicht. In der
frihen G1-Phase ist das Chromatin vollstdndig vioereintakten Kernhille umgeben. Der
Kern wéchst durch den Import karyophiler Proteined uWdas Chromatin dekondensiert
vollstandig.
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2.3.2.1Umhillung des Chromatins mit Kernmembranen

Uber die Umhillung des Chromatins mit Kernmembragét es verschiedene Modelle.
Neue Studien zeigten, dass auch bei der Neubildendlernhtille im zellfreien System von
Xenopus laevis das Endoplasmatische Reticulum eine wichtige Rgfielt. Anderson und
Hetzer (2007) konnten im Eiextrakt zunachst intakiR bilden und gaben anschliel3end
Spermienchromatin zum Ansatz. Sie beobachteten, Mé&nbrantubuli ans Chromatin
assoziierten (siehe Abb. 2-8). In diesen TubulirkenReticulon 4a nachgewiesen werden,
ein fur ER-Tubuli charakteristisches Protein. Denkakt der Membrantubuli zum Chromatin
war stabil und wurde durch integrale Membranpra@&elar inneren Kernmembran hergestellt.
Diese integralen Kernmembranproteine befinden wi&ghrend der Mitose innerhalb der ER-
Membran und einige von ihnen besitzen die Fahigkait Chromatin zu binden. Die
Kontaktstellen zwischen dem ER und dem Chromatirtewesich aus und die Membran
breitet sich dabei Uber der Chromatinoberflache. &@isse Umformung des ER kommt
wahrscheinlich dadurch, dass weitere Proteinerderen Kernmembran mit dem Chromatin
in Kontakt treten. Schlie3lich ist das Chromatimenem Membrannetzwerk umgeben. Die
Membran enthalt allerdings noch kleine Locher, @e den Grenzen der einzelnen
abgeflachten Tubuli entstehen. Wie diese Lochsclgessen werden, ist noch unklar. Eine
Hypothese besagt, dass in diese Locher Kenporerkampingebaut werden und es somit zu
einer geschlossenen Kernhtlle kommt. Allerdingsdetn Xenopus Extrakt in verschiedenen
Studien die Bildung einer geschlossenen doppeltemidembran ohne Kernporenkomplexe
beobachtet (u.a. Ewald et al., 1997). Daher schliientintegration der Kernporenkomplexe

nicht zwingend notwendig fur die Bildung einer gdsssenen Kernmembran zu sein.

ubuli-Bindung Abflachen der Membran Schlieken der Kernhille

T T :
o L*
AEme———

== Proteine der duleren Kernmembran/ER == Proteine der inneren Kernmembran == Porenmembranproteine

Chromatin

Abb. 2-8: Bildung der Kernhille aus dem Endoplasmaschen Reticulum.Membrantubuli des ER binden
Uber integrale Membranproteine der inneren Kernnmamitan Chromatin. Die Membrantubuli flachen ab und
breiten sich tGber der Chromatinoberflache aus. éissbreitung erfolgt vermutlich durch die Rekruiigg
weiterer innerer Membranproteine ans Chromatin. Oieken, die an den Grenzen der abgeflachten Tubuli
entstehen werden mit Préaporen besetzt, die angr@iro assoziiert sind. Daraufhin werden die Prapaharch
Porenmembranproteine in der Kernhlle veranketb{idung aus Burke 2007)
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Anderson und Hetzer (2007) bildeten zunachst ein-NeRwerk und verwendeten
anschlieBend fur ihre in vitro Rekonstruktionsexpente GTRS und ATRS, beides
Nukleotidtriphosphatanaloge, die nicht hydrolysieerden kénnen. GHMS blockiert die
Bildung des ER durch Hemmung der Membranfusion. yS'Rlagegen blockiert die
Formation der ER-Tubuli, nicht aber die Vesikelaursi Sowohl in Anwesenheit von A78
als auch von GT¥5S bildeten sich in vitro Kerne, die von einer géssbenen Kernmembran
mit Kernporenkomplexen umgeben waren. Wurde alswstidas ER und erst anschlie3end
die Kernhtlle gebildet, so war keine enzymatisclst@eerte Membranfusion nétig. In
friheren Untersuchungen wurde die Bildung der KaWehdurch ATRS und GTRS
blockiert (Hetzter et al., 2000; Boman et al., 1982i diesen Experimenten ging die Bildung
der in vitro Kerne jedoch von Membranvesikeln and es wurde zuvor kein ER-Netzwerk
gebildet. Daher kann man annehmen, dass in derer@lt8tudien die Bildung des ER
unterbunden wurde und in Folge dessen auch keinehkike mehr gebildet werden konnte.
Anderson und Hetzer konnten somit erstmals zeidass die Bildung der Kernhlle auch in
vitro vom Endoplasmatischen Reticulum ausgeht. &mkallerdings nicht ausgeschlossen
werden, dass im in vitro System auch MembranveskelBildung der Kernhlle beitragen.
Kirzlich wurde die Bildung von COPI-Vesikeln beinerfall der Kernhille beobachtet
(Cotter et al., 2007). In friheren Arbeiten wurde @&indung von Membranvesikeln an
Chromatin und deren spétere Fusion durch FEISE®d(femission in-lens scanning EM)-
Aufnamhen demonstriert (Wiese et al., 1997). D&dante die Bildung der Kernhdlle im in
vitro System vonXenopus laevis sowohl von Membranvesikeln, als auch von einenorzuv
gebildeten ER ausgehen. Geht die Bildung von Memiasikeln aus, so ist eine enzymatisch
gesteuerte Membranfusion noétig, existiert bereiist &R-Netzwerk, so kann die
Kernhtllenbildung durch die dem ER innewohnendeidk#it, sich abzuflachen und tber
dem Chromatin auszubreiten erreicht werden (Andeusal Hetzer 2007).

Es gibt allerdings eine Arbeit, die der Theorie vamderson und Hetzer widerspricht. Die
Arbeitsgruppe um Hemmo Meyer konnte zeigen, dassNB$F- und SNARE-vermittelte
Membranfusion fur die Bildung der Kernhille und deernporekomplexe essentiell war
(Baur et al., 2007). Bei sekretorischen Vesikelmelsp die SNARE-Proteine (SNARE:
soluble NSF dtachment_reeptor) eine wichtige Rolle bei der Membranfusiéwf der
Vesikeloberflache befinden sich v-SNARES, die FfiNARES an der Zielmembran einen so
genannten trans-SNARE-Komplex bilden. Diese Komipleking bringt die beiden
Membranen in so engen raumlichen Kontakt, dassndieinander fusionieren kénnen. Die

ATPase NSF_(EM-sensitive_fctor) bindet Uber das AdapterprotetSNAP (®luble NSF
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attachement_mtein) an diesen Komplex und sorgt durch Hydrolyse ATP fur die
Dissoziation der SNARE-Proteine, um sie fir weitéusionsereignisse zu reaktivieren. Baur
et al (2007) zeigten, dass auch die Membranfusi@hrend der Kernhtllenbildung durch
SNARE-Proteine vermittelt werden kénnte. WurdenSIMARE-Proteine durch Zugabe eines
Uberschusses des AdapterprotairSNAP inhibiert, so blieb die Membranfusion auslc8o
ein Uberschuss an-SNAP blockierte auch die Bildung des ER, was dhedrie von
Anderson und Hetzer unterstitzen wirde. Allerdimgsde die Kernhullenfusion durch
Inhibierung von NSF verhindert. NSF besitzt jed&eimen Einfluss auf die Bildung des ER,
da dieser Prozess ATPase unabhangig ist. Daheinsd® einen wichtigen Unterschied
zwischen den Fusionsereignissen bei der Bildungedesind der Kernhlle zu geben. Es ist
zu vermuten, dass irXenopus Eiextrakt die vorausgegangene Bildung des ER nicht

ausreichend fur die Bildung der Kernhlle ist.

2.3.2.2Neubildung der Kernporenkomplexe

Das Auftreten der Nukleoporine an der sich bilden#t@rnhille erfolgt in einer zeitlich
definierten Reihenfolge. Der erste Schritt bei Beédung der Kernporenkomplexe ist in der
frihen Anaphase die Assoziation des Nup107-160 Hexes an Chromatin (Walther et al.,
2003). Diese Bindung wird durch die Interaktion nMEL-28/ELYS ermdglicht (siehe
2.3.2.4). Nup153 bindet in der spaten Anaphaserstiieunabhangig von Membranen an das
Chromatin, etwa zur selben Zeit wie das Porenmenpbotein POM121 (Bodoor et al.,
1999). Ihnen folgen in der Telophase die Nukleapordes Nup62-Komplexes (Nup62,
Nup58, Nup54 und Nup45) und der Nup214/Nup88-Komphem Ubergang der Telophase
zur G1-Phase binden Tpr und gp210 (Bodoor et 8891 Es scheint, dass die Anwesenheit
bestimmter Nukleoporine an der Chromatinperiphenigig fir die darauf folgende
Assoziation weiterer Kernporenproteine ist. Der Mip160 Komplex sowie die
Nukleoporine POM121, NDC1, Nupl55 und Nup53 sindr fdie Bildung der
Kernporenkomplexe essentiell (siehe auch 2.1.4.2).

Bevor die Kernporenkomplexe gebildet werden kdnmeuass bereits eine Doppelmembran
vorhanden sein (Macaulay und Forbes, 1996). Es aidtrdings unklar, ob die
Kernporenkomplexe vor oder nach der vollstandigeemfdranfusion in die Kernhlle
eingebaut werden. Es gibt zwei verschiedene Modedtellungen flr die Integration der
Kernporenkomplexe in die Kernhille. Die eine besadgsss der Nup107-160 Komplexe an
Chromatin bindet und dort die Anlagerung weitereskloporine ermdglicht. Dies fuhrt zur

Bildung einer ,Prapore®. Erst im Anschluss daranddt sich die Kernhille um diese
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.Praporen (Walther et al., 2003). In den Annulatemellae jedoch kdénnen die Kernporen
unabhangig von Chromatin gebildet werden (Dabaevedlal., 1991). Deshalb scheint die
Bindung des Nup107-160 Komplexes nicht essentielldfe Bildung der Kernporen zu sein.
Im anderen Modell werden die Kernporenkomplexe ime e bereits geschlossene
Doppelmembran integriert. Dazu mussen die aulRetediinnere Kernmembran in Kontakt
treten und miteinander fusionieren. Integrale Meamnproteine konnten dabei mit ihren
luminalen Doménen interagieren und somit eine \fehong zwischen beiden Membranen
herstellen. Lange hielt man das Porenmembranprogg@10 fir einen geeigneten
Kandidaten, da es eine grof3e aminoterminale Lummaade besitzt. Drummond und Wilson
(2002) beobachteten, dass gp210 fir die enge Ameenagerung der Kernmembranen und
die Porenerweiterung notig war. Stavru et al. (200feigten jedoch, dass ein
Proteinknockdown von gp210 in HelLa-Zellen keinefelf auf die Bildung der Kernporen
besalR. Gegen eine essentielle Funktion von gp2i¢hspuch die Tatsache, dass Pilze kein
gp210-Gen besitzen und einige Zelltypen der Mad @micht exprimieren (Eriksson et al.,
2004; Olsson et al., 2004). AuRerdem konnte in Aateu_amellae, kein gp210 nachgewiesen
werden (Ewald et al., 1996). So scheint gp210 zdeshin einigen Fallen fur die Bildung der
Kernporen entbehrlich zu sein.

Beobachtet man mikroskopisch die Bildung der Kerapkomplexe, so kann man zunachst
die Ausbildung kleiner Vertiefungen von ~5 nm im rBhmesser in der Kernhille
beobachten. Die wachsenden Poren werden durch émiag von Proteinstrukturen
stabilisiert und erreichen einen Durchmesser ved35m. Innerhalb der stabilisierten Pore
erkennt man zentrale Strukturen, die Teile desrakam Transporters darstellen konnten. An
die Pore lagern sich die Elemente des zytoplasometis Ringes an. Zuletzt werden die
zytoplasmatischen Filamente hinzugefugt (Goldbergale 1997). In welcher genauen
Reihenfolge die nukleoplasmatischen KomponentenRieenkomplexes angelagert werden

ist noch nicht bekannt.

2.3.2.3Die Rolle der Lamine

Die genaue Funktion der Lamine bei der Kernhullehing ist noch nicht geklart. A- und B-
Typ Lamine werden auf unterschiedliche Weise ankaimhlille zurtickgefuhrt. Kurz nach
der Bindung von LAP2[3, binden B-Typ Lamine ans @mabn. Da sie wéhrend der Mitose
an Membranen assoziiert sind, konnten die B-Typ ibamfir die Ruckfihrung der
Membrankomponenten verantwortlich sein. Im Gegendazu wird der Grof3teil der A-Typ

Lamine erst in der Telophase und G1-Phase durchndie gebildeten Kernporen ins
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Kerninnere importiert (Dechat et al., 2004). Einmimale Menge an Laminen ist fur die
Neubildung der Kernhille ausreichend (Hutchisonagt1994; Dabauvalle et al., 1991;
Dabauvalle und Scheer, 1991). Wurde die Laminabgdudurch Zugabe von
Laminantikérpern zenopus-Eiextrakt inhibiert, bildete sich keine Kernhiheehr um die
Chromatinoberflache. Stattdessen entstanden Amnillamellae (Dabauvalle et al., 1991).
Dabei handelt es sich um Membrancisternen bzw. ellam die oft parallel gestapelt
vorliegen und von Porenkomplexen durchsetzt sinagrals lasst sich schliel3en, dass die
Membranfusion und der Zusammenbau der Porenkompbxénunabhangige Ereignisse
sind und Lamin diese an die Chromatinoberflachktlen

Eine andere Studie zeigte, dass die Lamina flkalieekte postmitotische Reorganisation der
Kernporenkomplexe verantwortlich war. Der Einbaum Wup153 in die Kernporenkomplexe
erfolgt zur selben Zeit wie die Neubildung der Lami Wurde die Bildung der Lamina
unterbunden, so konnte Nupl53 nicht in die Kernpkoenplexe integriert werden. Auf
andere Nukleoporine, wie z.B. Nup93, hatte die Ademheit von polymerisierten Laminen
jedoch keinen Einfluss (Smythe et al., 2000).

2.3.2.4Die Rolle von integralen Membranproteinen, Chromatnbindungsproteinen und

Zytoskelettproteinen

Bei Saugerzellen binden verschiedenen Gruppen kandender Proteine an bestimmte
Regionen an der Chromosomenoberfladh&P2a akkumuliert wéhrend der Anaphase an
den Telomeren und spezifischen Regionen der Chromes (Dechat et al., 2004). BAF
kolokalisiert dort mit LAP&a, was die Bildung eines LABZBAF-Komplexes in frihen
Stadien der Kernhullenneubildung vermuten lasstP2A kdnnte also dabei helfen, die
Telomere wahrend der Chromatindekondensation amielén Regionen im sich neu
bildenden Kern zu verankern. Méglicherweise fuletBindung des LAPZBAF-Komplexes
auch zu Verédnderungen in der Chromatinstruktur, vaas Akkumulation weiterer
Kernhtllenproteine ermdglicht (Dechat et al., 2004)

Die Rolle vonLAP23 bei der Kernhullenbildung ist widersprtchlich. Weid die Zugabe
eines N-terminalen LAP2-Fragments 2enopus Eiextrakt die Bildung der Kernhlle
verhinderte (Gant et al., 1999), hatte die Expogssion ahnlichen Fragmenten in HelLa-
Zellen keinen Effekt (Vicek et al.,, 2002). Fur eimeteiligung von LAP2R bei der
Kernhtllenbildung spricht wiederum die Tatsachessddie Mikroinjektion von LAP203-
Mutanten in Saugerzellen die postmitotische Ausdagrder Kernhlle verhinderte (Yang et

al., 1997).
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Der Lamin B Rezeptor (LBR) spielt eine wesentliche Rolle bei der Ruckfuhrumam
Membranen zur Chromatinoberflache (Ellenberg et1897). Neuere Daten weisen darauf
hin, dass LBR nicht direkt an Chromatin bindet,dsm Importin 3 als Linkerprotein nutzt
(Ma et al., 2007).

In der Prophase wird LBR durch die cdc2 Kinase hgpesphoryliert und kann somit nicht
mehr mit Lamin B, Chromatin und HP1 interagierem{tvalin et al., 1992). Am Ende der
Mitose wird LBR durch die Proteinphosphatase 1 jRiEphosphoryliert (Ito et al., 2007).
Durch die verschiedenen Phosphorylierungsstufen wie Bindungseigenschaft zwischen
LBR und LBR-bindenden Proteinen reguliert. Vernuhtliwird auch die Bindung von
Importin 3 an LBR durch den Phosphorylierungszustann LBR kontrolliert (Ma et al.,
2007). LBR ist wahrend der Mitose an Kernhullen&afermembranen gebunden. Durch die
Bindung von LBR an Importin 3 werden diese Membraimeder Anaphase zum Chromatin
gesteuert. Am Chromatin scheint Importin 3 an dag dorhandene RanGTP zu binden.
Durch die daraus resultierende Konformationsandgruon Importin 3 6st sich dessen
Bindung zu LBR und die Membranen werden am Chramiagigesetzt. Die Hydrolyse von
RanGTP wiederum setzt Importin 3 frei, so dassieseine neue Bindung an LBR zur
Verfugung steht (Ma et al.,, 2007). Des WeiterenLiBR am Wachstum der Kernhlle
beteiligt. Dafiir entscheidend sind die Transmemtwarinen. Die Uberexpression dieser
Transmembrandoménen in HelLa-Zellen fiihrte zu Men@rstilpungen der Kernhulle und
zu zytoplasmatischen Membranaggregaten (Ma eR@0D7; Ellenberg et al., 1997), was auf
eine vermehrte Membranbildung hindeutet.

MEL-28/ELYS st fur die Bildung der Kernporenkomplexe essdhntidEL-28 (maternal
effect lethal) wurde zunachst in C. elegans alsRotein identifiziert, dass wahrend der
Interphase an der Kernhille und wahrend der Mitmsden Kinetochoren lokalisiert (Galy et
al., 2006). In C. elegans fuhrte die Mutation oBetetion von MEL-28 zu einer abnormalen
Verteilung von integralen Kernhullenproteinen uner ernporenkomplexe (Galy et al.,
2006). Das humane MEL-28 Homolog wurde bereitsEdl¥'S (Embryonic large molecule
derived from yolk sac) identifiziert und als Trarnipkionsfaktor beschrieben (Kimura et al.,
2002). ELYS-Knockout-Mause starben, aus noch ugkléirsache, in frihen Stadien der
Entwicklung (Okita et al., 2004). Dies lasst aufeeessentielle Funktion von ELYS schliel3en.
Wurde die Expression von MEL-28 in HeLa-Zellen dustRNA herunterreguliert, nahm die
Anzahl der Kernporenkomplexe in der Kenhlle stk Stattdessen kam es zur Bildung von
Annulate Lamellae (Franz et al., 2007). MEL-28 hasto keinen Einfluss auf die
Porenbildung selbst. Wurde MEL-28/ELYS aXenopus Extrakt entfernt, so bildeten sich
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Zellkerne, die von einer geschlossenen Doppelmembrageben waren. Diesen Kernen
fehlten jedoch die Kernporenkomplexe und auch ddsoi@atin lag in weitgehend
kondensierter Form vor. In diesen MEL-28/ELYS dépleen Extrakten konnte keine
Bindung des Nupl07-106 Komplexes an Chromatin rastesen werden (Franz et al.,
2007). Dies fuhrt zu dem Schluss, dass die Bindworg MEL-28/ELYS an Chromatin den
ersten bis jetzt identifizierten Schritt bei defd8ing der Kernporenkomplexe darstellt. MEL-
28/ELYS ist essentiell fur die Assoziation des NQipIL60 Komplexes an das Chromatin und
die darauf folgenden Schritte der Kernporenkomgpldxing. Dabei ist MEL-28 nicht fur die
eigentliche Porenbildung notwendig, sondern dafi&téndig, dass sich die Kernporen in der
Kernhtlle um das Chromatin herum bilden.

BAF ist in allen getesteten SystemeXerfopus Extrakt, SaugerzellenC.elegans) in die
Bildung des Zellkerns involviert. Befenopus ist die Interaktion von BAF sowohl mit der
DNA, als auch mit LEM-Doméanen-Proteinen fur die Kfiibrung der Membranen und die
Chromatindekondensation entscheidend (Segura-TattdnWilson, 2004). In HelLa-Zellen,
die ein mutiertes BAF exprimierten, konnten EmebiAP2(3 und Lamin A nicht mehr an die
Kernhtlle binden (Haraguchi et al., 2001). In gales fuhrte der Proteinknockdown von
BAF zu erheblichen  Stérungen in der Chromosomeesggdgion, der
Chromatindekondensation und dem Fortschreiten devskl Lamine und LEM-Domaéanen-
Proteine banden zwar noch ans Chromatin, verbliedmh aber in einem ungeordneten
Zustand (Margalit et al., 2005).

Mikrotubuli  scheinen nicht nur beim Abbau der Kernhille, somdauch bei deren
Neubildung am Ende der Mitose eine wichtige Rollespielen. Im Eiextrakt kann wéhrend
der Kernhullenbildung eine Anlagerung von Tubularfienten um Spermienchromatin
beobachtet werden. Joshi (1998) berichtete, dassPtlisenden dieser Mikrotubuli Gber
Kinesin-ahnliche, multimere Proteine mit dem Chramaerbunden werden. Flgte man zum
Eiextrakt Colcemid oder Nocodazol, beides Substanzdie die Polymerisation der
Tubulinuntereinheiten verhindern, so bildeten #@me mit einer teilweise unregelmalidigen
Doppelmembran ohne Kernporen (Ewald et al., 2080th nach Zugabe von AS-2, einem
Inhibitor des Motorproteins Kinesin (Sakowicz et, al998), besallen die Kerne eine
Doppelmembran ohne Kernporen. Die Bildung der Kerapkomplexe ist also abhangig von

Mikrotubuli, die Bildung der Doppelmembran dagegécht.
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2.3.2.5Die Rolle von Ran und Ran-Bindungsproteinen

Die kleine GTPase Ran ist ein hochkonservierteselrodas wichtige Funktionen bei der
Kernstruktur und -funktion Gbernimmt. So spielt Ragben dem Proteinimport und -export
auch eine wichtige Rolle bei der Dekondensation Geomatins und der Kernhillen- bzw.
Kernporenbildung (Zhang et al., 2002a). Ran kommt zwei unterschiedlichen
nukleotidgebundenen Formen vor: als Ran-GDP und@®EpR. Wahrend der Mitose kommt
Ran hauptsachlich als Ran-GDP im Zytoplasma veseil Eine kleine Population von Ran-
GDP bindet ans Chromatin. Dort wird das GDP dureh Nukleotidaustauschfaktor RCC1
durch GTP ersetzt. Durch die Bindung von ImportiarBLBR kénnen Membranvesikel an
Ran-GTP binden. Ran-GAP (,Ran-GTPase aktivierenBegtein“) stimuliert nun die
intrinsische GTPase-Aktivitat des Ran, was dannGTP-Hydrolyse fuhrt. Diese Hydrolyse
wird fur die Fusion der Membranvesikel bendétigt 480 et al., 2002a). Bei diesem Schritt ist
das richtige Verhaltnis zwischen Importin 3 und &P von entscheidender Bedeutung.
Liegt zuviel Ran-GTP vor, so kommt es zur BildungnvAnnulate Lamellae oder
blasenartigen Ausstilpungen der Kernhille (Harelalet 2003). Liegt dagegen zu viel
Importin 3 vor, so wird die Vesikelfusion verhindeRan ist nicht nur wichtig fur die
Membranfusion, sondern auch fur die Bildung derrperenkomplexe. Dabei ist die Bildung
von Ran-GTP durch RCC1 entscheidend (Walther et28l03). Ran-GTP sorgt fur die
Dissoziation der Nukleoporine Nup107, Nup153 ung8&8 von Importin 3 und ermdglicht
so die Bildung von Nukleoporinsubkomplexen am Chatm(Walther et al., 2003). Daher
stellt Ran-GTP auch bei der Bildung der Porenkom®pleinen wichtigen Gegenspieler von
Importin 3 dar.

Importin 3 ist an der Ruckfuhrung von Membranen @hsomatin, an der Membranfusion
und der Bildung der Kernporenkomplexe beteiligtpartin 3 férdert durch seine Fahigkeit,
an chromatingebundenes Ran-GTP und an FG-Nuklempsowie LBR an den Membranen
zu binden, die Assoziation von Membranvesikeln @hsomatin (Zhang et al., 2002b; Ma et
al., 2007). Importin 3 ist ebenfalls entscheideiddie Membranfusion. Dabei ist die Menge
an Importin R entscheidend, denn auch ein Ubersctams Importin 3 verhindert die
Membranfusion. Dieser Effekt kann durch Zugabe Wwan-GTP aufgehoben werden.
Importin 3 reguliert dartiber hinaus auch die Bilgwon Kernporenkomplexen. So fihrt ein
Uberschuss an Importin R zu einer Blockade inKmnporenbildung. Im Gegensatz zur
Membranfusion kann dieser Effekt nicht durch Zugabe Ran-GTP aufgehoben werden
(Harel et al., 2003).
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Auch Importina ist der Bildung der Kernhiille beteiligt sind. Impo o ist als l6sliches
Adaptermolekil bekannt. IXenopus Eiextrakt konnte gezeigt werden, dass Impostian
Membranvesikel gebunden ist. Der Unterschied zveisatler membrangebundenen und der
I6slichen Form liegt in einer unterschiedlich saarkPhosphorylierung der Proteine. Das
|6sliche Importina ist starker phosphoryliert als das membrangebundBeide Formen des
Importin a sind an der Bildung der Kernhiille beteiligt. Soleim Uberschuss, als auch ein
Mangel an Importirn verhindern die Bildung einer geschlossenen Ketahidachet et al.,
2004).

2.4 Der Vault-Komplex

2.4.1 Die Struktur des Vault-Komplexes

Vault-Komplexe sind hoch konservierte Ribonukledprmapartikel, die Mitte der achtziger
Jahre erstmals entdeckt wurden (Kedersha und R88®).1Seit ihrer Entdeckung wurden sie
in einer Vielzahl von eukaryotischen Organismen éga Saugern, Amphibien, Vdgeln, dem
Seeigel, dem Zitterrochen und dem Schleimpilz Qistglium discoideum nachgewiesen
(Kedersha et al., 1990; Herrmann et al., 1996; Hamd Suprenant 1997). Die Morphologie
der Vault-Komplexe ist in allen Spezies hoch kowviget (Kedersha et al., 1991), was einen
Zusammenhang zwischen der Struktur und der Funk#omuten lasst. Der Vault-Komplex
besitzt eine molekulare Masse von etwa 13 MDa uimdedsionen von ~35 x 65 nm und
stellt somit den gréf3ten bisher bekannten Riborykigeinpartikel dar (Kedersha und Rome,
1986). Vault-Komplexe besitzen eine hohle, tonnemnige Struktur, die aus zwei
symmetrischen Halften aufgebaut ist. Jede diesditedddkann sich zu einer blutenartigen
Struktur mit acht ,Blutenblattern* 6ffnen (siehe Ab2-9). Die einzelnen Blatter sind tber
einen zentralen Ring miteinander verbunden. Dercbmesser solch einer geéffneten
Lvaultblite” betragt etwa 100 nm (Kedersha et H91).
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Abb. 2-9: Struktur des Vault-
Komplexes. Der Vault-Komplex
besteht aus zwei symmetrischen
Halften, die sich zu oktogonalen
blutenartigen Strukturen 6ffnen
kénnen. In der oberen Reihe ist
ein geschlossener Vault-Komplex
und in der unteren Reihe ein
gedffneter Vault-Komplex
dargestellt. (Abbilung aus
Kedersha et al., 1991)

Aufgrund ihrer oktogonalen Symmetrie, der Strukind Grof3e wurde spekuliert, dass der
Vault-Komplex den zentralen Transporter der Kerep&omplexe darstellen konnte
(Kedersha et al., 1991), was sich allerdings riastatigte.

2.4.2 Die Zusammensetzung des Vault-Komplexes

Der Vault-Komplex besteht aus drei verschiedeneotelren und einer RNA. Zu den
Proteinen zahlen das Major Vault Protein (MVP), Wault-Poly-(ADP-Ribose)-Polymerase
(VPARP) und das Telomerase-assoziierte ProteinBP{) (Van Zon et al., 2003). Jeder
Komplex besteht aus 96 Molekilen MVP, acht MoleRiWNM&PARP, zwei Molekilen TEP1

und mindestens sechs Kopien der Vault-RNA (Kongl.et1999; Scheffer et al., 2000).

2.4.2.1Das Major Vault Protein

Das Major Vault Protein ist die Hauptkomponente idemplexes. Es besitzt eine molekulare
Masse von 100-110 kDa und macht tber 70% der Mdess&omplexes aus (Kedersha et al.,
1991). Die Aminosauresequenz des MVP ist hoch keresé Die Sequenzen zwischen

Mensch und Ratte stimmen in 91% und die Sequenzeisclzen Mensch und dem

Schleimpilz Dictyostelium in 57% Uberein.

Das Major Vault Protein vonXenopus laevis besteht aus 849 Aminosduren und die
theoretische molekulare Masse betragt 95,67 kDa.elrechnete isoelektrische Punkt liegt
bei 5,16. In der aminoterminalen Halfte befindechsacht Vaultdoméanen mit unbekannter
Funktion. Diese Domanen bestehen aus 49-61 Amimesaler carboxyterminale Bereich

des MVP (AS 658-849) stellt eine coiled-coil Doméae (siehe Abb. 2-10).
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1 MVP Domanen 435 658 849

NHl1[213[4[5]6]7 8] i | iled coi COOH

Abb.2-10: Doménenstruktur von Xenopus MVP. In der Aminoterminalen Hélfte befinden sich acht

Vaultdoméanen. Diese Domanen bestehen aus 49-610&&men. Der carboxyterminaBereich des MVP (AS

658-849) stellt eine coiled-coil Doméane dar.

Humanes MVP besteht aus 893 Aminosauren und enthélien Vaultdoménen. Die
Vaultdomanen befinden sich in den ersten 382 Andinen und die coiled-coil Doméne
erstreckt sich von den Aminosauren 648 bis 800 &am et al., 2002; Kozlov et al., 2006).
Im Vault-Komplex ragen die C-Termini der MVPs iredKappe, wo sie uber die coiled-coil
Domanen miteinander verbunden sind, wahrend sielNdlermini mit den Vault-Domé&nen
zur Aquatorregion hin erstrecken (Kozlov et al.0@p Die coiled-coil Doméanen sind fir die
Bildung des Komplexes essentiell. In der Insekt#inzie Sf9, die keine endogenen Vault-
Komplexe besitzt, fihrte die Expression von Rat®P zur Bildung von Vault &hnlichen
Partikeln (Stephen et al., 2001). Somit sind digav&/ault Proteine mit ihren coiled-coil
Domanen fir die Zusammenlagerung der Vault-Komplkexsreichend und benétigen dafur
keines der anderen beiden Vault-Proteine oder @digit\RNA. Neben der intermolekularen
Bindung uber die coiled-coil Doménen kommt es amclth zu einer intramolekularen
Bindung innerhalb eines Proteins. Dabei interagibet N-terminale Region mit dem C-
Terminus (beim Menschen mit den AS 448-651), wasdfé Sekundarstruktur jedes MVP
Molekils wichtig ist (van Zon et al., 2002). Der Amterminus von MVP kann mit dem C-
Terminus der Vault-ADP(Polyribose)-Polymerase iatgeren und somit eine Verbindung
zwischen den beiden Vault-Proteinen gewahrleisBsim Menschen interagiert die vierte
Vault-Domane (AS 177-221) von MVP mit den Amino%iurn564-1724 von VPARP (van
Zon et al., 2002; Kozlov et al., 2006).

Van Zon et al. beschrieben die Notwendigkeit vaic@m beim Zusammenbau der Vault-
Komplexe und postulierten die Existenz von dreiaguen EF-Handen im Aminoterminus
von humanem MVP (AS 118-167; AS 171-220; AS 224)2EF-Hande sind Calcium-
bindende Strukturmotive, die aus einer Helix, eir@ghleife und einer zweiten Helix
bestehen. Die EF-Hande des MVP wurden durch Segaggieich mit anderen EF-Handen
bestimmt. Nach einer genaueren Strukturanalysegli8equenzbereiches konnte inzwischen
die Existenz dieser EF-Hande widerlegt werden (BwH#t al., 2006). Mdglicherweise bindet
Calcium an eine andere MVP-Doméne oder die Calcndumngsstelle wird zwischen zwei
benachbarten MVP-Molekiilen gebildet.
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2.4.2.2Die Vault-Poly-(ADP-Ribose)-Polymerase

Die Vault-Poly-(ADP-Ribose)-Polymerase (VPARP) gehiur Proteinfamilie der Poly-
(ADP-Ribose)-Polymerasen (PARPSs). Diese Proteirffanmutzt das Nicotinamid-Adenin-
Dinucleotid (NAD) als Substrat, um die Addition von mehreren ADBeRE Einheiten an
eine Vielzahl von Proteinen zu katalysieren. VPA&Sertragt die ADP-Ribose Einheiten
von NAD" auf sich selbst und auf MVP. Der Prototyp der PARBteine ist PARP-1, ein
Enzym des Zellkerns, das an der DNA-Reparatur ligtést. Das humane VPARP besitzt
eine molekulare Masse von 193 kDa und besteht @24 Aminosauren (Kickhoefer et al.,
1999). Die Primarstruktur von VPARP besitzt versdene Domanen: (1) Am
Aminoterminus befindet sich eine BRCT-Domaéane, diemegend in Proteinen zu finden ist,
die nach Schadigung der DNA den Zellzyklus konieodin (Callebaut und Mornon 1997);
(2) eine enzymatisch aktive PARP-Domane; (3) eirelli/intera-Trypsin-Doméane (VIT),
innerhalb derer sich eine von Willebrand Typ A (V\VBoméane befindet. VWA Domanen
kénnen in Zellkontaktproteinen, in Proteinen dertrazellularen Matrix, sowie in
intrazellularen Proteinen, die an der Transkriptider DNA-Reparatur, dem Ribosomen- und
Membrantransport beteiligt sind gefunden werden ifidker und Hynes 2002) und
vermitteln vermutlich Protein-Protein Interaktiongd) ein Kernlokalisationssignal (NLS)
und (5) eine MVP-Bindungsdomane am C-Terminus (Koeker et al., 1999).

Im Gegensatz zu MVP, das praktisch ausschlief3hictien Vault-Komplexen zu finden ist,
gibt es bei VPARP neben den an die Vault-Komplegsoaiierten Proteinen auch eine
Subpopulation, die sich frei im Zellkern befindeh Zellkern assoziiert VPARP gemeinsam
mit TEP1 mit der Telomerase, einem weiteren Ribtewkotein (Liu et al., 2004). Wéahrend
der Mitose konnte VPARP aul3erdem an der mitotiscB@mdel beobachtet werden
(Kickhoefer et al., 1999). VPARP scheint weder ber Telomeraseaktivitdt noch bei der
Bildung der Vault-Komplexe essentiell zu sein. VAARNnockout Mause zeigten keinen
sichtbaren Phanotyp. Sowohl die Bildung der Vauwniplexe, als auch die
Telomeraseaktivitat schienen nicht beeintrachtigsein (Liu et al., 2004). Somit bleibt die

Frage Uber die Funktion von VPARP bislang nochroffe

2.4.2.3Das Telomerase-assoziierte Protein 1

Das dritte Protein der Vault-Komplexe ist das Tetoase-assoziierte Protein 1 (TEPL1).
Humanes TEP1 besitzt eine molekulare Masse von 28 und besteht aus 2627

Aminosauren. In TEP1 konnten verschiedene Domanéentifiziert werden. Am
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Carboxylende des Proteins befinden sich 16 putdiizeDomanen (Harrington et al., 1997).
Diese Domanen sind durch Wiederholungen des DigeMiD (Tryptophan-Asparaginsaure)
charakterisiert und bilden die so genannte 3-Pkap8truktur. Solche WD-Wiederholungen
vermitteln vermutlich die Zusammenlagerung von Nputitein-Komplexen (Smith et al,
1999). TEP1 beinhaltet ebenso wie VPARP eine voltleWand Typ A (VWA) Domane, die
vermutlich Protein-Protein Interaktionen vermittelie TROVE-Domane ist neben TEP1
auch in Ro60 zu finden. Diese beiden Proteine Begtandteile von drei verschiedenen RNP-
Komplexen, der Telomerase (TEP1), des Ro-RNP-Koxesle(Ro60) und der Vault-
Komplexe (TEP1), was dieser Domane ihren NamenewNgrl Sie ist vermutlich fir die
Bindung der RNA verantwortlich (Bateman und Kickfeye 2003). Zudem ist noch eine
NACHT-Domane vorhanden (Koonin und Aravind, 2000).

TEP1 bindet an die Vault-RNA (VRNA) und ist fur darLokalisation innerhalb des Vault-
Komplexes essentiell. In TEP1-Knockout-Mausen wav&ult-Komplexe zu finden, die
weder TEP1 noch VRNA enthielten. TEP1 ist nicht fiurdie Bindung der vVRNA an die
Vault-Komplexe, sondern auch fur die Stabilitdt dBNA verantwortlich (Kickhoefer et al.,
2001).

TEP1 assoziiert nicht nur mit den Vault-Komplexsandern auch mit der Telomerase, was
diesem Protein seinen Namen verleint. Welche FanktiTEP1 innerhalb des
Telomerasekomplexes besitzt, ist nicht klar. TERbeékout-Mause zeigten keine

Veréanderung in der Telomeraseaktivitat oder inldgrge der Telomere (Liu et al., 2000).

2.4.2.4Vault-RNA

Die untranslatierte Vault-RNA (VRNA) macht etwa 5%r Masse eines Vault-Komplexes
aus. Die Lange der vRNA variiert von 86 bis 142 &aand auch die Anzahl der vRNAs ist
speziesspezifisch. Maus und Ratte exprimieren éRi¢A mit 142 Basen, der Ochsenfrosch
dagegen besitzt zwei VRNAs von 89 und 94 Basen.mdasschliche Genom codiert fir drei
verschiedene VRNASs: hvgl mit 98, hvg2 und hvg3jmB8 Basen (Kickhoefer et al., 1993,
1998; van Zon et al., 2001). Nur etwa 20% der ewjaniten hvg-Spezies sind an die Vault-
Komplexe assoziiert, wahrend der Grof3teil der hwanamRNAs I6slich im Zytoplasma

vorliegt (Kickhoefer et al., 1998). In den VaultKplexen ist hauptséchlich hvgl zu finden.
Interessanterweise ist in Zellen, die eine Reststgegeniber einer Vielzahl von
Chemotherapeutika aufweisen, vermehrt hvg3 an dielt\MKomplexe gebunden. Daraus

kénnte man ableiten, dass das Verhaltnis, in denlhdmanen vRNAs an die Vault-Kompexe
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assoziiert sind, in einem direkten Zusammenhangdmit jeweiligen Vault-Funktion steht

(van Zon et al., 2001).

Alle VRNA Gene werden von der RNA-Polymerase ldnskribiert (van Zon et al., 2001).

Die VRNA bindet an TEP1 und die Lokalisation an #&ppe des Vault-Komplexes ist

abhangig von der Anwesenheit von TEP1 (Kong et 2000). Behandelte man Vault-

Komplexe mit RNAse, so fiihrte dies zu keiner motpgischen Veranderung. Das deutet
darauf hin, dass die VRNA keine strukturelle, sondane funktionale Rolle innerhalb des
Komplexes tbernimmt (Kong et al., 2000).

Kirzlich konnte gezeigt werden, dass das Proteimitader vVRNA interagiert (Kickhoefer et

al., 2002). La assoziiert mit den 3-Enden vieleu sythetisierter kleiner RNAs und schiitzt
diese vor dem Abbau durch Exonukleasen und erntidglien Einbau der RNAs in

Ribonukleoproteinpartikel. Daher wird spekulierasd La auch beim Einbau der vRNA in die

Vault-Komplexe eine Rolle spielt.

2.4.3 Lokalisation der Vault Komplexe

Mit bis zu 168 Kopien sind die Vault-Komplexe in vielen Zelltypeahlreich vertreten. Der
Groldteil der Vaults ist im Zytoplasma lokalisiewp sie mit Elementen des Zytoskeletts
interagieren. In Rattenfibroblasten wurden Vaulriexe in der Zellperipherie an den
Enden von Aktinfilamenten beobachtet (Kedersha Rothe 1990). Auch in der neuronalen
Zelllinie PC12 kolokalisierten die Vaults an dendén der Axone mit Aktinfilamenten
(Herrmann et al., 1999). Vaults interagieren niuit mit Aktinfilamenten, sondern auch mit
Mikrotubuli. Verschiedene Arbeitsgruppen zeigtematiulmmunfluoreszenzmikroskopie und
Immungoldtechnik eine Kolokalisation von MVP und Kvbtubuli in unterschiedlichen
Saugerzelllinien (Herrmann et al., 1999; Slesinalet2005; van Zon et al., 2006). Einen
deutlicheren Hinweis auf die Interaktion zwischenkidtubuli und Vaults ergibt die
Tatsache, dass RB-Tubulin mit MVP koimmunprazipitievas auf eine direkte Bindung
zwischen diesen Proteinen schliel3en lasst (vaneZah, 2006). Durch FRAP-(fluorescence
recovery after photobleaching)-Analysen mit einenkFP@VP-Fusionsprotein konnten
Slesina et al (2006) zeigen, dass die Vault-Komplen PC12-Zellen mit einer
Geschwindigkeit von etwa 10pm/s zu den periphenmghe der Axone transportiert wurden.
Diese Geschwindigkeit entspricht etwa dem schnelletonalen Transport, bei dem
sekretorische Membranvesikel unter Mithilfe von Bbiproteinen aktiv entlang von
Mikrotubuli transportiert werden. Eine andere Atbgiuppe zeigte ebenfalls durch FRAP-

Analysen, dass sich der Transport von GFP-Vaulth aestabilisierung der Mikrotubuli
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deutlich verlangsamte (van Zon et al., 2006). Hnikere Studie derselben Arbeitsgruppe
deutete jedoch auf eine passive Diffusion der VRalttikel hin (van Zon et al., 2003). Die
widerspruchlichen Ergebnisse konnten darauf himevgidass der Transport von Vault-
Komplexen nur Gber weitere Distanzen abhangig vakrdtubuli ist und kirzere Strecken
durch passive Diffusion zuriickgelegt werden.

Etwa 5% der Vault-Komplexe sind im Zellkern lokads (Slesina et al., 2005). Die
nukleoplasmatischen Vault-Partikel sind zum Teilummittelbarer Nahe der Kernhille zu
finden. Vaults sind auch an die Kernporenkomplexessoaiiert.  Durch
Immungoldlokalisationen konnten sie in Rattenfidaslben und in humanen Astrocyten
(U373-Zellen) sowohl auf der zytoplasmatischen, gkleoplasmatischen Seite und auch
innerhalb der Kernporen nachgewiesen werden (Slestiral.,, 2005; Chugani et al., 1993).
Wahrend der Seeigelentwicklung kommt es zu eineaMiderung der zellularen Lokalisation
der Vault-Komplexe. In den frihen Furchungsstadierd die Major Vault Proteine und
damit auch die Vault-Komplexe innerhalb des Zytepias verteilt. Die Proteinmenge bleibt
in diesen frihen Entwicklungsstadien konstant, esirkt aber zu einer zunehmenden
Anreicherung von MVP im perinuklearen Zytoplasma.b Adem mesenchymalen
Blastulastadium und auch im Laufe der weiteren kokng ist MVP innerhalb des
Zellkerns zu finden (Hamill und Suprenant 1997). Ithle Rolle die Vault-Komplexe
wahrend der Seeigelentwicklung tibernehmen istcafigs noch unklar.

2.4.4 Zellulare Funktion der Vault-Komplexe

Die genaue zellulare Funktion der Vault-Komplexebislang noch ungeklart. Aufgrund ihrer
Morphologie, Struktur und Interaktionen mit andeReoteinen auf der einen Seite und durch
Untersuchungen von Zellkulturen, Tiermodellen ufidi&chen Proben auf der anderen Seite,
werden sie mit einer Reihe von zellularen Mechagrsin Verbindung gebracht.

So vermutet man, dass das Major Vault Protein bei,Bultiplen Drug Resistenz* (MDR)
eine Rolle spielt. Bei der MDR besitzen Zellen eiResistenz gegeniber bestimmten
Arzneistoffen. Da dieses Phadnomen haufig bei Tuellenz auftritt, stellt es besonders in der
Krebstherapie ein grof3es Problem dar. In Zellen MDR konnte eine gesteigerte
Expressionsrate von MVP beobachtet werden. DiegeelSsionsrate war bis zu 15-fach
hoher als in nicht resistenten Zellen. Neben eieehdhten MVP-Level, konnten auch die
anderen Komponenten der Vault-Komplexe (TEP1, VPARENA) vermehrt nachgewiesen
werden (Kickhoefer et al., 1998). Doxorubicin (DO} eine Substanz, die haufig in der

Chemotherapie verwendet wird und die an die Topoesase kk bindet. Dadurch werden
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Transkription und Replikation gehemmt, was lethtlanich weitere Zellteilungen verhindert.
In MVP-negativen Zellen konnte DOX hauptsachlich #allkern nachgewiesen werden,
wéhrend es in Anwesenheit von MVP hauptsachlicZytoplasma lokalisiert war (Kitazono
et al., 1999). Das legt die Vermutung nahe, dassMdiults am nukleo-zytoplasmatischen
Transport von Arzneimitteln beteiligt sind und sbrdieren Wirkungsweise im Zellkern
hemmen.

