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FEinleitung 1

1 Einleitung

Eine fundamentale Aufgabe von Zellen ist die Produktion von Ribosomen, also die
Aufrechterhaltung ihrer Translationsmaschinerie. Im Zellkern beginnt der komplexe Prozef3
der Ribosomenbiogenese mit der Transkription von ribosomaler DNA (rDNA), wodurch die
Bildung des Nukleolus eingeleitet wird. Dessen auffillige und komplexe Struktur spiegelt den
vektoriellen Fortschritt von rRNA-Prozessierung und Zusammenbau von ribosomalen
Untereinheiten wider.

1.1 Die Ribosomensynthese im Nukleolus

Die tandemrepetierten rRNA-Gene sind zusammen mit der sie transkribierenden RNA-
Polymerase I (pol 1) und Transkriptionsfaktoren in fibrilliren Zentren (FCs) lokalisiert. Die
ribosomalen RNA-Transkripte reichen in die umgebende dichte fibrillire Komponente (DFC)
hinein und dort beginnt bereits an den naszierenden Transkripten deren Prozessierung und
Modifikation. Die prd-RNAs verlassen radial den Transkriptionsort, wihrend die 18S, 5,8S
und 28S rRNAs herausgeschnitten und mit ribosomalen Proteinen sowie der importierten 5S
rRNA zu den ribosomalen Untereinheiten zusammengesetzt werden (Abb. 1.1). Durch die
entstehenden Ribonukleoproteinpartikel (RNPs) erhélt die duBere granulire Komponente
(GC) ihre bezeichnende, elektronenmikroskopisch sichtbare Struktur (Abb. 1.2).

1.1.1 Die rDNA-Transkription durch RNA-Polymerase |

In Eukaryoten ist die rDNA fiir die 18S, 5,8S und 28S rRNAs in gemeinsamen
Transkriptionseinheiten organisiert. Pol I ist ausschlieBlich fiir deren Transkription in
ribosomale RNA-Vorldaufer-Molekiile verantwortlich (Nogi et al., 1991). Bei den meisten
Spezies sind mehrere hundert Kopien der Transkriptionseinheiten in einigen chromosomalen
Loci aufeinanderfolgend (tandemrepetiert) angeordnet (Long und Dawid, 1980). Die

Abb. 1.1: 3D-Modell des Nukleolus und Schema der Ribosomenbiogenese. Links: Das 3D-Modell von FC
und DFC wurde aus 50 CLSM-Fluoreszenzaufnahmen (siche Abb. 5.12) aus verschiedenen Ebenen einer
lebenden Cos-Zelle erstellt. Das FC ist durch GFP-Pol I griin markiert, das DFC durch RFP-Fibrillarin rot (siche
5.1.1.3). Die entsprechende Phasenkontrastaufnahme einer mittleren Ebene der Zelle ist gezeigt.

Rechts: Das Schema des Nukleolus zeigt die Transkription der rDNA zu 47S rRNA-Vorldufermolekiilen
(orange). Diese assoziieren mit Prozessierungsfaktoren (blau) und ribosomalen Proteinen (hellorange). Im
Verlauf der Prozessierung entsteht die 18S rRNA, die Bestandteil der kleinen ribosomalen Untereinheit (40S)
wird, sowie die 28S und 5,8S rRNAs, die zusammen mit der importierten 5SS rRNA (rot) in die grofe
Untereinheit (60S) integriert werden. Diese Praribosomen werden in das Cytoplasma exportiert und dort zu
funktionellen Ribosomen zusammengesetzt.
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Abb. 1.2: Struktur des Nukleolus. Elektronenmikroskopische Darstellung der nukleoliren Komponenten in
verschiedenen Zellinien (Hep2: Mensch, XTC: Xenopus laevis). FC: fibrilldres Zentrum, DFC: dichte fibrillére
Komponente, GC: granuldre Komponente (siche Abb. 1.1, zur Verfiigung gestellt von Ulrich Scheer).

Transkriptionseinheiten sind durch intergenische Spacer (IGS) getrennt. Die fiir die einzelnen
rRNAs kodierenden Sequenzen sind durch transkribierte Spacer getrennt (Abb. 1.3). Die 5S
rRNA wird extranukleoldr von Polymerase III transkribiert.

Der intergenische Spacer enthilt charakteristisch angeordnete Promoter und Enhancer
Elemente (siche Moss und Stefanovsky, 1995, Paule, 1998b). Am ,core“-promoter,
unmittelbar vor der transkribierten Sequenz, binden generelle Transkriptionsfaktoren, die den
pol I-Komplex rekrutieren. Dazu gehdéren UBF (upstream binding factor) und TIFs
(transcription initiation factors), darunter der als SL1 (selectivity factor 1) bezeichnete
Komplex aus TBP (TATA binding protein) und TBP assoziierten Faktoren (TAFs). Durch die
Bindung von TTF-I (transcription termination factor) an Terminationselemente hinter der
transkribierten Sequenz wird die pol-I Transkription beendet (Abb. 1.3, siche Paule, 1998b,
Grummt, 1999).

185 5.85 28S IGS 185 5.88 28S IGS 185 5.88 28S
" En SP En SP En PT UCE Core 18S 5.8S 28S Term
: 5'ETS ITS1 ITS2 3’ETS .

="

47S pra-rRNA

Abb. 1.3: Schema der rDNA-Gene und Transkription. Die tandemrepetierte Anordnung von drei
Transkriptionseinheiten ist dargestellt. Diese sind durch intergenische Spacer (IGS) getrennt. Dieser enthélt
Enhancer (En), spacer promoter (SP) und einen proximalen Terminator (nach Paule, 1998a). Weiterhin liegen
kurz vor der transkribierten Sequenz das ,,upstream core element” (UCE) und der ,,core promoter, an denen der
Initiationskomplex durch kooperativ an die DNA gebundene Transkriptionsfaktoren rekrutiert wird. Die
Transkription wird durch den Terminationsfaktor (TTF-I) beendet und das pra-rRNA Vorldufermolekiil wird
freigesetzt (siche Grummt, 1999 und Text). In den Transkriptionseinheiten sind die Sequenzen fiir 18S, 5,8S und
28S rRNA durch interne transkribierte spacer (ITS) getrennt. Am 5" sowie am 3" Ende befinden sich externe
transkribierte spacer (ETS). ETS und ITS werden im Verlauf der Prozessierung entfernt (siche 1.1.2).
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Der pol I-Enzymkomplex aus 14 Polypeptiden ist bisher bei der Hefe am besten untersucht
worden. Vermutlich reprdsentieren konservierte Dominen in den beiden grofiten
Untereinheiten den aktiven Bereich des Enzyms (Carles und Riva, 1998). Ansonsten ist die
komplette Zusammensetzung von pol I nur bei der Maus bekannt, wobei von den 14 oder 15
Untereinheiten (bezeichnet als RPA) drei als Polymerase-assoziierte Faktoren (PAFs) gelten
(Seither et al., 1997, 1998; Jones et al., 2000).

Aufgrund der Regulation der Ribosomen-Produktion stellt die Transkription
ribosomaler RNA einen limitierenden Schritt des Zellwachstums dar (sieche Moss und
Stefanovsky, 1995). Die auf verschiedene externe Stimuli reagierende Transkriptionsaktivitat
wird hauptsdchlich durch die Anzahl der Initiations-kompetenten RNA-Polymerasen reguliert
(siehe Lucchini und Sogo, 1998 und Referenzen darin).

In proliferierenden HeLa-Zellen werden ~3,5x10° Ribosomen pro Zellzyklus bendtigt
(Duncan und Hershey, 1983). Um diese Menge zu gewéhrleisten, transkribieren ~15000 pol I-
Komplexe die 120-150 aktiven rRNA-Gene (von insgesamt ca. 400 Kopien, Jackson et al.,
1998). In ,,Miller- Spreitungen* sind die pol I-Enzymkomplexe dicht aufeinanderfolgend an
der rtDNA gebunden sichtbar (Miller und Beatty, 1969). Durch die von ihnen ausgehenden,
naszierenden Transkripte wachsender Lange entsteht die in diesen elektronenmikroskopischen
Aufnahmen sichtbare sogenannte ,,Tannenbaum-Struktur® (Abb. 1.4). Pro Transkriptions-
einheit sind ~100-120 pol I-Molekiile engagiert (Miller und Bakken, 1972, Osheim und
Beyer, 1989). Die Transkriptionsgeschwindigkeit wurde mit ~2,5 kbp/min bestimmt
(Greenberg und Penman, 1966, Emerson, 1971), daraus errechnet sich die Transkriptions-
dauer fiir ein rRNA-Gen von ca. 5 min. Durch Immunfluoreszenz nach kurzem BrUTP-
Einbau lassen sich die naszierenden pra-rRNA-Transkripte in mehreren subnukleoldren Foci
nachweisen, die vermutlich fibrilldren Zentren entsprechen. (Wansink et al., 1993, Jackson et
al., 1998, Thiry et al., 2000).

-, \p ¥ - , T " 2 N R —
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Abb. 1.4: ,Miller Spreitung®“ eines transkriptionell aktiven rRNA-Gens. Elektronenmikroskopische
Aufnahme einer Transkriptionseinheit mit assoziierten pol I-Komplexen nach Spreitung. Die Anordnung der
dicht gepackten naszierenden Transkripte ergibt die flir diese Préparate charakteristische Tannenbaumstruktur
(Bild zur Verfiigung gestellt von Ulrich Scheer).

Pol I ist zusammen mit UBF und rDNA in FCs lokalisiert (Scheer und Rose, 1984; Scheer et
al.,, 1993; Roussel et al., 1993; Zatsepina et al., 1993; Mais und Scheer, 2000). Beim
Nachweis der naszierenden rRNA-Transkripte durch BrUTP-Einbau zeigte sich, daf3 alle pol I
enthaltenden Strukturen auch transkriptionell aktive rRNA-Gene enthalten und die pra-rRNA
sich rasch radial von dem Transkriptionsort entfernt und durch DFC und GC wandert (Thiry
et al., 2000; Mais und Scheer, 2000). Die Struktur des Nukleolus ist jedoch sehr variabel;
abhingig von Organismus, Zelltyp, Transkriptionsaktivitidt und Zellzyklus ist die Anzahl und
GroBe der FCs und die Verteilung von DFC und GC unterschiedlich (Scheer und Hock, 1999;
Shaw und Jordan, 1995; Junéra et al., 1995). Zusammen mit der duBerst kompakten Struktur
des Nukleolus ergeben sich so interpretative Schwierigkeiten und manche differierende
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Ergebnisse bei der Identifizierung des genauen rDNA-Transkriptionsorts diirften sich so
erkldren (siehe Lazdins et al., 1997; Cmarko et al., 2000; Thiry et al., 2000 und Referenzen
darin). Strukturen, die moglicherweise den Transkriptionseinheiten entsprechen, wurden in
situ sowohl im FC (Scheer et al., 1997) als auch im DFC (Gonzéalez-Melendi et al., 2001)
gefunden.

Die Transkription ist jedenfalls auf spezielle Foci innerhalb der fibrilliren Region des
Nukleolus beschrinkt, wobei die Natur des Ubergangs zwischen FC und DFC, sowie die
Verteilung von aktiver und inaktiver rDNA und aktiven/inaktiven pol I-Molekiilen noch
aufgeklart werden mufl. Ergebnisse aus in situ Hybridisierungen mit geeigneten rRNA-
Sonden (Lazdins et al., 1997) und Markierungen der naszierenden rRNA mit BrUTP (Thiry et
al., 2000) ergaben Einsichten iiber die rdumliche Ausdehnung der entstehenden Transkripte,
sowie Uber die dynamische Verteilung der pra-rRNA in spezifischen nukleoldren Regionen.
Demnach erstrecken sich die noch mit dem Transkriptionsort assoziierten rRNA-Molekiile
mindestens liber eine lichtmikroskopisch auflosbare Distanz von ~0,2-0,5 pm.

Aufgrund der Moglichkeiten der lichtmikroskopischen Untersuchung der oben
beschriebenen Prozesse und der Expression von relevanten Proteinen als GFP-
Fusionsproteine (siehe 1.3.2 und 5.1) sollte in dieser Arbeit u.a. ein Beitrag zur Untersuchung
des dynamischen Verhaltens und der Lokalisation von pol I geleistet werden.

1.1.2 Die Modifikation und Prozessierung der pra-rRNA

Pol I synthetisiert ein rRNA-Vorldufer-Molekiil (pra-rRNA), das in menschlichen Zellen aus
~13500 Nukleotiden besteht (47S rRNA; bei Hefe: 35S rRNA). Das entstehende rRNA-
Transkript wird im DFC rasch an spezifischen Nukleotiden modifiziert. In Form von snoRNP
(small nucleolar ribonucleoprotein) Komplexen, die entsprechende Enzyme beinhalten,
dirigieren snoRNAs (small nucleolar RNAs) ca. 115 Methylierungen und die Umwandlung
von ca. 95 Uridine in Pseudouridine (Maden und Hughes, 1997; Weinstein und Steitz, 1999;
Tollervey und Kiss, 1997).

Die snoRNAs werden in zwei Klassen eingeteilt (Balakin et al., 1996; Ganot et al.,
1999). Die Pseudouridin-Synthase ist mit box H/ACA snoRNAs assoziiert und vermutlich als
Cbf5p in Hefe identifiziert. Homologe von Cbf5p sind Dyskerin (Mensch), NAP57 (Ratte)
und NOP60B (Drosophila) (siche Weinstein und Steitz, 1999 und Referenzen darin).
Fibrillarin gilt als die rRNA 2°-O-Methylase (Tollervey et al., 1993; Wang et al., 2000) und
ist mit box C/D snoRNAs assoziiert. Einige weitere Proteine sind als Bestandteile der
snoRNPs identifiziert worden, deren Funktionen weitgehend unbekannt sind (siche
Zusammenstellung in Weinstein und Steitz, 1999).

Einige snoRNAs sind, ebenfalls in Form von RNP-Partikeln, an der Prozessierung der
Vorldufer-rRNA beteiligt. In mindestens zehn einzelnen Schnittreaktionen durch Exo- und
Endonukleasen werden dabei die externen und internen transkribierten Spacer (ETS/ITS)
entfernt, wihrend die rRNA(s) sukzessiv vom DFC zum GC mit ribosomalen Proteinen zu
pra-ribosomalen Untereinheiten zusammengesetzt werden (Eichler und Craig, 1994; Venema
und Tollervey, 1999; Sollner-Webb et al., 1996).

Am besten untersucht ist der erste Schritt der rRNA-Prozessierung im 5” ETS. Hierbei
bindet Nukleolin an die rRNA und rekrutiert u.a. U3 snoRNPs (Ginisty et al., 1998), um
vermutlich die ~20S Prozessierungs-Komplexe zu bilden, die den in Miller-Spreitungen an
jedem rRNA-Transkript sichtbaren ,terminal balls* entsprechen (Mougey et al., 1993a, b,
siche Abb. 1.4).

Dieser und einzelne weitere Schritte wurden durch Fluoreszenz- in situ Hybridisierung
(FISH) und Immunfluoreszenz den verschiedenen nukleoldren Strukturen in hdheren
Organismen zugeordnet, wobei sich die dichte fibrillire Komponente in mehrere funktionell
distinkte Subdomdnen unterteilen 146t (Cerdido und Medina, 1995; Beven et al., 1996;
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Lazdins et al., 1997). Das dabei hauptsidchlich untersuchte Protein Fibrillarin, das spezifisch
im DFC lokalisiert ist, ist als Bestandteil vieler snoRNPs beschrieben und auch Nukleolin
spielt bei mehreren Schritten der Ribosomenbiogenese eine Rolle (Ginisty et al., 1999).

Ein kompletteres Bild vom rRNA-Prozessierungsweg und dabei entstehenden Interme-
didrprodukten wurde bisher vor allem bei der Hefe entwickelt. Hier sind mehr als 60 Protein-
Faktoren der Ribosomenbiogenese beschrieben, die eingeteilt werden als Komponenten von
snoRNPs, rDNA-modifizierende Enzyme, Endo- und Exonukleasen, putative RNA-Helikasen
und Proteine, die wahrscheinlich RNA-Protein und Protein-Protein Wechselwirkungen ver-
mitteln (Kressler et al., 1999; Venema und Tollervey, 1999). Vermutlich ist das Prinzip der
Ribosomensynthese zwischen Eukaryoten im wesentlichen konserviert, so dafl entsprechende
Faktoren auch in anderen Spezies identifiziert und charakterisiert werden sollten.

1.1.3 Der Zusammenbau und die Prozessierung der praribosomalen Partikel

Die Prozessierung der pra-rRNA ist in hoch kooperativer und koordinierter Weise mit dem
Zusammenbau der pra-ribosomalen Untereinheiten verbunden, vielleicht gewdhrleisten die
meisten Modifikationen in erster Linie die korrekte Assoziation der rRNAs mit den ~80
ribosomalen Proteinen (Venema und Tollervey, 1999).

Die genaue Reihenfolge des Zusammenbaus ribosomaler Proteine zu priribosomalen
Partikel ist nicht bekannt. Viele binden zu einem frithen Zeitpunkt an die prd-rRNA und
bilden so ein 80S (90S bei Hefe) Partikel (Kruiswijk et al., 1978; Auger-Buendia et al., 1979;
Todorov et al., 1983). Die Proteine S14 und L4 (S [small] bezeichnet Proteine der kleinen
Untereinheit, L [large] diejenigen der grofen) von Drosophila wurden durch Immun-
lokalisation elektronenmikroskopisch an entstehenden rRNA-Transkripten nachgewiesen
(Chooi und Leiby, 1981). Es gibt Hinweise darauf, da3 das ,,Assembly* obligatorisch an der
pra-rRNA beginnt. Hefe-L4 bindet in vitro ausschlieBlich an 35S prd-rRNA (Yeh und Lee,
1998) und die in vitro Rekonstitution von ribosomalen Untereinheiten bei Dictyostelium
discoideum verlduft mit Vorldufer-rRNA deutlich effizienter als mit cytoplasmatischen
rRNAs (Mangiarotti und Chiaberge, 1997).

Die 18S rRNA wird im Laufe der Prozessierung vom Primértranskript abgespalten, so
daB die Vorlaufer der groen (60S) und kleinen (40S) ribosomalen Untereinheiten entstehen.
Die rRNAs werden hier fertig prozessiert und assoziieren mit spdt bindenden ribosomalen
Proteinen. Die 40S Untereinheit enthélt die 18S rRNA. In der 60S Untereinheit sind 28S (25S
bei Hefe) und 5,8S rRNA lokalisiert und zu einem relativ frithen Zeitpunkt wird zusétzlich die
5S rRNA integriert, die zusammen mit dem ribosomalen Protein L5 in einem RNP in den
Nukleolus importiert wird (Deshmukh et al., 1993).

Die Reifung der prd-rRNA wird in der Struktur der nukleoldren Kompartimente
deutlich. Frithe Prozessierungsschritte und damit noch fibrilldre pra-rRNAs sind der dichten
fibrilliren Komponente zuzuordnen, wihrend die Struktur der granuliren Komponente auf
pra-ribosomale Partikel zuriickzufiihren ist, die sich in spiteren Reifungsprozessen befinden.
Zu welchem Zeitpunkt der Ubergang von DFC zu GC erfolgt, ist nicht bekannt (siehe Lazdins
et al,, 1997 und Referenzen darin). Vermutlich entspricht er der Bindung bestimmter
ribosomaler Proteine an die rRNA (Hiigle et al., 1985; diese Arbeit, 5.1.2).

Wenige nicht-ribosomale Proteine, die bei spdten Prozessierungsschritten im GC eine
Rolle spielen, sind bei hoheren Eukaryoten identifiziert worden, darunter Nop52, fiir dessen
Hefe-Homolog RRP1 eine Rolle bei der Entfernung des ITS2 vermutet wird (Savino et al.,
1999). Nop52 kolokalisiert mit B23, das als Endoribonuklease beschrieben wurde, welche bei
der Prozessierung eben dieses internen Spacers beteiligt ist (Savkur und Olson, 1998). Fiir
B23 wurde auBerdem eine Chaperon-Aktivitit bei der Ribosomensynthese gezeigt (Szebeni
und Olson, 1999).
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Die Produktionsschritte bei der prd-Ribosomen-Synthese sind zeitlich und rdumlich geordnet
und so auch eng mit dem Transport der pri-ribosomalen Untereinheiten verbunden. Diese
werden aus dem Nukleolus in das Nukleoplasma und zu den Kernporen exportiert,
wihrenddessen u.a. die Prozessierungsfaktoren ,recycled werden miissen. Bei der Hefe
wurden Proteine identifiziert, die mit diesen Prozessen assoziiert sind.

Ein Heterodimer aus Noclp und Noc2p ist mit dem 90S-prd-Ribosom assoziiert. Bei
dessen Reifung zum Vorldufer der groBen Untereinheit (66S) wird der Noclp/Noc2p-
Komplex durch Noc2p/Noc3p ersetzt und dadurch wird der Export des Partikels in das
Nukleoplasma ausgelost (Milkereit et al., 2001). Das Protein Rix7p, eine AAA-ATPase
(ATPases associated with various cellular activities), konnte unterstiitzend bei der
Dissoziation der Prozessierungsfaktoren von den nukleoplasmatischen Untereinheiten wirken
und/oder bei Konformationsdnderungen des prd-60S Partikels in eine stabile
exportkompetente Form eine Rolle spielen (Gadal et al., 2001a, Brown, 2001).

Ob der nukleoplasmatische Transport der Priribosomen ein aktiver ProzeB ist, ist
unbekannt (siehe unten). Die beiden préd-ribosomalen Untereinheiten werden schlieBlich
getrennt ins Cytoplasma exportiert und dort weiter modifiziert, um reife ribosomale
Untereinheiten zu bilden.

1.2 Transportprozesse bei der Ribosomenbiogenese

Die pra-ribosomalen Untereinheiten miissen durch die Kernporenkomplexe (NPCs, nuclear
pore complexes, siche Wente, 2000) in das Cytoplasma exportiert werden. Simultan werden
auf dem gleichen Weg die im Cytoplasma synthetisierten und zur Ribosomensynthese
bendtigten Proteine in den Zellkern importiert und akkumulieren zusammen mit snoRNAs im
Nukleolus.

Uber den Mechanismus des Untereinheiten-Transports vom Nukleolus zu den
Porenkomplexen ist wenig bekannt. Er konnte, wie flir mRNPs vorgeschlagen, allein durch
Diffusion erfolgen (Politz et al., 1999), es sind aber auch Transportwege entlang definierten
Strecken vorgeschlagen worden (Leger-Silvestre et al., 1997, Meier und Blobel, 1992).
Generell scheint der nukleoplasmatische Transport groBtenteils auf Diffusion zu beruhen,
wobei das Ausmall von Interaktionen transportierter Partikel mit moglichen strukturellen
Elementen des Interchromatin-Raums noch genauer untersucht werden muf3 (Pederson, 2000,
siche auch 1.2.2 und 1.3.2).

Bei Amphibien sind nukleoplasmatische Partikel von 65S und 40S als Transportformen
pra-ribosomaler Untereinheiten identifiziert worden. Das nicht-ribosomale, nukleoldre Protein
Ribocharin (NO38) ist im Nukleoplasma mit dem 65S Vorldufer-Partikel bis zum Erreichen
der Kernporen assoziiert (Hiigle et al., 1985). Ribocharin wurde elektronenmikroskopisch in
sogenannten interchromatin granules (IGCs, Monneron und Bernhard, 1969) lokalisiert, die
lichtmikroskopisch als ,,speckles® bekannt sind und vorrangig als Stationen fiir pra-mRNA
Prozessierungsfaktoren angesehen werden (Lamond, 1999, Puvion und Puvion-Dutilleul,
1996, Phair und Misteli, 2000).

Der nukleocytoplasmatische Transport wird durch Rezeptoren (Karyopherine)
vermittelt. Importine und Exportine binden an Import- (NLS, nuclear localization signals)
bzw. Export-Signale (NES, nuclear export sequences) der Transportsubstrate, werden mit
diesen an die NPCs gebunden und fungieren als Chaperone beim Transport durch die
Kernporen. Einige Transportsubstrate bendtigen dabei einen oder mehrere Adapter zur
Bindung an den jeweiligen Rezeptor.

Die treibende Kraft des gerichteten Transports ist ein Energiegradient entlang des
NPCs, der durch die asymmetrische Verteilung der GTP- und GDP-gebundenen Formen der
GTPase Ran entsteht. RanGTP ist im Zellkern konzentriert und Export-Komplexe werden in
dessen Gegenwart gebildet und dissoziieren im Cytoplasma durch die GTP-Hydrolyse. In der
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entgegengesetzten Richtung sind Importkomplexe nur im Cytoplasma bei Abwesenheit von
Rezeptor-gebundenen RanGTP stabil und dissoziieren bei der Bindung von RanGTP im
Zellkern (Mattaj und Englmeier, 1998).

1.2.1 Der Export der pra-ribosomalen Untereinheiten aus dem Zellkern

Auch der Export der ribosomalen Untereinheiten ist ein energieabhéngiger und Rezeptor-
vermittelter Prozef3 (Bataille et al., 1990), der den Ran-GTPase Zyklus und bestimmte
Nukleoporine (Proteine des NPC) benétigt (Hurt et al., 1999, Moy und Silver, 1999). Das
nicht-ribosomale Protein NMD3 bindet im Zellkern an zu exportierende pra-60S
Untereinheiten und als NES-enthaltender Adapter vermittelt das Protein die Bildung des
Transportkomplexes mit dem Exportin CRM1 (Abb. 1.5, Ho et al., 2000a, b).

CRM1 bindet zusammen mit RanGTP an Leucin-reiche NES-Signale und transportiert
seine Fracht durch den NPC ins Cytoplasma. Das Antibiotikum Leptomycin B (LMB) bindet
an CRM1 und blockiert so diesen Exportweg (Fukuda et al., 1997, Fornerod et al., 1997,
Kudo et al., 1999). In LMB behandelten Zellen akkumulieren so Exportsubstrate des CRM1-
Exportwegs im Zellkern, wie flir pra-60S Partikel und NMD3 in Hefe gezeigt wurde, genauso
wie durch die Entfernung der NES von NMD3 (Ho et al., 2000a).

Im Cytoplasma, wo CRMI1 und Ran durch die Hydrolyse von RanGTP zu RanGDP
vom exportierten RNP abgespalten werden, dissoziiert auch NMD3 vom 60S-Partikel. Dies
ist einer der letzten Schritte bei der Umwandlung der 60S Untereinheit der Hefe in die reife,
funktionelle Form. Diese letzten Reifungsschritte stehen wahrscheinlich im Zusammenhang
mit der Translokation der Partikel durch die NPCs. Bei diesem Prozel miissen RNPs von
betriachtlicher Grée durch die Kernporen geschleust werden (Daneholt, 1997, Feldherr et al.,
1984). Der Export konnte erleichtert werden, indem die Untereinheiten dabei eine Struktur
besitzen, die leichter modifizierbar bzw. deformierbar ist als die der reifen Untereinheiten
(Venema und Tollervey, 1999, Aitchison und Rout, 2000).

Im Cytoplasma finden letzte Schritte zur Herstellung translationskompetenter
Ribosomen statt. Der letzte Prozessierungsschritt der 18S rRNA in der 40S Untereinheit
scheint spezifisch bei Hefezellen cytoplasmatisch zu sein. Es wird angenommen, daf3 die
Addition einiger ribosomaler Proteine der 60S Untereinheit im Cytoplasma erfolgt (siche
Kressler et al., 1999, Venema und Tollervey, 1999 und Referenzen darin). Dies wurde auch
fiir das ribosomale Protein L10 (auch QM Protein, GRCS5 oder QSR 1) vermutet (Kruiswijk et
al., 1978, Nguyen et al., 1998). L10 bindet schwach an die 60S Untereinheit (Loftus et al.,
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Abb. 1.5: Modell des Exports der 60S Untereinheit aus dem Zellkern bei Hefe. Einzelheiten siche Text.
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1997, Dick et al., 1997) und wird im Cytoplasma fiir die Assoziation der beiden
Untereinheiten bei der Translation bendtigt (Eisinger et al., 1997).

Bei der Hefe wurde jedoch gezeigt, dal L10 schon bei der rRNA-Prozessierung im
Zellkern eine Rolle spielt. Es wurde als NMD3 bindendes Protein identifiziert, welches eine
wichtige Rolle beim CRM1-abhédngigen Export der 60S Untereinheit spielt (Abb. 1.5, Gadal
et al., 2001b, siche oben). Es wurde auch ein NLS identifiziert, das von einem Importin-
Rezeptor fiir ribosomale Proteine erkannt wird und unter bestimmten Umstdnden kann L10 im
Zellkern akkumulieren (Gadal et al., 2001b, siehe auch Karl et al., 1999).

1.2.2 Der Import nukleolarer Proteine

Wie alle Zellkernproteine miissen die ~80 ribosomalen und iiber 60 nicht-ribosomalen nu-
kleoldren Proteine durch die NPCs importiert werden, bevor sie im Nukleolus akkumulieren.

Es gibt bei der Hefe mindestens 14 strukturell verwandte Karyopherine, die den Import
und Export verschiedener Molekiile vermitteln und wahrscheinlich deutlich mehr bei héheren
Eukaryoten (Wozniak et al., 1998). Der am besten untersuchte Import-Rezeptor ist Importin
B, der verschiedene NLS-bindende Adapter, Mitglieder der Importin o Familie, bindet und so
mit den Transportsubstraten an die NPCs andockt. Zum energieabhéngigen Transport durch
die Kernporen werden zusétzlich die an Importin  bindende Ran GTPase und NTF2 (nuclear
transport factor 2) benétigt (siehe Gorlich, 1997, Mattaj und Englmeier, 1998).

Importin a bindet an ein einfaches oder zweigeteiltes basisches NLS. Andere Import-
signale konnen direkt an Importin B oder an Importin B-dhnliche Rezeptoren binden, wie z.B.
Transportin, das an ein ,,M9*“-Importsignal bindet (siche Ubersicht in Mattaj und Englmeier,
1998). Die ribosomalen Proteine werden, sowohl in Hefe als auch in Siugerzellen, auf
solchen Importin a-unabhingigen Wegen in den Zellkern importiert (Jakel und Gorlich, 1998,
Rout et al., 1997).

Viele nicht-ribosomale Proteine besitzen putative ,,klassische® basische Lokalisations-
signale, von denen allerdings wenige experimentell bestdtigt worden sind (Shaw und Jordan,
1995). Andere konnten durch verschiedene Rezeptoren oder huckepack durch die Bindung an
NLS-haltige Proteine importiert werden (sieche Mattaj und Englmeier, 1998). Einige
nukleolére, nicht-ribosomale Proteine binden selbst an NLS-Sequenzen. Vermutlich dienen
charakteristische Dominen dieser Proteine (Bereiche mit sauren Aminosduren und Serinen)
zur Bindung an die stark basischen NLS oder NLS-dhnlichen Sequenzen von ribosomalen
Proteinen, um den Zusammenbau der ribosomalen Untereinheiten im Nukleolus zu
unterstiitzen (Xue und Mélese, 1994).

Im Gegensatz zum nukledren Import gibt es keine nukleoldren Konsensus-Signal-
sequenzen. Fiir einige Proteine sind verschiedene Doménen identifiziert worden, die fiir die
nukleoldre Lokalisation notwendig sind, darunter B23 (Zirwes et al., 1997). Diese Ergebnisse
deuten auf eine nukleoldre Akkumulation durch multiple Interaktionen zwischen Proteinen
und Nukleinsduren hin. So transportieren Proteine, die an box C/D Sequenzelemente in den
gleichnamigen snoRNAs binden, diese vermutlich in den Nukleolus oder verankern sie dort
(Samarsky et al., 1998, Xue und Mélése, 1995, Ubersicht in Scheer und Hock, 1999).

Das nukleoldre Phosphoprotein Noppl140 ist als mogliches Chaperon fiir den
nukleoplasmatischen Transport beschrieben worden. Es ist u.a. mit Fibrillarin und NAP57 im
Nukleolus und in Cajal bodies (coiled bodies) lokalisiert (Meier und Blobel, 1994) und ist an
dem Austausch dieser Proteine zwischen den beiden Strukturen durch das Nukleoplasma
beteiligt (Isaac et al., 1998). Nopp140 konnte Fibrillarin und NAP57 als Komponenten von
snoRNPs zum Nukleolus dirigieren. Eine entsprechende Funktion von Nopp140 wurde auch
fiir den Export von Praribosomen durch das Nukleoplasma vorgeschlagen (Meier und Blobel,
1992). Das Protein konnte demnach generell als Chaperon von RNPs dienen. Die genaue
Funktion bleibt jedoch noch zu kldren (Isaac et al., 1998).
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1.3 Die dynamische Struktur des Nukleolus

Die hier beschriebenen Prozesse der Ribosomenbiogenese erweisen sich als duflerst komplex
und benétigen eine effiziente zeitliche und rdumliche Organisation, um die Produktion der
ribosomalen Untereinheiten und andere Funktionen des Zellkerns zu koordinieren. Der
Zellkern enthédlt einige morphologisch identifizierbare Substrukturen, die als funktionell
distinkte Kompartimente angesehen werden konnen (Lamond und Earnshaw, 1998, Matera,
1999, Dundr und Misteli, 2001). Der Nukleolus zdhlt zu den auffalligsten und am intensivsten
untersuchten Kernstrukturen. Die zeitliche Abfolge von molekularen Prozessen kann, mehr
oder weniger genau, mit definierten nukleoldren Strukturen in Verbindung gebracht werden
(siche 1.1). Die nukleoldre Struktur ist dabei duBerst dynamisch und wird vermutlich zum
groBen Teil durch die molekularen Interaktionen bei der Ribosomensynthese selbst bestimmt.
Besonders deutlich wird dies durch die Disintegration und Wiederaufbau des Nukleolus
wihrend der Mitose veranschaulicht.

1.3.1 Der Nukleolus im Verlauf des Zellzyklus

Wihrend der Mitose hoherer Eukaryoten wird die rDNA-Transkription eingestellt, der
Nukleolus zerfillt und die nukleoldren Komponenten werden auf die Tochterzellen verteilt. In
der friihen Prophase beginnt die Repression der rRNA-Synthese (Weisenberger und Scheer,
1995), indem die Bildung eines pra-Initiationskomplexes durch die Phosphorylierung von
SL1 und UBF verhindert wird (Heix et al., 1998, Kuhn et al., 1998, Klein und Grummit,
1999). Diese Komponenten des Transkriptionsapparats bleiben wéhrend der gesamten Mitose
zusammen mit pol-I an den NORs (nucleolar organizer regions) der Chromosomen gebunden
(Weisenberger und Scheer, 1995, Jordan et al., 1996, Roussel et al., 1996, Heliot et al., 1997).

Unabhéngig von der Transkription wird auch die rRNA-Prozessierung wihrend der
Mitose unterdriickt, die Prozessierungsfaktoren bleiben mit der unvollstindig prozessierten
rRNA assoziiert und sind ab der Prometaphase in perichromosomalen Regionen lokalisiert
(Hernandez-Verdun und Gautier, 1994, Dundr et al., 1997). Ab der Anaphase sind einige
dieser Prozessierungskomplexe aulerdem in zahlreichen cytoplasmatischen Partikeln, NDFs
(nucleolus-derived foci), nachzuweisen (Dundr und Olson, 1998). Die Organisation der
Prozessierungsmaschinerie wird so vermutlich erhalten, um den Wiederaufbau des Nukleolus
nach der Mitose zu unterstiitzen (Sirri et al., 2000, Dundr et al., 2000).

In der Telophase wird die Repression der pol-I Transkription aufgehoben (Sirri et al.,
2000) und rRNA-Prozessierungsfaktoren wie Fibrillarin akkumulieren an den NORs und in
PNBs (prenucleolar bodies, Stevens, 1965, Bell et al., 1992). Die PNBs sind den NDFs
strukturell dhnlich und enthalten vorgefertigte RNP-Komplexe, die an den aktivierten NORs
zur rRNA-Prozessierung rekrutiert werden und damit den Nukleolus wieder zusammenbauen
(Benavente et al., 1987, Benavente, 1991, Scheer et al., 1993, Dundr et al., 2000, Savino et
al., 2001). Von unterschiedlichen PNBs, die vermutlich durch die Retention verschiedener
nukleoldrer Komponenten durch stabile mitotische prd-rRNAs gebildet wurden, wird im
Verlauf der frilhen G1-Phase das Material fiir die Prozessierungsmaschinerie in der
benotigten Reihenfolge zum Nukleolus geliefert. So entstehen zundchst DFCs an den NORs,
woraufhin GCs gebildet werden, die schliefllich zu gréeren Nukleoli fusionieren kénnen,
wihrend die PNBs wieder verschwinden (Pifiol-Roma, 1999, Dousset et al., 2000, Dundr et
al., 2000, Verheggen et al., 2000, Savino et al., 2001, Hernandez-Verdun, 2002).

Durch Untersuchung lebender Zellen kann die Dynamik nukleoldrer Bestandteile
analysiert werden und so zeigt sich, dall die Bewegung der PNBs selbst gering ist. Vielmehr
existiert ein gerichteter Transport nukleoldren Materials zwischen PNBs und dem Nukleolus,
dessen Mechanismus nicht bekannt ist, aber zum Teil vermutlich auf Diffusion beruht (Dundr
et al., 2000, Savino et al., 2001, siche auch Phair und Misteli, 2000 und 1.3.2).
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Die rDNA wird, mit Schwankungen zwischen G1 und G2 Phase, wihrend der gesamten
Interphase im Nukleolus exprimiert (Hadjiolov, 1985). Die Replikation der rDNA findet in
der mittleren S-Phase statt und kolokalisiert mit den Transkriptionsorten im Nukleolus
(Hassan et al., 1994, Junéra et al., 1995). TTF-I spielt dabei, gleichzeitig mit der pol I
Termination, eine Rolle als Barriere der Replikationsgabel (RFB, replication fork barrier),
welche die Kollision zwischen Replikations- und Transkriptionsmaschinerie verhindert
(Mason et al., 1998). Der Replikationsfaktor PCNA (proliferating cell nuclear antigen) wurde
zusammen mit rDNA in FCs lokalisiert und entsprechend verdoppelt sich die Anzahl der FCs
von Gl zu G2, wobei auch eine entspanntere Konformation der rDNA-Gene beobachtet
wurde, die mit der transkriptionellen Aktivitdt zusammenhingen konnte (Junéra et al., 1995).
Die Korrelationen zwischen nukleoldrer Struktur und Aktivitdt miissen jedoch nach wie vor
genauer untersucht werden (siehe 1.1.1).

1.3.2 Die kinetischen Eigenschaften nukleolarer Proteine

Der Nukleolus erscheint wiahrend der Interphase als stabiles Organell des Zellkerns, er wird
durch seine Morphologie und durch spezifisch lokalisierte Proteine in fixierten sowie in
lebenden Zellen identifiziert und kann biochemisch isoliert werden. Vor allem bei den
beschriebenen Prozessen wihrend der Mitose zeigt sich jedoch die Plastizitdt der nukleoldren
Struktur und die Untersuchung der Mobilitdt nukleoldrer Proteine ergibt Einsichten in die
dynamische Organisation der nukleoldren Architektur, auch wihrend der Interphase.

Die Moglichkeit der Beobachtung spezifischer Proteine, der Untersuchung ihrer
Mobilitdit und Interaktionen in lebenden Zellen ergibt sich durch die Entdeckung von
autofluoreszierenden Proteinen, vor allem GFP (green fluorescent protein) und DsRed (red
fluorescent protein, RFP), die mit dem zu untersuchenden Protein fusioniert und von
Kulturzellen exprimiert werden kénnen (Chalfie et al., 1994, Tsien, 1998, Matz et al., 1999).
Unter Beibehaltung der reguléren Lokalisation und Funktion kann das Verhalten des
chimiren Proteins lichtmikroskopisch bei dynamischen Prozessen in der lebenden Zelle
verfolgt werden, wie im Fall der in 1.3.1 beschriebenen postmitotischen Reorganisation des
Nukleolus. Die Verdnderungen bei PNBs, NDFs und Nukleoli wurden durch die Expression
GFP-markierter nukleolérer Proteine analysiert (Dundr et al., 2000, Savino et al., 2001).

Die Mobilitdt eines Proteins im FlieBgleichgewicht, innerhalb einer bestimmten
Struktur und eines relativ kurzen Zeitraums, kann durch ,,Photobleaching“-Experimente
untersucht werden, fiir die GFP hervorragend geeignet ist. Beim FRAP (fluorescence
recovery after photobleaching) wird die Fluoreszenz des Proteins in einem kleinem Volumen
der Zelle durch einen Laserstrahl hoher Intensitét irreversibel geloscht (,,photobleaching®)
und die Geschwindigkeit des Austauschs der gebleichten Molekiile mit fluoreszierenden aus
dem umgebenden Volumen wird gemessen (Abb. 1.6). So kann die mobile Fraktion und die
Diffusionsrate einer Population von Molekiilen bestimmt werden (White und Stelzer, 1999,
Lippincott-Schwartz et al., 2001).

Die FRAP-Analyse verschiedener Kern-Proteine und RNAs/RNPs zeigt, dafl diese
generell eine hohe Mobilitdt besitzen. So kann ein einzelnes Protein in wenigen Sekunden
durch den Zellkern wandern und grofle Komplexe wie ribosomale Untereinheiten in wenigen
Minuten vom Zentrum zur Peripherie des Zellkerns (siche Misteli, 2001). Diese rasche und
energieunabhidngige Bewegung 148t darauf schlieBen, daB3 sie auf Diffusionsmechanismen
beruht. Die Diffusion bietet ein schnelles 6konomisches System, um die Verfiigbarkeit von
Proteinen im gesamten Zellkern zu gewihrleisten, wobei kein Signalerkennungssystem
bendtigt wird. Molekiile binden bei Begegnung an den entsprechenden Partner und die
Flexibilitdit der Reaktionen bei regulatorischen Prozessen ist maximiert. Nach diesem
stochastischen Modell spielt die Selbstorganisation die Hauptrolle bei der Architektur des
Zellkerns. Stabile Kern-Kompartimente wie der Nukleolus, die im Gegensatz zu
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cytoplasmatischen Organellen keine Membran besitzen, werden durch die Interaktion hoch
mobiler Komponenten gebildet, die sich in Abhéngigkeit ihrer Funktion und Aktivitéit
entsprechend konzentrieren und die Morphologie der Strukturen durch das Gleichgewicht der
Assoziation und Dissoziation beeinflussen (Pederson, 2000b, Phair und Misteli, 2000, Dundr
und Misteli, 2001, Misteli, 2001).

So ergaben FRAP-Analysen nukleoldrer Proteine hohe Austauschraten zwischen
Nukleolus und Nukleoplasma. Beim Photobleichen eines im Nukleolus konzentrierten GFP-
Fusionsproteins wie Fibrillarin beobachtet man eine vollstdndige Erholung der Fluoreszenz
innerhalb einer Minute. Ergénzt wird dieser Versuch durch FLIP (fluorescence loss in
photobleaching), wobei ein Volumen im Nukleoplasma wiederholt gebleicht wird und die
Abnahme der Fluoreszenz aullerhalb dieses Volumens im Nukleolus gemessen wird (Abb.
1.6). Anhand dieser Daten wurden kinetische Modelle entwickelt, um z.B. die mittlere
Aufenthaltsdauer eines Proteins in einem Kompartiment und die Dissoziationsrate aus diesem
Kompartiment zu berechnen. So ergab sich fiir Fibrillarin eine mittlere Aufenthaltsdauer von
unter 40s und eine Austauschrate von ~12000 Fibrillarin-Molekiilen pro Sekunde zwischen
Nukleolus und Nukleoplasma (Phair und Misteli, 2000).

