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|. Zusammenfassung

I Zusammenfassung

1.1 Zusammenfassung

Die Kernlamina ist eine essentielle Struktur des eukaryotischen Zellkerns und setzt sich aus
den Laminen sowie den mit Laminen assoziierten peripheren und integralen
Membranproteinen zusammen.

Bisher ist nur sehr wenig Uber die Zusammensetzung der Lamina des Invertebraten
Drosophila melanogaster bekannt.

In der vorliegenden Arbeit habe ich neue Kernmembranproteine von Drosophila
melanogaster mit molekular- und zellbiologischen Methoden charakterisiert. Dabei handelt
es sich um den Lamin B Rezeptor von Drosophila (dLBR) sowie die zwei neuen LEM-
Doméanen Proteine (Drosophila Bocksbeutel-a und -B) und den Drosophila Barrier-to-
Autointegration Factor (dBAF), ein kleines, DNA-bindendes Protein.

Der Lamin B Rezeptor von Drosophila melanogaster (dLBR), kodiert durch das Gen
CG17952, weist sowohl Gemeinsamkeiten, als auch Unterschiede zum LBR der Vertebraten
auf.

Strukturanalysen zeigen, dass sich das 741 Aminosauren lange Polypeptid aus zwei
strukturell verschiedenen Domanen zusammensetzt. Die aminoterminale Doméane von 307
Aminosauren Lange besitzt viele basische und hydroxyliete Aminosduren, und der
hydrophobe Carboxyterminus ist in acht putative Transmembrandoméanen gegliedert.

Der Einsatz von spezifischen Antikdrpern gegen die aminoterminale Doméane des dLBR fur
Immunlokalisations- und Extraktionsstudien belegen, dass der dLBR ein integrales Protein
der inneren Kernmembran ist.

Die aminoterminale Doméane des dLBR ist auf der nukleoplasmatischen Seite der inneren
Kernmembran lokalisiert. Durch Immunprazipitationen aus Zellextrakten von Drosophila
Kulturzellen und in vitro Bindungsstudien konnte ich die Bindung des dLBR an das
Drosophila B-Typ Lamin, Lamin Dm0 und an Spermiumchromatin nachweisen.

Fir den LBR des Menschen konnte die enzymatische Aktivitat einer Sterol C14 Reduktase
nachgewiesen werden. Um zu analysieren, ob der dLBR ebenfalls diese enzymatische
Aktivitdt aufweist, wurde er in dem mutanten Hefestamm der Backerhefe Saccharomyces
cerevisiae exprimiert, der sich durch einen Defekt in der Sterol C14 Reduktase Aktivitat
auszeichnet. Durch kombinierte gaschromatographische und massenspektrometrische
Analysen konnte belegt werden, dass der dLBR uUber keine enzymatische Aktivitat einer
Sterol C14 Reduktase verflgt.

Die Analyse von P-Element Fliegenstdmmen ergab, dass kein Fliegenstamm mit einer P-
Element Insertion im dLBR Gen (Gen CG17952) existierte. Der Fliegenstamm 11341;
1(2)03605), der sich durch eine P-Element Insertion 990 Basenpaare in 5° — 3" Orientierung
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vor dem Translationsstart des Genes CG17952 auszeichnet, resultiert im Absterben der
homozygoten Tiere wahrend der larvalen und pupalen Entwicklung. Ich konnte jedoch keine
veranderte Expression des dLBR nachweisen.

Zur Untersuchung der Interaktionen und der Funktion des dLBR in vivo wurde das Protein in
Embryonen von Drosophila und kultivierten S2, S2R+ und Kc167 Zellen durch RNA
interference (RNAI) depletiert. Die Degradation von mehr als 90% des dLBR hatte keinen
sichtbaren Effekt auf die Morphologie der Kernhiille, auf die Verteilung nuklearer Proteine
einschlief3lich Lamin Dm0, Lamin C und Otefin sowie auf die Lebensfahigkeit der Embryonen
und Kulturzellen, wahrend die Depletion des Drosophila Lamin Dm0 sowohl in Kulturzellen,
als auch im Embryo starke morphologische Veranderungen der Zellkerne und den Arrest der
embryonalen Entwicklung zur Folge hatte.