Es gibt aber auch noch weitere Hinweise auf eingeilBgung der Vault-Komplexe bei
Transportprozessen. Zum einen ist der innere Hotmrder Vault-Partikel grol3 genug, um
Proteinkomplexe mit einem Durchmesser von bis zin®3 zu umschliel3en (Kong et al.,
1999). Zum anderen konnten etwa 5% der Vault-Koxglen Zellkern und an bzw. in den
Kernporenkomplexen nachgewiesen werden (Slesiah, &005). Das deutet darauf hin, dass
sich die Vault-Komplexe zwischen dem Zytoplasma dach Zellkern hin und her bewegen
konnen. MVP konnte aus humanen MCF-7 Brustkrebszajemeinsam mit dem Ostrogen-
Rezeptor (Abbondanza et al., 1998) und beim Seggakinsam mit Ribosomen aufgereinigt
werden (Hamill und Suprenant 1997). Daher konnten \daults sowohl beim nukleo-
zytoplasmatischen Transport des Ostrogen-Rezetisrawuch beim Export von Ribosomen
eine Rolle spielen. Neben dem nukleo-zytoplasmiaiscTransport gibt es Anzeichen dafur,
dass Vaults in den Transport von synaptischen é&signtlang von Mikrotubuli involviert
sind (Herrmann et al., 1996 und 1999).

MVP interagiert mit einigen Phosphatasen und Kinasend konnte somit auch
Zellsignalwege beeinflussen. MVP interagiert mitmdelumorsuppressor PTEN, einer
Phosphatase, die durch Inaktivierung von Phospjiatasitol-Derivaten  den
Phosphoinositid-3-Kinase-Signalweg inhibiert unandaapoptosefordernd wirkt (Yu et al.,
2002). Wird PTEN blockiert, so entféllt diese inkitende Wirkung auf das Zellwachstum
und es kommt zur unkontrollierten Zellvermehrungwlelcher Weise MVP auf PTEN wirkt
ist allerdings noch unklar. MVP ist auch in einagralweg involviert, der die Aktivitat des
Transkriptionsfaktors Elk-1 reguliert. ZunéachsgtidMVP in einen Komplex mit der Tyrosin-
Phosphatase SHP-2 vor. Auf die Stimulation durch-EE&pidermal Growth Factor) wird
MVP phosphoryliert und dient dann als SubstratSitP-2. Nach der Dephosphorylierung
von MVP dissoziiert der Komplex und SHP-2 liegfrieier und aktiver Form vor (Kolli et al.,
2004). Aktives SHP-2 l6st eine Signalkaskade aiwgsletiztlich zu einer Aktivierung von EIk-
1 fuihrt. EIk-1 ist ein Transkriptionsfaktor, der fdas Uberleben der Zelle wichtig ist. Wurde
die Expression von EIlk-1 durch siRNA herunterregi)iso kam es vermehrt zu Apoptose

(Mamali et al., 2008). Die Idee, dass MVP in dagraitransduktion von Wachstumsfaktoren
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eine Rolle spielt, wird durch die Beobachtung ustigrt, dass es nach Zerstérung der MVP-
Gene bei Dictyostelium unter Nahrstoffstress zwekkein in Wachstum und der Morphologie
kam (Vasu und Rome 1995).

AulBerdem kénnten die Vaults bei der Zelldifferenzng eine Rolle spielen. So kommt es
wahrend der Differenzierung von Monozyten zu ddisibtien Zellen zu einer stark erhéhten
Konzentration an MVP. Antikorper gegen MVP stortka Differenzierung zu dendritischen
Zellen und beeinflussten deren stimulierende Wigkaaf T-Zellen wéahrend der spezifischen
zellularen Immunabwehr negativ (Schroeijers et2002). Es gibt auch Hinweise, dass die
Vaults an der Embryonalentwicklung des Seeigelseiligit sind. Mit Beginn des
mesenchymalen  Blastula-Stadiums, dem Ubergang larisc Zellteilung und
Zelldifferenzierung, akkumuliert MVP im Zellkern @thill und Suprenant 1997). Damit
kénnte MVP entweder direkt oder indirekt durch Relerung anderer Proteine Einfluss auf

die Zelldifferenzierung nehmen.

2.5 Zielsetzung der Arbeit

Ziel dieser Arbeit war es, die Bildung der Kernkeldm Modellorganismus voXenopus
laevis genauer zu untersuchen. Das zellfreie SystenXengpus laevis Eiextrakt ist fur diese
Studien sehr gut geeignet. Im Eiextrakt kann machdZugabe von Spermienchromatin und
Energie die Bildung von in-vitro Kernen induziereDieses System ist zudem leicht
manipulierbar. Wird der Extrakt mit Energie vorifthert, so bilden sich Annulate Lamellae.
Dabei handelt es sich um Membrancisternen bzw. ellem die oft parallel gestapelt
vorliegen und von Porenkomplexen durchsetzt sindt @an Spermienchromatin zu diesem
vorinkubierten Extrakt, dekondensiert das Chromatid es bilden sich porenlose Kerne. Es
wurde bereits in friheren Studien gezeigt, dasgZdgabe von gesamten Membranvesikel aus
Xenopus-Eiern ausreichend war, um in zuvor porenlosen &eidernporen bilden zu kénnen.
Nun sollten die Membranvesikel fraktioniert, isoliend ihr unterschiedliches Verhalten bei
der Kernhillenbildung charakterisiert werden. Dassdmdere Ziel lag in der
Charakterisierung der poreninduzierenden Membrakelesum Faktoren zu identifizieren,
welche die Insertion der Kernporenkomplexe in dierrnembran initiieren. Die an der
Bildung der Kernporen beteiligten Membranvesikelrdesm mit Hilfe des Motorproteins
Kinesin aktiv entlang von Mikrotubuli zu den poresén Kernen transportiert. Deshalb
sollten auch die am Transport der poreninduziernddembranvesikel beteiligten

Komponenten identifiziert werden.
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3. Material

3.1 Biologisches Material

3.1.1 Tiere

Der sudafrikanische Krallenfrosckenopus laevis wurde von einer franzdsischen Tierfarm bezogen
(Xenopus Express France, F-43270 Vernassal, wwwpwsicom) oder stammten aus der

institutseigenen Nachzucht.

3.1.2 Bakterienstamme

E.coli TOP10 OneShot® Invitrogen, Karlsruhe
E.coli XL 1-Blue Stratagene, Heidelberg
E.coli Rosettd"(DE3)pLys Novagen, Darmstadt

3.1.3 Zelllinien

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

XTC: Die Zelllinie stammt aus embryonalem Gewebe Wanopus laevis. Die Zellen wurden in
RPMI mit 20% FCS, 2% L-Glutamin, 1% Penicillin/Sitamycin bei 37°C und 5% GQultiviert.

HelLa: Die Zelllinie stammt aus dem Epithelgewebe eingmnschlichen Cervix-Karzinoms. Die
Zellen wurden in Eagle’s MEM (Minimum Essential Med) mit Earle’s Salzen und 10% FCS bei
37°C und 5% Cg@in Kultur gehalten.

COS-7. (Cercopithecus aethiops). Fibroblasten-ahnlicieréyizelllinie von CV-1 Zellen der griinen

Meerkatze abgeleitet. Diese Zellen wurden in 90%HMVMIt 10% FCS bei 37° C und 5% ¢

Kultur gehalten.
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3.1.4 Antikorper

Tab. 3-1: Antikérper. Fir die Immunfluoreszenz (WR)rden die Antikdrper in PBS, fir den Westernl§iaiB)

in TBST verdinnt.

Antigen Antikorper | Herkunft Verwendung | Quelle
Nup62 monoklonal Maus IF 1:1000 Lourim et al., 899
Lamin L, und L, bei| S49H2 monoklonal Maus IF 1:100 Prof. Georg Krohne
Xenopus WB 1:5000
Fibrillarin 72B9 monoklonal Maus IF 1:25 Reimeragt 1987
gp210 Kaninchen IF 1:100 Wolfram Antonin
WB 1:1000
POM121 Kaninchen IF 1:100 Wolfram Antonin
WB 1:1000
LBR Meerschwein WB 1:1000 Dreger et al., 2002
LAP2 beiXenopus Meerschwein WB 1:5000 Lang et al., 1999
Aktin 2G2 Maus WB:1:1000
3-Tubulin monoklonal Maus IF 1:200 Sigma
WB 1:1000
Importina polyklonal WB 1:1000 Dr. M. Moore
Kaninchen
Importin 3 polyklonal WB 1:1000 Dr. M. Moore
Kaninchen
p97ATPase Maus WB 1:1000
Ran polyklonal WB 1:1000 Dr. M. Moore
Kaninchen
Kinesin monoklonal WB 1:1000 Sigma
Maus
MVP monoklonal IF 1:100 Biotrend
Maus WB 1:1000
XMVP polyklonal IF 1:100 im Laufe dieser Arbe
Meerschwein WB 1:1000 | selbst hergestellt
Histidin polyklonal WB 1:1000 Qiagen
(Epitop aus 5 His) Maus
Myc-Epitop monoklonal IF 1:200 Invitrogen
Maus
anti-Maus Peroxidase Ziege WB 1:5000 Dianova
anti-Meerschwein Ziege WB 1: 10000| Dianova
Peroxidase
anti-Kaninchen Ziege WB 1:10000 | Promega
Peroxidase
anti-Maus Texas Red Ziege IF 1:50 Dianova
anti-Maus Cy3 Ziege IF 1:50 Dianova
anti-Maus Cy2 Ziege IF 1:50 Dianova
anti-Meerschwein Ziege IF 1:50 Dianova
Texas Red
anti-Meerschwein Ziege IF 1:25 Dianova
DTAF
anti-Maus an 12nm Ziege 1:20 - 1:40 Dianova

Gold gekoppelt
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3.2 Molekularbiologisches Material
3.2.1 Plasmidvektoren

3.2.1.1pCR®2.1-TOPO®

lacZa ATG
Reverse Primer |

BSIIX I EC?R |
. Bhe H PCR Product £
e (el g =02 Pl

EcoRV Bs‘tx | N?r I Xhol Nsil Xbal Apal
|

T7 Promoter M13 Forward (-20) Primer

CG TAT T2

pCR®2.1-TOPO®
3.9kb

Abb. 3-1: Vektorkarte von pCR.1-TOP®, Invitrogen

Dieser Vektor ist Bestandteil des ,TOPO TA Cloning@s" der Firma Invitrogen. Er wurde fir eine
Klonierung von PCR-Produkten durch Adenosin-UbegeiagAT-Cloning) konzipiert. Der Vektor
enthdlt neben dem Lac- Operon, das eine Blau-Wei&8on transformierter Bakterienklone
ermoglicht, eine Ampicillin- und eine Kanamycin-lsatte. Dieser Vektor wurde ausschlief3lich zur

~Zwischen-Klonierung“ langerer PCR-Produkte verwend
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3.2.1.2pET-21a(+)

Sty 157
| {Bpu 1102 lis0)

. Nhe 1(231)
— Nde 1(238)
—— SgrA 1(383)
_——Sph l(s39)
~—— EcoN |1599)
& S PfIM lis46)
~— ApaBb l(748)

Pvu l(2428)

e AT
Pstli4303) / /[ &5 3 )
4 & =R
n a = 1\ BstE llj1245)
< > ‘”Bmg 1(1273)
Bsa I(4119F = || MApali27s)
Eam1105 li4058) § [I pE(I;‘%ga)('{') 8 *
T P i BssHIl{1475)
\ {EcoR V(1514)
NHpa l(1570)
AlwN 13581
ey O’);’ PshA l(1309)
(&:
997)
| PpuM 12171
Pspb lli2171)
BspLU11 I(3185) — . Bpu10 l2271)
Sap l(3049) “-—*l‘"
Bst1107 12936) .‘ff BspG li2691)

Tth111 li2e10) /

T7 promoter primer #69348-3

Baill T7 promoter

RCGACTCAC

1 o His«Tag
TATACATATG cTC

Bpul1021

T7 terminator
AACTAGCATAACCCCTTGGGGCCTCTAAACGGGTCT

T7 terminator primer #69337-3

Abb. 3-2: Vektorkarte von pET-21a(+), Novagen

Dieser Vektor der Firma Novagen ermdglicht die Eggion eines Proteins mit einem ,His-Tag" an

dessen C-Terminus. Das ,His-Tag" erméglicht dieritging des Proteins Gber eine Matrix aus Ni-

NTA-Agarose. Soll ausschlielich das C-terminaleis;Hag” angehdngt werden, muss die

entsprechende cDNA mit ihrem 5’-Ende Uber Ndel iddrnwerden, sonst wird N-terminal zuséatzlich

ein ,T7-Tag" angehangt. Zur Selektion transforn@erBakterien tragt der Vektor eine Ampicillin-
Resistenz.
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3.2.1.3pEGFP-C2

! Nhelisx)
L—Ecod7 lll (597)
Age | (501)

PCMV IE

Eco0109 |

poly A

558 pEGFP-C2 |
BsiG | (1323)
aTkb _
Kan'/ poly A MCS
Neo' fl (1343-1421)
SVA0 ori ori
Povay
I Miul (1646)
Dra lll (1876)
Stul
{2581)
EGFP 130 13O 10 1380 1310 1330 30 140 STOPs
TAC AAG "I’CC GGC CG6 AE.T CAG ATC TCé AGC TCA AGC "FTC GAATTC T&C AGT CGA EEé TAC CGC GGG ‘CCE GGG ATC C:\C CGG ATC TAG ATA ACT GAT CA
Eagl Bglll Xhol s3¢| HindIl  EcoR1 Pstl Sall  Kpnl Apal \\ BamH | Xbal* Bell*
Ech3sll Acel Aspﬂsls IfspiZﬂl iﬂlﬁ:
ac ma

Abb. 3-3: Vektorkarte von pEGFP-C2, Clontech Labanias

pPEGFP-C2 kodiert fir das verstarkt leuchtende dhinreszierende Protein (EGFP), das fur die
Expression in Saugerzellen optimiert wurde (Exioms$-Maximum = 488 nm; Emissions-Maximum
= 507 nm). Das GFP wurde urspringlich aus der @ualkquorea victoria isoliert. Hohe
Expressionslevel werden in tierischen Zellen dudgm menschlichen Cytomegalovirus (CMV)-
Promotor erreicht. Durch die SV40-Region des Vektaird ein Polyadenylierungs-Signal an das
entstehende Transkript angefugt. Durch das Klonigos Genen in die MCS des pEGFP-C1 Vektors
werden die entstehenden Proteine am N-Terminusderit EGFP fusioniert. Die griinleuchtenden
Fusionsproteine kdnnen dadurch mit Hilfe der Flapemz-Mikroskopie lokalisiert werden. Neben
diesem Vektor stehen noch andere Vektoren zur garf§ (pEGFP-C1 oder —C3), die in der MCS
entweder einen veranderten Leseraster (,readingetfpaufweisen oder das grin-fluoreszierende
Protein am carboxyterminalen Ende des zu untersgiegmeProteins anhangen (pEGFP-N1, -N2 oder

—N3). Alle EGFP-Vektoren weisen ein Kanamycin-Resizggen auf.
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3.2.1.4pCMV-Myc

Xba | (625)

SV40 SD/SA
Mve G
pCMV-Myc % MCS

Ampr
poly A

Xba |
(1134)

mah = Forward sequencing
primer

30 840 650 460 870

C ACC ATG GCATCA ATG CAG AAG CTG ATC TCA GAG GAG GAC CTG CTT
Myc tag

880 890 900 910 920

ATG GCC ATG GAG GCC CGA ATT GGG TCG ACC GAG ATC TCT CGA GGT ACC GGG GCC GC
Sfi I8 EcoR | SalI® Byl ~Xho® Kpnl Notl

Abb. 3-4: Vektorkarte von pCMV-Myc, Clontech Labtraes

Der pCMV-Myc Expressionsvektor hangt an GenprodiNdieerminal ein c-Myc Epitop-Tag an. Das
sehr kleine c-Myc Epitop-Tag besteht aus 13 Aminceséd (1,5 kDa) und ist stark immunreaktiv.
Hohe Expressionslevel werden in tierischen Zellercld den menschlichen Cytomegalovirus(CMV)-
Promotor erreicht. Durch die SV40-Region des Vektoird ein Polyadenylierungs-Signal an das
entstehende Transkript angefiigt. Auch dieser Vektathadlt ein Ampicillin-Resistenzgen fir die

Selektion positiver Bakterienklone.

3.2.2 Enzyme

Phusion™ High Fidelity DNA-Polymerase Finnzymiesankfurt/Main
Tag-DNA-Polymerase Institutseigene Herstellung
T4-DNA-Ligase MBI Fermentas , St. Leon-Rot
Klenow-Fragment MBI Fermentas, St. Leon-Rot
Shrimp Alkalische Phosphatase MBI Fermentad,&in-Rot
Restriktionsenzyme, div. MBI Fermentas , Soh-#Rot;

New England Biolabs, Frankfurt/Main
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3.2.3 Oligonukleotide

Oligonukleotide fir die spezifische Amplifikatioron cDNA-Fragmenten oder fiir Sequenzierungen

wurden bei der Firma Biomers (Ulm) bestellt.

Tab. 3-2: Oligonukleotide

Bezeichnung | Sequenz Annealing- Bemerkung
temperatur

M13 forward 5°-GTA AAA CGA CGG CCA G-3° 48°C

M13 reverse 5-CAG GAA ACA GCT ATG AC-3° 48°C

pEGFP-C 5’ 5-ACATGG TCC TGC TGG AGT TCG-3' 50-60°

pEGFP-C 3’ 5-CAG GGG GAG GTG GAG G-3° 50-60°C

pCMV-Myc 5° | 5-AGC TGC GGA ATT GTA CCC-3’ 50°C

pCMV-Myc 3" | 5-TGG TTT GTC CAA ACT CAT CAA-3° 50°C

MVP_Not | 5"-GCG GCC GCA TCG GAC TCC TTC TC[Ch4°C reverse; mit Notl-
TGG G-3° (Tm 77°C) Schnittstelle;

MVP_Nde | 5"-CAT ATG AGT GAG GAA TCC ATT ATC 53°C forward; mit
CG-3° (Tm 57°C) Ndel-Schnittstelle

MVP_Seq 1 5"-ACC CAC CTT CTT AAC CAG CCA-3’ 56°C vagse

MVP_Seq 2 5-GGA AGA AGG ACT TCT CGC CC-3 54°C eese

MVP_Seq 3 5"-ATA ACC ACC AAC TCC CAG GAG G-3 56°C forward

MVP_Seq 4 5-CTTTCG CAG TTT TGA TGT CCC-3’ 54°C veese

MVP_Seq 5 5-GGT GAG AAG GGA GGC CAT TC-3 55°C veard

MVP_Seq 6 5-GAG CTG GTG GTACTT GGT CCT G-3° 55°C forward

MVP_Seq 7 5"-CGA CGACTT CCACAAGAACTC C-3 55°C forward

MVP_Seq 8 5°-GTC TCT CAG ATC TGT CAG CCA AAG-3'| 1a° reverse

3.2.4 GroRenstandards

Lambda DNA/EcoRI+Hindlll, Marker 3 MBI Fermenta$St. Leon-Rot
Precision Plus Protein™ Standards, Dual Color -maol, Munchen

High Range SDS-Page Standards Bio-Rad, Minchen

Low Range SDS-Page Standards Bio-Rad, Miinchen
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3.2.5 Kits und Kitbestandteile

ABI Prism® BigDye™ Terminator Cycle
Sequencing Ready Reaction Kit

Amersham ECL™ Advance Western Blotting
Detection Kit

E.Z.N.A.® Plasmid Miniprep Kit |

E.Z.N.A.® Gel Extraction Kit

Effectene™ Transfection Reagent
Lipofectamine™ Reagent

Ni-NTA-Agarose

TOPO® - Cloning Kit

3.3 Chemikalien

Chemikalien und Lésungsmittel wurden, wenn im Taitht anders vermerkt, von den Firmen
Applichem (Darmstadt), Calbiochem (Darmstadt), R¢Karlsruhe), Merck (Darmstadt), Serva

Applied Biastgms, Darmstadt

AmershanauBschweig

peqglab Bioteabliogie GmbH, Erlangen
peglab Biotechngle GmbH, Erlangen
Qiagen, Hilden
Invitrogen, Karlsruhe
Qiagen, Hilden

Invitrogen, Karlsruhe

(Heidelberg), Fluka (Berlin) oder Sigma (Deisenimfie Analysenqualitat bezogen.

3.4 Gerate

Biophotometer

Brutschrank, CO2-Auto-Zero
Cytospin 2-Zentrifuge

Drehtisch, regelbar

Eismaschine AF10
Elektronenmikroskop Zeiss EM10
Elektrophoresesystem fur Minigele
Feinwaage AC100
Fluoreszenzmikroskop Axiophot
Stereo HB 050 mit Quecksilberlampe
Graphit-Blotkammer

Heizblock

Kippschuttler WS5

Kahlzentrifuge Minifuge RF und GL
Kuhlzentrifuge RC 5B

Laborwaage PB 3002 Delta Range
Magnetrihrer M 23

Eppendorf, Hamburg
Heraeus-Holding, &lan
Shandon, Frankfurt
Heidolph, Uber Hartenstéitiyzburg
Scotsman, Uber Hartensteimziiig
Zeiss, Oberkochen
BIO-RAD, Miinohe
Mettler, Giel3en

Zeiss, Oberkochen

LMS, Uber Hartenstein, Wiinzh
Liebisch, Uber Hartenstein, Wirzburg
Edmund Buhler, Tubingen
Heraeus-Chridsterode
Sorvall, Du Pont, Bad Hamtp
Mettler, Giel3en
GLW, Wirzburg
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Mikroinjektor Femto Jet express
pH-Meter pH 525

Pipetten

Proteingelkammer Mini V8
Schittler Certomat R und S

Schwenktisch 3013

Sequenzierer ABI PRISM™ 310 Genetic Analyser

Sonifier B12

Stabilisiertes Netzgerat
Stereomikroskop Wild M8
Thermocycler

Tischzentrifuge 5415 R, kihlbar
Tischzentrifuge

Ultrazentrifuge L7-80

Umkehrmikroskop IM 35
UV-Transilluminator Typ IL-350.M
Vortexer L46

Wasserbad WTH 500

Eppendorf, Hargbur
WTW, Uber Hartenstein, Wirzburg
Eppendorf, Hamburg
Gibco BRL
B. Braun Biotech maéipnal, Gber
Hartenstein, Wirzburg
GLF, Uber Hartenstein, Wirgbu
AppBosystems GmbH, Weiterstadt
Branson Sonic Power Company, tbeh&e
Heinemann, Schwabisch Gmuind
Fischer, Heidelberg
Leica, Heidelberg
Peglab Biotechnologie GmbH, igkn
Eppendorf, Hargbu
Hettich, Uber Hartenstein, Waiurg
Beckmann Inc., Fullerton,SA. Deutsche
Vertretung, Minchen
Zeiss, Oberkochen
Bachhofer Laladoriumsgerate, Reutlingen
GLW, Uber Hartenstein, Wirzburg

Kottermann, Uber Hartensteidirzburg
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4. Methoden

4.1 Zellfreies System aus<enopus laevis Eiern

4.1.1 Herstellung von interphasischem Eiextraktes

Ldsungen:

e MMR: 0,1 M NaCl
20 mM KCI
10 mM MgSQ
20 mM Cadl
50 mM Hepes
1 mM EDTA

pH 7,8 (NaOH)
e Y2MMR: MMR, 1:4 verdiinnt in dest. Wasser
* Puffer6: 250 mM Saccharose
50 mM KCI
I1mMDTT
2,5 mM MgC}
50 pg/ml Cycloheximid
5 pg/ml Cytochalasin B
* 2% (wl/v) Cystein in dest. Wasser, pH 7,8 (NaOH)
* 1% (w/v) Agarose in ¥ MMR

¢ 0,1 M NaCl in Leitungswasser

Um Eier zu erhalten, wurden zwei weiblich¥anopus laevis am Tag vor Versuchsbeginn 1200 U
Choriongonadotropin injiziert und die Frosche afis@@nd in ein Becken, gefillt mit 0,1 M NacCl in

Leitungswasser, gesetzt.

Am nachsten Tag wurden ca. 25-30 ml der abgelaichter in ein 50 ml Greinerréhrchen Uberfuhrt,
die Natriumchloridlésung abgegossen und das RoOhrahé 2% Cysteinldsung aufgefillt und

luftblasenfrei verschlossen, um eine vorzeitige M&tung zu verhindern. Die Eier wurden nun
maximal zehn Minuten unter langsamem Drehen mitt€hysinkubiert, bis sich die Gallerthille

aufgeldst hatte. Anschliel3end wurden sie vier-seishsmal mit MMR gewaschen. Die Eier wurden
durch Elektroschock aktiviert. Dazu wurde eine HEleschock-Kammer mit 100 ml einer frisch

aufgekochten 1% Agaroseldsung geflllt. Nach Erkatter Agarose wurde sie mit 200 ml ¥4 MMR
Uberschichtet und die Eier in die Schockkammer fuber Die Aktivierung erfolgte nach einer

Methode von Karsenti et al. (1984) fur zwei Sekumbei 12 V Gleichstrom. Danach wurden die Eier
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fur 20 Minuten in ¥4 MMR inkubiert und anschlie3eimd50 ml Puffer 6, der Cytochalasin B als

Aktin-Depolymerisator und Cycloheximid als Protgingheseinhibitor enthalt, Uberfihrt. Das

Cycloheximid verhindert, dass der Extrakt in eimaitotischen Zustand tbergeht. Die Eier wurden in
Eppendorfreaktionsgefalle gefullt und 30 Sekundenl1B80 rpm in einer Eppendorfzentrifuge

zentrifugiert. Der Uberstehende Puffer 6 wurde iebtgy abpipettiert und die Eier bei 12000 xg zehn
Minuten bei 4°C in Eppendorfreaktionsgefal3en faakgrt. Alle nun folgenden Arbeitsschritte fanden
bei 4°C statt.

_I__—— Lipide
Zentrifugation zum . Aufbrechen der Eier ____— zytoplasmatische |solierung der

Entfernen des Puffers ;:':d: und Fraktionierung =] Phase zytoplasmatischen Phase
‘éﬂ Y ~7——— Dotter und
4/ "
] Pigment

Durch Elektroschock
aktivierte
Xenopus laevis Eier

“aktivierter Eiextrakt”

Abb. 4-1: Herstellung von aktiviertem Eiextrakt

Man enthielt drei Fraktionen, eine bestehend auseDond Pigmenten, eine aus dem Zytosol und
eine dritte, die Lipide enthielt. Mit einer Spritaairde die mittlere, zytosolische Fraktion enthomme
Um Dotterreste und andere groRe Partikel aus detralixzu entfernen wurde die zytosolische
Fraktion in ein frisches Eppendorfreaktionsgefa®riilinrt und fir zehn Minuten bei 12000 xg und
4°C zentrifugiert. Die gereinigte mittlere Fraktisrurde erneut mit einer Spritze enthommen. Der so
hergestellte aktivierte Eiextrakt wurde entwedefogoverwendet oder in flissigem Stickstoff

eingefroren und bis zum Gebrauch bei —70°C gelagert

4.1.2 Herstellung von Membran- und I6slicher Fraktion ausinterphasischem Eiextrakt

LOsungen:
Puffer 6:  (siehe 4.1.1)

Um die Membranfraktion und die |8sliche Fraktiors giktivierten Eiextraktes zu trennen, wurde der
Extrakt in einer Ultrazentrifuge (Beckmann, Rot&WS0.TI) zunachst bei 100.000 xg fir 60 Minuten
(4°C) zentrifugiert (Newmeyer & Wilson, 1991). Dadi entstand ein Sediment aus Glykogen und
ein milchiger Uberstand, der Igsliche Proteine dembranvesikel enthielt. Der milchige Uberstand
wurde mit einer Spritze entnommen und fir zwei 8&ambei 200.000 xg in der Ultrazentrifuge bei
4°C zentrifugiert. Dadurch gelangte das restlichgk@en ins Pellet. Darlber befand sich eine weil3e
Schicht aus Membranvesikeln und der klare Uberstenthielt die loslichen Proteine. Die
Membranfraktion (P200) wurde mit einer Spritze atmgemen, mit etwas Puffer 6 verdunnt und gut
resuspendiert, um Aggregate von Membranvesikelrvemmeiden. Der I6sliche Uberstand (S200)
wurde abgenommen und fur Rekonstitutionsexperimeméerdinnt verwendet.
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4.1.3 Herstellung von mitotischem Eiextrakt (nach Newmeyeund Wilson, 1991)

Losungen:

* MMR (siehe 4.1.1)

* M-Lysispuffer: 80mM [-Glycerophosphat (pH 7,4)
20mM EGTA (pH 8,0)
15mM MgC}
ImM DTT

Weibliche Frésche wurden wie unter 4.1.1 beschrigthue Eiablage stimuliert und die Gallerthiille der
Eier mit Cystein entfernt. Das Cystein wurde duviddrmaliges Waschen mit MMR entfernt und
anschlielend dreimal mit M-Lysispuffer gewascherie Bier von Xenopus laevis sind in der
Metaphase der zweiten meiotischen Teilung arretiais heildt die vorratigen Komponenten wie
Lamine, Nukleoporine und die Kernmembran liegedigassemblierter Form vor. Um diesen Zustand
aufrechtzuerhalten und um eine vorzeitige Fusion Membranvesikel zu verhindern, wurde der
Extrakt in Anwesenheit von [3-Glycerophosphat, einehosphataseinhibitor, und EGTA, einem
Calciumchelator, prépariert. Die Eier wurden in &pgorfreaktionsgefa3e Uberfuhrt, Gberschiissiger
Puffer entfernt und die Proteaseinhibitoren Apiationd Leupeptin in einer Endkonzentration von
3 pg/ml hinzu gegeben. Die Eier wurden bei 12.09Gix zehn Minuten bei 4°C fraktioniert. Die
zytoplasmatische Phase wurde enthnommen und zurgRemerneut fir zehn Minuten bei 12.000 xg
und 4°C zentrifugiert. Der so hergestellte mitdisdEiextrakt wurde gleich im Anschluss fur die

Aufreinigung der Membranvesikel verwendet.

4.1.4 Auftrennung der Membranfraktionen dber einem diskontinuierlichem

Zuckergradienten

Ldsungen:
* Puffer6: (siehe 4.1.1)

e 30% Saccharose: 0,214 g Saccharose in 1 ml Puffer 6
* 40% Saccharose: 0,314 g Saccharose in 1 ml Puffer 6
» 50% Saccharose: 0,414 g Saccharose in 1 ml Puffer 6

Zur Aufreinigung der Membranfraktionen wurde miscotier Eiextrakt (siehe 4.1.3) verwendet. Der
Extrakt wurde zunachst in die Membran- und ldslicheaktion getrennt (siehe 4.1.2). Die
Gesamtmembranfraktion (P200) wurde entnommen un2Difachem Volumen eiskaltem Puffer 6
resuspendiert. Die resuspendierten Membranvesiketlem nun auf ein 60%iges Saccharosekissen
pipettiert und fur 20 Minuten bei 40.000 xg pebeti Die Membranvesikel wurden vorsichtig vom

Saccharosekisssen mit mdglichst wenig Puffer abgemen und gut in Puffer 6 resuspendiert. In
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Zentrifugenréhrchen (Beckman, Ultra-CIB4rTubes, 5x41 mm) wurde ein diskontinuierlicher
Zuckergradient erstellt, indem man die unterscitedkonzentrierten Saccharoselésungen beginnend
mit der 50%igen LOsung vorsichtig Uberschichtete gewaschene Membranfraktion wurde auf den
30%igen Zucker pipettiert. Um die Membranvesikefizatrennen wurde 60 Minuten bei 30.000 rpm
und 4°C in einer Ultrazentrifuge (Beckmann, RotdV5®.TI) zentrifugiert. Dadurch entstanden drei
verschiedene Membranfraktionen: eine innerhalb 3@%oigen Zuckerlésung, eine innerhalb der
40%igem Zuckerldsung, und eine an der Grenze zersdld und 50%igem Zucker. Diese Fraktionen
wurden getrennt voneinander mit einer Pipette abgemen, aliquotiert und entweder sofort

verwendet oder in flissigem Stickstoff eingefrouenl bei —70°C gelagert.

—losliche Fraktion

Zentrifugation beiE (S200)

200.000g fiir 2h \Gesamtmembran

—_ Fraktion
(P200)

— Glycogen

—“30% Membranfraktion”

Zentrifugation >

— “40% Membranfraktion”
— Mitochondrien

mitotischer Zucker-
Eiextrakt gradient

Abb. 4-2: Isolation der Membranfraktionen

4.1.5 Gewinnung von Spermienchromatin aus<enopus laevis Hoden

Ldsungen:
* MS 222 (3-Aminobenzoesaure-ethylester-methansulfo@2% in Leitungswasser
* SuNaSp: 250 mM Saccharose

75 mM NacCl

0,5 mM Spermidin

0,15 mM Spermin
» Lysolecithin-Lésung: 1 mg/mLysolecithin (Fluka, Neu-UIm) in 75 mM NaCl
» Stoppl6sung: 3% (w/v) BSA in SuNaSp

In MS 222 ané&sthesierten mannlichen Froschen wdreleBauchdecke gedffnet und beide Hoden
entnommen, die jeweils in 1 ml gekihlten SuNaSgdrufiberfuhrt wurden. Die folgenden
Praparationsschritte fanden bei 4°C statt. Mit riSehere wurden die Hoden in kleine Stiicke
geschnitten und anschlieBend mit einem Eppendorhdhiamogenisator homogenisiert. Das
Eppendorfreaktionsgefa? wurde mit SuNaSp aufgefiitt fur drei Minuten auf Eis gestellt, damit
groRere  Gewebestiicke sedimentieren konnten. Der rstdbd wurde in ein neues
Eppendorfreaktionsgefal? dberfiihrt und funf Minuteei 4°C und 3000 xg zentrifugiert. Zur
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enzymatischen Entfernung der Zellmembran und Kdimhivurde das Sediment in 600 pl
Lysolecithinlésung resuspendiert und 35 MinutenRa&imtemperatur inkubiert. Die Reaktion wurde
durch Zugabe von 1 ml 3% BSA in SuNaSp bei 4°C aggdt Nach zwei Minuten wurde das
Spermienchromatin bei 4000 xg und 4°C fir zehn Minwsedimentiert und anschliel3end dreimal mit
SuNaSp gewaschen, wobei nach jedem Waschschrdtféniminitige Zentrifugation bei 3000 xg
und 4°C erfolgte. Zur Lagerung wurde die Suspension 30% Glycerin versetzt, in flissigem
Stickstoff schockgefroren und bis zum GebrauchH36fC aufbewahrt.

Nach dem Auftauen wurde das Spermienchromatin fhg&einf Minuten bei 3000 xg und 4°C
zentrifugiert und anschliel3end zweimal mit SuNa&wagschen, wobei nach jedem Waschschritt eine
Zentrifugation von funf Minuten bei 3000 xg und 4é@olgte. Das Pellet wurde in 50-100 pl SuNaSp

aufgenommen und die Spermienchromatinsuspensiatubiseiteren Verwendung auf Eis gestellt.

4.1.6 Bildung von in vitro-Kernen und Annulate Lamellae

Lésungen:
» Puffer6: (siehe 4.1.1)
» ATP regenerierendes System: 0,1 M ATP in Puffer 6
1 M Kreatinphosphat in Puffer 6
5 mg/mKreatinkinase in Puffer 6
* SuNaSp: (siehe 4.1.5)

4.1.6.1Bestimmung der Spermienkonzentration in einer Neubaer-Zahlkammer

Fir die Bestimmung der Spermienzahl wurde das gedveag Spermienchromatin (siehe 4.1.5) 1:100
in SuNaSp verdunnt. Die Auszahlung erfolgte mikopskch mit einer Neubauer-Zahlkammer. Im

Mittelsteg dieser Kammer sind Zahlnetze eingraviBiese bestehen aus vier Grol3quadraten, die
jeweils in 16 Kleinquadrate unterteilt sind. Ders#dind zwischen dem gravierten Glassteg und dem
aufgelegten eingeschliffenen Deckglas betragt Orh. rdie Flache eines Grof3quadrates betragt
1 mnt, somit betragt das Volumen eines GroRquadrategiD,Es wurden stets 16 Kleinquadrate

ausgezahlt. Aus der Anzahl der gezéhlten Spernoentk die Spermienzahl im Gesamtvolumen mit

folgender Gleichung ermittelt werden.

Spermienzahl eines GroRRquadrates %x\@erdiinnungsfaktor = Spermienzahl/ml

59



Methoden

4.1.6.2 Bildung von in vitro Kernen in Kontrollextrakt

Zur Bildung von in vitro Kernen wurde interphasiscliciextrakt (siehe 4.1.1) verwendet. Pro Ansatz
wurden 50 pl Eiextrakt mit Spermienchromatin inegifEndkonzentration von 1 x 4&permien/ml
und 1 pl ATP regenerierendem System, bestehendAd@s Kreatinphosphat und Kreatinkinase,
versetzt. Der Ansatz wurde vorsichtig durchmisald dieser Vorgang nach zehn bzw. 20 Minuten
wiederholt. Nach ein bis zwei Stunden InkubationReumtemperatur bildeten sich in diesem Extrakt

in vitro Kerne, die in Gr6Re und Form den in vivabgdeten Zellkernen ahneln.

Zugabe von Spen‘nienchro-; y
matin und Energie fiir 2h P

In vitro Kerne

N

“aktivierter Eiextrakt”

Abb. 4-3: Bildung von in vitro Kernen

4.1.6.3Bildung von Annulate Lamellae und porenlosen Kernen

Zum Eiextrakt wurde zur Energieregenerierung je [I5Qul der Komponenten des ATP
regenerierenden Systems gegeben. Der Ansatz wardechtig gemischt und fur vier Stunden bei
Raumtemperatur inkubiert, wobei er nach zehn boaMhuten noch mal durchmischt wurde.

Nach der Vorinkubation wurde der Eiextrakt, in deioh inzwischen Annulate Lamellae gebildet
hatten, mit Spermienchromatin in einer Endkonzéismavon 1 x 16 Spermien/ml versetzt.
AuRerdem wurde erneut 1 pl/S0MTP regenerierendes System hinzu gegeben. Der Angatde
vorsichtig durchmischt. Das Mischen wurde nach Zghm. 20 Minuten wiederholt. In den folgenden

90 Minuten bildeten sich in diesem Extrakt porealwsvitro Kerne.

©) Zugabe von
Zugabe von (@) Spermienchromatin /
Energie @ und Energie @>
4hRT ® 1,5h RT ®
“aktivierter Bildung von Annulate Lamellae Bildung von
Eiextrakt” Annulate Lamellae - . porenlosen Kernen
“vorinkubierter
Extrakt”

Abb. 4-4: Bildung von Annulate Lamellae und poresalo Kernen
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4.1.6.4 Zugabe der verschiedenen Membranfraktionen zu poreonsen in vitro-Kernen

Zur Regeneration von Kernporen in den porenloseméte wurden 1,5 Stunden nach Zugabe des
Spermienchromatins die verschiedenen Membranfradticum Eiextrakt gegeben. Dabei wurden pro
Ansatz 10-15 ul der Membranfraktionen eingesetzés® Membranfraktionen wurden zuvor eine
Stunde gegen Puffer 6 dialysiert. Da Cycloheximial (Cytochalasin B giftig sind, wurden diese
beiden Komponenten bei der Dialyse weggelasser. Absatze wurden fir eine weitere Stunde bei

Raumtemperatur inkubiert.

Zugabe der f Elektronen-
verschiedenen mikroskopie
Membranfraktionen
@ und Energie & 3
4 2h s
SN 70 Immun-
E ‘ : fluoreszenz-
. mikroskopie
Porenlose Kerne

Abb.4-5: Regeneration der Kernporen

Die im Eiextrakt enthaltenen in vitro Kerne wurdauf Objekttrager zentrifugiert (siehe 4.5.1.1) und
anschlielend Immunfluoreszenzen durchgefiihrt. Adidr konnten die in vitro Kerne auch fur die

Elektronenmikroskopie (siehe 4.5.2) eingebettetiaerr

4.1.7 Bildung von in vitro Kernen in Anwesenheit von Mikrotubuli-beeinflussenden

Drogen

Um die Rolle der Mikrotubuli bei der Bildung der Kllle und der Kernporen zu untersuchen,
wurde aktivierter Eiextrakt zunéchst vier Stunden Raumtemperatur mit ATP regenerierendem
System inkubiert (siehe 4.1.6.3). Anschlie3end wuter Extrakt fir 60 Minuten bei Raumtemperatur
entweder mit Colcemid (Calbiochem) in einer Konzatmdn von 0,1 pg/ml Extrakt oder mit
Vinblastin (Sigma) in einer Konzentration von 1 p@#l Extrakt versetzt. Darauf folgte die Zugabe
von Spermienchromatin und 90 Minuten spéater dieabeagder Membranfraktionen (siehe 4.1.6.3 und
4.6.1.4).

Colcemid ist ein kunstlich synthetisiertes Colchiflerivat, das die Verlangerung der Mikrotubuli
blockiert, wahrend es gleichzeitig die Depolymdigader Mikrotubuli beschleunigt. Dies fiihrt zu
einem Verlust an Mikrotubuli durch Stérung des Bgjkeichgewichts. Vinblastin ist ein Alkaloid, das
aus dem Madagaskar-Immergriin gewonnen wird. In detdh&onzentrationen fuhrt Vinblastin zu
einer Depolymerisation der Mikrotubuli. Bei niedrig Konzentrationen, zwischen drei und 64 nM,

verhindert Vinblastin nur die Dynamik der Mikrotulhw.h. die Polymerisation und Depolymerisation
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werden inhibiert (Dhamodharan et al., 1995). Da\Wi®lastinkonzentration bei diesem Versuch bei
60 nM lag, wurden die Mikrotubuli nur in ihrer Dymé& gehemmt.

4.1.8 Extraktion der Membranfraktion mit NaCl und Empigen

Losungen:

« Puffer 6 (siehe 4.1.1)
* 1 M NacCl in Puffer 6
* 30 % Empigen

Um zu klaren, ob MVP fir die Bildung der Kernporeatwendig ist, musste das MVP von den
Membranvesikeln extrahiert werden. Da eine volidig@ Extraktion von MVP durch Salz alleine
nicht moglich war, wurde die 30% Membranfraktiort iner Kombination aus Empigen (Lowthert
et al, 1995) und Salz extrahiert. Fir die Extaktiwurden pro Ansatz 150 pl der 30%
Membranfraktion mit 525 pl 1 M NaCl, 50 pl einer%8i@en Empigen-Stammlosung und 25 pl
Puffer 6 gemischt. Das entspricht einer Salzkomaéoh von 750 mM und einer

Empigenkonzentration von 2%. Der Ansatz wurde fliMBnuten auf Eis inkubiert und anschlieRend
20 Minuten bei 16.000 xg zentrifugiert. Im Pellefanden sich die Membranvesikel mit den immer
noch gebundenen Proteinen und im Uberstand dieategtten Proteine. Der Uberstand wurde
abgenommen und das Pellet in 5 pl Puffer 6 resatepen Die so partiell extrahierten

Membranvesikel wurden zu porenlosen Kernen gegédiehe 4.1.6.4).

4.1.9 Bildung von in vitro Kernen aus Zytosol und Membraren

Um die Funktion der unterschiedlichen Membranfi@ktin bei der Kernhillenbildung genauer zu
untersuchen, wurden die in vitro Kerne in einemewdachten System gebildet. Dazu wurden 50 pl
der |l6slichen, zytosolischen Fraktion (S200) (sied€l.2) mit Spermienchromatin, ATP-
regenerierendem System, 2 mM GTP und 20 ul dereseiftigten Membranfraktionen versetzt. Es
wurden entweder nur die 30% Membranfraktion, nue di0% Membranfraktion oder beide
Membranfraktionen zusammen zum Ansatz gegeben. Naghi Stunden Inkubation bei

Raumtemperatur wurden die in vitro Kerne am Elel¢ronikroskop oder durch

Immunfluoreszenzmikroskopie analysiert.
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4.1.10 Aufreinigung von Vault-Komplexen

Die Aufreinigung erfolgte in Anlehnung an die Metlzovon Kedersha und Rome (1986).