FRAP
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Abb. 1.6: Prinzip von FRAP und FLIP. Beim FRAP ersetzen die fluoreszierenden mobilen Molekiile aus der
Umgebung schnell diejenigen in dem gebleichten Bereich. Bei weniger mobilen Molekiilen ist die
Fluoreszenzerholung entsprechend niedriger.

Beim FLIP werden mobile Molekiille wihrend ihrer Bewegung zwischen verschiedenen Bereichen
wiederholt gebleicht. Die Abnahme der Fluoreszenz im nicht gebleichten Gebiet verdeutlicht den Austausch der
Molekiile zwischen Kompartimenten. Die Fluoreszenz immobiler Molekiile nimmt nicht ab, da sie den
gebleichten Bereich nicht durchqueren.
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Die gemessene Mobilitét eines Proteins hingt zum einen von der Diffusionsrate des Molekiils
ab, die wiederum von der Grof3e des Molekiils und der Bewegungsfreiheit bestimmt wird, die
im Nukleoplasma unerwartet hoch zu sein scheint. Zum anderen spielen die Interaktionen mit
anderen Kernbestandteilen eine Rolle. Im Vergleich zum Nukleoplasma besitzen nukleoldre
Proteine innerhalb des Nukleolus eine etwa zehnfach geringere Mobilitéit. Diese ist von den
dort ausgeiibten Funktionen und damit zusammenhidngenden Interaktionen der Proteine in
RNPs abhingig (siehe 1.1).

So wurde fiir verschiedene Proteine, die bei der rRNA-Prozessierung eine Rolle spielen,
eine hohere Mobilitidt gemessen als fiir ribosomale Proteine. Diese Ergebnisse wurden als
Hinweis auf Unterschiede bei der Geschwindigkeit von Prozessierung und Zusammenbau der
ribosomalen Untereinheiten interpretiert (Chen und Huang, 2001). Der Zusammenhang
zwischen Aktivitit und Mobilitidt wird auch durch den Vergleich von Mobilitdtsmessungen
nukleoldrer Proteine in Transkriptions-inaktivierten Zellen deutlich. Nach der spezifischen
Inhibition der pol I-Transkription durch Actinomycin D (AMD, Simard et al., 1974) erhohte
sich die Mobilitit der Prozessierungsfaktoren, erklarbar durch das Fehlen der Bindung an neu
synthetisierte pra-rRNAs (Phair und Misteli, 2000, Snaar et al., 2000, Chen und Huang,
2001). Im Gegensatz dazu verringert sich die Mobilitdt des Transkriptionsfaktors UBF. In
diesem Fall ist der zugrunde liegende Mechanismus der Bildung des pri-Initiationskomplexes
an der rDNA noch ungeniigend aufgeklart (Chen und Huang, 2001).

Nach der AMD induzierten pol I-Inaktivierung segregieren die einzelnen Komponenten
des Nukleolus, ohne sich vollstindig aufzuldsen. Die nukleoldren Proteine sind weiterhin in
diesen Strukturen konzentriert und noch deutlich weniger mobil als im Nukleoplasma. Es
wird angenommen, daB3 sich funktionelle Komplexe, unabhingig von der Ausilibung
spezifischer Funktionen, durch die Interaktion mit existierenden rRNA-Substraten bilden.
Diese sind analog zu PNBs in der Telophase (1.3.1), deren Bildung durch die pol I-Inhibition
nicht behindert wird, sondern nur der Transfer von PNB-Material zu entstehenden Nukleoli.
(Chen und Huang, 2001, Phair und Misteli, 2000, Dundr et al., 2000, Savino et al., 2001).

1.3.3 Der Nukleolus und die Struktur des Zellkerns

Zusammengefallt ergibt sich ein hochst dynamisches Bild des Nukleolus und nukleolérer Pro-
teine, das mit dem Konzept der Selbstorganisation nukledrer Strukturen durch die funktionelle
Interaktionen duBerst mobiler Komponenten vereinbar sein konnte (Misteli, 2001, Dundr und
Misteli, 2001). Diese Ergebnisse stehen im Gegensatz zu der Vorstellung eines strukturellen
Zellkerngertsts, wie es die ,,nukledre Matrix* darstellen soll. Dieses extensive Filamentgertist
ist nach bestimmten Extraktionsmethoden im Zellkern sichtbar und wurde mit dessen Struktur
und aktiven Transportprozessen in Verbindung gebracht (Berezney et al., 1995, He et al.,
1995, Nickerson, 1995). Die Existenz dieser Matrix in vivo wird aber bezweifelt, und obwohl
es moglicherweise lokal begrenzte, organisierende Filamentstrukturen gibt, wird die Struktur
des Zellkerns vermutlich hauptsédchlich durch das Chromatin bestimmt (Pederson, 2000a).
Nukleoli sind eng mit Heterochromatin verbunden, das durch die Mitwirkung von dort
konzentrierten Repressorproteinen inaktiviert wird. Bei Hefe ist das Repressorprotein Sir2 mit
Netl, das spezifisch an rDNA bindet, im Nukleolus lokalisiert und das Protein Netl wird
anscheinend fiir die strukturelle Integritit des Nukleolus bendtigt (Straight et al., 1999). Auch
andere Proteine verschiedener Organismen sind sowohl in Heterochromatin als auch im
Nukleolus lokalisiert, darunter das Protein Ki-67 bei Sdugern (Bridger et al., 1998). Diese
Beobachtungen fiihren zu der Vorstellung, dal die Ansammlung von rDNA-Genen, durch
deren Transkription letztlich ein Nukleolus entsteht, aus Protein-Protein Wechselwirkungen
zwischen benachbarten Heterochromatin-Domaénen resultiert (Carmo-Fonseca et al., 2000).
Die Frage, ob im Interchromatin-Raum lokale Strukturelemente zur Organisation
nukledrer Prozesse beitragen, ist ungeklért. Beispiele von Filament-bildenden Proteinen im
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Zellkern sind Aktin, nukleoplasmatische Lamine und die NPC-assoziierten Proteine Nup153
und Tpr, die beim Export beteiligt sein konnten (zusammengefaflt in Pederson 2000a). Im
Nukleolus sind ebenfalls Proteine identifiziert worden, die mit strukturellen Aufgaben in
Verbindung gebracht werden, darunter ein 180 kD Protein des DFCs (Schmidt-Zachmann et
al., 1984) und NO145, das Filamente von 4-12 nm Durchmesser in der nukleoldren Peripherie
und im Nukleoplasma bildet, deren Funktion ebenfalls noch aufzukldren bleibt (Franke et al.,
1981, Benavente et al., 1984, Kneissel et al., 2001).

1.4 Ein neues nukleolares Protein

Ein vorrangiges Ziel bleibt die Identifizierung und Lokalisation neuer nukleoldrer Proteine,
deren Charakterisierung zur vollstindigen Aufkldrung der Funktion und Struktur des
Nukleolus nétig ist. Durch die genetischen Methoden, die bei der Hefe zur Verfligung stehen,
sind etliche bei der Ribosomensynthese beteiligte Proteine identifiziert worden, deren Charak-
terisierung bei hoheren Eukaryoten noch aussteht (1.1.2-1.1.3). In einer Proteomanalyse i1so-
lierter Nukleoli wurden sowohl etliche unbekannte Proteine beschrieben, als auch solche, die
bisher nicht mit nukleoldren Funktionen in Verbindung gebracht wurden (Andersen et al.,
2002). Andererseits sind interessanterweise einige Bestandteile des Nukleolus im Zusammen-
hang mit zelluldren Prozessen identifiziert worden, die nicht direkt mit der Ribosomen-
biogenese zusammenhdngen. Dazu gehoren die Gen-Repression, Zellzyklus-Regulation,
Seneszenz und die Prozessierung nicht-ribosomaler RNAs (siehe Pederson und Politz, 2000,
Carmo-Fonseca et al., 2000, Dundr und Misteli, 2001, Pederson, 1998, Olson et al., 2000).

Im Zusammenhang mit der oben beschriebenen ungeklirten Funktion von Filament-
bildenden Proteinen im Zellkern, die moglicherweise zur strukturellen Organisation beitragen,
ist die Identifikation eines nukleoldren Proteins interessant, das eine Homologie zu
Cytokeratinen aufweist.

1.4.1 P52

Mit einem monoklonalen Antikorper (mAb56), produziert gegen Zellkernproteine von
Xenopus laevis, wurde durch Immunfluoreszenzmikroskopie und Immungoldlokalisation ein
nukleoldres Antigen in A6-Kulturzellen und Oocyten identifiziert (Kriiger, 1998). Charak-
teristisch fiir dieses Protein ist die Lokalisation in der granuliren Komponente des Nukleolus
und die spite Integration in den Nukleolus wihrend der frithen G1-Phase (Abb. 1.7).

In Western Blots erkannte mAb56 ein Polypeptid von 52 kD (p52). P52 wurde durch
2D-Gelelektrophorese von isolierten Zellkernen aus Xenopus A6-Kulturzellen isoliert und
mikrosequenziert. Die Sequenzierung einzelner tryptisch verdauter Peptide ergab eine
tiberraschende Homologie zu stark konservierten Bereichen von Cytokeratinen (sieche 5.2).
Eine kurze Peptidsequenz war spezifisch fiir p52 und wurde deshalb zur Herstellung von
Peptid-Antiseren (PS1, PS2) verwendet. Diese Peptid-Antikorper bestétigten die Ergebnisse
von mAb56, indem sie das gleiche 52 kD Polypeptid im Immunblot erkannten (siehe 5.2.5)
und in der Immunfluoreszenz eine identische nukleoldre Verteilung des Antigens zeigten
(Abb. 1.8).

Das Epitop des monoklonalen Antikdérpers konnte innerhalb der Peptidsequenzen
identifiziert werden (siehe 5.2). Dadurch wurde die Identitdt des Antigens, das im Immunblot
von mAb56 und den Peptidantikérpern erkannt wurde, bestitigt. Weiterhin wurde die
Erkennung des nukleoldren Antigens der Antiseren in der Immunfluoreszenz durch die
Kompetition mit dem zur Herstellung verwendeten Peptid inhibiert (Abb. 1.9). Diese
Ergebnisse lieBen darauf schlieen, dall p52 ein nukleoldres Antigen darstellt, das von allen
drei verwendeten Antikorpern im Immunblot und in der Immunfluoreszenz erkannt wird.
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Abb. 1.7: P52-Immunlokalisationen mit mAb56. (a-a’") Immunfluoreszenz mit mAb56 auf A6-Zellen. In
Interphasezellen sind die Nukleoli geférbt. In der frithen G1-Phase sind die Nukleoli im Phasenkontrast (a’, a”’,
Pfeile) deutlich sichtbar, p52 ist aber noch hauptsichlich in PNBs lokalisiert (a, a’"), wird also sehr spét in die
Nukleoli integriert. (b) Nachweis von p52 (rot) im GC und Fibrillarin (griin) im DFC in AMD-segregierten
Nukleoli von A6-Zellen. (¢) Immungoldlokalisation von p52 im GC mit mAb56 im Nukleolus einer A6-Zelle
(siehe Kriiger, 1998).

Abb. 1.8: Kolokalisation von p52 mit mAbS56 und Peptid-Antikorper. (a, b) Immunfluoreszenz mit mAb56
auf A6-Zellen. (a’, b") Immunfluoreszenz der Zellen mit PS2. (a”’, b’") Die mit beiden Antikdrpern erhaltene
Fluoreszenz zeigt die gleiche Verteilung in Nukleoli und PNBs. (a”"’, b”"") Phasenkontrastaufnahmen der Zellen
in verschiedenen frithen G1-Phasen und spéterer Interphasestadien.
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Abb. 1.9: Spezifitit der Peptid-Antikérper. (a) Immunfluoreszenz mit mAb56 auf A6-Zellen. (b)
Immunfluoreszenz mit PS2 nach Inkubation des Antiserums mit dem zur Immunisierung verwendeten Peptid.
Durch die Peptid-Kompetition farbt PS2 die Nukleoli nicht mehr an. (¢) Phasenkontrast.

Diese Ergebnisse wiesen darauf hin, daB es mdglicherweise Cytokeratin-verwandte
nukleoldre Proteine gibt. In dieser Arbeit sollte die komplette Sequenz von p52 ermittelt
werden, um weitere Einblicke in die Verwandtschaft mit der Cytokeratin-Proteinfamilie zu
erhalten.

1.4.2 Cytokeratine im Zellkern

Cytokeratine sind Intermedidrfilament (IF)-Proteine, die ein hoch dynamisches
cytoplasmatisches Netzwerk aus 10-12 nm dicken Filamenten bilden. Die iiber 50 Mitglieder
der Cytokeratine werden Zelltyp-spezifisch und abhingig vom Differenzierungszustand
exprimiert, um epithelialen Zellen Schutz vor mechanischem und sonstigem Stre3 zu bieten.
In Anbetracht diverser Regulationsmechanismen und Keratin-assoziierter Proteine werden
diesen IF-Proteinen verschiedene zusitzliche Funktionen zugeschrieben (Coulombe und
Omary, 2002, Herrmann und Aebi, 1998, Herrmann und Aebi, 2000). Insbesondere sind
Interaktionen von IF-Proteinen mit RNPs beschrieben, die auf eine unterstiitzende Funktion
bei Transportprozessen hinweisen (Traub et al., 1998) und verschiedene Hinweise, u.a. die
Bindung an DNA/RNA in vitro, geben Anlal zu Hypothesen iiber nukledre Funktionen
(Traub und Shoeman, 1994).

Die Lokalisation von experimentell verdnderten IF-Proteinen im Zellkern ist bei der
Untersuchung der Rolle der C-terminalen ,,Schwanz“-Domine von Cytokeratinen und
Vimentin bei der Filamentbildung beschrieben worden. Nach der Transfektion von
experimentell hergestellten schwanzlosen Proteinen, bzw. dem natiirlich vorkommenden
schwanzlosen Cytokeratin 19, wurden diese IF-Proteine hiufig im Zellkern beobachtet, wo
sie sowohl granulidre Aggregate als auch normale Filamente bilden koénnen (Bader et al.,
1991, Eckelt et al., 1992, Rogers et al., 1995). Es wurde vermutet, dal die C-terminale
Doméne fiir die Verankerung von IF-Proteinen im Cytoplasma verantwortlich ist. Auf
welchem Weg der nukledre Import nach Authebung dieser Retention erfolgt und welche
,hatlrliche* Relevanz diese Translokation besitzt, bleibt unklar (siche auch Diskussion). Die
flexiblen IF meiden im Zellkern wie im Cytoplasma Organellen und Membranen (Janmey et
al.,, 1998). Die Moglichkeit, Filamente im Zellkern zu bilden, wird sogar genutzt, um
interchromosomale Dominen zu untersuchen, da die I[F-Filamente in diesen frei zugénglichen
»Kandlen“ gebildet werden (Reichenzeller et al., 2000).

Im Gegensatz zu diesen experimentell induzierten Kernfilamenten ist p52 ein ldsliches
Protein, das ausschlieBlich mit nukleoldren Strukturen assoziiert ist. Ein solches nicht-
filamentdses, Cytokeratin-verwandtes nukleoldres Protein wurde bisher nicht beschrieben.
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1.5 Zielsetzung der Arbeit

In dieser Arbeit sollten verschiedene bei der Ribosomenbiogenese beteiligte Proteine in
lebenden Zellen untersucht werden. Wie in 1.3.2 beschrieben, konnen so neue Erkenntnisse
iber die Eigenschaften dieser Proteine im Zusammenhang mit der dynamischen Struktur des
Nukleolus und des Zellkerns gewonnen werden. Zu diesem Zweck sollten Proteine, die fiir
bestimmte nukleoldre Kompartimente und Schritte der Ribosomensynthese spezifisch sind,
als Fusionsproteine mit GFP und RFP in Kulturzellen exprimiert werden. Dazu muflten die
entsprechenden cDNA-Sequenzen in geeignete Expressionsvektoren kloniert werden.

Einzelne zu untersuchende Proteine sind in dieser Einleitung beschrieben worden. Um
die Dynamik der rDNA-Transkription zu beobachten, sollte die Lokalisation und Aktivitét
von RNA-Polymerase I im Nukleolus untersucht werden (siche 1.1.1). Dabei sollte die
Moglichkeit genutzt werden, das dynamische Verhalten verschiedener pol I-Untereinheiten zu
verfolgen, deren Funktionen im Detail nicht geklért sind.

Um einen Einblick in die Topologie von rDNA-Transkription und rRNA-Prozessierung
in lebenden Zellen zu gewinnen, sollten diese Ergebnisse vor allem mit denen von Fibrillarin
verglichen werden (siehe 1.1.2). Durch die Verwendung von GFP- und RFP-Fusionsproteinen
konnen zwei Proteine gleichzeitig in einer Zelle beobachtet werden. Die Koexpression von
pol I und Fibrillarin sollte die Verteilung von FC und DFC, also die Orte der Transkription
bzw. frither Prozessierungsschritte, im aktiv transkribierenden Nukleolus verdeutlichen.

Weiterhin sollte das GC-spezifische Protein B23 kloniert werden, um ,,Marker*-
Proteine fiir alle drei nukleoldren Kompartimente zur Verfiigung zu haben. Diese sollten dann
vergleichend mit verschiedenen ribosomalen Proteinen lokalisiert werden, die vermutlich zu
verschiedenen Zeitpunkten an die entstehenden pra-ribosomalen Untereinheiten binden (siche
1.1.3). Die Expression des ribosomalen Proteins L10 ist von besonderem Interesse, da es als
ausschlieBlich cytoplasmatisch beschrieben wurde und andererseits als NMD3 bindendes
Protein offensichtlich beim Kernexport der ribosomalen Untereinheiten eine Rolle spielt.
Diese offensichtliche Diskrepanz in der Literatur galt es aufzukléren (siehe 1.2.1).

Ein Hauptziel dieser Arbeit war schlielich die Identifizierung, Klonierung und in vivo
Expression des neuen nukleoldren Proteins p52, dessen anfiangliche Charakterisierung einige
interessante Fragen aufwarf und vermuten lief3, daf eine detaillierte molekulare Analyse einen
wichtigen Beitrag zum Verstindnis der dynamischen Struktur des Nukleolus und der
Ribosomenbiogenese liefern konnte.
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2 Material

2.1 Biologisches Material

2.1.1 Zellinien

HEp-2: (Human Epidermoid carcinoma). Die Zellinie stammt aus epidermalem
Karzinomgewebe des menschlichen Larynx. Die Zellen wurden in 90% DMEM (Dulbecco's
Modified Minimum Essential Medium) mit 10% FKS, 1% Natriumpyruvat und 1% MEM-
non-essential-aminoacids bei 37°C und 5% CO; kultiviert.

HeLa: Die Zellinie stammt aus dem Epithelgewebe eines menschlichen Cervix-Karzinoms.
Die Zellen wurden in Eagle’s MEM (Minimum Essential Medium) mit Earle’s Salzen und
10% FKS bei 37°C und 5% CO; in Kultur gehalten.

Cos-7: (Cercopithecus aethiops). Fibroblasten-dhnliche Nierenzellinie von CV-1 Zellen der
griinen Meerkatze abgeleitet. Diese Zellen wurden in 90% DMEM mit 10% FKS bei 37° C
und 5% CO; in Kultur gehalten.

3T3-F1: Diese Zellinie wurde von embryonalen Mausfibroblasten abgeleitet (Mus musculus).
Die Zellen wurden in DMEM mit 10% FKS und 1% L-Glutamin bei 37° C und 5% CO;
kultiviert.

PtK 2: (Potorous tridactylis kidney). Die Zellen stammen aus Nierenepithelgewebe des
Rattenkénguruhs ab und wurden als Monolayer-Kultur in Eagle’'s MEM mit Earle’s Salzen
und 10% FKS bei 37°C und 5% CO; in Kultur gehalten.

XLKE-Ag: (Xenopus laevis kidney epithelium, line As, American Type Culture Collection).
Diese Zellinie stammt aus Nierenepithelgewebe von Xenopus laevis. Die Zellen wurden in
DMEM mit Earle’s Salzen und 10% FKS bei 27°C kultiviert.

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

2.1.2 Tiere

Weibliche Krallenfrosche (Xenopus laevis) wurden von einer siidafrikanischen Tierfarm
bezogen (South African Snake Farm, Fish Hoek, Cape Province, Siidafrika) oder stammten
aus institutseigener Nachzucht.

2.1.3 Bakterienstamme
Zur Transformation des pCR®2.1-Vektors (2.2.1.1) wurden die im ,,Topo-Kit* der Firma
Invitrogen (2.2.x) enthaltenen TOP10F” One Shot® kompetenten Zellen verwendet.

Zur Vermehrung sonstiger Plasmidvektoren (siche 2.2.1) wurde der Bakterienstamm
XL1-Blue der Firma Stratagene eingesetzt.
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2.1.4 Antikorper

Antigen Antikorper Typ Verwendung Quelle
RNA- 10717 Kaninchen =y =1 y.60 | (Scheer und Rose, 1984)
Polymerase I polyklonal
Maus Prof. Dr. Reimer
Fibrillarin 72B9 monoklonal IF: 1:50 (Uni Augsburg)
(Reimer et al., 1987)
Maus . ) (Schmidt-Zachmann et
B23/NO38 Nol85 monoklonal IF: 1:100 al.. 1987)
L10 C17 Kaninchen IF: 1:200 Sgnta Cruz
polyklonal Blot: |1:500 Biotechnology
Maus IF: 1:500 Prof Dr. Dabauvalle
P52 No36 monoklonal  |Blot: |1:500 | (Kriiger, 1998)
Meerschwein |IF: 1:200 .
PSI, PS2 polyklonal Blot: |1:500 (Kriiger, 1998)
Biogenex, (Hamburg)
. Maus ) ) (von Overbeck et al.,
Cytokeratin Lu-5 monoklonal IE: 1:30 1985, Franke et al,
1987)
. — Maus [ 1:1000 . .
Tetra-His anti-His monoklonal Blot: 39 BSA Qiagen (Hilden)
Glutathion-S- . Kaninchen _ [ 1:10000 |Sigma-Aldrich
Transferase anti-GST polyklonal Blot: in Milch | (Deisenhofen)
Sekundirantikorper, die entweder an  Fluorochrome (Texas Red, DTAF

[dichlorotriazinylaminofluorescein]) oder an Peroxidase (HRP) gekoppelt waren, wurden iiber
die Firma Dianova (Hamburg) bezogen. Die Seren wurden aus Ziegen gewonnen und waren
gegen Maus, Kaninchen oder Meerschweinchen gerichtet.
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2.2 Molekularbiologisches Material

2.2.1 Plasmidvektoren

Die in der vorliegenden Arbeit verwendeten Plasmidvektoren sind nachfolgend einzeln
graphisch dargestellt. Die Abbildungen zeigen jeweils schematisch die relevanten
Charakteristika der Plasmide (insbesondere Antibiotika-Resistenzen, Promoter, fusionierte
Sequenzen), sowie die Sequenz der ,,multiple cloning site* (MCS), mit den Schnittstellen der
fiir die Klonierung verwendbaren Restriktionsendonukleasen und Primer-Bindungsstellen zur
Sequenzierung.

2.2.1.1 Klonierungsvektor

Der Vektor pCR®2.1-TOPO" ist Teil des Topo-Kits der Firma Invitrogen und wurde fiir die
direkte Klonierung von PCR-Produkten verwendet (siche 3.2.7).

lacZa ATG .
M13 Reverse Primer | Hfﬂldm K.c:nl Sacl:l a]amHl S_:lml

205 [CAG GAA ACA GCT ATG ACE ATG ATT ACG CCA AGC TTG GTA CCG AGC TCG GAT CCA CTA
GTC CTT TGT CGA TAC TGE TAC TAA TGC GGT TCG AAC CAT GGC TCG AGC CTA GGT GAT

BstX | EcoR| Ec:l}R I

| |
GTA ACG GCC GCC AGT GTG CTG GAA TTC GCC CTTRFI-W-MWMWSEIAC GGC GAA TTC TGC
CAT TGC CGG CGG TCA CAC GAC CTT AAG CGG GAl TTC CCG CTT AAG ACG

Eccl:Fl v let)( I N?! I XTo I Nsr'll )lr.'ba | Apla I
AGA TAT CCA TCA CAC TGG CGG CCG CTC GAG CAT GCA TCT AGA GGG CCC AAT TCG [CCC TAT
TCT ATA GGT AGT GTG ACC GCC GGC GAG CTC GTA CGT AGA TCT CCC GGG TTA AGC |GGG ATA
+
T7 Promoter M13 Forward (-20) Primer M13 Forward (-40) Primer

AGT GAG TCG TAT TAF AAT TCA|CTG GCC GTC GTT TTA CGT CGT GAC TGG GAA AAC | 426
\ TCA CTC AGC ATA ATG TTA AGT |GAC CGG CAG CAR AAT T GCAp GCA CTG ACC CTT TTG

Abb. 2.1: pCR®2.1-TOPO®
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2.2.1.2 Bakterielle Expressionsvektoren

Der Vektor pGEX-5X-1 ist Teil eines Expressionssystems der Firma Amersham Pharmacia
Biotech. Die einklonierte cDNA wird als Fusionsprotein exprimiert, an das N-terminal das
aus Shistosoma japonicum stammende Enzym Glutathion-S-Transferase fusioniert ist. Uber
den GST-Anteil ist eine Aufreinigung des Fusionsproteins moglich (siehe 3.3.2.2). Der GST-
Anteil kann spéter enzymatisch abgespalten werden. Dafiir ist die Erkennungssequenz fiir den
Faktor X, vorhanden.

'_EMQLXL\ pGEX-5X-1 (27-4584-01)
lle Glu G lGly lle Pro Glu Phe Pro G Al Leu Giu A Pro His A
ATC GAA GGT CG GGGATC CICC IGM ‘I'I'ICi ccaG GI T A CTC GAG C G CCG CAT Ci GAC TGA

i ]
BamH | EcoR I—g— Hsart o F—Nort “Stop codons

Factor Xa pGEX-5X-2 (27-4585-01)
lle Glu Glyr Arq_lGl lle Pro Gly lle Pro G Ser Thr_ Arg Ala Ala Ala Ser

ATC GAA GG GGG ATC CCC GGA ATTCCC GGG TCG ACT CGA GCG GCC GCA TCG TGA
BamH 1 EcoR | Sall Not 1 SHop LodoH
Sma Xho |
Facor Xa PGEX-5X-3 (27-4586-01)
lle Glu Gly Arg|lGly lle Pro Arg Asn Ser Arg Val Asp Ser Ser Gly Arg lle Val Thr Asp
ATC GAA GGT CGT GGG ATC CCC AG(F AAT TCC P {B]C GAC TCG AGC GGC CGCATC GTG ACT GAC TGA
J BamH | EcoR | T Sall s Not | Stop codons |
Tth111 |
Aat Il
Ptac
BspM |
pSj10ABam7Stop7
Pstl
pGEX
~4900 bp
Narl,
EcoR V : AN |
BSIE Il pBR322
Miu | o
Abb. 2.2: pGEX-5X. Amp": Ampicillinresistenz.
Der Vektor pQE30 ist Teil des pQE-30, -31, -32
™
QIAexpress Systems der BomHi Sph1 Sacl Kpnl Sma/Xmal Sall Pstl Hind I

|

Firma Qiagen. Die klonierte =

cDNA wird als Fusionsprotein
mit  einem  N-terminalen Lol b
,0xHis-Tag* exprimiert. Durch
die Bindung der Histidine an
eine Nickelsdule kann das in Bgl1 (2590)
Bakterien exprimierte Protein
aufgereinigt werden  (siche
3.3.2.1). Der Vektor besitzt
eine Ampicillinresistenz.

Bam HI frame:
-2 (pQE-32)
-1 (pQE-31)

Xbal(1164) O (PGE30)

Abb. 2.3: pQE30



Methoden 21

2.2.1.3 Eukaryotische Expressionsvektoren

Zur Expression in eukaryotischen Systemen wurden
Vektoren verwendet, die einen menschlichen CMV
(Cytomegalovirus) Promoter enthalten. Der Vektor
pcDNA3 der Firma Invitrogen wurde verwendet
um die klonierte cDNA ohne fusionierte Sequenzen
zu exprimieren (siehe 3.3.1).

Zur  Expression von fluoreszierenden
Fusionsproteinen wurden die Vektoren pEGFP und
pDsRed der Firma Clontech verwendet. Die
klonierte cDNA wurde als Fusionsprotein mit N-
oder C-terminalen EGFP (enhanced green
fluorescent protein, dequorea victoria), bzw. RFP hexaisi Bami -
(red fluorescent protein, Discosoma sp.) exprimiert.

Abb. 2.4: pcDNA3

Eca0109 1
(3855

Dralll nava)

Stw |
-:’5',‘:|

- - - - - - - - EGFP
ECTAGCG CTA T BAC TCA GAT CTC BAG CTC AME CTT CGA ATT CTECAG TCG ACE GTA LT CEB GCC DEE AT CCA OO0 BTC BCC ACC ATE GT0
Mol EcedT 1N Byill  Ekgl 21 Hid 11 EceR | Psil =0l Kpw | Avsl BzaH | Agel
Erl-l-]||| Az | AsE?El Berlm | Xazl
=L Eac ll Emwl

SnaB |
12473

Stu | (1049)

. 'ﬁ';ﬂ‘ DsRed1
pDsRed1-C1

5
Kan'/ poly ; MCS_A
Maa’ {1294-1272]
SW40 ori fl
I i
Stu |
(ZR3Z]
DRt 1200 1310 1= 130 1340 1350 STOPs
TTC LTS CTC AGA TCTCGA GCT CAA GCT TCG AAT TCT GCA GTC GAC GGT ACC GCG GGE CCG GEA T_\EE.-’-‘.E.C GEATCT AGA TAA CTG ATC
i ml o~
Bglll Kol S IHrr.'ﬂ I EcoR | Sall K |l Apa | Yl BamH 1
Sacll Smal

Abb. 2.5: pEGFP und pDsRed. Beispiele fiir C-terminal fusioniertes GFP (pEGFP-N1) und N-terminal
fusioniertes RFP (pDsRed-C1). Kan": Kanamycinresistenz.
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2.2.2 Expressionsklone

GFP-L5 (pF143L5, Rosarius et al., 2000) wurde von Prof. Dr. Hauber (Erlangen) zur
Verfligung gestellt.

GFP-mRPA194 (pEGFP-C2) wurde von Dr. Dundr (Bethesda, USA) zur Verfligung gestellt.

mRPAS3 wurde im Vektor pBluescript-SKII+ (Stratagene) kloniert von Prof. Dr. Grummt
(Heidelberg) zur Verfiigung gestellt.

pBCHGN (NLS-GFP kloniert in pBluescript) wurde von Prof. Dr. Zentgraf (Heidelberg) zur
Verfligung gestellt.

2.2.3 Enzyme

Restriktionsenzyme und Ligase
Alle verwendeten Restriktionsenzyme und die T4-DNA-Ligase wurden von der Firma MBI
Fermentas (St. Leon Rot) bezogen.

Reverse Transcriptase
Fiir die RT-PCR wurde die Superscript I[I-RT der Firma Stratagene verwendet.

TfI-DNA-Polymerase
Die fiir alle DNA-Amplifikationen verwendete DNA-Polymerase, die aus Thermus flavus
isoliert wurde, wurde iiber die Firma Promega (Mannheim) bezogen.

Shrimp alkalische Phosphatase (SAP)
Die SAP wurde von der Roche Diagnostics GmbH (Mannheim) bezogen.

2.2.4 Oligonukleotide

Die fiir die DNA-Amplifikationen verwendeten Oligonukleotide (Primer) wurden bei der
Firma INTERACTIVA (Ulm) bestellt. Der Oligo(dT)-Primer fiir die RT-PCR wurde von der
Firma Promega (Mannheim) bezogen.

Sequenzierungsprimer:

M13 forward (-20), M13 reverse pCR®2.1

T7, Sp6 pcDNA3, pCR™2.1
pGEX 5¢‘-Sequencing pGEX-5X

57 GGGCTGGCAAGCCACGTTTGGTG 3~
pGEX 3¢-Sequencing pGEX-5X

5" CCGGGAGCTGCATGTGTCAGAGG 3~
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pPEGFP-C-Sequencing pEGFP-C(1-3)
57 CCTGCTGGAGTTCGTGA 3~

pPEGFP-N-Sequencing pEGFP-N(1-3)
5” CGTCGCCGTCCAGCTCGACCAG 3~

2.2.5 Kits

Plasmid Mini-Prdp (QIAGEN, Hilden)
QOlAgiuck Gel Extraction Kit (QIAGEN, Hilden)
TOPO TA Cloning® Kit (Invitrogen)

5’, 3’'RACE Kit (Boehringer Mannheim)

ABI PrisM® BigDye™ Terminator Cycle Sequencing Ready Reaction Kit (Applied
Biosystems)

2.3 Chemikalien

Chemikalien und Losungsmittel wurden, wenn im Text nicht anders vermerkt, von den
Firmen Applichem (Darmstadt), Calbiochem (Darmstadt), Roth (Karlsruhe), Merck
(Darmstadt), Serva (Heidelberg), Fluka (Berlin) oder Sigma (Deisenhofen) in
Analysenqualitét bezogen.

2.4 Material fur die Zellkultur

Gewebekulturplatten: Costar, Cambridge, USA
Gewebekulturflaschen: Greiner, Frickenhausen

Pipetten: Greiner, Frickenhausen
Petrischalen: Nunc, liber Hartenstein, Wiirzburg

Alle Medien und Zusitze wurden von Gibco, Eggenstein bezogen.

2.5 Gerate

Biophotometer Eppendorf, Hamburg

Brutschrank, CO,-Auto-Zero Heraeus, Frankfurt

Drehtisch, regelbar Heidolph, liber Hartenstein, Wiirzburg

Drystar Geltrockner H. H6lzl GmBH, tiber Hartenstein,
Wiirzburg

Elektronenmikroskop Zeiss EM10 Zeiss, Oberkochen

Elektrophorese System BIO-RAD, Miinchen

Feinwaage A1 100 Mettler, Gielen
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Fluoreszensmikroskop Axiophot Stereo
HBO050 mit Quecksilberlampe
Graphit-Blotkammer

Heizblock
Homogenisator RW20

Kippschiittler WS5

Konfokales Laserscanning Mikroskop TCS-SP

Kiihlzentrifuge RC5B
Kiihlzentrifugen

Laborwaage Mettler PJ 3600 DeltaRange®
Magnetriihrer M35

Mikroinjektor 5242
Mikromanipulator
Mikromanipulator

Mikroschmiede

Minifuge RF

pH-Meter pH 523

Proteingelkammer Mini V8

ABI PRISM™ 310 Genetic Analyzer
Sonifier B12

Spectrophotometer UVIKON 710
Stabilisiertes Netzgerit

Sterile Werkbank, Gelaire
Thermocycler TECHNE PROGENE
Thermostat 5322

Tischzentrifuge 3k30 kiihlbar
Tischzentrifuge Biofuge A
Umkehrmikroskop IM 35
Vertical Elektrohorese System
Vortex Genie 2

Wasserbad

Zeiss, Oberkochen

LMS, iiber Hartenstein, Wiirzburg
Liebisch, iiber Hartenstein, Wiirzburg
Janke & Kunkel, iiber Hartenstein,
Wiirzburg

Edmund Biihler, Tiibingen

Leica, Solms

Sorvall, Du Pont, Bad Homburg
Eppendorf, Hamburg

Mettler, Diisseldorf

GLW, Wiirzburg

Eppendorf, Hamburg

Leitz, Wetzlar

Brinkmann Instrumentenbau, Mannheim
Bachofer Laboratoriumsgerdte, Reutlingen
Heraeus-Christ, Osterode

WTW, iiber Hartenstein, Wiirzburg
Gibco BRL

Applied Biosystems, Weiterstadt

Branson Sonic Power Company, iiber
Gerhard Heinemann, Schwébisch Gmiind
Kontron Instruments GmbH, Neufahrn

Fischer, Heidelberg

Flow, K6ln

tiber Thermo-Dux, Wertheim
Eppendorf, Hamburg

Sigma, Deisenhofen
Heraeus-Christ, Osterode
Zeiss, Oberkochen
Gibco-BRL, Eggenstein
Bender & Hobein AG, Ziirich

Kottermann, tiber Hartenstein, Wiirzburg
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3 Methoden

3.1 Mikrobiologische Methoden
3.1.1 Flussigkultur von Bakterien

Losungen:

LB-Medium (Luria Bertami) 1 1 10 g Bacto-Trypton (Gibco)
5 g Hefeextrakt (Gibco)
5 g NaCl
pH 7,4 (NaOH)
= autoklavieren

2x YT-Medium 1 I 16 g Bacto-Trypton (Gibco)
10 g Hefeextrakt (Gibco)
5 g NaCl
pH 7,0-7,4 (NaOH)
= autoklavieren

Antibiotika-Stammlésungen: Ampicillin: 50 ™/, in H,O bidest.
Kanamycin: 50 ™&/; in H,O bidest.
Tetracyclin: 5 ™/, in Ethanol (100 %, p.a.)

Fiir eine Ubernachtkultur (UNK) wurden ca. 5 ml Medium in einem Greinerrdhrchen
vorgelegt und je nach verwendetem Bakterienstamm zur Selektion ein Antibiotikum
zugesetzt. Ampicillin und Kanamycin wurden in Endkonzentrationen von 50 "%/, eingesetzt,
Tetracyclin wurde mit einer Konzentration von 15 "¢/, verwendet. Zum Animpfen wurde
etwas Bakterienmaterial aus einer Glycerinkultur oder eine Bakterienkolonie von einer
Agarplatte mit einer sterilen Pipettenspitze in das Medium {tberfiihrt. Die Kultur wurde dann
bei 37 °C iiber Nacht geschiittelt. Normalerweise wurde LB-Medium verwendet, bei manchen
Anwendungen, wie z.B. einer in-vivo-Expression von Proteinen in Bakterien, ist 2x YT-
Medium unter Umstdnden besser geeignet und liefert so hohere Ausbeuten.

3.1.1.1 In vitro Expression in Bakterien

Losungen:
LB-Medium (siche oben)
IPTG (Isopropyl B-D-Thiogalactosid, Applichem): IM in dH,O

Fiir Fliissigkulturen zur in-vitro-Expression wurde zunichst eine UNK angesetzt (siehe oben).
Mit 0,5-5 ml dieser UNK wurde dann am néchsten Tag die Kultur fiir die Proteinexpression
angeimpft. Die Kulturen wurden in Volumina zwischen 20 und 1000 ml angesetzt, abhingig
von der gewiinschten Menge des zu exprimierenden Proteins, das z.B. fiir eine Aufreinigung
fiir Folgeversuche zur Verfligung stehen sollte.
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Es wurde eine Fliissigkultur aus E. coli XL1-Blue Bakterien (2.1.3) hergestellt, in die der
Expressionsvektor mit der zu exprimierenden Proteinsequenz transformiert wurde (3.1.5). Bei
Erreichen einer ODgyo von 0,6 wurde die Expression des Proteins, durch Zugabe von IPTG in
einer Endkonzentration von 1mM, induziert. Diese induzierte Kultur wurde fiir 3-4 Stunden
unter schiitteln weiter bei 37°C inkubiert und danach fiir 20min auf Eis gestellt. Durch
Zentrifugation von 15min bei 3000xg und 4°C wurden die Bakterien pelletiert. Das
exprimierte Fusionsprotein wurde dann, wie unter 3.3.2 beschrieben, aufgereinigt.

3.1.2 Glycerinkultur

Um Bakterien langfristig aufzubewahren wurden Glycerinkulturen angesetzt. Zur Herstellung
wurden 100-200 pl steriles Glycerin mit 900 ul einer UNK vermischt und bei -70°C gelagert.
Um aus einer Glycerinkultur eine Fliissigkultur zu machen, wurde mit einer sterilen
Pipettenspitze liber die Glycerinkultur gestrichen und die anhaftenden Bakterien in ein mit
LB-Medium gefiilltes Greinerrdhrchen iiberfiihrt.

3.1.3 Bakterienkultur auf Agarplatten

Fiir die Herstellung von Agarplatten wurden 1,5% Agar (Select Agar, Gibco) in LB-Medium
eingewogen und das Gemisch autoklaviert. Nachdem sich die Losung nach dem
Autoklavieren auf etwa 50°C abgekiihlt hatte, wurde fiir Selektionsplatten ein Antibiotikum
zugegeben, Ampicillin und Kanamycin in Endkonzentrationen von 50 "¢/, Tetracyclin
wurde mit einer Konzentration von 15 "¢/, verwendet. Der fliissige Agar wurde anschlieBend
so in sterile Petrischalen gegossen, da3 der Boden einer Schale gerade bedeckt war. Nach
Erstarren des Agars wurden die Schalen umgedreht, um ein Auftropfen von Kondenswasser
auf den Nihrboden zu verhindern. So wurden die Platten iiber Nacht bei RT zum Trocknen
auftbewahrt. Die kurzfristige Lagerung (3-4 Wochen) erfolgte bei 4°C.

Zur Herstellung von Plattenkulturen aus Fliissigkulturen wurden ca. 50-100 pl der
Kultur auf die Platte pipettiert und anschlieBend mit einem sterilen Drygalski-Spatel
ausgestrichen. Aus Glycerinkulturen wurden Bakterien mit Hilfe einer sterilen Impfose auf
die Platte tiberfiihrt und dort ausgestrichen.

3.1.4 Herstellen kompetenter Bakterien

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

Losungen:
LB-Medium (3.1.1)
TSS (Transformation and Storage Solution): LB-Medium
+ 10% (w/v) PEG 3350 oder 8000
+ 5% (v/v) DMSO
+20-50 mM Mg*" (MgSO, oder MgCl,)
pH 6,5

= sterilfiltrieren und bei -20°C aufbewahren
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Zunichst wurde eine UNK mit einer Einzelkolonie des gewiinschten Bakterienstammes
angeimpft und bei 37°C unter Schiitteln inkubiert. Am nédchsten Morgen wurden 100 ml LB-
Medium mit 1 ml der UNK angeimpft. Dieser Ansatz wurde bei 37°C unter Schiitteln bis zu
einer ODggp von 0,3-0,4 inkubiert, was nach ca. 2h der Fall war. Dann wurde die Kultur auf
zwei 50 ml-Réhrchen verteilt und bei 1000xg und 4°C 10 min zentrifugiert. Der Uberstand
wurde verworfen und das Pellet in '/4 des Ausgangsvolumens (2,5 ml) eiskaltem TSS
aufgenommen und resuspendiert. Die Suspension wurde in Aliquots zu 100 pl auf
vorgekiihlte Eppendorf-Caps verteilt und dann in fliissigem Stickstoff eingefroren. Die
anschlieende Lagerung erfolgte bei -70°C und war mehrere Wochen maoglich.

3.1.5 Transformation von Plasmid-DNA in Bakterien

Losungen:
LB-Medium (3.1.1)

Ein Aliquot (100 pl) kompetenter Bakterien wurde auf Eis aufgetaut (ca. 10 min) und mit 10-
100 ng Plasmid-DNA vermischt. Der Ansatz wurde 5-60 Minuten auf Eis inkubiert.
Anschlieend wurden 900 pl LB-Medium zugegeben und das Gefall 1h bei 37°C geschiittelt.
Danach wurden zwei Verdiinnungen auf entsprechenden Selektionsplatten ausgestrichen (je
nach Antibiotikaresistenz, die das transformierte Plasmid tragt). Zundchst wurden 100 pl
entnommen und ausgestrichen (1/ 10), der Rest wurde bei 3000 rpm fiir 5 min in einer
Tischzentrifuge abzentrifugiert. Der Uberstand wurde bis auf ca. 100 ul abgenommen, in
denen das Pellet resuspendiert wurde. AnschlieBend wurde alles auf einer zweiten Platte
ausgestrichen (*/10).