Eine weitere Gruppe nicht verwandter Proteine der inneren Kernmembran weist in oder nahe
ihres Aminoterminus eine 40 — 50 Aminosauren lange globulare Doméane auf, die als LEM
Doméne bezeichnet wird. Dieses hoch konservierte Motiv vermittelt durch die Interaktion mit
dem kleinen, chromosomalen Protein BAF (Barrier-to-Autointegration Factor) die Bindung
der LEM-Domanen Proteine an das Chromatin des Zellkerns. In Drosophila war im
Unterschied zu Vertebraten bisher nur sehr wenig Uber diese Proteine bekannt. Mit der
Charakterisierung der beiden Proteine Bocksbeutel-a und Bocksbeutel-3, Splei-Varianten
des Gens CG9424, konnte ich zwei neue LEM-Domanen Proteine identifizieren. Den beiden
Bocksbeutel Isoformen gemeinsam ist die aminoterminale Domane einschlieBlich des
konservierten LEM-Motivs. Sie unterscheiden sich jedoch in der carboxyterminalen Region.
Die carboxyterminale Transmembrandomane der 399 Aminosauren langen a-Isoform fehlt in
der 351 Aminosauren langen B-lIsoform. Die Existenz beider Isoformen konnte durch RT-
PCR Analysen nachgewiesen werden.

Um Unterschiede und Gemeinsamkeiten zwischen diesen Isoformen feststellen zu konnen,
wurden die beiden Proteine als GFP Fusionsproteine in transfizierten Kulturzellen oder
mikroinjizierten Embryonen exprimiert. In den transfizierten Zellen und in der Embryogenese
konnte eine deutliche Lokalisation der a-lsoform in der Kernhille beobachtet werden,
dagegen war der grofite Teil der p-Isoform gleichmaRig im Nukleoplasma der transfizierten
Zellen verteilt.

Die Immunlokalisations- und Extraktionsstudien mit transfizierten Xenopus A6 Zellen und
Drosophila Schneider S2 Zellen belegen, dass die a-Isoform als integrales Protein in der
inneren Kernmembran lokalisiert ist und die in Kulturzellen, Larven und Fliegen
dominierende Isoform darstellt.

Der Barrier-to-Autointegration Factor von Drosophila (dBAF), kodiert durch das Gen
CG7380, ist dem BAF der Vertebraten sehr dhnlich.

Die Expression des dBAF als GFP Fusionsprotein zeigt eine homogene, nukleoplasmatische
Verteilung des Proteins in Interphase-Zellen, wahrend in allen mitotischen Stadien eine
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deutlich Kolokalisation mit  den Chromosomen zu erkennen ist. Die
immunfluoreszenzmikroskopische Analyse mit spezifischen dBAF Antikérpern zeigt in der
Interphase der untersuchten Kulturzellen ebenfalls eine homogene Verteilung des dBAF im
Zellkern, jedoch scheint das endogene dBAF wahrend der Mitose nur mit bestimmten
Bereichen der Chromosomen zu kolokalisieren, zusatzlich ist eine diffuse, cytoplasmatische
Verteilung zu beobachten.

Um mehr Informationen Uber eine potentielle Interaktion von dBAF und Bocksbeutel zu
gewinnen, wurde der Einfluss der Reduktion ihrer Expression in Drosophila Kc167 Zellen
sowie wahrend der frihen Entwicklung in mikroinjizierten Embryonen durch RNA
interference analysiert. Die Depletion des dBAF und Bocksbeutel hatte keinen Einfluss auf
die Lebensfahigkeit der Zellen und die intrazellulare Lokalisation aller untersuchten
nukledren Proteine. Somit scheinen beide Proteine in Kulturzellen und wahrend der friihen
Entwicklung nicht essentiell zu sein.

Durch die Depletion des Lamin DmO in Kulturzellen durch RNA interference konnte ich
jedoch zeigen, dass Lamin DmO fir die Lokalisation der beiden Drosophila LEM Domanen
Proteine Bocksbeutel-a und Otefin in der inneren Kernmembran erforderlich ist.
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1.2 Summary

The nuclear lamina is an essential structure of the eukaryotic nucleus that is composed of
lamins and lamin-associated peripheral and integral membrane proteins. Only limited
information is available on the composition of the lamina in the invertebrate Drosophila
melanogaster.

In this work | have characterized novel membrane proteins of Drosophila melanogaster using
molecular and cell biological methods, namely the Drosophila lamin B receptor (dLBR), two
novel LEM domain proteins ( Drosophila Bocksbeutel-a and -f) and the DNA-binding protein
BAF (Drosophila BAF).