Ldsungen:
« MES-Puffer: 0,09 M MES (2M-Morpholino)ethansulfonsaure)

0,01 M Natriumphosphat

1 mM MgC}

0,5 mM EGTA

pH 6,5
* MES-Saccharose-Puffer: MES-Puffer mit 0,25 M Sancba
 MS 222 (siehe 4.1.5)

Als Ausgangsmaterial fir die Aufreinigung dienteie deber von vier mannlichen Fréschen bzw.
6 ml interphasischer Eiextrakt. Die Frosche wurdenMS 222 betéubt, die Leber entnommen und
sofort in MES-Saccharose-Puffer auf Eis udberfihalle nachfolgenden Arbeits- und
Zentrifugationsschritte erfolgten bei 4°C. Die Lebairde in MES-Saccharose-Puffer gewaschen, mit
einer Schere in kleine Stucke geschnitten undnemiVolumen MES-Saccharose-Puffer durch vier
StolRe mit einem Teflon-Glas Homogenisator homogemisDas Homogenisat wurde durch eine
Mullbinde filtriert, um gréRere Gewebestlicke zufemien. Das Filtrat wurde zehn Minuten bei 650
xg zentrifugiert und der Uberstand (1) erneut dwicte Mullbinde filtriert und wieder auf Eis gedtel
Das Pellet wurde in zweifachem Volumen MES-Sacdefeuffer resuspendiert und erneut
homogenisiert. Nach einer Zentrifugation von zehimten bei 650 xg wurde der Uberstand
entnommen und mit dem ersten Uberstand vereinigtdém nun folgenden Arbeitsschritt wurde der
aktivierte Eiextrakt parallel zum Leberextrakt fie Aufreinigung der Vault-Komplexe verwendet.
Der Leber- bzw. Eiextrakt wurde fur 30 Minuten 26.000 xg (Beckman Rotor Ti50, 15.000 rpm)
zentrifugiert, der Uberstand entnommen und beiGDx@® (Beckman Rotor Ti50, 20.000 rpm) erneut
zentrifugiert. Das Pellet wurde in 5 ml MES-Pufféarch Verwendung eines Homogenisators
resuspendiert und anschlieBend mit MES-Puffer {6 Ficoll und 14% Saccharose) im Verhaltnis
von 1:1 verdinnt. Das resuspendierte Pellet wuiidet® Minuten bei 40.000 xg (Beckman Rotor
SW55.1, 20.000 rpm) zentrifugiert, der daraus tesehde Uberstand in vierfachem Volumen MES-
Puffer verdiinnt und erneut fir zwei Stunden bei0@0.xg (Beckman Rotor Ti50, 20.000 xg)
zentrifugiert. Das klare, leicht rotliche Pellet nda in MES-Puffer resuspendiert und auf einen
diskontinuierlichen Zuckergradienten pipettiert. rD@uckergradient bestand aus 5/10/20/30/40%
Saccharose in MES-Puffer und war in Volumina zuZ4¥1 ml Ubereinander geschichtet. Es folgte
eine Zentrifugation fir 60 Minuten bei 100.000 Be¢kman Rotor SW41, 28.500 rpm). Die Schicht
im 5%igen Zucker (leicht rotlich) wurde abgenommaeam, Verhaltnis von 1:1 mit MES-Puffer
verdinnt und auf einen weiteren Zuckergradientergelen, bestehend aus je 1 ml
30/40/45/50/55/60% Saccharose in MES-Puffer. Damtéfugation erfolgte fir 16 Stunden bei
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100.000 xg (Beckman Rotor SW41, 28.500 rpm). Digeagicherten Vault-Komplexe befanden sich
nach der Zentrifugation kurz unterhalb der ursplithgn Grenze zwischen der 45 und 50%igen
Saccharose und waren bei der Aufreinigung aus dkeeiLdurch eine rotliche Bande gut zu erkennen.
Die Vault-Komplexe wurden mit einer Nadel abgesaugit vierfachem Volumen MES-Puffer
verdinnt und fur 90 Minuten bei 100.000 xg (Beckriaotor SW55.1, 35.000rpm) zentrifugiert. Das
Pellet der Aufreinigung aus der Leber wurde in 200Puffer 6, die Vault-Komplexe aus dem

Eiextrakt in 40 pl Puffer 6 resuspendiert und imgabts zu je 5 pl bei -70°C gelagert.

4.2 Mikrobiologische Methoden

4.2.1 Flussigkultur von Bakterien

Ldsungen:
e LB-Medium: 10 g Bacto-Trypton (Gibco)
5 g Hefeextrakt (Gibco)
10 g NaCl
pH 7,4 (NaOH)
— autoklavieren
« Antibiotika-Stammldsungen:  Ampicillin 200 mg/ml kO bidest
Kanamycin 50 mg/ml in@ bidest

Tetracyclin 15mg/ml in EtOH

Fir eine Ubernachtkultur (UNK) wurden 10 ml LB-Medi in einem Greinerrohrchen vorgelegt und
je nach verwendetem Bakterienstamm zur SelektinrAatibiotikum zugesetzt. Ampicillin wurde in
einer Endkonzentration von 100 pg/ml, Kanamycin Endkonzentrationen von 50 pg/ml und
Kanamycin in einer Endkonzentration von 15 pg/mhgesetzt. Zum Animpfen wurde etwas
Bakterienmaterial aus einer Glycerinkultur odereeBakterienkolonie von einer Agarplatte mit einer
sterilen Pipettenspitze in das Medium Uberfuhre Rultur wurde bei 37°C Uber Nacht geschuttelt.
Fur Flussigkulturen zur in-vivo-Expression wurdenachst, wie beschrieben, eine UNK angesetzt,
jedoch mit bis zu 30 ml LB-Medium. Mit dieser UNKuvde am nachsten Tag die Kultur fiir die
Proteinexpression angeimpft. Die Kulturen wurdereimem Volumen von 600 ml angesetzt, damit

das Protein nach der Aufreinigung in ausreichehdiarge zur Verfiigung stand.
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4.2.2 Photometrische Bestimmung der Bakteriendichte in @ier Flussigkultur

Zur Bestimmung der Bakteriendichte in einer Flissityr wurde die Extinktion bei einer
Wellenlange von 600 nm photometrisch ermittelt.eEoptische Dichte (OD) von 1 entspricht bei
einer Schichtdicke von 1 cm 8 x®1Bellen pro Milliliter. Als Referenzwert wird nichingeimpftes

Kulturmedium verwendet.

4.2.3 Glycerinkultur

Um Bakterien langere Zeit aufzubewahren, wurdenc&ipkulturen angesetzt. Zur Herstellung
wurden 100 pl steriles Glycerin mit 900 pl einer KINermischt und bei -70°C in einem

Eppendorfreaktionsgefal’ gelagert. Um aus einerdatykultur eine Flissigkultur zu machen, wurde
mit einer sterilen Pipettenspitze Uber die Glydaritur gestrichen und die anhaftenden Bakterien in

ein mit LB-Medium gefilltes Greinerréhrchen tberfiih

4.2.4 Bakterienkultur auf Agarplatten

Fur die Herstellung von Agarplatten wurden 1,5% Ag8elect Agar, Gibco) in LB-Medium
eingewogen und das Gemisch autoklaviert. Nachdem die Losung nach dem Autoklavieren auf
etwa 50°C abgeklhlt hatte, wurde fur Selektionggtatein Antibiotikum zugegeben. Ampicillin
wurde in einer Endkonzentration von 100 pug/ml ungn&mycin in einer Endkonzentration von
50 pg/miverwendet. Der flissige Agar wurde anschlielendthssierile Petrischalen gegossen, dass
der Boden einer Schale gerade bedeckt war. Nacarkens des Agars wurden die Schalen umgedreht,
um ein Auftropfen von Kondenswasser auf den Nahehadi verhindern. So wurden die Platten Uber
Nacht bei Raumtemperatur zum Trocknen aufbewahwe. Kirzfristige Lagerung (3-4 Wochen)
erfolgte bei 4°C.

Um aus einer Flussig- eine Plattenkultur herzustellvurden etwa 100 pl der Kultur auf die Platte

pipettiert und anschliel3end mit einem sterilen Rtgki-Spatel ausgestrichen.

4.2.5 Herstellung kompetenter Bakterien

Um Bakterien mit Plasmiden transformieren zu konriesnotigt man kompetente Bakterien, d. h.
Bakterien, die DNA aus ihrer Umgebung in sich abMmen konnen. Es gibt zahlreiche
Bakterienarten, die eine natirliche Kompetenz besijtman kann aber auch andere Arten durch die
Modifikation der Lipiddoppelschicht, die sie umgilthemisch kompetent machen (Chung et al.,
1989).
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Losungen:
¢ LB-Medium (siehe 4.2.1)
* TSS (Transformation and Storage Solution):  LB-Medi
+ 10% (w/v) PEG 3350 oder 8000
+ 5% (v/iv) DMSO
+ 60 mM Mg (MgSQ, oder MgC})
pH 6,5

—s sterilfiltrieren und bei -20 °C aufbewahren

Zunachst wurde eine UNK (mit 15 pg/ml Tetracyclin)it einer Einzelkolonie oder einer
Glycerinkultur des Bakterienstammes XL1-blue angdinund bei 37°C unter Schitteln (200 rpm)
inkubiert. Am nachsten Morgen wurden 200 ml LB-Medi(ohne Antibiotikum) mit 2 ml der UNK
angeimpft. Dieser Ansatz wurde bei 37°C unter Sehuibis zu einer OF, von 0,3-0,4 inkubiert. Die
Kultur wurde auf vier 50 mI-Réhrchen verteilt undi 1000 xg und 4°C zehn Minuten zentrifugiert.
Der Uberstand wurde verworfen, das Pellet'/iy des Ausgangsvolumen (5 ml) eiskaltem TSS
aufgenommen und resuspendiert. Die Suspension wuard&liquots zu 100 pl auf vorgekihlte
Eppendorf-Reaktionsgefalle verteilt (Bakterien urefaGe immer auf Eis lassen) und dann in

flissigem Stickstoff eingefroren. Die anschliel3ebdgerung erfolgte bei -70°C.

Testen der Kompetenz

Die erzielte Kompetenz der Bakterienzellen kannfolgender mathematischen Gleichung berechnet
werden: Anzahl der nach der Transformation Koldriidenden Bakterieneinheiten (,colony forming
units* = cfu) dividiert durch die eingesetzte MeragePlasmid-DNA in Mikrogramm. Winschenswert
ist ein Wert von 1610°“"/,,,Plasmid-DNA, bezogen auf den pUC18-Vektor.

Zur Ermittlung der Kompetenz, wurden 10, 100 undQ(g der pUC18-Vektor-DNA in die
Bakterien transformiert (Transformation von Baleerisiehe 4.2.6), die auf den Selektionsplatten
gewachsenen Kolonien ausgezahlt und daraus diesforamationsrate fur Jig DNA des pUC18-

Vektors extrapoliert.

4.2.6 Transformation von Plasmid-DNA in Bakterien

LOsungen:
» LB-Medium (siehe 4.2.1)

Ein Aliquot (100 pl) kompetenter Bakterien des Staes XL1-blue wurde auf Eis aufgetaut, mit 50-

200 ng Plasmid-DNA vermischt und 60 Minuten auf iBlaibiert. Der Ansatz wurde anschlieRend fir

30 Sekunden einem Hitzeschock bei 42°C ausgesetrztsafort wieder fur zwei Minuten auf Eis

gestellt. Im Anschluss wurden 900 pl LB-Medium zgejgen und die Gefal3e eine Stunde bei 37°C
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geschittelt. Nach dieser Zeit wurden zwei Verdlgewmn auf entsprechenden Selektionsplatten
ausgestrichen (abhangig von der Antibiotikaresistelie das transformierte Plasmid tragt). Zunachst
wurden 100 pl entnommen und ausgestrichig),(der Rest wurde bei 1000 xg fiir 30 Sekunden in
einer Tischzentrifuge abzentrifugiert. Der Uberstanurde bis auf ca. 100 pl abgenommen, in denen

das Pellet resuspendiert wurde. AnschlieRend waitee auf einer zweiten Platte ausgestricligg).(

4.3 Molekularbiologische Methoden

4.3.1 Gewinnung von Plasmid DNA

4.3.1.1 GTE-System (alkalische Lyse)

Diese Methode (Li et al., 1997) wurde immer damyesetzt, wenn ein Testen der Klone nach einer
Ligation und Transformation mit der Kolonie-PCRefg 4.3.4)nicht moglich war. Die isolierte
Plasmid-DNA kann aber auch fiir Klonierungen, Trakbnen oder PCR in Abh&ngigkeit von ihrem

Reinheitsgrad (siehe 4.3.@ngesetzt werden.

Lésungen:
* Lo6sung 1 (GTE-Puffer): 50 mM Glucose

10 mM EDTA
25 mM Tris/HCI, pH 8,0
+ 1 Spatelspitze RNase A
— Lagerung bei 4°C
e Lo6sung 2 (Lysispuffer): 0,2 M NaOH
1% (w/v) SDS
» Lodsung 3 (Kaliumacetatlosung): 60 ml Kaliumacéisiing (SL 5 M)
11,5 ml Eisessig
28,5 ml KD bidest.
* 100% Ethanol (p.A., auf Eis vorgekuhlt)

Das zu isolierende Plasmid wurde in einer Bakted&K vermehrt. Am nachsten Morgen wurden
1,5 ml dieser UNK in ein frisches Eppendorf-Gef&@rfiihrt und 30 Sekunden bei 10.000 xg in einer
Tischzentrifuge abzentrifugiert. Der Uberstand veuvérworfen und das Pellet in 100 pl GTE-Puffer
resuspendiert. Danach wurden 200 pl Lysispuffeegagen und durch mehrmaliges Invertieren des
GefalRes gemischt. Dabei sollte die Losung klar werdAnschlielend wurden 150 pl
Kaliumacetatldsung hinzugegeben und der Ansatzuermeehrmals invertiert. Bei diesem Schritt

entstand ein weilles Prazipitat, das durch Zenttfag fur eine Minute bei 10.000 xg pelletiert
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wurde. 400 pl des Uberstandes wurden in ein feiscBefaR tberfiihrt und 400 pl eiskalter Ethanol
(100%, p.A.) zugegeben. Beim Abnehmen des Uberstangar darauf zu achten, dass kein
ausgefallenes SDS mit verschleppt wurde, weil di@shfolgende Reaktionen storen kdnnte. Der
Ansatz wurde kurz gemischt und funf Minuten beiODO. xg zentrifugiert. Der Uberstand wurde
sorgfaltig abgenommen, das Pellet fir 15 Minuteftgéirocknet und in 30 pl J@ bidest.

aufgenommen. Von der GTE-Plasmid-Praparation wurde pg der DNA in einem

Restriktionsverdau (siehe 4.3.7) eingesetzt, naohdés Konzentration photometrisch bestimmt

worden war (siehe 4.3.2).

4.3.1.2 Qiagen Plasmid Mini-Prap

Diese Methode ist eine Kombination aus alkalisdhyse und Adsorption der DNA an ein Silika-Gel
unter Hochsalz-Bedingungen. Die DNA wird dabei higbfallt, sondern an das Gel gebunden und
anschlie3end mit einem Niedrigsalz-Puffer (z. BOHbidest.) bei pH 7,0-8,5 eluiert. Die durch diese
Methode gewonnene Plasmid-DNA besitzt eine sehreh8&®inheit und ist somit auch fir
empfindlichere Reaktionen wie Sequenzierungen &hae

Die Préparation wurde mit dem E.Z.N.A.® Plasmid nep Kit | der Firma peglab Biotechnologie
GmbH nach Herstellerprotokoll ausgehend von 10 iméridachtkultur durchgefiihrt. Eluiert wurde
mit 50 ul H,O bidest., was Ausbeuten von 200 bis 50Qingybrachte.

4.3.2 Bestimmung der DNA-Konzentration

Die Konzentration der gewonnenen DNA wurde photoisat (Biophotometer, Eppendorf) tber die
Absorption bei einer Wellenlange von 260 nm gemes$bukleinsduren besitzen dort ihr
Absorptionsmaximum). Gemessen wurde eine 1:50-\ferdilg gegen einen entsprechenden
Leerwert. Dabei gilt, dass eine @pvon 1 etwa 50 pg/ml dsDNA entspricht. Aus den (@méen
OD,5/0OD,go und OB/ OD,3p konnten Aussagen Uber die Reinheit der Probe figtroverden. Die
Absorption bei 280 nm spiegelt die Verunreinigungdurch Proteine wider, wéahrend Peptide,
aromatische Verbindungen und Kohlenhydrate bei A80 ihr Absorptionsmaximum haben. In
Tabelle 4-4 ist zusammengefasst, wie von der ODd&uKonzentration geschlossen werden kann und

wie die Quotientef™Y,g0 und?®Y,5, bei reinen Proben aussehen sollten.

Tabelle 4-4: Photometrische Bestimmung der Konzdioin und Reinheit von Nukleinséuren

;?;S?,izhji OD26/OD2g02 | OD26dOD2302
dsDNA 509 1,8 2,2
ssDNA 37% 1,8 2,2
RNA 4049, 2,0 2,2
Oligonukleotide 30"y 1,8 2,2
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4.3.3 Vermehrung von DNA-Abschnitten durch die PCR (Polynerase Kettenreaktion)

Mit Hilfe der Polymerase Kettenreaktion (PCR) ist endglich, bestimmte DNA-Abschnitte
millionenfach in vitro zu vervielfaltigen. Die Green der zu kopierenden Nukleinsaurebereiche
werden durch kurze, kinstlich hergestellte DNA-8Hjc so genannte Oligonukleotid-Primer,
eingefasst. Die Arbeitstechnik basiert auf einah styklisch wiederholenden Einzelstrang-DNA-
Synthese durch thermostabile DNA-Polymerasen, di& thermophilen Archaebakterien (wie z. B.
Thermus aquaticus) isoliert wurden. Neben den Rrimebendtigt die Polymerase
Desoxyribonukleosid-Triphosphate (dATP, dCTP, dGTFPTP), die Grundbausteine eines DNA-
Molekils. Ein PCR-Zyklus gliedert sich in drei chkteristische Schritte:

1) Denaturierung: Zunachst wird die doppelstrangidAlauf 94-96°C erhitzt, um die Strange zu
trennen. Die Wasserstoffbrickenbindungen, die diddm DNA-Strdnge zusammenhalten,
werden aufgebrochen.

2) Annealing: Nach der Trennung der Strange wird diemperatur gesenkt, so dass die Primer sich
an die einzelnen DNA-Strange anlagern kdnnen. Brageratur wahrend dieser Phase hangt von
den Primern ab und liegt normalerweise zwischel©i0d 65°C.

3) Elongation: Schlief3lich fillt die DNA-Polymerasesdehlenden Strange mit freien Nukleotiden
auf. Sie beginnt am 3'-Ende des angelagerten Fsimmed folgt dann dem DNA-Strang. Die
Temperatur hangt nun von der verwendeten DNA-Patgiseab (zwischen 68°C und 72°C); die
Zeit, die dieser Schritt bendtigt, hangt ebenfatia der verwendeten DNA-Polymerase und der

Lange des DNA-Fragments, das vervielfaltigt werdelhab.

Nach wiederholtem Denaturierungsschritt (1) bildem die beiden neu gebildeten DNA-Abschnitte
ihrerseits eine Matrize aus. Durch die Verdoppldeg DNA nach jedem Zyklusdurchlauf kommt es
zu einer exponentiellen Anreicherung des gewunecBtdA-Fragmentes (2n), wobei ,n“ die Anzahl

der Zyklusdurchlaufe widerspiegelt. Im Normalfaitdvein PCR-Zyklus 25-35 Mal wiederholt.

4.3.3.1 Primer und Primerdesign

Der Erfolg einer PCR héangt sehr stark von den vadsten Primern ab, die bestimmte Eigenschaften
besitzen sollten. Sie sollten nicht mit sich selid¢r dem anderen Primer hybridisieren kénnen, sie
sollten keine Schleifen bilden kénnen und wenn mglsollte ihre komplementare Sequenz nur

einmal auf der eingesetzten DNA vorkommen. Aul3erdeltten die Schmelztemperaturen der beiden
verwendeten Primer etwa gleich hoch sein und d€r@¢#halt ihrer Sequenzen zwischen 40 und 60 %
liegen. Die Schmelztemperatur gibt an, bei wie Gead Celsius die Halfte dieser komplementéaren
Sequenzen in der Losung als Doppelstrang vorlieDgse Temperatur kann mit folgender Formel

berechnet werden:
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Th=2°C-(A+T)+(G+C)

Zur Insertion eines PCR-Produkts in einen Klonigawektor, wurden bei manchen Primern an die 5°-
Enden geeignete Schnittstellen fur spezifische riRéehsenzyme angehangt. Die in dieser Arbeit
verwendeten Primer wurden mit der Software ,OLIG@Esigntund von der Firma biomers.net

GmbH (Ulm) in Kartuschen-gereinigter Qualitat bezog

4.3.3.2 Durchfiihrung der PCR

Far die Amplifikation von DNA-Fragmenten wurde dieg-Polymerase verwendet. Das Enzym
wurde entweder von der Firma Promega (Mannheimddrz oder am Institut selbst hergestellt. Die
Tag-Polymerase besitzt die Fahigkeit, am 3’-EndeRIER-Produkts Adenosin-Uberhange anzufiigen.
Sie arbeitet mit einer Syntheseleistung von ca.01B@sen pro Minute und besitzt keine 3'-5'-
Exonuklease-Aktivitat (Fehlerkorrektur).

Fiur die Klonierung in Expressionsvektoren musstepldizierte DNA-Bereiche ein hohes Maf3 an
Genauigkeit beziglich des Ausgangstemplates aufweidu diesem Zweck wurde die High Fidelity
Polymerase Phusion™ (Finnzymes) verwendet, eine PNKmerase mit einer Korrekturlese
(Proofreading)-Funktion. Diese DNA-Polymerase iistler Lage, 1000 Basen in nur 15 Sekunden zu
synthetisieren. Die jeweiligen Syntheseleistungen\erschiedenen DNA-Polymerasen mussten bei

der Bestimmung der Elongationszeiten einer PCRdisichtigt werden.

Pipettierschema fir Tag-Polymerase (50ul-Ansatz)

Template-DNA
4ul MgCI2

5 ul Tag-DNA-Polmerase 10-fach Puffer

1l dNTP-Mix

1yl 5-Primer

1yl 3’-Primer

1ul Tag-DNA-Polymerase

— auf 50ul mit H,O bidest. auffillen

(5-100 ng Plasmid-DNA)
(25 mM)
(Promeigene Herstellung)
(10 mM SL je Nukleotid, MBI)
(10 pmall SL, biomers.net GmbH)
(10 pmall SL, biomers.net GmbH)
(5 [/ Promega, eigene Herstellung)

Pipettierschema fir Phusion High-Fidelity DNA-Polynerase

Template-DNA
5 ul 5 x Phusion HF Puffer
1l dNTP-Mix
1ul 5-Primer
1yl 3’-Primer
1ul Phusion-DNA-Polymerase

— auf 50ul mit H,O bidest. auffillen

(2 ng Plasmid-DNA)
(Finnzymes)
(10 mM SL je Nukleotid, MBI)
(10 pmall SL, biomers.net GmbH)
(10 pmall SL, biomers.net GmbH)
(2 W/ Finnzymes)
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Der Ansatz wurde in ein 0,5-ml-PCR-ReaktionsgeféfREis pipettiert, wobei die Polymerase zum

Schluss zugegeben wurde. Das Ganze wurde gut etmisid im Thermocycler mit folgendem

Programm inkubiert:

PCR-Programm fur Tag-Polymerase

Initiale Denaturierung 2 min 96°C
25.30 Denaturierung 30 sek 96°C
Zvkl Primer-Annealing 30 sek (TemperaturgemPrimer)
yKien Elongation 1 min pro 1000 Basen  72°C
Finale Elongation 10 min 72°C
Kihlung o0 4°C

PCR-Programm fur Phusion-DNA-Polymerase

Initiale Denaturierung 2 min 98°C
Denaturierung 20 sek 98°C
35 Primer-Annealing 30 sek (TemperaturgemPrimer)
Zyklen  g|ongation 15 sek pro 1000 Basen 72°C
Finale Elongation 7 min 72°C
Kihlung ) 4°C

Die Auswertung der PCR-Produkte erfolgte in ein@mAgarosegel (siehe 4.3.5).

4.3.4 Kolonie-PCR

Nach der Klonierung von DNA-Fragmenten in Kloniegawektoren wurden selektierte
Bakterienkolonien mit einer Kolonie-PCR auf einéolgreiche Ligation hin Gberprift. AuRerdem ist
es mit dieser Methode mdglich, die Orientierung €ieklonierten DNA-Fragments festzustellen. In
der PCR-Reaktion wurde statt isolierter DNA gepacBakterienzellen als ,Template” eingesetzt und
mit geeigneten Primern Uberprift, ob das DNA-Fragfmie den Vektor inseriert war (5’- und 3'-
Primer binden innerhalb der inseriereten Sequeer ad Sequenzbereiche des Vektors, die vor und
hinter dem Insert liegen) und welche Orientieruag BNA-Insert hatte (5’-Primer bindet im Vektor,

3’-Primer im Insert, oder umgekehrt). Fir diese &ne wurde im Allgemeinen die Instituts-eigene

Tag-Polymerase eingesetzt.
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Pipettierschema fiir eine Kolonie-PCR (2%ul-Ansatz)

1,50 MgCl, (25 mM)

2,5ul  Tag-DNA-Polmerase 10-fach Puffer (eigene Hahang)

0,5ul  dNTP-Mix (10 mM SL je Nukleotid, MBI)

1l 5'-Primer (10 pmall SL, biomers.net GmbH)
1ul 3’-Primer (10 pmall SL, biomers.net GmbH)
0,5ul  Tag-DNA-Polymerase (5 U/ eigene Herstellung)

— auf 25ul mit H,O bidest. aufflllen

Zunachst wurde je nach Anzahl der zu Uberpriferikgkterienklone ein ,Master-Mix“ des 28-
Ansatzes angesetzt, der auf PCR-Reaktionsgefafeiltvarurde. Die zu testende Bakterienkolonie
wurde von einer LB-Agar-Selektionsplatte mit einsterilen Pipettenspitze gepickt. Mit der
Pipettenspitze wurde ein Teil des Bakterienmateaif eine Replika-Agarplatte Ubertragen, die bei
37°C inkubiert wurde, um spater eine UNK animpfenkdnnen. Das restliche Bakterienmaterial in
der Pipettenspitze wurde mit dem PCR-Ansatz veltmiddie Programmierung der PCR-Maschine

erfolgte wie unter 4.3.3.2 beschrieben.

4.3.5 Auftrennung von DNA-Fragmenten durch Agarose-Gelelktrophorese

Nukleinsduren besitzen wegen der vielen Phosphateru

. : _ L Agarose- Optimaler
eine negative Nettoladung. Bringt man Nukleinsaurerin Konzentration | Trennbereich
elektrisches Feld, dann wandern sie zur positiadgtien [0.3 % 5-60 kb

. . . ) . 10,6 % 1-20 kb

Anode. Als Matrix fir diese Wanderung wird im 0.7 % 0.8-10 Kb
Allgemeinen ein Agarosegel verwendet, durch das d|0,9 % 0,5-7 kb
1,2% 0,4-6 kb

Nukleinsduren ihrer GroRe nach aufgetrennt werdenmch

15% 0,2-3 kb

die Agarose konnen kleinere Nukleinsdure-Fragmen
schneller wandern als gréRere. Die Trennscharfgthéon

Tabelle 4-5: Abhangigkeit des Trenn-
der Agarose-Konzentration im Gel ab (vgl. Tabell®)4 _

Bereichs von der Agarosekonzentra
Diese sollte dem GrdlRenbereich der erwarteten Feaggm

angepasst werden.

Ldsungen:
» 20x SB-Puffer (pH 8,5) 200 mM NaOH

(Brody and Kern, 2004): 650 mM Borsaure
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» 6x DNA-Beladungspuffer: 10 mM Tris-HCI (pH 7,6)
60 mM EDTA
60% Glycerin
0,03% Bromphenolblau (lauft im 1%igen Gei ~ 300 bp mit)
0,03% Xylencyanol (lauft im 1%igen Gel be4000 bp mit)
» Laufpuffer (1x SB)
» Ethidiumbromid-Stammlésung (10 mg/ml)

Durchfiihrung:
Fir ein 1%iges Gel wurden 0,5 g Universal-Agard¥e(@LAB, Erlangen) in

50 ml 1x SB-Puffer gelost und aufgekocht. Nachdeenladisung auf etwa
50°C abgekihlt war, wurde 1 pl der Ethidiumbromtdrmlosung
zugegeben. Die LOsung wurde gut gemischt und ierei@elschlitten mit
eingestecktem Kamm gegossen. Nach ca. 30 Minuterdas Gel komplett
polymerisiert und konnte verwendet werden. Das @ekde mit dem
Gelschlitten in eine Elektrophoresekammer gesetal mit Laufpuffer

Uberschichtet. Anschlieend wurden die zu analysdzn Proben mit/g

Abb.  4-4:  DNA- Volumen 6x Probenpuffer versetzt und in die Gehascpipettiert. Um die

Marker Il im 1%igen
Agarose-Gel. GroRen- €iner Spur ein Gemisch aus Fragmenten definierté3& als Marker mit

GroRRen der aufgetrennten DNA-Fragmente bestimmekdmunen, wurde in

angaben in bp aufgetragen. Es wurde der Marker Il (MBI) verwendeit EcoRI und Hind

Il verdauteA-DNA (vgl. Abbildung 4-4), von dem 10 pl aufgetrageurden.
Die Elektrophorese wurde bei einer konstanten Spamron 200 V durchgefuhrt und wurde beendet,
wenn das Bromphenolblau aus dem Probenpuffer &wes Gels durchlaufen hatte. Die durch das
Ethidiumbromid gefarbten DNA-Banden wurden mit emé&V-Transilluminator sichtbar gemacht

und Uber eine Videokamera mit angeschlossenemePdokumentiert.

4.3.6 Gelextraktion von DNA-Fragmenten

Die Extraktion von DNA-Fragmenten aus Agarose-Gelendeumit dem E.Z.N.A. Gel Extraction Kit
(peqglab Biotechnologie GmbH) durchgefiihrt. Die gesghten Banden wurden mit einem sauberen
Skalpell aus dem Gel herausgetrennt und die DNAdeRend aus dem Gel extrahiert. Es wurde
nach der Arbeitsanleitung des Herstellers verfahtka finale Elution der DNA erfolgte je nach
Verwendung in 40 — 5@l H,O bidest. Nach der Elution konnte die DNA unmitégllohne weitere

Bearbeitungsschritte fir nachfolgende Versuche erdst werden.
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4.3.7 Restriktionsverdau

Restriktionsverdaus wurden durchgefihrt zur Umidamig von DNA-Fragmenten, zur

Linearisierung von Vektoren und zur Analyse von ido, um festzustellen, ob ein Insert in den
Vektor ligiert hatte und eventuell, um die Orientieg des Inserts im Vektor herauszufinden. Die in
der Molekularbiologie verwendeten Restriktionseneysind fast ausschlie3lich Endonukleasen, die
jeweils eine spezifische Nukleotidsequenz erkenaed darin schneiden. Dabei kénnen je nach
verwendeter Restriktionsendonuklease glatte (blurder kohasive (sticky) Enden entstehen.
Schnittstellen mit dberhangenden Enden konneniefiiznit komplementaren Enden ligiert werden,
die mit demselben Enzym geschnitten wurden, was si@dnauch bei der Umklonierung von DNA-

Fragmenten zu Nutze machen kann.

Standardansatz fir einen Restriktionsverdau (20 ul)

1-2 ug Plasmid-DNA
1l 10x Puffer (MBI, passend zum verwendetenylnz
1l Restriktionsenzym (MBI)

— mit H,O bidest. auf 20 ul auffillen

Der Ansatz wurde gemischt und ein bis zwei Stunden der fiir das Enzym entsprechenden
Temperatur (meist 37°C) inkubiert. AnschlieRend deur/s Volumen 6x DNA-Probenpuffer
zugegeben und der Verdau im 1 %igen Agarosegeysied (siehe 4.3.5).

Wurde die verdaute DNA fir Folgeversuche benotigfolgte vor der Gelelektrophorese je nach

Enzym ein Inaktivierungsschritt bei 65-85°C flrrb.

4.3.8 AT-Klonierung von PCR-Fragmenten
Das Prinzip des TOPO TA Cloning® Kits (Invitrogétarisruhe) basiert auf der Eigenschaft von Taqg-

und Tfl-Polymerasen, die durch ihre terminale Tfersse-Aktivitat stets einen 3-Uberhang aus
Desoxyadenosinen an PCR-Produkte anfligen. Der édangsvektor pCR2.1TOPO besitzt in der
Klonierungs-Site einen 3'-Uberhang aus Thymidined liegt linearisiert vor. Dariiber hinaus ist das
Enzym Topoisomerase | kovalent an den 3’-Enden mgdn PCR-Produkte mit 3’-Adenosin-
Uberhangen werden durch die LigationseigenschaléeTopoisomerase schnell und effizient in den
Vektor integriert, wobei das Enzym dissoziiert. Naiter Transformation des zirkuldren Vektors in
kompetente E.coli (TOP10 bzw. XL 1-Blue) ermdgliclder Aufbau des Vektors eine
Vorselektionierung der hochgewachsenen Koloniercldlau/Weil3-Selektion. Bakterienklone, die
einen Vektor ohne integriertes PCR-Insert aufgenemrhaben, nehmen eine blaue Farbung an,
wohingegen Klone mit integriertem Insert weild bégibDer Farbstoff wird von den Bakterien selbst
produziert: Ohne Insert wird das lacZ-Gen exprimigrd X-Gal als Substrat d¢+Galaktosidase

gespalten, wodurch der blaue Farbstoff entsterg. B@R-Produkt wird zwischen Promotor und lacZ-
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Gen in den Vektor inseriert, wodurch die Expressi@mses Gens nicht mehr mdglich ist. Nach der
Ligation wurden die transformierten Bakterienzelierd LB-Ampicillin (100pg/ml) + Kanamycin (50

ug/ml)-Platten ausplattiert, die eine Stunde zuvir¥¥Gal bestrichen wurden.

Polyadenylierung des PCR-Produktes (25ul-Ansatz)
15 pl PCR-Produkt

5ul HO

2,5ul  10x Taqg-Puffer (eigene Herstellung)

1,5ul  MgC}h (25mM)

0,5ul  dNTPs (10 mM SL je Nukleotid, MBI)

0,5 ul  Tag-Polymerase (5U/ul, eigene Herstellung

Der Ansatz wurde gemischt und fur zehn Minuten/28C im Heizblock inkubiert.

Ligationsansatz (6 pl)

4 ul DNA (polyadenyliertes Insert)
1 pl Salt Solution (Invitrogen)
1 ul pCR2.1TOPO®-Vektor

Der Ansatz wurde grundlich gemischt und 10 Minuben Raumtemperatur inkubiert. Anschlie3end
wurde der Ansatz zu einem Aliquot chemisch kompeter.coli (TOP10) gegeben und fur 30
Minuten auf Eis stehen gelassen. Danach folgt8®iBekunden ein Hitzeschock bei 42°C, wonach
die Bakterienzellen sofort fir zwei Minuten auf Ejestellt wurden. Der Ansatz wurde mit 2pi0
SOC-Medium (Invitrogen) aufgefullt und 1 Stunde bB&7°C und 200 rpm geschittelt. Die
Bakterienzellen wurden danach auf LB-Ampicillin (LQg/ml) + Kanamycin (50ug/ml)-Platten
ausplattiert, welche eine Stunde zuvor mit X-Gatbiehen worden waren. Es folgte eine Inkubation
bei 37°C fur 12 Stunden.

4.3.9 Klonierung von DNA-Fragmenten

4.3.9.1 Gewinnung des Inserts

Fir eine Umklonierung von cDNA-Sequenzen aus dektofg@pCR2.1®-TOPO® in prokaryontische

(pET21a) oder eukaryontische ExpressionsvektorBEsP, pCMV-Myc) wurde zunéchst das Insert
aus den pCR2.1®-TOPO®-Klonen durch einen Restriktierdau (siehe 4.3.7) mit geeigneten
Enzymen ausgeschnitten. Um gentigend Insert zutenhaiurden 2-4 Ansatze mit jeweils 2 pg DNA
verdaut, auf ein 1%iges Agarose-Gel aufgetragen aofhetrennt. AnschlieBend wurden die
gewunschten Banden unter UV-Licht mit einem Sk&laasgeschnitten und mit dem E.Z.N.A. Gel
Extraction Kit (peqlab Biotechnologie GmbH) aus d&wal eluiert (siehe 4.3.6). Bis zur weiteren
Verwendung wurden die DNA-Fragmente auf Eis gdstellr langeren Lagerung wurden sie bei
-20°C aufbewabhrt.
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4.3.9.2 Auffiillen von Insert und Vektor durch das Klenow-Enzym

Das grof3e Fragment dér coli-DNA-Polymerase | (Klenow-Fragment) besitzt die igihit, den zum
5-Ende komplementaren DNA-Strang aufzufullen. Bi&sgenschaft macht man sich zunutze, wenn
Vektor und zugehdriges Fragment, die ligiert werdeollen, mit unterschiedlichen
Restriktionsenzymen geschnitten wurden. Mit Hilfer KKlenow-Reaktion wurden die kohasiven
(sticky) Restriktonsstellen zu glattehlnt) Enden aufgefillt und konnten im Anschluss duricte so

genannte ,blunt-end-Ligation“ verbunden werden.

Pipettierschema eines Standardansatzes (30 ul)

1-2 pg  DNA (maximal mdgliche Menge nach der Gebkitton)
3 ul 10x Klenow-Puffer (MBI)

1ul dNTPs (10 mM SL je Nukleotid, MBI)
1ul Klenow-Enzym (2U/ul, MBI)

— mit H,O auf 30 pl auffillen

Nach einer Inkubationszeit von 30 Minuten bei 3%%Grde das Enzym zehn Minuten bei 70°C

inaktiviert.

4.3.9.3 Dephosphorylierung des Vektors

Die Dephosphorylierung eines geschnittenen Klomgsuektors wurde immer dann durchgefihrt,
wenn nur ein Restriktionsenzym verwendet wurde atierkohéasiven Restriktionsschnittstellen mit
dem Klenow-Fragment aufgefiillt worden sind, um Aigoligationsrate des Vektors zu verringern.
Eine DNA-Ligase bendtigt phosphorylierte Enden, zwaei DNA-Moleklle miteinander verbinden zu
kénnen. Durch das Entfernen der Phosphatgruppe’d&nde der geschnittenen DNA-Strange kann
der linearisierte Vektor nicht mehr von der Ligageschlossen werden, wodurch die Anzahl der
falschpositiven Bakterienklone nach der Transfoiomatsignifikant verringert werden kann.
Autoligation kann bei der Verwendung von zwei usthiedlichen Restriktionsenzymen prinzipiell

ausgeschlossen werden, da nichtkomplementére Enclgrnverbunden werden kénnen.

Pipettierschema eines Standardansatzes (5 pl)

150 ng linearisierter Vektor
0,5l 10x SAP-Puffer (MBI)
1ul Shrimp alkalische Phosphatase (dl,WBI)

— mit H,O auf 5 ul auffillen
Der Ansatz wurde gemischt und 90 Minuten bei 3#Kiibiert. Anschlieend wurde das Enzym fir

20 Minuten bei 80°C inaktiviert. Der dephosphongkeVektor wurde entweder flir zehn Minuten bei
4°C abgekuhlt oder bis zur weiteren Verwendung2@iC gelagert.
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4.3.9.4 Ligation

Durch die Ligation kénnen DNA-Fragmente kovalenteimiander verbunden werden, wenn die zu
verbindenden DNA-Strange entweder Uberlappende rEndie jeweils komplementaren Sequenzen
besitzen oder glatte phosphorylierte 5’-Enden immiich engen Kontakt treten. Diese Reaktion wird
durch die T4-DNA-Ligase katalysiert. Dadurch lasigth ein bestimmter DNA-Abschnitt in einen

Klonierungsvektor dauerhaft integrieren. Bei degdtion sollte das molekulare Verhaltnis zwischen

Insert und linearisierten Vektor wenigstens 3:Tdmgn.

Pipettierschema eines Ligations-Ansatzes (30):

1 Dephosphorylierungsansatz (5 pl, 100-150 ng &gkt

300 ng Insert

2ul 10x T4-DNA Ligase Puffer (MBI Fermentas GmbH)
1l T4-DNA Ligase (5 Udl, MBI Fermentas GmbH)

— mit H,O bidest. auf 20 ul auffullen

Die Ligation erfolgte fur eine Stunde bei 12°C. Bder ,blunt-end-Ligation“ dauerte die
Inkubationszeit 90 Minuten, wobei nach 45 Minuteneait 1 pl T4-DNA-Ligase zugegeben wurde.
AnschlieBend wurde der Gesamtansatz fur eine clbmidransformation in E.coli-Bakterien

eingesetzt (siehe 4.2.6).

Kurzprotokoll einer Transformation:

Der Ligationsansatz wurde mit einem Aliquot (10Pchemisch kompetenter Bakterien gemischt und
auf Eis fur 45 Minuten inkubiert. AnschlielBend dgfe fir 60 Sekunden ein Hitzeschock bei 42°C,
woraufhin die Bakterien sofort wieder fur zwei Mtan auf Eis gestellt wurden. Der Ansatz wurde
mit 900 ul LB-Medium (ohne Antibiotika) aufgefullt und ein8tunde bei 37°C und 200 rpm
geschdittelt. Die Bakterienzellen wurden danachSmléktionsplatten ausplattiert und bei 37°C fir 12

Stunden inkubiert.

Test der erhaltenen Klone:

Mit einer Kolonie-PCR (siehe 4.3.4) wurde Uberpridb die selektierten Bakterienklone den
Klonierungsvektor mit dem inserierten DNA-Abschnaufgenommen haben. Bei ungerichteten
Klonierungen wurde dariiber hinaus die Orientierdeg Inserts analysiert. Konnten mit der PCR
keine eindeutigen Ergebnisse erzielt werden, wurdierKlone mit einem Restriktionsverdau (siehe
4.3.7) Uberprift. Im Allgemeinen wurden bei Expressvektoren die inserierten DNA-Fragmente

vollstandig sequenziert, um Fehler wahrend der i€lumg auszuschliel3en.
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4.3.10 Fallung von Nukleinsauren

DNA wurde stets mit Natriumacetat und Ethanol atéljeDazu wurde der geldésten DNA zuetkt
Volumen 3 M Na-Acetat (pH 5.2) und anschlieRend\2gfumina 100 % Ethanol (p.A.) zugegeben.
Im Allgemeinen wurden Nukleinsduren in 1@0Ansatzen gefallt, kleinere Mengen von Verdausrode
Sequenzierungen wurden auf 1@0aufgeflllt. Der Ansatz wurde gemischt und ansfbdind 30
Minuten bei 16.000 xg zentrifugiert. Nach der Sesfitation der DNA wurde der Uberstand
verworfen und die DNA zweimal mit 70 % Ethanol gealaen und jeweils flr zehn Minuten bei
16.000 xg zentrifugiert. Der Uberstand wurde ernentfernt, das Sediment fir 15 Minuten bei
Raumtemperatur getrocknet und anschlielend in eigesigneten Volumen J@ bidest. oder

entsprechendem Puffer aufgenommen.

4.3.11 Sequenzierung von Nukleinsduren

Die in dieser Arbeit sequenzierte DNA wurde nachr d@@desoxymethode des zweifachen
Nobelpreistragers Frederick Sanger (Sanger ell@l7) durchgefuhrt. Das Prinzip beruht auf einer
enzymatischen Kettenabbruch-Synthese: Mit HilfeeeiidNA-Polymerase wird wie bei einer
Polymerase-Kettenreaktion (siehe 4.3.3) von einemmd? ausgehend ein bestimmter Einzelstrang-
Abschnitt verlangert. In den PCR-Ansatz werdenrdifgs zusatzlich modifizierte DNA-Bausteine in
niedriger Konzentration zugegeben. Diesen so gaeariDidesoxynukleotiden (ddNTPs) fehlt die 3'-
Hydroxylgruppe an der Desoxyribose. Werden sieein deusynthetisierten Strang eingebaut, stoppt
die Verlangerung durch die DNA-Polymerase. Durch Bahlen des 3’-Hydroxylendes kann keine
weitere Phosphodiesterbindung gekntipft und somitekaveiteren Desoxyribonukleotide (dNTPS)
eingebaut werden. Der Einbau erfolgt zufallig, sssd mit statistischer Wahrscheinlichkeit DNA-
Fragmente unterschiedlicher Lange entstehen, diéhimm 3’-Ende mit einem ddNTP (ddATP,
ddCTP, ddGTP oder ddTTP) enden.