3.2 Molekularbiologische Methoden

3.2.1 Isolierung von RNA aus Zellen und Geweben

Losungen:

peqGOLD TriFast™ (Phenolreagenz zur Isolierung von DNA, RNA und Proteinen)
Chloroform (frei von Zusétzen wie Isoamylalkohol)

Isopropanol

75 % Ethanol

DEPC-H,O (H;Opigest. mit 0,1% DEPC versetzen und nach kurzer Inkubationszeit
autoklavieren)

peqGOLD TriFast™ ist ein gebrauchsfertiges Reagenz, das die gleichzeitige Isolierung von
RNA, DNA und Proteinen aus vielerlei Materialien ermoglicht. Im Rahmen dieser Arbeit
wurde das Reagenz zur RNA-Isolierung aus Kulturzellen und Oocyten von Xenopus laevis
verwendet. Die Durchfiihrung erfolgte weitestgehend nach den Angaben im
Herstellerprotokoll.

Um RNA aus Kulturzellen zu isolieren, wurden diese im Monolayer kultiviert, wobei
die relative Ausbeute an mRNA hoéher ist, wenn die Zellen noch nicht konfluent sind (sie
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bilden noch keine geschlossene Zellschicht auf dem Schalenboden), da in diesem Zustand die
Genexpression und damit die mRNA-Transkription bestimmter Gene stark heruntergeregelt
wird. Die Zellen wurden in PBS mit einem Gummischaber vom Schalenboden abgeldst und
die Suspension dann in ein Zentrifugenrohrchen tiberfiihrt. Nach kurzer Zentrifugation und
Verwerfen des Uberstandes wurde ca. 1 ml TriFast™ pro 10" Zellen zugegeben. Die Probe
wurde durch pipettieren resuspendiert. Fiir die Gewinnung von RNA aus Oocyten wurden ca.
zehn reife Oocyten in 1 ml TriFast™ durch pipettieren homogenisiert.

Wurde die isolierte RNA nicht sofort weiterverarbeitet, dann wurde das Protokoll nur
bis zum ersten Waschschritt durchgefiihrt und die RNA in 75% Ethanol bei -20°C
aufbewahrt. Ansonsten wurde die RNA in H;Opigest. aufgenommen und die Konzentration
wurde photometrisch bestimmt (sieche 3.2.10). Die RNA wurde in einer Konzentration von
~1pg/ul fiir die RT-PCR verwendet und konnte bei —20°C einige Wochen aufbewahrt werden.

3.2.2 RT-PCR

RT-PCR (Reverse Transcriptase-Polymerase Chain Reaction) ist die Bezeichnung fiir den
zweistufigen ProzeB3 der Amplifikation von mRNA Sequenzen in Form von cDNA
(complementary DNA). Zunichst wird die gesamte mRNA eins Zelltyps mit Hilfe des
Enzyms Reverse Transkriptase in DNA {ibersetzt. Da mRNA nur aus Exons besteht,
unterscheidet sich die bei dieser Prozedur entstehende cDNA von genomischer DNA.
Spezifische cDNAs werden anschlieBend durch PCR (3.2.3) mit den entsprechenden Primern
amplifiziert. Dadurch wird eine, fiir ein Protein kodierende, Sequenz isoliert und kann zur
Sequenzierung und Expression in entsprechende Vektoren kloniert werden. Es konnen auch
verschiedene transkribierte Isoformen einer RNA, Splicevarianten oder, je nach Wahl der
PCR-Primer, homologe Transkriptionsprodukte identifiziert werden.

Die RT wurde mit Gesamt-RNA (3.2.1) durchgefiihrt, indem ein Oligo(dT)-Primer als
Ansatzpunkt fiir die reverse Transkriptase verwendet wurde. Dieser Primer bindet an den
Poly(A)-Schwanz, der ausschlieBlich am 3’-Ende von mRNAs angehidngt wird. Somit stehen
nur mRNAs als ,template” (Vorlage zur Produktion einer komplementdren Kopie durch
Polymerasen) zur Verfligung. Alternativ kann auch Poly(A)-RNA gereinigt und als
Ausgangsmaterial eingesetzt werden.

Durchfiihrung:

1 ul Gesamt-RNA (~1pg/ul)
1 ul Oligo(dT)-Primer (0,5ug/ul, Promega)
ad. 5 ul HyOpigest.

Dieser Ansatz wurde gemischt, kurz zentrifugiert und dann 2 min bei 72°C denaturiert. Nach
2 min Inkubation wurde wiederum kurz zentrifugiert und dann der RT-Ansatz wie folgt
komplettiert:

2 ul 5x First-Strand Buffer (Gibco)

1 ul DTT (20 mM, Gibco)

1 ul dNTP-Mix (10 mM, MBI)

1 ul RT-Superscript II (200 U/“l, Gibco)

Der Ansatz wurde durch pipettieren gut gemischt und dann 1h bei 42°C inkubiert. Im
Anschlul daran wurde der Ansatz auf 4°C gekiihlt und konnte so einige Tage aufbewahrt
werden.
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3.2.3 PCR

Durch die Polymerase-Kettenreaktion lassen sich selektiv DNA-Sequenzen nach folgendem
Prinzip vervielfiltigen. Bei hoher Temperatur denaturiert (,,schmilzt) doppelstringig
vorliegende DNA, d.h. es trennen sich die zwei Einzelstringe. Mit Hilfe einer DNA-
Polymerase lassen sich die entstandenen Einzelstringe kopieren. Hierfiir bendtigt die
Polymerase Primer, die an beiden Seiten der zu amplifizierenden Sequenz binden. Die
Kopienanzahl dieser DNA wird verdoppelt und durch mehrere Wiederholungen der
Reaktionen wird die Menge der spezifischen DNA-Sequenz exponential vervielfacht.

Aufgrund dieser zyklischen Wiederholung bietet sich die Automatisierung der PCR an.
Dies wird durch die Verfiigbarkeit von thermostabilen DNA-Polymerasen ermdglicht, welche
durch die Denaturierungstemperatur von 96°C nicht zerstort werden und so nicht nach jedem
Zyklus erneut zugegeben werden miissen. FEin automatisch geregelter Heizblock
(Thermocycler) wird so programmiert, daB nach der Denaturierung die Proben auf die
sogenannte Annealing-Temperatur gebracht werden. Bei dieser Temperatur binden die im
UberschuB  vorliegenden Primer spezifisch an die komplementiren Sequenzen der
einzelstringigen ,template“-DNAs. Schliefflich wird die Elongationstemperatur der
Polymerase von 72°C eingestellt und die komplementdren DNA-Stringe werden synthetisiert.
Dieser Zyklus wird 25-40 mal wiederholt um ausreichende cDNA-Mengen fiir Folgeversuche
zu amplifizieren.

Primer und Primerdesign:

Der Erfolg einer PCR héngt hauptsidchlich von den verwendeten Primern ab, die folgende
Eigenschaften besitzen sollten. Sequenzen die eine Hybridisierung mit sich selbst oder dem
anderen Primer ermoglichen sollten vermieden werden. Die Schmelztemperaturen der beiden
verwendeten Primer sollten sich um hochstens 1-2°C unterscheiden und der G/C-Gehalt ihrer
Sequenzen zwischen 40 und 60% liegen. Die Schmelztemperatur gibt an bei wieviel Grad
sich der Primer vom Template-Strang abldst. Fiir kurze Oligonukleotide (Lidnge von
Standardprimern: ~18-30 Nukleotide) kann diese Temperatur (T,,) mit folgender Formel
anndhernd berechnet werden:

Tm=2°C x (A+T) + (G+C) wobei A, T, G, C = Anzahl der entsprechenden Basen

Die PCR-Reaktion ist um so spezifischer, je ndher die Annealing-Temperatur bei der
Schmelztemperatur der beiden Primer liegt. Die Annealing-Temperatur wurde anfangs meist
ca. 5°C unter Ty, gewdhlt und bei unspezifischer Amplifikation nach oben oder bei nicht
erfolgter Amplifikation nach unten korrigiert.

wDegenerierte” Primer:

Um spezifische Primer verwenden zu kdnnen muf zumindest ein Teil der Nukleotidsequenz
der zu amplifizierenden DNA bekannt sein. In der vorliegenden Arbeit sollte die
Nukleotidsequenz von p52 ermittelt werden (sieche 1.4.1 und 4.2). Es lagen lediglich
Aminosduresequenzen von Peptiden des Antigens vor. Da jeweils mehrere Basentripletts fiir
eine Aminosdure kodieren koénnen (Degeneration des genetischen Codes), wurden alle
moglichen fiir diese Aminosduren kodierenden Nukleotidsequenzen ermittelt. Es wurden
Oligonukleotide zur Amplifikation der Nukleotidsequenz ausgewdhlt, welche fiir die
unbekannte, zwischen den sequenzierten Peptiden liegende Aminosiduresequenz von p52
kodiert (Abb. 3.1). Die Vielfalt der Sequenzen wurde reduziert, indem teilweise nur die bei
Xenopus gebriauchlichsten Codons beriicksichtigt wurden. Eine Mischung aus allen
Oligonukleotiden wurde hergestellt (Physiologische Chemie I, Uni Wiirzburg) und als
»degenerierte* Primer fiir die RT-PCR verwendet.
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5 Primer 3 'Primer
Aminosauresequenz N L N D R L A I Q P D H V E
Primer AACCTGAACGATAGACTGGCAT TATCTGGGGGTCATGXACTTC
o T T T C G T T |G T A A G C
553 A T

Abb. 3.1: Ableitung der degenerierten Primer fiir die RT-PCR. Die Aminoséduren sind iiber die fiir sie
kodierenden Basentriplets zentriert. Die Sequenz des 3 'Primers muf} revers und komplementir gelesen werden
um die entsprechende Aminosduresequenz zu erhalten. An der dritten Position jedes Codons sind die
verschiedenen verwendeten Basen iibereinander aufgelistet, wobei X fiir eine beliebiges Nukleotid steht Die
degenerierten Primer bestehen demnach aus Mischungen von 128 (57) bzw. 576 (3") Oligonukleotiden.

Die fiir die PCR eingesetzte Menge (400 pmol je Primermischung in einem 50 ul Ansatz) und
die Annealing-Temperatur (52°C) wurden empirisch ermittelt. Es wurde ein 918 bp Produkt
amplifiziert, das fiir die ausgewdhlten Peptidsequenzen kodierte. Aus dieser Sequenz wurden
spezifische Primer zur Produktion der gesamten cDNA durch RACE (3.2.4) gewdbhlt.

Durchfiihrung:

Fir die Amplifikation von DNA-Fragmenten wurde die Tfl-Polymerase (Promega)
verwendet, die aus Thermus flavus isoliert wurde. Diese Polymerase hat die Eigenschaft, daf3
sie einen Uberhang aus A-Nukleotiden am 3’-Ende des Produkts anhiingt, welches somit

direkt kloniert werden kann (siche 3.2.7).

10-100 ng DNA (oder 2 pl aus einer RT)

3ul MgSO4 (25 mM, Promega)

Sul 10x Reaction Buffer (Promega)

1 ul dANTP-Mix (10 mM, MBI)

1 ul 5°-Primer (100 "™/, Interactiva)

1 ul 3°-Primer (100 ™'/, Interactiva)

1 pl Tfl DNA-Polymerase (5 U/Hl, Promega)

ad. 50 pul  HzOpigest.
Der Ansatz wurde in ein 0,5 ml-PCR-Cap pipettiert, wobei die Polymerase zum Schluf}
zugegeben wurde. Das Ganze wurde gut vermischt und im Thermocycler mit folgendem
Programm inkubiert:

Denaturierung 1 min, 96°C

25-35 Zyklen:

Denaturierung 15 sec, 96°C
Annealing 30 sec, 50-65°C (Primerabhéngig, siche Tabelle 3.1)
Elongation 1-3 min, 72°C (1 min pro 1000 Nukleotide)

finale Elongation 10 min, 72°C
Kiihlung 4°C

Die Analyse der PCR-Reaktion erfolgte durch Agarose-Gelelektrophorese (3.2.5).
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. Datenbank . ;v Tm T. | Produkt
Protein (Acc. no., Primer (5°—3") ©C) | (C) (bp)
cDNA) p
5" | GGATCCATGGCTACTCTGGAGTCTCC | 61,2
mRPAS3 |NM 022811 56 1319
3" | GGTTCATTTTCCTCCGCTTTGACTG | 60,9
Anmerkung: 5’ mRPA53Bam, 3 mRPAS53-tag+1 zur Umklonierung aus pBl (siehe 2.2.2) in
GFP/RFP N1
5 ATGGCGGCGGAGGTGTTG 58,9
hRPAS3 AK024032 — 60 1258
3 TGGTAATCTTCCTCCGCTTTGCC 60,3

Anmerkung: Datenbank-cDNA ist homolog zu mRPAS53, experimentell nicht bestdtigt
RT-PCR aus Hep2-RNA, 3'hRPA53-tag+1 zur Klonierung in GFP/RFP N1

5" | GCCATGAAGCCAGGATTCAGTCCC | 63,6
hFibrillarin | XM 042682 — 55 966
3 GGTTCTTCACCTTGGGGGGTGGC 65,2
Anmerkung: RT-PCR aus Hep2-RNA, 3 'hFib-tga+1 zur Klonierung in GFP/RFP N1
5’ ATGGAAGATTCGATGGACATG 51,3
hB23 BC002398 . 50 882
3 AAGAGACTTCCTCCACTGCCAG 54,1
Anmerkung: RT-PCR aus Hep2-RNA, Klonierung in GFP C2
3'hB23-taa+1 zur Klonierung in GFP/RFP N1
5 ATCCTGGTGTCGCCATGGGC 61,4
hL10 XM 018114 — 60 657
3 GTGAGTGCAGGGCCCGCC 60,9

Anmerkung: RT-PCR aus Hep2-RNA, 3 'hL10-tga+1 zur Klonierung in GFP/RFP N1

xL.10

ESTs

5

CATGGGTCGCCGTCCTGCC

63,0

60

3

GCAGCATGAATTGCTCTCCATTTGTC

61,8

645

Anmerkung: Konsensussequenz aus 15 ESTs (expressed sequence tags) homolog zu hL10.
RT-PCR aus A6-RNA, 5'xL10+1, 3 'xL10-tag zur Klonierung in GFP/RFP N3/C1

5 CATGGCGTGTGCTCGC 52,1
hL4 NM_000968 50 1281
3 TGCAGCAGGCTTCTTCTCC 52,9
Anmerkung: RT-PCR aus Hep2-RNA, kloniert von Ufuk Karatas
5 CCTGACACAGCTACCATGACC 51,8 1: 1448
xCK1971, 3 i 3’ GTGGCAGTGGGAAAAGTAATG 51,4 2 1 31474
" | RACE h i 3.2.4
xCK19/2 . > anchor primer O.2.9) 13991 6y | 1446
3" | GGACTTCTGGTCTCAAGGTGCTAGA | 57,0

Anmerkung: RT-PCR aus A6-RNA und Oocyten-RNA zur Klonierung in GFP-C2

Komplette cDNAs (4.2.1) wurden nach RACE ermittelt (3.2.4)

xCK19/1

5

GGATCCCCTGACACAGCTACCATGAC

37

GGATCCGTGTGTATCATGCACTTCTAGT

1329

Anmerkung: RT-PCR aus A6-RNA und Oocyten-RNA zur Klonierung in GFP-N3 und GFP-NLS

Tabelle 3.1: Primer zur Amplifikation der in dieser Arbeit klonierten cDNAs. Acc. No. (Accession number):
Identifikationsnummer der klonierten cDNAs in 6ffentlichen Datenbanken. T,,: Errechnete Schmelztemperatur
(siche oben). T,: Annealingtemperatur der durchgefiihrten PCR. Alle Details zur Klonierung in
Expressionsvektoren sind in den Anmerkungen zusammengefaft.
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3.2.4 RACE

Durch RT-PCR mit degenerierten Primern (Abb. 3.1) wurde ein Fragment der cDNA von p52
amplifiziert (3.2.3). Zur Ermittlung der vollstdndigen Nukleotidsequenz wurden die 5'- und
3’-Enden der ¢cDNA durch 5'- bzw. 3-RACE (Rapid Amplification of cDNA Ends)
synthetisiert. Es wurde das 5'/3” RACE Kit der Firma Boehringer verwendet (Abb. 3.2).

Beim 3’-RACE wird der poly (A)-Schwanz genutzt um mit einem Oligo dT primer die
RT durchzufiihren. Mit diesem primer wird am 3’-Ende eine zusétzliche Sequenz an die
cDNA gehédngt, die als spezifische primer-Bindungsstelle in der nachfolgenden PCR fungiert.
Mit einem spezifischen primer (Sp4) aus der bekannten Sequenz und dem PCR anchor primer
wird das gesamte 3’-Ende der cDNA amplifiziert. Dasselbe Prinzip kann im 5'-RACE
angewandt werden, indem am 3’-Ende der cDNA (entspricht dem 5’-Ende der mRNA) durch
das Enzym Terminale Transferase ein poly (A)-Schwanz angehéngt wird. Durch PCRs mit
entsprechenden primern wird das 5’-Ende der cDNA synthetisiert (siche Abb.3.2).

Die Durchfiihrung erfolgte nach Herstellerprotokoll. Es wurden hierbei die in 4.2.1
dargestellten Sequenzen der xCK19 Isoformen identifiziert. Durch die in 3.2.3 angegebenen
PCR-primer wurden die Gesamt-cDNAs zur Klonierung amplifiziert.

5'RACE 3'RACE
mRNA 5° (A)-3" 57 AAAAAA-3°
«— <« VTTTT
Sp1
Erststrangsynthese der
Erststrangsynthese der cDNA mit dem OllgO dT
cDNA mit spezifischem anchor primer
, primer Sp1
S EERAN AN AR A GG L < M T R L
cDNA 3’ 3’ VTTTT
Degradierung der mRNA
durch Rnase H Aktivitat
der AMV-RT
Reinigung der cDNA
3-(A)AAAA:
Anhé&ngen eines
polyA Schwanzes
mit dATP und TdT
—>TTTTV
37-(A)AAAA:
Sp2
PCR mit spezifischem
primer Sp2 und Oligo
PCR anchor dT anchor primer A
primer Sp4
—_— —_—>
VTTTT
Sp3 €
P PCR anchor
_ . PCR mit spezifischem pnmer
gr?rSeTISt ;gif}'g“hem primer Sp4 und PCR
PCR anchor primer ANGHar piier
5" PCR-Produkt 3’PCR-Produkt

Abb. 3.2: Prinzip des RACE. (Bochringer) AMV-RT: AMV Reverse Transkriptase. TdT: Terminale
Transferase.
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3.2.5 Auftrennung von DNA-Molekiilen durch Agarose-Gelelektrophorese

Aufgrund ihrer negativ geladenen Phosphatreste verhalten sich DNA-Molekiile in wiBrigen
Losungen, an die ein elektrisches Feld angelegt wird, als Anionen. Bei deren Wanderung
durch eine in die wélrige Losung integrierte Trigermatrix (also ein Agarosegel), ist die
Wanderungsgeschwindigkeit der DNA u.a. direkt abhéngig vom Vernetzungsgrad der Matrix
und von der Grofe der DNA-Molekiile. GroBe DNA-Molekiile werden dabei durch die
Matrix mehr zuriickgehalten als kleine. Die Grofe von DNA-Molekiilen gleicher
Konformation, also linearisierte DNA-Fragmente, kann so verglichen werden. Zudem kénnen
die einzelnen DNA-Fragmente nach der Auftrennung einfach aus der Agarose isoliert werden
(3.2.6). Durch Variation der Agarosekonzentration lassen sich verschiedene Gréfenbereiche
unterschiedlich gut auftrennen (Abb. 3.3).

1 -21226
Agarose | effiziente Auftrennung
; ;f{;gg' 4973 0,3% 5-60 kb
o 0,6% 1-20 kb
0,7% 0,8-10 kb
-2027 0,9% 0,5-7 kb
o 1,2% 0.4-6 kb
1 - 1584
1375 1,5% 0,2-3 kb
2,0% 0,1-2 kb
947
831

Abb. 3.3: DNA-Elektrophorese im Agarosegel.

- 564 Links: Grofenstandard fiir die DNA-Elektrophorese. DNA des A-
Phagen mit EcoRI und HindlIll geschnitten. 1ug DNA aufgetragen auf
ein 0,8% Agarosegel.

Rechts: Lange der DNA-Fragmente die effizient aufgetrennt werden,
in Abhdngigkeit von der Agarosekonzentration.

Losungen:
50 x TAE: 242 g Tris
57,1 ml konz. Essigsdure
100 ml 0,5 M EDTA (pH 8);
mit dH,O auf 1000 ml auffillen
Probenpuffer: (MBI Fermentas)
Ethidiumbromid (EtBr): (Stamml6sung: 10 ™#/1))
Durchfiihrung:

Eine Gelkammer (Gibco) fiir Agarosegele wurde an den Réndern mit Tesafilm abgedichtet
und mit einem entsprechendem Kamm bestlickt. AnschlieBend wurde Agarose (low EEO,
Applichem) in der gewlinschten Konzentration in 1 x TAE aufgekocht, bis sie vollstindig
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gelost war. Nachdem die Losung auf etwa 60°-70°C abgekiihlt war, wurde EtBr hinzugegeben
(Endkonzentration 1 pg/ml). Die Losung wurde dann sofort in die abgedichtete Kammer
gegossen; die Zihne des Kammes sparten dabei die Taschen aus, in die spiter die DNA-
Proben eingefiillt wurden. Nach Erstarren des Gels wurden Kamm und Klebestreifen
vorsichtig entfernt und das Gel in die Laufkammer gelegt. Laufpuffer (1 x TAE) wurde
eingefiillt. Die zu analysierenden DNA-Proben hatten ein Volumen von 10-20 pl und wurden
zuvor mit 1/10 Volumen des 10 x RNA/DNA-Probenpuffers versetzt. Als Grofenstandard
wurde die mit den Restriktions-enzymen EcoRI und Hindlll geschnittene DNA des A-Phagen
aufgetragen (siche Abb. 3.2). Nach dem Auftrag der Proben wurde eine Spannung an das Gel
angelegt (1-10 V/cm). Die Farbfront des Probenpuffers ermoglicht die Kontrolle der Laufzeit.
Die durch das Ethidiumbromid gefirbten DNA-Banden wurden mit einem UV-
Transilluminator sichtbar gemacht und iiber eine Videokamera mit angeschlossenem Printer
dokumentiert.

3.2.6 Gelextraktion von DNA-Fragmenten

Die Extraktion von DNA-Fragmenten aus Agarosegelen wurde mit dem QlAquick Gel
Extraction Kit der Firma Qiagen durchgefiihrt. Die gewlinschten Banden wurden mit einer
Skalpellklinge aus dem Gel ausgeschnitten und anschlieBend wurde die DNA aus dem
Gelstiick eluiert. Vorgegangen wurde dabei nach Herstellerprotokoll, die eluierte DNA wurde
in 30 pul HyOpigest. aufgenommen.

Es wurde Agarose (low EEO, Applichem) verwendet, die eine niedrige
Bindungsaffinitit zu Nukleinsduren besitzen, was die Elution der DNA erleichtert und somit
hohere Ausbeuten mdglich macht. Die eluierte DNA stand ohne weitere Bearbeitungsschritte
fiir Folgeversuche zur Verfligung.

3.2.7 Klonierung von PCR-Fragmenten in den pCR®2.1-Vektor

Die Klonierungsmethode des TOPO TA Cloning® Kits (Invitrogen) macht sich die Tatsache
zu Nutze, daB3 Taqg- und Tfl-Polymerasen durch ihre terminale Transferase-Aktivitét einen 3’-
Uberhang aus Deoxyadenosinen an das PCR-Produkt anfiigen. Der Vektor liegt in
linearisiertem Zustand vor und besitzt einen 3’-Uberhang aus Thymidinen. AuBerdem ist das
Enzym Topoisomerase I kovalent an die offenen 3’-Enden des Vektors gebunden. Durch die
Ligationsaktivitit der Topoisomerase I wird ein PCR-Produkt mit 3’-A-Uberhang schnell in
den Vektor integriert, wobei das Enzym dissoziiert (Abb. 3.4). Diese Methode erlaubt auch
eine Vorauswahl moglicher positiver Klone iiber Blau/WeiB3-Selektion, wobei die positiven,
also die Klone mit integriertem PCR-Produkt, weil3 bleiben, wihrend die Klone ohne Insert
blau werden. Ohne Insert wird das lacZ-Gen exprimiert und X-Gal als Substrat der B-
Galaktosidase gespalten, wobei ein blauer Farbstoff entsteht. Das PCR-Produkt inseriert
zwischen Promotor und /acZ-Gen, so daB3 keine Expression dieses Gens mehr moglich ist.
Nach der Ligation wurde der Ansatz in chemisch kompetente E. coli TOP10F’ (Invitrogen)
transformiert. Die Transformation wurde dann in zwei Verdiinnungen auf LBamp-Platten (mit
X-Gal fiir Blau/WeiB3-Selektion) ausgestrichen.

Durchfiihrung:

PCR-Produkt 0,5-4 ul
TOPO®-Vektor 1 ul
H;Opigest. ad. 5 ul

Salzlosung (ermdglicht ldngere Inkubation) 1 ul
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Der Ansatz wurde 5 min bei RT inkubiert und zu einem Aliquot auf Eis aufgetauter
kompetenter Zellen gegeben und vorsichtig vermischt. Der Transformationsansatz wurde 5-30
min auf Eis inkubiert. Nach einem Hitzeschock (30 sec, 42°C) und sofortiger Abkiihlung auf
Eis wurde 250 pl SOC-Medium (RT) dazugegeben und 1h bei 37°C geschiittelt. Die
transformierten Zellen wurden in 2 Verdinnungen (40 pl, 260 pl) auf LBamp-Platten
ausplattiert. (zur Blau/WeiB-Selektion mit 40 pl X-Gal [Stammlosung: 40 ™%/, in DMF,
Applichem] und 40 pl IPTG [Stammlsung: 100 mM in H,O bidest., Applichem]; ca. 1h vor
Verwendung ausstreichen und einziehen lassen).

Topoisomerase I recognition sites

TTCCC W
s

|
/® @ <— 37 phosphate

cceTT |
8 Geea

Covalently-bound

- TOPO topoisomerase [

-

% PCRProduct &

5 minutes at room TOPO
temperature o @
# o

&

cceTT SR IAGGG :
EGGGA A PCRProduct | e E a

Topoisomerase I
is released

W Represents topoisomerase |

Abb. 3.4: Prinzip des TOPO TA Cloning® Kits (Invitrogen).

3.2.8 Umklonierung von DNA-Fragmenten in Expressionsvektoren

Uber PCR gewonnene DNA-Fragmente wurden aufgrund der hohen Effizienz dieser Methode
immer in den Vektor pCR2.1 einkloniert (3.2.7). Sie wurden dann in verschiedene
Expressionsvektoren (2.2.1) umkloniert. Die entsprechende DNA-Sequenz wurde dazu aus
dem pCR2.1-Vektor mit Restriktionsenzymen ausgeschnitten und in die entsprechenden
Restriktionsstellen des jeweiligen Expressionsvektors ligiert.

3.2.8.1 Gewinnung des Inserts

Das DNA-Fragment wurde aus dem pCR2.1-Vektor iiber Restriktionsverdau (siehe 3.2.11)
ausgeschnitten und tliber ein Agarosegel elektrophoretisch aufgetrennt (siehe 3.2.5). Die
Banden wurden unter UV-Licht sichtbar gemacht, mit einer sauberen Skalpellklinge
ausgeschnitten und anschlieBend mit dem QIlAquick Gel Extraction Kit der Firma Qiagen aus
dem Gel eluiert (siche 3.2.6). Die eluierte DNA wurde bis zur weiteren Verwendung auf Eis
gestellt oder langfristig bei -20°C aufbewahrt.
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3.2.8.2 Dephosphorylierung des Vektors

Die Dephosphorylierung wurde durchgefiihrt, um die Autoligationsrate des Vektors zu
vermindern, da die Ligase phosphorylierte Enden fiir eine Ligation bendtigt.

Die Vektor-DNA wurde zunéchst linearisiert. Das dazu verwendete Restriktionsenzym
wurde hitzeinaktiviert (10 min, 85°C) und die DNA wurde mit Natriumacetat und Ethanol
gefillt (siehe 3.2.12). Das Pellet wurde so in H;Opigest. resuspendiert, dall in 1 pl etwa 100 ng
DNA enthalten waren.

Durchfiihrung:

100-150 ng linearisierter Vektor

0,5 ul 10x SAP-Puffer (Roche)

ad. 4 ul H2Ovidest.

1 ul SAP (Shrimp alkalische Phosphatase) (1 / ul, Roche)

Der Ansatz wurde gemischt und 1-2h bei 37°C inkubiert. AnschlieBend wurde das Enzym 15
min bei 65°C hitzeinaktiviert. Der Ansatz wurde bis zur Verwendung bei -20°C aufbewahrt,
was mehrere Wochen moglich war.

3.2.8.3 Ligation und Transformation

Durchfiihrung:

5 ul (100-150 ng) Vektor (Dephosphorylierungsansatz).

300 ng Insert (ca. 3fache molekulare Menge im Vergleich zum Vektor)
1,5 pl 10x T4 DNA-Ligase-Puffer (MBI)

ad. 19 pl H,Opiest.

1 ul T4 DNA-Ligase (5 "/,;, MBI)

Der Ansatz wurde vermischt und 30-60 min bei RT inkubiert. AnschlieBend wurde der
gesamte Ligationsansatz fiir eine Transformation in kompetente Bakterien eingesetzt (siche
3.1.5).

3.2.8.4 Uberpriifung der erhaltenen Klone

Die Klone wurden iiber Restriktionsverdau (siche 3.2.11) auf eine erfolgreiche Ligation hin
tiberpriift. AuBerdem wurde getestet, in welcher Orientierung das einklonierte DNA-Fragment
in den Vektor inseriert hatte. Dazu wurde ein Restriktionsverdau mit geeigneten Enzymen im
Vektor und der Insert-DNA durchgefiihrt (Abb. 3.5), oder der Klon wurde sequenziert (siche
3.2.13).

+ Orientierung Gelelektrophorese - Orientierung

= — | €

Vektor Vektor

Abb. 3.5: Schnelle Bestimmung der Insert-Orientierung. Restriktiosverdau eines rekombinanten Plasmids
mit einem Enzym dessen Schnittstelle je einmal in Vektor und Insert vorliegt. Durch die gelelektrophoretische
Auftrennung der entstehenden Fragmente kann die Orientierung des Inserts eindeutig bestimmt werden.
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3.2.9 Gewinnung von Plasmid-DNA

3.2.9.1 GTE-System (alkalische Lyse)

Diese schnelle Préparationsmethode (Li et al., 1997) wurde vor allem verwendet um nach
einer Ligation erhaltene Klone auf die erfolgreiche Insertion der zu klonierenden DNA zu
tiberpriifen (siehe 3.2.8.4).

Losungen:
Losung 1 (GTE-Puffer): 50 mM Glucose
10 mM EDTA
25 mM Tris/HCI, pH 8,0
+ 1 Spatelspitze RNase A
= Lagerung bei 4°C
Losung 2 (Lysispuffer): 0,2 N NaOH
1% (w/v) SDS
Losung 3 (Kaliumacetatlosung): 60 ml Kaliumacetatlosung (5M)

11,5 ml Eisessig
28,5 ml HyOpjigest.

100% Ethanol (p.a., auf Eis vorkiihlen)
Durchfiihrung:

Plasmide wurden in UNKSs der entsprechenden Bakterienklone vermehrt (siehe 3.1.1). 1,5 ml
dieser UNK wurde in ein frisches Eppendorf-Cap iiberfiihrt und 30 sec bei 13000 rpm in einer
Tischzentrifuge zentrifugiert. Der Uberstand wurde verworfen und das Pellet in 100 ul GTE-
Puffer durch Vortexen resuspendiert. Danach wurden 200 pl Lésung 2 zugegeben und durch
mehrmaliges Invertieren des Caps gemischt. Zum Schlufl wurden 150 pl Losung 3 zugegeben
und der Ansatz kurz kréftig geschiittelt. Nach 30 sec Zentrifugation bei 13000 rpm zum
Pelletieren der Zelltriimmer wurden 400 pul des Uberstandes in ein frisches GefdB iiberfiihrt
und 400 pl eiskaltes Ethanol (100%, p.a.) zugegeben. Beim Abnehmen des Uberstandes war
darauf zu achten, daB3 kein ausgefallenes SDS mit verschleppt wurde, weil dies nachfolgende
Reaktionen storen konnte. Fiir eine hohere Reinheit der Prédparation wurde der gesamte
Uberstand in ein frisches Cap iiberfiihrt und dann 400 pl des Uberstandes nach einer weiteren
Sminiitigen Zentrifugation abgenommen, in ein frisches Cap gegeben und mit Ethanol
versetzt. Der Ansatz wurde kurz gemischt und dann sofort 5 min bei 13000 rpm zentrifugiert.
Danach wurde der Uberstand sorgfiltig abgenommen und das Pellet 5-10 min luftgetrocknet.
Zum Schlufl wurde das Pellet in 30 pl H;Opigest. aufgenommen. Von der GTE-Plasmid-
Priparation wurden 8 pul in einem Restriktionsverdau (siehe 3.2.11) eingesetzt.

3.2.9.2 Qiagen Plasmid Mini-Prep

Diese Methode ist eine Kombination aus alkalischer Lyse und Adsorption der DNA an ein
Silika-Gel unter Hochsalz-Bedingungen. Die DNA wird dabei nicht gefillt, sondern an das
Gel gebunden und anschlieBend mit einem Niedrigsalz-Puffer (z. B. HyOpigest.) bei pH 7,0-8,5
eluiert. Die durch diese Methode gewonnene Plasmid-DNA besitzt eine sehr hohe Reinheit
und ist somit auch fiir empfindliche Reaktionen wie die Sequenzierung und in vitro/in vivo
Expressionen einsetzbar.
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Durchgefiihrt wurde die Qiagen Plasmid Mini-Prep nach Herstellerprotokoll, ausgehend von
5 ml UNKs. Eluiert wurde mit 50 pl HjOpigest, Was normalerweise zu Konzentrationen
zwischen 250 und 400 "¢/, fiihrte.

3.2.10 Konzentrationsbestimmung von Nukleinsauren

Die Konzentration der gewonnenen DNA und RNA wurde photometrisch (Biophotometer,
Eppendorf) iiber die Absorption bei einer Wellenldnge von 260 nm gemessen (Nukleinsduren
besitzen dort ihr Absorptionsmaximum). Gemessen wurde eine 1:20-Verdiinnung gegen einen
entsprechenden Leerwert. Die Konzentrationen verschiedener Nukleinsduren die einer ODyg0
von 1 entsprechen sind in Tabelle 3.2 aufgefiihrt. Aus den Quotienten OD60/OD,gp und
ODy260/ODy3p konnten Aussagen iiber die Reinheit der Probe getroffen werden. Die
Absorption bei 280 nm spiegelt die Verunreinigungen durch Proteine wider, wéihrend Peptide,
aromatische Verbindungen und Kohlenhydrate bei 230 nm ihr Absorptionsmaximum haben.
In Tabelle 3.2 sind Quotienten reiner Proben aufgefiihrt.

Sﬁ;;g;h{[ OD260/ODogp 2 OD760/ODy30 >
dsDNA 50 &/ 1.8 2.2
ssDNA 37 %8¢/ 1.8 22
RNA 40 *&/ ) 2,0 22
Oligonukleotide 30 *&/ 1,8 22

Tabelle 3.2: Photometrische Bestimmung der Konzentration und Reinheit von Nukleinsduren.

3.2.11 Restriktionsverdau

Restriktionsverdaus wurden durchgefiihrt zur Umklonierung von DNA-Fragmenten, zur
Linearisierung von Vektoren und zur Analyse von Klonen, um festzustellen, ob ein Insert in
den Vektor ligiert hatte und um die Orientierung des Inserts im Vektor herauszufinden.

Die in der Molekularbiologie verwendeten Restriktionsenzyme sind fast ausschlieBlich
Endonukleasen der Klasse II und spalten doppelstringige DNA innerhalb bestimmter
Zielsequenzen. Diese Sequenzen sind meist 4-8 bp lang und besitzen eine palindrome
Struktur. Innerhalb der Zielsequenz wird in beiden DNA-Stringen je eine bestimmte
Phosphodiester-Bindung hydrolysiert. Diese sind entweder um 2-6 bp versetzt, es entstehen
kohisive (sticky) Enden, oder auf gleicher Hohe, wodurch glatte (blunt) Enden entstehen.
Schnittstellen mit {iberhingenden Enden konnen effizient mit komplementéren Enden ligiert
werden, die mit demselben Enzym geschnitten wurden, was man sich auch bei der
Umklonierung von DNA-Fragmenten zu Nutze machen kann.

Durchfiihrung:

l pg Plasmid-DNA

1l 10x Puffer (passend zum verwendeten Enzym)
ad. 9 ul HoOpiest.

1l Restriktionsenzym (10U/ul)

Der Ansatz wurde gemischt und 1-2h bei 37°C inkubiert. AnschlieBend wurde /1 Volumen
10x DNA-Probenpuffer zugegeben und der Verdau im Agarosegel analysiert (siche 3.2.5).
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3.2.12 Fallung von Nukleinsauren (DNA und RNA)

Nukleinsduren (DNA und RNA) wurden bei Bedarf mit Natriumacetat und Ethanol gefillt.
Dazu wurde der DNA-Losung zunichst /1o Volumen 3 M Na-Acetat pH 5,2 und dann 2,5
Volumina 100% Ethanol (p.a.) zugegeben. Standardméfig wurden Nukleinsduren in 100 pl-
Ansidtzen gefillt, kleinere Ansédtze von Verdaus oder Sequenzierungen wurden auf 100 pl
aufgefiillt. Der Ansatz wurde gemischt und anschlieBend 20-30 min bei 12000xg
zentrifugiert. Der Uberstand wurde abgenommen und das Pellet 2 mal mit 70% Ethanol
gewaschen. Zum Waschen wurde das 70%ige Ethanol auf das Pellet pipettiert und
anschlieBend bei 12000xg fiir 10 min zentrifugiert. Der Uberstand wurde abgenommen und
verworfen, das Pellet schlieBlich in der gewiinschten Menge Puffer gelost. Zur Erhhung der
Ausbeute konnte Glykogen in einer Endkonzentration von 26 "#/,; (bei 100 ul-Ansatz
entsprach das 2,6 pul einer SL mit 10 ™&/,)) zusitzlich zum Na-Acetat und Ethanol zugegeben
werden. Zentrifugiert und gewaschen wurde analog zur Standardmethode ohne Glykogen.

3.2.13 DNA-Sequenzierung

Durch kontrollierten Kettenabbruch der Replikation konnen DNA-Sequenzen ermittelt
werden. Diese Methode wurde von Frederick Sanger 1977 entwickelt und beruht auf
folgendem Prinzip. 2°, 3’-Didesoxynukleosidtriphosphate blockieren die weitere
Verldngerung eines DNA-Fragmentes durch die DNA-Polymerase. Da das 3'-Hydroxylende
in diesen ANTP-Analoga fehlt, kann keine weitere Phosphodiesterbindung gekniipft werden.
Somit entstehen in einem in vitro Replikationssystem mit radioaktiv markierten dNTPs und
ddNTPs einzelstrangige DNA-Stiicke mit verschiedenen Lingen, die man in einem
spezifischen Gelsystem auftrennen und durch Autoradiographie sichtbar machen kann.

Bei der Methode des ,,Terminator Cycle Sequencing“ (Applied Biosystems,
Weiterstadt) wird das Prinzip der ,,Polymerase Chain Reaction® (PCR) mit der
Didesoxymethode nach Sanger (1977) gekoppelt: Es wurden 2°, 3" ddNTPs (A, C, G, U)
verwendet, die jeweils mit einem von vier fluoreszierenden Farbstoffen gekoppelt waren,
wodurch keine Radioaktivitét bendtigt wurde. Desweiteren wurde eine Variante der Taq DNA
Polymerase eingesetzt, die ihre enzymatische Aktivitdt beibehilt, selbst wenn sie mehrmals
bis auf 98°C erhitzt wird. Die zu sequenzierende DNA wurde denaturiert, so daB3 ein
spezifischer Primer daran binden und somit eine Einzelstrang-Synthese durch die Taq
Polymerase ablaufen konnte. Da sich in einem bestimmten Verhiltnis ANTPs und ddNTPs in
dem Reaktionsgemisch befanden, wurde die Synthese an den Stellen abgebrochen, an denen
gerade ein dANTP eingebaut wurde. Dies erfolgt statistisch gesehen an jedem Nukleotid mit
gleicher Wahrscheinlichkeit, wodurch Fragmente entstehen, die jeweils um ein Nukleotid
langer sind als das Vorherige. Die so entstandenen DNA-Fragmente wurden in einem
Gelsystem (Polyacrylamid) aufgetrennt und mit Hilfe eines Lasers detektiert. Da fiir eine
Reaktion ein Primer eingesetzt wurde, der nur die Synthese in eine Richtung erlaubte, war
nicht, wie bei der PCR, die Amplifikation eines spezifischen DNA-Abschnitts die Folge. In
jedem Zyklus vollzog sich nur immer wieder eine kontrollierte Kettenabbruchreaktion in
einer Richtung. Dies fiihrte zur Vervielfdltigung der einzelnen Fragmente und resultierte so in
einer Verstarkung der Fluoreszenz der zu detektierenden Banden.

Durchfiihrung:

200-500 ng DNA

10 pmol Primer

ad. 8 ul H>Opigest.

2ul Premix (dNTPs, markierte ddNTPs, Tag-DNA-Polymerase, MgCl,, Puffer,

ABI PrisM” BigDye™ Ready Reaction Kit, Applied Biosystems).
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Dieser Ansatz wurde gut vermischt und anschlieend in einem Thermocycler bei folgendem
Programm fiir 25 Zyklen inkubiert:

1.Schritt: Denaturierung der DNA 30 sec 96°C
2.Schritt: "Annealing" des Primers 15sec 48°C
3.Schritt: Polymerasereaktion 4 min 60°C

Die Annealing-Temperatur wurde je nach Primer gewdhlt, fiir Standard-Sequenzierprimer
(T3, T7, M13 forward, M13 reverse) wurde sie auf 48 °C eingestellt.

Nach der Reaktion wurde der Ansatz mit Na-Acetat und Ethanol gefillt (siche 3.2.12),
das Pellet 5-10 min luftgetrocknet und in 25 pl TSR (Template Supression Reagent, Applied
Biosystems) aufgenommen. Nach einer Inkubation fiir 2 min bei 90°C wurde der Ansatz kurz
gevortext, dann kurz zentrifugiert und anschlieBend in ein Sequenzier-Cap mit aufgesetztem
Septum iiberfiihrt.

Die DNA-Fragmente wurden mit einem ABI PRISM™ 310 Genetic Analyzer
aufgetrennt. Die markierten DNA-Fragmente werden durch eine Polymer-gefiillte Kapillare
elektrophoretisch nach ihrer Grofe aufgetrennt. Die an die Fragmente gebundenen
Fluoreszenzfarbstoffe werden dann durch einen Laser angeregt und emittieren Licht mit
jeweils einer spezifischen Wellenldnge. Das Licht wird durch einen Spektrographen
aufgenommen und nach Wellenldnge getrennt. Es wird dann durch eine spezielle Kamera
gesammelt die alle vier Fluoreszenz-Signale gleichzeitig detektiert. Die Lichtintensitdten
werden von der zum Sequencer gehdrenden Software aufgenommen, ausgewertet und als
Sequenzdiagramm (Elektropherogramm) ausgedruckt.

Die erhaltenen Sequenzen wurden mit Hilfe von Internet-Datenbanken und
Bearbeitungsprogrammen analysiert.