The Drosophila melanogaster lamin B receptor (dLBR), encoded by the annotated gene
CG17952, has some but not all properties in common with the vertebrate LBR.

Primary and secondary structure predictions indicated that the 741 amino acids long
polypeptide possesses a highly charged aminoterminal domain of 307 amino acids length
followed by eight putative transmembrane segments in the carboxyterminal half of the
molecule.

Antibodies specific for the aminoterminal domain of the dLBR for immunolocalization and cell
fractionation studies reveal that the dLBR is an integral protein of the inner nuclear
membrane.

The aminoterminal domain of dLBR is localized on the nucleoplasmic side of the inner
nuclear membrane. Binding of dLBR to Drosophila B-Type lamins, lamin Dm0, and sperm
chromatin could be demonstrated by immunoprecipitations and in vitro binding assays.

For the human LBR a C14 sterol reductase activity has been reported. To verify whether the
dLBR also possesses this enzymatic activity, dLBR was expressed in the Saccharomyces
cerevisiae erg24 mutant that lacks C14 sterol reductase activity. Combined gas
chromatographic and mass spectroscopic analyses revealed that the dLBR does not
possess sterol C14 reductase activity.

Analysis of P-element stocks had shown that no P-element insertion in the dLBR gene (gene
CG17952) was availabel. The fly stock 11341; 1(2)03605) that contain a single P-element
insertion 990 bp 5’ of the start codon of gene CG17952 is characterized by homozygous
lethality during larval and pupa development, but | could not detect an altered expression
level of the dLBR.

To gain insight into interactions and functions of the dLBR in vivo, the protein was depleted in
Drosophila embryos and cultured S2, S2R+ and Kc167 cells by RNA interference (RNAI).
The depletion of more than 90% of the dLBR had no obvious effect on the morphology of
nuclei and nuclear envelopes, the distribution of other nuclear envelope components
including lamin DmO, lamin C and otefin and the viability of RNAi-treated cells and embryos
whereas the depletion of the Drosophila lamin Dm0 in cultured cells and embryos caused
morphological alterations of nuclei, nuclear fragility and the arrest of embryonic development.
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|. Zusammenfassung

A group of other, non related inner nuclear membrane proteins possess at or close to its
aminoterminus a globular domain of approximately 40 — 50 amino acids known as LEM
domain. It has been shown that this evolutionary conserved motif can mediate via the
interaction with the small chromosomal protein BAF (Barrier-to-Autointegration Factor) the
binding of LEM-domain proteins to chromatin. In contrast to vertebrates, little is known about
LEM-domain proteins in Drosophila. The two novel LEM-Domain protein | characterized,
Bocksbeutel-a and Bocksbeutel-B, are splice products of the annotated Drosophila gene
CG9424.

Both Bocksbeutel isoforms possess the same aminoterminal domain with a LEM-motif, but
differ in their carboxyterminal region. The transmembrane domain that is arranged close to
the carboxyterminus of the predicted 399 amino acids long a-isoform is lacking in the 351
amino acids long B-isoform. The existence of both isoforms could be demonstrated by RT-
PCR analysis.

To enable the investigation of differences and similarities between these two isoforms, both
proteins were expressed as GFP fusion proteins in transfected cells or microinjected
embryos. During embryogenesis and in transfected cells, the a-isoform is targeted to the
nuclear envelope, whereas the B-isoform is localized predominantly in the nucleoplasm of
transfected cells.

Immunolocalization and cell fractionation of transfected Xenopus A6 cells and Drosophila
Schneider S2 cells reveal that the a-Isoform is an integral protein of the inner nuclear
membrane and the predominant isoform in cells, larvae and flies.

The Drosophila BAF (dBAF), encoded by the annotated gene CG7380 has most properties in
common with the vertebrate protein.

When expressed as GFP fusion protein, a homogenous distribution in the nucleoplasm is
detectable in interphase cells whereas in mitotic cells, GFP-dBAF is predominantly bound to
chromosomes. Immunofluorescence staining of Drosophila cells with specific dBAF
antibodies indicated that dBAF is localized in the nucleus of cells at interphase. In contrast to
the localization of the GFP fusion protein in mitotic cells, the distribution of endogenous
dBAF is not restricted to distinct regions of mitotic chromosomes. A homogenous distribution
in the cytoplasm is also detectable.