Bei dem in dieser Arbeit verwendeten Arbeitssys{i@&Bl PRISM® BigDye™ Terminator Cycle
Sequencing Ready Reaction Kit, Applied BiosysterWggiterstadt) sind die ddNTPs mit
unterschiedlichen Fluoreszenzfarbstoffen gekoppetidurch die synthetisierten DNA-Fragmente
unterschiedlichster Lange mit einer spezifischettbh&anarkiert sind. Dabei tragen Fragmente gleicher
Lange den gleichen Farbstoff. Die Mischung diessAEMolekiile wird in einem Kapillar-Gelsystem
elektrophoretisch aufgetrennt. Ein Laser bringeamem Messfenster die Fluoreszenz-Farbstoffe zum
Leuchten wobei ein angeschlossenes FotoelemenVdikenlange des emittierten Lichts aufnimmt.
Die registrierten Messdaten werden an einen Compuagergeleitet, der die einzelnen Fluoreszenz-

Signale Uber eine geeignete Software schlie3liohizer Sequenz zusammensetzt.
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Standardansatz einer Sequenzierungs-Reaktion (30)

300 ng Plasmid-DNA
5ul Premix (BigDye™, Applied Biosystems)
10 pmol Sequenzierungsprimer (Forwadir Reverse)

— mit HPLC-H,0 auf ein Endvolumen von 20 auffillen

Der Ansatz wurde grundlich vermischt und in eindeRPMaschine mit folgendem Programm

inkubiert:
initiale Denaturierung 2 min 94°C
o5 Denaturierung 30 sec 94°C
Zvklen Primer Annealing 30 sec (TemperaturgemPrimer)
y Elongation 3 min 60°C
Kihlung ) 4°C

Nach Beendigung des Cycle-Programms wurde die setgree DNA mit Natriumacetat und Ethanol
gefallt (siehe 4.3.10). Anschlielend wurde das r8edi 30 Minuten bei Raumtemperatur
luftgetrocknet und in 251l HiDi Formamid (Applied Biosystems) grindlich figine Minute
resuspendiert. Um das Resuspendieren zu umgehemtekadas Sediment eine Stunde bei
Raumtemperatur oder tber Nacht bei 4°C in HiDi bikat werden. Die in Losung gebrachte DNA
wurde anschliel3end in ein Sequenzierungs-Gefafaufgesetztem Septum Uberfuhrt. Die erhaltenen
Sequenzen wurden mit der Software Bioedit getftmed durch Sequenzvergleich mit einem frei

zuganglichem Internetprogramm (http://www.ncbi.miih.gov/blast/bl2seq/wblast2.cgi) ausgewertet.

4.4 Proteinbiochemische Methoden

4.4.1 Eindimensionale SDS-Polyacrylamid Gelelektrophorese (SDS-PAGE) nach
Thomas und Kornberg (1975)

Proteingemische kénnen durch die SDS-Polyacryla@atklektrophorese (SDS-PAGE) aufgetrennt
werden. Im Allgemeinen hangt die Wanderungsgesdtigheit von Molekilen in einem elektrischen
Feld von drei Faktoren ab: Ihrer Grof3e, der Form itmer elektrischen Ladung. In der SDS-PAGE
spielt bei der Wanderungsgeschwindigkeit aussdidieltlie Masse eine grundlegende Rolle. Dies
wird durch die Zugabe von Sodium-Dodecyl-Sulfat §[@rreicht. SDS ist ein starkes anionisches
Detergenz und besitzt die Fahigkeit, die Eigenlggnnvon Proteinen zu Uberdecken, oligomere
Proteine in ihre Untereinheiten zu unterteilen dadurch zu denaturieren. Pro Gramm Protein binden
etwa 1,4 g SDS, wodurch Proteine eine negative idsaung erhalten. Bei der Probenvorbereitung
wird SDS im Uberschuss hinzu gegeben und die Ptauf 95°C erhitzt, wodurch Sekundéar- und

79



Methoden

Tertiarstrukturen zerstért werden. Durch Zugabe vohiolen @-Mercaptoethanol) werden

Disulfidbriicken der Proteine durch Reduktion getgmalind liegen dadurch vollstdndig gestreckt vor.
Die denaturierten Proteingemische wurden in eineskodtinuierlichen Gelsystem aufgetrennt, wobei
sich das SDS-Polyacrylamidgel aus dem Sammel- wrnd @renngel zusammensetzt. Die beiden
Systeme unterschieden sich in ihrer Acrylamidkotrzgion, sowie ihrem pH-Wert. Das

Durchwandern des Sammelgels durch das angeledtgisthe Feld bewirkt eine lokale und starke
Fokussierung der Polypeptide, wohingegen sie inm sinschlieBenden Trenngel aufgrund ihrer
molekularen Masse aufgetrennt werden. Zur Auftregnder Proteinproben wurde das Gel- und

Puffersystem nach Thomas und Kornberg (Thomas amdidérg, 1975) verwendet.

Ldsungen:
e Losung A: 30% Acrylamid-Bis-Losung fur das Treehg

30 g Acrylamid + 0,15 g Bis (N,N’-Methylendiglamid) auf 100 ml LD bidest.
e Losung A’ 30% Acrylamid-Bis-Losung fur das Sanige (nach Laemmli, 1970):
30 g Acrylamid + 0,8 g Bis (N,N’-Methylendigtamid) auf 100 ml HO bidest.
e Ldsung B: Trenngelpuffer (pH 8.8):
3 M Tris-HCI; pH 8.8
0,4% SDS
e Losung C: Sammelgelpuffer (pH 6.8):
0,75 M Tris-HCI; pH 6.8
0,4% SDS
* 10% (w/v) APS (Ammoniumpersulfat) in,@ bidest.
* TEMED
« 0,5%ige Agarose-Lésung
» Elektrophoresepuffer (pH 8.8): 50 mM Tris-HCI; 88
380 mM Glycin
0,1% (w/v) SDS
« 1-facher SDS-Probenpuffer nach Laemmli (1970), (84 6
100 mM Tris-HCI; pH 6.8
10% (v/v) Glycerin
1% (w/v) SDS
10% (v/v)B-Mercaptoethanol

Es wurden entweder Grol3- oder Minigele mit Gelagjpmen der Firma Gibco Life Technologies
(Miinchen) verwendet. Zunachst wurden zwei Glaggattie Abstandshalter (Spacer) sowie der
Kamm mit 70%igem Ethanol grindlich gereinigt, umttFeund Proteinreste zu entfernen.

AnschlieBend wurden die Glasplatten mit seitlicmngesetzten Spacern mit zwei Klammern
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zusammengesetzt und unten und seitlich mit Tesafiigeklebt. Der Kamm wurde eingesetzt, um die
Giel3hohe fir das Trenngel zu markieren. Das Trdnwgede so weit gegossen, dass zwischen
Trenngel und unteren Ende des Kamms bei einem @&rd3§ cm und bei einem Minigel 1,0 cm
Abstand eingehalten wurde. AnschlieBend wurde d@mid entfernt und die Unterseite und die
Flanken mit 0,5%iger Agarose abgedichtet. Dazu eufié flissige Agaroseldsung an den Seiten in
den Aufbau pipettiert und der Boden etwa 5 mm heelsgegossen. Wahrend die Agarose
auspolymerisierte, wurde die Trenngel-L6sung naafjegeben Pipettierschema (siehe Tabelle 4-5
und 4-6) zusammengemischt. APS und das zum Schiugggebene TEMED losten die
Polymerisation der Gelmatrix aus. Die Losung wugdéndlich vermischt und bis knapp Uber die
Markierung in den Gelplatten-Aufbau gegossen. Dissti gegossene Trenngel wurde vorsichtig mit
destilliertem Wasser Uberschichtet, um zum einem HEolymerisation unter Luftausschluss zu
beschleunigen und um zum andern eine gleichmaliityenBrisationsgrenze zu erreichen. Nach etwa

einer halben Stunde war die Gellésung vollstandgpalymerisiert.

Tabelle 4-5: Pipettierschema fiir Minigele (Mengegaben fur ein Gel)

Trenngel Sammelgel
8% 10% 12% 15% 18%
A 135ml1,7m | 2ml | 25ml] 3ml A 325 pl
B 1,25ml| 1,25 ml| 1,25 ml| 1,25 ml| 1,25 ml| C 625 pl
H,O 2,35ml| 2ml 1,7ml| 1,2ml| 0,7 mlH,O 1,55 ml
TEMED | 1,66 pul| 1,66 pl| 1,66 pl| 1,66 ul| 1,66 ul| TEMED |2,5 ul
APS 50ul 50ul 50ul 50ul 50ul| APS 75 ul

Tabelle 4-6: Pipettierschema fiir groRe Gele (Meaggaben fiir ein Gel)

Trenngel Sammelgel
12% | 15% | 18%
A 8ml | 10ml| 12ml|A 1,3 ml
B 5ml 5ml 5ml |C 2,5ml

H,O |6,85ml|4,85ml|2,85m|H,0 |6.2ml
TEMED | 6,7 ul | 6,7 pl| 6,7 ul TEMED | 10 pl
APS 200 pl| 200 pl| 200 w[APS [ 300 i

Nachdem die Polymerisation des Trenngels abgesdnowvar, konnte das Sammelgel gegossen
werden. Zunachst wurde das Uberschichtete Wasggmgabsen und anschlieRend die Sammelgel-
Losung (siehe Tabelle 4-5 und 4-6) zusammenpipettid das Trenngel gegossen. Nach dem GielRen
wurde sofort der Kamm eingesetzt, wobei darauf lgeedavurde, dass sich keine Luftblasen bildeten.
Nach etwa 20 Minuten war das Sammelgel ausgehdnigtder untere Spacer oder der Tesafilm
konnte entfernt werden. In die untere Kammer derekiEbphorese-Apparatur wurde
Elektrophoresepuffer eingefillt und das Gel in KEmmer eingespannt, so dass die Unterseite des
Gels im Laufpuffer eingetaucht war. Eventuell vortiene Luftblasen wurden anschlieRend mit Hilfe
einer Spritze mit gebogener Kantle entfernt. Dannde der Kamm vorsichtig aus dem Sammelgel

gezogen und der obere Tank befiillt. Die aufzutradee Proteinproben wurden in Probenpuffer
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aufgenommen und kurz vor dem Beladen bei 95°Ciiiif Minuten aufgekocht und anschliel3end fir
1 Minute bei 10.000 xg abzentrifugiert. Eine Gedtas eines Minigels konnte mit einem maximalen
Probevolumen wvon 30ul und bei GrolR3gelen mit 60ul beladen werden. Zur
Molekulargewichtsbestimmung der aufgetrennten Ripteben wurden Referenzproteine (,High-
und Low-Range* oder ,Broad-Range Dual Color“-Mankeer Firma Bio-Rad Laboratories GmbH
(Munchen) verwendet (siehe Abbildung 4-8). Vom Higlw. Low-Range Marker wurden je 1 pl (in
10 pl Probenpuffer) und vom Broad-Range Dual Ctarker 3ul aufgetragen.

Myosin - 200 KD il

— 150
B-galaciosidase s 116 Lot
Phosphorylase B | s S CT 75
Serum albumin  — — ©C - — 50
97

Owalbumin e B a5
— 25
20

Carbonic anhydrase Rt i
Trypsin inhibitor e 29 — 1
Lysozyme 14 I

High Ranas Low Ranoe Cresal Cooar

Abbildung 4-8: Verwendete Protein-GroRenmarker dir SDS-PAGE. Links: High und Low-Range-Marker;
Rechts: Broad-Range Dual Color-Marker (alle Bio-Ratioratories GmbH).

Zur Markierung der Lauffront wurde in die leerenlt@schen 5ul Bromphenolblau in Probenpuffer
aufgetragen. Die Elektrophorese erfolgte bei eindimigel bei 40 mA fur etwa einer Stunde;
GroRRgele wurden Uber Nacht bei 12 mA gefahren. Elgktrophorese wurde gestoppt, als die
Bromphenolblaufront etwa 0,5 cm von der unterenk&®k entfernt war. Das Gel wurde aus den
Platten genommen, das Sammelgel entfernt und dasdel entweder gefarbt (siehe 4.408gr fur

den Immunblot (siehe 4.4.6¢rwendet.

4.4.2 Zweidimensionale Gelelektrophorese

4.4.2.1NEPHGE

Die zweidimensionale elektrophoretische Auftrennung Proteinen erfolgte nach der Methode von
O’Farrell und Ivarie (O'Farrell and Ivarie, 197®abei werden die Polypeptide zuerst nach ihrer
Netto-Eigenladung in einem pH-Gradienten separignd in der zweiten Dimension unter
denaturierenden Bedingungen nach ihrer molekullsiasse aufgetrennt.

Die Nichtgleichgewichts-pH Gradienten-Gelelektroms®e (NEPHGE) wird hauptsachlich zur
Auftrennung basischer Proteine eingesetzt. Die gagiide wandern bei dieser Technik nicht bis zu
ihrem isoelektrischen Punkt (IEP), da der pH-Gradiei |lAngeren Laufzeiten im alkalischen Bereich

instabil wird und die Elektrophorese deswegen vemdErreichen des Gleichgewichtszustands
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beendet werden muss. Die Polypeptide wandern venAdede (+) zur Kathode (-), wobei der
Kathodenpuffer alkalisch ist. Die Dauer der Eleghrorese richtet sich nach der Ladung der

aufzutrennenden Polypeptide.

Erste Dimension: NEPHGE

Lésungen:
 Lysispuffer 1: 9,5 M Harnstoff

0,5% SDS

5%p-Mercaptoethanol

2% Ampholine; pH 2 - 11
 Lysispuffer 2: 9,5 M Harnstoff

5% (w/w) Nonidet P40

5%p-Mercaptoethanol

2% Ampholine; pH 2 - 11

+ Uberschichtungslésung: 6 M Harnstoff
5% (w/w) Nonidet P40
1% Ampholine; pH 2 — 11
e 30% Acrylamid-Bis-: 28,38 g Acrylamid

Lésung 1,62 g Bis (N,N’-Methylendiacrylami)f 100 ml HO bidest.
* 10% Nonidet P40 10 g Nonidet P40 auf 100 p® Bidest.
+ Anoden-Puffer: 10 mM §#PO,
» Kathoden-Puffer: 20 mM NaOH
* SDS-Probenpuffer 60 mM Tris-HCI, pH 6,8
(fir 2. Dimension): 10 % Glycerin
5%3-Mercaptoethanol
2% SDS

Die Lysispuffer 1 und 2 sowie die Uberschichtungstig wurden aliquotiert und bei -20°C gelagert.

Alle tbrigen Losungen wurden vor Gebrauch frischemetzt.

Silikonisieren der Glasrohrchen

Die Glasréhrchen mit einer Lange von 13 cm undraifendurchmesser von 2 mm wurden in einen
Messzylinder mit Silikonisierungslésung (Serva, dé#berg) tberschichtet. Nach einer 5-minitigen
Einwirkzeit wurde die Losung wieder entfernt und 80hrchen in einem Heizschrank fur eine Stunde
bei 80°C getrocknet. Nach dem Abkuhlen der silik@rien Glasrohrchen wurden die Rundgele der
ersten Dimension gegossen. Vor dem Einfullen ddmiSehung wurden die R6hrchen am unteren

Ende mit mehreren Lagen Parafilm dicht verschlassen
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Zusammensetzung der Rundgele (10 ml Lésung - auscbiend fir etwa 12 Rundgele):

5549 Harnstoff

1,33 ml 30%ige Acrylamid-Bis - Lésung
2 ml 10%ige Nonidet NP 40 - Lésung
2 mi HO bidest.

0,5 ml Ampholine pH 2 — 11

15ul 10 % APS

10ul TEMED

Nachdem der Harnstoff durch Erwérmen vollstandigbgiewar, wurden Ampholine, APS und
TEMED zugegeben. In die silikonisierten Glasrohrchairde die Gellésung mit einer langen Pasteur-
Pipette luftblasenfrei bis zu einer Hohe von etwaZéntimetern eingefillt. AnschlieRend wurde die
Gellésung mit 10Qul H,O bidest. vorsichtig tGberschichtet. Die Polymeiwater Rundgele erfolgte
entweder Uber Nacht bei 4°C oder fiur drei Stunden Raumtemperatur. Nach vollstandiger
Polymerisation wurde die Geloberflache griindlich H¥O bidest. gespult, der Parafilm entfernt und
das untere Ende der Réhrchen mit Gaze-Stoff Ubergzagn ein Herausgleiten der Gele wahrend der
Elektrophorese zu verhindern. Die Réhrchen wurderdie Elektrophoresekammer fir Rundgele

eingesetzt und die untere Kammer mit Kathodenp#@mmM NaOH) aufgefullt.

Vorbereitung der Proben
Die aufzutrennende Proteinprobe wurde in Probeepufach Laemmli (siehe 4.4.1) aufgenommen

und durch 5-minitiges Erhitzen auf 95°C geldst. idimen die Lésung abgekihlt war, wurden die
Proteine durch Zugabe von neunVolumenanteilen Acéi -20°C fur mindestens 3 Stunden oder
Uber Nacht ausgefallt. Die prazipitierten Proteiweirden fir zehn Minuten bei 10.000 xg
abzentrifugiert. Das getrocknete Sediment wurdgDipl Lysispuffer 1 gelést. Nach Zugabe von @0
Lysispuffer 2 wurden unlésliche Bestandteile abdfgiert und die Probe auf das Rundgel
aufgetragen. Die aufgetragene Probe wurde mifil20berschichtungslésung tiberschichtet und das
Roéhrchen bis zum oberen Rand mit Anodenpuffer (MHPQO,) aufgefullt.

Als Farbmarker fur stark basische Proteine wurdea&@yom C (IEP > 11) auf ein separates Rundgel

geladen.

Elektrophoresebedingungen  Obere Kammer: Anode (+)
Untere Kammer: Kathode (-)

Bei konstanter Spannung: 15 min 200V
30 min 300 vV
90 min 400 V

Die Elektrophorese wurde gestoppt, wenn das Cytmeh€ noch etwa 2 cm vom Gel-Ende entfernt
war. Die Rundgele wurden mit einer Wasser-gefiullt&pritze mit einem aufgesteckten
Silikonschlauch vorsichtig aus dem Glasrohrcherategedruckt. AnschlieRend wurden die Gele fir

20 Minuten in SDS-Probenpuffer (fir die zweite Dimamn) aquilibriert. Danach wurde der SDS-
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Probenpuffer abgesaugt und die Rundgele entwedertsauf die Flachgele der 2. Dimension

aufgetragen oder bei -20°C fur mehrere Wochen aughg.

Zweite Dimension: SDS-Polyacrylamid-Flachgele

Die Flachgele wurden wie unter 4.4.1 beschriebegoggen, ohne jedoch Kédmme zum Formen von
Geltaschen einzusetzen. Die &quilibrierten Rundgkde ersten Dimension wurden gleichmalig
gestreckt auf die Oberflache der Sammelgele geledtmit flissiger 1% Agarose-Lésung in SDS-
Probenpuffer fur die zweite Dimension eingegossergass eine durchgehende Verbindung zwischen
Rund- und Sammelgel hergestellt wurde. Nach Auspetisation der Agarose wurde zur Markierung
der Lauffront an einer Seite des Gels Bromphenollfiia Wasser und Glyzerin geldst) aufgetragen.
AuRerdem wurde in einen flussigen Agarosetropfeé¥ @garose in SDS-Probenpuffer)ub eines
Protein GroRenstandards pipettiert und nach denmwEeden ebenfalls an eine Seite des Gels
angeflgt. Die Elektrophorese erfolgte fir 16-18n8&n bei einer konstanten Spannung zwischen 11
und 20 mA. Nach abgeschlossener Elektrophoreseenudid Gele gefarbt (siehe 4.4.3) oder geblottet
(siehe 4.4.6).

Bestimmung des pH Gradienten im Rundgel

Zur Bestimmung des pH-Gradienten in einem Rundgebtle ein separat aufgetrenntes Gel der ersten
Dimension in 5 mm lange Stiicke unterteilt. Diesedea einzeln in mit 3 ml O bidest. gefilite 15
ml-Réhrchen Gberfihrt und Gber Nacht bei 4°C getagem nachsten Tag wurden die R6hrchen
grindlich geschittelt und der pH-Wert jeder Probstimmt.

4.4.2.216-BAC/SDS-PAGE
Die 16-BAC (Benzyldimethyl-n-Hexadecylammonium-Qii)/SDS-Page wurde nach einer Methode

von Hartinger et al. (1996) durchgefiihrt. Integrilembranproteine, insbesondere solche mit mehr
als einer Transmembrandoméne, sind in zweidimeakanGelsystemen nur schwer aufzutrennen.
Das liegt zum einen daran, dass sich diese Proieinghtionischen Detergenzien nur schwer l6sen
lassen und zum anderen prazipitieren integrale Manmroteine in der ersten Dimension haufig bei
pH-Werten nahe ihrem lIsoelektrischen Punkt. Au@ardihren die verschiedenartigen Ladungen,
wie sie haufig bei glykosilierten Membranproteinamkommen, zu weiteren Problemen in der ersten
Dimension. Die erste Dimension der 16-BAC/SDS-PAGSteht aus einer Elektrophorese in einem
sauren Puffersystem unter Verwendung des KkatioaischDetergenz Benzyldimethyl-n-
Hexadecylammonium-Chlorid (16-BAC). Daran schligiéh eine SDS-PAGE an. Mit dieser Methode
kénnen Membranproteingemische mit einer finffachemén Auflosung als mit der herkbmmlichen
SDS-PAGE aufgetrennt werden.
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E

rste Dimension: 16-BAC-PAGE

Ldsungen:

300 mM Kaliumphosphatpuffer (aus KPO,), pH 2,1
75 mM Kaliumphosphatpuffer, pH 2,1
0,5 M Kaliumphosphatpuffer, pH 4,1
1,7% (w/v) N, N"-Methylenbisacrylamid
5 mM FeSQ (frisch angesetzt)
80 mM Ascorbinséaure (frisch angesetzt)
250 mM BAC (zum Ldsen kurz erwérmen, aber nichtherd)
100 mM Tris-HCI, pH 6,8
10-fach Elektrophoresepuffer: 25 mM BAC
1,5 M Glycin
0,5 M Phosphorséaure

— auf 1 Liter mit HO bidest. auffiillen

Acrylamid/ 30% (w/v) Acrylamid
N,N"-Methylenbisacrylamid:  0,8% (w/v) N,N -Methyibisacrylamid
1MDTT

Fixiergemisch: 35% (v/v) Isopropanol

10% (v/v) Essigsaure
2-fach Probenpuffer 0,9 g Harnstoff
(frisch angesetzt): 0,2 g BAC
200 pl Glycerin
800 pl HO
— mischen und bis zum vollstdndigen Lésen auf 6G%&@amen
+150 pl 1 M DTT
+ 20 pl 5% (w/v) Pyronine Y (in,B bidest.)
— auf 2 ml mit HO bidest auffiillen und bis zur Verwendung bei

60°C lagern

Die Vorbereitung der Gelplatten erfolgte wie unet.1 beschrieben. Die Trenngel-Lésung wurde
nach angegeben Pipettierschema (siehe TabellezdsBmmengemischt und anschlieRend mit 75
mM Phosphatpuffer (pH 2,1) Uberschichtet. Nach ed@aMinuten war das Trenngel vollstéandig

auspolymerisiert und das Sammelgel (siehe Tabeadekénnte gegossen werden.
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Tabelle 4-7: Pipettierschema Trenngel

Minigel (10%) | GroRRgel (10%)
Harnstoff 189 3,60
Acrylamid/ 3,333 mi 6,667 ml
N,N"-Methylenbisacrylamid
300 mM Kaliumphosphatpuffer, pH 2,1 2,5ml 5ml
H,0 1,666 ml 3,333 ml
1,7% N, N"-Methylenbisacrylamid 350 pl 700 ul
80 mM Ascorbinsaure 500 pl 1ml
5 mM FeSQ, 16 pl 32 pl
250 mM BAC 100 pl 200 pl
0,03 % H,0O, 400 pl 800 ul
Tabelle 4-8: Pipettierschema 4% Sammelgel
Minigel | GroRBes Gel

Harnstoff 0,59 1g

Acrylamid/ 665 pl 1,33 ml

N,N"-Methylenbisacrylamid

500 mM Kaliumphosphatpuffer, pH 4,1 | 1,25 ml 2,5 ml

H,O 1,5 mi 3ml

1,7% N, N'-Methylenbisacrylamid 690 pl 1,38 mi

80 mM Ascorbinsaure 250 pl 500 pl

5 mM FeSQ, 4,25 pl 8,5 ul

250 mM BAC 35 pl 70 pl

0,03 % H,0, 250 ul 500 ul

Nachdem das Sammelgel auspolymerisiert war, wudéeeaufzutrennenden Proteine in Probenpuffer
aufgenommen und mindestens finf Minuten bei 60%0brert. Dabei war darauf zu achten, dass die
Proben bis zur Beladung des Gels bei 60°C gelageden, da ansonsten der Probenpuffer fest wurde
und die Probe nicht mehr pipettiert werden konnte.

Die Elektrophorese erfolgte bei einem Minigel zurgichei 10 mA, bis die Lauffront das Trenngel
erreicht hatte, anschlieRend wurde die Stromstaufe20 mA erhéht. Die Laufzeit des Gels betrug
etwa eine Stunde. Bei grof3en Gelen betrug die Stéoke im Sammelgel 25 mA und im Trenngel
80 mA. Die Elektrophorese dauerte etwa drei StunBardie Proteine durch das BAC positiv geladen
wurden, stellte die obere Kammer der Elektrophdw@sener die Anode (+) und die untere Kammer
die Kathode (-) dar. Die Elektrophorese wurde gasttaals die Lauffront das untere Gelende erreicht
hatte.

Das Gel wurde aus den Platten genommen, das Saeimeelfernt und das Trenngel eine Stunde in
Fixiergemisch geschuttelt, wobei die Lésung mehsnggwechselt wurde. Nach dem Fixieren wurde
das Gel fur mindestens zwei Stunden in 0,15% Cosimasiue (in Fixiergemisch) gefarbt und
anschlieend mit Fixiergemisch wieder entfarbt.daa Gel durch das Fixiergemisch stark entwassert
wurde, musste es vor Verwendung fur die zweite Dien dreimal zehn Minuten mit 200 mM Tris-

HCI (pH 6,8) reaquilibriert werden.
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Die einzelnen Spuren mit den Proteinproben wurdes dgem Trenngel durch Dricken mit einer
Glasplatte ausgeschnitten. Bei Minigelen wurdenae®y8 cm breite Streifen und bei gro3en Gelen

etwa 0,6 cm breite Streifen ausgeschnitten.

Zweite Dimension: SDS-Polyacrylamid-Flachgele

Das Trenngel wurde wie unter 4.4.1 beschrieben ggsgound mit Wasser tberschichtet. Vor dem
GieRen des Sammelgels wurde die HOhe des Gels rdegneDimension, d.h. die Lange der
Gelstreifen, nach dem Reaquilibrieren ausgemedden.Kamm wurde mit Tesafilm abgeklebt, so
dass eine grofRe Geltasche entstand, die der Lasg8elstreifens entsprach. AnschlieRend wurde das
Sammelgel (siehe 4.4.1) gegossen und der abgeldeinten eingesteckt.

Die Gelstreifen der ersten Dimension wurden funhlién in zweifachem Probenpuffer fur die SDS-
PAGE aquilibriert und anschlieRend in die groRet&dehe des Sammelgels geschoben. Dabei war
darauf zu achten, dass sich zwischen dem Gelstreifd dem Sammelgel keine Luftblasen befanden.
Je eine kleine Geltasche wurde mit High- bzw. Loanée Marker beladen (siehe 4.4.1) und die
Elektrophorese wurde gestartet. Die Stromstarkeubdiei Minigelen 5 mA im Sammelgel und 40
mA im Trenngel, bei groRen Gelen 12 mA im Sammeigael 80 mA im Trenngel. Nach erfolgter
Elektrophorese wurden die Gele entweder gefarbhés#.4.3) oder fir den Immunblot (siehe 4.4.6)

verwendet.

4.4.3 Farbung von SDS-Gelen

4.4.3.1 Coomassie-Farbung

Losungen:

» Farbel6sung: 0,1% (w/v) Serva Blau R 250
20% (v/v) Methanol
7,5 % (v/v) Essigsaure

» Entfarbelosung: 20% (v/v) Methanol

7,5% (v/v) Essigsaure

Nach Beendigung der Elektrophorese wurde das Sageimgdm Trenngel abgetrennt und verworfen.
Das Trenngel wurde Uber Nacht unter Schitteln mFéebeltsung inkubiert. AnschlieRend wurde es
in Entfarbelésung gelegt, bis die Proteinbandensightbar waren. Der Coomassie-Farbstoff lagert
sich an basische und aromatische Seitenketten woimosauren an und weist damit Proteine
unspezifisch nach. Um die Hintergrundfarbung zuueéeten, wurde die Entfarbeldsung mehrfach

erneuert.
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4.4.3.2 Kolloidale Coomassie-Farbung

LOsungen:

 Farbel6sung:

34% (v/iv) Methanol 340 ml
2% (v/v) Phosphorsaure (2%) 22,5 ml
17% (w/v) Ammoniumsulfat 1709
0,066% Coomassie G-250 0,66 g
— mit H,O auf 1 | auffiillen
— zuerst Methanol, Phosphorsaure und Coomassie emaatd mit HO auf 700
ml auffillen. Ammoniumsulfat nach und nach30 ml HO |6sen und erst dann
langsam zur ersten Lésung geben, da ansodagke®mmoniumsulfat samt Coo-

massie ausfallt.

Nach Beendigung der Elektrophorese wurde das Sageiaim Trenngel abgetrennt und verworfen.

Das Trenngel wurde Uber Nacht unter Schitteln inFdebelésung inkubiert. AnschlieBend wurde es

mit H,O entfarbt, bis die Proteinbanden gut sichtbar wmare

4.4.3.3 Silberfarbung

Bei der Silberfarbung kdénnen Proteine auch beingeri Konzentration noch im Gel nachgewiesen

werden. Die Nachweisgrenze liegt bei etwa 20 n@gade im Vergleich zu etwa 100 ng bei der

Coomassie-Farbung.

Ldsungen:
» 10% Trichloressigsaure

50% Methanol / 12% Essigsaure (ipGHbidest.)

Fixierlésung:

Farbelésung:

* Reduzierer:

4,75 g N8,O; in 240 ml HO

10 ml 25% Glutaraldehyd
230 ml @

4,6 ml 1 M NaOH

4,9 ml NHOH

— langsam unter Schitteln 20% AgNQ@,94 g auf 10 ml kD) zugeben
20 ml 100% Ethanol p.A.

1,2 ml 1% Zitronensaure

40 pul 37% Formaldehyd

— auf 200 ml mit HO bidest. auffiillen
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Das Gel wurde zunachst zweimal fir 30 Minuten ifel0richloressigsaure fixiert und anschlieRend
zweimal 30 Minuten in Methanol-Essigsduregemisdtulimert. Falls das Gel bereits mit Coomassie
gefarbt war, wurden diese beiden Schritte ausgatadss folgten zwei Waschschritte inGH fir
jeweils 20 Minuten. Danach erfolgte eine 15-minéitigkubation in Fixierungslésung unter leichter
Bewegung. AnschlieRend wurde das fixierte Gel drfiéu20 Minuten mit entionisiertem Wasser
gewaschen. Darauf folgte eine 20-minitige Inkulvatimit der Farbeldsung. Uberschiissige
Silberionen wurden durch anschlieRendes Waschentianisiertem Wasser fur 15 Minuten entfernt.
Nach dem Waschen erfolgte die Entwicklung. Nach abegvon 200 ml Reduktionslésung und
kurzem Schwenken entsteht ein rotbrauner Niedeaxgchlus Silbercarbonat, der aus reduziertem
Silber besteht. Nach etwa 30 Sekunden farbten diehProteinbanden hellbraun. Nach etwa 3-5
Minuten wurde die Reaktion gestoppt und die Redmktidssung durch entionisiertes Wasser ersetzt.
Dieser Waschvorgang wurde mehrmals wiederholt. igrReaktion endguiltig zu stoppen, wurde das
Gel fur eine Minute in 5 % Essigsaure geschwenkt amschlieRend wieder in entionisiertes Wasser
Uberflhrt.

4.4.3.4Trocknen von SDS-Gelen

Die Gele wurden zur langeren Aufbewahrung getrockbazu wurde das Gel zwischen zwei Lagen
feuchter Einmachfolie gelegt, die Falten glatt geround in einen Plastikrahmen eingespannt. Nach

etwa zwolf Stunden war das Gel getrocknet und l@aos dem Rahmen genommen werden.

4.4.4 Bestimmung der Proteinkonzentration

4.4.4.1 Durch eine BSA-Konzentrationsreihe

Mit einer standardisierten Konzentrationsreihe bexi Serumalbumins (BSA), die auf ein
Polyacrylamid-Gel aufgetragen und durch eine SD&PAaufgetrennt wird, kann die Menge eines
aufgereinigten Polypeptids in einer Losung abgedgthserden, da die Intensitdt der Coomassie-

Farbung proportional zur Proteinmenge ist.

4.4.4.2 Durch Extinktionsmessung (Eso)

Die Konzentration von Proteinen kann ndherungswaisd durch die Extinktionswerte der Losung
bei einer Wellenlange von 280 nm ermittelt werdésa.wurde dabei empirisch ermittelt, dass eine

Extinktionseinheit (ko = 1) einer Proteinkonzentration von 50§ ml entspricht.
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4.4.5 Fallung von Proteinen

4.4.5.1 Methanol-Chloroform-Fallung

Eine wassrige Proteinlosung wurde mit vierfachentux@n eisgekiihltem Methanol (100%, p.A.),
dem einfachen Volumen Chloroform (100%, p.A.) uranddreifachen Volumen eisgekiihlteraCH
versetzt und gevortext. Der Ansatz wurde fur zehinutén auf Eis gestellt und anschlieBend flunf
Minuten bei 13.000 xg zentrifugiert. Es bildetechsidrei Phasen, wobei sich die Proteine in der
weiRlichen Interphase befanden. Der Uberstand wuvoesichtiy abgenommen und dem
verbleibenden Rest wurde das vierfache Volumen &feih (100%, p.A.), bezogen auf das
Ausgangsvolumen, hinzugeflgt. Es folgte eine weintrifugation fur eine Minute bei 13.000 xg.
Der Uberstand wurde verworfen, das Proteinsedim@nt 15 Minuten bei Raumtemperatur
luftgetrocknet und anschlieRend in SDS-Probenpyfihe 4.4.1) aufgenommen und funf Minuten
bei 95°C erhitzt. Nun konnten die gefallten Pratéiiair die Proteingelelektrophorese verwendet oder

bei -20°C gelagert werden.

4.4.5.2 Aceton-Fallung

Proteine, die sich in wassriger Losung befindemnlein durch Zugabe von acht Volumina Aceton
(100%, p.A., -20°C) gefallt werden. Der Prazipiasvorgang erfolgte durch eine zweistlindige
Inkubation bei -70°C (oder Uber Nacht bei -20°CacN der Inkubationszeit wurden die geféllten
Proteine fur zehn Minuten bei 5.000 xg (4°C) zdéugiert. Das Sediment wurde nach Abnahme des
Uberstands fiir 15 Minuten bei Raumtemperatur laftgknet und schlieBlich SDS-Probenpuffer
gel6st. Die Lagerung erfolgte bei -20°C.

4.4.5.3 Proteinfallung mit Trichloressigsaure

Falls die Proteinldsung Zucker enthalt, ist einBuRg mit Aceton nicht méglich, da durch das Aceton
auch der Zucker ausfallt. In diesem Fall wurdeFeidung mit Trichloressigsaure (TCA) angewandt.
Dazu wurde die Proteinldsung mit TCA versetzt, agsddie Konzentration an TCA in der Losung
10% betrug. Die Fallung erfolgte tber Nacht bei 4&nhschlieRend wurden die ausgefallenen
Proteine fur zehn Minuten bei 16.000 xg pelletiBras Proteinpellet wurde mit wenigen Mirkrolitern

1 M NaOH vorgel6st, dann in SDS-Probenpuffer (siéHel) aufgenommen.
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4.4.6 Immunblot

Beim Immunblot kann man einzelne Antigene in eirnerateingemisch identifizieren. Die Proteine
werden zunachst durch SDS-PAGE aufgetrennt unceisugin Nitrocellulosefilter Gbertragen. Nach
dem Transfer werden die unspezifischen Bindundsstaler Nitrozellulose in 10 % Magermilch
abgesattigt und mit einem Primarantiktrper inkubiBer zweite Antikorper richtet sich gegen den
ersten Antikorper und ist an Peroxidase gekoppelfigrund dieser Kopplung kann der Antikérper mit
der ECL-Methode (Enhanced Chemical Luminescenceetectionsystem) durch Inkubation in
Luminol sichtbar gemacht werden. Bei der ECL-Reaktkommt es unter alkalischen Bedingungen
zur Peroxidase-katalysierten Oxidation des zykbscBiacylhydrazids Luminol. Dabei befindet sich
Luminol kurzzeitig in einem angeregten Zustand.Beisein von chemischen Verstarkern wird unter
Emission von Lichtquanten dieser Zustand wiedelagsen. Durch Auflegen eines Rontgenfilms auf
den mit ECL-Kit behandelten Blot kommt es zur Sciauéig. Diese Schwarzung ist proportional zur
Proteinmenge. Somit ermdglicht diese Technik dd=ehduflosungsvermogen der Gelelektrophorese

mit der Selektivitat einer Antigen/Antikdrper-Re@mkt zu kombinieren.

4.4.6.1 Transfer der Proteine auf Nitrocellulose

Der Transfer der Proteine auf die Nitrocellulosedeuim semi-dry-Verfahren nach Kyhse- Anderson
(1984) basierend auf einer Methode von Towbin .ef18l79) durchgefuhrt.

Ldsungen:
« TBST: 140 mM NaCl

10 mM Tris-HCI, pH 7,4
0,05% (v/v) Tween-20 (Sigma Chemie GmbHisBehofen)
e Graphitblotpuffer 1: 25 mM Tris
20% (v/v) Methanol
pH 10,4
» Graphitblotpuffer 2: 300 mM Tris
20% (v/v) Methanol
pH 10,4
e Graphitblotpuffer 3: 25 mM Tris
40 mM DL-Norleucin (Sigma Chemie GmbH, xkofen)
20% (v/v) Methanol
pH 9,4

Das Gel wurde nach Beendigung der ElektrophoreselauKammer genommen und das Sammelgel
entfernt. Anschlielend wurde das Gel etwa zehn tdmuin Graphitblotpuffer 3 inkubiert.

Wahrenddessen wurden die Nitrocellulose (Costamebaidge, USA) und die Whatman-Filter
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(Whatman-Filterpapier, Schleicher & Schuell, Dassrlf Gelgrof3e zugeschnitten. Die Whatman-
Filter und die Nitrocellulose wurden, wie in Abhildg 4-9 ersichtlich mit den unterschiedlichen
Puffern getrankt, bevor sie in der Graphitblot-Kaenniibereinander geschichtet wurden. Um
eventuell vorhandene Luftblasen aus dem Systemntiereen, wurde ein Greinerrbhrchen mit
sanftem Druck daruber gerollt. Der Proteintransfgiolgte fur 1,5 Stunden mit einer konstanten

Stromstarke von 0,8 mA/cnbei Raumtemperatur. Die Spannung sollte dabei 2 (ibersteigen.

Kathode -) Graphitplatte

9 Lagen Whatman in Puffer 3

Gel in Puffer 3
Nitrocellulose in Puffer 1

3 Lagen Whatman in Puffer 1

| 6 Lagen Whatman in Puffer 2

Abb. 4-9: Schematische Darstellung einer Immunipiog&aatur

4.4.6.2 Anfarben der transferierten Proteine

Nach 1,5 Stunden wurde der Blot abgebaut und dansfer durch eine Farbung mit Ponceau S
Uberpruft. Dazu wurde die Nitrocellulose in eineh&e mit Ponceau-S-Lésung (0,2% Ponceau S in
3% TCA, Serva, Heidelberg) bedeckt und kurz unterhi8eln inkubiert (1-5 Minuten).
Ungebundenes Ponceau S wurde mit deionisiertem aNadsxgespult. Die Markerbanden wurden

abgeschnitten und zwischen Whatman-Papier getrockne

4.4.6.3 Immunreaktion

Nach dem Farben wurde die Nitrocellulose entwederdvei Stunden bei Raumtemperatur oder Uber
Nacht in 10% Magermilchpulver in TBST (pH 7,4) abdgigt. AnschlieRend wurde die
Nitrocellulose fur eine Stunde mit dem primaren iRérper (Verdinnungen siehe Tabelle 4-9) bei
Raumtemperatur inkubiert. Nach der Antikdrperinkidrawurde die Nitrocellulose dreimal fir zehn
Minuten in TBST gewaschen und anschliel3end einedgtlang mit dem entsprechenden, Peroxidase-
gekoppelten Sekundarantikorper (siehe Tabelle #@)biert. Danach wurde die Membran erneut
dreimal fur zehn Minuten mit TBST gewaschen. Dibgedenen Antikdrper konnten jetzt mittels des
enhanced chemical luminescence-Detektionssystdatds, Amersham Buchler, Braunschweig) nach

Herstellerangaben detektiert werden.
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Tabelle 4-9: Antikérper fur Immunblot

Primarantikorper

Verdinnung des
Primarantikorpers

Sekundarantikorper
(an Peroxidase

Verdinnung des
Sekundarantikorpers

(in TBST) gekoppelt) (in 10% Milch)
gp210 1:1000 Kaninchen 1:5000
pom 121 1:1000 Kaninchen 1:5000
LBR 1:1000 Meerschwein 1:10.000
LAP 2 1:2000 Meerschwein 1:10.000
Lamin (S49H2) 1:1000 Maus 1:5000
Aktin (2G2) 1:1000 Maus 1:5000
3-Tubulin 1:1000 Maus 1:5000
Karyopherin a 1:1000 (in 10% Milch) | Kaninchen 1:5000
Karyopherin 3 1:1000 (in 10% Milch) | Kaninchen 1:5000
p97ATPase 1:1000 Maus 1:5000
Ran 1:1000 Kaninchen 1:5000
Kinesin 1:1000 Maus 1:5000
MVP 1:500 Meerschwein 1:10.000

4.4.6.4 Entfernung der gebundenen Antikorper

Nach Entfernung der gebundenen Antikorper kann eineute Detektion spezifischer Proteine durch

weitere Antikérper durchgefiihrt werden.

LOsungen:
« Strip-Puffer:

62,5 mM Tris-HCI, pH 6,7

100 mM [3-Mercaptoethanol
2% (w/v) SDS

* TBST:

siehe 4.4.6.1

Die Nitrocellulose wurde zunachst kurz in TBST gewlgen. AnschlieBend wurde sie fur 30 Minuten
bei 50°C im Strip-Puffer unter leichter Bewegunguhiert. Die Nitrocellulose wurde danach viermal
fur je zehn Minuten in TBST gewaschen. Vor erneirikubation mit einem Primarantikérper musste

die Nitrocellulose nochmals fiir eine Stunde in 5#cMin TBST (pH 7,4) abgesattigt werden.

4.4.6.5Overlay Blot Assay

Dieser Bindungsassay wurde in Anlehnung an Lounsketiral. (1994) durchgefiihrt. Hierbei wird

zunéachst ein Proteingemisch durch Gelelektrophaaesgetrennt und die Proteine auf Nitrocellulose
transferiert. Anschlief3end erfolgt eine Inkubatihiaser auf der Nitrocellulose befindlichen Proteine
mit einem aufgereinigten Protein. Durch eine arisBeinde Immunreaktion kann das aufgereinigte
Protein an bestimmten Stellen auf der Nitrocellelomchgewiesen werden. Somit ist es moglich,

Bindungspartner dieses Proteins im Proteingemisdtentifizieren.
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Ldsungen:

» Renaturierungspuffer: 20 mM MOPS
100 mM Na-Acetat
5 mM Mg-Acetat
0,25% (w/v) Tween-20
10% (w/v) Magermilchpulver
5mMDTT
pH 7,1

« Bindungspuffer: 20 mM MOPS
100 mM K-Acetat
5 mM Mg-Acetat
1% (w/v) Tween-20
5mMDTT
pH 7,1

» TBST (siehe 4.4.6.1)

Die Proteine der beiden Membranfraktionen wurdertidie BAC-Gelelektrophorese (siehe 4.4.2.2)
aufgetrennt und auf Nitrocellulose transferierelfg 4.4.6.1). AnschlieBend wurde die Nitrocellulose
Uber Nacht bei 4°C in Renaturierungspuffer inkubiBadurch sollten die Proteine auf der Membran
eine moglichst native Form annehmen. Um den Reieatngspuffer zu entfernen, wurden die
Nitrocellulose zweimal fur 15 Minuten in Bindung$far gewaschen. Nun erfolgte die Bindung des
isolierten Tubulins (erhalten von Prof. Thomas Mayéniversitdt Konstanz) an die Proteine der
Membranfraktionen. Daflir wurde die Nitrocelluloset @ pg/ml Tubulin und 100 uM GTP in
Bindungspuffer fur eine Stunde inkubiert. Nach filafigem Waschen in Bindungspuffer und
zweimaligem Waschen in TBST fur je zehn Minutenrdeudie Nitrocellulose fiir eine Stunde mit 10
% Magermilch (in TBST) abgesattigt. Nach dreimaing®/aschen mit TBST fir je zehn Minuten
erfolgte die Inkubation der Antikdrper (siehe 4.3)6

4.4.7 Expression und Aufreinigung von Fusionsproteinen

Um Histidin-Fusionsproteine herstellen zu kdonnemyrde zundchst der entsprechende kodierende
DNA-Abschnitt unter Beriicksichtigung des Leserastarden Expressionsvektor pET21a der Firma
Novagen einkloniert und in Bakterien transformi&®i der Expression dieses Konstrukts entsteht ein
Protein, das am Carboxyterminus sechs Histidinrestégt. Durch diese spezifische
Aminosaurenabfolge ist es mdoglich, das Fusionsprotéiber Ni-NTA-Agarosekugelchen
aufzureinigen. Die Histidine bilden dabei mit demmobilisierten Nickelatomen eine starke Affinitat

aus, wodurch das Fusionsprotein an die Tragermduirdet. Proteine, die keine Abfolge von
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Histidinen besitzen, bleiben mobil und werden duvghschschritte aus der Saulenmatrix entfernt.
Durch stufenweise Absenkung des pH-Wertes wird Afénitdt zwischen Histidinresten und
Nickelatomen sukzessive geschwécht, so dass sgPrein bei einem bestimmten S&uregrad von

den Agarosekiigelchen eluieren I&sst.