3.3 Proteinbiochemische Methoden

3.3.1 In vitro Expression im Retikulozytenlysat

Zur ecukaryotischen in vitro Translation von cDNAs wurde das TNT® (gekoppelte
Transkription und Translation) Retikulozytenlysat System der Firma Promega verwendet. Im
Retikulozytenlysat von Kaninchen wurde in den Vektor pCDNA3 (2.2.1.3) klonierte cDNA
durch zugegebene T7-RNA-Polymerase transkribiert. Im gleichen Ansatz wurde die
produzierte RNA unter Einbau zugegebener Aminosduren translatiert. Zum direkten
Nachweis des exprimierten Proteins durch Autoradiographie wurde dabei [*°S] Methionin
verwendet. Zusétzlich wurde das Protein im Immunblot (3.3.10) nachgewiesen.

Durchfiihrung: (Standardprotokoll des Herstellers)

25ul TNT® Rabbit Reticulocyte Lysate

2ul TNT® Reaktionspuffer

1ul T~NT® T7 RNA-Polymerase

Tul Aminosidurenmix, ohne Methionin, 1 mM

2ul [3SS] Methionin, 1175 Ci/mmol, 10 mCi/ml (ICN Pharmaceuticals, Irvine, USA)
lul Ribonukleaseinhibitor, 40U/ul

lug Plasmid-DNA

ad. 50}11 Hzobidest.

Die Reaktion wurde 90min bei 30°C inkubiert. Das Translationsprodukt wurde durch SDS-
PAGE (3.3.7) und anschlieBender Autoradiographie (UN, -70°C) analysiert.
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3.3.2 Aufreinigung von Fusionsproteinen

3.3.2.1 GST-Fusionsproteine

In Bakterien exprimierte GST-Fusionsproteine (sieche 3.1.1.1) wurden durch die Kopplung des
GST-Anteils des Proteins an Glutathion-Sepharose beads aufgereinigt.

Losungen:

PBS: 140mM NaCl
2,6mM KCl
6,41’IlM NazHP 04 X 2H20
1,4mM KH2P04
pH 7,4

Resuspendierungs-Puffer: PBS
Ipug/ml Leupeptin
1pug/ml Pepstatin
Ipug/ml Aprotinin
Iug/ml DNAsel
ImM PMSF

1M MnCl
1M MgCl,

Elutionspuffer: 50mM Tris-Base
150mM NaCl
15mM Glutathion

Waschpuffer 1: PBS
1% (v/v) Triton X-100
ImM PMSF

Waschpuffer 2: PBS
ImM PMSF

Herstellung der Sepharose-Matrix:

Fiir die Vorbereitung der Matrix wurde die Sepharose (Glutathion-Sepharose 4B, Pharmacia
Biotech) in ein Eppendorf-Cap gegeben und durch Zentrifugation fiir 5 min bei 500xg und RT
pelletiert. Das Pellet wurde anschlieBend 2x mit PBS gewaschen, wobei nach jedem
Waschschritt eine Zentrifugation erfolgte. Fiir einen 1L Proteinansatz bendtigt man 500ul
Sepharose.

Durchfiihrung:

Die folgenden Mengenangaben beziehen sich auf einen 1L Kulturansatz.

Das Bakterienpellet wurde in 10ml Resuspendierungspuffer aufgenommen. Nach
Zugabe von 26ul MnCl (IM) und 260ul MgCl, (IM) sowie einer Spatelspitze Lysozym
wurde das Pellet sorgfiltig resuspendiert. Nach einer Inkubation von 15min auf Eis erfolgte
der AufschluBl der Bakterien durch Sonifizierung. Sonifiziert wurde auf Eis fiir 3x je 10sec.
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Danach wurden, ausgehend vom Suspensionsvolumen 0,5M NaCl und 1% (v/v) Triton™ X-
100 zugesetzt und fiir weitere 10min auf Eis inkubiert. Die Bakterienreste wurden durch
Zentrifugation fiir 20min bei 13000xg und 4°C pelletiert. Der Uberstand mit den 18slichen
Proteinen wurde zu der bereits vorbereiteten Sepharose (siche oben) gegeben und auf dem
Drehrad fiir 1h bei 4°C inkubiert. Nach einer Zentrifugation von 5min bei 500xg und 4°C
wurde die Sepharose mit dem nun gebundenen GST-Fusionsprotein 3x mit je 10ml
Waschpuffer 1 und danach 3x mit je 10ml Waschpuffer 2 gewaschen, wobei nach jedem
Waschschritt eine Zentrifugation von 3min bei 500xg und 4°C erfolgt. Nach der letzten
Zentrifugation wurden 500ul Elutionspuffer zu dem Sepharose-Pellet gegeben und das GST-
Fusionsprotein wurde durch Inkubation unter Schiitteln fiir 10min von der Sepharose eluiert.
Nach der anschlieBenden Zentrifugation von 5min bei 500xg und 4°C wurde der Uberstand,
in dem sich das eluierte GST-Fusionsprotein befindet, in einen Dialyseschlauch gefiillt und
bei 4°C UN gegen PBS dialysiert. Aliquots der Probe konnten nun iiber SDS-PAGE und
Immunblot kontrolliert werden (siehe 3.3.7, 3.3.10). Die Proteine wurden zur Mikroinjektion
(3.4.4) und zu Bindungsstudien eingesetzt (3.3.4)

3.3.2.2 His-tag Fusionsproteine

Zur Reinigung bakteriell exprimierter His-Fusionsproteine wurde das QIAexpress System der
Firma Qiagen verwendet. Im pQE-30 Vektor (2.2.1.2) klonierte cDNA wurde wie unter
3.1.1.1 beschrieben exprimiert. Durch die Fusion mit sechs Histidinresten (6xHis tag) konnte
das Protein {iber eine Nickelsdule (an Sepharose CL-6B gekoppeltes Ni-NTA
[Nitrilotriessigsdure]) gereinigt werden.

Es wurden 50ml Kulturen angesetzt. XCK19 wurde unter denaturierenden Bedingungen
(8M Harnstoff) nach Angaben des Herstellers isoliert und gereinigt. Die Proteine wurden wie
unter 3.3.2.1 beschrieben dialysiert, liber SDS-PAGE analysiert und zur Mikroinjektion
verwendet.

3.3.3 Bestimmung der Proteinkonzentration

U ber E 280

Die Konzentration des Fusionsproteins kann anndherungsweise iiber Eygg , die Extinktion der
Losung bei 280nm, bestimmt werden. Fiir GST alleine wurde ermittelt, da eine Ejgp von 1
einer Konzentration von 0,5mg/ml entspricht.

Uber BSA-Konzentrationsreihe:

Zur Bestimmung der Konzentration kann auch eine BSA-Konzentrationsreihe erstellt werden,
die dann mit der Probe iiber SDS-PAGE aufgetrennt wird. Nach der Coomassie-Farbung des
Geles kann man dann aufgrund des Bandenvergleiches die Konzentration ermitteln.

3.3.4 ,,Pull down“

Bei ,,Pull down* Experimenten handelt es sich um Bindungsstudien in Losung. Hierbei wird
ein Protein an eine Matrix gebunden und mit anderen Proteinen inkubiert. Die gebundenen
Proteine konnen dann durch SDS-PAGE aufgetrennt und durch Immunblot analysiert werden.
Die Methode wurde im Wesentlichen, wie bei Yang et al. (1998) beschrieben, durchgefiihrt.
Pull downs wurden mit Glutathion-Sepharose 4B (Pharmacia Biotech) als Matrix
durchgefiihrt, an die GST-gekoppelte Proteine gebunden wurden.
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Losungen:

EP (Extraktionspuffer): 20mM HEPES
0,25M Sucrose

0,1M NacCl
2,5mM MgCl,
pH 7,2
PBS siehe 3.3.2.1
Kernextrakt: siehe 3.3.5
Probenpuffer (H): siehe 3.3.7

Soweit nicht gesondert vermerkt, wurde der Versuch bei RT durchgefiihrt. Pro Ansatz wurden
16,6ul Glutathion-Sepharose 4B in ein Eppendorf-Cap gegeben. Diese wurde dann durch
Zugabe von 200ul PBS, vorsichtigem Durchmischen und anschlieBender Zentrifugation fiir
5min bei 500xg gewaschen. Der Uberstand wurde vorsichtig entfernt. AnschlieBend wurde
die Sepharose durch Zugabe von 200ul EP, vorsichtigem Mischen und erneuter
Zentrifugation fiir Smin bei 500xg dquilibriert. Der Uberstand wurde erneut verworfen.

Es erfolgte die Bindung des GST-gekoppelten Proteins an die Matrix. Dazu wurden
20ul EP zu der Sepharose gegeben, sowie das zu bindende Protein. Nach einer Inkubation von
lh, wéhrend der die Losung mehrmals vorsichtig durchmischt wurde, wurde die Lésung
erneut zentrifugiert fiir 3min bei 500 g. Im Pellet befindet sich dann die Sepharose mit
gebundenen Proteinen. Anschliefend wurde die Sepharose 3 mal, mit je 100ul EP, durch
Zentrifugation fiir 3min bei 500 g, gewaschen. Daraufhin erfolgte eine Abséttigung der noch
vorhandenen Bindungsstellen an der Sepharose durch Inkubation mit 3% BSA (100ul) fiir
30min. Nach erneutem 3 maligem Waschen der Sepharose mit EP, wurde diese fiir 1h mit
Kernextrakt inkubiert. Auch hier wurde die Losung, wéhrend der Inkubation, mehrmals
vorsichtig durchmischt. Nach der Inkubation wurde die Sepharose fiir 5min bei 500xg
zentrifugiert. Der Uberstand, in dem sich die ungebundenen Proteine befinden, wurde mit 6
Volumina Aceton gefillt. Anschlieend wurde die Sepharose 5x mit je 100ul EP gewaschen.
Nach dem Waschen wurde das Sepharose Pellet mit den gebundenen Proteinen in
Probenpuffer aufgenommen, resuspendiert und Smin bei 95°C denaturiert. Die gebundenen
und ungebundenen Proteine wurden anschlieBend tiber SDS-PAGE (3.3.7) aufgetrennt, und
durch Immunblot analysiert (3.3.10).

3.3.5 Isolierung von Zellkernen aus Kulturzellen

Diese Kernpréiparation wurde nach einer Methode von Krohne et al. (1981) durchgefiihrt. Die
Kulturzellen wurden in Plastik-Petrischalen (Durchmesser 10 cm; Fa. Greiner,
Frickenhausen) mit je 10 ml Medium bis zu einer Zelldichte von maximal 10° Zellen/ml
kultiviert. Alle nachfolgenden Schritte wurden bei 4°C durchgefiihrt, um einem
proteolytischen Abbau der Proteine vorzubeugen.

Losungen:

TKM-Puffer: 70 mM KCl

3 mM MgCl,

10 mM Tris-HCI1 pH 7,2
Lysepuffer: 10 mM Tris-HCI pH 7,2



Methoden 44

In die vorgekiihlten Losungen wurde kurz vor der Préparation der Proteaseinhibitor PMSF in
einer Endkonzentration von 1 mM (in EtOH) zugegeben. Das Zellkultur-Medium aus den
dichtbewachsenen Kulturschalen wurde abgegossen und die am Schalenboden als
"Monolayer" anhaftenden Zellen wurden sofort mit 3 ml TKM gewaschen um Reste des
Mediums zu entfernen. Die Zellen wurden mit einem Gummischaber vom Schalenboden
gelost, in 5 ml TKM aufgenommen und in ein Zentrifugenrdhrchen iiberfiihrt. Anschliefend
wurde die Kulturschale nochmals mit 5 ml TKM gespiilt. Die Zellsuspension wurde in einer
Kiihlzentrifuge 5 min bei 3000xg sedimentiert. Das Sediment wurde in 10 ml Lysepuffer
aufgenommen und 10 min auf Eis inkubiert.

Eine kleine Menge der Suspension wurde zur Bestimmung der Kernzahl in eine
Neubauer-Zahlkammer tiberfiihrt. Durch den hypotonischen Lysepuffer schwellen die Zellen
an, was das anschlieBende Aufbrechen der Zellen in einem Glas-Teflon-Homogenisator
erleichtert. Das Homogenisieren wurde unter stdndiger lichtmikroskopischer Kontrolle so
lange durchgefiihrt, bis moglichst alle Zellen aufgeschlossen waren und nur noch die intakten
Kerne vorlagen. Die Suspension wurde in einer Kiihlzentrifuge 20 min bei 5000 xg
sedimentiert. Das Zellkernsediment wurde entweder bei -20°C eingefroren oder sofort
weiterverarbeitet.

3.3.5.1 Mengenbestimmung von Zellkernen in der Neubauer-Kammer

Die Zidhlung von Zellkernen in bestimmter Verdiinnung wurde mikroskopisch mit der
Neubauer-Kammer (oder auch Thoma-Kammer) vorgenommen. Hilt man eine Neubauer-
Kammer gegen das Licht, so siecht man auf dem mittleren Steg ein eingeritztes Kreuz, das bei
mikroskopischer Betrachtung in feinen Linien erscheint. Die eingeritzten Linien schneiden
GroBquadrate aus, die wiederum aus 16 Kleinquadraten bestehen. Der Abstand von einem
Kleinquadrat bis zu dem plan aufgelegten eingeschliffenen Deckglas betrdgt 0,1 mm. Das
Volumen eines Grofquadrates faft 0,1 pl Flissigkeit. Um die Anzahl der angereicherten
Kerne pro ml Suspension zu bestimmen, gilt also : Zahl der Kerne pro Kleinquadrat x 16 x
10* = Zellkerne /ml Suspension.

3.3.6 Dephosphorylierung von Proteinen

Losungen:

Phosphatasepuffer: 10 mM MgCl,
150 mM NacCl
100 mM Tris-HCI, pH 8.8

Die zu dephosphorylierenden Proteine wurden bevor sie in Probenpuffer (3.3.7)
aufgenommen wurden, 1h bei 37°C mit alkalischer Phosphatase (Boehringer) behandelt. Als
Probe fiir ein zweidimensionales Gel (3.3.8) wurden Proteine aus 5x10° Zellkernen (3.3.5) mit
100 U Phosphatase in 1ml Puffer inkubiert.

3.3.7 Eindimensionale SDS-Polyacrylamid Gelelektrophorese

Die eindimensionale Auftrennung von Proteingemischen erfolgte unter denaturierenden
Bedingungen in einem diskontinuierlichen Polyacrylamid-Gelsystem in Gegenwart von SDS.
Die Kombination von Trenngel und Sammelgel, die sich in der Acrylamidkonzentration und
im pH-Wert unterscheiden, ermdglicht eine optimale Konzentrierung und anschlieende
Auftrennung der Polypeptide. Durch den pH-Sprung zwischen beiden Gelen entsteht ein
diskontinuierlicher Spannungsgradient, was zur Folge hat, daB die Proteine beim Ubergang
vom Sammelgel zum Trenngel konzentriert werden.
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Um eine gleichméBige und gute Auftrennung der Polypeptidproben zu erzielen, wurde das
Gel- und Puffersystem nach Thomas und Kornberg (1975) mit einer Acrylamidkonzentration
von 12% benutzt. Fiir die Elektrophorese wurden Plattengelapparaturen der Fa. Gibco BRL
(Miinchen) benutzt.

Losungen (nach Thomas und Kornberg, 1975):

A: 30% Acrylamid-Bis-Losung fiir das Trenngel:
30 g Acrylamid + 0,15 g Bis (N,N’-methylendiacrylamid) auf 100 ml dH,O.
A’: 30% Acrylamid-Bis-Losung fiir das Sammelgel (nach Laemmli, 1970):
30 g Acrylamid + 0,8 g Bis auf 100 ml dH,O.
B: Trenngelpuffer:
3M Tris-HCI, pH 8,8, 0,4% SDS
C: Sammelgelpuffer:
0,75M Tris-HCI, pH 6,8, 0,4% SDS
D: APS, 10% Ammoniumperoxodisulfat-Losung in dH,O
E: Elektrophoresepuffer:

50 mM Tris-HCI, 0,38 M Glycin, 0,1% SDS, pH 8,8

F: Farbelosung:
0,1% Serva Blau R 250 (entspricht Coomassie Brillant Blue),
20% Methanol (techn.), 7,5% Essigsdure

G: Entfarbelosung:
20% Methanol (techn.), 7,5% Essigsdure

H: Probenpuffer (nach Laemmli, 1970):
60 mM Tris-HCI, pH 6,8, 10% Glyzerin, 5% SDS, 10% B-Mercaptoethanol

Zusammensetzung des Trenngeles (12%): Zusammensetzung des Sammelgels (3,9%).
A 16ml A’ 1,3ml

B 10ml C 2,5ml

dH,O 6,2ml dH,O 13,7ml

TEMED 13pul TEMED 10pul

D 400ul D 300ul

Die Trenngellosung wurde gut gemischt und unverziiglich zwischen zwei mit 1% Agarose
abgedichtete, durch Abstandshalter (Spacer) getrennte Glasplatten bis zu einer Hohe von ca.
13 cm gegossen. Zum gleichméBigen Abschlu3 der Polymerisationsgrenze zum Sammelgel
wurde das Trenngel nach dem Eingieen mit dH,O vorsichtig iiberschichtet. Nach ca. 30 min
war die Gellosung vollstandig polymerisiert. Die Geloberfliche wurde mit dH,O gewaschen,
das Wasser vollstindig entfernt und das Gel mit der Sammelgellosung iibergossen.
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Minigele (12%):

Zusammensetzung des Trenngels Zusammensetzung des Sammelgels
A 4ml A’ 0,65ml

B 2,5ml C 1,25ml
dH,O 3,4ml dH,O 3,1ml
TEMED 3,33ul TEMED Sul

D 100ul D 150p1

In die noch fliissige Sammelgellosung wurde luftblasenfrei ein Kamm (15 oder 20 Taschen)
so eingesetzt, da3 der Abstand vom Taschenboden bis zum Trenngel 1,5 cm betrug. Nach 20
min war das Sammelgel polymerisiert, der Kamm wurde langsam herausgezogen und die
Geltaschen mehrmals mit dem entsprechenden Elektrophoresepuffer ausgespiilt.

Die in Probenpuffer (Losung F) aufgenommenen Proben wurden 5 min bei 95°C
denaturiert und kurz in der Tischzentrifuge zentrifugiert (10 min bei 10000 g). Das
Auftragsvolumen betrug 15-20 pl pro Tasche. Zur Molekulargewichtsbestimmung wurden
Referenzproteine von hohem Molekulargewicht (,,High-Marker) und von niedrigem
Molekulargewicht (,,Low-Marker*) aufgetragen (je Spur 1 pl in 14 pl Probenpuffer, Fa. BIO-
RAD, Miinchen).

High-Marker Low-Marker M,
Myosin 200.000
B-Galactosidase 116.250
Phosphorylase B Phosphorylase B 97.400
BSA BSA 66.200
Ovalbumin Ovalbumin 45.000
Karbonat-Anhydrase | 31.000
Trypsin-Inhibitor 21.500
Lysozym 14.300

Tabelle 3.3: Relative Molekulargewichte der Markerproteine (nach Grof3e)

Zur Markierung der Lauffront wurde in die leeren Geltaschen 5 pl Bromphenolblau in
Probenpuffer (F) aufgetragen.

Die obere Elektrophoresekammer wurde an die Kathode eines stabilisierten Netzgerites
angeschlossen, die untere Kammer an die Anode. Die Auftrennung der Proteine erfolgte bei
groflen Gelen iiber Nacht bei 25 mA, bei Minigelen ca. 1h bei 100V. Die Elektrophorese
wurde beendet, als die Bromphenolblaufront etwa 1 cm von der unteren Gelkante entfernt
war. Das Gel wurde an einer Ecke markiert, um das Beladungsschema nachvollziehbar zu
machen. Das Trenngel wurde vom Sammelgel getrennt und in die Férbelosung (Losung G)
iiberfiihrt. Nach einer Inkubation von 2h bei RT konnte das Gel in die Entfdrbelosung
(Losung H) iiberfiihrt werden. Die Gele wurden anschlieBend mit Durchlicht und Gelbfilter
fotografiert. Zur Aufbewahrung wurden die Gele in Haushaltsfolie luftdicht eingeschweil3t
und im Kiihlschrank aufbewahrt.
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3.3.8 Zweidimensionale Gelelektrophorese

Die zweidimensionale gelelektrophoretische Auftrennung von Proteinen erfolgte im
Wesentlichen nach der von O'Farrell et al. (1977) beschriebenen Methode. Die Proteine
werden dabei in der ersten Dimension durch einen pH-Gradienten nach ihrer Ladung
aufgetrennt, in der zweiten Dimension unter denaturierenden Bedingungen nach ihrem
Molekulargewicht.

3.3.8.1 Erste Dimension: NEPHGE

Die Nichtgleichgewichts-pH Gradienten-Gelelektrophorese (NEPHGE) wird vorwiegend zur
Auftrennung basischer Proteine benutzt. Die Proteine wandern dabei jedoch nicht bis zu
threm isoelektrischen Punkt (IEP), da der pH-Gradient bei ldngeren Laufzeiten im alkalischen
zusammenbrechen wiirde und die Elektrophorese daher vor Erreichen des
Gleichgewichtszustandes abgebrochen werden muf3. Die Proteine wandern von der Anode (+)
zur Kathode (-), wobei der Kathodenpuffer alkalisch ist. Die Dauer der Elektrophorese richtet
sich nach der Ladung der aufzutrennenden Proteine. Bei stark basischen Proteinen muf} die
Laufzeit entsprechend verkiirzt werden.

Losungen:
L1 (Lysis-Puffer 1): 9,5 M Harnstoff
0,5% SDS
5% B-Mercaptoethanol
2% Ampholine pH 2-11
12 (Lysis-Puffer 2): 9,5 M Harnstoff
5% (w/w) Nonidet P40
5% PB-Mercaptoethanol
2% Ampholine pH 2-11
J (Uberschichtungslosung): 6 M Harnstoff
5% (w/w) Nonidet P40
1% Ampholine pH 2-11
K (30% Acrylamid-Bis-Losung): 28,38 g Acrylamid
1,62 g Bis auf 100 ml dH,O
L (10% Nonidet P 40): 10 g NP 40 auf 100 ml dH,O
M (Anoden-Elektrophoresepuffer): 10 mM H3POg4
N (Kathoden-Elektrophoresepuffer): 20 mM NaOH
O (SDS-Probenpuffer fiir 2. Dimension): 60 mM Tris-HCI pH 6,8
2% SDS
5% PB-Mercaptoethanol
10% Glyzerin

Die Losungen I1, 12 und J wurden in Portionen bei -20°C eingefroren. Alle iibrigen Losungen
wurden vor Gebrauch frisch angesetzt.
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Die Rundgele wurden in silikonisierte Glasrhrchen mit einer Linge von 13 cm und einem
Innendurchmesser von 3 mm gegossen. Vor dem FEinfiillen der Gelmischung wurden die
Rohrchen am unteren Ende mit mehreren Lagen Parafilm dicht verschlossen.

Zusammensetzung des Rundgels (10 ml Gelmischung, ausreichend fiir ca. 12 Rundgele):

55¢ Harnstoff

1,33 ml Acrylamid-Losung K
2 ml 10% NP 40-Losung L
2ml dH,O

0,5 ml Ampholine pH 2-11
15 pl 10% APS

10 pl TEMED

Ampholine, APS und TEMED wurden erst zugegeben, nachdem der Harnstoff vollstindig
gelost war. Die Gellosung wurde mit einer langen Pasteurpipette luftblasenfrei bis zu einer
Hoéhe von ca. 12 cm in die Glasrohrchen eingefiillt. Die Rundgele wurden mit 50-100 pl
Wasser vorsichtig iiberschichtet und mdoglichst senkrecht gestellt um die gleichméBige
Polymerisation der Geloberflache zu ermdglichen. In der Regel wurden die Gele am Abend
gegossen und polymerisierten {iber Nacht. Danach wurde die Geloberfliche mehrmals mit
Wasser gespiilt, der Parafilm entfernt und das untere Ende der Rohrchen mit Gaze
verschlossen, um ein Herausgleiten der Gele wéhrend der Elektrophorese zu verhindern. Die
Rohrchen wurden in eine Elektrophoresekammer fiir Rundgele eingesetzt und die untere
Pufferkammer mit 20 mM NaOH (Losung N) aufgefiillt.

3.3.8.2 Vorbereitung der Proben

Die aufzutrennende Proteinprobe wurde in Probenpuffer fiir eindimensionale Gele (Losung
H) aufgenommen und durch Kochen gelost. Nach Abkiihlen der Probe wurden die Proteine
durch Zugabe von 9 Volumenteilen Aceton bei -20°C fiir mindestens 3 Stunden oder {iiber
Nacht ausgefillt. Die gefidllten Proteine wurden abzentrifugiert und zweimal mit 90% Aceton
gewaschen. Das unter Stickstoff getrocknete Sediment wurde in 30 pl Lysis-Puffer 1 (I1)
gelost. Nach Zugabe von 30 pl Lysis-Puffer 2 (I12) wurde nicht gelostes Material
abzentrifugiert und die Probe auf das Rundgel aufgetragen.

Die aufgetragene Probe wurde mit 20 pl Losung J {iberschichtet und das Rohrchen bis
zum oberen Rand mit 10 mM H;PO4 (Losung M) aufgefiillt.

Als Farbmarker fiir stark basische Proteine wurde Cytochrom ¢ (IEP > 11) auf ein
separates Rundgel aufgetragen.

Elektrophorese-Bedingungen: obere Kammer: Anode (+)
untere Kammer: Kathode (-)
bei konstanter Spannung: 15 min 200V
30 min 300 V

90-120 min 400 V

Die Elektrophorese wurde beendet, wenn Cytochrom c noch ca. 2 cm vom Gelende entfernt
war. Die Rundgele wurden mit einer wassergefiillten Spritze vorsichtig aus dem Rdhrchen
herausgedriickt und fiir 20 min in Losung O &quilibriert. Der Aquilibrierungspuffer wurde
abgesaugt und die Rundgele entweder sofort auf die Flachgele der 2. Dimension aufgetragen
oder bei -20°C eingefroren.
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3.3.8.3 Zweite Dimension: SDS-Polyacrylamid-Flachgele

Die Flachgele wurden, wie unter 3.3.7 beschrieben hergestellt, jedoch ohne Kdmme zum
Formen von Geltaschen einzusetzen.

Die dquilibrierten Rundgele der ersten Dimension wurden gleichmiBig gestreckt auf die
Oberfliche der Sammelgele gelegt und mit heiler 1% Agarose-Losung in Puffer O
eingegossen, so daf} eine leitende Verbindung zwischen Rundgel und Sammelgel hergestellt
war. Nach Erkalten der Agarose wurde zur Markierung der Lauffront an beiden Seiten des
Gels Bromphenolblau (gelost in Wasser und Glyzerin) aufgetragen.

Elektrophorese-Bedingungen: 16-18 Stunden, 17-18 mA bei konstanter Stromstirke

Nach der Elektrophorese wurden die Flachgele gefarbt und anschlieBend wieder entférbt, wie
unter 3.3.7 beschrieben.

Die Rundgele wurden zur Bestimmung des pH-Gradienten abgetrennt und in 0,5 cm
lange Stiicke zerschnitten. Diese wurden einzeln, mit je ca. 3 ml dH,O in Zentrifugenréhrchen
iiberfiihrt und geschiittelt. AnschlieBend wurde der pH-Wert jeder Probe gemessen.

3.3.9 Elution von Proteinen aus Polyacrylamidgelen

Losungen:

4M NaAcetat

Elektrophoresepuffer ohne SDS (3.3.7)
PBS (3.3.2.1)

Die aus 2D-PAGE Gelen zu isolierenden Proteine wurden durch Western Blot nachgewiesen
(3.3.10). Die auf Rontgenfilm identifizierten Banden wurden den, auf dem Nitrozellulosefilter
gebundenen, durch Tinte gefdarbten Proteine zugewiesen. Durch die relative Lage der
gesuchten Proteine zu allen anderen aufgetrennten Proteinen konnte es nun eindeutig im Gel
identifiziert werden. Dieses wurde dazu mit Natriumacetat gefarbt, da die Coomassiefirbung
nicht reversibel ist.

Die entsprechenden Gelstiicke wurden mit einer Skalpellklinge ausgeschnitten und in
0,5 ml Caps tiberfiihrt. Zur Elution wurden diese mit einer Spritzenspitze oben und unten
durchbohrt und in Centricons (Millipore) gesetzt. Diese wurden in einen entsprechenden
Eluator (Millipore) plaziert und in Elektrophoresepuffer ohne SDS (fillt aus, zur Elution ist
nach der Elektrophorese noch ausreichend in der Probe vorhanden) fiir 2h bei 200V eluiert.
Die Proteine wurden durch den Versuchsaufbau aus den Gelstiicken in den Caps direkt in die
Centricons eluiert, mit denen sie anschlieend gegen PBS dialysiert und konzentriert wurden.
Aus ca. vier 2D-Gelen konnte geniigend Protein eluiert und konzentriert werden um es in
einem Coomassie-gefarbten Minigel sichtbar zu machen.

3.3.10 Inmunblot-Methode (,,semidry“-Elektroblot)

Die biochemische Identifizierung der Antigene erfolgte im Prinzip durch die von Towbin et
al. (1979) beschriebene Immunblot-Methode. Dabei werden Proteingemische durch ein- oder
zweidimensionale Polyacrylamid-Gelelektrophorese aufgetrennt und die Polypeptide danach
elektrophoretisch von den Gelen auf Nitrozellulosefilter iibertragen. Die auf dem
Nitrozellulosefilter immobilisierten Polypeptide werden mit Antikorpern inkubiert. Die
spezifisch gebundenen Antikdrper wurden durch enzymgekoppelte Sekundérantikorper
nachgewiesen.
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Losungen:

Graphitblotpuffer 1: 25 mM Tris
20% Methanol
pH 10,4

Graphitblotpuffer 2: 300 mM Tris
20% Methanol
pH 10,4

Graphitblotpuffer 3: 25 mM Tris
40 mM DL - Norleucin
20% Methanol
pH 9.4

In dieser Arbeit wurde das auf Towbin basierende semi-dry-Verfahren nach Kyhse-Anderson
(1984) angewandt. Nach Beendigung der Gelelektrophorese (siehe 3.3.7 und 3.3.8) wurde das
Gel ausgemessen und im Graphitblotpuffer 3 equilibriert. Ein Nitrozellulosefilter (Schleicher-
Schuell, Dassel) und 18 Filterpapiere fiir Chromatographie (Whatman-Filterpapier,
Schleicher-Schuell, Dassel) wurden auf die MaBle des Gels zugeschnitten. Die Filterpapiere,
die Nitrozellulose und das Gel wurden wie folgt iibereinander geschichtet:

Anode (+)

3x Whatman Puffer 2
3x Whatman Puffer 2
3x Whatman Puffer 1
Nitrozellulose Puffer1
Gel Puffer 3
3x Whatman Puffer 3
3x Whatman Puffer 3
3x Whatman Puffer 3

Kathode (-)

Um ein luftblasenfreies Aufschichten der Lagen zu gewihrleisten, wurde jede Lage mit einem
Zentrifugenr6hrchen auf die jeweilige untere Schicht unter leichten Druck angerollt. Die
Ubertragung der Proteine auf einen Nitrozellulosefilter erfolgte in einer Graphit-Blotkammer.
Der Transfer wurde 2 Stunden bei Raumtemperatur, bei einer konstanten Stromstérke von 0,8
mA/cm® durchgefiihrt. Die Proteine wanderten von der Kathode (Gel) zur Anode (Filter).
Nach Beendigung des Transfers wurde die Nitrozellulose so markiert, da3 das urspriingliche
Beladungsschema des Gels nachvollziehbar blieb.

Zur Kontrolle der Transfereffizienz wurde der Nitrozellulosefilter fiir Imin in Ponceau-
S-Losung inkubiert. Ponceau-S ist ein reversibel bindender Proteinfarbstoff, der nach einer
Inkubation von wenigen Sekunden die Polypeptidbanden rot anfirbt. Vor Entfirben der
Nitrozellulose in PBS (2h, RT) wurden die Spuren mit den Referenzproteinen (siehe 3.3.7)
von den zu untersuchenden Proteinen getrennt. Der Filterstreifen mit den Referenzproteinen
wurde auf einem Whatman Filterpapier luftgetrocknet. AnschlieBend wurde die Nitrozellulose
lh bei RT in einer 10% (w/v) Magermilchpulverlésung (in PBS) inkubiert um unspezifische
Proteinbindungsstellen abzusattigen.
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Der Nitrozellulosefilter wurde kurz in PBS gewaschen, zusammen mit der entsprechenden
Antikorperlosung in Haushaltsfolie eingeschweiit und tiber Nacht bei 4°C auf einen
Drehtisch inkubiert. Ungebundene Antikorper wurden anschlieBend durch Waschen in PBS (3
x 10min) entfernt. Die spezifisch gebundenen Antikdrper wurden mit Hilfe von
enzymgekoppelten (Meerrettich-Peroxidase) Zweitantikdrpern nachgewiesen. Dazu wurde die
Nitrozellulose fiir 1 Stunde bei RT in der Antikorperlosung inkubiert. Es folgten drei
Waschschritte von 10min mit PBS. Die spezifisch gebundenen Antikorper wurden mit dem
»enhanced chemical luminescence-Detektionssystem™ (ECL, Amersham Buchler,
Braunschweig) nach Angaben des Herstellers detektiert.

3.3.10.1 Entfernung der gebundenen Antikorper

Um gebundene Antikérper von der Nitrozellulose zu entfernen wurde diese wie im ECL-
Western Blot-Protokoll vom Hersteller behandelt.

Losungen:

»Stripping-Buffer®: 62,5 mM Tris-HCIL, pH 7,6
100mM B-Mercaptoethanol
2% SDS

TBST: 140 mM NacCl

10 mM Tris-HCL, pH 7,4
0,05% Tween-20

Die Nitrozellulose wurde kurz in TBST gewaschen. AnschlieBend wurde sie fiir 30min bei
50°C im Stripping-Buffer unter leichter Bewegung inkubiert. Nach viermaligem Waschen (je
15min) in grofen Volumina TBST und erneutem Absittigen in der entsprechenden
Absittigungslosung  fiir 1h bei RT konnte die Nitrozellulose wieder mit einem
Primérantikorper inkubiert werden.

3.3.11 Nachweis glykosylierter Proteine mit Weizenkeim-Lektin (WGA)
Aufgrund der spezifischen Bindung von WGA an N-Acetyl-Glucosamin (GIcNAc) konnen

unter Verwendung von Peroxidase-gekoppeltem WGA GIcNAc-modifizierte Proteine auf
Nitrozellulose-Filtern nachgewiesen werden.
Losungen:

Waschpuffer: 2% Polyvinyl-Pyrolidon (PVP40) in PBS

WGA-Peroxidase (Medac, Hamburg)

Peroxidase-Entwicklerlosung: 94 ml Waschpuffer
6 ml 4-Chlor-1-Naphthol in Methanol
20 ],Ll HzOz

Durchfiihrung:

Der Versuchsablauf erfolgte wie beim Immunblot (3.3.10). Nach dem Western Blot wurden
die Filter iber Nacht in Waschpuffer abgeséttigt und am nichsten Tag 1h in WGA-Peroxidase
(1:500 in Waschpuffer) inkubiert. Der Filter wurde anschlieBend 4x10min in Waschpuffer
gewaschen. Die Firbereaktion erfolgte in der Entwicklerlosung.
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3.4 Zellbiologische Methoden
3.4.1 Praparation von Oocyten

Losungen:
MS 222 (3-Aminobenzoesidure-ethylester-methansulfonat): 0,2% in Leitungswasser

Barth-Medium: 90mM NaCl
ImM KCI
0,8mM MgSO,4 x 7 H,O
0,3mM Ca(NOs), x 4 H,O
0,4mM CaCb X 2 HQO
2mM NaHCO;3
10mM Hepes
pH 7,6 eingestellt mit NaOH (Phenolrot als pH-Indikator)

Weibliche Xenopus laevis Frosche wurden in MS 222 betdubt und auf Eis gelegt. Mit einem
kleinen Schnitt wurde die Bauchhdhle gedffnet. Durch diese Offnung wurden Ovarstiickchen
entnommen und in Barth-Medium gelagert. Die Wunde wurde wieder genéht und die Frosche
konnten, nach dem Aufwachen, zuriick in ein Zuchtbecken gegeben werden. Die Oocyten
wurden, bis zur weiteren Verwendung, fiir maximal 2 Tage, in Barth-Medium gelagert.

3.4.2 Manuelle Trennung von Kern und Cytoplasma von Oocyten

Losungen:

3:1-Medium: 4mM NaCl
12mM KCl1
3mM Tris-HCI, pH 7,4

Die Oocyten wurden zur Trennung von Kern und Cytoplasma in 3:1-Medium tberfiihrt. Mit
Uhrmacherpinzetten wurden diese dann vorsichtig aufgerissen und die Kerne freigelegt. Im
Falle einer Protein-Analyse wurden die Kerne sofort in kaltes Ethanol p.a. tiberfiihrt, in dem
die Proteine flir mindestens 2h bei —20°C gefillt wurden.

Das Cytoplasma wurde in ein Eppendorf-Cap iiberfiihrt und durch auf- und
abpipettieren homogenisiert. AnschlieBend wurde dieses in einer Tischzentrifuge bei 11000xg
fiir ca. Smin sedimentiert, um unldsliche Bestandteile, wie z.B. Dotterschollen, zu entfernen.
Der Uberstand, in dem sich die 16slichen Proteine befinden, wurde in das 6fache Volumen
Aceton p.a. tiberfiihrt, in dem die Proteine fiir mindestens 2h bei —20°C gefillt wurden.

3.4.3 Manuelle Isolierung von Kernhillen

Die Methode zur manuellen Isolierung von Oocytenkernhiillen wurde von Krohne und Franke
(1983) beschrieben und wurde freundlicherweise von Prof. Dr. Dabauvalle durchgefiihrt.

Losungen:

3:1 Medium mit MgCl,: (3.4.2)
+ 7mM MgCl,
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Weiblichen Xenopus laevis Froschen wurde, wie unter 3.4.1 beschrieben, Ovar entnommen.
Dies wurde in Barth-Medium gelagert. Vor Gebrauch wurden Oocyten defollikuliert und in
3:1 Medium mit MgCl, iiberfithrt. Mit Uhrmacherpinzetten konnten diese dann vorsichtig
aufgerissen und der Kern dadurch freigelegt werden. Durch auf-und abpipettieren mittels
einer speziellen, selbst hergestellten Pipette, deren Durchmesser an der Saugdffnung kleiner
als ein Kern ist, konnten die Kerne aufgebrochen und Kerninhalt und Kernhiille getrennt
werden.

3.4.4 Mikroinjektion

Die Mikroinjektionen in Kulturzellen und Xenopus Oocyten wurden freundlicherweise von
Dr. Wilma Hofmann und Dr. Andrea Ewald durchgefiihrt (siche Benavente et al., 1989,
Hofmann et al., 2001).

Injiziert wurden gereinigtes xCK19 aus der Gelelution (3.3.9), GST-xCK19 (3.3.2.1)
und His-xCK19 (3.3.2.2). Kulturzellen wuchsen auf markierten Objekttragern. Die in Kerne
und Cytoplasma von Kulturzellen injizierten Proteine sollten mit entsprechenden Antikorpern
in der Immunfluoreszenz detektiert werden. Dazu wurden die Zellen 30min-2h nach der
Injektion wie in 3.6.2 beschrieben prépariert.

Die Proteine wurden auBlerdem in das Cytoplasma von Oocyten injiziert um zu
untersuchen ob sie in den Kern importiert werden. Dazu wurden nach 30min-3h Kern und
Cytoplasma wie in 3.4.2 beschrieben getrennt und Immunblots mit den entsprechenden
Antikorpern durchgefiihrt (3.3.10).

3.5 Proteinanalyse durch Massenspektrometrie

Durch Gelelektrophorese isolierte Proteine wurden durch ,,Peptide mass fingerprinting®
identifiziert. Dazu wurden im Western Blot erkannte Proteine im Coomassie gefarbten Gel
lokalisiert und ausgeschnitten. Von jedem Protein wurde nun massenspektrometrisch ein
charakteristisches Profil (,,fingerprint®) von Peptidmassen erstellt (Durchgefiihrt von Dr. Korf
am DKFZ, Heidelberg).

Die eluierten Proteine wurden durch Trypsin verdaut. Mit einem MALDI-TOF (Matrix-
assisted laser desorption ionization-Time of flight) Massenspektrometer wurden die beim
Verdau eines Proteins entstehenden Peptide durch ihre Masse/Ladung (m/z)-Ratio
charakterisiert. MALDI bezeichnet die Technik zur Herstellung der ionisierten und
gasformigen Peptidmolekiile, die dann bis zu einer bestimmten kinetischen Energie
beschleunigt werden. Kleinere lonen erreichen dadurch ein hohere Geschwindigkeit als grof3e
und werden so frither von einem Detektor erfallt, wodurch ein time of flight (TOF) Spektrum
entsteht. Bei dieser Methode kann mit ein paar hundert Femtomol eines Gel-isolierten
Proteins, dessen Identifizierung durch die folgende Datenbanksuche gelingen.

Die Peptidprofile wurden mit theoretischen Trypsin-Verdaus der xCKI19-
Aminosduresequenzen, bzw. mit den theoretischen Peptidprofilen aller vollstandig bekannten
Proteinsequenzen in einer Internet-Datenbank (MS-Fit) verglichen. Bei einer hohen
Messgenauigkeit von ca. 50 ppm (parts per million), gilt ein Protein bei einer Zuordnung von
mindestens fiinf Peptiden, die mindestens 15% der Proteinsequenz abdecken, als eindeutig
identifiziert. Einzelne, durch den Profilvergleich identifizierte, Peptide wurden zur Kontrolle
sequenziert und bestitigten ausnahmslos den Sequenzvorschlag (Ubersicht zur
Proteomanalyse durch Massenspektrometrie, siche Mann et al., 2001).



Methoden 54

3.6 Mikroskopie

3.6.1 Zellkultur

Kulturzellen (sieche Material 2.1.1) wuchsen 24-48 h auf Deckgldschen (& 12 mm) in
Petrischalen (J 6 cm). Um die Verteilung von Antigenen in segregierten Nukleoli zu
untersuchen, wurden die Zellen vor der Fixierung mit Actinomycin D behandelt um
spezifisch die pol I Transkription zu inhibieren. Dem Medium wurde in PBS geldstes
Actinomycin D (Serva, Heidelberg) in einer Konzentration von 0,5 pg/ml zugesetzt. Die
Zellen wurden der Droge 2-3 h lang ausgesetzt und anschlieend fixiert.

Zur in vivo Expression von GFP und RFP Fusionsproteinen wurden die Zellen mit den
in entsprechende Vektoren (2.2.1.3) klonierten cDNAs (2.2.2 und Tabelle 3.1) transfiziert.
Die Transfektion erfolgte mit dem Lipofectamine™ Reagenz der Firma Invitrogen. Dabei
wird die Vektor-DNA durch Liposomen in die Zelle eingeschleust (Lipofektion) und transient
exprimiert.

Zur Transfektion wuchsen Kulturzellen bis sie 50-80% konfluent waren. Die optimale
Zelldichte kann, vom Zelltyp abhingig, variieren. Eine Gesamtmenge von ca. 1,5 pg DNA
wurde nach Angaben des Herstellers mit Lipofectamine™™ gemischt. Die Zellen wurden fiir
2h bei 37°C mit dieser Losung inkubiert, die danach mit Kulturmedium ersetzt wurde. Die
Zellen wurden in der Regel 24-72h nach der Transfektion auf die Expression der
fluoreszenten Proteine iiberpriift. Eine Expression wurde frithestens 7h nach der Transfektion
beobachtet.