To gain more information about the relation of dBAF and Bocksbeutel | analysed by RNA
interference the effects of Bocksbeutel and Drosophila dBAF knockdown in Drosophila
Kc167 cells and microinjected embryos. The depletion of dBAF and Bocksbeutel had no
influence on the viability of the cells, and the intracellular localization of all other analyzed
nuclear proteins. Therefore it can be concluded that Drosophila proteins Bocksbeutel and
dBAF are not essential for single cells or tissues during early development.
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The depletion of lamin DmO in cultured cells by RNA interference reveal that lamin DmO is
required for the nuclear membrane localization of the two Drosophila LEM-domain proteins
Bocksbeutel-a and otefin.
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1.1 Aufbau der Kernhiille

Die Kernhille trennt in eukaryotischen Zellen zwei grolie Kompartimente, das Cytoplasma
der Zelle und das den Zellkern ausflillende Nukleoplasma. Sie schafft die Mdglichkeit einer
raumlichen Trennung von Transkription und Translation, die bei den Prokaryoten gleichzeitig
ablaufen. Der Zellkern enthalt den Uberwiegenden Teil der genetischen Information der Zelle
in Form des dekondensierten Chromatins bzw. der kondensierten Chromosomen sowie
zahlreiche Enzyme und den Nukleolus als Bildungsort der ribosomalen Untereinheiten und
ist u. a. an der DNA- und RNA-Synthese sowie der RNA-Prozessierung beteiligt.

Die Kernhiille unterteilt sich in drei Kompartimente:

- Die duliere Kernmembran, die dem Cytoplasma zugewandt und mit Ribosomen besetzt
ist, steht mit dem rauhen Endoplasmatischen Reticulum (ER) in Verbindung.

- Die Porenmembran, welche die Verbindung zwischen der aufieren und inneren
Kernmembran darstellt und den Porenkanal bildet. Der Porenkanal erlaubt den
kontrollierten Stoffaustausch von Molekilen zwischen dem Cytoplasma und dem
Zellkern, wahrend kleinere Molekile durch den ca. 9 mm grol3en Porenkanal frei
diffundieren kénnen, wird der Transport groferer Molekile durch einen aktiven
Transportmechanismus gewahrleistet.

- Die dem Nukleoplasma zugewandte innere Kernmembran unterscheidet sich strukturell
und funktionell sehr stark von der duReren Kernmembran sowie anderen zellularen
Membransystemen. Sie ist mit der nukledren Lamina assoziiert, einem filamentdsen
Proteinnetzwerk von ca. 10 nm Dicke, bestehend aus Typ V
Intermediarfilamentproteinen, den Laminen. In der inneren Kernmembran sind
verschiedene Proteine lokalisiert, durch die das Chromatin der Zelle mit der Lamina
vernetzt wird (Abb. 1).
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Abb. 1: Schematische Darstellung der Kernhiille und des angrenzenden Chromatins.

1.2 Kernlamine

Die Hauptstrukturelemente der Kernlamina bilden die Lamine. Sie gehdren der Familie der
Typ V Intermediarfilamente an und bilden ein sich aus Proteinfibrillen zusammensetzendes
Netzwerk, das mit der nukleoplasmatischen Seite der inneren Kernmembran sowie der
Porenmembran durch hydrophobe Wechselwirkungen assoziiert ist (Ubersichten in
Gruenbaum et al., 2000; Foisner, 2001; Goldman et al., 2002; Gruenbaum et al., 2003).
Wahrend der grote Teil der Lamine in der Kernlamina eingebaut wird und in
immunfluoreszenzmikroskopischen Aufnahmen in der Peripherie des Zellkerns lokalisiert ist,
befindet sich eine kleine Population im Inneren des Zellkerns in dynamischen Strukturen, die
mit Replikationskomplexen, RNA Polymerase Il Transkriptionskomplexen, den Histonen H2A
und H2B sowie anderen nuklearen Faktoren interagieren (Spann et al., 1997; Moir et al.,
2000; Spann et al., 2002).