4.4.7.1 Expression von C-terminalen Hexa-Histidin-Fusionspoteinen in Bakterien

Fur die Expression eines Proteins mit Histidin-Amdng,, Tag“) wurde der Bakterienstamm E.coli

Rosetta verwendet.

Ldsungen:
e LB-Medium (siehe 4.2.1)

« IPTG (IsopropylB-D-Thiogalactopyranosid; SL: 1 M in @ bidest.)

Es wurde, wie unter 4.2.1 beschrieben, eine Flkakig hergestellt, die bei Erreichen einer D
von 0,4-0,9 durch Zugabe von IPTG in einer Endkatrzagion von 1 mM induziert wurde. Vor der
Induktion wurde eine Probe abgenommen, die paralleinduzierten Kultur weitere 3-4 h bei 37°C
inkubiert wurde, bevor die Bakterien durch einergeimitige Zentrifugation bei 3000 xg pelletiert
und geerntet wurden. Diese Probe (nicht induziéaetrolle) diente spater, zusammen mit einer vor
dem Ernten der Bakterien entnommenen Probe (indazkontrolle), als Probe zur Analyse der
Expression des Fusionsproteins in der SDS-PAGEhdsi4.4.1). Die Bakterienpellets konnten

entweder direkt fur die Aufreinigung verwendet wasrabder bei -20°C gelagert werden.

4.4.7.2 Aufreinigung des Fusionsproteins unter denaturiereden Bedingungen

Ldsungen:

« 8 M Harnstoffpuffer (pH 8,0) 100 mM NaPiOy
10 mM Tris-HCI
8 M Harnstoff

8 M Harnstoffpuffer (pH 6,3)
8 M Harnstoffpuffer (pH 5,9)
8 M Harnstoffpuffer (pH 4,5)
Neutralisierungspuffer (pH 9,5) 1 M Tris-HCI pEb9

Aufschluss der Bakterien

Die Bakterienpellets wurden fhy Ausgangsvolumen 8 M Harnstoffpuffer pH 8,0 aufganeen und
dreimal fur zehn Sekunden auf Eis sonifiziert. Adief3end erfolgte die Lyse fur eine Stunde bei

Raumtemperatur auf einem Rollinkubator. Von denielysn Bakterien wurden durch eine
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Zentrifugation von 15 min bei 10.000 xg in 30 ml r&Rdéhrchen unldsliche Proteine und

Bakterienbestandteile abgetrennt.

Saulenvorbereitung

Fur die Aufreinigung eines Proteins aus einer 60&uaitur wurden 2 ml Ni-NTA-Agarose-
Suspension (Qiagen) auf eine entsprechende Saule BBsciences) pipettiert, was einem
Saulenvolumen von 1 ml entsprach. Nachdem die dbhiéssige Lagerungsflussigkeit durch die Séaule
geflossen war, wurde die Agarosematrix mit 20 mirisoffpuffer (pH 8,0) aquilibriert. Nach diesem

Vorgang war die Séule gebrauchsfertig und konntedee werden.

Beladung der Saule und Reinigung des His-Tag-Fusisproteins

Der Uberstand des zentrifugierten Sonifikats wwaesichtig auf die aquilibrierte Saule gegeben. Ein
Teil des Durchlaufs wurde gesammelt, um die Binddeg Proteins an die Saule Uberprifen zu
kénnen, der Rest wurde verworfen. AnschlieBendtdoldie Reinigung des Proteins Uber einen

diskontinuierlichen pH-Gradienten nach folgendemmtéoll.

10-30 ml Uberstand Lysat — einen Teil auffangen, den Rest verwerfen

20 ml Harnstoffpuffer (pH 8,0) — Waschfraktionen in Aliquots zu 1,5 ml auffangen

12 ml Harnstoffpuffer (pH 6,3) — Waschfraktionen in Aliquots zu 1,5 ml auffangen

12 ml Harnstoffpuffer (pH 5,9) — Eluat in Aliquots zu 1 ml auffangen

10 ml Harnstoffpuffer (pH 4,5) — Eluat in Aliquots zu 1 ml auffangen

Zu jeder Fraktion ab pH 6,3 wurde zur Neutralisigrl/;, Volumen Neutralisierungspuffer (pH 9,5)
vorgelegt. Um die Saule (fir das gleiche Proteif@der verwenden zu kdnnen, wurde sie nach der
Elution mit 20-fachem Saulenvolumen 8 M HarnstoffeupH 8,0 gewaschen. Die Saule wurde im
Kuhlschrank im selben Puffer gelagert und konnteihalb eines Monats mehrfach wieder verwendet

werden.

Vorbereitung der Proben fiir die SDS-PAGE
Von allen Fraktionen einschlie3lich des Sonifik&@gdiment des Sonifikats sowie dem Durchfluss

wurde soviel abgenommen, dass es einem Volumen 00 pl der urspringlichen
Bakterienexpressionskultur entsprach. Bei einer-rBB&ultur errechnet sich das abgenommene
Volumen wie folgt:

600.000 pl 1
— = 1200 - — einer jeden Fraktion musste eingesetzt werden
500ul 1200
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Die entsprechenden Volumina wurden abgenommen undiie SDS-PAGE vorbereitet. Je nach
Volumen wurden sie entweder direkt im 2-fachen $JD&senpuffer (siehe 4.4.1) aufgenommen oder
vorher mit Methanol/Chloroform gefallt (siehe 4.46und dann im 1-fachen SDS-Probenpuffer

(siehe 4.4.1) aufgenommen.

Bestimmung der Proteinausbeute

Die Konzentration der in den Fraktionen enthalteReoteine wurde entweder n&dherungsweise Uber
die Extinktionsmessung bei einer Wellenlange vo@ 8 (Egg (siehe auch 4.4.4.2) oder Uber eine
BSA-Standardreihe im SDS-Polyacrylamidgel mit alie@ender Coomassie-Farbung abgeschatzt

(siehe 4.4.4.1) und anschlieRend mit den VolumaraeEiutionsfraktionen verrechnet.

4.4.8 Produktion von Antikoérpern

Da der kauflich zu erwerbende MVP-Antikorper (Besid) nicht fur alle Methoden geeignet war,
musste selbst ein polyklonaler MVP-Antikorper haitgét werden.

Fir die Herstellung von Antikérpern muss das Amtige ein Saugetier injiziert werden. Das Antigen
wird von Makrophagen des Immunsystems aufgenommgazellular proteolytisch in kleine Peptide

zerlegt und durch MHC-Proteine auf der Zellobetiigrasentiert. T-Helferzellen binden an diese
Proteine, erkennen die Peptidstruktur und bildeazifigche Antikbrper gegen das prasentierte
Antigen. Da Proteine fur die Antikérperherstelluimg einem Organismus proteolytisch gespalten
werden, spielt ihre Sekundar- und Tertiarstrukteink Rolle. Deshalb kann ein Protein fur die
Antikdrpererstellung auch trunktiert exprimiertné¢urierend aufgereinigt und zur Aufkonzentrierung

denaturierend prazipitiert werden.

4.4.8.1 Immunisierung

Ldsungen:

* PBS: 140 mM NaCl
6,4 mM NaHPQ,
2,6 mM KCI
1,4 mM KHPQ,

Es wurden zwei weibliche Meerschweinchen immunisigrer Wochen nach der Immunisierung
erfolgte der 1. Boost, nach weiteren zwei Wochan2d®oost und 50 Tage nach der Immunisierung
das Ausbluten.

Vor der Immunisierung wurde das aufgereinigte Fuspootein (siehe 4.4.7.2) Uber Nacht gegen PBS
dialysiert, um den Harnstoff zu entfernen. Das ydigrte Fusionsprotein wurde anschlieend in

Centriplus-Zentrifugen-Filtern YM-50 (Millipore Gnih Schwalbach) eingeengt, damit eine
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ausreichende Proteinkonzentration fir die Immunisi@ zur Verflugung stand. For die
Immunisierung, den ersten und zweiten Boost wuggienMeerschwein 600 pl PBS mit 100-150 pg
geléstem Antigen bendtigt. Diese Lésung wurde diiez Immunisierung 1:1 mit komplettem
Freud'schem Adjuvans, einem Mineraldél mit abgeéitetStreptokokken, das zur langsamen
Freisetzung des Antigens in den Organismus unddAmuegung der Immunantwort dient, vermischt.
Dazu wurde die zun&chst noch zweiphasige LOsungruntensivem Resuspendieren auf Eis (mit
einer Spritze durch eine Kandle) in eine stabilejBiche Emulsion gebracht und darauf geachtet,
dass sich die Phasen nicht wieder trennten. Daefirlarnstoffkonzentration in der zu injizierenden
Emulsion sollte unter 1 M liegen. Vor der Immuaising wurde die Emulsion auf Raumtemperatur
erwarmt. Die Meerschweinchen waren wahrend derkiime mit Diethylether leicht betaubt. Die
Injektion erfolgte subkutan in den Nacken der Melewgeinchen, wobei die Emulsion groR3flachig und
weit entfernt von der Einstichstelle verteilt wurde

Der erste und zweite Boost wurde analog durchgefifterdings wurde statt komplettem, ein
inkomplettes Freud'sches Adjuvans (Sigma-Aldrichierwendet, in dem die abgetdteten

Streptokokken zum Anregen der Immunantwort fehlten.

4.4.8.2 Serumaufbereitung

An Tag 50 erfolgte das Ausbluten der Meerschweinclizgazu wurden die Meerschweinchen mit
Diethylether betéaubt, die Haut am Hals entferng, [dauptschlagadern zum Kopf angeschnitten und
die Tiere in je ein 50 ml PVC Gefal3 ausgebluted. Her wurden so etwa 15 - 17 ml Blut gewonnen.
Das Blut wurde zwei Stunden bei RT inkubiert, biasdBlut geronnen war. Mit einer
zugeschmolzenen Pasteurpipette wurde anschliefam8ldtkuchen vom Gefalirand geldst. Dieser
Blutkuchen wurde zur Kontraktion vier Stunden aig Belagert. Danach wurde das Blutserum so
weit wie mdglich abgenommen, der Blutkuchen bei B0y und 4°C, fur zehn Minuten
abzentrifugiert und das Serum erneut abgenommes.gpsamte Serum eines Tieres wurde gepoolt
und nochmals fur zehn Minuten bei 3000 xg und 4%¥htrzfugiert um letzte Blutzellen zu
sedimentieren. Das zellfreie Serum wurde zu 50@aliguotiert und bei -70°C langzeitgelagert.

Gebrauchsaliquots wurden zu 50 pl bzw. 100 pl aligut und bei -20°C gelagert.

4.4.8.3 Affinitatsreinigung des Antiserums

Ldsungen:
* TBST (siehe 4.4.6.1)

* 2 M KSCN
« PBS (siehe 4.4.8.1)
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Zunachst wurde durch eine SDS-PAGE das Proteiretrafignt, gegen das der Antikdrper aufgereinigt
werden sollte. Dabei wurden in alle Taschen 50@eg Fusionsproteins geladen und in die beiden
aulReren Taschen der Protein-GrofRenstandard awfgetirdie Proteine wurden wie unter 4.4.6
beschrieben geblottet und durch Ponceau S FarluirdeaMembran sichtbar gemacht. Anschlie3end
wurden die Banden des Fusionsproteins ausgeschnitege die Membranstiicke tiber Nacht bei 4°C in
10 % Magermilch (in TBST) abgesattigt. Am nachsieg wurde dreimal fir zehn Minuten mit
TBST gewaschen. Es folgte die Inkubation mit denigemen fir drei Sunden bei Raumtemperatur,
wobei je 20 pl der Seren mit 2 ml TBST verdinntdeunr. AnschlieRend wurden die Membranstiicke
erneut dreimal fir zehn Minuten mit TBST gewascheie Membranstiicke wurden in ein 15 ml
Falconrohrchen uberfihrt und 2 ml 2 M KSCN zugegehgevortext und fur funf Minuten bei
Raumtemperatur inkubiert. Durch diesen Schritt wardlie Antikorperbindungen geldst und die
Antikorper befanden sich im Uberstand. Dieser wustgort mit 4 ml PBS versetzt. Der
Elutionsschritt wurde insgesamt drei Mal durchgefui\nschlielend wurden die neutralisierten
Uberstande mit Centriplus-Zentrifugen-Filtern YM-B4illipore GmbH, Schwalbach) eingeengt, um
die Antikérperkonzentration zu erhdhen. Die einggen Antikérper wurden in Aliquots zu je 20 pl

bei -20°C gelagert.

4.5 Mikroskopie

45.1 Indirekte Immunfluoreszenz

Bei der indirekten Immunfluoreszenz erkennt einzéfseher Primarantikorper das zu analysierende
Protein. Danach wird ein universeller Sekundaramgkr eingesetzt, der kovalent mit einem
Fluoreszenzfarbstoff gekoppelt ist und der an dem&antikbrper bindet. Dies hat zum einen den
Vorteil, dass das Fluoreszenzsignal verstarkt wirgin Primarantikbrper wird in der Regel von
mehreren Sekundarantikbérpern markiert — zum andéw@nnen die Sekundarantikdrper mit
unterschiedlichen Fluoreszenzfarbstoffen gekoppeih, so dass zwei oder mehrere verschiedene
Proteine in einer Zelle sichtbar gemacht werdemkan Die Farbstoffe erzeugen bei Anregung durch
Licht mit einer bestimmten Wellenldnge eine speeltie Fluoreszenz. Das Fluoreszenzmuster, das
unter dem Mikroskop beobachtet werden kann entspdem Verteilungsmuster des untersuchten

Proteins in den Zellen oder Geweben.

4.5.1.1 Immunfluoreszenz auf in vitro rekonstituierten Kernen und Annulate Lamellae

Far die Immunfluoreszenz auf in vitro-Kernen od&nnulate Lamellae wurden Aliquots des
vorbehandelten Eiextraktes (siehe 4.1.6) in viefudfina 2% Formaldehyd (frisch hergestellt aus

Paraformaldehyd in PBS) vorsichtig resuspendiedt loei Raumtemperatur fir zehn Minuten fixiert.
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AnschlieRend wurden die Suspensionen in die Triaiteer Cytospin-Zentrifuge gefillt und die darin

vorhandenen Strukturen fir zehn Minuten bei 1000 (4°C) auf Objekttrager zentrifugiert.

Fixierung und Vorbehandlung der Praparate

Die auf Objekttrager zentrifugierten in vitro-Sttuken wurden sofort nach der Zentrifugation in
Aceton bei —20°C fiir zehn Minuten fixiert und ange®end bei Raumtemperatur luftgetrocknet.

Bei Verwendung der Proben zur Darstellung von Fdsm wurden die Objekttrager nach der
Zentrifugation fur zehn Minuten in Methanol bei <20und anschlie3end fir zwei Minuten in Aceton

bei -20°C fixiert und bei Raumtemperatur luftgekmoet.

Inkubation mit den Antikdrpern

Alle folgenden Inkubationen fanden in einer Feuahtkner statt, um eine Austrocknung der Praparate
zu verhindern.

Die Praparate wurden mit verschiedenen Primaramtged fur 30 Minuten bei Raumtemperatur
inkubiert. Dazu wurden 50 pl der Antikorperlosundgetragen (S49H2 1:200 in PBS, Nup62 1:1000
in PBS, 72B9 1:25 in PBS, xMVP (Serum2) 1:20 in PBI¥P von Biotrend 1:100 in PBS). Nach der
Inkubation wurden ungebundene Antikérper durch mvegifinfminitiges Waschen in PBS entfernt.
AnschlieRend wurden die Praparate 20 Minuten miab@er entsprechenden Sekundarantikorper, die
mit Fluoreszenzfarbstoffen wie Texas-Red, Cy2 ddgB gekoppelt sind, inkubiert. Zur Anfarbung
der DNA wurden je 10 pl DNA-Fluorochrom Hoechst 882(Hoechst, Frankfurt; Stammlésung
5 pg/ml) fir zehn Minuten dazugegeben. Die Objager wurden erneut zweimal finf Minuten in
PBS gewaschen, eine Minute in 100% Ethanol inkthied anschlielend bei Raumtemperatur
luftgetrocknet. Auf die getrocknete Probe wurde €mopfen Mowiol 4-88 (Hoechst, Frankfurt)

gegeben und ein Deckglas aufgelegt.

4.5.1.2 Immunfluoreszenz auf Zellen

Bevor die Zellverteilung bestimmter Proteine durodirekte Immunfluoreszenz sichtbar gemacht
werden kann, mussen die Zellen zuerst fixiert umeeinem nachfolgenden Schritt permeabilisiert
werden, um die Zuganglichkeit der Antikdrper inadre der Zellen zu gewéhrleisten. Generell wurde
mit zwei verschiedenen Methoden gearbeitet: demBlmlehyd—-Triton- bzw. der Methanol-Aceton-

Fixierung.

Fixierung mit Formaldehyd—-Triton

Durch die Behandlung mit Formaldehyd werden loglictmd freie funktionelle Gruppen zellularer
Proteine chemisch vernetzt und dadurch immobitisieas Detergenz Triton sorgt dafur, dass die

Lipidmembranen der Zellen partiell durchlassig vesrd
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Losungen:
» Paraformaldehyd-Losung: 2% (w/v) ParaformaldehyBB%
— zum LOsen auf maximal 60°C erhitzen
* Triton-Lésung: 0,1% (v/v) Tritdi' X-100 in PBS
« PBS (siehe 4.4.8.1)

Auf Deckglaschen gewachsene Kulturzellen wurdere kar PBS gewaschen und dann fir zehn
Minuten bei Raumtemperatur in Paraformaldehyd-Lgsunkubiert. Anschlielend wurden die
Deckglaschen kurz in PBS gewaschen und fur finfukdn in der Triton-Losung bei Raumtemperatur
permeabilisiert. Nach der Permeabilisierung wurden Zellen dreimal fur funf Minuten in PBS

gewaschen und konnten fur die indirekte Immunflapeaz verwendet werden.

Fixierung mit Methanol-Aceton

Die Arbeitsschritte dieser Methode werden bei -208@rchgefuhrt, wodurch empfindliche
Zellstrukturen besonders schonend fixiert werdearcB die Behandlung mit Methanol wird den
Zellen das Wasser entzogen und dadurch die Protgitgren fixiert. Das Losungsmittel Aceton sorgt
fur die notwendige Permeabilisierung der Zellwandd Lipidmembranen.

Auf Deckglaschen gewachsene Kulturzellen wurderz kurPBS gewaschen und anschlieRend fir
zehn Minuten bei -20°C in Methanol (technisch) gigsert. Daraufhin wurden die Deckglaschen fir
funf Minuten in technisches Aceton bei -20°C gitstBanach wurden die Zellen fir 30 Minuten
luftgetrocknet und konnten im Anschluss daran fig thdirekte Immunfluoreszenz verwendet

werden.

Inkubation mit AntikBrpern

Die Inkubation mit den Antikorpern erfolgte wie an#.5.1.1 beschrieben.

4.5.2 EM-Darstellung von in vitro-Kernen

Das Elektronenmikroskop (EM) erreicht eine bessgpgsche Auflésung als das Lichtmikroskop.

Dadurch kénnen auch noch sehr kleine Strukturegedtellt werden. Die Auflosungsgrenze liegt bei
biologischen Préparaten bei etwa 1-3 nm, im Vetfletu 0,2 pm beim Lichtmikroskop. Im

Elektronenmikroskop werden Elektronen von einemh@téht (Kathode) durch ein elektrisches Feld
Richtung Anode hin beschleunigt. Damit die Elekéorauf diesem Weg nicht abgelenkt werden,
muss in der Saule Vakuum herrschen. Der Elektraragndritt durch ein zentrales Loch in der Anode
und wird durch ein Kondensatorsystem auf das Pa#ifjakussiert. Da der Elektronenstrahl nur eine
sehr diinne Schicht durchdringen kann, missen vorPdigparaten Ultradinnschnitte mit einer Dicke

von 25-80 nm hergestellt werden.
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4.5.2.1 Fixierung der Proben

Losungen:
« Cacodylatpuffer: 0,05 M Cacodylséaure Na-Salhydrat
* 2,5% Glutaraldehyd mit lonen: 5 ml 25% Glutaralgtkh
2,5ml1MKCI
1,25 ml 0,1 M MgGl
41,25 ml 0,05 M Cacodylatpuffer
pH 7,2
* Osmiumtetroxid: 2% (w/v) Os@n dest. HO
* Uranylacetat: 0,5% Uranylacetat in desOH

Von den unter 4.1.6 beschriebenen Proben wurd&@ jel im Elektronenmikroskop analysiert. Die
Aliquots wurden jeweils in vier Volumina 2,5% Gluédehyd mit lonen fir 30 Minuten bei 4°C
fixiert. Glutaraldehyd dient zur Vernetzung der ténoe und somit zur Strukturerhaltung. Nach dieser
Inkubation wurde die Probe auf zwei Eppendorfremiggefale verteilt und zehn Minuten bei 4000
rom (Haereus—Zenrtifuge) bei 4°C ohne Bremse Aegtart. Der Uberstand wurde verworfen, das
Sediment viermal drei Minuten in kaltem Cacodyldfipu gewaschen, ohne das Pellet dabei zu
resuspendieren, und mit 2% Osmiumtetroxid bei 466tfixiert. Osmiumtetroxid oxidiert vor allem
Doppelbindungen und wird dabei selbst zu Osmiunmdiorduziert, das wasserunléslich ist und
kontrastgebend ausfallt. Nach zwei Stunden wurden Rtoben viermal fur drei Minuten in
Cacodylatpuffer und danach viermal fur drei Minuten destilliertem Wasser gewaschen. Die
Praparate wurden Uber Nacht bei 4°C in 0,5% Uearetht, einem kontrastgebendem Salz, inkubiert.
Am nachsten Tag wurden die Proben viermal drei kdinumit destilliertem Wasser gewaschen und

Uber eine aufsteigende Alkoholreihe entwassert.

4.5.2.2 Entwasserung und Einbettung der Proben in Epon

Da das Elektronenmikroskop mit Hochvakuum arbeitttes erforderlich wasserfreie Préaparate zu
verwenden. Die Praparate wurden deshalb Uber eikehdlreihe entwassert und anschlie3end in

Kunstharz eingebettet.

Lésungen:
e Epon-Losung A: (1 ml=1,077 g)
50 ml DDSA
31 ml Epon 812
e Epon-Lésung B: (1 ml=1,212q)
44,5 ml MNA
50 ml Epon 812
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e Epon-Gemisch: 24,6 g Losung A
20,8 g Losung B
0,8 ml DMP-30

Die Praparate wurden uber eine aufsteigende Alkelin@ bestehend aus je zweimal 15 Minuten 50%,
70% und 96% Ethanol p.A. bei 4°C dehydriert. Ansddénd wurden die Proben zur vollstandigen
Entwasserung dreimal 20 Minuten in 100% Ethanol. jpé& RT inkubiert. Danach wurden sie fir

dreimal 20 Minuten unter dem Abzug mit Propylenoki offenen Eppendorfreaktionsgefalen und
Raumtemperatur inkubiert. Die Sedimente wurdeneinier Mischung aus Propylenoxid und Epon-
Gemisch (Mischungsverhéltnis 1:1) eingebettet. Nginhbis zwei Stunden wurde das Gemisch durch
Propylenoxid / Epon-Gemisch (Mischungsverhaltni3) ausgetauscht und tber Nacht mit offenen
EppendorfreaktionsgefalRen inkubiert. Am nachstegn Wiarde Epon auf die Proben gegeben, das in
Intervallen von zwei Stunden drei bis viermal awsgghselt wurde. Die Préparate wurden zur
Aushéartung des Epons fiir mindestens 48 StundeinémeWarmeschrank bei 60°C inkubiert.

Nach Aushartung wurde das Eppendorfreaktionsgefiferat, die Probe in einen Schneideblock

eingespannt und geschnitten.

4.5.2.3 Anfertigung der Ultradiinnschnitte

Die Ultradinnschnitte wurden mit einem DiamantenlABDME, Swiss Diamond knife,
Messerwinkel 5°C, Reichert-Jung, Nuf3loch) am Ulikaatom (RMC, Tuson, USA) hergestellt. Die
Schnittdicke betrug 60-80 nm. Aus dem hinter denms$ée angebrachten Wassertrog wurden die
Schnitte mit einem vorher mit Pioloform F (Wackdnetnie GmbH, Minchen) beschichteten EM-
Kupfernetzchen (Typ 75, 3 mm Durchmesser, VECO dhaeprodukte GmbH, Solingen-Hohscheid)

abgefischt und eine halbe Stunde luftgetrocknet.

4.5.2.4 Kontrastierung der Ultradinnschnitte

Lésungen:
* Uranylacetat: 20% Uranylacetat in Ethanol
* Bleicitrat nach Reynolds (1963): 1,33 g Bleinitrat

1,76 g Natriumcitrat

8 ml 1 N NaOH

— auf 50 ml mit abgekochten dest:(Hauffillen

Auf ein Stuck Parafilm wurde ein Tropfen 20% Uraaodtat pipettiert und das Kupfernetzchen mit
der glanzenden Seite nach unten auf den Tropfegigdtine Glaspetrischale wurde dartber gestulpt

und 20 Minuten inkubiert. In dieser Zeit wurde eimweite Glaspetrischale umgedreht auf den
104



Methoden

Parafilm gelegt, unter der sich NaOH-Platzchen rida. Die NaOH-Platzchen reagieren mit dem
CO,, sodass es zu keiner Reaktion mehr mit dem Blaickommt. Nach der Inkubation mit
Uranylacetat wurde das Netzchen zundchst in 100B@ngt p.A., dann in 50% Ethanol (mit
abgekochtem Wasser verdiinnt) und noch zweimal geladthtem Wasser gewaschen. Dabei wurde
das Netzchen mit einer Pinzette gehalten und ined&prechenden Losung etwa 40 Mal auf- und
abgetaucht. Anschlieend wurde das Netzchen aamiitdh auf einem Tropfen Bleicitrat inkubiert.
Diese Inkubation erfolgte unter der Petrischale RalOH-Platzchen. Zuletzt wurde das Netzchen
viermal mit abgekochtem Wasser gewaschen und kamadk einer halben Stunde Lufttrocknen im

Elektronenmikroskop bei 80 kV angeschaut werden.

4.5.3 Immungoldlokalisation auf handisolierten Oocytenkenhillen

4.5.3.11solation der Kernhillen

Ldsungen:
* MS222 (siehe 4.1.5)

* Barth-Medium: 90 mM NaCl

10 mM HEPES

2 MM NaHCQ@

1 mM KCI

0,8 MM MgSQ®

0,4 mM CaGl

0,3 mM Ca(Ng).

— Zugabe von einer Spatelspitze Phenolrot

pH 7.6 mit NaOH einstellen
¢ 3:1-Medium: 3 mM Tris-HCI (pH 7,4)

4 mM NaCl

12 mM KCI

pH 7,4
e 3:1 Medium mit 7 mM MgGl

Fur die Praparation von Oozyten wurdet@nopus laevis Weibchen fir 20 Minuten in das

Anasthesierungsmedium MS222 gegeben. Nachdem sygstellt war, dass die Tiere vollstéandig
narkotisiert waren, wurden sie mit dem Ricken aigf gelegt, um ein zu frihes Aufwachen zu
vermeiden. Mit einem Einschnitt von einem Zentimeterde die Bauchhohle gedffnet. Durch diese
Offnung wurden Teile des wieder nachwachsenden Osamommen und in Barth-Medium gelegt.

Die Wunde wurde zugenaht und die Frosche konnteh dam Aufwachen zuriick in ein Zuchtbecken
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gegeben werden. Die Oozyten konnten bis zur weiteerwendung hdchstens 48 Stunden bei 16 °C
in Barth-Medium aufbewahrt werden.

Die Oozyten wurden in Barth-Medium defollikuliertndi in 3:1-Medium Uberfuhrt. Mit
Uhrmacherpinzetten wurden diese behutsam aufgerissed die Kerne freigelegt. Die Zellkerne
wurden in 3:1-Medium mit MgGl gegeben. Mit einer speziellen Glaspasteurpipetesen
Durchmesser an der Saugoffnung kleiner als ein Kstnhwurden die Kerne aufgebrochen und

Kerninhalt und Kernhillen getrennt.

4.5.3.2 Immunlokalisation

Ldsungen:
¢ 3:1-Medium (siehe 4.5.3.1)

PBS (siehe 4.4.8.1)

2,5% Glutaraldehyd mit lonen (siehe 4.5.2.1)
0,05 M Cacodylatpuffer (siehe 4.5.2.1)

2% 0sQ (siehe 4.5.2.1)

Epongemisch (siehe 4.5.2.2)

Fir die Immunlokalisation wurden 6-10 Kernhiillereo#linf Zellkerne in eine Chromosomenkammer
auf Eis wberfihrt und Uberstandig mit 3:1-Mediunflife Ein Deckglas mit 18 mm Durchmesser
wurde aufgelegt und leicht angedrickt. Nach Absaugen Uberschiissigem Puffer wurde die
Chromosomenkammer mit Fixogum verschlossen. UnKdrahtllen auf dem unteren Deckglas zum
Haften zu bringen, wurde die Chromosomenkammerzéim Minuten bei 1000 rpm (4°C) (auf
Titertragerplatten, (Heraeus Omnifuge 2.0RS, Bessfijung 4, Bremse 4) zentrifugiert.
AnschlieRend wurde das Fixogum vorsichtig entfaunt das obere Deckglas vorsichtig durch
Schieben abgeldst. Der Puffer wurde weitgehendsaagg und 100 pl des Primarantikorpers (in PBS
verduinnt) in die Kammer pipettiert. Es folgte einkubation von einer Stunde bei Raumtemperatur in
einer Feuchtkammer. Die Antikdrperlésung wurde iobitig abgesaugt und zweimal fur funf Minuten
mit PBS gewaschen, indem PBS in die Chromosomenlampipettiert wurde. An den
Sekundarantikérper waren 12nm-Goldpartikel gekdppein das zu untersuchende Protein im
Elektronenmikroskop indirekt tber die Goldkérncheachweisen zu kdnnen. Die Inkubation mit 40
pl des Sekundarantikorpers erfolgte fur eine StureleRaumtemperatur. Im Anschluss daran wurde
erneut fur zweimal finf Minuten mit PBS gewaschéur. Strukturerhaltung der Kernhdillen wurde die
Chromosomenkammer mit 2,5% Glutaraldehyd mit logefiillt und fur 30 Minuten inkubiert. Um
das Glutaraldehyd wieder auszuwaschen, wurden dien@somenkammern zweimal far funf
Minuten in Petrischalen mit 0,05 M Cacodylatpufiberfihrt. Zur Postfixierung wurde die

Kammer mit 2% Osmiumtetroxid fir 30 Minuten gefilibd anschlieend in einer Petrischale mit
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entionisiertem Wasser gewaschen. Nun wurde dasreurbeckglas mit den daran haftenden
Kernhillen vorsichtig mit einer Rasierklinge vonr dehromosomenkammer gelést. Es folgte die
Entwasserung der Proben in Petrischalen auf Eidwdssert wurde mit einer aufsteigenden
Alkoholreihe (50/70/90/96/100% EtOH p.A.) fur jenfiMinuten. Die finale Entwasserung erfolgte in
zwei funfminttigen Schritten in 100% EtOH bei Raamperatur. AnschlieBend wurden die
Deckglaschen in einer Mischung aus Propylenoxid Epdn-Gemisch (Mischungsverhaltnis 1:1) fur
drei Stunden und Uber Nacht in reinem Epongemisttubiert. Am ndchsten Tag wurde eine
Gelatinekapsel mit Epongemisch gefillt, auf daskgkschen gestirzt und die Probe fiir 48 Stunden
bei 60°C ausgehartet. Im Anschluss daran folgtéddiertigung der Ultradiinnschnitte (siehe 4.5.2.3)
und die Kontrastierung der Proben (siehe 4.5.2.4)

4.5.4 EM-Darstellung von Zellen

Lésungen:
* 0,05 M Cacodylatpuffer (siehe 4.5.2.1)

2,5% Glutaraldehyd mit lonen (siehe 4.5.2.1)

2% Osmiumtetroxid

0,5% Uranylacetat

Epongemisch (siehe 4.5.2.2)

Die auf Deckglaschen gewachsenen Zellen wurder3@iMinuten bei Raumtemperatur in 2,5%
Glutaraldehyd fixiert und anschliel3end durch Einten der Deckglaschen in 0,05 M Cacodylatpuffer
gewaschen. Es folgte die Postfixierung mit 2% Osmbadroxid fir 45 Minuten bei Raumtemperatur.
Nach drei Waschschritten mit destilliertem Wasserjé funf Minuten wurden die Zellen Gber Nacht
in 0,5% Uranylacetat bei 4°C inkubiert. Am néachstag wurden die Proben dreimal finf Minuten
mit destilliertem Wasser gewaschen und Uber eirfsteigende Alkoholreihe entwéssert. Dafur
wurden die Deckglaschen fir je funf Minuten auf HisPetrischalen mit 50%, 70%, 90% und
96%igem Ethanol (p.A) gelegt. Die finale Entwassgrerfolgte in zwei finfminttigen Schritten in
100% Ethanol bei Raumtemperatur. Nach zwei funftigein Inkubationszeiten in Propylenoxid,
wurden die Deckglaschen in einer Mischung aus PReopyxid und Epon-Gemisch
(Mischungsverhaltnis 1:1) fur drei Stunden und UNecht in reinem Epongemisch inkubiert. Am
nachsten Tag wurde eine Gelatinekapsel mit Eporsgmgefullt, auf das Deckglaschen gestirzt und
die Probe fur 48 Stunden bei 60°C ausgehartet. InschAluss folgte die Anfertigung der
Ultradiinnschnitte (siehe 4.5.2.3) und die Konteaatig der Proben (siehe 4.5.2.4)
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5. Ergebnisse

5.1 Bildung von in vitro Kernen

Die molekularen Mechanismen, die zum Abbau und \&fgdfbau der Kernhlle fihren, sind
trotz vieler Untersuchungen nur ansatzweise bekanntlieser Arbeit sollte deshalb die
Bildung der Kernhille und der Kernporenkomplexe agesy charakterisiert werden. Als
Modellsystem diente ein zellfreies System aus phtasischemXenopus laevis Eiextrakt.

Durch Zugabe von Chromatin oder DNA und einem Eirerggenerierendem System bilden
sich in diesem Extrakt Kerne (Newport, 1987), dieGré3e und Form den somatischen
Zellkernen ahneln. Wie diese besitzen sie einerégulked innere Kernmembran, Kernporen

und eine Kernlamina und sind fahig, karyophile B¢ zu importieren.

Fibrillarin

Abb. 5-1: In vitro Kerne, die im zellfreien Systemaus Xenopus laevis Eiextrakt gebildet wurden. Das

dekondensierte Chromatin war von einer Kernhill&€)(Nmgeben, die aus einer dueren (ONM) und einer

inneren Kernmembran (INM) besteht (a). Diese Kemmimen war von zahlreichen Kernporenkomplexen (NPC)
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durchzogen (a), die auch durch Fluoreszenz mitneintikbrper gegen das Nukleoporin Nup62 (b™)
nachweisbar waren. Die Kerne bildeten eine Lamirga(a’") und waren aktiv in Kernimportprozessere die

Fluoreszenz von Fibrillarin (d) zeigt.

Die im zellfreien System gebildeten in vitro Kerbesal3en eine Kernhiille (nuclear envelope,
NE), die von zahlreichen Kernporenkomplexen (NPCurcdzogen war. Die
Auflésungsgrenze des Elektronenmikroskops liegt dd@ia 1-3 nm. Dadurch kdnnen die
Kernporenkomplexe mit einem Durchmesser von ungeifal nm direkt dargestellt werden
(Abb. 5-1 a). Bei hoherer VergroRerung konnte maemninnere (inner nuclear membrane,
INM) und die aul3ere Kernmembran (outer nuclear mrandy ONM) deutlich voneinander
unterscheiden.

Die Kernporenkomplexe konnten auch durch die Imituanészenz mit AntikGrpern gegen
das Nukleoporin Nup62 nachgewiesen werden (Abb.IB-L Die in vitro Kerne besalien
ebenfalls eine Kernlamina, wie die Fluoreszenz vamin (Abb. 5-1 ¢™") zeigt.

Die Fahigkeit in vitro gebildeter Kerne, karyophReoteine zu importieren, lie3 sich anhand
einer Immunfluoreszenz mit Antikorpern gegen Fiarih nachprifen. Das nukleolare
Protein Fibrillarin wandert in die in-vitro-Kernend akkumuliert dort in den pranukleolaren
Korperchen (Bell et al., 1992). Da dieses Protditivaiber die Kernporenkomplexe in den
Kern transportiert wird, kann man es als Marker ¢lie Importfahigkeit eines Kernes
verwenden. Das typisch punktférmige Verteilungsmusbn Fibrillarin ist in Abb. 5-1 d”
deutlich zu erkennen und dient als Nachweis flivak{ernimportprozesse.

5.2 Isolation zweier Membranvesikelfraktionen

Inkubierte man den Eiextrakt zundchst mit Energigenerierendem System in Abwesenheit
von Chromatin oder DNA, so bildeten sich Annulateriellae (Dabauvalle et al., 1991). Gab
man zu diesem vorinkubierten Eiextrakt Chromatm,bddete sich darum zwar noch eine
Doppelmembran, die Bildung der Kernporen bliebrdllegs aus. Diese Kerne waren nicht
fahig, karyophile Proteine zu importieren. Erst matugabe aller im Eiextrakt enthaltenen
Membranvesikel konnten die Kernporen wieder gebilerden und Proteinimport war
wieder nachweisbar (Ewald et al., 1997).

In dieser Arbeit sollten die porenbildende Membsikel und die Membranvesikel, die fur
die Bildung der Doppelmembran erforderlich sinayliest und anschlieBend charakterisiert
werden. Die beste Methode zur Auftrennung der veesienen Membranvesikelpopulationen

ist die Zentrifugation tUber einem Zuckergradient®aflr wurde aus frisch abgelaichten

109



Ergebnisse

Eiern des sldafrikanischen Krallenfrosch&snopus laevis ein mitotischer Eiextrakt
hergestellt. Die Eier vorXenopus laevis sind in der Metaphase der zweiten meiotischen
Teilung arretiert, das heil3t die vorratigen Kompaea wie Lamine, Nukleoporine und die
Kernmembran liegen in disassemblierter Form vor. dissen Zustand aufrechtzuerhalten
und um eine vorzeitige Fusion der Membranvesikelvethindern, wurde der Extrakt in
Anwesenheit von [(-Glycerophosphat, einem Phospdiatabitor, und EGTA, einem
Calciumchelator, prépariert. Dieser mitotische Bktrwurde in der Ultrazentrifuge bei
200.000 xg in ein Membranpellet und eine darulegrdnde I6sliche Fraktion fraktioniert. Das
Membranpellet wurde resuspendiert und Uber eineskodiinuierlichen Zuckergradienten,
bestehend aus 50, 40 und 30%iger Saccharoseldsing8.000 xg aufgetrennt. Dadurch
erhielt man drei unterschiedliche Fraktionen: emmeerhalb der 30%igen Zuckerlésung, eine
innerhalb der 40%igem Zuckerlésung, und eine anGlenze zwischen 40 und 50%igem

Zucker.

—losliche Fraktion

Zentrifugation beia (S200)

200.000g ftir 2h IGesamtmembran-
—_ Fraktion
(P200)

—Glycogen

— “30% Membranfraktion”

Zentrifugation >

—“40% Membranfraktion”
— Mitochondrien

mitotischer Zucker-
Eiextrakt gradient

Abb. 5-2: Isolation zweier unterschiedlicher Membranvesikelfraktionen

Die verschiedenen Fraktionen wurden gesammeltertixund am Elektronenmikroskop
genauer betrachtet. Bei der Fraktion an der Grawischen 40 und 50%igem Zucker
handelte es sich um angereicherte Mitochondriemh{ngezeigt). Die beiden Uubrigen
Fraktionen waren mit Membranvesikeln angereictegig. werden im Weiteren als 30% und
40% Membranfraktion bezeichnet. Rein morphologisctierschieden sie sich nur leicht
durch die GroRe der Membranvesikel (Abb. 5-3), walbie 30% Membranfraktion mehr

kleine Membranvesikel enthielt als die 40% Membrrakifon.
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Abb. 5-3: EM-Darstellung der isolierten 30% und 40%Membranvesikelfraktionen

5.3 Charakterisierung der beiden Membranvesikelfraktionen

Da durch die elektronenmikroskopischen Untersuchaorigine deutlichen morphologischen
Unterschiede zwischen den beiden Membranfraktidre@ivachtet werden konnten, sollte nun

geklart werden, ob sie unterschiedliche Funktiooeirder Bildung der Kernhlle erfillen.

5.3.1 Die 30% Membranfraktion ist verantwortlich fur die Kernporenbildung

5.3.1.1Bildung von porenlosen Kernen in vorinkubiertem Eietrakt

Ein grol3er Vorteil des zellfreien Systems i@sopus Eiextrakt liegt darin, dass man dieses
System sehr leicht manipulieren kann. Inkubierten dan Extrakt zunachst mit Energie-
regenerierendem System in Abwesenheit von Chronoalien DNA, so bildeten sich aus dem
Vorrat an Material, das zur Bildung der Kernhilléhrend der Embryogenese notig ist,
Annulate Lamellae (Dabauvalle et al., 1991). Antailzamellae sind Membrancisternen bzw.
-lamellen, die oft parallel gestapelt vorliegen wmh Porenkomplexen durchsetzt sind. Gab
man zu diesem vorinkubierten Eiextrakt Chromatm,bddete sich darum zwar noch eine
Doppelmembran, aber die Bildung der Kernporen blais. Diese Kerne waren nicht fahig,
karyophile Proteine zu importieren. Erst nach Zwgaddler im Eiextrakt enthaltenen
Membranvesikel konnten die Kernporen wieder gebildberden und Proteinimport war
wieder nachweisbar (Ewald et al., 1997). Es isb atiglich, das gesamte zur Porenbildung
notige Material Uber die Bildung von Annulate Lalael aus dem Extrakt zu depletieren.

Der aktivierte Eiextrakt wurde zunéchst fur vieu@ten bei Raumtemperatur mit einem

Energie-regenerierendem System vorinkubiert. InsafieZeit bildeten sich im Extrakt
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Annulate Lamellae. In den elektronenmikroskopischerfnahmen (Abb. 5-4) erkennt man
deutlich die Membranstapel, die von zahlreichennigerenkomplexen durchzogen sind. In
der linken Abbildung sind die Porenkomplexe im Lssghnitt und rechts im Flachschnitt
dargestellt, bei denen die oktogonale Radiarsymenetnd das Zentralgranulum gut zu

erkennen sind.

Abb. 5-4: Elektronenmikroskopische Aufnahmen von Amulate Lamellae

Nach vier Stunden Vorinkubation wurde DNA in ForanvSpermienchromatin zum Extrakt
gegeben und die Kerne nach weiteren zwei Stundendié@ Elektronenmikroskopie
eingebettet bzw. durch Immunfluoreszenzmikroskaojpiersucht.