3.6.2 Immunfluoreszenz

3.6.2.1 Fixierung

Die mit Kulturzellen bewachsenen Deckgldschen wurden kurz in PBS gewaschen, um Reste
des Mediums zu entfernen. Sie wurden fiir 10 min bei -20°C in Methanol fixiert, 4 min bei
-20°C in Aceton dehydriert und anschlieend bei Raumtemperatur luftgetrocknet. Alternativ
wurden sie fiir 10 min bei RT mit 2% Formaldehyd fixiert. Die Formaldehyd-Losung wurde
frisch, durch Erhitzen von Paraformaldehyd in PBS, hergestellt. Nach kurzem Waschen in
PBS wurden die Préparate fiir 10 min bei -20°C in Aceton dehydriert und luftgetrocknet.

3.6.2.2 Inkubation mit Antikérpern

Alle Inkubationsschritte wurden bei RT in einer feuchten Kammer durchgefiihrt, um das
Austrocknen der Zellen zu verhindern. 30-40 pl der Antikorperldsung wurden vorsichtig auf
jedem Deckglas verteilt. Nach 25-35 miniitiger Inkubation wurden nicht gebundene
Antikorper in PBS ausgewaschen (2 x 5min). Die Priparate wurden anschlieBend 20 min mit
dem jeweiligen Fluorochrom-gekoppelten sekundiren Antikorper inkubiert. In den letzten 5
min dieser Inkubationszeit wurde zusitzlich das Fluorochrom Hoechst 33258 (5 pg/ml PBS)
zur Markierung der Zellkern-DNA dazugegeben. Danach wurden die Zellen zweimal Smin in
PBS gewaschen, 1min in EtOH dehydriert und luftgetrocknet. Zuletzt wurden die Préparate in
Mowiol (Hoechst) eingebettet.

Zum Nachweis zweier Antigene in der gleichen Zelle wurde eine Doppel-
Immunfluoreszenz durchgefiihrt. Dazu wurden die Priparate wie oben beschrieben in
folgender Reihenfolge inkubiert: 1. Antikorper, DTAF-gekoppelter sekundirer Antikorper, 2.
Antikorper, Texas Red-gekoppelter sekundirer Antikorper, Hoechst 33258.

Durch die Anregung mit UV-Licht wurden die Fluorochrome unter einem
Fluoreszenzmikroskop nachgewiesen.
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3.6.3 Epifluoreszenzmikroskop

Mikroskopiert wurde mit einem Photomikroskop (siehe 2.5) mit Epifluoreszenzoptik und
Selektivfilter fiir Texas-Red-, FITC- und Hoechst-DNA-Fluorochrome. Die Objekte wurden
mit Neofluarobjektiven untersucht.

3.6.4 Konfokales Laserscanning Fluoreszenzmikroskop (CLSM)

Ein konfokales Laserscanning Mikroskop funktioniert im wesentlichen wie ein
herkdommliches Fluoreszenzmikroskop, es lassen sich jedoch Fluoreszenzaufnahmen aus
einem optischen Schnitt des Prédparats herstellen. Bei der Doppelimmunfluoreszenz kann das
ausgestrahlte Licht beider verwendeten Fluorochrome aus derselben Ebene gleichzeitig
aufgenommen werden. Als Lichtquelle wird ein Laserstrahl verwendet, der zeilenweise iiber
das Praparat wandert (,,scanning*) und die Fluorochrome im Objekt zur Fluoreszenz anregt.
Durch den Einsatz zweier konfokaler Lochblenden wird das Fluoreszenzlicht selektiv von der
gewiinschten Ebene gemessen. Es wird auf die empfindliche Fliache eines Photomultipliers
gebiindelt. Dieser wandelt das Licht je nach Intensitét in einen proportionalen Strom um, der
auf elektronischem Weg erfalit und als Bilddaten abgespeichert wird.

3.6.4.1 Mikroskopie lebender Zellen und FRAP-Analyse

Die auf Deckgldschen gewachsenen, GFP und/oder RFP-Fusionsproteine exprimierenden,
Kulturzellen (3.6.1) wurden mit etwas Kulturmedium auf Objekttriger plaziert. Die
Deckgldschen wurden mit Fixogum abgedichtet, so konnten die Zellen ca. 30-60 min bei
Raumtemperatur analysiert werden.

Am CLSM (Leica TCS-SP) wurden die Zellen mit einem 40x Neofluarobjektiv (N.A.
1,25) untersucht. Die Anregung von GFP (auch DTAF bei Immunfluoreszenzen) erfolgte bei
488nm (Ar/Kr Laser, 18mW nominale Ausgangsleistung, pinhole = 1), die von RFP (auch
Texas red) bet 568nm (Ar/Kr Laser, 17 mW nominale Ausgangsleistung, pinhole = 1).
Fluoreszenzsignale beider Wellenldngen wurden simultan aufgenommen (AOTF jeweils
50%), parallel dazu wurde das entsprechende Phasenkontrastbild aufgenommen.

Bei der FRAP (Fluorescent Recovery After Photobleaching)-Analyse wurde ein
einzelnes Bild gescannt (prebleach), gefolgt von einem Bleichpuls von einer Sekunde in
einem Punkt von ~1pm Durchmesser. Fluoreszenzaufnahmen wurden mit einer Laserleistung
von 4% der Intensitdt des Bleichpulses gescannt. Einzelne Aufnahmen wurden in folgenden
Intervallen nach dem Bleichen gemacht: 10x1s, 10x2s, 10x5s, 10-30x10s. Der Verlust an
Fluoreszenzintensitit im gesamten aufgenommenen Bereich betrug generell weniger als 5%.

Daten von zehn Messungen aus drei unabhingigen Versuchen wurden jeweils gemittelt.
Die FRAP-Erholungskurven wurden wie von Phair und Misteli (2000) beschrieben aus
Hintergrund-korrigierten MeBwerten erstellt:

Irel = TOIt / TtIO
wobei
Ie1 : relative Fluoreszenzintensitit, T¢ : Gesamtintensitit (prebleach), T¢ : Gesamtintensitit zum Zeitpunkt t,
Iy : Intensitit im relevanten Bereich (prebleach), I : Intensitit im relevanten Bereich zum Zeitpunkt t.
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4 Abkurzungen

™
®

ug

ul

um

A
Abb.
AMD
AS
ATP
bp
BrUTP
BSA
cDNA
CK
CLSM
cm
CRM1
C-Terminus
ddNTP
DEPC
DFC
dH,0
DMF
DNA
dNTP
DRB
dsDNA
DTAF
DTT
EDTA
EM
EST
EtOH
ETS
Fab

FC

Fib
FISH
FITC
FKS
FLIP
FRAP
g

GC
GDP
GFP

Trademark

registriertes Warenzeichen
Mikrogramm

Mikroliter

Mikrometer

Ampére

Abbildung

Actinomycin D

Aminosduren
Adenosin-Triphosphat

Basenpaare

Brom UTP

Rinderserumalbumin

(zu mRNA) komplementdre DNA
Cytokeratin

Konfokales Laserscanning Mikroskop
Zentimeter

chromosome maintenance region protein
Carboxyl-Terminus
Dideoxy-Nukleosid-Triphosphat
Diethylpyrocarbonat

Dichte fibrillire Komponente
doppelt destilliertes Wasser
Dimethylformamid
Desoxyribonukleinséure
Deoxy-Nukleosid-Triphosphat
5,6-dichloro-1-B-D-ribofuranosylbenzimidazole
doppelstrangige DNA
Dichlorotriazinylaminofluorescein
Dithiotreitol
Ethyldiamintetraessigsdure
Elektronenmikroskopie

Expressed sequence tag

Ethanol

Externer transkribierter spacer
Ig-Fragment (variable Region)
Fibrilldres Zentrum

Fibrillarin

Fluorescent in situ hybridization
Fluoresceinisothiocyanat

Fotales Kédlberserum

Fluorescence loss in photobleaching
Fluorescence recovery after photobleaching
Gramm

Granuldre Komponente
Guanosin-Diphosphat

Griin fluoreszierendes Protein
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GST
GTP

h
HMG
HRP
IF

IF

I¢

Ig

IGC
IGS
ITS

kb

kD

l

LMB
M

mA
mAb
MALDI-TOF
MCS
mg
min

ml

mm
mM
M;
mRNA
mW
MW
MWCO
NDF
NEPHGE
NES
ng
NLS
nm
NMD3
Nop
NOR
NPC
nt
N-Terminus
%)

oD
PAF
PAGE
PBS
PCR

pl

Glutathion-S-Transferase
Guanosin-Triphosphat

Stunde

High mobility group

Meerrettich Peroxidase
Intermedidrfilament

Immunfluoreszenz

Relative Fluoreszenzintensitat
Immunglobulin

Interchromatin granules

Intergenischer Spacer

Interner transkribierter spacer

Kilobasen

Kilodalton

Liter

Leptomycin B

Molar

Milliampere

Monoklonaler Antikorper
Matrix-assisted laser desorption ionization-Time of flight
Multiple cloning site

Milligramm

Minuten

Milliliter

Millimeter

Millimolar

relative Molekularmasse

,messenger RNA

Milliwatt

Molekulargewicht

,molecular weight cut-off™

Nucleolus derived foci
Nichtgleichgewichts-pH Gradienten-Gelelektrophorese
Kernexportsignal (nuclear export signal)
Nanogramm

Kernlokalisationssignal (nuclear localization signal)
Nanometer

Nonsense mediated decay pathway
Nukleoléres Protein

Nucleolar organisator region
Kernporenkomplex (nuclear pore complex)
Nukleotide

Amino-Terminus

Durchmesser

optische Dichte

Polymerase assoziierter Faktor
Polyacrylamid Gelelektrophorese
Phosphat-gepufferte Kochsalzlosung
Polymerase Kettenreaktion
Isoelektrischer Punkt
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pmol
PMSF
PNB
Pol

ppm

PS
RACE
rDNA
RFP
RNA
RNP
RPA
rpm
rRNA
RT
RT(-PCR)
S

SDS

sec
snoRNA
snoRNP
Sp
ssDNA
t

Ta

TBS
TBST
TEMED
TKM
T

Tris
Tween 20
U

UBF
UN
UNK
uv

v

w/v
w/w

Xg

Picomol
Phenylmethylsulfonylfluorid
Prenucleolar body

RNA Polymerase

Parts per million

Peptid Serum

Rapid amplification of cDNA ends
ribosomale DNA

Rot fluoreszierendes Protein
Ribonukleinsdure
Ribonukleoproteinpartikel
Polymerase Untereinheit
Umdrehungen pro Minute
ribosomale RNA
Raumtemperatur

Reverse Transkription
Svedberg-Einheit
Natriumdodecylsulfat

Sekunde

Small nucleolar RNA

Small nucleolar RNP
Spezifischer primer
Einzelstrang DNA

Zeit

Annealing Temperatur
Tris-gepufterte Kochsalzlosung
TBS mit Tween 20

N, N, N’, N’-Tetramethylethyldiamin
Tris-Kalium-Magnesium Puffer
Schmelztemperatur
Tris-(hydroxymethyl)-aminoethan
Polyoxyethylen-Sorbitan Monolaurat
Einheit (Unit)

Upstream binding factor

Uber Nacht

Ubernachtkultur

Ultraviolett

Volt

Gewicht pro Volumen

Gewicht pro Gewicht

fache Erdbeschleunigung
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5 Ergebnisse

5.1 Untersuchung nukleolarer Proteine in lebenden Zellen

Im Verlauf dieser Arbeit wurde eine Kollektion verschiedener nukleoldrer Proteine in
Expressionsvektoren kloniert, um sie als Fusionsproteine mit GFP und dsRed (RFP) in
verschiedenen Kulturzellen zu exprimieren. Die Lokalisierung der chiméren Proteine wurde
mittels konfokaler Laserscanning-Mikroskopie (CLSM) tiberpriift und mit der Verteilung der
entsprechenden endogenen Proteine nach Anfarbung mit geeigneten Antikorpern verglichen.

Durch die Verwendung von rot und griin fluoreszierenden Fusionsproteinen konnte
dann die Verteilung zweier Proteine relativ zueinander in derselben Zelle beobachtet werden.
Das Augenmerk galt hier hauptsdchlich der funktionellen Struktur des Nukleolus, d.h. es
sollte die Architektur dieses Organells zum ersten Mal in der lebenden Zelle visualisiert
werden. Um FCs zu untersuchen, wurden Untereinheiten von pol I verwendet (siehe 1.1.1).
Fibrillarin wurde als das charakteristische Protein des DFC kloniert (siche 1.1.2). B23 ist im
GC konzentriert (siche 1.1.3). Aullerdem sollte die nukleoldre Lokalisation der ribosomalen
Proteine L5 und L10 geklart werden (siehe 1.2.1). Diese Untersuchungen wurden ergénzt
durch die Messung der Mobilitdt einzelner Proteine durch Photobleaching Experimente.
Speziell im Fall von pol I sollte das dynamische Verhalten auch Hinweise auf die Aktivitét
des untersuchten Proteins liefern (siehe 1.3.2).

5.1.1 Fibrillares Zentrum: RNA Polymerase |

RNA Polymerase I (pol I) ist ausschlieBlich im Nukleolus bei der Transkription von
ribosomaler DNA aktiv. Durch licht- und elektronenmikroskopische Immunlokalisation
wurde pol I im FC lokalisiert (siehe 1.1.1).

Bei der Maus besteht das Enzym aus 14 Polypeptiden, von denen einige kloniert
worden sind. Die beiden groBten Untereinheiten (RPA194, RPA116) und RPA/PAFS53 sind
pol I spezifisch, die anderen sind auch Bestandteile von pol II und/oder pol III. Die genaue
Zusammensetzung von menschlichem pol I ist noch nicht bekannt.

5.1.1.1 In vivo Expression von RPA194 und RPA53

Zur Untersuchung der Verteilung von pol I in lebenden Zellen standen zwei klonierte murine
Untereinheiten zur Verfiigung; mRPA194 und mRPA/PAFS3 (siehe 2.2.2). Zusitzlich wurde
ein dem murinen RPA/PAF53 homologes menschliches Protein in GFP/RFP-Vektoren
kloniert und exprimiert. Diese Untereinheit von humanem pol I war bisher nicht
charakterisiert worden. So sollte die funktionelle Homologie mit dem murinen Protein gezeigt
werden, sowie die richtige Expression von Fusionsproteinen verschiedener Spezies in einer
gegebenen Zelle.

Die Konstrukte zeigten in allen verwendeten Kulturzellinien (Maus, Mensch, Affe,
Rattenkénguruh) eine nukleolédre Verteilung in einem grof3em FC (Abb. 5.1) oder in mehreren
kleineren FCs (Abb. 5.2). Die Verteilung von GFP-pol I stimmte mit der von endogenem pol I
iiberein, nachgewiesen durch Immunlokalisation mit pol I-spezifischen Antikérpern (Abb. 5.3
und siche 1.1.1).

Die Verteilung der beiden Untereinheiten RPA194 und RPAS53 stimmte in allen
untersuchten Zellinien {iberein. Die Kolokalisation der beiden Proteine konnte in
kotransfizierten Zellen direkt gezeigt werden (Abb. 5.4).
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mRPA194/ HelLa

mRPA194/ PtK2

mRPA53/ Hep2

hRPAS53/ HelLa

Abb. 5.1: In vivo Expression von GFP-pol 1. Die pol I Untereinheiten wurden als GFP-Fusionsproteine in
verschiedenen Kulturzellinien exprimiert. In dem hier gezeigten Beispiel sind die fluoreszierenden pol I-
Untereinheiten jeweils in einem grolen FC konzentriert (linke Reihe). Die entsprechenden
Phasenkontrastaufnahmen sind in der mittleren Reihe gezeigt, die iiberlagerten Ansichten in der rechten Reihe.
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mRPA194/ HeLa

mRPA194/ PtK2

hRPAS53/ Hep2

mRPA53/ Cos

Abb. 5.2: In vivo Expression von GFP-pol I. In den hier gezeigten Beispiclen sind die GFP-Untereinheiten auf
mehrere distinkte FCs aufgeteilt (linke Reihe). Die entsprechenden Phasenkontrastaufnahmen sind in der
mittleren Reihe gezeigt, die tiberlagerten Bilder rechts.
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mRPA194/ GFP anti-pol I/ Tex

mRPA194/ GFP anti-pol I/ Tex

Abb. 5.3: Kolokalisation von GFP-pol I und endogenem pol 1. (a, b) GFP-mRPA194 Expression in Cos-
Zellen. (a’, b") Immunlokalisation mit pol I-Antikdrper und Texas Red gekoppeltem sekunddren Antikorper. (a”,
b’") Uberlagerung beider Signale zusammen mit der Phasenkontrastaufnahme.

mRPA194/ GFP mRPA53/ RFP

mRPA194/ GFP mRPA53/ RFP

Abb. 5.4: Kolokalisation von mRPA194 und mRPAS3 in lebenden Hep2 und HeLa Zellen. Die mit GFP (a, b)
und RFP (a’, b") markierten pol I-Untereinheiten zeigen die gleiche Verteilung, wie die Uberlagerung der beiden
Signale belegt (2", b"").
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Die in der vorliegenden Arbeit klonierte menschliche cDNA (3.2.3) kodiert fiir ein Protein,
das 75% Identitit und 83% Ahnlichkeit zu mRPAS3 aufweist (Abb. 5.5). Das in vivo
exprimierte Protein kolokalisiert mit den beiden pol I Untereinheiten der Maus (Abb. 5.6).
Dieses Protein kann demnach als das funktionelle menschliche RPA53 Homolog (hRPAS53)
angesehen werden.

hRPAS53 l -~ e m - VAR \WLIGSARWIYCGLAPDELIQIIAVLVQF SNGRKLQEIP GLYM ENKPS TINIREINQRELEVN L gs)
mRPA53 FEIMATLESPGMDDQAGDSFYEIALSARWIAYCGI{PDIIAQISAVLVQF SNGKLQ|YP G|aM RYDIAYN PRISIREY:(RI\YAAETD
hRPAS53 (I WMRLSYVGNNFGTGALKCNWLCRHFVGILNRTSGQMEVYDAELFNMQP LFEDVAAY/EREIN S[e]T)| RIJRIUIDSCIEAFGpY
mRPAS53 PR LSYVGNNFGTGALKCNLLCRHFVGILNRKTSGQMEVYDAELFNMQPLFLADDESIEINE) 3 N IFRIVKIFDSCIEAFGH
hRPAS53 146 K{I33lA PRRMNEIVGRIESLNRE\VARKAAE (YALVSDA:DLQDPEILYLPPCYPDAAKPEDVYSFEDIALSPAEY|
mRPAS53 I YR OKRELNERRMNIS(VGEES LNIIVARAAE] NALVSDA{e}DLQDELYLPPCY/ADAAKPEDVYUFEDILSPAEY|
hRPAS53 226 E SPSEAFRUVTSEILEMIEENSHC 9y LEKSLPEDI#EIRIVRQARMIWF LDyyL I} AHR| RIgSE PHI
mRPAS53 PEYER ALISPSEAFRIGVTSERNILEMIEENSHCERY LKSLPHDIASIRNRQAREIWFLDEL I NORNYTINGISRE s{PHI
hRPAS53 EI I INTRKLLRLFTCLTYNNGRLEINL I SjaiSMid2 IILALHI:FQIDLT WDLKLSERKRMUEIAKRAMRLEKISK)¥#I
mRPAS53 KA INTRLLKOFTCLTYNNGRLNLI SESM:IA S IILALHINNFOQUDLTIALQINDLKLSEKRMMEIAKAMRLEK I SK{e}X
hRPAS53 386 V| GEJE EIyH) o LA FOITEIAL AN IAL T

mRPA53 401 LEDERIAASIER PLPPAQLSDR[ERRREI I

Abb. 5.5: Sequenzvergleich zwischen hRPAS3 und mRPAS3. Die von der cDNA abgeleitete

Aminosduresequenz von hRPAS3 ist mit der Sequenz von mRPAS3 (Hanada et al., 1996) verglichen. Identische
Aminoséuren sind schwarz hinterlegt (75%), ahnliche Aminoséuren sind grau hinterlegt (83%).

mRPA53/ GFP hRPA53/ RFP

hRPA53/ GFP mRPAS53/ RFP

Abb. 5.6: Kolokalisation von mRPAS53 und hRPAS53. Koexpression von GFP-mRPAS53 (a) und RFP-hRPAS3
(a"), bzw. GFP-hRPA53 (b) und RFP-mRPA53 (b") in HeLa-Zellen. Die homologen Untereinheiten
kolokalisieren in den Nukleoli (a”", b"").
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Die mit den pol I-Konstrukten transfizierten Zellen waren teilungsfahig und die GFP/RFP-
Fusionsproteine waren wihrend der Mitose mit den chromosomalen NORs assoziiert (Abb.
5.7), wie auch fiir endogenes pol I gezeigt wurde (siehe 1.3.1).

Abb. 5.7: Pol I-Assoziation mit NORs. Mit mRPAS53-RFP transfizierte PtK2-Zelle in Anaphase. Das
Fusionsprotein ist jeweils, in gleicher dreidimensionaler Position, in dem einzigen NOR pro Chromosomensatz
lokalisiert. (Bei diesen Zellen eines mannlichen Rattenkédnguruhs liegt das NOR auf dem X-Chromosom).

5.1.1.2 FRAP-Analyse

Die Mobilitdt der pol I-Untereinheiten wurde durch FRAP-Analysen untersucht (sieche 1.3.2).
Bisher wurden in der Literatur FRAP-Messungen nur an einigen anderen nukleoldren
Proteinen publiziert (siehe 1.3.2). Darunter befanden sich auch die im Verlauf der
vorliegenden Arbeit klonierten Proteine B23 (Chen und Huang, 2001) und Fibrillarin (Phair
und Misteli, 2000, Dundr et al., 2000, Snaar et al., 2000, Chen und Huang, 2001). Zur
Kontrolle und zum direkten Vergleich der Mobilitdtsmessungen im verwendeten System
wurden daher zunédchst die FRAP-Analysen dieser beiden Proteine durchgefiihrt.

FRAP-Daten werden zur Bestimmung der Diffusionsrate und der mobilen Fraktion
einer Population von GFP-Fusionsproteinen in dem untersuchten Kompartiment(en) der Zelle
herangezogen. Das Schema in Abb. 5.8 verdeutlicht die Interpretation einer aus FRAP-Daten
erstellten Fluoreszenzerholungskurve.

Die FRAP-Analysen von GFP-B23 (Abb. 5.9b) und GFP-Fibrillarin (Abb. 5.9¢) zeigten
in Ubereinstimmung mit publizierten Arbeiten (siche oben und 1.3.2) eine hohe Mobilitit der
Fusionsproteine zwischen Nukleolus und Nukleoplasma. Die Fluoreszenzaufnahmen
dokumentieren die Erholung des GFP-B23-Signals in einem vollstindig gebleichten
Nukleolus (Abb. 5.9a). Nach zwei Minuten ist eine fast vollstindige Erholung des
Fluoreszenzsignals zu beobachten. Die Erholungskurve fiir GFP-B23 erreicht nach zwei bis
drei Minuten ein Niveau von 80-90%. Die Hélfte der urspriinglichen Fluoreszenzintensitit ist
bereits nach 20 Sekunden erreicht (t,,). GFP-Fibrillarin besitzt eine dhnlich groBBe mobile
Fraktion, die Erholung von ~80% ist jedoch schon nach ca. einer Minute erreicht (t,, = 10s).

Die verschiedenen Literaturdaten fiir GFP-Fibrillarin weisen Unterschiede in der Grofle
der immobilen Fraktion auf (0-25%). Der in dieser Arbeit gemessene Wert von ca. 20% liegt
in diesem Bereich. Die Ursache fiir diese Unterschiede ist unklar, da derzeit kein genaues
molekulares Modell der scheinbar immobilen Proteine existiert (siehe 6.1). Die hier gezeigten
Daten stammen aus FRAPs mit menschlichen Zellen, diese Ergebnisse wurden mit allen
verwendeten Zellen unterschiedlicher Organismen reproduziert (Daten nicht gezeigt).
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Bleichpuls
Erholung

N
I immobile Fraktion

mobile Fraktion

Fluoreszenzintensitat (I)

\ /

ot Zeit (t)

Abb. 5.8: FRAP-Schema. Schematische Darstellung einer FRAP-Messung. Die Fluoreszenzintensitét des GFP-
Signals wird in einem bestimmten Volumen der Zelle gemessen (PB, prebleach). Die GFP-Fluoreszenz wird an
dieser Stelle durch einen Laserpuls gebleicht. Ab diesem Zeitpunkt (ty) wird die Erholung des Fluoreszenzsignals
in regelméBigen Zeitabstinden gemessen. Aus der resultierenden Kurve 148t sich der Anteil der mobilen GFP-
Molekiile ablesen. Die Geschwindigkeit, mit der sich die Fluoreszenz erholt, ist ein Mal fiir die Diffusionsrate
des untersuchten GFP-Fusionsproteins. Der Zeitpunkt, zu dem die Halfte der Fluoreszenzerholung (I#2) erreicht

ist (t,), kann zur Bestimmung des effektiven Diffusionskoeffizienten benutzt werden (sieche White und Stelzer,
1999).

1 &
7 0.8 @
5 5
£ 08 E
2 04 S
g 02 -+ B23— g 0.2 — Fibrillarin -
0 T T T T T 0 T T T T T
0 60 120 180 240 300 0 60 120 180 240 300
b Zeit (s) Cc Zeit (s)

Abb. 5.9: FRAP von B23 und Fibrillarin. (a) Die FRAP-Analyse von GFP-hB23 im Nukleolus einer Hep2-
Zelle zeigt den raschen Austausch des Proteins zwischen Nukleolus und Nukleoplasma. Nach wenigen Sekunden
ist eine Akkumulation von GFP-B23 im Nukleolus zu beobachten. Nach zwei Minuten hat sich die nukleolére
Fluoreszenz praktisch komplett erholt. (b) Mobilitit von GFP-hB23 in menschlichen Zellen (Hep2, HeLa). Die
Erholung der Fluoreszenz ist nach ca. zwei Minuten praktisch komplett. (t,, = 20s). (c) Mobilitit von GFP-hFib
in menschlichen Zellen. Die Erholung der Fluoreszenz erreicht nach ca. 60s ein Plateau bei ca. 80%. (t,, =~ 10s).
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Die Mobilitdt von GFP-RPA194 und GFP-RPAS53 wurde in verschiedenen Kulturzellinien
gemessen. Fiir beide pol I-Untereinheiten wurde eine deutlich geringere Mobilitdt als bei
Fibrillarin und B23 gemessen (Abb. 5.10a, b). In Nukleoli proliferierender Zellen erreichte
die Fluoreszenzintensitdt beider pol I-Untereinheiten nach ca. 5 min ein Plateau von ~50-60%
des Ursprungwerts. Die beiden GFP-Proteine unterschieden sich jedoch in der anfidnglichen
Erholungsrate. Die GFP-RPAS53 Kurve zeigt innerhalb der ersten Minute eine schnellere
Erholung als die von GFP-RPA194 (Abb. 5.10d, e, blaue Kurven).

Die gemessenen FRAP-Daten der GFP-pol I-Untereinheiten waren unabhédngig von der
Struktur des Nukleolus (sieche Abb. 5.1-5.2), d.h. FRAPs von pol I in kompakten FCs (Abb.
5.10a) und in Nukleoli mit dispersen FCs (Abb. 5.10b) zeigten identische Erholungskurven.
Auch die FRAP-Messungen in Zellen unterschiedlicher Spezies ergaben die gleichen
Ergebnisse (die Beispiele in Abb. 5.10 zeigen (a) Cos-, (b) PtK2- bzw. (¢) Hep2-Zellen).

Die Mobilitit der pol I-Untereinheiten wurde in Nukleoli von normalen teilungsaktiven
Zellen und von AMD-behandelten Zellen verglichen (Abb. 5.10d, e, rote Kurven). Durch
Zugabe von geringen AMD-Mengen zum Medium (0,05 pg/ml) wurde spezifisch die pol I-
Transkription gehemmt (Pifiol-Roma und Dreyfuss, 1991). In Abb. 5.10c ist die
Fluoreszenzerholung in einem nach AMD-Behandlung segregierten Nukleolus zu den jeweils
angegebenen Zeitrdumen nach dem Bleichen gezeigt.

AMD verhindert durch die Bindung an die rDNA die FElongation des
Transkriptionskomplexes (Simard et al., 1974, sieche auch 1.3.2). Erwartungsgemill war
deshalb die Mobilitdt der GFP-RPAs bei den nach AMD-Behandlung segregierten Nukleoli
deutlich erhoht. Die mobilen Fraktionen vergroBerten sich auf ca. 80% bei GFP-RPA194 und
auf 100% bei1 GFP-RPAS53. Die Erholung der nukleoldren Fluoreszenz erreichte hier jeweils
nach ca. drei Minuten ein Plateau. Die Erholungsrate ist damit im Vergleich zu anderen
nukleoldren Proteinen immer noch niedriger (siche oben).

Die anfingliche FRAP-Rate der GFP-RPAs in transkriptionsgehemmten Nukleoli (t,
ca. 20s) ist vergleichbar mit der von B23 (zu FRAP nach AMD-Behandlung siehe Chen und
Huang, 2001, 1.3.2). Dies weist darauf hin, daf die Diffusionsrate beim Influx der einzelnen
pol I Untereinheiten im Nukleolus dhnlich hoch ist. Die anschlieBende Assoziation mit
Komplexen im FC (siehe 1.3.2) resultiert in einer insgesamt verminderten Mobilitédt. In
aktiven Nukleoli wird diese durch die Dauer der Transkription deutlich verringert.
Interessanterweise ist in transkribierenden Nukleoli ein Unterschied zwischen RPA194 und
RPAS53 zu sehen. Wihrend die beiden Untereinheiten insgesamt eine dhnliche Dynamik
zeigen, erholt sich die GFP-RPAS3 Fluoreszenz (t,, ca. 30s) anfianglich schneller als die von
GFP-RPA194 (t, ca. 90s). Dies konnte auf unterschiedliche Funktionen im
Transkriptionskomplex hinweisen (siehe 5.1).

Zur genauen Interpretation der FRAP-Daten sind exaktere Modelle der molekularen
Prozesse im Nukleolus notwendig (siehe 6.1). So ist die Tatsache, dal die GFP-pol I-
Untereinheiten eine immobile Fraktion von ca. 50% aufweisen, nicht direkt erkldrbar. Diese
Fraktion konnte z.B. mit dem inaktiven Teil der pol I Molekiile zusammenhédngen (zu
Alternativen siehe 6.1). Schitzungsweise sind mehr als 50 % der rDNA Gene (Jackson et al.,
1998) und der pol I Molekiile (Lampert und Feigelson, 1974) inaktiv. Im Gegensatz zu den
durch AMD-Behandlung segregierten Nukleoli konnte der inaktive Teil in normalen Nukleoli
gebunden bleiben (siche Carmo-Fonseca et al., 2000 und 6.1), &dhnlich wie die
Transkriptionskomplexe wihrend der Mitose in den NORs (1.3.1). Um dies zu iiberpriifen, ist
der Vergleich mit Mobilitdtsmessungen in NORs nétig, die bisher noch technische
Schwierigkeiten bereiteten.
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Abb. 5.10: FRAP-Analyse von pol I. (a) FRAP von GFP-mRPA194 in einem kompaktem FC. (b) FRAP von
GFP-hRPAS53 in einem Nukleolus mit mehreren FCs. (¢) FRAP von GFP-mRPA194 in einem nach AMD-
Behandlung segregierten Nukleolus. (d) Vergleich der Mobilitdit von GFP-mRPA194 in aktiven (blaue Kurve)
und nach AMD-Behandlung segregierten Nukleoli (rote Kurve). In aktiven Nukleoli erreicht die
Fluoreszenzerholung nach ca. 5 min 50%. Nach inhibierter pol I-Transkription ist die Mobilitdt des Proteins
deutlich erhdht. Nach ca. 3 min ist ein Plateau bei 75-80% erreicht. (e) Vergleich der Mobilitdt von GFP-
hRPAS3 in aktiven (blaue Kurve) und segregierten Nukleoli (rote Kurve). Auch hier zeigt sich eine deutlich
erhohte Mobilitét der Untereinheit in inaktivierten Nukleoli. In aktiven Nukleoli erreicht die Erholung nach ca. 5
min 50-60%, vergleichbar mit RPA194, allerdings ist die anfiangliche Erholung im Vergleich schneller. In AMD
behandelten Zellen ist die Fluoreszenz nach ca. 3 min vollstindig erholt, ebenfalls vergleichbar mit RPA194,
allerdings ist praktisch keine immobile Fraktion von GFP-RPAS53 vorhanden.
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5.1.1.3 Koexpression von pol | und Fibrillarin

Die topologische Anordnung der Substrukturen des Nukleolus sollte durch die Expression
von ,Marker“-Proteinen in lebenden Zellen visualisiert werden. Fibrillarin ist das
charakteristische Protein der dichten fibrilldiren Komponente (DFC, Ochs et al., 1985). Dort
ist es direkt an mehreren posttranskriptionellen Prozessen beteiligt, darunter pra-rRNA
Prozessierung, pra-rRNA Methylierung und Zusammenbau von prid-Ribosomen (Tollervey et
al., 1993, Venema und Tollervey, 1999). Fibrillarin ist Bestandteil des U3 snoRNPs, das beim
ersten Prozessierungsschritt am 5'ETS des entstehenden rRNA-Transkripts beteiligt ist (Kass
et al., 1990). Dadurch ergibt sich ein besonderes Interesse an der gleichzeitigen Lokalisierung
von pol I im FC (siehe oben) und Fibrillarin im DFC, um die Grenze zwischen diesen
Kompartimenten in lebenden Zellen zu untersuchen (siehe 1.1.1-1.1.2). Lazdins et al. (1997)
haben aus FISH-Analysen gefolgert, dal sich das 5°-Ende des naszierenden pra-rRNA-
Transkripts in lichtmikroskopisch sichtbarer Entfernung von der rDNA befindet (mindestens
0,2-0,5 pm). Daher war es wichtig, in der vorliegenden Arbeit den Transkriptionsort der
rDNA (FC) und die Lokalisation der ersten Prozessierungsschritte im DFC in lebenden Zellen
relativ zueinander sichtbar zu machen.

Die ¢cDNA humanen Fibrillarins wurde in GFP- und RFP-Vektoren kloniert. Die
exprimierten Fusionsproteine wurden in AMD-behandelten segregierten Nukleoli im DFC des
Nukleolus lokalisiert (sieche Abb. 5.14 und 5.15), ebenso wie die entsprechenden endogenen
Proteine, nachgewiesen durch Immunfluoreszenz. Das hochkonservierte Protein zeigte
erwartungsgemél in allen hier verwendeten Zellinien dieselbe Lokalisation und Dynamik
(siehe auch 5.1.1.2). Die transfizierten Zellen waren teilungsfahig und GFP/RFP-Fibrillarin
war wihrend der gesamten Mitose mit der Chromosomen-Peripherie assoziiert (Abb. 5.11
und 5.16). Diese Lokalisation entspricht der beschriebenen Fibrillarin-Verteilung wihrend der
M-Phase (sieche 1.3.1, Gautier et al., 1992, Gautier et al., 1994, Hernandez-Verdun und
Gautier, 1994, Dundr et al., 1997).

Abb. 5.11: In vivo Expression von RFP-Fibrillarin wihrend der Mitose. Transfizierte Hep2-Zelle in der
Metaphase (Mitte). RFP-Fibrillarin bleibt wihrend der Mitose an der Chromosomen-Peripherie lokalisiert.

Nach Kotransfektion von pol I-Untereinheiten (RPA194 oder RPAS3, siehe 5.1.1.1) und
Fibrillarin erschienen die pol I und Fibrillarin enthaltenden Strukturkomponenten des
Nukleolus als eng benachbarte, aber raumlich getrennte Kompartimente (Abb. 5.12 und 5.13).
GFP-pol I zeigte die bekannte Verteilung in einzelnen kompakten fibrilldren Zentren (Abb.
5.12) oder mehreren FCs (Abb. 5.13).
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hRPA53/ GFP hFib/ RFP

mRPAS53/ GFP hFib/ RFP

Abb. 5.12: Koexpression von pol I und Fibrillarin in kompakten Nukleoli. (a-a"") Mit GFP-hRPAS53 (a) und
RFP-hFibrillarin (a") kotransfizierte Hep2-Zelle. (b-b"") Mit GFP-mRPA53 (b) und RFP-hFibrillarin (b")
kotransfizierte Cos-Zelle. (2" und b"") Die pol I-Untereinheiten sind jeweils in einem kompakten FC
konzentriert. RFP-Fibrillarin ist im DFC lokalisiert und umgibt die FCs, die in (a”) und (b") ausgespart sind.

In beiden Fillen gab es keine Kolokalisation von pol I und Fibrillarin. Pol I war in den
kleinen runden FCs lokalisiert, die von dem Fibrillarin-enthaltendem DFC umgeben waren.
Die FCs waren in den kompakten Nukleoli deutlich vom RFP-Fibrillarin ausgespart (Abb.
5.12, siehe auch die 3D-Darstellung solcher Fluoreszenzaufnahmen in Abb. 1.1 und Abb.
6.2). In Nukleoli mit zahlreichen kleineren FCs zeigten pol 1 und Fibrillarin eine, auch vom
Zelltyp abhingige, variablere Verteilung ohne erkennbare Kolokalisation. Die kleineren FCs
waren hier je nach aufgenommener Ebene ebenfalls als Fibrillarin-freie Bereiche zu erkennen
(Abb. 5.13).

Diese Ergebnisse belegen zum ersten Mal in lebenden Zellen die Lokalisation von
RNA-Polymerase I im direkten Vergleich zur Verteilung des DFC-Proteins Fibrillarin. Es
konnten also die nukleoldren Kompartimente der rDNA-Transkription (das fibrilldre
Zentrum) und der rRNA-Prozessierung (die dichte fibrillire Komponente) lichtmikroskopisch
als distinkte Komponenten in vivo visualisiert werden. Die beobachtete Abgrenzung der
nukleoldren Kompartimente entspricht den in elektronenmikroskopischen Praparaten meist
deutlich erkennbaren Strukturen (siehe 1.1).

Alle in 5.1.1 beschriebenen Ergebnisse stimmen mit bisherigen Untersuchungen in
fixierten Zellen iiberein, in denen durch Antikorper gegen pol I, UBF und DNA, durch
BrUTP Einbau und FISH (fluorescent in situ hybridization) die FCs als Ort der
transkriptionell aktiven rRNA Gene identifiziert wurden (sieche Mais und Scheer, 2000). Da
alle Untersuchungen in der vorliegenden Arbeit mit lebenden Zellen durchgefiihrt wurden,
sind mogliche Artefakte durch die verschiedenen Fixierungs- und Nachweismethoden
ausgeschlossen.
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Abb. 5.13: Koexpression von pol I und Fibrillarin in Nukleoli mit mehreren FCs. (a-a’) Mit GFP-
Fibrillarin (a) und RFP-mRPAS3 (a”) kotransfizierte HeLa-Zelle. (b) HeLa-Zelle mit GFP-mRPA194 und RFP-
Fibrillarin transfiziert. (c) Hep-Zelle mit GFP-hRPAS53 und RFP-Fibrillarin transfiziert. (d) Mit GFP-mRPA194
und RFP-Fibrillarin kotransfizierte PtK-Zelle. In allen Zellen gibt es Unterschiede zwischen pol I und Fibrillarin.
In (a”") sind mehrere durch pol I markierte FCs zu sehen, die konzentrisch vom Fibrillarin-positiven DFC
umgeben sind. Die von GFP-Fibrillarin ausgesparten Bereiche entsprechen den RFP-pol I markierten FCs (a").
Ein vergleichbares Verteilungsmuster zeigen auch die Beispiele (b-d), allerdings sind in diesen Fillen nur die
Uberlagerungen abgebildet.

5.1.2 Dichte fibrillare und granulare Komponente: Fibrillarin, B23 und
ribosomale Proteine

Zur Untersuchung der Kompartimente DFC und GC wurde neben Fibrillarin das im GC
lokalisierte nicht-ribosomale Protein B23 (NO38 bei Xenopus) in GFP- und RFP-Expressions-
vektoren kloniert. Zusédtzlich wurden die ribosomalen Proteine L10 und S14 kloniert, um
deren Verteilung zu untersuchen. AuBBerdem stand GFP-L5 zur Verfiigung (2.2.2).

5.1.2.1 Koexpression von Fibrillarin und B23

Zunéchst sollte die Anordnung der nukleoldren Strukturen DFC und GC in lebenden Zellen
iiberpriift werden. Obwohl die Kompartimente in elektronenmikroskopischen Aufnahmen
meist deutlich voneinander getrennt sichtbar sind und der Ubergang wahrscheinlich einem
bestimmten Schritt beim Zusammenbau der prd-Ribosomen entspricht (siche Goessens, 1984,
Hiigle et al., 1985a), sind sie in der Immunfluoreszenz hdufig kaum unterscheidbar, da sie eng
miteinander verzahnt sind.

Die Proteine Fibrillarin und B23 waren in lebenden Interphase-Zellen heterogen verteilt
(Abb. 5.14a-a""). Obwohl es Unterschiede in der Fluoreszenz der beiden Fusionsproteine gab,
waren die Grenzen zwischen DFC und GC in der Uberlagerung nicht so deutlich zu erkennen
wie die zwischen FC und DFC (Abb. 5.14a"’, vergleiche Abb. 5.12 und 5.13).
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Ublicherweise wird deshalb die Lokalisation von DFC- und GC-spezifischen Proteinen
mittels Immunfluoreszenz an segregierten Nukleoli durchgefiihrt. Nach Inhibition der pol I-
Transkription durch Actinomycin D trennen sich FC und DFC in zwei kompakte,
aneinandergrenzende Doménen, die bereits im Lichtmikroskop erkennbar sind (Jordan und
McGovern, 1981).

Unter diesen Bedingungen wurden die koexprimierten Proteine Fibrillarin und B23
deutlich getrennt in DFC (RFP-Fibrillarin) und GC (GFP-B23) lokalisiert (Abb. 5.14b-b"").
Die hier gezeigte Verteilung dieser beiden Proteine entspricht ebenfalls den Ergebnissen aus
Immunlokalisationen (nicht gezeigt).

hFib/ RFP hB23/ GFP

hFib/ RFP-hB23/ GFP

Abb. 5.14: Koexpression von Fibrillarin und B23. (a) RFP-Fibrillarin und (a”) GFP-B23 in einer kotrans-
fizierten Hep2-Zelle. (a’") In der Uberlagerung ist eine rdumliche Unterscheidung kaum méglich. (b-b"") A6-
Zellen mit RFP-Fibrillarin und GFP-B23 transfiziert. Die Zellen wurden mit Actinomycin D behandelt, um spe-
zifisch die pol I Transkription zu inhibieren. (b") DFC und GC sind in den segregierten Nukleoli als helle bzw.
dunkle Phasenkontrast-Strukturen zu erkennen. (b"") RFP-Fibrillarin ist im DFC lokalisiert, GFP-B23 im GC.