Die Lamine setzen sich aus drei strukturell und funktionell unterschiedlichen Domanen
zusammen: Der kurze, nicht helikale Aminoterminus stellt die Kopfdomane dar; die zentrale
a-helikale Stabdomane, gekennzeichnet durch das sog. Heptaden-Wiederholungsmotiv, die
fir die Dimerisierung zu Homodimeren und fiir die longitudinale Zusammenlagerung zu
einem filamentésen Netzwerk verantwortlich ist; und die carboxyterminale, globulare
Schwanzdomane, die das Kernlokalisationssignal (NLS) und ggf. das fur die Interaktion mit
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der Kernmembran essentielle Tetrapeptid, das CxxM-Motiv (C = Cystein, x = beliebige
Aminosdure, M = Methionin) aufweist (Ubersicht in Lin und Worman, 1993; Stuurman et al.,
1996; Stuurman et al., 1998). Die a-helikale Stabdomane ist in vier a-Helices untergliedert
(1A, 1B, 2A und 2B), die durch hoch konservierte Linkerregionen (L1, L12 und L2)
voneinander getrennt werden; sie ist flankiert von Phosphorylierungsstellen, den SP/TP-
Motiven (S = Serin, P = Prolin, T = Threonin), die wahrend der Mitose durch die p34°*
Kinase phosphoryliert werden, wodurch die Depolymerisation der Lamine und der Zerfall der
Lamina sowie der Kernhille eingeleitet wird (Gerace und Blobel, 1980; Ottaviano und
Gerace, 1985). Wahrend oder unmittelbar nach der Translation bilden die Lamine
Homodimere und werden nach der Farnesylierung des CxxM Motivs in den Zellkern
transportiert, wo die farnesylierten Cysteine die Assoziation mit der inneren Kernmembran
vermitteln und die Lamine durch ,head-to-tail“- Anlagerung und antiparalleler Anordung zu
einem filamentdsen Netzwerk polymerisieren (Holtz et al., 1998; Krohne 1998; Lutz et al.,
1992; Hennekes und Nigg, 1994).

Aufgrund ihrer biochemischen und strukturellen Eigenschaften sowie ihres Verhaltens
wahrend des Zellzyklus werden zwei Laminisotypen unterschieden: Die ubiquitar
exprimierten B-Typ Lamine bleiben wahrend der Mitose Uber das durch Farnesylierung und
Carboxymethylierung modifizierte CxxM Motiv mit Membranen assoziiert und zeichnen sich
durch einen sauren isoelektrischen Punkt (IP) aus, wahrend die nur in differenzierten Zellen
exprimierten A-Typ Lamine, deren CxxM Motiv meistens wahrend der Prozessierung
proteolytisch abgespalten wird (Lamin A) bzw. nicht exprimiert wird (Lamin C), wahrend der
Mitose als I6sliche Oligomere vorliegen und einen neutralen isoelektrischen Punkt aufweisen
(Gerace und Blobel, 1980; Holtz et al., 1989; Sinensky et al., 1994; Ubersicht in Moir et al.,
2000).

In Pflanzen, einschliellich Arabidopsis thaliana sowie, einzelligen Organismen wie die
Backerhefe Saccharomyces cerevisiae und die Spalthefe Schizosaccharomyces pombe,
konnten keine lamin-kodierenden Gene identifiziert werden. Es wird vermutet, dass sich die
evolutive Entwicklung der Lamine wahrend des Uberganges von der geschlossenen zur
offenen Mitose vollzog (Ubersicht in Cohen et al., 2001). Wahrend die Zellteilung in der Hefe
sich durch eine geschlossene Mitose auszeichnet, in der die mitotische Kernteilungsspindel
innerhalb des Nukleus aufgebaut wird, haben Vertebraten eine offene Mitose, die durch den
Zerfall der Kernhillle einschlieRBlich der Kernmembranen, Lamine und der
Kernporenkomplexe zwischen der Prophase und der Prometaphase und deren
Wiederaufbau in der spaten Anaphase / frilhen Telpophase charakterisiert wird.
Caenorhabditis elegans und die syncytialen friihen Embryonalstadien von Drosophila
melanogaster zeigen eine Zwischenstufe zwischen der vollig geschlossenen Mitose der Hefe
und der offenen Mitose der Vertebraten. In dem Nematoden, dessen Genom fur ein Lamin-
Gen, das den B-Typ Laminen angehdrende Imn-1 kodiert, zerfallen die Kernporenkomplexe
erst kurz vor der Metaphase, die Lamina sowie die Kernmembran in der spaten Anaphase,
wahrend die Kernhillenneubildung in der Telophase durchgefiihrt wird, so dass nur eine
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sehr kurze Zeitspanne verbleibt, in der die Kernhillle wahrend der Mitose in der Zelle
zerfallen vorliegt. In Drosophila wurden zwei Gene, die fir das ubiquitar exprimierte Lamin
Dm0 (B-Typ) sowie das in differenzierten Zellen exprimierte Lamin C (A-Typ) kodieren,
charakterisiert (Bossie und Sanders, 1993; Riemer et al., 1995). In den frihen
Embryonalstadien zerfallen die Kernporenkomplexe in der Prophase, die Lamina beginnt in
der Metaphase zu zerfallen. Es scheint, als ob mit dem Ubergang von der offenen zur
geschlossenen Phase sowie durch die Verlangerung der Periode in der die Kernhlle
wahrend der Mitose zerfallen vorliegt, die Anzahl der Lamin-Gene sowie der alternativ
gespleilten Isoformen, ebenso wie die Anzahl von Membranproteinen und somit auch die
Komplexitat der Kernhiille wahrend der Evolution kontinuierlich anstieg (Abb. 2, Ubersicht in
Gruenbaum et al., 2003). Wahrend die Invertebraten C. elegans und Drosophila Uber ein
bzw. zwei Lamin-Gene verfligen, wurden in Saugern drei Lamingene identifiziert: Zwei B-Typ
Lamine, als LMNB1 und LMNB2 bezeichnet, und ein A-Typ Lamin, das LMNA. Von diesen
Genen werden sieben alternativ gespleildte Isoformen exprimiert: Die Lamine A, AA10, C;
und C, bilden SpleiRvarianten des Gens LMNA, wahrend das LMNB1 Gen fir das Lamin B1
und das LMNB2 Gen fiir die Keimbahn-spezifischen Lamine B2 und B3 kodieren (Alsheimer
et al., 1999; Ubersicht in Stuurman et al., 1996; Stuurman et al., 1998; Gruenbaum et al.,
2003).