Bei in vitro Kernen, die in vorinkubiertem Extraggebildet wurden, war das Chromatin nur
leicht dekondensiert und von einer kontinuierlichgoppelmembran umgeben (Abb. 5-5 a).
Diese Kerne besalRen keine Kernporenkomplexe, wieein elektronenmikroskopischen
Aufnahme zu sehen ist. Auch war das Nukleoporin@Ruplas als Marker fur die Kernporen
dient, nicht nachweisbar (Abb. 5-5 b™"). Solch mtwse Kerne bildeten keine Lamina aus,
wodurch die Fluoreszenz gegen Lamin negativ bldih( 5-5 ¢**). Des Weiteren waren diese
Kerne nicht in der Lage, Proteine aktiv zu impodre weshalb kein Fibrillarin im Zellkern
nachgewiesen werden konnte (Abb. 5-5 d”"). Soniink® gezeigt werden, dass es mdglich
war, durch Vorinkubation mit einem Energie-regesimndem System porenlose in vitro
Kerne zu bilden und durch diese Vorinkubation eiodar mehrere Faktoren aus dem Extrakt

zu depletieren, die fur die Bildung der Kernporemipbexe essentiell sind.
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Fibrillarin

10um

Abb.5-5: Porenlose in vitro Kerne, die in vorinkubertem Extrakt gebildet wurden. Die
elektronenmikroskopische Aufnahme zeigt, dass dasm@atin ist von einer kontinuierlichen Doppelmeatbr
umgeben ist (a). Den Kernen fehlten Kernporenkorglevas in der EM-Aufnahme (a) und auch bei der
Immunfluoreszenz durch die Abwesenheit des Kernpoegkers Nup62 (b™") gezeigt ist. Diese Kerne besall

keine Lamina (b”") und waren nicht in der Lage ykahile Proteine wie Fibrillarin zu importieren (c”

5.3.1.2Zugabe der isolierten Membranfraktionen zu porenlogn Kernen

Da bereits gezeigt werden konnte, dass nach Zugdlee im Eiextrakt enthaltenen
Membranvesikel wieder Kernporen in solch porenldsemen gebildet wurden (Ewald et al.,
1997), sollte nun untersucht werden, welche detdmeMembranfraktionen fir die Bildung
der Kernporen verantwortlich war. Dazu wurden zimsfiqoorenlose Kerne gebildet. Zu
diesen wurden die 30% bzw. 40% Membranfraktion gegaund nach einer weiteren Stunde
wurden die Kerne mittels Elektronenmikroskopie um@imunfluoreszenzmikroskopie

untersucht.
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Fibrillarin

Abb. 5-6: Die Zugabe der 30% Membranfraktion zu poenlosen Kernen fihrt zur Regeneration der
Kernporen. Nach Zugabe der 30% Membranfraktion, wurden Kerep in die zuvor vorhandene
Doppelmembran eingebaut (a, b™"). Ebenso wurde &mmina ausgebildet (¢”) und die Kerne wiesen

Kernimport (d”") auf.

Nach Zugabe der 30% Membranfraktion wurden in diavoe kontinuierliche
Doppelmembran Kernporen eingebaut. Diese waren zimen direkt unter dem
Elektronenmikroskop (Abb. 5-6 a), zum anderen idggr Nachweis des Nukleoporins Nup62
(Abb. 5-6 b™") zu erkennen. In diesen Kernen bédsich auch eine Kernlamina aus, wie
durch die Fluoreszenz von Lamin gezeigt ist (Ab#6. &”). AuRerdem waren diese Kerne in
der Lage aktiv Proteine zu importieren, was dietlddhe Markierung der pranukleoléren
Kdrperchen durch den Fibrillarinantikdrper bewgisbb. 5-6 d™).

Im Gegensatz dazu, war die 40% Membranfraktiontnictder Lage, in zuvor porenlosen
Kernen Kernporen zu bilden. Nach Zugabe der 40% Maniraktion waren keine
Kernporen nachweisbar (Abb. 5-7 a, b”"), die Kebesallen nach wie vor keine Lamina

(Abb.5-7 ¢”) und waren nicht in der Lage Proteiznemportieren (Abb. 5-7 d™).
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Fibrillarin

Abb. 5-7: Keine Regeneration der Kernporen durch Zgabe der 40% Membranfraktion. Nach Zugabe der
40% Membranfraktion zu porenlosen Kernen, warerhnaie vor keine Kernporen nachweisbar (a, b™). Die

Kerne besaf3en keine Lamina (c”") und waren nifit an Proteinimportprozessen (d”).

Diese Ergebnisse deuten darauf hin, dass nur die d@mbranfraktion einen oder mehrere
Faktoren enthalt, die fir die Kernporenbildung g&ind.
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5.4 Biochemische Analyse der Membranfraktionen

Da nur die 30% Membranfraktion in der Lage warzuwor porenlosen Kernen Kernporen zu
bilden, wurden die beiden Membranfraktionen hindiich ihrer Proteinzusammensetzung
untersucht und verglichen, um auf diesem Wege eindar mehrere Faktoren der

Kernporenbildung zu identifizieren.

5.4.1 Die Nukleoporine gp210 und Pom121

Pom121 und gp210 sind neben NDC1 die einzigenrrangranen Nukleoporine und damit
die einzigen Kandidaten fur die Verankerung derngerenkomplexe in der Kernhdlle.
Gp210 ist ein Typl Transmembranprotein mit einemim@&n-durchspannenden Doméane
nahe des C-Terminus. Es besitzt eine kleine zysomddische Domdane und eine grolde
luminale Doméne (Wozniak et al., 1989). Seine Honktbei der Bildung der
Kernporenkomplexe ist nach wie vor strittig. In dAnnulate Lamellae war gp210 nicht
nachweisbar (Ewald et al., 1996). Daher scheirdags bei der Bildung der Porenkomplexe
keine Rolle zu spielen. Drummond und Wilson (2002pbachteten, dass gp210 fir die enge
Aneinanderlagerung der Kernmembranen und die Poreiterung nétig war und dass diese
Vorgange durch kurze, gegen den C-Terminus getiEteptide blockiert wurden. Stavru et
al. (2006) dagegen zeigten, dass ein Proteinknegkdoon gp210 in Hela-Zellen keinen
Effekt auf die Bildung der Kernporen besal3. Einges@ Arbeitsgruppe (Antonin et al., 2005)
beobachtete, dass die Depletion von gp210 im eallir System voiXenopus laevis keinen
Einfluss auf die Kernporenbildung hatte.

Pom121 besitzt ebenfalls eine Transmembrandomaiee,sidh am Aminoterminus des
Proteins befindet. Das Carboxylende des Proteigisinaden Kanal der Kernpore und besitzt
mehrere Phenylalanin-Glycin-Wiederholungen (Vasw Urorbes 2001). Mit diesen FG-
Einheiten ist Poml12l1 vermutlich beim Transport vdfaryopherinen durch die
Kernporenkomplexe beteiligt. Auch Uber die Rollenv®om121 bei der Bildung der
Kernporen ist man sich nicht einig. So beobachegte Arbeitsgruppe, dass nach Depletion
von Pom121 die Bildung der Kernporen blockiert veu(éntonin et al., 2005), eine andere
Arbeitsgruppe dagegen konnte nach ProteinknockdownsiRNA in HelLa-Zellen keine
Beteiligung von Pom121 an der Kernporenbildung laebten (Stavru et al., 2006).
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Q\Q Q\Q Abb. 5-8: Die Membranproteine Pom121
) und gp210 sind in beiden
Membranfraktionen enthalten. Nach
b \t einer 10% SDS-PAGE und anschlieBendem
. Immunblot konnten Pom121 und gp210 in

beiden Membranfraktionen nachgewiesen

Immunblot Immunblot werden. GroRenstandards sind in kDa
anti-gp210 anti-Pom 121

angegeben.

In dieser Arbeit wurde die Verteilung der beideradsmembranproteine auf die beiden
unterschiedlichen Membranfraktionen untersucht. uDawurden die Proteine der
verschiedenen Membranvesikelfraktionen in einem ify@#6 Polyacrylamidgel aufgetrennt
und auf Nitrocellulose Ubertragen. Nach Inkubatiaer Nitrocellulosen mit den

entsprechenden Antikorpern, erkennt man, dass dogpi#iO, als auch Pom121 in beiden
Membranfraktionen enthalten war (Pfeile in Abb.)5-Bomit stellen diese beiden Proteine
nicht den entscheidenden Unterschied zwischen digleto Membranfraktionen dar.

5.4.2 Die integralen Membranproteine LBR und LAP2

Der Lamin B Rezeptor (LBR) ist ein Protein der irere Kernmembran mit einem
Molekulargewicht von 58 kDa, das mit Lamin B, Chaim und HP1 interagiert (Lin et al.,
1996; Ye und Worman, 1996). LBR besitzt eine hyti@N-Terminale Domane, eine kurze
hydrophobe C-terminale Doméane und acht Transmerdbraénen. Beide Enden des
Proteins ragen ins Nukleoplasma (Worman et al.0L99BR bleibt wahrend der Mitose an
Membranvesikel assoziiert und akkumuliert am Enée Blitose an den Chromosomen,
wodurch es an der Assoziation von Membranen anGleomatinoberflache beteiligt ist
(Ellenberg et al., 1997). Neuere Daten weisen ddmay dass LBR nicht direkt an Chromatin
bindet, sondern Importin 3 als Linkerprotein nia et al., 2007). Da LBR Uber den Linker
an Chromatin binden kann, konnte er in den Memiba&tibnen, die zur Bildung der
Doppelmembran noétig sind, angereichert sein undein porenbildenden Membranfraktion
fehlen.
Die Laminaassoziierten Polypeptide 2 (LAP2) sind polymorphe Proteine, diei b
Saugerzellen aus mindestens sechs Isoformen (@AR2y, 6, € und &) bestehen. In
Amphibien sind bisher drei LAP2 Isoformen bekanAlle drei Isoformen sind Typ II-
integrale Membranproteine der inneren Kernmembrnaah entstehen durch differenziertes
SpleiRen. Wahrend in somatischen Zellen wie auchden mannlichen Keimbahn die
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kleineren Isoformen LAP2R und LAPR2exprimiert werden, wird in der frihen
Embryonalentwicklung sowie in der weiblichen Keirhhadas groRere LARR exprimiert
(Lang et al., 1999). Diese Expression wird wahreded Gastrulation in allen untersuchten
Spezies herunter reguliert und mehr und mehr ddietsomatischen Isoformen LAP2(3 und
LAP2y ersetzt. In Sdugerzellen akkumuliert LAR&ahrend der Anaphase an den Telomeren
und spezifischen Regionen der Chromosomen. lbAR#ndet mit der N-terminalen LEM-
Doméane an BAF und es kommt zur Bildung von LAHRAF-Komplexen. Diese Komplexe
scheinen eine wichtige Rolle bei der Reorganisaties Chromatins und bei der Bildung der
Kernhtlle zu spielen (Dechat et al., 2004). AuchP28 spielt bei der Neubildung der
Kernhtlle und deren Ausdehnung nach der Mitose Rioke. So verhinderte zum Beispiel
die Mikroinjektion von LAP23-Mutanten in Saugereelldie postmitotische Ausdehnung der
Kernhtille (Yang et al., 1997) und die Zugabe vdtomebinaten LAP2-Mutanten zxenopus
Eiextrakt storte die Bildung des Laminanetzwerkaarit et al., 1999).

Abb. 5-9: Die integralen Membranproteine
LBR und LAP2 sind in  beiden
Membranfraktionen vertreten. Nach einer 12%
SDS-PAGE und anschlieBendem Immunblot
konnten LBR und XLAP2 in beiden

Membranfraktionen nachgewiesen  werden.

]
Immunblot Immunblot
anti-LBR anti-XLAP2

GroRenstandards sind in klannenehe

Fir den Nachweis von LBR in den beiden Membranioalen wurden diese uber die 16-
BAC/SDS-PAGE aufgetrennt. Die Auftrennung der B¢ zum Nachweis von LAP2
erfolgte in einem 12%igen SDS-Polyacrylamidgel. Pimteine wurden anschliel3end auf
Nitrocellulose Uubertragen und LBR und LAP2 durch muonreaktionen mit den
entsprechenden Antikérpern nachgewiesen.

In beiden Membranvesikelfraktion war ein deutliclsegnal bei 58 kDa vorhanden (Abb.5-9,
links), was der Laufhéhe des Lamin B Rezeptorspeitist. In Abbildung 5-9 auf der rechten
Seite sind LAP®@ mit einer Laufhbhe von 84 kDa und LAP2R mit 66 kBeutlich zu
erkennen. Auch diese Proteine waren in beiden Manfitaktionen enthalten.
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5.4.3Lamin B

Die Lamine gehdren zu den Typ V Intermediarfilaneentind besitzen eine zentrale coiled-
coil Struktur, eine kurze, nichthelikale aminotemade Domé&ne und eine lange
carboxyterminale Domane (Mc Keon et al., 1986). Daenine sind in die zwei Isoformen
unterteilt. Wahrend der Mitose bildet Lamin A l@sle Oligomere, wahrend Lamin B an
Membranen gebunden ist. Alle Vertebratenzellen iexpren zumindest ein B-Typ Lamin,
wohingegen die A-Typ Lamine entwicklungsspezifiselguliert und erst in differenzierten
Zellen exprimiert werden (Rober et al., 1989; Mathiet al., 1996). Die Zentrale
Stabchendomaéne ist fur die Polymerisation der Lamgrantwortlich (Mc Keon et al., 1987).
Der Carboxyterminus enthdlt unter anderem ein Kdallsationssignal, eine
Chromatinbindungsstelle und Domanen, die fur dierbktionen mit anderen Proteinen nétig
sind (Moir et al., 1995; Ellis et al., 1997; GamtduWilson, 1997; Spann et al., 1997). Die
vorangegangene Bildung einer normalen periphereml&mina ist fur die Bildung der
Kernhtlle nicht notwendig. Trotzdem scheint die ®ing von Laminen ans Chromatin
entscheidend fur die weitere Bildung der Kernhillesein. Das liegt vermutlich daran, dass
die Lamine mit einer Vielzahl von Proteinen derdren Kernmembran interagieren kdnnen
und somit fur deren direkte oder indirekte Bindamg Chromatin verantwortlich sind. Auch
die Polymerisation der Lamine scheint fir die Bingu oder Stabilisierung von
Membranvesikeln an die Chromatinoberflache notigsein (Lopez-Soler et al., 2001). Fur
die Membranfusion selbst und die Bildung der Kerep&omplexe ist Lamin nicht essentiell,
da auch in Anwesenheit von Lamin-Antikorpern Anmelliamellae gebildet werden kann
(Dabauvalle et al., 1991).

& & | Abb. 5-10: Lamin B ist in beiden

o\o \0
Q .
200_;,2%;._ = Membranfraktionen vertretenach einer
légf & zweidimensionalen 16-BAC/SDS-PAGE und
66—k " anschlieBendem Immunblot konnte Lamin B in
45 : | beiden  Membranfraktionen  nachgewiesen

, werden. GroRenstandards sind in  kDa
Immunblot

anti-Lamin B

Die Proteine der 30 und 40% Membranfraktion wurdenzwei 16-BAC/SDS-Gelen

voneinander getrennt, anschlie3end auf Nitrocedkildbertragen und Lamin mit Hilfe von

angegeben.

Antikdrpern (S49H2) nachgewiesen. Lamin B war imdbe Membranfraktionen enthalten,

wie aus Abblidung 5-10 ersichtlich wird.
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5.4.4Die Zytoskelettproteine Tubulin und Aktin

Mikrotubuli, bestehend aus und 3-Tubulin, Gbernehmen eine Vielzahl von Figmdn in
der Zelle. So dienen sie zum einen als BestandisilZytoskeletts der Stabilisierung. Entlang
der Mikrotubuli werden Vesikel und Granulae durdb dellen transportiert. Wahrend der
Zellteilung bilden sie den Spindelapparat aus, iechen die Chromatiden zu den Polen der
Zelle gezogen werden. Bei der Bildung der Kernhigigelen Mikrotubuli ebenfalls eine
wichtige Rolle. So werden Membranvesikel, die fig 8ildung der Kernhille nétig sind,
entlang der Mikrotubuli zur Chromatinoberflachensportiert (Ewald et al., 2001).

Auch Aktin ist am Transport innerhalb der Zelleebkgt. Entlang des Aktinnetzes erfolgt der
Kurzstreckentransport von Vesikeln zur Membran Humglyosine, eine Klasse von
Motorproteinen (wahrend der Langstreckentranspoxdn vMikrotubuli mit deren
Motorproteinen Dynein und Kinesin ibernommen widbei tibernehmen die Myosine zum
Teil die von Dynein/Kinesin herangebrachten Ladumggktin ist nicht nur Bestandteil des
Zytoskeletts, sondern kommt auch innerhalb desk&eis vor. Dieses Kernaktin spielt eine
Rolle bei der Transkription (Scheer et al., 1984u ket al., 2004) und der
Chromatinorganisation (Olave et al., 2002). AulR3erdeldet Kernaktin zusammen mit dem
Protein 4.1 ,poren-gekoppelte Filamente* (,porekid filaments®. PLFs), die sich von den
Porenkomplexen ins innere des Zellkerns erstre¢Keseleva et al., 2004). Ob Aktin auch

eine Funktion bei der Bildung der Kernhulle tbenmitnist bislang nicht bekannt.

< & & Q\Q Abb. 5-11: Die Zytoskelettproteine Aktin und
r,)°\° b(°\° f,)@\° bg“\“ Tubulin  sind an beide Membranfraktionen
1199: ZZ_ assoziiert. Nach einer zweidimensionalen 16-
66— - i . .
— BAC/SDS-PAGE (Aktin) oder einer
45 45= ' eindimensionalen 12% SDS-PAGE (Tubulin) und
3= - anschlieBendem Immunblot konnten diese Proteine
Immunblot Immunblot in beiden Membranfraktionen nachgewiesen werden.
anti-Aktin anti-Tubulin GroRenstandards sind in kDa angegeben.

Die Proteine der Membranfraktionen wurden mittel®SS oder 16-BAC/SDS-PAGE
voneinander getrennt, auf Nitrozellulose Ubertraged mit Antikbrpern gegen Aktin (2G2)
oder Tubulin (anti-R-Tubulin) inkubiert. In beiddfraktionen erkennt man ein deutliches
Signal auf Hohe von 42 kDa, was der Laufh6he votilAgntspricht (Abb. 5-11 links). Auch
Tubulin, mit einem Molekulargewicht von 55kDa (AbB-11 rechts) war in beiden
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Membranfraktionen enthalten. Somit stellen auchsali€Zytoskelettproteine nicht den

entscheidenden Unterschied zwischen den beiden kéafnaktionen dar.

5.4.5Importin o und 3

Importin o und 3 sind urspringlich bekannt als Faktorenpdien Transport von Proteinen in
den Zellkern eine wesentliche Rolle spielen. Der laesten untersuchte Import-Rezeptor
besteht aus zwei Untereinheiten: Impordéinund Importin 3 (auch Karyopherin bzw. 13
genannt). Im Zytoplasma bindet zundchst Impautian das Kernlokalisationssignal (NLS)
der zu importierenden Proteine und fungiert alspidafir Importin 3 (Gorlich et al., 1994).
Durch die Wechselwirkung von Importin 3 mit einigdakleoporinen des Porenkomplexes
wird der Proteinkomplex, bestehend aus Impartitmportin 3 und dem karyophilen Protein,
zusammen mit Ran-GDP in den Zellkern transportiért. Zellkern wird das an Ran
gebundene GDP durch RCC1 gegen GTP ausgetauschzwvd®issoziation des Komplexes
fuhrt.

Inzwischen weild man aber auch, dass Importimd 3 an der Bildung der Kernhtille beteiligt
sind. Importina ist als l6sliches Adaptermolekil bekannt. Xenopus Eiextrakt konnte
gezeigt werden, dass Importiman Membranvesikel gebunden ist. Der Unterschiedchen
der membrangebundenen und der l6sliche Form liageiner unterschiedlich starken
Phosphorylierung der Proteine. So ist das zytadwolisorliegende Importine starker
phosphoryliert als das membrangebundene. Beidedfodas Importim sind an der Bildung
der Kernhiille beteiligt. Sowohl ein Uberschuss aaish ein Mangel an Importinverhindern
die Bildung einer geschlossenen Kernhille (Hachat. £2004).

Auch Importin 3 spielt eine wesentliche Rolle ber @8ildung der Kernhlle. Es ist an der
Membranfusion und der Bildung der Kernporenkomplbgeeiligt. Importin 3 férdert durch
seine Fahigkeit, an Ran-GTP am Chromatin und FGlédylorine und LBR an den
Membranen zu binden, die Assoziation von Membrakeés ans Chromatin (Zhang et al.,
2002b; Ma et al., 2007). Im Gegensatz dazu, vedntnein Uberschuss an Importin R die
Membranfusion. Dieser Effekt konnte durch Zugab& Wan-GTP aufgehoben werden.
Importin 3 reguliert aber auch die Bildung von Kmsrenkomplexen. So fuhrte ein
Uberschuss an Importin R zu einer Blockade inKemporenbildung. Im Gegensatz zur
Membranfusion konnte dieser Effekt durch Zugabe Ram-GTP nicht aufgehoben werden
(Harel et al., 2003).

Da sowohl Importinn. als auch 3 eine wesentliche Rolle bei der Bilddag Kernhtlle und

der Kernporenkomplexe ubernehmen, sollte geklarrdere ob das unterschiedliche
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Verhalten der beiden isolierten Membranfraktioneruf aein unterschiedliches

Verteilungsmuster dieser beiden Proteine zurtickmefiiist.

Q\QQ@ o\§® Q\ﬁé °\§® Abb. 5-12: Importin a und Importin 3 sind
Q
97 = > 3O > ¥ in beiden Membranfraktionen vertreten.
116= Nach einer 12% SDS-PAGE und
66= 07— e
.\ ’. X/ anschlieRendem Immunblot konnten Importin
-— - : a und Importin ) in beiden
3] = Membranfraktionen nachgewiesen werden.
Immunblot. Imr‘nunblot' GrolRenstandards sind in kDa angegeben.
anti-Importin o anti-Importin 83

Zum Nachweis von Importin und 3 wurden die Proteine der Membranfraktionecldeine
12% ige SDS-PAGE aufgetrennt, auf Nitrocellulosertdagen und mit den entsprechenden
Antikdrpern inkubiert. In beiden Membranfraktionerkennt man ein deutliches Signal bei
~60kDa (Pfeile in Abb. 5-12 links), was der Laufkolion Importina entspricht. Auch
Importin 3 mit 97kDa wart in beiden Membranfrakionnachweisbar (Pfeile in Abb. 5-12

rechts).

5.4.6 p97ATPase und Ran

P97 ist eine ATPase der AAA-Familie. P97 spielt tbei Fusion der Golgi-Membranen, bei
der Bildung des ER-Netzwerkes und bei der Kernhbildung eine Rolle. Dabei kommt p97
als Bestandteil zweier unterschiedlicher Komplege s kann als p97-Ufd1-Npl4-Komplex
und als p97-p47-Komlex vorliegen. Fir die Fusiom @elgi- und ER-Membranen ist der
p97-p47-Komplex notwendig (Kondo et al., 1997). Klie Bildung einer geschlossenen
Kernhlle wird der p97-Ufd-Np14-Komplex bendtigtclist somit zu einem frithen Zeitpunkt
an der Kernhtllenbildung beteiligt. Der p97-p47-Kuex ist wichtig fur die Ausdehnung der
Kernhtille, die sich an die Membranfusion anschli&®mit ist p97 an zwei unterschiedlichen
Ereignissen der Kernhtllenbildung in Verbindung miriterschiedlichen Adapterproteinen
beteiligt (Hetzer et al., 2001).

Die kleine GTPase Ran ist ein hochkonservierteselrodas wichtige Funktionen bei der
Kernstruktur und -funktion Gbernimmt. So spielt Ragben dem Proteinimport und -export
auch eine wichtige Rolle bei der Dekondensation Geomatins und der Kernhillen- bzw.
Kernporenbildung (Zhang et al., 2002a). Ran kommt zwei unterschiedlichen
nukleotidgebundenen Formen vor: als Ran-GDP und@®EpR. Wahrend der Mitose kommt
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Ran hauptsachlich als Ran-GDP im Zytoplasma veseil Eine kleine Population von Ran-
GDP bindet ans Chromatin. Dort wird das GDP dureh Nukleotidaustauschfaktor RCC1
durch GTP ersetzt. Mit Hilfe von Importin 3 konnkrembranvesikel an Ran-GTP binden.
Ran-GAP (,Ran-GTPase aktivierendes Protein®) stiemulnun die intrinsische GTPase-
Aktivitat des Ran, was dann zur GTP-Hydrolyse flibiese Hydrolyse wird fir die Fusion
der Membranvesikel bendtigt (Zhang et al., 200Bxi diesem Schritt ist das richtige
Verhaltnis zwischen Importin 3 und Ran-GTP von @mgdender Bedeutung. Liegt zuviel
Ran-GTP vor, so kommt es zur Bildung von Annulatamkellae oder blasenartigen
Ausstilpungen der Kernhille (Harel et al., 2003ggL dagegen zu viel Importin 3 vor, so
wird die Vesikelfusion verhindert. Ran ist nichtrmachtig fir die Membranfusion, sondern
auch fur die Bildung der Kernporenkomplexe. Dalsidie Bildung von Ran-GTP durch
RCC1 entscheidend (Walther et al., 2003). Ran-GBRytsfur die Dissoziation der

Nukleoporine Nup107, Nup153 und Nup358 von Impoflinnd erméglicht so die Bildung
von Nukleoporinsubkomplexen am Chromatin (Walthieale 2003). Somit stellt Ran-GTP
auch bei der Bildung der Porenkomplexe einen wgetiGegenspieler von Importin 3 dar.

\@ \Q\Q \Q\Q Q\Q Abb. 5-13: Die p97ATPase ist in beiden
Q|0 Q|0 N
oy N '5@ b@o\o Membranfraktionen enthalten. Ran dagegen ist
ZZ- nur in der 40% Membranfraktion vorhanden.
L6= Nach einer 12% SDS-PAGE und anschlielendem
07 = o ) ) )
45 = i Immunblot konnten Importirn und Importin 3 in
66= beiden Membranfraktionen nachgewiesen werden.
Immunblot Immunblot GroRenstandards sind in kDa angegeben.
anti-p97ATPase anti-Ran

Nach der Auftrennung der Proteine durch SDS-Pageamschlielendem Immunblot war die
p97ATPase in beiden Membranfraktionen nachweislas das deutliche Signal auf Hohe
von 97kDa beweist (Abb. 5-13 links). Ran dagegem ma in der 40% Membranfraktion
enthalten (Abb. 5-13 rechts). Ran war als einziges getesteten Proteine nicht in beiden
Membranfraktionen vorhanden. Da aber die 30% Menflaktion fur die Bildung der
Kernporenkomplexe verantwortlich ist, stellt aucinfhicht den entscheidenden Unterschied
dar, nach dem gesucht wurde.
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5.5 Transport der poreninduzierenden Membranfraktion

Da durch die biochemische Analyse der Membranfoaltn kein Protein gefunden wurde,
das spezifisch fur die porenbildende Membranfraktiost, sollten die beiden
Membranfraktionen nun hinsichtlich ihres Transperteind ihrer Interaktionen mit

Mikrotubuli untersucht werden.

5.5.1 Abhé&ngigkeit des Transportes von Mikrotubuli

Mikrotubuli tbernehmen eine wesentliche Funktiond®r Bildung der Kernporenkomplexe.
Membranvesikel fur die Bildung der Kernporen konnemtlang der Mikrotubuli unter
Mithilfe des Motorproteins Kinesin transportiert mden (Ewald et al., 2001). Im Eiextrakt
bilden sich um das Chromatin Mikrotubuli, die nfiren Plusenden Uber Kinesin-ahnliche,
multimere Proteine mit dem Chromatin verbunden eer@oshi, 1998).

Um die Rolle der Mikrotubuli bei der Bildung der #ille und der Kernporen zu
untersuchen, wurde interphasischer Eiextrakt zwstadgber Stunden bei Raumtemperatur mit
ATP regenerierendem System inkubiert. Anschliellgadie der Extrakt fir 60 Minuten bei
Raumtemperatur entweder mit Colcemid (Calbiochemginer Konzentration von 0,1pg/ml
Extrakt oder mit Vinblastin (Sigma) in einer Konmation von 1ug/50ul Extrakt versetzt.
Darauf folgte die Zugabe von Spermienchromatin @dinuten spéter die Zugabe der 30%
Membranfraktionen.

Colcemid ist ein kunstlich synthetisiertes Colchi€erivat, das die Verlangerung der
Mikrotubuli blockiert, wahrend es gleichzeitig diBepolymerisation der Mikrotubuli
beschleunigt. Dies fihrt zu einem Verlust an Milttli durch Stérung des
FlieRgleichgewichts. Vinblastin ist ein Alkaloid,asl aus dem Madagaskar-Immergrin
gewonnen wird. In héheren Konzentrationen fihrtblastin zu einer Depolymerisation der
Mikrotubuli. Bei niedrigen Konzentrationen, zwischérei und 64 nM, verhindert Vinblastin
nur die Dynamik der Mikrotubuli, ohne zu deren Digpeerisation zu fuhren (Dhamodharan
et al., 1995). Da die Vinblastinkonzentration bigisem Versuch bei 60 nM lag, wurden die

Mikrotubuli nur in ihrer Dynamik gehemmit.
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porenlose Kerne  porenlose Kerne

porenlose Kerne ~ +Colcemid +Vinblastine
+30% Membran- +30% Membran- +30% Membran-
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Abb. 5-14:Die porenbildende Membranfraktion benétigt Mikrotub uli, um an die Kernhille zu gelangen
Die im Eiextrakt gebildeten porenlosen Kerne wurdén eine Stunde mit Colcemid oder Vinblastinsulfat
inkubiert, gefolgt von der Zugabe der 30% Membrakiion. Diese Kerne wurden anschlielend durch
Immunfluoreszenzmikroskopie analysiert. Die Bildungn Kernporen ist durch die Fluoreszenz des
Kernporenproteins Nup62 dargestellt. Nach Inkulmatimit der mikrotubuli-destabilisierenden Substanz
Colcemid konnte keine Fluoreszenz von Nup62 nachegam werden (d”"). Vinblastinsulfat, eine Substaie

die Mikrotubulidynamik hemmt, hatte dagegen keilgmfluss auf die Porenbildung, was die Fluoreszemz
Nup62 anzeigt (e”).

Nach Inkubation von porenlosen Kernen mit Colcemidr die 30% Membranfraktion nicht
mehr in der Lage, Kernporen zu bilden. Nach der imflnioreszenz mit Antikbrpern gegen
Nup62 war kein Signal zu erkennen (Abb. 5-14 dM)Gegensatz dazu hatte Vinblastinsulfat
bei einer Konzentration von 60nM keinen Einflus$ die Regeneration der Kernporen (e”).
Diese Daten weisen darauf hin, dass die 30% Mentalkdion polymerisierte Mikrotubuli
bendtigt, um an die bereits vorhandene Doppelmembuagelangen und dort die Bildung

von Kernporen zu induzieren.

5.5.2Die porenbildende Membranfraktion besitzt  spezifisbe Tubulin-

Interaktionspartner

Da die 30% Membranfraktion entlang von Mikrotubtrinsportiert wird, sollten nun die
Komponenten identifiziert werden, die an der Bingluder 30% Membranfraktion an die
Mikrotubuli beteiligt sind. Dazu wurde ein overlagssay mit gereinigtem Tubulin
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durchgefuhrt. Hierbei wurden zunachst die Protei@ebeiden Membranfraktionen durch die
16-BAC/SDS-PAGE aufgetrennt und auf Nitrocelluldsansferiert. AnschlieRend erfolgte
eine Inkubation dieser auf der Nitrocellulose beffithen Proteine mit 2 pg/ml Tubulin in
Anwesenheit von 100 pM GTP. Durch eine anschlieBendmunreaktion mit

Tubulinantikérpern konnte  das gereinigte Tubulin &estimmten Stellen auf der

Nitrocellulose nachgewiesen werden.

30% Membranfraktion: overlay assay mit Tubulin
Ponceau S Immunblot
anti-Tubulin
116—
E 8
e
45— - -
31—
Zl—g . -
40% Membranfraktion: overlay assay mit Tubulin
Ponceau S Immunblot
1 ég_ 8 anti-Tubulin
66— .
45— —
31—
21— p b’ ‘

Abb. 5-15: Die 30% Membranfraktion besitzt spezifiehe Tubulinbindungspartner. Die Proteine der beiden
Membranfraktionen wurden durch 16-BAC/SDS-PAGE gatit, auf Nitrocellulose Ubertragen und mit Tubulin
inkubiert. Gebundenes Tubulin wurde durch Tubuliik@mper detektiert (a”, b’). Die fur die 30%
Membranfraktion spezifischen Bindungspartner singdcd Pfeile markiert. Der Stern deutet Tubulin-Tiidbu
Interaktionen an. Die GréRenstandards sind in kidgegeben.

Tubulin interagierte mit einigen Proteinen beider ervbranfraktionen. Die 30%
Membranfraktion besal3 jedoch einige spezifischeulinbindungspartner (Pfeile in Abb. 5-
15 a"). Um welche Bindungspartner es sich dabeiélgnist bislang noch unklar. Sie sollen
mit Hilfe der Massenspektrometrie identifiziert wen. Ob diese beiden spezifischen
Tubulinbindungspartner entscheidend fir den Tramsder 30% Membranfraktion zur

Kernhille sind, muss ebenfalls noch geklart werden.
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5.5.3Der Kinesinantikorper erkennt ein fur die porenbildende Membranfraktion

spezifisches Protein

Wie bereits gezeigt werden konnte, spielt das Mwtiein Kinesin eine wichtige Rolle beim
Transport von Membranvesikeln zur Kernhtlle. Gabnm&S-2, einen Inhibitor des
Motorproteins Kinesin (Sakowicz et al., 1998), z#extrakt so besallen die Kerne eine
Doppelmembran ohne Kernporen (Ewald et al., 200f).zu Uberprifen, ob Kinesin in der
porenbildenden Membranfraktion vorhanden ist, worabe beiden Membranfraktionen

durch SDS-PAGE aufgetrennt und ein Immunblot mittikorpern gegen Kinesin

durchgefuhrt.
30% MF 40% MF 30% MF  40% MF: Abb. 5-16: Immunblot der 30% und
200 = 200= ' 40% Membranfraktion mit
116= Antikérpern gegen Kinesin. Der
97= S|SN lég: ; = Antikdrper erkannte etliche Proteine in
66 « = 66— beiden = Membranfraktionen.  Eine
45— - - 45— = = Proteinbande, mit einer molekularen
 — 1 Masse von 104 kDa war spezifisch fur
31- - =] P
. die 30% Membranfraktion (siehe Pfeil).
Imr.nur}blo‘F Coomassie Grolenstandards sind in kDa
anti-Kinesin

angegeben.

Der Antikorper erkannte etliche Proteine in beiddembranfraktionen. Eine Proteinbande
bei etwa 104 kDa war jedoch spezifisch fur die pbilelende 30% Membranfraktion (siehe
Pfeil in Abb. 5-16). Da dieses Protein aufgruncheeimolekularen Masse zu keinem bisher
bekannten Kinesin passt, sollte dieses Protein hdiiassenspektrometrie charakterisiert

werden.

127



Ergebnisse

5.6 Identifikation des flr die porenbildende Membranfraktion
spezifischen Proteins

Um das Protein, das vom Kinesinantikorper nur in3#%6 Membranfraktion nachgewiesen
werden konnte, genauer zu charakterisieren wurdebelden Membranfraktionen zunachst
durch 2D-Gelelektrophorese aufgetrennt. Im Anschldaran folgte ein Immunblot mit

Antikdrpern gegen Kinesin. Die Spotmuster der beitMembranfraktionen nach Detektion

der Antikorper durch die ECL-Reaktion wurden mitaider verglichen. So konnte das fir die
porenbildende 30% Membranfraktion spezifische Rmotds einzelner Spot im 2D-Gel

identifiziert werden (siehe Pfeil in Abb. 5-17).

200=
200 55
116=
116 ~
97— \} s
66= = . P
- - -
45= - —
” - S —=
Immunblot anti-Kinesin Silbergel NEPHGE)

Abb. 5-17: Isolation des fur die porenbildende Memtanfraktion spezifischen Proteins durch 2D-
Gelelektrophorese und anschlieBenden Immunblot miKinesin-Antikdrpern. GréfRRenstandards sind in kDa
angegeben.

Das Protein wurde zundchst aus dem Gel ausgesshniind durch Proteasen in
Peptidfragmente  gespalten. Die Fragmentmassen wurdéber MALDI-TOF
Massenspektrometrie  bestimmt. Dabei ist MALDIMd4dtrix Assisted Laser
Desorptionfonization) ein Verfahren zur lonisierung von Molekii In Kombination mit der
MALDI lonisierung wird eine FlugzeitmassenanalySEOF = time of flight) eingesetzt.
Hierbei werden die Analytionen in einem elektristheeld beschleunigt und im feldfreien
Raum geschieht die Separation nach der Geschwigitiger Teilchen. Erfolgt nun eine
Messung der Flugzeit, so kann die Masse berecheeten. Die erhaltenen Fragmentmassen
(Massenfingerabdruck, engl. mass finger print), dear mit theoretischen Spaltungen von
Proteinen in Datenbanken abgeglichen und flhrenurdad zur Identifizierung des
untersuchten Proteins. Dabei erhalt man aber kieieatiges Ergebnis, sondern lediglich
Proteinkandidaten, die diese Peptidfragmente dethaNach der Massenspektrometrie war

das Major Vault Protein eines dieser moglichen éinet
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5.7 Charakterisierung des Major Vault Proteins

Vaults sind Ribonukleoproteinpartikel, die aus ni@tinen Kopien dreier Proteine bestehen.
Den Hauptbestandteil dieses Komplexes macht daskD@ grof3e Major Vault Protein
(MVP) aus. Daneben sind auch noch die Vault-ADR(Rmbse)-Polymerase (VPARP) mit
193 kDa und das Telomerase-assoziierte Protein IYERt 240 kDa Bestandteile des
Komplexes (Van Zon et al., 2003). Jeder Komplextddgsaus 96 Molekilen MVP, acht
Molekilen VPARP, zwei Molekilen TEP1 und mindestseghs Kopien der Vault-RNA
(Kong et al., 1999; Scheffer et al., 2000). Die NRNA besteht je nach Spezies aus 86-142
Basen. Das Major Vault Protein votnopus laevis besteht aus 849 Aminosauren und besitzt

in der aminoterminalen Region acht Vaultdomanenumitekannter Funktion.

5.7.1 MVP ist fur die porenbildende, 30% Membranfraktion spezifisch

Da die Massenspektrometrie das Major Vault Protiadiglich als einen mdglichen
Proteinkandidaten lieferte, musste Uberprift werded MVP tatsachlich fiar die
porenbildende Membranfraktion spezifisch ist.

Dafir wurden die Proteine der beiden Membranfraldio durch eine 12% SDS-PAGE
aufgetrennt und auf Nitrocellulose transferiertsaizlich wurde die Anwesenheit von MVP
auch in der l6slichen Fraktion (S200), der Gesamthranfraktion (P200) und im Eiextrakt
untersucht. Die Proteine auf der Nitrocellulose deur mit dem selbst hergestellten xXMVP
Antikdrper inkubiert und dieser MVP-Antikérper dareinen an Peroxidase gekoppelten

Zweitantikorper mit der ECL-Reaktion nachgewiesen.
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Abb. 5-18: MVP ist spezifisch fur die 30% Membranfraktion. Nach dem Immunblot mit xMVP-Antikdrpern
konnte MVP mit einer molekularen Masse von 104 kba der 30% Membranfraktion, der
Gesamtmembranfraktion und im Eiextrakt nachweiserden. In der 40% Membranfraktion und der Igslichen
Fraktion des Eiextraktes war kein MVP vorhanderm2dergleich der aufgetragenen Proteinmenge isdauf

linken Seite das dazugehérige Proteingel nach Cesiefdrbung gezeigtGroRenstandards sind in kDa

angegeben.
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Das Major Vault Protein konnte durch den Immunbiot der 30% Membranfraktion

nachgewiesen werden. In der 40% Membranfraktion war nicht vorhanden. Nach

Auftrennung des Eiextraktes in eine l6sliche umedviembranfraktion, konnte MVP nur in

der Membranfraktion detektiert werden (Immunblot Abb. 5-18). Obwohl in der

Gesamtmembranfraktion im Vergleich zur 30% Meminakifon eine hohere

Proteinkonzentration aufs Gel aufgetragen wurdehésiCommassiegel in Abb. 5-19), ist das
Signal in der 30% Membranfraktion starker. Somihrkanan sagen, dass das MVP in der
30% Membranfraktion angereichert ist. Sequenzaealyzeigten, dass MVP keine
Transmembrandoméane besitzt und deshalb kein inésgrdlembranprotein darstellt.

Infolgedessen handelt es sich um ein peripheres Wvemrotein oder um ein

membranassoziiertes Protein, das fir die 30% Memftadetion spezifisch ist.

5.7.2 Die Aminosauresequenz des Major Vault Proteins igtoch konserviert

Vault-Komplexe und somit auch das Major Vault Piot&onnten bislang in diversen
eukaryotischen Organismen nachgewiesen werden. @&riren Sauger, Amphibien, Vogel,
Zitterrochen, Seeigel und der Schleimilctyostelium (Kedersha et al., 1990; Herrmann et
al., 1996; Hamill und Suprenant 1997).

Die Aminosauresequenzen von MVP verschiedener 8pexrurden mit Hilfe von Multalin
(http://bioinfo.genopole-toulouse.prd.fr/multalinjiteinander verglichen. Es war deutlich zu
erkennen, dass die Aminosauresequenz hoch kongastieEs wurden die MVP-Sequenzen
des Menschen, der Maus, déopus, des Zebrafisches und des SchleimpiR2egyostelium
miteinander verglichen. Uber die gesamte Lange &esteins gibt es sehr hohe
Ubereinstimmungen in der Aminosauresequenz, dafesdurch die rot markierten
Aminosauren in Abbildung 5-19. Da die Sequenz desjoM Vault Proteins so hoch
konserviert ist, liegt die Vermutung nahe, dassie® wesentliche Funktion in der Zelle

ubernimmt.
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Abb. 5-19: Sequenzvergleich des MVPDie Aminosauresequenz von MVP ist unter Eukaryoherch
konserviert. Farbcode: ret mehr als 90% Ubereinstimmung, blawzwischen 50% und 90% Ubereinstimmung
und schwarz> weniger als 50% Ubereinstimmung in der Aminoséenasnz.

5.7.3 Aufreinigung von Vault-Komplexen

Um die Funktion des Major Vault Proteins und desilt/&omplexes naher untersuchen zu
kénnen, wurden zunachst Vault-Komplexe aufgereinits Ausgangsmaterial diente
Froschleber oder intephasischer Eiextrakt. Nachrfaehen Zentrifugationsschritten (siehe
4.1.10) konnten die Vault-Komplexe aus einem Zugkatienten isoliert werden. Die im
Zuckergradient angereicherten Vault-Komplexe wurdenh ein 12%iges Polyacrylamidgel
aufgetragen, und anschlieBend das Major Vault Prdteer einen Immunblot mit xMVP-

Antikdrpern nachgewiesen.
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Abb. 5-20: Aufgereinigte Vault-Komplexe.In (a) sind die Proteine

200 a b der aufgereinigten Vault-Komplexe aus der Frosalemach
= Silberfarbung zu erkennen. Nach der Silberfarbung gusatzliche
116 = Proteinbanden zu erkennen, die keine der drei immpex

— enthaltenen Proteine darstellen. Diese Proteinéd sermutlich auf
eine nicht komplett saubere Aufreinigung zurtckbuéin oder stellen
an Vault-Komplexe assoziierte Proteine dar. InigpMVP nach dem

Immunblot dargestellt. Man erkennt ein deutlichgm8l des xMVP-

Antikérpers auf Hohe von 104 kDa. GroRenstandamdd m kDa

angegeben.

Nach Auftrennung der Proteine der isolierten Védtmplexe waren im Silbergel (Abb. 5-20

a) zusatzliche Proteinbanden zu erkennen, die ldgndrei im Komplex enthaltenen Proteine
darstellen. Diese Proteine sind vermutlich auf emeht komplett saubere Aufreinigung

zuruckzufihren oder stellen an Vault-Komplexe aésde Proteine dar. Durch die

Zentrifugation war keine reine Aufreinigung, sondexher eine Anreicherung der Vault-
Komplexe moglich. Das Major Vault Protein als Besliil der Vault-Komplexe war nach

dem Immunblot mit XMVP-Antikdrpern eindeutig nachslear (Abb. 5-20 b).

5.7.4Klonierung von His-MVP

5.7.4.1 Herstellung des His-MVP-Vektors

Neben den Vault-Komplexen war fir die Funktionssndles Major Vault Proteins auch ein
isoliertes und aufgereinigtes Protein nétig. Dafimrde ein rekombinantes Polypeptid
konstruiert, das C-terminal mit sechs Histidinesiduiert war. Durch diese spezifische
Aminosaurenabfolge war es moglich, das Fusionsipraiber Ni-NTA-Agarosekigelchen

aufzureinigen.

Zur Klonierung von His-MVP wurde der EST-Klon IRBBROEO0413D uber das RZPD

(Deutsches Ressourcenzentrum fur Genomforschung Honkteidelberg) bezogen. Die

cDNA stammte ausXenopus laevis Embryonen der Stadien 31-32 und war in den
Expressionsvektor pCMV-SPORT6 der Firma Invitrogeseriert. Da der EST-Klon noch

nicht auf mogliche Fehler innerhalb der Sequenzgiet war, musste diese zunéchst
Uberpruft werden. Mit Hilfe der PCR wurde die cDNl&s MVP mit einer Lange von 2550

Basen aus dem pCMV-SPORT6 Vektor amplifiziert ixterminal eine Ndel-Schnittstelle,

sowie C-terminal eine Notl-Schnittstelle angehandptie Sequenz wurde in den
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Klonierungsvektor pCR2.1TOPO integriert (siehe &).3und dort vollstandig sequenziert
(siehe 4.3.11).