5.1.2.2 Ribosomale Proteine

Der zeitliche und rdumliche Zusammenbau der ribosomalen Proteine mit der prd-rRNA ist
nicht im Detail bekannt (siehe 1.1.3). Die Lokalisierung ribosomaler Proteine sollte in vivo
direkt mit der anderer nukleoldrer Proteine verglichen werden (siehe oben). Dadurch sollten
Anbhaltspunkte fiir den Ort und Zeitpunkt der Integration ribosomaler Proteine erhalten
werden (siehe 6.2).
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In Abb. 5.15 ist die Koexpression von RFP-Fibrillarin und dem ribosomalen Protein GFP-L5
in menschlichen Zellen gezeigt. Das Fibrillarin-positive DFC umgab die fibrilliren Zentren,
die bei geeigneter Schnittebene als ausgesparte Bereiche sichtbar sind (Abb. 5.15a, vergleiche
Abb. 5.13). Der von L5 markierte Bereich (b) umgab wiederum das DFC, wobei die beiden
Proteine in einem Ubergangsbereich kolokalisierten (Abb. 5.15a”", vergleiche Abb. 5.13a"").
In segregierten Nukleoli wurde GFP-LS5 eindeutig in der granuldren Komponente lokalisiert
(Abb. 5.15b-b""). In allen GFP-L5 exprimierenden Zellen war das ribosomale Protein sowohl
im Nukleolus als auch im Cytoplasma lokalisiert (siche Abb. 5.15 und 5.19).

hFib/ RFP hL5/ GFP

hFib/ RFP-hL5/ GFP

Abb. 5.15: Koexpression von Fibrillarin und LS. (a-a"") Koexpression von RFP-Fibrillarin und GFP-L5 in
einer HeLa-Zelle. (b-b"") In den segregierten Nukleoli ist RFP-Fibrillarin im DFC lokalisiert und GFP-L5 im
GC.

Die interessante, unterschiedliche Lokalisation der beiden Proteine in der Telophase ist in
Abb. 5.16 dokumentiert (siche auch 5.1.1.3). Wéhrend Fibrillarin mit den Chromosomen
assoziiert ist (siche auch Metaphase in Abb. 5.11), ist L5, charakteristisch fiir ein ribosomales
Protein, in der gesamten Zelle verteilt. Beide Proteine sind in dieser Phase zusétzlich in
einigen NDFs (nucleolus-derived foci) lokalisert (siehe 1.3.1).

Zusammenfassend 148t sich festhalten, dafl ein mit GFP fusioniertes ribosomales Protein
wie das entsprechende endogene Protein in den Nukleolus importiert und offenbar in die
Priribosomen integriert wird. Der Ort der Integration des Proteins LS5, das relativ friih in die
naszierende pri-ribosomale 60S Untereinheit eingebaut werden soll (siehe 1.1.3), ist die
granulire Komponente, bzw. der Ubergangsbereich zwischen DFC und GC. Die GFP-L5
enthaltenden Ribosomen werden in das Cytoplasma exportiert und sind vermutlich
funktionsfahig, da sie das Wachstum und die Lebensfdhigkeit der transfizierten Zellen nicht
einschrianken (siehe Abb. 5.15a" und b, 5.16b).
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hFib/ RFP hL5/ GFP

Abb. 5.16: Fibrillarin und L5 wihrend der Mitose. Koexpression von RFP-Fibrillarin und GFP-LS5 in einer
HeLa-Zelle in Telophase. RFP-Fibrillarin ist noch mit den Chromosomen assoziiert (a), wiahrend GFP-L5
dispers in der Zelle verteilt ist (b). Beide Proteine kolokalisieren in einigen NDFs (c, Pfeile).

Im Verlauf dieser Arbeit wurden zwei weitere ribosomale Proteine (L4 und L10) kloniert, von
denen bekannt war, daB3 sie relativ friih (L4) bzw. spét in die entstehenden Pridribosomen
integriert werden. L4 bindet bereits an die naszierenden pra-rRNA-Transkripte (Chooi und
Leiby, 1981) und sollte somit einen geeigneten ,,Marker* darstellen, um die topologische
Verteilung der naszierenden Transkripte in vivo zu untersuchen.

GFP-L4 wurde wie LS5 in Nukleolus und Cytoplasma lokalisiert (Abb. 5.17a). Nach
Behandlung der Zellen mit AMD wurde das Fusionsprotein iiberraschenderweise ebenfalls in

hL4/ GFP-Fib/ Texas red

Abb. 5.17: Expression von GFP-hL4. (a-a") In Interphase Hep2-Zellen ist das ribosomale Protein in Nukleolus
und Cytoplasma lokalisiert. (b-b") Fibrillarin-Immunfluoreszenz (rot) mit GFP-L4 transfizierten und AMD-
behandelten Hep2-Zellen. GFP-L4 ist auschlieBlich im GC lokalisiert (griin).
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der granuldren Komponente lokalisiert. Abb. 5.17b zeigt die eindeutig von Fibrillarin
getrennte Lokalisation in den segregierten Nukleoli. Daher kann GFP-L4 nicht ohne weiteres
als DFC-Marker verwendet werden. Es bleibt zu kldren ob die fritheren EM-Daten richtig sind
(Chooi und Leiby, 1981). Andererseits kann nicht ausgeschlossen werden, dal} die pra-rRNA-
Transkripte nach AMD-Behandlung weiter prozessiert und mitsamt den gebundenen
Proteinen in die granulire Komponente transferiert werden, wo sie als stabile
Intermedidrprodukte akkumulieren (sieche Puvion-Dutilleul et al., 1997, Puvion-Dutilleul et
al., 1992).

Das Protein L10 ist peripher mit Ribosomen assoziiert und wurde durch indirekte
Immunfluoreszenz ausschlieBlich im Cytoplasma lokalisiert. Daraus wurde geschlossen, daf3
L10 als eines der wenigen ribosomalen Proteine erst im Cytoplasma an die 60S Untereinheit
bindet (Kruiswijk et al., 1978, Nguyen et al., 1998, siche 1.2.1). Andererseits wurde bei der
Hefe gezeigt, dal das Protein am Export von 60 S Untereinheiten aus dem Zellkern beteiligt
ist und dort unter experimentellen Bedingungen auch akkumulieren kann (Gadal et al., 2001b,
Karl et al., 1999, siehe 1.2.1). Daher war es wichtig, die intrazelluldre Verteilung von L10
eindeutig zu kliren.

Zur Untersuchung von Transportprozessen stellen Xenopus laevis Oocyten ein
hervorragendes Modellsystem dar. Zur Verwendung in zukiinftigen Experimenten wurde
daher neben dem menschlichen Protein auch das L10 Homolog von Xenopus kloniert (xL10).
Die noch nicht charakterisierte Sequenz wurde von EST-Klonen abgeleitet (siche Methoden)
und ist zu 94% mit hL10 identisch (Abb. 5.18). Die beiden Proteine zeigten sowohl in
menschlichen als auch in Xenopus-Zellen bei allen Versuchen die gleiche rdumliche
Verteilung.

Xenopus AIMGRRPARCYRYCEKNKPYPRSRFCRGVPD|JRIRIFDLGRKKARVDEFPLCGHMVSDEYEQL
Mensch fAEMGRRPARCYRYCEKNKPYPRKSRFCRGVPDI\RIRIFDLGRKKARVDEFPLCGHMVSDEYEQL
Hefe fAEM/\RRPARCYRYORKNKPYPKSR)IRINVPDEKIRIPDLGISKKAPWVDEFPLC\YHIFVS|EIFEQL
Xenopus [} SSEALEAARICANKYMVKSCGKDGFHIRVRLHPFHVRYRINKMLSCAGADRLQTGMRGAF
Mensch (MM SSEALEAARICANKYMVKSCGKDGFHIRVRLHPFHVPSRINKMLSCAGADRLQTGMRGAFG
Hefe (¥ S SEALEAARICANKYMIEREGEIDI\VFHIARVRHPFHVIARINKMLSCAGADRLQFGMRGAG

Xenopus IWARRPQOGTVARVIIGQVIMSIRTKIWONREHVIEALRRAKFRKFPGRQKIHISKK)JGFTRKFNAD)S
Mensch IVAEIRPQGTVARVEIIGQVIMSIRTKIFQONKEHVIEALRRAKFRFPGRQKIHISKKWGFTKFNADE

Hefe AR PEIGIFVAR VNI GQIfFS|GR TRPEINKBYS VI EFLRRAEFIKF PGFQK If§AS KKWGF TN LYIE
Xenopus 181 EMIFAEKRLIPDGCGVKYIPURGPLDKWRARHE V. CEEEEEY
Mensch 181 IM(YWAEKRLIPDGCGVRKYIPKRGPLDRKWRAIMHEEEEEEEEY
Hefe 181 YLKKREAGEVKDPAF\PIFLSKK[SIIENNIREFPEYFAAQA

Abb. 5.18: Sequenzvergleich von L10 aus Mensch, Xenopus und Hefe. Die von der cDNA abgeleiteten
Aminosduresequenz von xL10 (siche Methoden) zeigt gegeniiber hL10 96% Ahnlichkeit. Hefe-L10 zeigt
gegeniiber den anderen beiden Sequenzen 78% Ahnlichkeit. Identische Aminosiuren sind schwarz hinterlegt,
dhnliche Aminosduren sind grau hinterlegt.
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In lebenden Zellen zeigte GFP-L10 unterschiedliche Verteilungen (Abb. 5.19). Meistens war
eine ausschlieBlich cytoplasmatische Lokalisation zu beobachten (Abb. 5.19a, a"). In einigen
Féllen wurde allerdings eine nukleoldre Akkumulation von L10 beobachtet. In manchen
Zellen war das Protein zusétzlich zur reguldren cytoplasmatischen Verteilung im Nukleolus
lokalisiert (Abb. 5.19b, b"). In weiteren Féllen war kein cytoplasmatisches Protein
nachweisbar und GFP-L10 war sowohl im Nukleolus als auch im Nukleoplasma lokalisiert.
Das nukleoplasmatische L10 war dabei meist in mehreren extranukleoldren Foci lokalisiert
und zusétzlich in unterschiedlicher Quantitét im Nukleoplasma verteilt (Abb. 5.19c, ¢”). Die
Ursachen fiir diese Verteilungen sind noch unklar. Es bleibt nachzuweisen ob durch die
Uberexpression des Fusionsproteins der Export desselben, zumindest von iiberschiissigem
GFP-L10 (Abb. 5.19b), blockiert wird.

Abb. 5.19: In vivo Expression von GFP-L10. GFP-hL10 Lokalisation in lebenden Hep-Zellen. (a, a”) L10 ist
ausschlieBlich im Cytoplasma nachweisbar. (b, b") GFP-L10 wird in zwei Zellen im gleichen Malle im
Cytoplasma exprimiert. Das Fusionsprotein ist in einer Zelle zusétzlich im Nukleolus lokalisiert, in der anderen
nicht im Zellkern nachzuweisen. (c, ¢”) Nukleoldre und nukleoplasmatische Akkumulation von GFP-L10 ohne
nachweisbare cytoplasmatische Lokalisation.
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Nach Fixierung der Zellen in Methanol/ Aceton ergab sich ein etwas anderes Bild. Unter
diesen Bedingungen war GFP-L10 bei ca. 50% der Zellen sowohl im Nukleolus als auch im
Cytoplasma lokalisiert (Abb. 5.20a, 5.22¢). Diese Verteilung war also deutlich hdufiger zu
sehen als in lebend beobachteten Zellen (sieche Abb. 5.19b). Sie entsprach exakt derjenigen
des ribosomalen Proteins L5 (Kotransfektion in Abb. 5.20, sieche auch Abb. 5.15).

Abb. 5.20: Verteilung von L10 in fixierten Zellen. (a) RFP-xL10 ist nach der Fixierung von transfizierten A6-
Zellen im Nukleolus sowie im Cytoplasma nachweisbar. (b) Die Verteilung des Proteins stimmt mit der GFP-
hL5 Expression iiberein. (c) Die Uberlagerung der beiden Aufnahmen zeigt die Kolokalisation der beiden
Proteine im Nukleolus und im Cytoplasma.

Diese Ergebnisse weisen darauf hin, dal L10 doch im Nukleolus mit der 60 S Untereinheit
assoziiert und sich sehr dynamisch verhilt. Moglicherweise ist die nukleoldre Konzentration
des Proteins im FlieBgleichgewicht zu gering, um es in der Fluoreszenz nachzuweisen.

Die in vivo-Verteilung von GFP-L10 wurde weiterhin mit den Ergebnissen einer
konventionellen Immunfluoreszenz mit Antikdrpern gegen L10 (C17, Santa Cruz
Biotechnology) verglichen. In Immunblots erkannte der Antikdrper in isolierten Zellkernen,
Cytoplasmafraktionen und Ribosomen ein Polypeptid von 25 kD (Abb. 5.21). Dieses
Ergebnis bestitigte die Lokalisation von L10 im Zellkern.

A6 Hep2
N C R N C R

66-
45-
31- Abb. 5.21: Der Antikorper C17 erkennt das ribosomale
Protein L10 von Xenopus (A6) und Siugerzellen (Hep2) im
-_ - - o Western Blot. Die Proben waren: (N) Isolierte Zellkerne. (C)
21- Cytoplasma-Fraktion (R) Isolierte cytoplasmatische Ribosomen.
Das apparente Molekulargewicht von 25kD stimmt mit dem
14- errechneten Wert fiir die Proteine hL10 und xL10 gut {iberein

(ca. 24,6 kD).
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In der Immunfluoreszenz zeigte der Antikorper C17 eine meist rein cytoplasmatische
Verteilung (Abb. 5.22a), identisch mit der GFP-Fluoreszenz in Abb. 5.19a. In etlichen Zellen
erschienen jedoch zusitzlich die Nukleoli umrandet (Abb. 5.22b, b’, ¢). Interessanterweise
war dieses Muster auch in GFP-L10 transfizierten Zellen zu sehen und stimmte weitgehend
mit der Verteilung des Fusionsproteins iiberein. Das nukleoldr lokalisierte L10 wurde
allerdings nicht vollstindig erkannt, sondern vor allem die in der Peripherie des Nukleolus
verteilten Fusionsproteine (Abb. 5.22c-c”’). Noch deutlicher wird dieses Phdnomen bei
transfizierten Zellen, in denen das GFP-L10 fast vollstdndig im Kern akkumuliert ist (d-d"").
Hier erkennt C17 das Fusionsprotein im Nukleoplasma und in der Peripherie des Nukleolus
und nur in geringerem Ausmaf} im Inneren des Nukleolus (d’, d"").

anti-L10/ Tex - Hep2 anti-L10/ Tex

xL10/ GFP anti-L10/ Tex

xL10/ GFP anti-L10/ Tex

Abb. 5.22: Vergleich zwischen GFP-L10 Lokalisation und Immunlokalisation. (a) Immunfluoreszenz mit
Antikoérper C17 an Hep2-Zellen. L10 ist ausschlieBlich im Cytoplasma erkennbar. (b, b") Immunfluoreszenz mit
C17 an HeLa-Zellen. Zusitzlich zur cytoplasmatischen Fluoreszenz ist teilweise eine Farbung des
Nukleoplasmas in der nukleoldren Peripherie zu erkennen. (¢) GFP-xL10 Verteilung in fixierten A6-Zellen.
(c’,c”) Immunfluoreszenz mit C17. Der Antikorper erkennt das Fusionsprotein, die Fluoreszenz bleibt aber auf
die Peripherie des Nukleolus beschrinkt. Auch die nicht transfizierten Zellen zeigen eine schwichere
perinukleolire Fluoreszenz. (d) In einer GFP-xL10 stark iiberexprimierenden A6-Zelle ist der Export inhibiert.
(d’, d”"). Durch die Immunfluoreszenz mit C17 wird wiederum hauptsichlich die nukleoldre Peripherie markiert.
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Abb. 5.23: Inhibition des Zellkern Exports von GFP-L10 durch Leptomycin B. GFP-L10 wurde in Hep2-
Zellen exprimiert, die anschlieBend 1-16h mit 2,8 ng/ml LMB behandelt wurden, um den CRM1 spezifischen
Exportweg zu blockieren. GFP-L10 akkumuliert im Nukleoplasma, wo das Protein in zusitzlichen Foci
lokalisiert ist. Haufig ist das Fusionsprotein auch im Nukleolus lokalisiert (vergleiche Abb. 5.19¢).

Diese Ergebnisse zeigen, dall die Verteilung des ribosomalen Proteins L10 durch eine Reihe
von experimentellen Parametern beeinflusst werden kann und nur durch eine Kombination
der verschiedenen Lokalisierungsmethoden mit hinreichender Sicherheit aufklarbar ist. Auch
wenn die bisherigen Ergebnisse eine Aussage liber den genauen Ort der Integration von L10
in den Vorldufer der groBen ribosomalen Untereinheit nicht zulassen, so zeigen sie
wenigstens, daB3 dies im Zellkern geschieht, sehr wahrscheinlich in der nukleoldren Peripherie
oder an nukleoplasmatischen Praribosomen, kurz nach Verlassen des Nukleolus.

Der Export der groBen ribosomalen Untereinheit erfolgt in Hefe iiber den CRMI1-
abhingigen Weg, mit dem Protein NMD3 als Adapter, das an L10 bindet (1.2.1). Um zu
iiberpriifen ob dieser Exportweg auch flir menschliches L10 gilt, wurden GFP-L10
exprimierende Zellen mit Leptomycin B (LMB) behandelt, das den CRM]1-abhéngingen
Export hemmt (sieche 1.2.1). Dieser Versuch ergab eine Akkumulation der
nukleoplasmatischen Praribosomen in Form von distinkten Foci auerhalb der Nukleoli und
bei Zugabe von LMB direkt nach der Transfektion keine nachweisbare Lokalisation von L10
im Cytoplasma (Abb. 5.23). Dieses Ergebnis weist darauf hin, da3 menschliches L10 aller
Wabhrscheinlichkeit nach im Nukleolus an Priribosomen bindet und iiber den CRMI1-
abhingigen Exportweg aus dem Zellkern transportiert wird.

In Zukunft konnte also insbesondere die Expression von GFP-L10 in lebenden Zellen
fiir die Untersuchung von Kern-Cytoplasma Transportprozessen niitzlich sein (siehe 6.3).
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5.2 Charakterisierung des nukleoldaren Proteins p52

Das Protein p52, ein Xenopus laevis Antigen des monoklonalen Antikdrpers No56 (mAbS56),
sollte molekular charakterisiert werden. In der Immunfluoreszenz erkennt mAb56 ein
nukleoldres Protein, das in der granuldren Komponente lokalisiert ist und relativ spit in die
nach der Mitose neu formierten Nukleoli integriert wird. Im Immunblot wird ein Polypeptid
mit dem relativen Molekulargewicht von 52 kD erkannt (siehe 1.4.1, Kriiger, 1998). Von
diesem Antigen (p52) konnten bereits frither drei Peptidfragmente sequenziert werden, dessen
Aminosiuresequenzen hohe Ahnlichkeit mit konservierten Bereichen an den Enden der a-
helikalen Doméne von Cytokeratinen verschiedener Spezies (inklusive Xenopus) aufwiesen
(Abb. 5.24, siehe auch Abb. 5.29).

Durch ,,Peptid-Scanning“ Analyse wurde das Epitop RQNHEYK von mAbS56
identifiziert. Weiterhin wurden zwei Meerschweinchen-Seren gegen das C-terminale Peptid
LLEVHDPQIGG hergestellt, das keine Homologie zu Cytokeratinen aufweist. Diese
Antiseren reagierten im Immunblot ebenfalls mit einem 52 kD Polypeptid und lokalisierten
ein nukleoldres Antigen in der Immunfluoreszenz (siehe 1.4.1).

Kopf a~helikale Doméane Schwanz
NH, 1A 1B L 2A 2B | COOH
= ‘
Peptid 1 Peptide 2+3
MxNLNDRLAXYLDKVxRLETP MxRQNHEYKMLMDIKTRELEKEISTYRQLLEVHDPQIGG

Abb. 5.24: Schematische Darstellung der Cytokeratinstruktur und Position der sequenzierten
Peptidfragmente von p52. Das Epitop von mAb56 ist rot dargestellt, das Epitop der Peptid-Antikorper griin. x
steht fiir eine nicht identifizierte Aminoséure.

Mit der Information dieser Aminosduresequenzen konnte nun die fiir p52 kodierende DNA-
Sequenz (cDNA) hergestellt, kloniert und sequenziert werden, um das Protein in vitro und in
vivo zu exprimieren und genau charakterisieren zu konnen.

5.2.1 cDNA-Klonierung

Zur ldentifizierung der cDNA Sequenz von p52 wurden cDNA-Expressionsbibliotheken mit
den vorhandenen Antikorpern durchmustert (Kriiger, 1998). Dieser Ansatz erbrachte leider
kein spezifisches Ergebnis. Als Alternative blieb der Versuch der direkten Amplifikation der
p52-cDNA durch RT-PCR mit Hilfe der aus den erhaltenen Peptidsequenzen abgeleiteten
Nukleotidsequenzen. Zu Beginn dieses Versuches waren keine ansequenzierten EST-Klone
(siehe 3.2.3) in den Datenbanken vorhanden, die den vorhandenen Aminosiduresequenzen
entsprachen.

5.2.1.1 RT-PCR mit degenerierten Primern

Es wurde aus den bekannten Peptiden 1 und 3 (sieche Abb. 5.24) jeweils eine Sequenz von
sieben Aminosduren ausgewihlt und die moglichen kodierenden DNA-Triplets ermittelt. Eine
Mischung aus allen Oligonukleotiden wurde hergestellt und als ,,degenerierte” Primer fiir die
RT-PCR mit RNA aus Xenopus-Oocyten verwendet (siehe 3.2.3).

Es wurde ein PCR-Produkt von 918 bp Linge amplifiziert, kloniert und sequenziert
(siche Methoden). Die davon abgeleitete Peptidsequenz enthielt die bekannten Teilsequenzen
von p52 und war dem Cytokeratin 19 von verschiedenen Spezies sehr dhnlich (siehe Abb.
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5.29). Die 918 bp umfassende cDNA-Sequenz ist in der anschlieBend ermittelten
Gesamtsequenz von xCK19/1 enthalten (siehe unten).

5.2.1.2 Klonierung der vollstdndigen cDNA

Um die komplette cDNA-Sequenz von p52 zu erhalten, wurden spezifische Primer aus der
918 bp Sequenz gewihlt, um durch RACE das 5'-Ende bzw. das 3'-Ende der cDNA zu
amplifizieren (siehe 3.2.4).

Bei diesen Versuchen wurden zwei unterschiedliche PCR-Produkte amplifiziert und
sequenziert. Sie enthalten einen Teil des 5  untranslatierten Bereichs und den 3’
untranslatierten Bereich bis zum poly(A) Schwanz. Es wurden weitere Primer ausgesucht, um
die vollstindigen ¢cDNAs zu amplifizieren, klonieren und sequenzieren. Zusétzlich zu den
zwei bereits identifizierten Sequenzen wurde hierbei ein drittes PCR-Produkt gefunden.

Die drei Nukleotidsequenzen besitzen ein durchgehendes Leseraster und kodieren fiir
Proteine, die homolog zu dem Typ I Cytokeratin 19 verschiedener Spezies sind (siche Abb.
5.29). Sie erhielten demnach die Bezeichnung xCK19/1-3 (Abb. 5.25-5.28).

In der vorliegenden Arbeit wurden die xCK19/1-3 kodierenden mRNAs in Oocyten und
die xCK19/2-3 kodierenden mRNAs in A6 Zellen identifiziert, wobei xCK19/2-Oo0. im
Vergleich zu xCK19/2-A6 eine 15 Nukleotide lange, repetierte Sequenz fehlt (Abb. 5.27). Die
Sequenzen waren nicht in 6ffentlichen Datenbanken enthalten. Mittlerweile sind EST-Klone
verOffentlicht, die jeweils Teilsequenzen von xCK19/1-3 enthalten und mit den hier
beschriebenen Sequenzen iibereinstimmen.

5.2.2 Xenopus laevis Cytokeratin 19

Die Aminosiuresequenzen von xCK19/1-3 werden aufgrund der sehr hohen Ahnlichkeit
untereinander hier als Isoformen des Xemopus Cytokeratin 19 bezeichnet. Ein Xenopus
Ortholog von CK19 wurde bisher nicht veroffentlicht. Die wesentlichen Unterschiede in der
Primérstruktur der in der vorliegenden Arbeit identifizierten Proteine bestehen in der Lénge
der nicht-helikalen Kopfregion und der C-terminalen Schwanzdomine (Abb. 5.25).

IMTSYSIRQTSSSGSYRGLEAPVGLEIRIMIVYKAPSVHGGYGGQGISVSSARLVSSGIGGH
IMTSYSIRQTSSSGSYRGLEAPVGLEIRISIYKAPSVHGGYGGQGISVSSARLVSSGIGGH
IMTSYSIRQTSSSGSYRGLEAPVGYR\AIYKAPSVHGGYGGQGISVSSARLVSSGIGG
IMTSYSIRQTSSSGSYRGLEAPVGIURIAIYKAPSVHGGYGGQGISVSSARLVSSGIGGE
vy
xCK19/1 LIMIGGSYGGGNYGGGSYG[EGFSSG\GSGYGGHT E[VSGDGLLSGNERKNTMONLNBPRLASYLDKVLITLETANSGLELRKIREWY
xCK19/3 MGG SYGGGNYGGGSYGEGF SSG|YGSGHGG) SVSGDGLLSGNEKHTMQNLNDRLASYLDKV'TLETANSGLELKIREWY
xCK19/2_A6_ TL =Fo=Seeimmim - EIGFSSGI3GSCYGGYy [VSGDGLLSGNEKIHTMONLNNRLASYLDKVEUTLETANSGLELKIREWY)
xCK19/2_0Oo_ 76 ~==--ememce———- EIGFSSG|YGSGYGGY SGDGLLSGNERIHMTMQNLNUYRLASYLDRVEITLETANSGLELKIREWY)
xCK19/1 N EERQGPSPS)IDY S)IHYFNI IE)LRGRKILDATVDNSKIVLQIDNARLAADDFRTKYENELALRQSVECDINGLRREVLIELTLC
xCK19/3 RN ERQGPSPSHIDYSIHYFIWWI TE}{LRGKILDATVDNSKIVLQIDNARLAADDFRTKYENELALRQSVECDINGLREVLIELTLC
xCK19/2_A6_ 136 EKQGPSPSSDYS&YFKIIEDLRGKILDATVDNSKIVLQIDNARLAADDPRTKYENBLALRQSVECDINGLRKVLGELTLC
pded S - VoS« Y S EKQOGPSPSEDY SN YFINI IEPLRGKILDATVDNSKIVLQIDNARLAADDFRTKYENELALRQSVECDINGLRRVLEELTLC

xCK19/1 PEYMRTDLEQIENLKEELAYLKRKNHE}S3 LRGQVGGQMSVEVDAAPSVDISKKLTEMR QYELUAEKNRRDAEEWFFEIQSE
xCK19/3 YR TDLELQIENLKEELAYLKRKNHE|FY INAIARGQVGGQ)SVEVDAAPH] DISKKLTEMRHQYEIHAEKNRRDAEEWFFSQSE
xCK19/2_A6_ 216 3USIAILORISIASIIN I 9 ):8GKT RGQVGGQISVEVDAAPWVDIWKILTEMRDOYELIAAEKRNRRDAEEWFFLVQSE
XCK19/2_0Oo_ 221 }{gdAiLeRgiSiN eI IS 4H§90):8:4GKI RGQVGGQIMSVEVDAAPIWVDIWRELTEMRSQYELAAERNRRDAEEWFFIAQSE

xCK19/1 kP ARIELNKEVATHTEQIQTSKWEITDLRRTIQGLEIELQSQ){SMRAALENTI/AETEARYGAQL{E[e)TQIMT SINLEAQL\YDLRSDM
xCK19/3 321 ELNKEVATHTBQIQTSKTEITDLRRTIQGLEIELQSQYSMKAALENTLHBTEARYGAQL [P/ TQEMI SHILEAQINYDLRSDM
) 2

xCK19/1
xCK19/3
xCK19/2_A6_
xCK19/2_0Oo_

RRRR

pes S R-VA-ED UL I E LNKEVATHTEQIQTSKHEITDLRRTIQGLEIELQSQIASMRAALENTLCETEARYGAQLERIIQUMI SEILEAQLIADLR SDM
b e - Vo B« I- N A E LNKEVATHTEQIQTSKEEITDLRRTIQGLEIELQSQIISMRAALENTLEETEARYGAQLE){IQWMI SEILEAQLE\DLR SDM|

— v
xCK19/1 Y A EERONHEYKMLMDIKTRLEKEISTYRQLLE)/HD T): CE Rt
xCK19/3 [T MERONHEYRMLMDIKTRLERKEISTYRQLLE\HDTohelefelin:8:40).% .4 s fle) 4
P {os ¢ VD VY A MERONHEYRKMLMD IKT RLEREI S TY RQL L E ¢H DR
xCK19/2_0Oo_ kEFERQNHEYRMLMDIKTRLERKEIS TYRQLLE(¢/H DR
Abb. 5.25: Vergleich der Aminosiuresequenzen von xCK19/1-3. Identische Aminosduren sind schwarz
hinterlegt, dhnliche grau. Anfang und Ende der a-helikalen Doméne sind durch Pfeile markiert. XCK19/1 und /3
unterscheiden sich bis auf die C-terminale Region praktisch nicht. Die beiden Formen von xCK19/2, die in A6-

Zellen und Oocyten gefunden wurden, sind bis auf eine Wiederholung der Sequenz GGSYG (Aminoséuren 71-
75) identisch.
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M T S Y S I R Q T S S S G 18

CCT GAC ACA GCT ACC ATG ACC TCC TAC AGC ATT CGC CAG ACA AGC TCC TCC GGC 54
S Y R G L S A P v G A S R T F Y K A 36

TCT TAT AGA GGC TTG AGT GCC CCT GTT GGA GCT AGC AGA ACG TTC TAC AAA GCC 108
P S v H G G Y G G Q G I S v S S A R 54

CCA AGT GTC CAT GGT GGC TAT GGG GGC CAG GGC ATT TCT GTT TCT TCT GCC AGA 162
L v S S G I G G S L A G G N Y G G G 72

TTG GTT TCT TCT GGC ATA GGT GGG AGC CTT GCT GGT GGT AAC TAT GGA GGT GGT 216
N Y G G G S Y G G G S Y G G G S Y G 90

AAC TAT GGA GGT GGT AGC TAT GGA GGT GGT AGC TAT GGA GGT GGT AGC TAT GGC 270
G G N Y G G G S Y G G G F S S G v G 108

GGT GGT AAC TAT GGA GGT GGT AGC TAT GGT GGT GGG TTT AGC AGT GGT GTT GGT 324
S G Y G G R L S v S v S G D G L L S 126

TCT GGA TAT GGT GGT AGG CTC AGT GTC AGT GTA TCA GGG GAT GGC CTG CTG TCT 378
G N E K A T M Q N L N D R L A S Y L 144

GGC AAT GAG AAG GCG ACC ATG CAG AAT CTG AAT GAC CGA CTG GCA TCA TAC CTG 432
D K v H T L E T A N S G L E L K I R 162

GAT AAG GTG CAC ACT CTG GAG ACC GCC AAT TCA GGC TTG GAG CTG AAG ATC CGG 486
E W Y E K Q G P S P S R D Y S K Y F 180

GAG TGG TAT GAA AAG CAG GGA CCC AGC CCT TCC CGT GAC TAC AGC AAA TAT TTT 540
T I I E E L R G K I L D A T v D N S 198

ACA ATC ATT GAG GAG CTC AGA GGC AAG ATC CTT GAT GCC ACC GTT GAC AAT TCC 594
K I Y L Q I D N A R L A A D D F R T 216

AAG ATT GTA CTG CAA ATT GAT AAT GCC AGG CTG GCT GCA GAT GAC TTC AGA ACC 648
K Y E N E L A L R Q S v E C D I N G 234

AAG TAT GAG AAT GAG TTG GCC CTG AGA CAG AGT GTG GAA TGT GAC ATC AAT GGC 702
L R K v L D E L T L C R T D L E H Q 252

CTA CGC AAG GTC TTG GAT GAG CTG ACC TTG TGC AGA ACT GAC CTG GAA CAC CAG 756
I E N L K E E L A Y L K K N H E E E 270

ATT GAA AAC TTG AAG GAA GAG CTG GCT TAC CTG AAG AAG AAT CAT GAA GAG GAA 810
M N A L R G Q \Y% G G Q v S v E v D A 288

ATG AAC GCA TTG CGT GGA CAA GTT GGT GGG CAA GTC AGT GTT GAA GTG GAT GCG 864
A P S v D I S K K L T E M R A Q Y E 306

GCA CCG TCG GTG GAT ATT TCC AAG AAA TTG ACA GAA ATG AGG GCA CAG TAT GAG 918
L M A E K N R R D A E E W F F S Q S 324

CTC ATG GCT GAA AAG AAC CGC AGA GAC GCA GAG GAG TGG TTC TTC AGT CAG TCG 972

T H T E Q I Q T S K 342
GAA GAG TTA AAC AAA GAA GTG GCA ACT CAT ACA GAA CAG ATT CAG ACC AGC AAA 1026

T T R R T I Q G L E I E L Q 360
ACG GAG ATC ACA GAC CTG AGA CGC ACA ATC CAA GGG CTG GAA ATA GAA CTG CAG 1080

Q A A A A 378
TCA CAG TAC AGC ATG AAA GCA GCC CTT GAA AAC ACA CTG GCG GAA ACA GAA GCC 1134

R Y G A Q L G Q I Q S M I S N L E A 396
CGT TAT GGA GCC CAG CTA GGG CAA ATA CAG AGT ATG ATC AGT AAC CTA GAA GCA 1188

Q R R Q N H E Y K M 414
CAG CTT GTA GAC CTG CGA AGT GAC ATG GAG CGG CAG AAC CAC GAA TAC AAG ATG 1242

T R T R Q L 432
CTC ATG GAC ATC AAG ACC CGT CTG GAG AAA GAG ATC AGC ACC TAT CGT CAG CTA 1296

L E \ H D T H * 439
CTA GAA GTG CAT GAT ACA CAC TAA AAT CTT AGG AAA GTG AGG CCA CGT GGG GAC 1350
CTG AGA CAG CCT GCA ATC AAG TCC ACC TTC ACT AAT TGC ATT GAA AAC GCT TAT 1404
GGG GAG TCC ATC ACA CAC AGA TCC ATT ACT TTT CCC ACT GCC ACA AAA TTG ATG 1458

ATG CTT TAG AAA TTC ACT TGC ATA ACC TCA CTT GTT TAC AAG CTT CAA CTG TCT 1512

TAA TAA ATG GTT TTT GGG CCA AGC ATT AAA AAG 1545

Abb. 5.26: Nukleotidsequenz von xCK19/1 mit der davon abgeleiteten Aminoséuresequenz. Das Startkodon
(ATG) sowie das Stopkodon (TAA) sind fettgedruckt. Das Polyadenylierungssignal ist unterstrichen.
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AGT
TAC
GTT
GGC
GGC
AGT
GTA
AAT
TCA
TCC
CTT
CTG
AGT
TGT
CTG
Q
CAA
T
ACA
GAG
T
ACA
Q
CAG
AAC
AAC
CGG
GAG
GTG
TGC
CAC
GAT

TTA

TAC
AGC
GGA
C%G
CTT
GGG
TCT
AAT
GGC
AGC
GAT
GCT
GTG
AGA
AAG
ATC
GAA
GAA
GAA
GGC
ACA
ATG
Q
CAG
ATC
AGG
TCA
TGC
GCT

ATA

ACT
ATT
GTT
GGT
GGT
TTT
GGG
R
CGG
TTG
GAC
GCC
GCA
GAA
T
ACC
AAG
AGC
ATG
TGG
Q
CAG
CTG
CTT
ATC
AAC
AGT
CCA
GAA
CAG
TTA

AAT

CCT
R
CGC
GGA
ATC
GGT
AGC
GAT
CTG
GAG
TAC
T
ACC
GAT
TGT
GAC
AAT
GTT
R
AGA
TTC
ATT
GAA
GGG
AGT
CAC
T
ACC
CTT
AAA
AGT
GAA

TCA

GTG
C%G
AGA
TCT
GGT
AGT
GGC
A
GCA
CTG
AGC
GTT
GAC
GAT
CTG
CAT
GAA
GAC
TTC
Q
CAG
ATA
GAA
AGC
GAA
TAT
GTG
GCT
AAA
ATT

CGT

TTC
ACA
GTT
GTG
AGC
GGT
CTG
TCA
AAG
AAT
GAC
TTC
ATC
GAA
GAA
GTG
Q
CAA
GCA
T
ACC
GAA
ACA
TTA
TAC
CGT
GAC
TAT
GGT
CTC

TTT

TGC
AGC
TCC
TCT
TAT
TTT
CTG
TAC
ATC
TAT
AAT
AGG
AAT
CTC
GGG
GAT
TAT
C%G
AGC
CTG
GAA
GAA
AAG
C%G
CTG
GAG
CTA
TTG

TGG

AAC
TCC
TAC
TCT
GGT
GGT
TCT
CTG
CGG
TTT
TCC
ACC
GGC
Q
CAG
AAA
A
GCG
GAG
TCC
AAA
Q
CAG
GCC
A
GCA
ATG
CTA
AGA
GAG
GCA
CTT

GCC

TCT
TCC
AAA
A
GCC
GGT
TCT
GGC
GAT
GAG
AAA
AAG
AAG
CTG
ATT
ATT
A
GCG
CTC
GAG
TCG
TCA
CGT
C%G
CTC
CTA
CAG
ACC
CCT
AAC

AAG

AAG
GGC
GCC
R
AGG
GGT
GGA
AAT
AAG
TGG
ATC
ATT
TAT
R
CGC
GAA
AAT
P
CCA
TTG
GAG
GAG
Q
CAG
TAT
CTT
ATG
GAA
CCT
ATC
TGA
CTC

CAT

CCT
TCT
CCA
TTG
AGC
TAT
GAG
GTG
TAT
ATT
GTG
GAG
AAG
AGC
GCA
T
ACG
A
GCA
TTG
ATC
CTC
GGA
A
GCG
GAC
GGG
GCA
ACA
GAC
ACT

TTA

GAC
TAC
AGT
GTT
TAT
GGT
AAG
R
CGC
GAA
GAG
TTG
AAT
GTC
CTG
ATG
GTG
GAA
AAC
T
ACG
AGC
GCC
GAC
ATC
CAT
ATC
CAA
CAG
AGT

AAA

ACA GCT

R G
AGA GGC

\Y% H
GTC CAT

S S
TCC TCT

G (G
GGA (GGT

G G
GGT GGG

E T
GAG ACC

T L
ACC CTG

K Q
AAG CAG

D L
GAC CTC

Q I
CAA ATT

E L
GAG TTG

L G
TTG GGT

K E
AAG GAA

R G
CGT GGC

D I
GAC ATT

K N
AAG AAC

K E
AAA GAA

D L
GAC CTG

M K
ATG AAA

Q L
CAG CTA
R
CTC CGA
T
AAG ACC
D *
GAC TAA
AAG CCC
GGA ATC

AAG TCC

TTA TAT

ACC
TTG
GGT
GGC
GGT
CTT
ATG
GAG
GGA
R
AGA
GAT
GCC
GAG
GAG
Q
CAA
T
ACT
CGC
GTG
R
AGA
A
GCC
TCG
AGT
R
CGT
AAT
ACC
CCT
CTA

GCT

M
ATG

GGT
GGC
ATA
AGC
AGT
Q
CAG
T
ACC
CCC
GGC
AAC
CTC
CTG
CTG
GTC
AAG
R
AGA
GCA
R
CGC
A
GCA
CAT
GAC
CTG
CGG
TTC
TAC
GAA

TCA

T
ACC

A
GCC
TAT
GGT
TAT
GTC
AAT
A
GCC
AGC
AAG
GCC
AGA
T
ACC
A
GCT
GGT
R
AGA
GAT
ACC
T
ACA
TTG
ATA
ATG
GAG
AGG
ACT
TCT
AAT

GCT

S
TCC

P
CCT
GGG
GGG

G)
GGC)
AAT
CTT
AAT
CCT
ATT

R
AGG

Q
CAG
TTG
TAC
GGA
TTG

A
GCA
CAT
ATC
GAA

Q
CAG
GAG
AAA
GAA
AAT
TTC
GAT

ATC

18
54

36
108

54
162

72
216

90
270

108
324

126
378

144
432

162
486

180
540

198
594

216
648

234
702

252
756

270
810

288
864

306
918

324
972

342
1026

360
1080

378
1134

396
1188

414
1242

4217

1296

1350

1404

1458

1512

1549

Abb. 5.27: Nukleotidsequenz von xCK19/2-Oo. mit der davon abgeleiteten Aminosduresequenz. Das
Startkodon (ATG) sowie das Stopkodon (TAA) sind fettgedruckt. Das Polyadenylierungssignal ist unterstrichen.
Die bei xCK19/2-A6 fehlende Wiederholungssequenz (GGSYG) ist kursiv und in Klammern gesetzt.
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CCT
TCT
P
CCA
TTG
AGC
GGT
TCT
GGC
GAT
GAG
T
ACA
AAG
AAG
CTG
ATT
ATG
A
GCA
ATC
GAA
T
ACG
TCA
CGT
Q
CAG
CTC
CTA
TTA
TCA

CTT

GAC
TAT
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Abb. 5.28: Nukleotidsequenz von xCK19/3 mit der davon abgeleiteten Aminoséuresequenz. Das Startkodon
(ATG) sowie das Stopkodon (TGA) sind fettgedruckt.
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Die errechneten Werte fiir die molekulare Massen und pI-Werte der Xenopus Cytokeratin 19
Isoformen sind in Tabelle 5.1 zusammengestellt.

Protein Léinge (Aminosiuren) | Molekulare Masse | pl
XCK19/1 434 47547 5,28
XCK19/3 448 48871 5,42
XCK19/2 (A6) 407 44783 5,29
XCK19/2 (00) 412 45204 5,29

Tabelle 5.1: Theoretische Molekulargewichte und pI-Werte der Cytokeratin 19 Isoformen in Xenopus.

Die xCK19-Isoformen wurden bei verbesserter zweidimensionaler Auftrennung von A6-
Zellkernproteinen im Western Blot auch als unterschiedliche Antigene der p52 Antikorper
erkannt und durch Massenspektrometrie identifiziert (sieche 5.2.5).
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Abb. 5.29: Vergleich von xCK19/1-3 mit Cytokeratin 19 verschiedener Spezies. Identische Aminosiuren
sind schwarz hinterlegt, dhnliche grau. Anfang und Ende der o-helikalen Domine sind durch Pfeile
gekennzeichnet. In dieser 315 Aminosduren umfassenden Doméne weisen die verschiedenen CK19-Sequenzen
ca. 90% Ahnlichkeit auf.
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Beim Vergleich mit den bekannten Cytokeratin 19-Sequenzen von verschiedenen Spezies
(Abb. 5.29) zeigt sich die bei Intermedidrfilamenten typische starke Konservierung der
zentralen alpha-helikalen Domine. Die Kopf- und Schwanzregionen im N- bzw. C-terminalen
Bereich sind normalerweise nicht helikal und im Gegensatz zur zentralen Domédne hdchst
variabel (sieche Schema in Abb. 5.24). Bei den xCK19 Proteinen fallen im N-terminalen
Kopfbereich Wiederholungen der Sequenz GG(N/S)YG auf. Solche Glycin-reiche Regionen
unbekannter Funktion sind in manchen anderen Cytokeratinen ebenfalls vorhanden.

Von besonderem Interesse ist die Tatsache, daB Cytokeratin 19 allgemein keine
typische C-terminale Schwanzregion besitzt, sondern eine nur wenige Aminosduren lange
Verlidngerung der alpha-helikalen Doméne. Bei den Proteinen xCK19/1 und xCK19/2
existiert auch diese Verlangerung praktisch nicht mehr. Diese Eigenschaft von Cytokeratin 19
scheint verantwortlich dafiir zu sein, dafl das Protein seine fiir gewohnlich cytoplasmatische
Lokalisation unter bestimmten Bedingungen veridndert und in den Zellkern gelangt, obwohl es
kein bekanntes nukledres Lokalisationssignal (NLS) enthélt (Bader et al., 1991). Dieses
Verhalten wurde auch bei anderen Intermedidrfilamenten beobachtet, bei denen die C-
terminale Doméne entfernt wurde und ist in Anbetracht der mdglichen nukleoldren
Lokalisation des hier untersuchten Antigens p52 von Bedeutung (siche 6.4).