Telophase
Prophase

Late

Anaphase Prometaphase

Early
Anaphase
Interphase ~ Vlembranes Early G1

Metaphase

Inter phase

Prometaphase

Metaphase Metaphase
Anaphase

Lamina NPCs

Anaphase

Abb. 2: Schematische Darstellung der Dynamik der Kernporenkomplexe (NPCs), der Lamina und der
Kernmembran (Membranes) wahrend der Mitose in 1, Vertebraten; 2, Drosophila; 3, frihe
Embryonalstadien von Drosophila; 4, C. elegans; 5, Hefe. Die schwarzen Markierungen kennzeichnen
intakte Strukturen, dunkelgraue Markierungen kennzeichnen partial zerfallene Strukturen; vollstandig
zerfallene Komponenten der Kernhiille sind durch hellgraue Markierung gekennzeichnet. Abgeandert
nach Gruenbaum et al., 2003.
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11.2.1 Funktion der Lamine

Die Kernlamina erfullt in jeder Zelle eine Vielzahl von Aufgaben. Als Bestandteil des
Cytoskeletts tragt sie zur mechanischen Stabilisierung der Kernhille und des Zellkerns bei,
wie zahlreiche Untersuchungen belegen: Die Reduktion der Expression des Lamin DmO in
Drosophila melanogaster durch P-Element Insertionen resultieren in einer eingeschrankten
Lebensfahigkeit, Sterilitat, deutlichen Stérungen in der Bewegungsfahigkeit, Fragmentierung
der Kernhulle, Akkumulation der Kernporenkomplexe und Bildung von cytoplasmatischen
Annulate Lamellae (Lenz-Béhme et al., 1997) oder beeinflussen die Entwicklung der
Tracheen und die dorso-ventrale Polaritat der Oozyte durch die veranderte Lokalisation des
Proteins Gurken (Guillemin et al.,, 2001). Die Veranderung der Expression von A-Typ-
Laminen in Hela Zellen beeinflusst die Morphologie der gesamten Kernlamina. Die
Transfektion von dominant negativem veranderten Lamin A und C in HelLa Zellen resultiert
in Defekten der postmitotischen Reorganisation des Zellkerns. Immunfluoreszenz-
mikroskopische Untersuchungen zeigen eine punktférmige, inhomogene Verteilung sowie
Aggregation des Lamin C in der Kernperipherie und im Nukleoplasma. Die endogenen
Lamine B1 und B2, sowie die Membranproteine LAP2 (Lamina-assoziiertes Polypeptid 2)
und Emerin sind ebenfalls in den Einschlissen nachweisbar (Hendrati Rahajo et al., 2001;
Bechert et al., 2002). Die Zellkerne von Hepatozyten und Fibroblasten aus Lmna ,Knockout*
Mausen zeigen eine gestorte Verteilung des peripheren Heterochromatins (Sullivan et al.,
1999). Zum Zeitpunkt der Geburt weisen die Mause keinerlei phanotypischen Merkmale auf.
Nach 2 — 3 Wochen werden die ersten Veranderungen sichtbar, es manifestieren sich eine
schwere Muskeldystrophie sowie weitere Abnormalitdten, einschliellich dem Verlust von
weillem Fett und Myelin in den Nervenzellen, was zu der Degeneration der Axone fihrt;
nach weiteren 2 - 6 Wochen sterben die Mause.