Nachdem Mutationen innerhalb der Sequenz ausgesdrowerden konnten, wurde die
Sequenz des Major Vault Proteins Uber die Ndel- Natd- Schnittstellen in den bakteriellen
Expressionsvektor pET21a der Firma Novagen einkhbrisieche 4.3.9) und in Bakterien

transformiert.

5.7.4.2 Expression und Aufreinigung des Fusionsproteins

Durch Zugabe von IPTG wurde die Expression desdrggiroteins irE.coli Rosetta Zellen
induziert (siehe 4.4.7.1). Die Bakterien wurden tdin8en nach dem Induktionszeitpunkt
geerntet und die exprimierten Proteine durch Z&lzhluss aus den Bakterien lysiert (siehe
4.4.7.2). Die Aufreinigung des Peptids erfolgte ribeas Hexahistidin-Tag unter
denaturierenden Bedingungen mit einer Nickel-NTAafasesaule (siehe 4.4.7.2).

Das His-MVP wurde bei pH-Werten des Harnstoffpidfgon 5,9 und 4,5 von der Saule
eluiert und in Fraktionen zu je 1 ml gesammelt. \@hesen Elutionsfraktionen wurden je

7,5 pl auf ein 12% SDS-Gel aufgetragen und dasa@sthlie3end mit Coomassie gefarbt.

1 234567 89101112 123456780910
250 250 - - v
150 150
100 100
75 « S e ——— T5me U mme———e -
50 « 50 .y
37 37
35w 2 g 4
20 i
Elutionsfraktionen Waschpuffer pH 5.9 Elutionsfraktionen mit Waschpuffer pH 4,5

Abb. 5-21: Aufreinigung von His-MVP. Bereits bei einem pH-Wert von 5,9 wurde His-MVP \aer Saule
eluiert, was an den deutlichen Banden auf Hohe ewva 100 kDa zu erkennen ist. Ab Fraktion 4 des
Waschpuffers mit pH 4,5 waren keine Verunreinigungeler Degradationsprodukte des Proteins mehr zu
erkennen. GroRRenstandards sind in kDa angegeben.

Das His-MVP-Fusionsprotein konnte erfolgreich empert und aufgereinigt werden. Es
wurde schon bei einem pH-Wert von 5.9 von der Ni®KEA-Agarosesaule eluiert, was an
den deutlichen Proteinbanden auf Hohe von 100 kib&rkennen ist (Abb. 5-21). In den
ersten Elutionsfraktionen waren noch zuséatzlichevache Proteinbanden vorhanden, was
vermutlich auf bakterielle Verunreinigungen zurtakihren ist. Ab der vierten Fraktion bei
einem pH-Wert von 4,5 lag das Fusionsprotein irbeeer Form vor. Die Fraktionen 4-10 mit

den pH-Werten von 4,5 wurden vereinigt und Uberhtidei 4°C gegen PBS dialysiert. Das
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dialysierte Fusionsprotein wurde anschlieBend imtgj@us-Zentrifugen-Filtern YM-50
(Millipore GmbH, Schwalbach) eingeengt und die dmrédde Konzentration Uber die

Extinktionsmessung bei einer Wellenlange von 280estimmit.

5.7.4.3Herstellung von MVP-Antikérpern

Das aufgereinigte und dialysierte His-MVP-Fusioo$pin wurde unter anderem fir die
Immunisierung zweier Meerschweinchen zur Produkiton MVP-Antikérpern verwendet
(siehe 4.4.8). Nach der Immunisierung, Aufbereitdeg Serums und Affinitatsreinigung des
Antikdrpers wurde dieser im Immunblot getestet. Betikdrper wird im Folgenden als

XMVP-Antikérper bezeichnet.

d Abb. 5-22: Die Meerschweinchen bildeten Antikbrpergegen His-

a b ¢
116 = - 116= § MVP. Mit dem aufgereinigten Antikérper erhielt man eieutliches
97 = - | Signal auf H6he von 104 kDa, was der Laufh6he dessoRsproteins
66 = 8= E entspricht (b). Auch im Eiextrakt erkannte der Kitper das MVP
45 = o 45-5 (d). In @) und c) sind die Coomassiegele und inub)l d) die
31= ; dazugehdrigen Immunblots gezeigt. GroéRenstandaird$ is kDa

angegeben.

In Abbildung 5-22 erkennt man deutlich, dass delbstehergestellte Antikdrper das
Fusionsprotein erkannte. Im Immunblot (Abb.5-22n@x ein deutliches Signal des xMVP-
Antikdrpers auf Hohe des Fusionsproteins zu erkenDer Antikérper erkannte nicht nur das
gereinigte Fusionsprotein, sondern auch das MajaultVProtein in Xenopus-Eiextrakt
(Abb.5-22 d). Der xMVP-Antikorper ist sehr spezifis da nur ein Protein aus dem Extrakt
erkannt wurde. Der kaufliche, monoklonale MVP-Abtiper der Firma Biotrend lieferte

dasselbe Ergebnis (nicht gezeigt).

5.7.5 Extraktion von MVP von der porenbildenden Membranfraktion

Im folgenden Versuch sollte untersucht werden, dis dMajor Vault Protein den
entscheidenden Unterschied zwischen der 30% und M@®abranfraktion bei der Bildung
der Kernporen darstellt. Daflir musste das MVP vem dlembranvesikeln extrahiert werden.
Da eine vollstandige Extraktion von MVP durch Salleine nicht mdglich war, wurde die
30% Membranfraktion mit einer Kombination aus EngpigLowthert et al., 1995) und Salz
extrahiert. Fur die Extraktion wurde die 30% Menmbraktion mit Empigen in einer
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Endkonzentration von 2% und mit NaCl in Endkonzaitnen von 100 mM, 250 mM, 500
mM bzw. 750 mM versetzt. Die Ansatze wurden fur [dthuten auf Eis inkubiert und
anschlieBend 20 Minuten bei 16.000xg zentrifugidrh Pellet befanden sich die
Membranvesikel mit den immer noch gebundenen Rweteiund im Uberstand die
extrahierten Proteine. Sowohl Pellet als auch (aeds wurden auf ein 12% SDS-
Polyacrylamidgel aufgetragen und durch nachfolgeridenunblot auf die Anwesenheit von
MVP hin untersucht.

Abb. 5-23: Extraktion der 30%
hoch

Zenﬁat"(m Membranfraktion.  Bereits ~ mit
Salzkon .
o 100 mM NaCl begann sich MVP von
niedrig, . . .
= +2% Empigen den Membranvesikeln zu I6sen. Bei
einer Salzkonzentration von 750
100mM NaCl ~ 250mM NaCl 500mM NaCl 750mM NaCl .
+2% Empigen  +2% Empigen  +2% Empigen  + 2% Empigen mM hatte sich nahezu das gesamte
W o s o MVP von den Membranvesikeln
200 - : S P 2 s . s - gelést und war nur noch im
1}9?: - e e = Uberstand (S) und nicht mehr im
66~ Pellet (P) nachzuweisen.
45-

GroRenstandards sind in  kDa

Immunblot anti-MVP

angegeben.

Nach dem Immunblot mit xMVP-Antikérpern erkennt malass sich MVP bereits bei einer
Salzkonzentration von 100 mM begann von den Mendwaru |6sen. Mit zunehmender
Salzkonzentration wurde das Signal von MVP im Utaerd mit den gelosten Proteinen
starker, wogegen das Signal im Pellet mit den geéénen Proteinen schwéacher wurde. Bei
einer Salzkonzentration von 750 mM in Kombinatiort &h % Empigen, war nahezu das
gesamte MVP von den Membranen dissoziiert und legich im Uberstand (Abb. 5-23).
Somit war es maoglich, MVP unter diesen Bedingungen der 30% Membranfraktion zu
extrahieren.

Nun wurde die 30% Membranfraktion erneut mit 750 18&lz und 2% Empigen extrahiert.
Die Membranpellets mit den restlichen gebundenenteRren wurden in Puffer 6
resuspendiert. AnschlieBend wurde diese extrahidetmbranfraktion zu porenlosen Kernen
gegeben und diese eine Stunde spater durch Imnonedizenzmikroskopie analysiert (Abb.
5-24).
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Abb. 5-24: Nach Extraktion des MVP von der 30% Memipanfraktion verliert diese ihre porenbildende
Eigenschaft.In a) sind ,normale” in vitro Kerne zu sehen. Bjgteporenlose Kerne, bei denen die Kernporen
durch vorausgegangene Bildung von AL depletiertdear Zu den porenlosen Kernen in ¢) wurde unbehtende
30% Membranfraktion gegeben. Nach Extraktion de¥ 3@lembranfraktion mit 750 mM NaCl und 2 %
Empigen war die 30% Membranfraktion nicht mehr gr dage, Kernporen in zuvor porenlosen Kernen zu
bilden (d). Wurden die extrahierten Membranvelsttessammen mit His-MVP zu porenlosen Kernen gegeben
so entstanden Kernporen (e”) und auch Proteinitwar nachweisbar (e”""). Das gleiche Ergebnisediriman,
wenn man aufgereinigte Vault-Komplexe zusammen dait extrahierten Membranen zu porenlosen Kernen
gab (f" und 7).

In Abb. 5-24 a sind ,normale” in vitro Kerne, in Bb5-24 c porenlose Kerne nach der
Zugabe von unbehandelter 30% Membranfraktion gezeidpeiden Fallen war eine deutliche

Fluoreszenz von Nup62 (a” und ¢”") zu erkennertchAkibrillarin war bei diesen Kernen im

rrs rrs

Inneren nachweisbar (™", ¢”). Um zu zeigen, sdase Kerne vor Zugabe der
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Membranfraktion tatséchlich porenlos waren, diete Ansatz b, in dem die Kernporen
durch vorausgegangene Bildung von Annulate Lameligdetiert wurden. Extrahierte man
das Major Vault Protein von der 30% Membranfraktiond gab diese anschlie3end zu
porenlosen Kernen, so war sie nicht mehr in derel.dfernporen zu bilden. Bei den so
gebildeten Kernen war weder das Nukleoporin Nupgéib( 5-24 d””) noch Fibrillarin (Abb.
5-24 d”) nachweisbar. Da man durch die Extraktiaib Salz und Empigen nicht nur das
Major Vault Protein, sondern auch eine Vielzahlered Proteine von den Membranen geldst
hatte, musste geklart werden, ob der Verlust degrgmldenden Funktion an der Abwesenheit
von MVP lag. Deshalb wurden nach der Extraktiontéadll exprimiertes und aufgereinigtes
His-MVP oder isolierte Vault-Komplexe zusammen mder extrahierten 30%
Membranfraktion zu den porenlosen Kernen gegebenbeiden Féllen konnte nun eine
Bildung von Kernporen (Abb. 5-24 e, ") und eutex Proteinimport (Abb. 5-24 e, )
nachgewiesen werden. Somit konnte gezeigt werdass dlie Extraktion von MVP in
direktem Zusammenhang mit dem Verlust der poreabdén Eigenschaften der 30%
Membranfraktion stand.

5.7.6 Nach Zugabe von His-MVP zu porenlosen Kernen bildesich Kernporen

Die 30% Membranfraktion war nach der Extraktion vig?WP nicht mehr in der Lage,
Kernporen zu bilden. Dies konnte durch Zugabe degPMusionsproteins zu den
extrahierten Membranen ausgeglichen werden. Dedtellbte sich die Frage, ob MVP den
einzig entscheidenden Faktor der 30% Membranfrakuer fur die Porenbildung notig ist,
darstellt und ob die Membranvesikel selbst dazwentlig sind. Um dies zu klaren, wurden
erneut durch vorausgegangene Bildung von AL posmnlkerne gebildet, zu diesen das
Fusionsprotein His-MVP (2ug/Ansatz) oder aufgegimiVault-Komplexe gegeben und die
Kerne eine Stunde spéter mittels Immunfluoreszekmskopie untersucht.
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Fibrillarin
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Abb. 5-25: Die Zugabe von His-MVP und Vault-Komplexen zu porenlosen Kernen fihrt zur Bildung von

Kernporenkomplexen. Nach Zugabe von His-MVP konnten in zuvor porenlog@rnen (b™") Kernporen
nachgewiesen werden (c”’). Diese Kerne waren aftivnportprozessen, was die Fluoreszenz von Féiill
(c””") zeigt. Den gleichen Effekt erhielt man durZhgabe von Vault-Komplexen zu porenlosen Kernéh, (d
d’).

Durch die Zugabe des bakteriell exprimierten His#M¥u porenlosen Kernen, konnten in
diesen wieder Kernporen gebildet werden. Das Nyddn Nup62 markierte die neu
gebildeten Kernporen (Abb. 5-25 ¢) und die Flsaenz des Fibrillarins (Abb. 5-25 ¢")
zeugte von aktivem Kernimport bei diesen KernemeBildung der Kernporen konnte man
auch durch Zugabe von aufgereinigten Vault-Komplexea porenlosen Kernen erreichen.
Auch hier waren die Kernporen durch Nup62 marki@hb. 5-25 d”) und Fibrillarin war im
Kerninneren nachweisbar (Abb. 5-25 d"").

Somit ist der fur die Porenbildung entscheidendddfader 30% Membranfraktion das Major
Vault Protein. Die Membran selbst scheint nichtseheidend zu sein, sondern stellt
vermutlich nur eine Mdglichkeit dar, das Major Vialrotein an die bereits vorhandene

Doppelmembran zu bringen.
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5.7.7 Analyse der unterschiedlichen Funktionen der beideMembranvesikelfraktionen

Um die unterschiedlichen Funktionen der beiden Mamesikelfraktionen genauer zu
charakterisieren, wurde ein vereinfachtes Systastehend aus der I6slichen Fraktion (S200)
des Eiextraktes, Spermienchromatin, Energie undbégien Membranfraktionen verwendet.
Durch die Verwendung von porenlosen Kernen konnte geklart werden, dass die 30%
Membranfraktion an der Bildung der Kernporen bageilst. Uber die Funktion der 40%
Membranfraktion konnte mit diesem Versuchsansaizek@ussage getroffen werden. In den
folgenden Versuchen wurden S200, Spermienchromatich Energie entweder mit den
einzelnen Membranfraktionen oder mit einer Komborataus beiden Membranfraktionen
zusammen inkubiert und die in vitro Kerne anscldielimittels Elektronenmikroskopie und

Immunfluoreszenzmikroskopie untersucht.

5.7.7.1Die unterschiedlichen Funktionen der Membranfraktionen untersucht durch

Elektronenmikroskopie

Fur den vereinfachten Ansatz der in vitro Kern Bid wurden 50ul der l6slichen,
zytosolischen Fraktion (S200) mit SpermienchromaiinP-regenerierendem System, 2 mM
GTP und 20 pl der aufgereinigten Membranfraktiomersetzt. Es wurde entweder nur die
30% Membranfraktion, nur die 40% Membranfraktioneodbeide Membranfraktionen
zusammen zum Ansatz gegeben. Nach zwei Stundebdtikn bei Raumtemperatur wurden
die in vitro Kerne fiir die Elektronenmikroskopiegébettet und anschlieBend analysiert.

Die 40% Membranfraktion band zunachst an Chrom#&fibb. 5-26 a). AnschlieRend
fusionierten diese Membranvesikel miteinander uitdeten abgeflachte Fusionsintermediate
(Abb. 5-26 b). Nach vollstandiger Fusion der 40%neanvesikel, war das Chromatin von
einer kontinuierlichen Doppelmembran ohne Kernpotenschlossen. (Abb.5-26 c¢). Im
Gegensatz dazu besal3 die 30% Membranfraktion mightFahigkeit, an Chromatin zu
binden, was in Abbildung 5-26 d) deutlich wird. Hiearen keine Membranvesikel am
Chromatin zu erkennen. Inkubierte man die zytosbésFraktion (S200) des Eiextraktes und
Spermienchromatin mit der 30% und der 40% Membadtifsn zusammen, so bildeten sich
in vitro Kerne, die eine geschlossene Doppelmemionénzahlreichen Kernporen besalien
(Abb. 5-26 e). Diese Kerne waren morphologisch ti@n Kernen zu unterscheiden, die im
Kontrollextrakt gebildet wurden (Abb. 5-26 f).
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‘ri’. ’9‘\

fembranfraktion (30 min. )

L4 € 7 p :
S200 + Spermlenchromatm +30% Membranfraktion (Ih) 8200+ Spermienchromatin + 30%+40% Membrantraktlon (lh) Eiextrakt + Spermienchromatin (1h)

Abb. 5-26: Die 40% Membranfraktion ist fir die Bildung der Doppelmembran nétig, die 30%
Membranfraktion fiir die Bildung der Kernporen. Die 40% Membranfraktion band zunéachst an Chromatin
(a). Nach der Bindung ans Chromatin fusionierten \désikel (b) und bildeten schlief3lich eine konigmliche
Doppelmembran ohne Kernporen (c). Die 30% Membaddtiisn dagegen konnte alleine auch nach einer tund
nicht an Chromatin binden (d). Gab man beide Memfbaétionen zusammen zur zytosolischen Fraktion und
Spermienchromatin, so bildete sich um das Chron®itia Doppelmembran, die zahlreiche Kernporen eftthi
(e). Diese Kerne sahen aus wie Kerne, die in Kdetiakt gebildet wurden (f). Eichstriche: 1um,
Ausschnitt 0,1um

Somit waren die zytosolische Fraktion des EiexeakSpermienchromatin, die 30% und 40%
Membranfraktion -unter Zugabe von Energie- auseidh um in vitro Kerne mit Kernporen
zu bilden. Die 40% Membranfraktion band an Chromatnd war fur die Bildung der
Doppelmembran verantwortlich. Die 30% Membranfraktiwar fir die Bildung der

Kernporenkomplexe in dieser Doppelmembran zusténdig
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5.7.7.2 Nachweis von Nup62

Obwohl bereits durch die Elektronenmikroskopie ggizeerden konnte, welche Funktion die
beiden Membranfraktionen bei der Kernhullenbilduiligernehmen, wurden die in vitro
Kerne, die im vereinfachten System gebildet wurdéarch Immunfluoreszenz auf die
Anwesenheit von Nup62 hin untersucht. Dazu wurdengteichen Versuchsansatze wie fur

die Elektronenmikroskopie verwendet.

Phase DNA
$200+Sp+30%

Nup62

0

F o

a
S200+Sp+40%

b °
5200+Sp+30%+40%

Abb. 5-27: Nach Inkubation von S200 mit Spermienchomatin, der 30% und der 40% Membranfraktion
bilden sich in vitro Kerne mit Kenporen. Inkubierte man S200 und Spermienchromatin nur riméreder
beiden Membranfraktionen, so bildete sich keinaktg Kernhille und es waren keine Kernporen nactheei

(@7, b”). Nur nach Zugabe beider Membranfraktiomesammen, bildeten sich Kernporen aus (c™).

Kernporen konnten nur gebildet werden, wenn man zygosolische Fraktion und
Spermienchromatin mit der 30% und der 40% Membeddtitsn gemeinsam inkubierte (Abb.
5-27 ¢’). Keine der beiden Membranfraktionen akewar ausreichend, um in vitro Kerne

mit Kernporenkomplexen zu bilden (Abb. 5-27 a’")bDiese Ergebnisse stimmen mit den

Ergebnissen aus der elektronenmikroskopischen Aealgr Kerne tberein.
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5.7.7.3Nachweis des Proteinimports durch Fibrillarin

Nachdem die Kernporen sowohl durch Nachweis des l@gpbrins Nup62 bei der

Immunfluoreszenz, als auch direkt durch elektronkroekopische Aufnahmen gezeigt
werden konnten, stellte sich nun noch die Fragelieke Kernporen auch aktiv sind.

Um dies zu klaren, wurden die gleichen Versuchdaaséie in den beiden vorangegangenen
Experimenten verwendet und der Proteinimport durdmmunfluoreszenz mit

Fibrillarinantikdrpern nachgewiesen.

Phase DNA Fibrillarin
5200+5p+30%
;o«; ﬂ?";‘%g.\;-w“ FaA
BT EX a’
S200+Sp+40% o
‘B,
A
&
b
S200+Sp+30%+40%
-
T

Abb. 5-28: Nach Inkubation von S200 mit Spermienctematin, der 30% und der 40% Membranfraktion
ist Proteinimport nachweisbar. Nur nach Zugabe beider Membranfraktionen zu S2@DSpermienchromatin,

war ein Import von Fibrillarin ins Kerninnere nachizeisen (c”).

Nach Zugabe beider Membranfraktionen zur zytosléiac Fraktion (S200) und
Spermienchromatin, bildeten sich Kernporen, dievakt Kernimportprozessen waren. Nur
bei aktivem Import ist Fibrillarin im Inneren deslikerns nachzuweisen (Abb. 5-28 ¢™).

Nach dieser Versuchsreihe kann man uber die Funlkdier beiden Membranfraktionen
folgendes aussagen: Die 40% Membranfraktion istdiér Bildung einer kontinuierlichen
Doppelmembran um das Chromatin zustandig. Die 308mbtanfraktion ist fur den Einbau
von Kernporenkomplexen in diese Doppelmembran ndgid Die so gebildeten

Kernporenkomplexe sind aktiv im Kernimport.
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5.7.8 MVP alleine kann nicht an Chromatin binden

Nachdem bereits gezeigt werden konnte, dass dasr MWault Protein eine Rolle bei der
Kernporenbildung spielt, wurde nun eine moglichéeraktion von MVP mit Chromatin
untersucht. Dazu wurde Spermienchromatin fir eitend® mit His-MVP in An- und
Abwesenheit der 40% Membranfraktion inkubiert und tokalisation des Major Vault

Proteins anschliel3end durch Immunfluoreszenzmiknaigkuntersucht.
merge

DNA MVP
.
. rr 10pm

Abb. 5-29: MVP bendétigt die 40% Membranfraktion, um an Chromatin zu binden. MVP alleine war nicht

Puffer 6
+ Spermienchromatin
+ His-MVP

Puffer 6

+ Spermienchromatin
+ 40% Membran-
fraktion

+ His-MVP

in der Lage, an Chromatin zu binden (a”). Gab m&iNWP zusammen mit der 40% Membranfraktion zu

Spermienchromatin, so war MVP am Chromatin nachvegigb”, b™").

Inkubierte man Spermienchromatin mit His-MVP, soki@ man MVP anschlielRend nicht
am Chromatin nachweisen (Abb. 5-29 a"). Gab maregky His-MVP in Anwesenheit der
40% Membranfraktion zum Spermienchromatin, so warPMum das Chromatin herum
nachweisbar (Abb. 5-29 b"). Somit waren neben @86 Membranfraktion keine weiteren

Faktoren notig, damit MVP am Chromatin lokalisiekamn.

5.7.9Die 40% Membranfraktion und His-MVP sind ausreicherd, um eine Kernhlle

mit Kernporen zu bilden

Unter 5.7.6 konnte gezeigt werden, dass die ZugabeHis-MVP ausreichend war, um in
zunachst porenlosen Kernen Kernporen zu bildenséDgorenbildenden Féahigkeiten von
MVP wurden nun auch im vereinfachten System Ubérpbiazu wurde Spermienchromatin
mit der zytosolischen Fraktion des Eiextraktes (B2der 40% Membranfraktion und His-

MVP inkubiert. Die so gebildeten in vitro Kerne wlen nach zweistindiger Inkubation in
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Anwesenheit von ATP-regenerierendem System und 2 mGITP mittels

Immunfluoreszenzmikroskopie und Elektronenmikroskamtersucht.

Phase DNA IF

Fibrillarin

Abb. 5-30: S200, His-MVP und die 40% Membranfraktion sind ausreichend, um aktive Kernporen zu
bilden. Inkubierte man Spermienchromatin in S200 mit débA@embranfraktion und His-MVP, so bildete sich
eine Kernhille mit Kernporenkomplexen und Nup62 machweisbar (a”"). Diese Kernporen waren aktivnbei

Proteinimport, was die Fluoreszenz von Fibrillghn) zeigt.

Nach Inkubation von Spermienchromatin in S200 neit 40% Membranfraktion und His-

MVP bildeten sich in der Kernhtlle Kernporen ausedist durch den Nachweis des
Nukleoporins Nup62 gezeigt (Abb. 5-30 a”"). Diegebildeten Kernporen waren in der Lage,
Proteine wie Fibrillarin in den Zellkern zu impeanten (Abb. 5-30 b™).

Neben der Immunfluoreszenz wurden die Kernporen haudirekt durch

Elektronenmikroskopie nachgewiesen.

Abb. 5-31: S200, His-MVP und die
40% Membranfraktion sind
ausreichend, um Kernporen zu bilden.

In der elektronenmikroskopischen
Aufnahme erkennt man das Chromatin,
das von einer Doppelmembran umgeben
ist. In diese Doppelmembran sind
zahlreiche Kernporenkomplexe (siehe
Pfeile) eingelagert. Eichstrich: 1 pm, im

Ausschnitt 0,1 pum.

5200+Sp+40%+His-M VP
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In der Elektronenmikroskopischen Aufnahme (Abb.13-8rkennt man das Chromatin, das
von einer Doppelmembran umgeben ist. In diese Doppabran sind zahlreiche
Kernporenkomplexe (siehe Pfeile) eingelagert.

So konnte gezeigt werden, dass S200, Spermienctimndée 40% Membranfraktion und
MVP ausreichend sind, um eine Kernhille mit funk&fiihigen Kernporen zu bilden. Nach
den Versuchen in diesem vereinfachten System kaan sagen, dass von der 30%
Membranfraktion nur das MVP zur Bildung der Kermngrorbendtigt wird. Alle weiteren
Faktoren, sind auch in der 40% Membranfraktion goden. Die Membranbestandteile der
30% Membranfraktion spielen also fir die Porenbilgigelbst keine Rolle. Diese Ergebnisse
sind konform mit der Tatsache, dass die ZugabeMd@R zu porenlosen Kernen ausreichend

war, um Kernporen auszubilden (vgl 5.7.6).

5.7.10Lokalisation des Major Vault Proteins

Mit bis zu 1@ Partikeln pro Zelle, sind die Vault-Komplexe zaith in vielen Zelltypen
vertreten. Vaults liegen vorwiegend zytoplasmatisebr und assoziieren dort mit
Zytoskelettelementen wie Aktinfilamenten (Kedersiiad Rome 1990) und Mikrotubuli
(Herrmann et al., 1999). Im Gegensatz zu anderezi&pliegt bei Seeigeln das Major Vault
Protein in den Eiern und Embryonen zytoplasmatigoh) wéhrend es bei adulten Tieren
vorwiegend im Kern vorkommt (Hamill und Suprena@99). Einige Arbeitsgruppen konnten
zeigen, dass etwa 5% der Vault-Partikel an der Kdle, den Kernporenkomplexen und im
Nukleoplasma lokalisieren (van Zon et al., 200@s8la et al., 2005).

Da die bisher verotffentlichten Daten zur MVP-Lokalion teilweise widersprichlich sind,
wurde im folgenden Teil der Arbeit die Lokalisatiates MVP durch unterschiedliche
Methoden untersucht. Da das Major Vault ProteidienBildung der Kernporen involviert ist,

sollte es an der Kernhulle nachweisbar sein.

5.7.10.1Lokalisation an der Kernhille von in vitro Kernen

Zunachst wurde die Lokalisation von MVP an in vikernen im zellfreien System von
Xenopus laevis getestet. Daflr wurde interphasischer Eiextrakt $piermienchromatin und
ATP-regenerierendem System fiir zwei Stunden ben@amperatur inkubiert und die Kerne
anschlieBend fixiert und auf Objekttrdger zentidsg Es wurde eine
Doppelimmunfluoreszenz durchgefuhrt mit Antikérpgregen das Nukleoporin Nup62 und
selbst hergestellten xMVP-Antikorpern.
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Abb. 5-32: Lokalisation von MVP an der Kernhille van in vitro Kernen. Das Major Vault Protein
lokalisierte an der Kernhiille der in vitro Kerneievdie Fluoreszenz von MVP (a”") zeigt. Als Markér die

Kernporen diente das Nukleoporin Nup62 (a"""), elaanfalls eine deutliche Farbung der Kernhiille s&gw

Nach der Immunfluoreszenz mit MVP-Antikérpern, WdYP eindeutig an der Kernhulle der
in vitro Kerne nachzuweisen (Abb. 5-32 a"). Alsrfeich fur die Markierung der Kernhille
diente das Nukleoporin Nup62, das ebenfalls eingtlidee Fluoreszenz im Bereich der
Kernhille aufwies (Abb. 5-32 a”""). Vergleicht mdie Fluoreszenzen von MVP und Nup62,
so erkennt man, dass sie teilweise kolokalisiedas, Signal von MVP aber etwas schwacher

ist und nicht gleichmafiig Gber den ganzen Kerreueast.

5.7.10.2Nachweis von MVP an Oocytenkernhtllen durch Immungélokalisation

Da durch die Immunfluoreszenz nur gezeigt werdennt® dass MVP an der Kernhille
lokalisiert, aber nicht wo genau an der KernhiulWeirde eine Immungoldlokalisation an
Oocytenkernhullen durchgefuhrt. Dazu wurde einenblefien Frosch der Gattun§enopus

laevis ein Stiick des Ovars entnommen. Von den Oocytenemuntanuell die Zellkerne, und
im Anschluss daran die Kernhillen isoliert. Die Kaillen wurden mit einem Antikorper
gegen MVP (Biotrend) inkubiert. Dieser MVP-Antik@&m wurde verwendet, da flr den
XMVP-Antikoérper kein entsprechender goldgekoppeBekundarantikorper zur Verfigung
stand. Als Zweitantikbrper diente ein an 12 nm-@altikel gekoppelter anti-Maus
Antikdrper. Somit konnte das Major Vault Proteindinekt Uber die Goldpartikel am

Elektronenmikroskop nachgewiesen werden.
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Abb. 5-33: MVP lokalisiert an der Kernhiille und an den Kernporenkomplexen vonXenopus-Oocyten

MVP, markiert durch die Goldpartikel, lokalisiertan der Kernhille. Dabei war es sowohl auf der
nukleoplasmatischen Seite der Kernhille (a), alshaauf der zytoplasmatischen Seite der Kernhulle (c
nachzuweisen. In Abbildung b und d war au3erdem keokalisation an den Kernporenkomplexen zu erkenne

Eichstriche: 0,1 pm.

Durch die Immungoldlokalisation liel3 sich eindeut&ggen, dass MVP an der Kernhiille von
Xenopus-Oocyten lokalisiert. Die Goldpartikel und damitsdMajor Vault Protein waren

sowohl auf der nukleoplasmatischen Seite der KdimhiAbb. 5-33 a), als auch auf der
zytoplasmatischen Seite der Kernhille zu findenb(AB-33 c). Das Major Vault Protein

assoziierte nicht nur an die Kernhille, sondernhaan Kernporenkomplexe, wie in
Abbildung 5-33 b und d deutlich wird.

Nach der Immungoldlokalisation konnte die Aussagg tmmunfluoreszenz uber eine
Lokalisation von MVP an der Kernhulle bestétigt desm und zudem noch eine Lokalisation

an den Kernporenkomplexen nachgewiesen werden.
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5.7.10.3Lokalisation von MVP in somatischen Zellen

Die Lokalisation von MVP wurden bereits in menschén U373-Zellen durch Slesina et al.
(2005) untersucht. MVP konnte in diesen Zellen vegend im Zytoplasma, ein kleiner Teil
des MVP aber auch im Zellkern detektiert werdemeHiokalisation an der Kernhulle konnte
jedoch nicht beobachtet werden. In dieser Arbeitdeudas Verteilungsmuster von MVP in
menschlichen HelLa-Zellen urXenopus XTC-Zellen untersucht. Dabei wurde die Zellen mit
Paraformaldehyd/Triton-X-100 fixiert und permeadért und eine Immunfluoreszenz mit

den selbst hergestellten xMVP-Antikérpern durcheti

Phase DNA MVP (S2
‘ a’ 4

Abb. 5-34: MVP lokalisiert an der Kernhille und im Zytoplasma. Bei der Immunfluoreszenz mit xMVP-

Antikérpern erkannte man in HeLa-Zellen (a) soweinle zytoplasmatische Verteilung von MVP, als aeicte
deutliche Markierung der Kernhulle mit der typisaHingfarbung (a™).In den XTC-Zellen waren ebelsfdhas
Zytoplasma und die Kernhulle markiert (b”").Eichdte: 10um.

In der Immunfluoreszenz mit Antikdrpern gegen MVéhkte MVP sowohl im Zytoplasma,
als auch an der Kernhille nachgewiesen werden. DR i Eukaryoten stark konserviert
ist, erkennt der gegeXenopus-MVP gerichtete Antikdrper auch das menschliche PMiv
HelLa-Zellen. Bei den HelLa-Zellen war eine deutlichegformige Fluoreszenz an der
Kernhille zu erkennen (Abb. 5-34 a”). In den XTé&ll&n war ebenfalls der Zellkern
markiert, auch wenn hier nicht die typisch ringfigenFluoreszenz zu erkennen war (Abb. 5-
34 b”). Neben der Kernhille wurde durch den Amfiled bei beiden Zelllinien auch das
gesamte Zytoplasma markiert.

Da MVP bei der Kernporenbildung eine Rolle spielyrde neben der Lokalisation in der

Interphase auch die Verteilung von MVP wahrendMigose untersucht.
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Abb. 5-35: MVP bindet wahrend der Mitose nicht an de Chromosomen.Die Phasen der Mitose bei HeLa-
Zellen: a— Prophase, b»> Metaphase, e> Anaphase, & Telophase. Durch die Immunfluoreszenz mit MVP-

Antikérpern erkennt man, dass MVP zu keinem Zeikpaier Mitose an die Chromosomen bindet (a"-d").

Wahrend der Mitose lag MVP gleichmal3ig in der Zelerteilt vor. Die Bereiche der
Chromosomen (Abb. 5-35 a-d) waren dabei von MVRjesggart (Abb. 5-35 a’-d"). Somit
bindet das Major Vault Protein wahrend der Mitogehhan die Chromosomen. Dieses
Ergebnis deckt sich mit weiteren Daten in diesdbeftr Unter 5.7.8 konnte bereits gezeigt
werden, dass MVP nicht in der Lage war, ohne diéo40lembranfraktion an

Spermienchromatin zu binden.

5.7.10.4Lokalisation von EGFP-MVP

Um die Verteilung von MVP in lebenden Zellen bediiao zu kdnnen, wurde ein
fluoreszierendes MVP-Fusionsprotein hergestellziDaurde die cDNA von MVP in ihrer
gesamten Lange Uber zwei EcoRI- Schnittstellen dere TOPO-Vektor (siehe 5.7.4.1)
ausgeschnitten und in den eukaryotischen Expressiator pEGFP-C2 in die multiple
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Klonierungsstelle kloniert. Der Vektor wurde zuvdurch das Enzym EcoRI gedffnet,
wodurch eine einfache Integration der MVP-cDNA mégl war. Vor der multiplen
Klonierungsstelle ist auf dem pEGFP-C2 Vektor deaegtische Information fur das verstarkt
grun fluoreszierende Protein (GFP), das urspringéios der Salzwasserqualle Aequorea
victoria isoliert wurde, codiert. Nach der Trandfelk des Expressionsvektors in HeLa-Zellen
wurde das GFP bei der Translation an den Aminotarmiides Major Vault Proteins
angehéangt. Die zellulare Lokalisation von EGFP-M¥Bnnte 24 Stunden nach der
Transfektion durch direkte Fluoreszenzmikroskopi¢etsucht werden, da die exprimierten

Proteine nach Anregung mit UV-Licht grines Lichtiierten.

Abb. 5-36: EGFP-MVP lokalisiert im Zytoplasma. Nach Transfektion von HelLa-Zellen mit EGFP-MVP war
das Fusionsprotein vorwiegend im Zytoplasma lolatisa’, ¢’). In einigen Zellen konnte auch eip&hte

Fluoreszenz des EGFP-MVPs im Kerninneren erkanndeve (b”, e’, ). In seltenen Fallen konnte eine
Anreicherung des Fusionsproteins um den Zellker?) fkobachtet werden. In a-f sind die jeweiligen

Phasenkontrastaufnahmen dargestellt.

Vierundzwanzig Stunden nach der Transfektion dggéssionsvektor in HeLa-Zellen konnte
das fluoreszierende Fusionsprotein hauptsachlichZytoplasma der Zellen beobachtet
werden (Abb. 5-36 a’, ¢’). In einigen Zellen konateséatzlich eine leichte Fluoreszenz des
EGFP-MVP im Kerninneren beobachtet werden (Abb8%3 €', f'). In seltenen Féllen lag

150



Ergebnisse

das Fusionsprotein um die Kernhille herum angeeeictvor (Abb. 5-36 d’). Die

Proteinaggregate im Zytoplasma deuten auf einkestaberexpression der Proteine hin.

5.7.10.5Lokalisation von Myc-MVP

Da das griun fluoreszierende Protein eine relatikehmolekulare Masse von 26.650 Da
aufweist, kann nicht ausgeschlossen werden, dassrdjro3e Anhang von 237 Aminosauren
einen Einfluss auf die Lokalisation der Fusionspir¢ austbt. Deshalb wurde dem MVP ein
stark immunreaktives cMyc-Epitop angehéngt. Der tdbrdieses Systems ist, dass die
chimaren c-Myc-Fusionsproteine von kommerziell #lichen anti-c-Myc-Antikérpern
spezifisch erkannt und durch indirekte Immunfluaess-Techniken nachzuweisen sind.

Eine direkte Umklonierung der MVP-cDNA aus dem TOR®er pET21a-Vektor in den
eukaryotischen  Expressionsvektors pCMV-Myc war awuig unterschiedlicher
Restriktionsschnittstellen nicht moglich. Deshalbusste eine ,blunt-end-Ligation®
durchgefuhrt werden. Dafur wurde der pCMV-Myc-Vekinit Sall gedffnet und die MVP-
cDNA durch EcoRI aus dem TOPO-Vektor ausgeschnitiéin Hilfe des grol3en Fragments
der E. coli-DNA-Polymerase | (Klenow-Fragment), das die Fahigkesitzt, den zum 5'-
Ende komplementadren DNA-Strang aufzufiillen, wurdewohl beim Vektor, als auch bei
der MVP-cDNA die kohéasiversiicky) Restriktonsstellen zu glattehlgnt) Enden aufgefllt.
Um die Autoligationsrate des Vektors zu verringevarden die Phosphatgruppe am 5-Ende
durch die Shrimp-alkalische-Phosphatase entfernschAlie3end wurden der Vektor und die
MVP-cDNA miteinander ligiert. Dieses Plasmidkongtrenthalt die kodierende Sequenz des
13 Aminosauren umfassenden (Molekularmasse = 1R2E)5und stark immunreaktiven c-
Myc-Epitops, das — nach Transfektion in eukaryahis Kulturzellen — aminoterminal
angehangt wird.

Vierundzwanzig Stunden nach der Transfektion wurdee Hela-Zellen mit
Paraformaldehyd/Triton-X-100 fixiert und permeaddrt und mit anti-c-Myc-Antikérpern,
die spezifisch an die Fusionsproteine binden, irdaib Durch Zugabe von sekundaren
Antikorpern, die kovalent an den roten Fluoreszardtoff Carbocyanin 3 (Cy3) gekoppelt
sind und ihrerseits die aus der Maus stammendeit-Ahyc-Antikbrpern erkennen, konnten
die Bereiche einer Zelle, an denen sich das Fusioten befindet, spezifisch sichtbar

gemacht werden.
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Abb. 5-37: Myc-MVP lokalisiert im Zytoplasma. Nach Transfektion von HelLa-Zellen mit Myc-MVP waad

10um

Fusionsprotein vorwiegend im Zytoplasma lokalis{aeft-c”"). In einigen Zellen konnte eine leichtedfeszenz
des Myc-MVPs im Kerninneren erkannt werden (a”").bih seltenen Fallen konnte eine Anreicherung des

Fusionsproteins um den Zellkern (b™", ¢) beobaicherden.

Diese indirekte Immunfluoreszenz zeigte im Verdieiru der direkten Fluoreszenz der
EGFP-Fusionsproteine das gleiche VerteilungsmuB&s. Myc-MVP-Fusionsprotein konnte
hauptsachlich im Zytoplasma der Zellen beobachtstden (Abb. 5-37 a”"- ¢™"). In einigen
Zellen konnte zusatzlich eine leichte Fluoreszeeg Myc-MVP im Kerninneren beobachtet
werden (Abb. 5-37 a7, b”). In seltenen Fallen tip Fusionsprotein um die Kernhiille

herum angereichert vor (Abb. 5-37 b™", ¢™).

5.7.11 Mikroinjektion von MVP-Antikdrpern

Um Aussagen Uber die Funktion des Major Vault Rngténnerhalb von somatischen Zellen
treffen zu kénnen, wurden MVP-Antikorper in die el injiziert. Die Antikdrper binden in
der Zelle an MVP und hemmen somit die FunktionekelRroteins. Es wurden Antikorper (
MVP, Biotrend) in einer Konzentration von 3mg/misirZzytoplasma von PTK2-Zellen
injiziert. Vierundzwanzig Stunden nach der Mikr@kijion wurden die Zellen mit

Methanol/Aceton fixiert. Der injizierte Antikorpevurde Uber einen an Cy3-gekoppelten anti-
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Maus-Antikorper nachgewiesen. Zusatzlich wurde deteilung der Kernporenkomplexe
Uber Antikdrper gegen das Nukleoporin Nup62 untdrsu

MVP

10pm
Abb. 5-38: Mikroinjektion von e-MVP in PTK2-Zellen. Der Injizierte Antikdrper konnte Uber den

Sekundarantikdrper eindeutig nachgewiesen werdére(d. Der MVP-Antikdrper war an der Kernhille
angereichert. Auffallend war, dass die Zellkernemeer Mikroinjektion eine gelappte Struktur derriglille
aufwiesen (b, d, €). In einigen Fallen war zudemeeBildung von Mikrokernen zu beobachten (c). Die
Mikroinjektion hatte keinen Einfluss auf die Lolsdtion des Nukleoporins Nup62 (a”"-e""").
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Nach der Mikroinjektion der MVP-Antikorper wiesemedZellkerne eine anormale Struktur
auf. Die Kerne besalRen eine unregelmallige Kernhdike stark gelappt war (Abb. 5-38
b,d,e). In manchen Zellen kam es zudem zu eineluBd von Mikrokernen (Abb. 5-38 c).
Der injizierte Antikorper konnte eindeutig Uber d8ekundarantikorper an der Kernhlle
nachgewiesen werden (Abb. 5-38 a""-e”"). Die pimdaédrmige Farbung in Abbildung 5-38
¢’ deutet auf eine Aggregation der Antikorper Hes kann durch eine zu gro3e Menge an
injizierten Antikbrpermolekilen erklart werden. Bethtet man die Fluoreszenz des
Nukleoporins Nup62 (Abb. 5-38 a”"-e"""), so schélie Mikroinjektion der MVP-Antikorper
keinen Einfluss auf die Verteilung der Nukleoporimehaben.

Da die Mikroinjektion von MVP-Antikdrpern zu einedeutlichen Veranderung der
Kernhullenstruktur fuhrte, wurden diese auch au&k&bnenmikroskopischer Ebene
untersucht. PTK2-Zellen wurden ebenfalls mit 3 migiiivP-Antikdrpern (Biotrend) injiziert

e eingehdtiehe 4.5.4).

¥ 3 5

und nach 24 fur die Elektronenmikroskopi

Abb. 5-39: EM-Aufnahmen von PTK2-Zellen nach Mikroinjektion der MVP-Antikérper. Die Zellkerne
wiesen nach der Miroinjektion der MVP-Antikérpeneiunregelmafig gelappte Struktur der Kernhille buf
einigen Fallen kam es zur Bildung von Mikrokerneh Eichstriche: in a,b und-e 1um;ina’, a”’, b’'und €>
0,1 pm.

Am Elektronenmikroskop konnten nach der Mikroinjeltder MVP-Antikrper dieselben

morphologischen Veranderungen der Zellkerne bedbtcherden, wie schon bei der

Immunfluoreszenz. Die gelappte Form der Kernhilée deutlich zu erkennen (Abb. 5-39).
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Auch die Bildung von Mikrokernen konnte beobachetrden (Abb. 5-39 c). Auffallig ist
zudem eine Konzentration von Heterochromatin, danskriptionell inaktiven Form des
Chromatins, unterhalb der Kernhulle (Abb. 5-39 a).

Da man vermuten koénnte, dass die morphologischenranderungen in der
Kernhllenstruktur aufgrund des mechanischen Siseswahrend der Mikroinjektion
entstanden sind, wurde in einem Parallelansatziespezifischer 1gG-Antikorper, ebenfalls
in einer Konzentration von 3 mg/ml, in PTK2-Zellawjiziert und die Zellen 24 Stunden

spater fur die Elektronenmikroskopie eingebettet.

TR g 0 N S

Abb. 5-40: Die Mikroinjektion eines unspezifischenlgGs fuhrt zu keiner Veranderung der Kernhiille.
Auch 24 Stunden nach der Mikroinjektion von unsfiezhen IgG-Molekilen, zeigten die Zellkerne eine
unverénderte Morphologie. Die Zellkerne waren ru@d oder oval (b) und besalRen keine blasenartigen

Ausstilpungen, wie aus den EM-Aufnahmen ersidnibt.