5.2.3 Expression der Cytokeratin 19 Isoformen

Zur weiteren Charakterisierung wurden die xXCK19 Klone in vitro und in vivo exprimiert.
Wenn nicht gesondert angegeben, ergaben die folgenden Versuche fiir alle Isoformen die
gleichen Ergebnisse.

5.2.3.1 In vitro Expression im Retikulozytenlysat von Kaninchen

Im gekoppelten Transkriptions und Translations Ansatz wurde xCK19 im Retikulozytenlysat
von Kaninchen unter Einbau von [35%]-Methionin exprimiert. Wie das Autoradiogramm in
Abb. 5.30a zeigt, kodierte die cDNA fiir ein 52 kD groB3es Polypeptid. Dieses wurde im
Western Blot vom mAb56 erkannt (Abb. 5.30b).

neg. XCK19/  neg. xCK18/
(-DNA) pcDNA3J (-DNA) pcDNA3

97 =
66 =
“ ———

45 = Abb. 5.30: In vitro Expression von xCK19.
(a) Autoradiogramm nach Transkription und Translation in vitro. Die
cDNA xCK19/1 wurde transkribiert und das mRNA Produkt im

39 = gleichen Ansatz in ein 52kD Polypeptid translatiert.
(b) Western Blot. Das in vitro exprimierte Polypeptid wird von mAb56

a b erkannt.

Dieses Ergebnis zeigt, dal die cDNA fiir ein 52 kD Polypeptid kodiert, das vom mAb56
erkannt wird. Daher konnte davon ausgegangen werden, daB3 p52 dem Xenopus Cytokeratin
19 entspricht.
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5.2.3.2 In vivo Expression in Kulturzellen

Um die Lokalisation von xCK19/p52 in lebenden Zellen beobachten zu kénnen, wurden die
cDNAs in GFP-Vektoren kloniert. Verschiedene Kulturzellen wurden mit diesen Konstrukten
transfiziert. Zum Vergleich wurden Xenopus A6-Zellen auch fixiert und Immunfluoreszenzen
mit mAb56 und einem Texas red gekoppelten Zweitantikorper durchgefiihrt.

Abb. 5.31-5.33 zeigen, daBB xCKI19-GFP weder in den Kern noch den Nukleolus
gelangten, sondern vielmehr in das Intermedidr-Filamentsystem der A6 Zellen eingebaut
wurde. Die Immunfluoreszenzen mit mAb56 ergaben dagegen die bekannte nukleolére
Anfarbung in transfizierten und nicht transfizierten Zellen. Es war keine Kolokalisation zu
erkennen, d.h. weder erkannte mAb56 das exprimierte XCK19-GFP noch befand sich das
Fusionsprotein im Nukleolus (Abb. 5.32). Die Verteilung des xCK19-GFP im Filament-
Netzwerk der Zelle entsprach dem Immunfluoreszenzmuster eines Cytokeratin Antikorpers
(Abb. 5.33). Dieser Antikorper ist spezifisch fiir mehrere endogene Cytokeratine (siche 2.1.4).

Als Ergebnis bleibt festzuhalten, daf sich alle Cytokeratin 19 GFP-Fusionsproteine wie
»hormale® Cytokeratine verhielten und cytoplasmatische Filamente bildeten. Die
Lokalisierung entsprach also nicht der von p52, welches ausschlieBlich im Nukleolus
nachweisbar war.

xCK19/ GFP &

xCK19/ GFP

Abb. 5.31: Expression von GFP-xCK19 in lebenden Zellen. (a-a") Xenopus A6-Zellen. (b, b") HeLa-Zellen.
Das Fusionsprotein wird in das cytoplasmatische Filament-Netzwerk verschiedener Kulturzellinien integriert
und ist vom Zellkern ausgeschlossen.
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xCK19/ GFP anti-p52/ Texas red
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Abb. 5.32: Expression von GFP-xCK19 und Immunfluoreszenz mit mAb56. Die A6-Zellen wurden 24h
nach der Transfektion fixiert. (a) GFP-xCK19 ist im cytoplasmatischen Filament-Netzwerk lokalisiert. (b)
mAbS56 firbt in der Immunfluoreszenz ausschlieBlich die Nukleoli an (rot). (¢) In der Uberlagerung der GFP und
Texas red Aufnahmen ist keine Kolokalisation zu erkennen. (Durch die Fixierung sind die Zellen abgeflacht und
es sind Filamente in der Ebene des Zellkerns sichtbar. Tatsdchlich sind die Filamente vom Kern ausgeschlossen.
(siche die lebenden Zellen in Abb. 5.31 und Abb. 5.33). (d) Phasenkontrastaufnahme.

Bei einigen Zellen wurden GFP-xCK19-Aggregate beobachtet. Diese fanden sich zusitzlich
zum Cytokeratin-Netzwerk (Abb. 5.34a), oder das Fusionsprotein wurde gar nicht in
Filamente eingebaut (Abb. 5.34b). Die Aggregatbildung resultierte vermutlich aus der starken
Uberexpression des GFP-xCK 19 (vergleiche die unterschiedlichen Expressionniveaus in Abb.
5.34a). Unterschiedliche Verteilungen wie in Abb. 5.34b konnten aber auch vom Zustand der
Zelle und vom exprimierten Protein abhéngen (sieche 6.4). Das in Abb. 5.34b gezeigte
Fluoreszenzmuster wurde beispielsweise hdufiger bei xCK19/2 als bei anderen Isoformen
beobachtet.

Keine der mit GFP fusionierten xCK19-Isoformen wurden im Zellkern, geschweige
denn im Nukleolus nachgewiesen. Um auszuschlieen, da3 das an einem spezifischen Ende
angehingte GFP die Verteilung des Fusionsproteins beeinfluflite, wurde GFP sowohl N- als
auch C-terminal von xCK19 kloniert und exprimiert. Alle Versionen zeigten die gleiche
Verteilung wie die oben beschriebenen.
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xCK19/ GFP anti-CK/ Texas red
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Abb. 5.33: Expression von GFP-xCK19 und Immunfluoreszenz mit einem Cytokeratin-Antikorper. (a)
GFP-xCK19 wird in das endogene Cytokeratin-Netzwerk integriert, das (b) in der Inmunfluoreszenz von einem
Cytokeratin-Antikdrper angefarbt ist. (¢) Uberlagerung der GFP und Texas red Aufnahmen. (d) Phasenkontrast.

Abb. 5.34: Aggregatbildung von GFP-xCK19. Das GFP-Fusionsprotein findet sich entweder ausschlielich in
Filamenten (a, rechte Zelle), in Filamenten und Aggregaten (a, linke Zelle) oder nur in cytoplasmatischen
Aggregaten (b). Die Praparate wurden mit mAb56 und Texas red gegengefarbt.
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Die bisher exprimierten Fusionsproteine zeigten eine cytoplasmatische Lokalisation. Es ist
durchaus vorstellbar, dafl der beobachtete Ausschlu3 vom Zellkern auf einem defekten
Kernimport des chimidren GFP-CK19 Proteins beruht. Um zu untersuchen, wie sich xCK19
nach der Translokation in den Zellkern verhilt, wurde es als NLS-GFP-Fusionsprotein
exprimiert. Die Sequenzen von Cytokeratinen enthalten keine bekannten Kern-
Lokalisationssignale (siehe auch 5.2.2 und 6.4), in Ubereinstimmung mit ihrer Lokalisation
im Cytoplasma.

NLS-GFP-xCK19 bildete auffillige, im Vergleich zum cytoplasmatischen Cytokeratin-
Netzwerk relativ dicke und wenig verzweigte Filamente im Zellkern. Die NLS-Proteine
wurden zusitzlich auch weiterhin in das cytoplasmatische Filamentsystem integriert (Abb.
5.35, siehe auch 5.2.3.3). Die Fusionsproteine wurden also, als obligat heterodimerisierende
Cytokeratine, mit den endogenen Partnern einerseits in cytoplasmatische IF-Netzwerke
eingebaut und so trotz NLS im Cytoplasma zuriickgehalten. Andererseits war das NLS
ausreichend, um die GFP-Proteine vermutlich als Dimer oder Tetramer (siche 6.4) in den
Zellkern zu transportieren und dort Filamente zu bilden. Allerdings war eine nukleolére
Lokalisation eines Xenopus Cytokeratin 19 auch in diesen Versuchen nicht nachzuweisen.

Abb. 5.35: Expression von NLS-GFP-xCK19 in
A6-Zellen. Das in den Zellkern transportierte
xCK19 bildet relativ dicke einfache Filamente, die
oft im direkten Kontakt mit den Nukleoli stehen,
aber nicht mit dem mADb56-Antigen (Immun-
fluoreszenz mit Texas red) kolokalisieren.

Um zu priifen, ob das 27 kD grof8e GFP generell die Lokalisation des untersuchten Proteins
verdndert, wurde dieses auch ohne Fusionspartner exprimiert. Da mAb56 das nukleoldre
Antigen nur in Xenopus-Zellen erkennt, sollte das in Sdugerzellen exprimierte xCK19
nachweisbar sein. Das Ergebnis war allerdings negativ. In filamentdser Form wird
iiberexprimiertes wie endogenes xCK19, im Gegensatz zu dem denaturierten Protein im
Immunblot (siehe 5.2.3.1), von den p52 Antikorpern nicht erkannt. Daher kann davon
ausgegangen werden, dal xCK19 auch ohne Fusionspartner ausschlieBlich in das Filament-
Netzwerk der Zelle eingebaut wird.
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5.2.3.3 Koexpression von xCK19-GFP und nukleoladren Fusionsproteinen

Die bisherigen Ergebnisse zeigten fiir die GFP-xCK19-Fusionsproteine ein von Cytokeratinen
erwartetes Verhalten. Ein Typ I Cytokeratin, wie CK19, bildet mit einem Typ II Keratin, z. B.
CK8, Heterodimere, die sich weiter zu Intermedidrfilamenten organisieren. Bei der xCK19-
Expression in den hier untersuchten Zellen ist der endogene Partner in entsprechender Form
und Menge vorhanden, um Dimere zu bilden und damit die Integration der Fusionsproteine in
Filamente zu ermoglichen. Um mogliche Assoziationen mit anderen Proteinen zu
untersuchen, wurde GFP-xCK19 mit verschiedenen RFP-Fusionsproteinen (siche 5.1.2)
koexprimiert. Dabei konnte zusdtzlich zum Einbau in das Cytokeratin-Netzwerk eine
Assoziation der Fusionsproteine miteinander und zum ersten Mal eine Lokalisation von
xCK19 im Nukleolus beobachtet werden.

In Abb. 5.36 ist die Koexpression von GFP-xCK19 und RFP-hB23 gezeigt. CK19
wurde in das IF-System eingebaut (a-c) und kolokalisierte aulerdem in einigen Féllen mit
B23 (a’-¢”) im Nukleolus (a’"-c”"). Die Fusionsproteine waren auch in PNBs assoziiert (c-¢””).
Bei einigen Kotransfektionen war jedoch keine Kolokalisation zu beobachten. In der
gezeigten Koexpression von RFP-B23 und GFP-NLS-xCK19 waren die Nukleoli von der
nukleoplasmatischen GFP-Fluoreszenz ausgespart (d-d"").

Auch bei der Kotransfektion mit RFP-Fibrillarin waren GFP-xCK19- und GFP-NLS-
xCK19 Fusionsproteine im IF-Netzwerk und im Nukleolus lokalisiert (Abb. 5.37, a-c). Bei
xCK19/2, das Filamente ineffizienter bildete als die anderen Isoformen (siehe auch 5.2.3.2),
war das GFP-Protein auch bei Zellen in denen es nicht in das Cytoskelett eingebaut wurde,
gemeinsam mit Fibrillarin im Nukleolus lokalisiert (obere und untere Zelle in b-b""). Wie bei
der Koexpression mit B23 gab es Zellen, in denen die Fusionsproteine nicht kolokalisierten
(d-d"").

Weiterhin wurden die pol I-Untereinheit RPAS53 (siehe 5.1.1.1) und das ribosomale
Protein L10 (siehe 5.1.2.2) zusammen mit xCK19 exprimiert. Auch diese iliberexprimierten
Proteinpaare waren zumindest teilweise im Nukleolus lokalisiert (Abb. 5.38), wobei RFP-
mRPAS53 mit GFP-xCK19 eine abnormale Verteilung in Form von zahlreichen
nukleoplasmatischen Piinktchen aufwies. GFP-CK19 war hier nicht im Cytoplasma
nachweisbar (a-a”"). RFP-xL10 zeigte eine nukleoldre Akkumulation in Zellen, bei denen der
Kernexport des Fusionsproteins offenbar blockiert ist (siehe 5.1.2.2). GFP-xCK19 war nach
der Koexpression in solchen Zellen sowohl mit L10 im Nukleolus lokalisiert, als auch
ungestort im Cytokeratin-Netzwerk integriert (b-b"").

Die Kotransfektion mit nukleoldren Proteinen zeigt in vivo die Moglichkeit der
Translokation eines Cytokeratins in den Zellkern. Das hier untersuchte Cytokeratin 19 wird
offensichtlich durch die direkte oder indirekte Assoziation mit nukleoldren Proteinen in den
Zellkern importiert und ist zusammen mit diesen Proteinen auch im Nukleolus lokalisiert.
Allerdings wurde auch mit einem koexprimierten nicht-nukleoldren Protein (RFP-HMGAT)
eine Kolokalisation im Zellkern beobachtet (nicht gezeigt). Diese Assoziationen kommen nur
bei der gleichzeitigen Uberexpression beider Fusionsproteine zustande, d.h. die endogenen
Proteine sind offenbar nicht in ausreichender Menge vorhanden, um exprimierte GFP-
Cytokeratin Fusionsproteine in den Zellkern zu transportieren. Weiterhin bleibt GFP-CK19
mit dem jeweiligen koexprimierten Fusionsprotein im Zellkern assoziiert. Daher bleibt die
Frage offen, ob die bei Doppeltransfektionen beobachtete Umverteilung eines Teils des GFP-
CK19 in den Zellkern auch in der normalen Zelle eine Rolle spielt. Insbesondere bleibt
aullerdem die Identitdt des nukleoldren p52 unklar.
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hB23/ RFP

Abb. 5.36: Doppeltransfektionen von A6-Zellen mit CK19 und B23. (Reihen a-c) Ein Teil des GFP-xCK19
Fusionsproteins befindet sich zusammen mit RFP-hB23 in Nukleoli und PNBs (c-¢”"). (d-d”") Bei dieser mit
GFP-NLS-xCK19 und RFP-hB23 kotransfizierten Zelle ist der Nukleolus allerdings frei von dem CK19-
Fusionsprotein.



Ergebnisse 92

xCK19/ GFP hFib/ RFP

NLS-xCK19/ GFP
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Abb. 5.37: Kotransfektion von A6-Zellen mit RFP-Fibrillarin und GFP-xCK19. (a-a"") GFP-xCK19/1 ist im
IF-Netzwerk integriert und kolokalisiert im Nukleolus mit RFP-Fibrillarin. (b-b"") GFP-xCK19/2 ist sowohl
zusétzlich zur Organisation in Filamenten als auch ohne cytoplasmatische Lokalisation mit RFP-Fibrillarin in
Nukleoli assoziiert. (c-¢”’) GFP-NLS-xCK19/1 ist Bestandteil von cytoplasmatischen Filamenten,
nukleoplasmatischen Filamenten und mit RFP-Fibrillarin im Nukleolus lokalisiert. (d-d”") GFP-xCK19 ist in
einigen kotransfizierten Zellen nicht mit RFP-Fibrillarin assoziiert, sondern nur im Cytokeratin-Netzwerk
nachweisbar. In der linken Zelle sind vermutlich durch Uberexpression entstehende Aggregate beider
Fusionsproteine zu sehen (vergleiche 5.34).
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Abb. 5.38: Kotransfektion von A6-Zellen mit GFP-xCK19 und RFP-RPAS3 und RFP-L10. (a-a"") GFP-
xCK19 kolokalisiert mit RFP-mRPAS53 in FCs und zahlreichen nukleoplasmatischen Piinktchen. Es ist keine
cytoplasmatische Fluoreszenz nachweisbar. (b-b"") GFP-xCK19 ist im cytoplasmatischen IF-Netzwerk sowie
mit RFP-xL10 in den Nukleoli lokalisiert.

5.2.4 Injektion in Kulturzellen und Oocyten

Da die Verteilung des in Kulturzellen exprimierten xCK19 nicht mit der Verteilung des
nukleoldren Proteins p52 iibereinstimmte, wurde das Verhalten des isolierten Proteins nach
Injektion in Kulturzellen und Xenopus Oocyten untersucht.

Die xCK19 Proteine wurden dazu entweder als rekombinante Proteine isoliert oder aus
zweidimensionalen Proteingelen von A6-Zellkernen eluiert, um auch das Verhalten von
endogenem, d.h. méglicherweise modifiziertem p52 zu iiberpriifen.

5.2.4.1 Isolierung des in vitro exprimierten xCK19 aus Bakterien

Um das Protein XCK19 in gereinigter Form zu erhalten, wurde es als Histidin (His-tag)- und
als GST (Glutathion-S-Transferase)-Fusionsprotein in E.coli exprimiert. Das exprimierte
Protein wurde dann iiber geeignete Affinitétssdulen gereinigt.

Das Protein His-xCK19/1 wurde nach IPTG-Induktion von den Bakterien in
ausreichender Menge exprimiert, lief sich aber kaum unter nativen Bedingungen als 19sliches
Protein extrahieren. Es wurde daher unter denaturierenden Bedingungen (8M Harnstoff)
extrahiert und durch Dialyse gegen 0,25 M KCI enthaltenden Phosphatpuffer in 16slicher
Form renaturiert (Abb. 5.39).
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Abb. 5.39: Expression von His-xCK19/1 in E. coli. Auf das Coomassie gefirbte Gel sind Proben von einzelnen
Schritten des Versuchsablaufs aufgetragen. Schon in der unbehandelten Probe der IPTG-induzierten Bakterien
ist deutlich die Uberexpression des 52 kD Proteins zu sehen. Rechts ist das unter denaturierenden Bedingungen
isolierte, sowie das renaturierte gereinigte Protein aufgetragen.

GST-xCK19 wurde in Bakterien als ein Protein mit einem relativen Molekulargewicht von ca.
88 kD exprimiert (Abb. 5.40). Das Protein konnte unter nicht denaturierenden Bedingungen
extrahiert und eluiert werden (15 mM Glutathion). Das isolierte Fusionsprotein wurde von
p52-Antikorpern erkannt (Abb. 5.40).

anti-
GST p52
-97
s e GST-
xCK19
—66
Abb. 5.40: Immunblots von GST-xCK19. Das in E. coli exprimierte
GST-xCK19/1 wurde unter nicht denaturierenden Bedingungen isoliert
—45 und wird von GST- (links) sowie von p52- (rechts, PS2) Antikérpern

erkannt.

Die dialysierten Proteine wurden in das Cytoplasma von Oocyten und Kulturzellen injiziert.
Die Zellen wurden 30 Minuten bis 3 Stunden inkubiert, um den Import in den Zellkern zu
ermOglichen. Mit den Kulturzellen wurden anschlieBend Immunfluoreszenzen mit His- bzw.
GST-Antikorper durchgefiihrt, um das injizierte Protein nachzuweisen. In Zellen von Spezies
auer Xenopus wurden auflerdem Immunfluoreszenzen mit mAb56 durchgefiihrt, der p52
spezifisch in Xenopus-Zellen erkennt (siehe auch 5.2.3.2). Von den Oocyten wurden die
manuell isolierten Zellkerne und das entsprechend getrennte Cytoplasma im Western Blot mit
den jeweiligen Antikorpern auf die injizierten Proteine hin tiberpiift.

Die Proteine konnten leider weder im Zellkern noch im Cytoplasma nachgewiesen
werden, auch nicht nach direkter Injektion in den Zellkern. Dies 16t vermuten, daB3 entweder
die Konzentration des injizierten Proteins fiir den Nachweis zu gering war (hoher
konzentrierte Proteinlésungen waren fiir die Mikroinjektion zu zdhfliissig), oder daB3 die
bakteriell exprimierten Proteine in der Zelle nicht funktionsfdhig waren und rasch abgebaut
wurden.
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5.2.4.2 Isolierung von xCK19 aus Proteingelen

Dem bakteriell exprimierten xCK19 fehlten moglicherweise bestimmte posttranslationelle
Modifikationen. Immunprézipitationen mit mAb56 zur Isolation von p52 im natiirlichen
Zustand waren leider nicht erfolgreich. Um p52 in moglicherweise modifizierter Form zu
isolieren und injizieren zu kdnnen, wurde das Protein daher direkt nach der Auftrennung aus
zweidimensionalen Gelen eluiert.

Die im Immunblot durch p52-Antikdrper erkannten Polypeptide aus A6-Zellkernen
(siehe 5.2.5) wurden aus mit Natriumacetat gefarbten 2D-Gelen ausgeschnitten und eluiert.
Die eluierten Proteine wurden mit einem Fluoreszenzfarbstoff gekoppelt, um sie in Oocyten
und A6-Zellen sichtbar zu machen, bzw. wurde nach Injektion in Ptk-Zellen mit mAb56 eine
Immungoldlokalisation durchgefiihrt. Auch diese Versuche ergaben aber leider kein Ergebnis,
da die injizierten Proteine nicht nachgewiesen werden konnten (siche oben).

5.2.5 Identifikation der xCK19 Isoformen im Immunblot

Im Verlauf der vorliegenden Arbeit wurden, bei der Verwendung von frisch isolierten
Zellkernen aus A6-Kulturzellen und verbesserter Auftrennung der Proteine durch 2D-PAGE,
im Western Blot mit mAb56 und den Peptid-Antikérpern (PS1, PS2) mehrere positive
Polypeptide nachgewiesen (Abb. 5.41). Die der Identifizierung von xCK19 zugrundeliegende
Peptidsequenzierung wurde mit einem einzelnen Polypeptid (p52) durchgefiihrt (Kriiger,
1998). Da dessen Identitdt als nukleoldres Protein bislang nicht bestitigt werden konnte,
sollten die zusédtzlich nachgewiesenen Antigene identifiziert werden.

Um auszuschlieBen, dal es sich um unterschiedliche Phosphorylierungszustinde eines
Proteins handelte, wurde der Kernextrakt vor der Elektrophorese mit Phosphatase inkubiert.
Bei den dephosphorylierten Proben wurden nicht nur die gleichen, sondern sogar zusétzliche
Antigene im Immunblot festgestellt (Abb. 5.41c). Die Polypeptide wurden massen-
spektrometrisch (MALDI-TOF) analysiert (Tabelle 5.2). Dabei wurden die drei Isoformen
von xCK19 nachgewiesen, die auch durch RT-PCR identifiziert worden waren (5.2.2). In
Abb. 5.42 ist deren Verteilung im 2D-Gel im Vergleich mit den errechneten Werten der
Proteine xCK19/1-3 aus Tabelle 5.1 (5.2.2) gezeigt. Uberraschenderweise wurde ein bei den
dephosphorylierten Proben von mAb56 erkanntes Polypeptid von ca. 60 kDa (Abb. 5.41c) als
Cytokeratin 8 identifiziert. Dieses Ergebnis war erstaunlich, da das nachgewiesene Epitop von
mADbS56 (siehe 5.2) nicht in der CK8-Sequenz enthalten ist. Dem monoklonalen Charakter des
Antikorpers zufolge sollte nur ein spezifisches Epitop erkannt werden und es bleibt
nachzuweisen ob dieses Epitop durch eine andere Aminoséuresequenz imitiert werden kann.
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Abb. 5.41: 2D-Western Blots mit pS52-Antikorpern. Immunblots von zweidimensional aufgetrennten
Zellkernproteinen aus A6-Zellen. Die Antigene wurden durch MALDI-TOF identifiziert (siche Tabelle 5.2). (a)
mAb56 erkennt die XCK19 Isoformen 1-3. (b) Die Peptid-Antikérper erkennen xCK19/2 und /3. (c) Nach
Dephosphorylierung der Probe wird iiberraschenderweise zusitzlich xCK8 vom mAb56 erkannt.
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1 2 3 4 5 6 7 8
Nr. | XCK19/1 | XCK19/3 | XCK19/2 Peptid Modifikation Theor. Vorhanden
MW in: XCK19/
1 807 807 LAADDFR 807.40 11213
2 818.44 818 QNHEYK 818.38 11213
3 882.51 GLGAPVGVGR 882.52 2
4 989.50 SEITDLRR 989.54 2
5 1007.53 1007.54 MLMDIKTR 1007.54 11213
6 1023.56 1023.55 1023.46 IREWYEK 1023.53 11213
7 1041.63 1041.62 1041.54 IVLQIDNAR 1041.61 11213
8 1183.64 1183.62 YFTIIEELR 1183.64 1 3
9 1236.63 1236.65 1236.61 TKYENELALR 1236.66 11213
10 1242.53 1242.55 NHEEEMNALR 1242.55 1 3
11 1258.53 1258.51 nheeemnalr 1Met-ox 1258.55 1 3
12 1370.65 1370.70 KNHEEEMNALR 1370.65 1 3
13 1374.65 AALENTLGETEAR 1374.69 2
14 1388.62 1388.66 AALENTLAETEAR 1388.70 1 3
15 1463.63 EWYEKQGPSPSR 1463.69 1 3
16 1471.64 1471.66 EVATHTEQIQTSK 1471.74 1 213
17 1511.72 1511.73 VHTLETANSGLELK 1511.81 1 3
18 1561.76 LSVSVSGDGLLSGNEK 1561.81 1 3
19 1715.81 qllevhdtqigggthk pyroGlu 1715.87 3
20 1732.82 1732.83 IREWYEKQGPSPSR 1732.88 1 3
21 1786.84 1786.82 1786.86 APSVHGGYGGQGISVSSAR 1786.88 11213
22 1829.84 IVLQIDNARLAADDFR 1829.99 11213
23 1858.76 DAEEWFFSQSEELNK 1858.81 1 3
24 1869.80 1869.80 qnheykmlmdiktr pyroGlu 1PO4 1869.84 11213
25 1883.89 tiggleielgsqysmk 1Met-ox 1883.94 1 3
26 2014.93 RDAEEWFFSQSEELNK 2014.92 1 3
27 2042.08 GQVGGQVSVEVDAAPSVDISK 2042.04 1 3
28 2186.13 TDLEHQIENLKEELAYLK 2186.13 1 3
29 2264.09 | VSYKAPSVHGGYGGQGISVSSAR 2264.14 2
30 2272.99 2273.03 gnheykmlmdiktrlek 1PO4 1Met-ox 2273.08 11213
31 2283.15 2283.18 GKILDATVDNSKIVLQIDNAR 2283.27 1 213
32 2536.28 evathteqiqtskteitdlrr 1PO4 2536.24 1 3
33 2563.31 ygaqlgqigsmisnleaqlvdlr 1Met-ox 2563.32 1 3
34 2807.30 qtsssgsyrglsapvgasrtfyk 5PO4 2807.03 1 3

Tabelle 5.2: Ergebnis der MALDI-TOF Analyse. Die im Immunblot erkannten Proteine (Abb. 5.41) wurden
anhand ihrer Position und Verteilung im Coomassie gefarbten 2D-Gel identifiziert (Abb. 5.42) und
ausgeschnitten. Die Proben wurden mit Trypsin verdaut und die Molekulargewichte der entstandenen Peptide
wurden massenspektrometrisch ermittelt. Die erhaltenen Werte wurden mit den theoretischen Werten des
Verdaus der Sequenzen xCK19/1-3 bzw. Datenbank-Sequenzen verglichen (Trypsin spaltet Polypeptide
spezifisch nach den Aminosiuren Lysin (K) und Arginin (R)). In der Tabelle sind die Molekulargewichte der
gemessenen und den Sequenzen xCK19/1-3 zugeordneten Peptide aufgefiihrt (Spalten 2-4). In Spalte 5 sind die
Sequenzen der Peptide aufgefiihrt die, gegebenenfalls mit Modifikationen (Spalte 6), das in Spalte 7 errechnete
Molekulargewicht besitzen. Die gemessenen Molekulargewichte der identifizierten Peptide stimmen innerhalb
von 100 ppm (parts per million) mit den theoretischen Werten {iberein. In Spalte 8 ist angegeben, in welchen
xCK19 Isoformen das jeweilige Peptid vorkommt. Aufgrund der Peptide 3, 4, 13 und 29 konnte xCK19/2
identifiziert werden, und Peptid 19 kommt nur in xCK19/3 vor. Einzelne Sequenzvorschlige wurden durch
Peptidsequenzierung tiberpriift und bestétigten ausnahmslos die aufgefiihrten Sequenzen. PO4: Phosphorylierung
von Serin (S), Threonin (T) oder Tryptophan (Y). Met-ox: Oxidation von Methionin (M). Pyro-Glu: N-
terminales Glutamin (Q) modifiziert zu pyroGlutamat.
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Durch die MALDI-TOF-Analyse sollten auch etwaige posttranslational modifizierte Formen
von Cytokeratin 19 identifiziert werden, die moglicherweise eine verdnderte zelluldre
Lokalisation bedingen konnten. Insbesondere Phosphorylierungen spielen bei dem
Loslichkeitsverhalten von Cytokeratinen eine Rolle. Es kommen daflir nur einzelne
Phosphorylierungen spezifischer Aminosduren in Betracht, da nach der kompletten
Dephosphorylierung der Proteine keine unterschiedlichen Phosphorylierungszustinde im
Immunblot nachgewiesen werden konnten (sieche oben). Wenige moglicherweise
phosphorylierte Peptide die den xCK19 Sequenzen zugeordnet wurden sind in Tabelle 5.2
aufgefiihrt. Deren Relevanz miisste im Einzelnen {berpriift werden. Aus den
massenspektrometrischen Ergebnissen ergaben sich auch keine Hinweise auf andere
Modifikationen.

In A6-Zellkernen wurden also die in der vorliegenden Arbeit klonierten und
exprimierten CK19 Isoformen, sowie ein weiteres Cytokeratin, als Antigene der p52-
Antikorper identifiziert. Die Diskrepanz zwischen der in der Regel cytoplasmatischen
Lokalisation der GFP-CK19/1-3 Proteine (5.2.3.2) und dem Nachweis der CK19 Isoformen in
A6-Zellkernen wirft jedoch die Frage auf, ob die Cytokeratine lediglich als Bestandteile von
cytoplasmatischen Verunreinigungen der hier untersuchten Zellkerne identifiziert wurden.

Die Moglichkeit, cytoplasmatische Verunreinigungen weitesgehend auszuschliefen,
besteht durch die manuelle Isolation des Kerninhalts von Xenopus Oocyten. Die
amplifizierten Nukleoli in Xenopus Oocyten wurden in der Immunfluoreszenz von mAb56
und den Peptid-Antikdrpern markiert (Kriiger, 1998). Im Western Blot von handisolierten
Oocytenkernen wurden von den Antikorpern, wie bei A6-Zellkernen, Proteine von 52 kD und
45 kD erkannt (Abb. 5.43). Die Kerne wurden weiter manuell in Kernhiillen und Kerninhalte
aufgetrennt. Die Antigene waren im Kerninhalt deutlich nachweisbar, aber nur in Spuren in
den isolierten Kernhiillen.

Kerne Kernhiille Kerninhalt
52 = ; ol Abb. 543: p52 im Kern von
Xenopus Oocyten. Western Blot von
| : [ e—— isolierten Oocytenkernen, isolierten
45 m Kernhiillen und den entsprechenden
Kerninhalten mit mAb56.

Die im Kerninhalt nachgewiesenen Polypeptide sollten ebenfalls massenspektrometrisch
analysiert werden. Die Menge der aus eindimensionalen Gelen isolierten Proteine (siche Abb.
5.43) reichte aber leider nicht aus, um die Antigene eindeutig zu bestimmen.

SchlieBlich wurden die Antigene von mAb56 im Immunblot von Xenopus Eiextrakt
nachgewiesen. Dieser Eiextrakt wird u.a. verwendet, um in vitro Kerne zu bilden. In diesen
Kernen werden, aufgrund fehlender Transkription, keine Nukleoli gebildet. Nukleolére
Proteine sind daher in PNBs lokalisiert (1.3.1). In der Immunfluoreszenz markierte mAb56
solche PNBs (Kriiger, 1998). Im Western Blot von im 2D-Gel aufgetrennten Eiextrakt-
Proteinen wurden ebenfalls zwei Antigene von ca. 52 und 45 kD erkannt (nicht gezeigt).
Auch hier konnten die Polypeptide aber leider nicht eindeutig durch Massenspektrometrie
identifiziert werden.

Zusammenfassend bleibt die Existenz von Cytokeratin 19 im Zellkern bzw. im
Nukleolus zweifelsfrei nachzuweisen. Anderenfalls mu3 davon ausgegangen werden, daf3 die
p52 Antikorper in der Fluoreszenz und im Immunblot unterschiedliche Proteine erkennen.
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6 Diskussion

Im Verlauf dieser Arbeit wurde eine Reihe von ribosomalen und nicht-ribosomalen
nukleoldren Proteine kloniert und als GFP/RFP-Fusionsproteine exprimiert, um ihr
dynamisches Verhalten und ihre Assoziation mit nukleoldren Strukturen in lebenden
Kulturzellen zu analysieren. Insbesondere gelang es erstmalig, die Mobilitdt von pol I in
Abhéngigkeit vom Transkriptionszustand quantitativ zu erfassen. Weiterhin wurden neue
Wege aufgezeigt, um die komplexen Abldufe der Ribosomenbiogenese in vivo zu
untersuchen.

6.1 Lokalisation und Mobilitat von RNA Polymerase |

Zwei pol 1 spezifische Untereinheiten, RPA194 und RPAS53, wurden in der vorliegenden
Arbeit verwendet (sieche 1.1.1 und 5.1.1). Neben den von anderen Arbeitsgruppen zur
Verfligung gestellten Klonen der murinen pol I-Untereinheiten wurde erstmalig auch die
menschliche Untereinheit RPAS3 kloniert und exprimiert. Sie erwies sich zu 75% identisch
zur entsprechenden Untereinheit der Maus und lokalisierte zusammen mit den anderen
Fusionsproteinen korrekterweise in den fibrilliren Zentren der Nukleoli, unabhingig von
deren Organisation und den verwendeten Zellinien. Auch die im Verlauf der vorliegenden
Arbeit durch FRAP-Messungen gezeigten dynamischen Eigenschaften der Untereinheiten
waren in allen verwendeten Zelltypen identisch. Dies sind weiterere Belege dafiir, dal die
Polymerase-Untereinheiten verschiedener Organismen sehr stark konserviert sind.
Menschliche Untereinheiten konnen sogar ihre Homologe in der Hefe funktionell ersetzen
(Shpakovski et al., 1995, McKune et al., 1995).

Die Verteilung der exprimierten Untereinheiten in den FCs entsprach der Lokalisation
von endogenem pol I, nachgewiesen durch Immunfluoreszenz-Mikroskopie. Wéhrend der
Mitose waren die Fusionsproteine in chromosomalen NORs lokalisiert, ebenso wie die
endogenen Polymerase [-Molekiile (sieche 1.1.1 und 1.3.1). Die korrekte Lokalisation der
GFP/RFP-Untereinheiten und die Lebensfdhigkeit der transfizierten Zellen im Verlauf
mehrerer Zellzyklen lassen vermuten, daBl die Fusionsproteine in funktionelle
Transkriptionskomplexe integriert wurden. Allerdings fehlt bis jetzt ein formaler Beweis.

Durch FRAP-Analysen lieBen sich in der vorliegenden Arbeit erstmalig die
dynamischen Eigenschaften von pol I in Abhéngigkeit von der Transkriptionsaktivitit
bestimmen. In FCs proliferierender Interphase-Zellen erwiesen sich nach FRAP-Messungen
ungefdhr die Hilfte der gebleichten GFP-RPA194 und GFP-RPAS53 Molekiile als mobil.
Diese pol I Molekiille wurden innerhalb von ca. 5 Minuten zwischen dem FC und dem
Nukleoplasma ausgetauscht. Die gleiche mittlere Verweildauer der beiden Proteine im
Nukleolus bestitigt, dal es sich um Untereinheiten eines gemeinsamen Enzymkomplexes
handelt. Die Kinetik der Fluoreszenzerholung beider Untereinheiten war jedoch
unterschiedlich. GFP-RPAS3 zeigte eine schnellere anfingliche Erholung als GFP-RPA194.
Danach war eine langsamere Erholungsphase zu beobachten, nach der beide Untereinheiten
dhnliche Plateaus erreichten. Diese Ergebnisse lassen darauf schlieBen, daB die beiden
Proteine sich als getrennte Untereinheiten zwischen Transkriptionsort und dem Nukleoplasma
hin- und herbewegen und erst am Promoter der rRNA-Gene in einen gemeinsamen
Initiationskomplex integriert werden. Das Konzept von vorgefertigten pol 1 ,,Holoenzymen*
ist mit diesen Befunden kaum vereinbar (Seither et al., 1998).

Die Interpretation der FRAP-Daten ist in Abb. 6.1 schematisch dargestellt. Die
Assoziation der GFP-RPAs mit dem Nukleolus resultiert in einer relativ schnellen
anfanglichen Fluoreszenzerholung, die in eine mit der Elongation korrelierende, langsame
und lineare Erholungsphase iibergeht. Nach der Transkription eines Gens dissoziiert der
Enzymkomplex und die Untereinheiten diffundieren zuriick in das Nukleoplasma. Die
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Abb. 6.1: Schematische Darstellung der FRAP Ergebnisse fiir pol I. (a) In dem vereinfachten Modell ist die
Korrelation der Transkriptionsdauer eines rRNA-Gens durch den pol I-Enzymkomplex (gelb) mit der
gemessenen Fluoreszenzerholung der mobilen Fraktion einer GFP-pol I-Untereinheit (griin) gezeigt. (Pol I ist im
fibrilliren Zentrum lokalisiert, zur besseren Ubersicht wurden die Kompartimente des Nukleolus nicht
dargestellt). Die Ergebnisse lassen auf einen Austausch der Untereinheiten zwischen Nukleolus und
Nukleoplasma schlieBen. Aus dem Influx der Fusionsproteine in den Nukleolus resultiert eine erste schnelle
Erholungsphase. Die folgende langsamere, weitgehend lineare Erholungsphase korreliert mit der Elongation. Die
Fluoreszenz hat sich vollstindig erholt, wenn das gesamte Gen nach dem Bleichen wieder mit GFP-markierten
pol I-Molekiilen besetzt ist. (b) Nach Zugabe des Transkriptionshemmers AMD kénnen sich keine produktiven
Transkriptionskomplexe ausbilden. Nach ihrer Bildung dissoziieren die Priinitiationskomplexe wieder und die
pol I-Untereinheiten diffundieren zuriick in das Nukleoplasma.

Fluoreszenzerholung erreicht ein Plateau, wenn die gebleichten Molekiile den Nukleolus
verlassen haben und die rRNA-Gene wieder vollstandig mit GFP-pol I besetzt sind (a).

In diesem Modell wird davon ausgegangen, da3 die pol I Untereinheiten wihrend der
Elongation nicht ausgetauscht werden. Diese Annahme erscheint fiir die katalytische, DNA-
bindende Untereinheit RPA194 logisch und kann vermutlich auch fiir RPA53 gemacht
werden. Daher wird angenommen, dal die durch FRAP gemessene Kinetik der
Fluoreszenzerholung direkt mit der Transkriptiondauer eines rRNA-Gens zusammenhéangt,
zumal dieser Zeitraum mit in vitro bestimmten Transkriptionsraten vereinbar ist. Aus einer
Transkriptionsgeschwindigkeit von ~2,5 kbp/min (Greenberg und Penman, 1966, Emerson,
1971) errechnet sich die Transkriptionsdauer von ca. 5 min fiir ein rRNA-Gen.

Die genaue Transkriptionsdauer kann durch die vorliegenden FRAP-Daten allerdings
nicht bestimmt werden. Zunidchst muf3 beriicksichtigt werden, dall die Messungen bei 25°C
durchgefiihrt wurden. Die Temperaturabhéngigkeit der pol I-Transkription muf3 noch
analysiert werden. Da die Geschwindigkeit enzymkatalysierter Reaktionen bei
Temperaturerh6hungen zunimmt, ist zu vermuten, dafl die Transkriptionsdauer bei 37°C
geringer ist und fiir die beteiligten Molekiile eine entsprechend hohere Mobilitdt gemessen
wird. Weiterhin ist fiir die quantitative Analyse einzelner Prozesse ein genaues kinetisches
Modell erforderlich (siehe unten).
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RPAS3 wurde urspriinglich als PAF53 (polymerase associated factor) beschrieben und mit
der Regulation des Transkriptionskomplexes in Verbindung gebracht (Hanada et al., 1996).
Dabei wurde angenommen, da3 die Assoziation von PAFs mit pol I dem Enzymkomplex
spezifische Aktivitdt verleiht. Weitere Untersuchungen zeigten jedoch, da PAF53 kein
locker assoziierter Regulationsfaktor, sondern eher eine Untereinheit von pol I ist (daher
RPAS53 genannt; Seither et al., 1997). In Ubereinstimmung mit diesem Ergebnis wurde auch
in der vorliegenden Arbeit nach Kotransfektionen mit RPA194 kein pol I in den Nukleoli
detektiert, das nicht mit PAF/RPAS3 assoziiert war und somit eine inaktive Form des Enzyms
reprasentieren konnte. Weiterhin zeigen die FRAP-Daten, dal RPAS53 wihrend der gesamten
Elongationsphase mit dem Transkriptionskomplex assoziiert bleibt. RPAS53 spielt
wahrscheinlich eine Rolle bei der Bildung des Initiationskomplexes, indem es die Bindung
von pol I an UBF vermittelt (Hanada et al., 1996, Seither et al., 1997). Solche Funktionen
konnten die unterschiedlichen anféanglichen Erholungsraten beeinflussen. Die genaue Abfolge
bei der Bildung des Initiations- und Transkriptionskomplexes ist jedoch nicht bekannt. Daher
ist die Ursache der deutlich héheren apparenten Mobilitdt von RPAS3 in der ersten Minute
der Fluoreszenzerholung unklar.

Uber die scheinbar immobile Fraktion der jeweiligen untersuchten GFP-Fusionsproteine
herrscht ebenfalls einige Unklarheit. Eine Mdoglichkeit ist, daB der beim FRAP gemessene
immobile Teil {liber einen langeren Zeitraum an mehreren Prozessen beteiligt ist, bevor er
wieder mit dem nukleoplasmatischen ,,Pool*“ &dquilibriert. So konnte der Befund, daf
scheinbar 40-50% der GFP-RPA Molekiile immobil sind, damit zusammenhéingen, dal3 ein
bestimmter Anteil der pol I-Molekiile nach der Termination nicht in das Nukleoplasma
zuriickkehrt, sondern an neuen Initiationsvorgédngen teilnimmt (Jansa et al., 2001, sieche auch
Panov et al., 2001). Eine andere Moglichkeit ist die Existenz immobiler pol I Untereinheiten
im FC, entweder in einem Speicher inaktiver Molekiille oder in nicht aktivierten
Préinitiationskomplexen gebunden. Dagegen sprechen allerdings die FRAP-Daten von
transkriptionell inaktiven Nukleoli.