Wahrend der Mitose sind die Lamine essentiell fir den Zerfall der Kernhille sowie der
Kernhullenneubildung. Die Mikroinjektion von lamin-spezifischen Antikdrpern in Sdugerzellen
oder das Einschleusen der dominant-negativ agierenden globuldren Schwanzdomane des
Lamin LB3 von Xenopus laevis in Kernextrakten verhindert die Dekondensation des
Chromatins und arretiert die Kernhillenneubildung (Benavente und Krohne, 1986; Lopez-
Soler et al., 2001).

Die Phosphorylierung der Lamine sowie deren Interaktionspartner durch die zellzyklus-
spezifische p34°®“-Kinase wahrend der Prophase bzw. der Prometaphase leitet durch die
Destabilisierung der Kernlamina den Zerfall der Kernhiille ein (Gerace und Blobel, 1980;
Ottaviano und Gerace, 1985, Ubersicht in Moir et al., 2000). Bei der postmitotischen
Reorganisation des Zellkerns sind die Lamine auch an der rdaumlichen und funktionellen
Anordnung des Chromatins durch die Interaktion mit Histonen und dem Heterochromatin
Protein 1 (HP1) sowie an der ordnungsgemaflen Organisation der Kernporenkomplexe
beteiligt (Jones et al., 2000; Bannister et al., 2001; Kourmouli et al., 2001; Shareef et al.,
2001). In Xenopus konnte die direkte Interaktion der Kernlamine mit dem Protein NUP153,
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einem Bestandteil der Kernporenkomplexe nachgewiesen werden. Die Inhibierung der
Neubildung der Lamina resultiert in Kernporenkomplexen, in denen NUP153 fehlt. Die
abnormale Aggregation von Kernporen in C. elegans, Drosophila sowie menschlichen
Kulturzellen, in denen die Expression der Kernlamine inhibiert wurde, bestatigt die
Hypothese, dass die Kernlamine an der Organisation und Verteilung der Kernporenkomplexe
beteiligt sind (Lenz-Béhme et al., 1997; Harborth et al., 2001, Ubersicht in Gruenbaum et al.,
2003).

Eine intakte Kernmembran und Lamina sind auch fiir die DNA-Replikation essentiell. Die
spezifische Rolle in der Replikation ist noch unklar, die Immunodepletion von Laminen in
Kernrekonstitutionsversuchen in Xenopus laevis resultiert jedoch nicht nur in kleineren,
fragilen Zellkernen, sondern auch in einer Stérung der DNA-Replikation der neu gebildeten
Kerne (Meier et al.,1991). Die Mikroinjektion von Lamin A, dem die aminoterminale
Kopfdomane fehlt, flihrt in Saugerzellen ebenfalls zur strukturellen und funktionellen
Unterbrechung der Lamina (Spann et al., 1997). Wahrend die Neubildung der Kernmembran
sowie der Kernporenkomplexe unbeeinflusst bleibt, wird die DNA-Replikation inhibiert. Die
Lamine liegen in nukleoplasmatischen Aggregaten vor, in denen auch die an der Elongation
der Replikation beteiligten Faktoren PCNA (Proliferating Cell Nuclear Antigen) und RFC
(Replication Factor Complex) nachgewiesen werden konnten. Diese Faktoren sind auch in
normalen Zellen in intranukledren Aggregaten mit Laminen assoziiert. Somit scheinen die
Lamine einen signifikanten Einfluss auf die Elongationsphase der DNA-Replikation
auszulben.