Die Mikroinjektion von unspezifischen Antikérperne&lilen fihrte zu keiner Veranderung
der Kernhullenstruktur. Die Zellkerne besal3en na@h vor eine runde bis ovale Gestalt
(Abb. 5-40). In diesen Zellen war auch kein vernehrAuftreten von Heterochromatin zu
beobachten, wie nach der Mikroinjektion von MVP-ikdtpern.

Deshalb kann der mechanische Stress wahrend demiljiéktion als Ursache fur die

veranderte Struktur der Kernhiille ausgeschlossedame Die Bildung von Mikrokernen und
gelappten Kernhillen steht also in direktem Zusaniraeg mit der Injektion der MVP-

Antikorper.
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6. Diskussion

Die Kernhtlle ist das Kennzeichen einer eukarybgsc Zelle und trennt das genetische
Material innerhalb des Zellkerns vom Rest der Zelee Kernhille besteht aus drei
morphologisch und biochemisch unterschiedlichen Ronenten, die kontinuierlich
ineinander Ubergehen. Dabei handelt es sich uméadigere Kernmembran, die innere
Kernmembran, die mit der Lamina assoziiert ist, whd Porenmembran, in der die
Kernporenkomplexe verankert sind. Die Kernporenkiexg sind Multiproteinkomplexe, die
den Austausch von Makromolekilen zwischen dem g£gsilkund dem Zytoplasma
ermadglichen.

Bei hoheren Eukaryoten wird die Kernhtlle wé&hrener dMitose aufgeldst und die
Kompartimentierung zwischen Kern und Zytoplasmagahbbben. Dabei dissoziieren die
Kernporenkomplexe, es entstehen Locher in der Kilmlund die Kernmembran zerfallt in
Membranvesikel oder verschmilzt mit der ER-Membram Ende der Mitose wird um die
Schwesterchromosomen je eine neue Kernhille gebi@e die Neubildung der Kernhlle
am Ende der Mitose in der umgekehrten Reihenfolgiéudt ist nicht klar. Auch die
molekularen Mechanismen, die zum Abbau und Wiedbsauder Kernhdille fiihren, sind nur
ansatzweise aufgeklart und liegen im Fokus vietas€hungsprojekte. Das zellfreie System,
basierend auXenopus laevis Eiextrakt und Spermienchromatin, ist ein idealesd®Isystem,
um die Bildung der Kernhulle und der Kernporenkoexpl zu untersuchen. Durch Zugabe
von Spermienchromatin zu Interphase-Eiextrakt bildieh in vitro Kerne, die eine doppelte
Kernmembran besitzen, eine Lamina aufweisen undg faind, karyophile Proteine zu
importieren (Lohka 1998). Aufgrund von Daten aussdim in vitro System lasst sich die
Bildung der Kernhille in eine Serie von aufeinandelgenden Ereignissen einteilen:
1) Kernhullenvorlaufer-Membranvesikel binden an d@&hromatinoberflache, 2) die
Membranvesikel fusionieren miteinander und bildere @©oppelmembran um das Chromatin,
3) Kernporenkomplexe werden in die Doppelmembraegirnert und 4) karyophile Proteine
werden importiert und die Kernhiille dehnt sich @uisersicht in Hetzer et al., 2005).
Wahrend mittlerweile einige Faktoren bekannt sahid,fur die Bindung der Membranvesikel
ans Chromatin und deren Fusion notwendig sindlastMechanismus der zur Integration der
Kernporenkomplexe fihrt noch weitgehend unklar. &kd@rt ist, wann und wie die
Kernporen in die Doppelmembran eingebaut werdeme Biark diskutierte Frage ist auch, ob
die Kernporenkomplexe vor oder nach der vollstéewligrusion der Membran eingeflugt
werden (Walther et al., 2003; Harel et al., 2003).
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In mehrzelligen Eukaryoten werden die Kernporenkiexs zu zwei verschiedenen Phasen
des Zellzyklus gebildet. Am Ende der Mitose werdenKernporen in die sich neu bildende
Kernhlle integriert. Dartuber hinaus werden beimrechstum wahrend der S-Phase die
neu synthetisierten Nukleoporine in die intakte rdeile eingebaut, was zu einer
Verdopplung der Kernporenanzahl vor der nachstditedeng fihrt (Maul et al., 1972).
Hefen und niedere Eukaryoten durchlaufen eine d¢essdéne Mitose, das heil3t die Kernhlle
wird wahrend der Mitose nicht aufgelost und die ereuKernporen missen in die
geschlossene Kernhille integriert werden.Sloerevisiae erfolgt die Bildung der Kernporen
wahrend des gesamten Zellzyklus, wobei die hodBtieingsrate am Ubergang der G1- zur
S-Phase und am Ubergang der G2- zur M-Phase zatigten war (Winey et al., 1997). Die
meisten Informationen Uber die Kernporenbildung msteen aus Analysen der
Kernporenkomplexbildung am Ende der Mitose. Esnisht klar, ob der Kernporenbildung
wahrend der Interphase die gleichen Mechanismesrande liegen.

Ziel dieser Arbeit war es, den Einbau der Kernpkoamplexe in die Kernhulle im zellfreien
System vonXenopus laevis genauer zu untersuchen. Inkubiert man den Exmakéichst mit
Energie-regenerierendem System in Abwesenheit ymmor@atin oder DNA, so bilden sich
aus dem Vorrat an Material, das zur Bildung demiKéle wahrend der Embryogenese notig
ist, Annulate Lamellae (Dabauvalle et al., 1991nnAlate Lamellae sind Membrancisternen
bzw. -lamellen, die oft parallel gestapelt vorliegend von Porenkomplexen durchsetzt sind.
Gibt man zu diesem vorinkubierten Eiextrakt Spendiieomatin, so bildet sich darum zwar
noch eine Doppelmembran, die Bildung der Kernpdueibt allerdings aus. Diese Kerne sind
nicht fahig, karyophile Proteine zu importieren. B$ also moglich, das gesamte zur
Porenbildung nétige Material Uber die Bildung vonniilate Lamellae aus dem Extrakt zu
depletieren. Erst nach Zugabe aller im Eiextrakhaltenen Membranvesikel kdnnen die
Kernporen wieder gebildet werden und Proteinimpgirivieder nachweisbar (Ewald et al.,
1997). In dieser Arbeit sollten die Membranvesikibktioniert, isoliert und ihr
unterschiedliches Verhalten bei der Kernhillenbilglicharakterisiert werden. Das besondere
Ziel lag in der Charakterisierung der poreninduemigilen Membranvesikel, um Faktoren zu

identifizieren, welche die Insertion der Kernporemiplexe in die Kernhille initiieren.
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6.1 Unterschiedliche Membranvesikel fir die Bildung der
Doppelmembran und der Kernporenkomplexe

In dieser Arbeit wurden die Membranvesikel Uber esin diskontinuierlichen
Zuckergradienten (30%, 40% und 50%) aufgetrenntrcbuelektronenmikroskopische
Analysen konnte gezeigt werden, dass sich die Mdondrien nach der Zentrifugation
innerhalb des 50%igen Zuckers befanden, wahrend 308 und 40% Zuckerfraktion
Membranvesikel enthielt. Die beiden verschiedeneamidranfraktionen (30% und 40%
Membranfraktion) wurden zu porenlosen Kernen gegeloed die Kerne anschlie3end auf
Kernporen hin untersucht. Nach Zugabe der 30% Manflaktion konnten in
elektronenmikroskopischen Aufnahmen neue Kernpopbeobachtet werden. Aul3erdem
konnte das Nukleoporin Nup62 detektiert werden, rifdin akkumulierte in den
pranukleolaren Kérperchen und eine Lamina war nadivar (siehe Abb. 5-6). Es bildeten
sich also Kernporen, die in der Lage waren, karjtegProteine zu importieren. Im Gegensatz
dazu konnte die 40% Membranfraktion keine Kernpbildnng induzieren (siehe Abb. 5-7).
Es war mdoglich die Kernporen in eine kontinuiericiboppelmembran zu integrieren.
Deshalb scheint die Bindung des Nupl07-160 Kompgleae Chromatin nicht fir die
Anlagerung weiterer Nukleoporine essentiell zu seibies widerspricht der
Modellvorstellung, dass sich zunachst eine ,Prdpa@m Chromatin bildet und erst im
Anschluss daran die Kernmembranen fusionieren (Walet al., 2003). Gegen die Theorie
der ,Préaporen” spricht auch, dass sich in den AsteuLamellae die Kernporen unabhangig
von Chromatin bilden kdnnen (Dabauvalle et al., )9%ullerdem war es mdglich, eine
intakte Kernhille mit Kernporenkomplexen um Sepbkabeads, die mit Ran beschichtet
waren, zu bilden (Zhang und Clarke 2000). Auch Hadblgte die Kernporenbildung in
Abwesenheit von Chromatin.
Durch die Verwendung von porenlosen Kernen, dievaminkubiertem Extrakt gebildet
wurden, konnte nur geklart werden, dass die 30% bfanfraktion an der Bildung der
Kernporen beteiligt ist. Uber die Funktion der 40#@mbranfraktion konnte mit diesem
Versuchsansatz keine Aussage getroffen werden. dleshlwurde zur genaueren
Charakterisierung der Funktionen ein vereinfacl8gstem verwendet. Es bestand aus der
I6slichen Fraktion (S200) des Eiextraktes mit desslithen Nukleoporinen und
Nukleoplasmin, Spermienchromatin, Energie und dsaddn getrennten Membranfraktionen.
Dadurch konnte gezeigt werden, dass die 40% Merfiaikdion an Chromatin bindet und
ausreichend ist, eine kontinuierliche, jedoch ploss Doppelmembran auszubilden. Die 30%
Membranfraktion besal3 nicht die Fahigkeit, an Clatomzu binden, war aber fir die Bildung
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der Porenkomplexe nétig (siehe Abb. 5-26). FurRlidung einer vollstandigen Kernhlle
mit  Kernporenkomplexen waren S200, SpermienchromatEnergie und beide
Membranfraktionen nétig. Die so gebildeten Kernponearen voll funktionsfahig, was durch
Immunfluoreszenz mit Fibrillarin dargestellt werdamnte (siehe Abb. 5-27).

Es gibt bis jetzt schon mehrere Arbeiten, in deNMambranvesikel auXenopus Eiextrakt
fraktioniert wurden, um die Bildung der Kernhtille analysieren. In allen Arbeiten waren es
mindestens zwei Membranfraktionen, die bei der Kélienbildung eine Rolle spielten.
Vigers und Lohka (1991) isolierten zwei Membranfraken, NEP-A und NEP-B. Wie die
40% Membranfraktion besall auch NEP-B die Fahigkei€Chromatin zu binden. NEP-B war
jedoch nicht in der Lage, alleine eine kontinugdré Doppelmembran zu bilden, sondern
bendtigte dafur die Membranfraktion NEP-A, die vatiich die Membranlipide zur
Verfigung stellte. NEP-A war darUber hinaus auahdié Bildung der Kernporenkomplexe
notwendig. Eine neuere Studie zeigte, dass nichiNitP-A, sondern auch NEP-B fir die
Bildung der Kernporenkomplexe erforderlich warenalfffhgidou et al., 2008). Die
Membranfraktionen NEP-A und NEP-B wurden aus iftegischem, und nicht wie in dieser
Arbeit aus mitotischem Eiextrakt isoliert und audke Art der Zentrifugation bei der
Fraktionierung war unterschiedlich.

Sasagawa et al. (1999) isolierten aus interphamischEiextrakt ebenfalls zwei
Membranvesikelpopulationen, PV1 und PV2. Die Membesikelpopulationen wurden
durch eine Chromatinbindungsmethode und anschideBerZentrifugation fraktioniert.
Membranvesikel der Fraktion PV1 banden an Chromé&isionierten dort und bildeten eine
Doppelmembran ohne Kernporen. PV2 war fur die Biglaler Kernporenkomplexe notig.
Daher konnte man PV1 mit der 40% Membranfraktiond uRV2 mit der 30%
Membranfraktion aus dieser Arbeit vergleichen. Iragénsatz zur 30% Membranfraktion
besitzt PV2 jedoch Chromatinbindungseigenschaften.

Die beiden Membranfraktionen, die in dieser Arbsdliert wurden, unterscheiden sich von
allen anderen bisher untersuchten Membranvesikélbraen. In dieser Arbeit war es erstmals
maoglich, zwei wichtige Prozesse wahrend der Kedehbildung experimentell zu trennen,
zum einen die Bildung einer kontinuierlichen Doppeimbran und zum anderen die

Integration von Porenkomplexen in diese bereitstetende Doppelmembran.
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6.2 Biochemische Analyse der Membranfraktionen

Da sich die beiden isolierten Membranfraktionenlhner Fahigkeit Kernporen zu bilden
unterscheiden, wurde vermutet, dass dies mit eindomterschied in der
Proteinzusammensetzung in Verbindung steht. In Ideratur werden einige Proteine
beschrieben, die fur die Bildung der Kernhille et Kernporenkomplexe essentiell sind.
Dazu gehdren die Porenmembranproteine POM121 (Antenal., 2005; Funokoshi et al.
2007) und NDC1 (Mansfeld et al., 2006). Weiteretbedn, die mit der Kernhullenbildung in
Zusammenhang gebracht werden sind L&R2echat et al., 2004), LAP2[3 (Gant et al., 1999;
Yang et al., 1997), der Lamin B Rezeptor (Ma et2007), die AAA-ATPase p97 (Hetzer et
al., 2001), die kleine GTPase Ran (Zhang et aD2apund Importire und 3 (Hachet et al.,
2004; Harel und Forbes 2004). Durch gelelektropismiee Auftrennung der
Membranfraktionen und anschlieRenden Immunblot wuwlie Verteilung dieser Proteine
innerhalb der beiden Membranfraktionen untersu@hir die Verteilung von NDC1 wurde
nicht getestet, da kein entsprechender AntikorperVerfigung stand.) Doch keines dieser

Proteine war fur die 30%ige, poreninduzierende Mamfaktion spezifisch.

6.3 Transport der Membranvesikel

Kurzlich konnte die Rolle der Mikrotubuli beim AdBen der Kernhulle geklart werden. Von
den neu duplizierten Zentrosomen gehen MikrotubuB, die vermutlich tber Dynein und
den Dynactin-Komplex an die Kernhille binden. Dastddprotein Dynein zieht die
Kernmembran in Richtung der Zentrosomen, was zaredmormen Spannung und bald zu
Rissen in der Kernhille fuhrt. Die Fragmente demiidle werden durch den dynein-
abhangigen Transport entlang der Mikrotubuli vom dghromosomen entfernt, bis diese
schlie3lich frei vorliegen und fur den Spindelagpauganglich sind (Beaudouin et al., 2002;
Salina et al., 2002; Ubersicht in Aitchison und R@002).

Uber die Rolle der Mikrotubuli beim Aufbau der Kaiille ist dagegen noch wenig bekannt.
Im Eiextrakt kann um Spermienchromatin eine Anlaggrvon Tubulinfilamenten beobachtet
werden. Joshi (1998) berichtete, dass die Plusetidser Mikrotubuli Gber Kinesin-ahnliche,
multimere Proteine mit dem Chromatin verbunden werdn unserer Arbeitsgruppe wurde
die Bildung der Kernhille in Abhangigkeit der Mikobuli und Mikrotubuli-abhéngiger
Motorproteine bereits friher untersucht. Fugte mam Eiextrakt Colcemid oder Nocodazol,
beides Substanzen, die die Polymerisation der Tulmtlereinheiten verhindern, so bildeten
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sich Kerne mit einer teilweise unregelmaligen Dappenbran ohne Kernporen (Ewald et
al., 2001). Die Kernporenbildung war abhangig votymerisierten Mikrotubuli.

Nun sollte untersucht werden, ob die 30% Membr&tifya tatsachlich entlang von
Mikrotubuli transportiert wird. Dazu wurden zunéchsber die Bildung von Annulate
Lamellae porenlose Kerne gebildet. Vor der Zugabe 30% Membranfraktion wurde der
Ansatz entweder mit der Tubulin-stabilisierendenodg Vinblastinsulfat oder mit der
Tubulin-destabilisierenden Droge Colcemid inkubielach Inkubation von porenlosen
Kernen mit Colcemid, war die 30% Membranfraktioohtimehr in der Lage, Kernporen zu
bilden (siehe Abb. 5-14 d”"). Im Gegensatz daztehdinblastinsulfat keinen Einfluss auf die
Regeneration der Kernporen (siehe Abb. 5-14 e‘igs® Daten bestétigten die Vermutung,
dass die 30% Membranfraktion polymerisierte Mikbatli benétigt, um an die bereits
vorhandene Doppelmembran zu gelangen. Neue Ergebrass unserem Labor zeigen
aulRerdem, dass nur die 30%, nicht jedoch die 40%tvenfraktion an Mikrotubuli bindet.
Um Komponenten zu identifizieren, die an der Bingluher 30% Membranfraktion an
Mikrotubuli beteiligt sind, wurde ein Overlay Assayit gereinigtem Tubulin durchgefihrt.
Es zeigte sich, dass Tubulin mit einigen Proteidenporeninduzierenden Membranfraktion
interagierte, die sich von den Interaktionspartne@merhalb der 40% Membranfraktion
unterschieden (siehe Abb. 5-15). Bislang konnter@ithgs noch nicht geklart werden, um
welche Proteine es sich dabei handelte. Es ist agepldiese Proteine durch
Massenspektrometrie analysieren zu lassen.

Wie bereits gezeigt werden konnte, spielt das Mwtiein Kinesin eine wichtige Rolle beim
Transport der Membranvesikel zur Kernhille. Kinesuandert zu den Plusenden der
Mikrotubuli, die im Eiextrakt am Spermienchromakikalisiert sind (Joshi 1998). Gab man
AS-2, einen Inhibitor des Motorproteins Kinesin KBaicz et al., 1998), zum Eiextrakt so
besaRen die Kerne eine Doppelmembran ohne Kernp(Eemld et al., 2001). Beim
Immunblot mit Antikdrpern gegen Kinesin erkannte Aatikorper etliche Proteine in beiden
Membranfraktionen. Eine Proteinbande bei etwa 104a kwar spezifisch fur die
porenbildende 30% Membranfraktion (siehe Abb. 5-T#) dieses Protein aufgrund seiner
molekularen Masse zu keinem bisher bekannten Kingasst, wurde dieses Protein durch

Massenspektrometrie charakterisiert.
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6.4 Das Major Vault Protein ist spezifisch fir die porenbildende
Membranfraktion

Uberraschenderweise wurde das fiir die porenbildétetabranfraktion spezifische 104 kDa
Protein durch Massenspektrometrie als das Major [tV&uotein (MVP) identifiziert.
Scheinbar wurde MVP durch eine Kreuzreaktion vomeasinantikorper erkannt, da es keine
homologen Bereiche in der Aminosauresequenz von MMPKinesin gibt. MVP macht den
Hauptbestandteil der Vault-Komplexe aus. Diese dRidonukleoproteinpartikel, die aus
mehrfachen Kopien dreier Proteine bestehen. Neb&®P Mind auch noch die Vault-
ADP(Polyribose)-Polymerase (VPARP) mit 193 kDa wlad Telomerase-assoziierte Protein
(TEP1) mit 240 kDa Bestandteile des Komplexes (am et al., 2003). Jeder Komplex
besteht aus 96 Molekilen MVP, acht Molekilen VPARMei Molekilen TEP1 und
mindestens sechs Kopien der Vault-RNA (Kong etl#199; Scheffer et al., 2000). Die Vault-
RNA besteht je nach Spezies aus 86-142 Basen. Baw Mault Protein vorXenopus laevis
besteht aus 849 Aminosauren und besitzt in der@smminalen Region acht Vaultdomé&nen
mit unbekannter Funktion. Trotz der ubiquitaren Eeggion und dem Vorkommen in fast
allen eukaryotischen Zellen, ist die Rolle der Yadomplexe nach wie vor nicht geklart. In
der Literatur werden einige Funktionen der Vaultafexe diskutiert. So wird MVP mit der
~Multiplen Drug Resistenz* (MDR), einem Phanomemji blem die Zellen eine Resistenz
gegenuber einer Vielzahl von Arzneistoffen aufwejsen Zusammenhang gebracht
(Kickhoefer et al., 1998; Kitazono et al., 1999% @bt aber auch Vermutungen Uber eine
Beteiligung der Vault-Komplexe an zellularen Tramgprozessen, wie dem nukleo-
zytoplasmatischen Transport des Ostrogen-Rezepitrsondanza et al., 1998) oder dem
Export von Ribosomen (Hamill und Suprenant 1998b&h dem nukleo-zytoplasmatischen
Transport gibt es auch Anzeichen dafir, dass Vanltden Transport von synaptischen
Vesikeln entlang von Mikrotubuli involviert sind @dmann et al., 1996 und 1999).
AulBRerdem konnten die Vault-Komplexe eine regulatire Funktion bei einigen
Zellsignalwegen (Yu et al., 2002; Kolli et al., 20Qund der Zelldifferenzierung (Schroeijers
et al., 2002) ubernehmen. Doch all diese Funkti®gied bislang nur spekulativ und konnten
noch nicht endgultig belegt werden. Da sowohl deitosauresequenz von MVP (siehe Abb.
5-19), als auch die Struktur der Vault-Komplexeerralb der Eukaryoten hoch konserviert
ist, geht man davon aus, dass die Vault-Komplere essentielle Funktion innerhalb der
Zelle iGbernehmen.
Um die Funktion und zellulare Lokalisation von MWRWIts genauer untersuchen zu kénnen,
wurde ein rekombinantesXenopus MVP-Fusionsprotein hergestellt und dieses zur
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Immunisierung zweier Meerschweinchen verwendet.ddit gewonnenen MVP-Antikérpern
(-xMVP-Antikorper”) wurde die Verteilung von MVP merhalb der verschiedenen
Fraktionen aus Xenopus Eiextrakt untersucht. In Ubereinstimmung mit vaiten
Experimenten zeigte sich, dass MVP nur in der 30%nmidranfraktion und der
Gesamtmembranfraktion zu detektieren war. In dé ADembranfraktion und der I6slichen,
zytosolischen Fraktion wurde kein MVP gefunden HsieAbb. 5-18). Obwohl Vault-
Komplexe normalerweise im Zytoplasma lokalisiertidsigibt es in der Literatur Hinweise
darauf, dass die Vaults auch an Membranen asdogear konnen. Kowalski et al. (2007)
beschrieben eine Interaktion von MVP mit Lipid ®aifCholesterin-reichen Mikrodoméanen
in Zellmembranen. Durch Kristallisationsstudien Rtendie Struktur der Vault-Komplexe auf
atomarer Ebene untersucht werden und die Ilineareordhuing mehrerer
Tryptophanseitenketten auf der Vaultoberflache kémmals Membrananker dienen (Anderson
et al., 2007). Tatsachlich verhielt sich MVP in eiresn System ausenopus Eiextrakt wie ein
peripheres Membranprotein, da es unter VerwenduwmgA50 mM NaCl und 2% Empigen,
einem zwitterionischen Detergenz, von der 30% Memfoaktion extrahiert werden konnte
(siehe Abb. 5-23).

6.5 Vault-Komplexe und das Major Vault Protein besitzen
poreninduzierende Eigenschaften

Der nachste logische Schritt bestand darin, hetdinsien, ob die Anwesenheit von MVP in
der 30% Membranfraktion im Zusammenhang mit ihrerepinduzierenden Eigenschaft
steht. Daftr wurde MVP zunéachst in Anwesenheit ¥68 mM NaCl und 2% Empigen von
der 30% Membranfraktion extrahiert und diese Membesaikel zu porenlosen Kernen
gegeben. Parallel dazu wurden die extrahierten Man@m zusammen mit rekombinantem
MVP oder aufgereinigten Vault-Komplexen mit dengmdosen Kernen inkubiert. Es zeigte
sich, dass die 30% Membranfraktion nach der Extakihre poreninduzierende Wirkung
verloren hatte. Nach Zugabe von rekombinantem M\deroVault-Komplexen zu den
extrahierten Membranen waren diese wieder in degeldunktionsfahige Kernporen zu
bilden (siehe Abb. 5-24). Nun stellte sich die eragb Vaults oder das Major Vault Protein
alleine die Bildung von Porenkomplexen bewirken&m Um dies zu beantworten wurden
erneut porenlose Kerne gebildet und rekombinante® Mder Vault-Komplexe hinzugefugt.
Auch in diesem Fall konnten nach Zugabe von MVPIatunktionsfahige Kernporen

nachgewiesen werden (siehe Abb. 5-25). Daher seheieder die Membranen an sich, noch
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assoziierte Membranproteine der 30% MembranfraKiiomlie Porenbildung entscheidend zu
sein. Diese Vermutung konnte weiter gefestigt werda auch im vereinfachten System,
bestehend aus S200, Spermienchromatin und der 4@¥bkanfraktion die Zugabe von
MVP ausreichend war, um importaktive Kernporen #dem (siehe Abb. 5-30 und 5-31).
Neuere Ergebnisse deuten darauf hin, dass auytsolischen Fraktion (S200) lediglich die
I6slichen Nukleoporine bendtigt werden, um aktiverigporen zu bilden.

Diese Daten lassen vermuten, dass die AbwesenhreiPerenkomplexen in den Kernen, die
in vorinkubiertem Extrakt gebildet werden, einedeotles Einbaus der 30% Membranfraktion
in Annulate Lamellae ist. Wir glauben, dass diedBilg von Annulate Lamellae mit ihrer
extrem hohen Dichte an Porenkomplexen die MVP-aiesten Membranvesikel aus dem
Extrakt depletiert und diese deshalb nicht mehmiérBildung der Kernhlle zur Verfiigung
stehen. Tatsachlich konnten wir zeigen, dass naminkUbation des Extraktes, weder MVP
noch das Nukleoporin Nup62 an der Kernhtille nachlaggi war. Stattdessen waren MVP und
Nup62 in den Annulate Lamellae angereichert. WumdierkKerne unter Kontrollbedingungen
gebildet, war die Kernhtlle mit Antikbrpern gegetvVRlund Nup62 markiert.

All diese Daten geben einen deutlichen Hinweis ulardass MVP zumindest im zellfreien
System vonXenopus laevis in die Bildung der Kernporenkomplexe involviert.i®ies sind
die ersten Daten, in denen MVP mit dieser FunkinoXerbindung gebracht wird. Nun bleibt
noch zu klaren, ob MVP auch in vivo eine Rolle thei Kernhillenbildung tbernimmt.

6.6 Zellulare Lokalisation von MVP

Mit bis zu 1@ Partikeln pro Zelle, sind die Vault-Komplexe zaith in vielen Zelltypen
vertreten. Vaults liegen vorwiegend zytoplasmatisebr und assoziieren dort mit
Zytoskelettelementen wie Aktinfilamenten (Kedersiiad Rome 1990) und Mikrotubuli
(Herrmann et al., 1999). Im Gegensatz zu anderezi&pliegt bei Seeigeln das Major Vault
Protein in den Eiern und Embryonen zytoplasmatigoh) wéhrend es bei adulten Tieren
vorwiegend im Kern vorkommt (Hamill und Suprena@99). Einige Arbeitsgruppen konnten
zeigen, dass etwa 5% der Vault-Partikel an der Kdla, den Kernporenkomplexen und im
Nukleoplasma lokalisieren (van Zon et al., 2006esBla et al., 2005). Diese bisher
veroffentlichten Daten zur MVP-Lokalisation sindiueise widersprichlich. Deshalb wurde
die Lokalisation in der vorliegenden Arbeit durchterschiedliche Methoden untersucht. Da
es Hinweise auf eine Beteiligung von MVP bei derrif@renbildung gibt, sollte MVP an der

Kernhille lokalisiert sein. Sowohl bei in vitro Kem, als auch an isoliertedenopus
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Oozytenkernhillen, konnte MVP eindeutig an der Kéile nachgewiesen werden. Dabei
lokalisierte MVP teilweise an den KernporenkomplexBei der Doppelimmunfluoreszenz
von MVP und Nup62 zeigte sich ein sehr ahnlichegelengsmuster dieser beiden Proteine
(siehe Abb. 5-32). Deutlicher wurde die Lokalisatvon MVP an den Kernporenkomplexen
durch die Immungoldtechnik, bei der die Goldpattiseifelsfrei auch an den Kernporen zu
finden waren (siehe Abb. 5-33). Auch Chugani e{93) und Slesina et al. (2005) konnten
Goldpartikel an den Kernporen beobachten. Durch umfltnoreszenzmikroskopie auf HelLa-
und XTC-Zellen mit xMVP-Antikérpern konnte in dexsArbeit ebenfalls eine Farbung der
Kernhtlle gezeigt werden. Das Signal erschien zaweoh im Zytoplasma, jedoch war eine
deutliche Anreicherung von MVP an der Kernhilleezkennen (siehe Abb. 5-34). Da MVP
scheinbar eine Rolle bei der Kernporenbildung Ub@mt, wurde ebenfalls das
Verteilungsmuster von MVP wahrend der Mitose unteins. Es zeigte sich, dass MVP
wahrend der Mitose gleichmalRiig in der Zelle vetrtedirlag und nicht an die Chromosomen
assoziiert war (siehe Abb. 5-35). Auch im zellfreiBystem konnte gezeigt werden, dass
MVP alleine nicht in der Lage war, an Chromatinbmden. Eine Lokalisation von MVP am
Chromatin war nur in Anwesenheit der 40% Membrdifom moglich (siehe Abb. 5-29).
Diese Beobachtungen sind im Einklang mit unseremi¥¢ung: Es bildet sich zunachst eine
Doppelmembran um das Chromatin, an die MVP bindet dort die Bildung von
Kernporenkomplexen zu initiieren.

Unter Verwendung der Fusionsproteine EGFP-MVP ungc-MVP zeigte sich ein
abweichendes Ergebnis. Beide Fusionsproteine waaieh der Transfektion und Expression
gleichm&Rig im Zytoplasma verteilt. Eine Anreicheguan der Kernhille konnte nicht
beobachtet werden. Auch Slesina et al. (2005) lankéine Anreicherung von GFP-MVP an
der Kernhille zeigen. Dies lasst sich zum einenchiudie starke Uberexpression der
Fusionsproteine erklaren. Durch die erhéhte AnzahMVP-Molekilen wird das Signal an
der Kernhulle vom starken Signal im Zytoplasma dbekt und ist somit nicht mehr zu
erkennen. Aul3erdem konnten sowohl das GFP, als dachMyc-Tag die Lokalisation

beeinflussen.
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6.7 Welche Rolle tbernimmt MVP bei der Kernporenbildung?

Die Daten dieser Arbeit geben deutliche HinweisassdMVP/Vaults in die Bildung der
Kernporenkomplexe involviert sind. Der molekulareedfianismus, der dahinter steckt ist
allerdings noch véllig unklar. Die folgende Modeligtellung Uber die Rolle der Vault-
Komplexe bei der Kernhullenbildung ware denkbaruhserem zellfreien System bildet sich
zunachst aus der 40% Membranfraktion eine Doppelin@mum das Chromatin. Die 30%
Membranfraktion, die mit den Vault-Komplexen asgaziist, wird entlang der Mikrotubuli
zur wachsenden Kernhille transportiert. Die Fumktder 30% Membranfraktion besteht
darin, die Vault-Komplexe dorthin zu bringen. Anrd&ernhille angelangt, binden
MVP/Vaults an Proteine der Doppelmembran. Die Bmgluwvon MVP an die 40%
Membranfraktion konnte auch in dieser Arbeit gez&igrden (siehe Abb. 5-29). Nach der
Bindung initiiert der Vault-Komplex eine lokale kos der auf3eren und inneren Kernhille.
Diese Fusion konnte mit der Rekrutierung von Nup35zusammenhangen. In aktuellen
Untersuchungen aus unserem Labor konnte eine ktimmavon MVP mit |6slichen
Nukleoporinen gezeigt werden. Wir vermuten, dassieh bei diesen Nukleoporinen um
Nup45 und Nup35/53 handelt. Interessanterweise teontiawryluk-Gara et al. (2008)
zeigen, das Nup35/53 sowohl fiir die Porenbildusgaaich flr die Membranfusion essentiell
waren.

Es gibt auch noch weitere Anzeichen, die fur einterbktion von MVP mit Nup35/53
sprechen. Nach Nup35/53-Knockdown durch siRNA wiadie Zellkerne eine unregelmafig
gelappte Kernhille auf, ahnlich wie bei Zellen, eleh.amin A fehlt (Hawryluk-Gara et al.,
2005). Derselbe Phéanotyp konnte auch nach Mikrkiilge von MVP-Antikérpern in
somatische Zellen beobachtet werden (siehe AbI®)5E8.shalb kénnte dieser Effekt darauf
zuruckzufuhren sein, dass die Interaktion zwisch&riP/Vaults und Nup35/53 durch die
MVP-Antikorper inhibiert wurde. Daher liegt die \freutung nahe, dass Nup35/53 nach der
Bindung an MVP/Vaults mit weiteren Nukleoporinenewz.B. Nupl1l55 und NDC1, die
ebenfalls essentiell fur die Bildung der Kernpommblexe sind, interagiert. Die
Verankerung bestimmter Nup-Subkomplexe an der K#émmherfolgt vermutlich utber
integrale Porenmembranproteine. Bei Hefe konnte eigez werden, dass die
Porenmembranproteine Ndcl und POM152 entscheidénddie korrekte Lokalisation
weiterer Nukleoporine waren (Madrid et al., 200Bgr Vault-Komplex konnte die Bindung
zwischen Nup35/53 und NDC1 ermoglichen. Dabei kémter Vault-Komplex entweder die
Funktion eines Adapters tibernehmen, oder durclAdakisen einer lokalen Membranfusion
das NDC1 zugéanglich fur Nup35/53 machen. Somit k&wine Bindung von MVP/Vaults an
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die Doppelmembran den Ausloser fur die Rekrutierunog Nukleoporinen und damit die
Bildung der Kernporenkomplexe darstellen.

Da es sich bei den Vault-Komplexen um hohle Stngttuhandelt, ware es auch mdglich,
dass in diesem Hohlraum Faktoren transportiert &rerdie fir die lokale Fusion zwischen
beiden Kernmembranen nétig sind.

Eine weitere Modellvorstellung ware, dass der \(&diplex nach der Fusion der beiden
Membranen zur Stabilisierung der Kernpore dient. @@ffnete Vault-Komplex besitzt einen
Durchmesser von etwa 100 nm (Kedersha et al., 199d) &ufRere Durchmesser einer
Kernpore betragt etwa 120 nm (Reichelt et al., J9®urch eine Offnung des Vault-
Komplexes kénnte die Dimension und die oktogonateni8etrie der Kernpore festgelegt
werden. Nach dem Einbau der Nukleoporine in derefamplex kénnte sich der Vault-
Komplex wieder schlieRen und die Kernpore verlasgr geschlossene Vault-Komplex
besitzt einen Durchmesser von etwa 35 nm (KedewsitaRome 1986). Pante und Kann
(2002) zeigten, dass durch aktiven Transport Maktehktiile mit einem Durchmesser bis zu
39 nm durch die Kernporen transportiert werden kdnmeshalb konnte der Vault-Komplex
auch nach Fertigstellung der Kernpore diese nosBi@an. In einigen Kernporen kann eine
zentrale Masse beobachtet werden, von der spekwiieet, dass es sich um Vault-Komplexe
handelt. Durch FRET-(Fluorescence resonance enggsgfer)-Analysen konnten Dickenson
et al. (2007) eine enge Assoziation zwischen Kemmammplexen und MVP nachweisen.
DarUber hinaus zeigten sie durch die Immungoldti&cheine Lokalisation der Vault-
Komplexe im Zentrum der Kernporen, ebenso wie B&sit al. (2005). Diese Lokalisation
der Vault-Komplexe wurde als Hinweis gesehen, daBe Vaults am nukleo-
zytoplasmatischen Transport beteiligt sind. Kehannzu unserem Modell zuriick, ware es
aber auch denkbar, dass die Anwesenheit der Veml®Bentrum Kernporen markieren, die
sich gerade im Aufbau befinden.

Es gibt allerdings auch Grinde, die gegen einenéisfie Rolle der Vaults bei der
Kernporenbildung sprechen. Zum einen konnten beHgde bis jetzt keine Vault-Komplexe
identifiziert werden. Zum anderen sind MVP-Knockdlduse lebensfahig und besitzen
keinen offensichtlichen Phanotyp (Mossink et al002). Es scheint also auch MVP-
unabhangige Mechanismen zur Bildung der Kernponentexe zu geben. Man kdnnte sich
vorstellen, dass die MVP-abhéngige Kernporenbildoaigsich schnell teilenden Zellen zum
Einsatz kommt. Solch schnell aufeinander folgendlteilung gibt es beispielsweise in der
frihen Embryogenese. Deshalb ist der MVP-abhandlgehanismus auch im zellfreien

System ausXenopus-Eiern zu finden. In vielen Tumorzellen ist die Eegsion von MVP
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stark erhoht (Kickhoefer et al., 1998). Da sichhad@morzellen schnell teilen, kdnnte die
erhohte Expression von MVP mit einer erhdohten Bighrate der Kernporenkomplexe

zusammenhangen.

6.8 Ausblick

In dieser Arbeit wurde erstmals ein Zusammenhangchen Vault-Komplexen und der
Kernporenbildung hergestellt. Der molekulare Medsmnis bleibt aber noch zu klaren.
Wichtig ist, die Bindungspartner von MVP zu chaealgieren. Dabei gilt es zum einen
herauszufinden, mit welchen Proteinen der an Chtianggbundenen Doppelmembran MVP
interagiert. Das konnte durch Pull-Down Experimentder Overlay Assays unter
Verwendung von rekombinantem MVP und der 40% Memifpaktion untersucht werden.
Zum anderen ist auch die Interaktion von MVP mitkoporinen aufzukléaren. Bisher
handelt es sich nur um eine Vermutung, dass MVPNuf35/53 interagiert. Daher missen
die Nukleoporine, die beim Pull-Down an das rekambte MVP binden durch Immunblots
mit spezifischen Antikdrpern und Massenspektroraegimdeutig bestimmt werden.

Da es sich bei den Vault-Komplexen um hochkonsdevigtrukturen handelt, nimmt man an,
dass sie eine essentielle Funktion in der Zellengienen. Beim Seeigel vermutet man eine
Rolle von MVP wahrend der Embryogenese. Durch bgekvon MVP-Antikérpern in ein
Blastomer eines Zwei-Zell-Stadiums véenopus-Embryonen, kénnte man untersuchen, ob
MVP bei der Embryogenese eine Rolle spielt. Altetn&dnnte man auch Morpholino-
Oligonukleotide (MO) in die Blastomeren injiziereBeim MO-Knockout wird die
Genaktivitdt  posttranslational inhibiert, indem Isligierte RNA-Oligonukleotide
sequenzspezifisch im Bereich des Startcodons oaer5HUTR binden. Durch diese
Assoziation wird in der Regel die Translation detsprechenden mRNA inhibiert.

Bereits in dieser Arbeit gibt es Hinweise, dassHikenmung von MVP Auswirkungen auf die
Struktur der Zellkerne hat. Nach Injektion von MYARtikbrpern in somatische Zellen in der
Interphase wiesen die Kerne eine unregelmalig geddfernhille auf. Durch Mikroinjektion
von Antikorpern in Zellen, die sich gerade in deorRetaphase oder Metaphase befinden,
kénnte man die Neubildung der Kernhille am EndeMigrse untersuchen. Ist MVP fiur die
Bildung der Kernhille und der Kernporen essentsal sollten die somatischen Zellen in der
Anaphase arretiert bleiben.

Es konnte gezeigt werden, dass der Transport d¥&r B@mbranfraktion zur wachsenden

Kernhtlle abhangig von polymerisierten Mikrotubisli. Daraus ergibt sich die Frage, welche
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Komponente(n) der Membranfraktion fur diese Intéoakverantwortlich sind und ob es sich
dabei um MVP handelt. Durch Koimmunprazipitationduhokalisationsstudien konnten
einige Autoren bereits eine Interaktion von MVP mitbulin nachweisen (van Zon et al.,
2006; Slesina et al.,, 2006). Unter normalen Ums&éndst MVP and die 30%
Membranfraktion assoziiert. Falls MVP den Transpamtlang der Mikrotubuli vermittelt,
sollten die Membranen nach Extraktion des MVP dugchpigen und NaCl nicht mehr in
Lage sein, an Mikrotubuli zu binden. Eine erneuiadBng an Mikrotubuli sollte durch
Zugabe von rekombinantem MVP zu den extrahiertembtanen wieder méglich sein. Die
Bindung der 30% Membranfraktion vor und nach detréktion kénnte durch Markierung
der Membranen mit fluoreszierenden Farbstoffen &hebreszenzmikroskopie untersucht
werden.

Die Ergebnisse dieser Arbeit zeigen, dass MVP a&lsrd ist, um in unserem zellfreien
System die Bildung der Kernporenkomplexe zu indwexie Xenopus-MVP enthalt am
Aminoterminus acht Vault-Doménen, tber deren Famkhoch nichts bekannt ist und nahe
des Carboxyterminus eine coiled-coil-Doméane. Dariflieaus besitzt die MVP-Sequenz
einige putative Phosphorylierungsstellen und Caitimndungsstellen. Es konnte bereits
gezeigt werden, dass die Major Vault Proteine (liber coiled-coil-Domanen miteinander
interagieren. Daher konnten die Interaktionen voWPRMmit andern zellularen Proteinen
ebenfalls durch die coiled-coil-Doméne vermittekrden. Die verschiedenen Domé&nen im
MVP-Fusionsprotein koénnten systematisch mutiert udeletiert werden. Nach der
Aufreinigung dieser Mutanten kénnte man ihre Wirkkait bei der Kernporenbildung und
ihr Bindungsverhalten gegentber anderen Proteimgarauchen, um die Funktionen der
verschiedenen Doméanen aufzuklaren.

Dies ist nur ein Teil der Experimente, die durcligef werden mussen, um die Rolle der
Vault-Komplexe bei der Kernhillenbildung zu klardya die Vault-Komplexe vor tber 20
Jahren entdeckt wurden und es bis jetzt lediglipbk8lationen zu ihrer Funktion gibt, kdnnte
diese Arbeit die Grundlage bilden, dem Ratsel dese Strukturen auf die Spur zu kommen.
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C-(-terminal,-Terminus)
cDNA
cfu
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dATP
dCTP
ddNTP
dH,O
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dNTP
dNTP
ds
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Prozent

registriertes Warenzeichen
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mikro (10)

Mikrogramm
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Mikrometer

zweidimensional

Ampere/Adenin

Abbildung

Annulate Lamellae
Ammoniumperoxodisulfat
Adenosin-triphosphat
Bidestilliert

N, N"-Methylendiacrylamid
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Bovines (Rinder-) Serum-Albumin
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Carboxy-(terminal,-Termipus
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Desoxyribonukleinsédure (Desoxyribonucleigdic

Desoxyribonuklease
Deoxy-Nukleosid-Triphosphat
Desoxyribonukleosidtriphosphat
doppelstrangig (double stranded)
Dithiotreitol
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E. coli
ECL
EDTA
EGFP
EGTA
EM

mA

mMAK (mAb)
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Escherichia coli
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Ethyldiamintetraessigsaure
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innere Kernmembran (inner nuclear membrane)
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PAGE
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PCR
PMSF
RNA
RNase
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SAP
SDS
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TEMED
TEP1
Tris
Tween-20
™

U

UNK
uv

Vv

viv
VPARP

Major Vault Protein
Amino-(-terminal, -Termisju
Kernexportsignal (nuclear export signal)
Kernlokalisationssignal (nuclear lokalisatigignal)
Nanometer (1%)
Kernporenkomplex (nuclear pore complex)
Nukleoporin
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aufRere Kernmembran (outer nuclear membrane)
fur die Analyse (per analysis)
Polyacrylamid-Gelelektrophorese
Phosphat-gepufferte Kochsalzlésung
Polymerase-Kettenreaktion
Phenylmethylsulfonylfluorid
Ribonukleinsaure (ribonucleic acid)
Ribonuklease
Umdrehungen pro Minute (rounds per minute)
Raumtemperatur
Shrimp alkalische Phosphatase
Natriumdodecylsulfat (sodium dodecyl sulfate
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einzelstrangig (single stranded)
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Tris-gepufferte Kochsalzlésung mit Tween-20
N,N,N",N"-Tetramethylethyldiamin
Telomerase-assoziertes Protein 1
Tris-(hydroxymethyl)-aminomethan
Polyoxyethylen-Sorbitan Monolaurat
Trademark
Einheit (unit)
Ubernachtkultur
Ultraviolett
Volt
Volumen pro Volumen (volume per volume)

Vault-ADP(polyribose)-Polymerase
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wiv
wiw
wWB
Xg
X-Gal

Gewicht pro Volumen (weight per volume)
Gewicht pro Gewicht (weight per weight)
Westernblot

x fache Erdbeschleunigung
Brom-4-Chlor-3-IndoB-D-Galaktopyranosid
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