Nach Actinomycin D (AMD)-Behandlung von Zellen war die Mobilitit der
Untereinheiten in transkriptionell inaktiven FCs deutlich hoher, was durch das Fehlen von
produktiven Transkriptionskomplexen bei blockierter Elongation erkldrt werden kann (Abb.
6.1b). Die durch AMD blockierte Transkription resultiert in einem schnellerem Austausch der
GFP-pol 1 Molekiile, wobei vermutlich noch Priinitiationskomplexe mit einer mittleren
Lebensdauer von bis zu drei Minuten gebildet werden. Die praktisch vollstindige Mobilitét
der inaktiven pol I Komponenten widerspricht einer Lagerung im Nukleolus. Da die pol I-
Untereinheiten offenbar nicht im FC zuriickgehalten werden und bei transkriptionell aktiven
Nukleoli schnell aus dem Nukleoplasma rekrutiert werden, ist es wahrscheinlich, da3 die
Untereinheiten durch ihre direkte Reintegration in Initiationskomplexe an benachbarte
Promoter als scheinbar immobile Fraktion gemessen werden.

Der Vergleich der Mobilitdt von pol I-Untereinheiten in Nukleoli mit unterschiedlich
angeordneten FCs ergab keine erkennbaren Unterschiede. In einzelnen kompakten FCs und in
mehreren dispers angeordneten kleineren FCs eines Nukleolus wurden praktisch identische
FRAP-Daten gemessen. Diese unterschiedlich organisierten nukleoldren Strukturen sollen mit
der Transkriptionsaktivitit im Zusammenhang stehen, da der kompakte Typ als typisch fiir
konfluente Kulturzellen beschrieben wurde, bei denen die Ribosomensynthese verringert ist.
Die kompaktere Form der nukleoldren Komponenten wurde dabei mit der von inaktiven
segregierten  Nukleoli  verglichen (sieche Shaw und Jordan, 1995). Da die
Transkriptionsaktivitit durch die Anzahl aktiv transkribierter rDNA-Gene, bzw.
initiationskompetenter pol 1-Molekiile bestimmt wird, kann durch die gemessene Mobilitit
der pol I-Molekiile keine Korrelation der nukleoldren Struktur mit einer unterschiedlich hohen
Transkriptionsaktivitdit nachgewiesen werden. Die Frage der Organisation der viele
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Genkopien enthaltenden FCs bleibt weiterhin offen. Vermutlich sind aktive und inaktivierte
rDNA-Gene zufillig verteilt, wie bei Hefe gezeigt wurde (Dammann et al., 1995, siehe auch
1.3.3).

In diesem Zusammenhang ist die Auflockerung kompakter nukleoldrer Strukturen zu
sogenannten ,,necklace Strukturen nach der Behandlung von Zellen mit DRB (5,6-dichloro-
1-B-D-ribofuranosylbenzimidazole) interessant (siche Le Panse et al., 1999). Wiahrend die
rDNA-Transkription aufrechterhalten wird, entfaltet sich der Nukleolus und einzelne kleine
FCs dhnlicher GroBe werden sichtbar, die wie durch das DFC verbundene Perlen aufgereiht
sind (Granick, 1975a, b, Scheer und Benavente, 1990, Le Panse et al., 1999). Diese mit pol I,
Transkriptionsfaktoren und pra-rRNA-Transkripten assoziierten FCs repridsentieren
vermutlich einzelne rDNA-Einheiten, die nach Entfernung des DRB wieder zur
urspriinglichen Struktur des Nukleolus reorganisiert werden (Puvion-Dutilleul et al., 1983,
Scheer et al., 1984, Haaf et al., 1991, Weisenberger und Scheer, 1995, Haaf und Ward, 1996,
Le Panse et al., 1999). Obwohl die Verteilung aktiver und inaktiver rDNA-Gene auch hier
nicht geklart ist, weisen solche Ergebnisse darauf hin, dafl die Struktur des Nukleolus nicht
alleine von der rDNA-Transkription abhingt. Auch in diesen durch DRB induzierten
Strukturen sollte die Mobilitdt von pol I noch untersucht werden.

Generell reprisentieren die beim FRAP gemessenen Daten die Gesamtheit einer
bestimmten Population von GFP-Fusionsproteinen, unabhéngig davon, ob sie in freier oder
gebundener Form, aktiv oder inaktiv, sowie in verschiedenen Komplexen vorliegen. Es kann
von diesem Gesamtwert der Mobilitdt nicht direkt auf einzelne molekulare Prozesse
geschlossen werden, solange fiir diese kein vollstindiges Modell existiert (sieche Phair und
Misteli, 2001). Dies ist beim komplexen Prozef3 der Initiation der rDNA-Transkription der
Fall, und auch die Funktionen der meisten pol I-Untereinheiten und assoziierten Faktoren sind
unbekannt (siehe Paule, 1998 und Einleitung). Weitere Vorginge wie die Dissoziation des
Transkriptionskomplexes nach der Termination und die Reinitiation am Promoter beeinfluBen
ebenfalls die Mobilitdt der pol I-Molekiile. Die Transkriptionseinheiten konnten z.B. raumlich
so angeordnet sein, daf} ein Teil der pol I-Molekiile direkt nach der Termination effektiv an
den Promoter-Komplex des ndchsten rDNA-Gens bindet (Moss et al., 1992, Jansa et al.,
2001). Wie oben erwihnt kann dieses Modell nach den vorliegenden Daten fiir hochstens
50% der Population zutreffen. Weiterhin koexistieren aktive und inaktive Genkopien im
Nukleolus (sieche Lucchini und Sogo, 1998, Jackson et al., 1998) und pol I Molekiile konnen
in verschiedenen Aktivitdtszustinden vorliegen (Aprikian et al., 2001, Miller et al., 2001,
Seither et al., 2001). Ein komplettes, alle diese Punkte beriicksichtigendes Modell der rDNA-
Transkription miilite mit den kinetischen Eigenschaften der beteiligten Proteine vereinbar
sein. Somit konnen FRAP-Daten als Kontrolle fiir solche Modelle herangezogen werden
(siche Misteli, 2001).

In der vorliegenden Arbeit wurde die Lokalisation von aktiv transkribierender RNA-
Polymerase I in FCs bestitigt (siche auch 6.2). Es wurde eine mit der Transkriptionsaktivitét
korrelierende Mobilitdt von pol I in diesem Kompartiment festgestellt, die mit dem Modell in
Abb. 6.1 vereinbar ist. Dieses beinhaltet den Import einzelner pol I-Untereinheiten in das FC,
den dortigen Zusammenbau zu einem Holoenzym, die Transkription eines rRNA-Gens, sowie
die Dissoziation und den Export der Untereinheiten zuriick in das Nukleoplasma.

Obwohl pol I in FCs lokalisiert ist, blieb der genaue rDNA-Transkriptionsort umstritten.
Durch die Verwendung verschiedener Methoden zum Nachweis von naszierenden rRNAs
wurden unterschiedliche Ergebnisse erzielt (Thiry et al., 2000, Cmarko et al., 2000). So wurde
das FC als ,,Lagerraum* fiir inaktive pol I-Molekiile angesehen, wihrend die Transkription im
DFC stattfindenden sollte. Gleichzeitig sollten diesem Modell zufolge die pol I-
Enzymkomplexe als immobile Transkriptions-,,Stationen* vorliegen, durch die mobile rDNA
durchgeschleust und transkribiert werden soll (Hozak et al., 1994).
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Diese Modelle konnen durch die Ergebnisse der vorliegenden Arbeit weitgehend widerlegt
werden. Die Mobilitit der Enzymkomplexe wurde eindeutig nachgewiesen. Die Existenz
eines inaktiven Speichers von pol I[-Molekiilen im fibrilliren Zentrum ist nahezu
ausgeschlossen, da die vorliegenden Daten einen vollstandigen Austausch von inaktiver pol I
mit dem Nukleoplasma zeigen. Alle im Verlauf dieser Arbeit erhaltenen Ergebnisse weisen
auf das fibrillire Zentrum als rDNA-Transkriptionsort hin, in Ubereinstimmung mit BrUTP-
Experimenten (Thiry et al., 2000; Mais und Scheer, 2000). Dies wird im néchsten Abschnitt
durch die Darstellung von FC und DFC in lebenden Zellen noch verdeutlicht.

6.2 Darstellung der nukleolaren Komponenten in der lebenden
Zelle

Wie bisher diskutiert, wurde in der vorliegenden Arbeit das fibrillire Zentrum durch die in
vivo Lokalisation von aktiven GFP- oder RFP-markierten pol I-Untereinheiten als Ort der
rDNA-Transkription identifiziert. Nach Expression von GFP- oder RFP-Fibrillarin wurde das
DFC spezifisch markiert und bei der gleichzeitigen Expression mit GFP/RFP-pol I waren die
jeweiligen Fusionsproteine zwar eng benachbart, aber dennoch rdumlich -eindeutig
unterscheidbar. Die pol I-enthaltenden FCs waren teilweise oder vollstindig vom DFC
umgeben, in Ubereinstimmung mit der nukleolidren Ultrastruktur (Abb. 6.2). Diese zum ersten
Mal direkt an lebenden Zellen gemachten Beobachtungen sind mit Ergebnissen vereinbar, die
bisher nur aus der Lokalisation von rRNA-Transkripten abgeleitet wurden. Diese legen nahe,
daB sich die naszierenden pra-rRNA Transkripte vom Ort der Transkription etwa 0,2-0,5 pm
weit in das DFC erstrecken, wo die ersten Prozessierungsschritte stattfinden, an denen u.a.
Fibrillarin beteiligt ist (Lazdins et al., 1997, Thiry et al., 2000).

Abb. 6.2: Die Struktur des Nukleolus im 3D-
Modell. 3D-Rekonstruktion aus konfokalen
Fluoreszenzaufnahmen einer GFP-pol I und RFP-
Fibrillarin exprimierenden Cos-Zelle (siche Abb.
5.12). Pol I (griin) ist im fibrilliren Zentrum
lokalisiert, umgeben von der dichten fibrilldren
Komponente, durch Fibrillarin (rot) markiert. Die
granulire Komponente (grau) ist durch den
Ausschnitt einer zweidimensionalen Phasen-
kontrastaufnahme in der entsprechenden Ebene
dargestellt (siche Abb. 1.1).

Gegeniiber den bisherigen Methoden zur Lokalisierung von rRNA-Genen wie BrUTP-Einbau,
FISH wund EM-Immuncytochemie, die kritische Fixierungsschritte —und damit
Artefaktmoglichkeiten beinhalten, bietet die Expression von GFP/RFP-Fusionsproteinen den
offensichtlichen Vorteil der direkten Darstellung nukleoldrer Proteine und die Moglichkeit,
thre rdumliche Verteilung in der lebenden Zelle unter verschiedenen physiologischen
Bedingungen zu untersuchen.

Deshalb wurden auch Proteine der granuldren Komponente zusammen mit Fibrillarin
exprimiert, um die Lagebeziehung der beiden Komponenten GC und DFC relativ zueinander
zu analysieren. In normalen Interphasezellen war die Zuordnung nicht eindeutig moglich. Bei
der gleichzeitigen Lokalisation von Fibrillarin und B23 oder L5 wurde eine unregelméBig
vermischte Verteilung der Fusionsproteine sichtbar. Diese Ergebnisse stehen im Gegensatz zu
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elektronenmikroskopischen Préiparaten, in denen oft deutlich distinkte DFC und GC Regionen
sichtbar sind und Immungoldlokalisationen die eine meist eindeutige Lokalisation nukleoldrer
Proteine in der einen oder anderen Komponente zeigen. Die beiden Kompartimente sind
mittels Immunfluoreszenz meistens nicht so zu erkennen. Daher wurden die beiden
Komponenten im Lichtmikroskop nach Segregation der Nukleoli durch Actinomycin D
(AMD) sichtbar gemacht. Durch die Inhibition der pol I-Transkription durch AMD werden
die  fibrilliren und  granuliren @ Kompartimente @ zu  einfachen, = kompakten,
aneinandergrenzenden Doménen umstrukturiert (Jordan und McGovern, 1981). Die
nukleoldren Proteine sind deutlich in einem der Komponenten lokalisierbar. So liefen sich
auch in lebenden Zellen GFP/RFP-Fusionsproteine spezifisch im DFC (Fibrillarin) oder im
GC (B23, ribosomale Proteine L5, L.10) nachweisen.

Diese Ergebnisse korrelieren mit den Funktionen der Proteine. Fibrillarin ist an den
ersten Prozessierungsschritten beteiligt, B23 an spéteren (siehe 1.1.3). LS und L10 werden,
wie wahrscheinlich die meisten ribosomalen Proteine, im GC zu den Préribosomen
hinzugefiigt (sieche 1.1.3 und 6.3). Mit den in dieser Arbeit exprimierten nukleoldren
Fusionsproteinen stehen also, in lebenden Zellen, Marker fiir die rdumliche Zuordnung von
Transkription, frithen Prozessierungschritten und spéteren Reifungsprozessen zur Verfiigung.
Dabei konnte eine klar definierte Grenze zwischen FC und DFC gezeigt werden, die den
Transkriptionsort und den umgebenden Bereich der ersten Prozessierungschritte festlegt.
Hingegen ist der Ubergang zwischen DFC und GC in aktiv transkribierenden Nukleoli
flieBend. Diese Ergebnisse konnen mit der Lokalisation nukleoldrer Proteine aufgrund ihrer
komplexen und dynamischen Protein-Protein und Protein-RNA Wechselwirkungen wihrend
der Ribosomenbiogenese erkldrt werden, die vermutlich groBtenteils die Struktur des
Nukleolus bestimmen (siche 1.3).

Es wire von Interesse eine Reihe weiterer nukleoldrer Proteine als GFP/RFP-
Fusionsproteine zu exprimieren, diese relativ zueinander zu lokalisieren und zu untersuchen
inwieweit dadurch eine lineare Korrelation mit den Funktionen der Proteine bei der
Ribosomensynthese erstellt werden kann.

6.3 Ribosomale Proteine

Im Verlauf dieser Arbeit konnten drei ribosomale Proteine in lebenden Zellen exprimiert und
lokalisiert werden. L4, LS und L10 wurden als GFP- bzw. RFP-Fusionsproteine im Nukleolus
und im Cytoplasma nachgewiesen. Die Ergebnisse lassen auf einen Einbau der chiméren
Proteine in Priribosomen, sowie deren Export und Reifung zu funktionellen Ribosomen
schlieBen. Dies wurde auch in anderen Arbeiten fiir verschiedene GFP-markierte ribosomale
Proteine gezeigt, u.a. bei der Hefe (Hurt et al., 1999, Lalucque und Silar, 2000).

GFP-L5 war in allen untersuchten Zellen im Nukleolus und im Cytoplasma lokalisiert.
In segregierten Nukleoli wurde es als Bestandteil des GCs nachgewiesen. L5 bildet einen
Komplex mit der 5S rRNA, der zu einem relativ frithen Zeitpunkt des Zusammenbaus der
groBen pra-ribosomalen Untereinheit in diese rekrutiert werden soll (Deshmukh et al., 1993,
Pittman et al., 1999, Dechampesme et al., 1999, siehe 1.1.3). Die nach diesem Syntheseschritt
entstandenen pré-ribosomalen Komplexe konnen demnach der granuliren Komponente
zugeordnet werden.

GFP-L4 war wie GFP-L5 im Nukleolus und im Cytoplasma lokalisiert. In segregierten
Nukleoli wurde es iiberraschenderweise ebenfalls in der granuldiren Komponente lokalisiert.
L4 ist nach EM-Lokalisationen als an naszierende pra-rRNA-Transkripte bindendes Protein
beschrieben worden (Chooi und Leiby, 1981). Daher sollte tiberpriift werden ob GFP-L4 als
Marker fiir das DFC verwendet werden kann. Dies ist nach AMD-Behandlung nicht der Fall.
Falls die fritheren EM-Daten korrekt sind, ist es moglich, dal die pra-rRNAs mitsamt den
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gebundenen Proteinen nach der Transkriptionshemmung weiter prozessiert werden und im
GC akkumulieren (siche Puvion-Dutilleul et al., 1997, Puvion-Dutilleul et al., 1992).

Uber den Ort der Assoziation von L10 mit der groBen ribosomalen Untereinheit gibt es
in der Literatur Widerspriiche, die in dieser Arbeit gekliart werden konnten. Im Gegensatz zu
der fiir menschliches L10 gemachten Annahme, dieses Protein wiirde erst im Cytoplasma mit
den ribosomalen Untereinheiten assoziieren (Nguyen et al., 1998), wurde gezeigt, dall es bei
Hefe im Nukleolus in Ribosomen integriert wird und eine wichtige Rolle beim Export der 60S
Untereinheit spielt (Gadal et al., 2001b, siehe 1.2.1). Weiterhin wurde menschliches L10 in
Nukleolin-bindenden RNP-Komplexen nachgewiesen (Yanagida et al., 2001).

Die in der vorliegenden Arbeit klonierten und exprimierten menschlichen und Xenopus
GFP/RFP-L10 Fusionsproteine waren in lebenden Zellen typischerweise ausschlielich im
Cytoplasma nachweisbar. Interessanterweise konnte aber in einigen Zellen eine
Akkumulation des Proteins in Nukleoli beobachtet werden, wobei meist keine
cytoplasmatische Fluoreszenz detektierbar war. Diese Ergebnisse lieBen den Schluf3 zu, daf3
L10 im Nukleolus mit den ribosomalen Untereinheiten assoziierte und in manchen Zellen dort
akkumulierte, da der Export der Praribosomen blockiert war, vermutlich direkt oder indirekt
durch die Uberexpression des Fusionsproteins. Somit kann davon ausgegangen werden, daf
auch in Zellen mit funktionierenden Ribosomenexport L10 bereits im Nukleolus in die
Vorstufe der groBen ribosomalen Untereinheit eingebaut wird. Da die L10-haltigen
Priribosomen  jedoch  sofort den  Nukleolus  verlassen, sind die L10-
FlieBgleichgewichtskonzentrationen dort so gering, daBl sie nicht nachweisbar sind.
Tatsdchlich konnte L10 eindeutig im Nukleolus und im Nukleoplasma nach experimenteller
Hemmung des Ribosomenexports aus dem Zellkern nachgewiesen werden (siehe unten). In
Zellen, die GFP/RFP-L10 im Nukleolus und im Cytoplasma exprimierten, kolokalisierte das
Protein vollstindig mit GFP/RFP-LS5.

Untersuchungen mit einem L10-Antikérper zeigten ebenfalls, daB L10 kein rein
cytoplasmatisches Protein ist. L10 wurde durch Immunblots in isolierten Zellkernen von
humanen und Xenopus-Kulturzellen nachgewiesen. In der Immunfluoreszenz wurde in den
meisten Zellen nur das Cytoplasma markiert. In einigen Zellen konnte jedoch eine schwache
Fluoreszenz im Nukleoplasma detektiert werden, die oft in der Peripherie des Nukleolus
konzentriert war. Exprimiertes GFP-L10 wurde durch den Antikdrper ebenfalls erkannt, es
wurden aber Zugénglichkeitsprobleme im Nukleolus offenbar.

Die Ergebnisse der vorliegenden Arbeit widerlegen die Annahme, daB L10 erst im
Cytoplasma an die grofle ribosomale Untereinheit bindet (Nguyen et al., 1998). Sie stehen
dagegen in Ubereinstimmung mit Befunden bei der Hefe, daB L10 ein funktionelles NLS
besitzt, bereits bei der rRNA-Prozessierung im Nukleolus beteiligt ist und durch die Bindung
an NMD?3 beim Export der groBen Untereinheit durch CRM1 beteiligt ist (Gadal et al., 2001b,
1.2.1). Zu dieser Funktion pafit auch die Tatsache, dal L10 nur peripher mit der 60S
Untereinheit assoziiert ist und sich leicht dissoziieren 146t (Loftus et al., 1997, Dick et al.,
1997). Interessanterweise ist auch in der Hefe die Gleichgewichtskonzentration im normalen
Nukleolus zu gering, um GFP-L10 nachzuweisen (Gadal et al., 2001b). Offenbar bindet das
Protein im Nukleolus nur an Export-kompetente Untereinheiten und wird auf diese Weise
rasch wieder aus dem Nukleolus entfernt (Ho et al., 2000b). Solange der Export aufrecht
erhalten bleibt, akkumuliert GFP-L10 erst im Cytoplasma in detektierbaren Mengen. Wird
hingegen der Export blockiert, verschiebt sich das Gleichgewicht hin zur Akkumulation im
Nukleolus und Nukleoplasma.

In der vorliegenden Arbeit konnte gezeigt werden, da3 der Export von L10 und der 60S
Untereinheit auch bei hoheren Eukaryoten {iber den CRM1-abhingigen Weg erfolgt. Nach der
Zugabe von Leptomycin B, das die Bindung von CRM1 an die Exportsequenz hemmt (1.2.1),
zu GFP-L10 exprimierenden Kulturzellen akkumulierte das Fusionsprotein im Nukleoplasma
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und im Nukleolus. Eine Akkumulation im Nukleoplasma, meistens in Form von einigen
distinkten punktformigen Aggregaten, wurde in allen Zellen beobachtet, hingegen war GFP-
L10 nur in einigen Zellen auch im Nukleolus lokalisiert. Dies konnte auch auf die spezielle
Rolle von L10 beim Zellkernexport hinweisen, da das ribosomale Protein GFP-S9 (zur
Verfligung gestellt von Andrea Ewald) in Vergleichsexperimenten immer im Nukleolus
akkumulierte (unverdffentlichte Daten).

In weiterfiihrenden Experimenten soll das menschliche Homolog von NMD3 kloniert
und als Fusionsprotein exprimiert werden. Dadurch kann die rdumliche Verteilung von L10,
NMD3 und den 60S Untereinheiten in lebenden Zellen hoherer Eukaryoten untersucht
werden. AuBlerdem sollen durch die Manipulation der exprimierten Sequenzen weitere
Erkenntnisse iiber die Transportmechanismen gewonnen werden, an denen diese Proteine
beteiligt sind. So kann die Rolle des NLS in L10 untersucht werden. Auflerdem kann durch
die Deletion des NES in NMD3 spezifisch der Export der groBen Untereinheit blockiert
werden (Ho et al., 2000a). Dadurch konnte u.a. die Akkumulation von L10 und anderen
ribosomalen Proteinen {iberpriift werden und mit der Inhibition des CRMI-abhédngigen
Exportwegs durch Leptomycin B verglichen werden, der bisher einzige nachgewiesene
Exportweg fiir ribosomale Untereinheiten (Ho et al., 2000a). Moglicherweise konnen auch,
durch die Koimmunprézipitation akkumulierter Praribosomen (sieche Ho et al., 2000a, b),
weitere Adapter-Proteine identifiziert werden. Die Untersuchung ribosomaler Proteine der
40S Untereinheit (z.B. S9, siehe oben) konnte Aufschluf3 iber den wahrscheinlich ebenfalls
iiber CRM1 verlaufenden Export der kleinen Untereinheit geben (siche Moy und Silver,
2002).

6.4 Cytokeratin 19 im Nukleolus?

Ein Schwerpunkt dieser Arbeit war die Charakterisierung eines neuen Proteins, das durch den
monoklonalen Antikdrper mAbS56 und Peptid-Antikérper in der Immunfluoreszenz im
Nukleolus von Xenopus laevis lokalisiert wurde (siehe 1.4.1). Im Verlauf dieser Arbeit
wurden, tiber Immunblots und MALDI-TOF Analysen, die Antigene dieser Antikorper als
Isoformen des Cytokeratin 19 (CK19) identifiziert. Dieses Ergebnis war {iberraschend,
insofern Intermediérfilament-Proteine (ausgenommen Lamine) normalerweise ausschlieBlich
cytoplasmatisch sind.

Es sind jedoch schon seit einiger Zeit viele eigentlich cytoplasmatische Proteine auch
im Nukleoplasma lokalisiert worden (sieche Klymkowsky, 1999 und Referenzen darin, Pestic-
Dragovich, 2000, Olave et al., 2002, Percipalle et al., 2002). Darunter auch mit der nukledren
Matrix assoziiertes Cytokeratin 8 (Aligué et al., 1990, siehe auch 1.3.3) und an Chromatin
gebundenes Cytokeratin 19 (Ward et al., 1984). Die physiologische Relevanz der nukleédren
Lokalisation bleibt allerdings meist unklar und die Untersuchungen koénnen durch
Verdanderungen wihrend Fixierung und Immunlokalisation erschwert werden (Melan und
Sluder, 1992, Mertens et al., 1996, Klymkowsky, 1999). Da IF-Proteine in vitro an DNA
binden, wurden ihre mogliche in vivo Lokalisation und mogliche Funktionen im Zellkern
diskutiert (sieche 1.4.2, Traub und Shoeman, 1994). Der einzige Hinweis auf nukleolédre IF-
Proteine ist eine vor kurzem durchgefiihrte Proteom-Analyse des Nukleolus (Andersen et al.,
2002).

Obwohl die Existenz einer Zellkernmatrix umstritten ist, konnten filamentbildende
Proteine im Zellkern, zumindest lokal, strukturelle bzw. organisatorische Funktionen ausiiben
(sieche 1.3.3). Insbesonders Keratine weisen eine hohe funktionelle und strukturelle
Variabilitit auf und spielen wahrscheinlich, neben der wichtigen mechanischen Funktion, bei
diversen Prozessen eine Rolle (siche 1.4.2).

Die Spezifitit der mit den verschiedenen Antikorpern erhaltenen Ergebnisse in
Immunfluoreszenz und Immunblot war im Vorfeld dieser Arbeit durch Mikrosequenzierung,
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Peptid-Kompetition und Epitopbestimmung tiiberpriift worden (1.4.1). Im Verlauf dieser
Arbeit wurden die cDNA-Sequenzen der Antigene durch RT-PCR ermittelt und, in
Ubereinstimmung mit der massenspektrometrische Analyse, als Isoformen des Xenopus
CK19-Homologs identifiziert. SchlieBlich wurde gezeigt, dall das in vitro exprimierte CK19
von den verwendeten Antikdrpern erkannt wird.

Als néchster Schritt wurden die CK19-Isoformen als GFP-Fusionsproteine exprimiert,
um ihre nukleoldre Lokalisation in lebenden Zellen zu bestitigen. Im Gegensatz zu den
biochemischen Ergebnissen konnte jedoch GFP-CK19 weder im Kern noch in Nukleoli
nachgewiesen werden, vielmehr wurden die Fusionsproteine in der Regel mit den endogenen
Cytokeratinen in das cytoplasmatische IF-Netzwerk der Zelle integriert. Dieses Ergebnis
stimmte mit der Tatsache iiberein, daf} die Primérstruktur aller identifizierten Xenopus CK19-
Isoformen, im Vergleich mit den entsprechenden Cytokeratinen anderer Spezies, stark
konserviert ist. Dies ist, wie bei allen IF-Proteinen, besonders in der zentralen a-helikalen
Domine der Fall, welche die wichtigste Struktur fiir die IF-Polymerisation darstellt
(Coulombe, 1993, Fuchs und Weber, 1994, Wu et al., 2000, Coulombe und Omary, 2002).
Das in das Filamentsystem integrierte GFP-CK19 wurde nicht von mAb56 oder den Peptid-
Antiseren erkannt. Dieses Ergebnis steht in Ubereinstimmung mit der Tatsache, daB die
Antikdrper keine endogenen Cytokeratin-Netzwerke erkennen (siehe 1.4). Es kann also davon
ausgegangen werden, dall bei den in Filamenten organisierten Proteinen die entsprechenden
Epitope maskiert sind.

Eine mogliche Schlul3folgerungen aus diesen Ergebnissen ist, da3 die Antikdrper in der
Immunfluoreszenz und im Immunblot zwei v6llig unterschiedliche Proteine erkennen. Diese
Moglichkeit ist zwar aufgrund der identischen Eigenschaften von mAb56 und zwei Peptid-
Antiseren sowie der Peptidkompetition des nukleoldiren Antigens (siehe 1.4.1) recht
unwahrscheinlich, kann aber nicht hundertprozentig ausgeschlossen werden.

Alternativ erkennen die Antikdrper nur eine nichtfilamentése Form von CKI19 im
Nukleolus. In diesem Fall stellt sich die Frage, wie und in welcher Form ein zur
Filamentbildung fahiges Cytokeratin in den Zellkern und den Nukleolus gelangt und warum
exogenes GFP-CK19 nicht. Die Identifikation von CK19 ist in diesem Zusammenhang
besonders interessant.

Die Funktion dieses Proteins ist noch unklar. Es wird in einer Vielzahl von
verschiedenen epithelialen Zellen exprimiert, ohne eine klare Abhédngigkeit von deren
Struktur und Funktion zu zeigen und weist variable kontextabhidngige Eigenschaften beim
Filamentzusammenbau auf (siehe Fradette et al., 1998). Auffilliges Merkmal der
Primérstruktur von CK19 ist das Fehlen der C-terminalen Schwanzdoméne (Bader et al.,
1986, siehe 5.2.2). In Transfektionsexperimenten wurden IF-Proteine mit deletierten C-
terminalen Doménen im Nukleoplasma lokalisiert, ohne die Fahigkeit zur Filamentbildung zu
verlieren (siche 1.4.2, Bader et al., 1991, Eckelt et al., 1992, Rogers et al.,, 1995).
Cytokeratine bilden obligat Heterodimere aus Typ I und Typ II Proteinen. Typ II CK8 ist ein
natiirlicher Partner fiir Typ I CK18 und 19 (Ubersicht siche Coulombe und Omary, 2002).
Auch das wildtypisch schwanzlose CK19 wurde mit einem C-terminal trunkierten CK8
koexprimiert und im Nukleoplasma in Aggregaten oder Filamenten nachgewiesen. Es wurde
daraus geschlossen, dal eine durch die C-terminale Doméne vermittelte cytoplasmatische
Verankerung existiert, nach deren Wegfall die vermutlich als Dimere oder Tetramere
vorliegenden 16slichen Cytokeratine in den Zellkern gelangen konnen, um dort unter
bestimmten Bedingungen wieder Filamente zu bilden. Allerdings ist kein natiirlich
vorkommendes Typ II Cytokeratin ohne C-terminale Doméne bekannt und wie der Import der
NLS-losen Cytokeratine erfolgt, bleibt unbekannt. Am wahrscheinlichsten ist ein Import {iber
die Bindung an bestimmte nukleédre Proteine (Bader et al., 1991).
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In der vorliegenden Arbeit wurde das Typ I CK19 alleine exprimiert, d.h. Partner in Form von
Typ II Cytokeratinen miissen in den verwendeten Zellen in ausreichenden Mengen vorhanden
sein, um Dimere zu bilden und GFP-CK19 in der Regel in das cytoplasmatische [F-Netzwerk
zu integrieren. Aussichtsreichster Kandidat ist in diesem Fall CK8 (Bader et al., 1988), das
interessanterweise ebenfalls im Verlauf der vorliegenden Arbeit durch Immunblots in
Zellkernen (5.2.5) und bei einer Proteom-Analyse im Nukleolus identifiziert wurde (Andersen
et al., 2002). Die Signifikanz dieser Befunde bleibt allerdings unklar. Es bleibt festzuhalten,
dal in der vorliegenden Arbeit allein exprimiertes GFP-CK19 in Intermediérfilamente
eingebaut und im Cytoplasma verankert wurde.

Durch das Hinzufiigen eines NLS, also durch die Expression von GFP-NLS-CK19,
wurde das Protein in den Zellkern importiert und bildete dort auch Filamente. Dies zeigt in
Ubereinstimmung mit CK8/CK18-NLS Transfektionen, bei denen ebenfalls ausgedehnte
Filamentsysteme im Zellkern gebildet wurden (Reichenzeller et al., 2000), daB ein NLS-
enthaltendes Protein ausreicht, um die cytoplasmatische Retention zu iiberwinden und die
Cytokeratinpaare in den Zellkern zu transportieren. Die nukledren GFP-NLS-CK19-Filamente
scheinen oft mit der nukleoldren Peripherie in Kontakt zu sein, eine Lokalisation des
Fusionsproteins im Nukleolus konnte aber nicht beobachtet werden.

Falls ein nukleoldres CK19 existiert, miifite es in nichtfilamentdser Form vorliegen. Um
das Protein an der Filamentbildung zu hindern und in l6slicher Form zum Nukleolus zu
transportieren, konnte es posttranslationell modifiziert werden und/oder mit anderen (NLS-
enthaltenden) Proteinen oder Komplexen assoziieren. Bei im Verlauf dieser Arbeit
durchgefiihrten Koexpressionen mit GFP-CK19 und nukleoldren RFP-Fusionsproteinen
(Fibrillarin, B23, L10), wurde tatsdchlich eine teilweise nukleoldre Lokalisation des
Cytokeratins beobachtet. Eine Kolokalisation wurde aber auch nach der Koexpression von
GFP-CK19 mit nicht-nukleoliren RFP-Proteinen beobachtet (Lamin, HMGI1). Bei der
Koexpression konnte ein Teil der GFP-CK19 Proteine mit dem jeweiligen RFP-Protein
assoziieren, um von diesem huckepack in den Zellkern transportiert zu werden. Obwohl dies
eine plausible Moglichkeit fiir den Import von CKI19 in den Zellkern ist, sind die
Interaktionen offenbar nicht spezifisch. Die liberexprimierten Fusionsproteine bleiben zudem
im Zellkern miteinander assoziiert, d.h. das importierte CK19 wird nicht spezifisch zur
granuldren Komponente des Nukleolus dirigiert.

Die Identitit des nukleoldren Proteins ,,p52* bleibt also leider ungekldrt. In weiteren
Versuchen sollten zunédchst die im Kerninhalt von Oocyten nachgewiesenen Proteine
identifiziert werden, um die Lokalisation von CK19 im Zellkern eindeutig zu bestétigen.
Weiterhin konnte ein neuer Antikorper gegen das gesamte in vitro exprimierte Protein
hergestellt werden, um weitere Lokalisationsexperimente durchzufiihren.
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7 Zusammenfassung

Die Funktion des Nukleolus als Organell der pri-rRNA Synthese und des Zusammenbaus von
Ribosomen ist in den letzten vier Jahrzehnten intensiv erforscht worden. Bis heute sind jedoch
langst nicht alle Einzelschritte dieser komplexen Prozesse im Detail bekannt. Insbesondere ist
die funktionelle Architektur des Nukleolus nach wie vor ungeniigend aufgeklirt. Jedoch
erbrachten in jlingster Zeit neue Analysetechniken unerwartete Erkenntnise liber Strukturen
und Funktionen des Nukleolus. Insbesondere ,,Photobleaching®“-Experimente nach Expression
von nukleoldren GFP (green fluorescent protein)-Fusionsproteinen zeigten, dall die Nukleoli
hoch dynamische Strukturen sind, trotz ihrer kompakten und scheinbar stabilen Organisation.
Weiterhin wurden etliche Proteine im Nukleolus identifiziert, die offenbar keine Rolle bei der
Ribosomenbiogenese spielen und somit vermuten lassen, dal Nukleoli neben der Produktion
von Ribosomen auch noch andere Funktionen haben. Schlielich zeigte eine Proteomanalyse,
dal} es noch eine Vielzahl unbekannter nukleolédrer Proteine gibt. Am detailliertesten sind die
Prozesse der Ribosomenbiogenese bisher aufgrund der hervorragenden genetischen und
biochemischen Analysemdglichkeiten bei der Hefe untersucht worden. Aus zellbiologischer
Sicht besteht bei diesem Organismus jedoch der Nachteil einer wenig ausgeprigten
nukleoldren Struktur, der die topologische Untersuchung nukleolédrer Prozesse erschwert.

In der vorliegenden Arbeit wurden Fusionsprodukte aus verschiedenen nukleoldren
Proteinen mit fluoreszierenden Proteinen (GFP und dsRed: rot fluoreszierendes Protein) in
lebenden Zellen von Sdugern und Xenopus laevis exprimiert und lokalisiert. Dadurch standen
»Marker fiir die drei Hauptkomponenten des Nukleolus zur Verfiigung. Die dynamischen
Eigenschaften dieser Fusionsproteine wurden quantitativ mit Hilfe von ,,Photobleaching®-
Experimenten analysiert (FRAP: fluorescence recovery after photobleaching).

Im einzelnen wurde durch die Untersuchung von RNA-Polymerase I der rDNA
Transkriptionsort im fibrilliren Zentrum des Nukleolus bestétigt. Die kinetischen Analysen
von zwel pol [-Untereinheiten (RPA194 und RPAS53) durch FRAP in transkriptionell aktiven
und inaktiven Nukleoli erlaubten direkte Riickschliisse auf die Transkriptionsdauer der rRNA-
Gene in vivo. Die individuellen pol I-Untereinheiten bewegen sich rasch zwischen
Nukleoplasma und Nukleolus und interagieren in den fibrilliren Zentren mit dem rDNA-
Promoter. Dann werden sie in produktive Transkriptionskomplexe integriert, die wihrend der
Elongationsphase, die bei Raumtemperatur etwa fiinf Minuten dauert, stabil bleiben und erst
nach der Termination dissoziieren. Zumindest ein Teil der Untereinheiten wandert
anschlieBend in das Nukleoplasma. Die Ergebnisse widersprechen Modellen, welche die
dichte fibrilldire Komponente als Transkriptionsort ansehen oder immobile RNA Polymerase
[-Molekiile postulieren.

Die Identifizierung des fibrilliren Zentrums als rDNA-Transkriptionsort wurde durch
die Koexpression der pol I-Untereinheiten mit Fibrillarin, einem Leitprotein der dichten
fibrilliren Komponente, ermdglicht. Durch die Expression der beiden Proteine als
unterschiedlich fluoreszierende Fusionsproteine konnten die Orte der Transkription (die
fibrilliren Zentren) und die Orte der ersten Prozessierungsschritte, an denen Fibrillarin
beteiligt ist (die dichte fibrillire Komponente), in lebenden Zellen als direkt benachbarte, aber
rdumlich getrennte Kompartimente identifiziert werden.

Die Rolle der granuliren Komponente als Ort spiterer Prozessierungschritte und
Integration ribosomaler Proteine wurde durch die Expression von B23 und der ribosomalen
Proteine L4, L5 und L10 verdeutlicht. Dabei wurde die nukleoldre Lokalisation von L10
erstmals belegt. In der Literatur wurde bisher angenommen, L10 wiirde erst im Cytoplasma
mit Ribosomen assoziieren. Dies ist nicht der Fall, wie insbesondere Experimente mit
Leptomycin B gezeigt haben. Diese Droge hemmt den CRM]1-abhédngigen Kernexport und
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fiihrte zu einer deutlichen Akkumulation von L10-haltigen Priribosomen im Nukleoplasma
von menschlichen Zellen.

SchlieBlich sollte ein neues nukleoldres Protein von Xenopus laevis molekular
charakterisiert werden, das mit verschiedenen Antikorpern in der granuldren Komponente des
Nukleolus  lokalisiert ~wurde. Durch  massenspektrometrische  Analysen  nach
zweidimensionaler Gelelektrophorese wurden die Antigene iiberraschenderweise als
Cytokeratin-Homologe identifiziert. Im Verlauf dieser Arbeit wurden drei bisher
unverdffentlichte Cytokeratin 19 Isoformen von Xenopus kloniert, sequenziert und als GFP-
Fusionsproteine exprimiert. Diese wurden allerdings wie reguldre Cytokeratine in
cytoplasmatische Intermediérfilamente integriert und konnten, auch nach Translokation in den
Zellkern durch ein experimentell eingefiigtes Lokalisationssignal, nicht im Nukleolus
nachgewiesen werden. Nach der Kotransfektion mit verschiedenen Zellkern-Proteinen wurde
Cytokeratin 19 mit diesen in den Zellkern und mit nukleoldren Proteinen in den Nukleolus
transportiert. Obwohl diese Versuche auf einen ,,Huckepack“-Transportmechanismus fiir ein
normalerweise cytoplasmatisches Protein hinweisen, konnte Cytokeratin 19 nicht spezifisch
in der granuldiren Komponente des Nukleolus lokalisiert werden. Daher konnte bisher, trotz
intensiver Bemiihungen, die Identitit des in der Immunfluoreszenz nachgewiesenen
nukleoldren Proteins leider nicht aufgeklart werden.

Summary

The function of the nucleolus as the site of pre-rRNA synthesis and ribosome assembly has
been intensively studied over the last four decades. Yet to date, not all steps of these complex
processes are known in detail. Especially the functional architecture of the nucleolus remains
to be sufficiently clarified. Recently however, modern analysis techniques have brought
surprising insights into structures and functions of the nucleolus. On the one hand, nucleol,
regarded as compact and stable structures, were shown to be quite dynamic by photobleaching
experiments after expression of nucleolar GFP fusion proteins. Furthermore, a number of
proteins were identified in the nucleolus that are apparently not involved in ribosome
biogenesis, indicating additional nucleolar functions. Finally, proteomic analysis showed
several unknown proteins to be localized in the nucleolus. Due to excellent possibilities of
genetic and biochemic analysis, the steps of ribosome biogenesis have been examined in most
detail in yeast. However, from a cell biological view, this organism has the disadvantage of a
poorly defined nucleolar structure which aggravates the topological analysis of nucleolar
processes.

In the present work, nucleolar proteins were expressed as fusions with fluorescent
proteins (GFP: green fluorescent protein or dsRed: red fluorescent protein) in living
mammalian and Xenopus laevis cells. These tagged proteins were used as markers for the
three main components of the nucleolus. The dynamic properties of the fusion proteins were
analyzed quantitatively in photobleaching experiments (FRAP: fluorescence recovery after
photobleaching).

The analysis of RNA polymerase I allowed the conclusion that the fibrillar centers are
the site of rDNA transcription. The kinetic FRAP analysis of two pol I subunits (RPA194 and
RPAS3) in transcriptionally active and inactive nucleoli allowed an estimate of the
transcription time of rDNA genes in vivo. The individual pol I subunits move rapidly between
the nucleoplasm and the nucleolus and associate at rDNA promoter sites. Then they are
integrated into productive transcription complexes, which remain stable for the elongation
phase of about five minutes at room temperature, and dissociate after termination. At least
part of the subunits migrate to the nucleoplasm. The obtained results disagree with models
that assume the site of transcription to be in the dense fibrillar component, as well as
proposing immobile RNA Polymerase I molecules.
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The designation of the fibrillar center as site of rDNA transcription was further corroborated
by the coexpression of pol I subunits with fibrillarin, a major protein of the dense fibrillar
component. Using two differently fluorescing tags, the sites of transcription (fibrillar centers)
and the sites of early processing steps, in which fibrillarin participates (dense fibrillar
components), could be identified in living cells as closely neighboured but clearly separated
compartments.

The granular component as the site of late processing steps and assembly of ribosomal
proteins was visualized by the expression of B23 and ribosomal proteins L4, L5 and L10. In
the course of this work L.10 was shown to be localized in the nucleolus for the first time. In
the literature, human L10 was assumed to associate with ribosomes only in the cytoplasm.
This is not the case, as was shown in particular by experiments with Leptomycin B. This drug
inhibits the CRM1 dependent nuclear export pathway and resulted in a clear accumulation of
L10 containing preribosomes in the nucleoplasm of human cells.

Finally, a novel nucleolar protein (p52) of Xenopus laevis was studied in detail.
Antigens of various p52 antibodies, localized in the granular component of nucleoli by
immunofluorescence were surprisingly identified as cytokeratin homologs by two-
dimensional immunoblot analysis and mass spectrometry. In the course of this work three
hitherto unpublished Cytokeratin 19 isoforms of Xenopus were cloned, sequenced and
expressed as GFP-fusion proteins. However, these proteins behaved like regular cytokeratins
and were integrated into intermediate filaments. They were not detectable in the nucleolus,
even after translocation into the nucleus by means of an experimentally added localization
signal. Following cotransfection with various nuclear RFP-fusion proteins, GFP-CK19 was
transported into the nucleus and localized with ist coexpressed partner. When coexpressed
with nucleolar proteins, Cytokeratin 19 was also transported into the nucleolus. Although
these experiments indicate a possible piggyback transport mechanism for a normally
cytoplasmic protein, Cytokeratin 19 was not specifically located in the granular component of
the nucleolus. Therefore, despite all efforts, until now the identity of the nucleolar protein
originally identified by immunofluorescence remains to be clarified.
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