Eine wichtige Rolle der Lamine in der Regulierung der Transkription wird durch die
Interaktion der Kernlamina mit einer wachsenden Anzahl von identifizierten
Transkriptionsfaktoren, mit Chromatin sowie mit dem RNA Polymerase Il
Transkriptionskomplexes bestatigt. Die ordnungsgemale Organisation der Kernlamina ist an
der RNA-Polymerase Il vermittelten Transkription beteiligt, so resultiert die Unterbrechung
der intakten Kernlamina in der Rekrutierung von A- sowie B-Typ Laminen, als auch von
Splicing Faktoren, snRNPs (small ribonuclear particles) und Transkriptionsfaktoren in
intranuklearen Aggregaten (Spann et al., 2002).

Einige der in der Peripherie des Zellkerns lokalisierten Transkriptionsfaktoren scheinen
indirekt mit der Lamina zu interagieren, wahrend fiir andere, wie die Transkriptionsfaktoren
Oct-1, dessen POU-Domane in immortalisierten Zellen die Expression des Kollagenase-
Gens reprimiert (Imai et al., 1997) und das transkriptionshemmende Retinoblastoma Protein
(pRB, Ozaki et al., 1994) eine direkte Interaktion mit Lamin B (Oct-1) oder A-Typ Laminen
(pPRB) nachgewiesen werden konnte. Von besonders grof’em Interesse scheinen diese
Interaktionen bezlglich der mit Mutationen im LMNA Gen assoziierten humanen genetischen
Erbkrankheiten zu sein, die zur Manifestation von Lipodystrophien fiihren. Durch Mutationen
in der fur die carboxyterminale Schwanzdomane kodierenden Region des LMNA Gens wird
die Assoziation mit dem Transkriptionsfaktor SREBP-1 (Sterol Regulatory Element-Binding
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Protein-1), der in der Regulation der Cholesterol-Biosynthese und der Adipogenese involviert
ist, negativ beeinflusst (Favreau et al., 2003).

Die meisten der identifizierten Transkriptionsfaktoren sind in der Kernperipherie lokalisiert
und direkt oder indirekt mit Komponenten der Kernlamina, einschlieBlich Lamine und
Membranproteine assoziiert, wodurch vermutlich ihre transkriptionsregulierende Aktivitat
gehemmt wird.

Die Apoptose, der programmierte Zelltod, ist in unterschiedliche entwicklungsspezifische
Prozesse involviert und wird durch intrazellulare wie extrazellulare Signale, einschlieRlich
Stress oder viralen Infektionen, ausgeldst. Sie ist durch vielféltige morphologische
Veranderungen der Zelle, wie die Kondensation des Chromatins, die Fragmentierung der
DNA sowie die Degradation cytoplasmatischer und nukleoplasmatischer Proteine durch
substrat-spezifische Cystein-Proteasen, den Kaspasen, charakterisiert (Buendia et al., 1999;
Ubersicht in Cohen et al., 2001). Die Lamine der Vertebraten und des Invertebraten
Drosophila werden schon sehr friih im apoptotischen Prozess, vor anderen identifizierten
Membranproteinen, wie dem Lamin B Rezeptor (LBR) der Lamina-assoziierten Polypeptide
2a und 2B (LAP2a, LAP2B) oder Komponenten der Kernporenkomplexe, einschlief3lich
POM121 und NUP153 durch die Proteinkinase PKCa, phosphoryliert und durch Kaspasen
degradiert (Duband-Goulet et al., 1989; Buendia et al., 1999; Ubersicht in Gruenbaum et al.,
2003). Der Abbau der Lamine resultiert in der anschlielienden Dissoziation des Chromatins
von der Kernhtlle und leitet die Fragmentierung des Chromatins ein. Die Expression von
veranderten Laminen in Kulturzellen, die nicht mehr von Kaspasen geschnitten werden
koénnen, fuhrt zu einer signifikanten Verzégerung der apoptotischen Prozesse, insbesondere
der Fragmentation der DNA durch die Nuklease CAD/DFF40 in BRK-Zellen (baby rat kidney)
sowie der Losung des Chromatins von der Kernhille, was auf eine direkte Beziehung der
Fragmentation der DNA und der Degradation der Lamine hinweist. Lamin-defiziente Zellen
sowie Kulturzellen, in denen die Expression der B-Typ Lamine durch RNA interference
(RNAIi) reduziert wurde, weisen ebenfalls einige Charakteristika von apoptotischen
Zellkernen auf, einschlieBlich der Aggregation der Kernporenkomplexe, der Kondensation
des Chromatins und einer abnormalen Morphologie (Sullivan et al., 1999; Harborth et al.,
2001). Die frihe Degradation der Lamine durch spezifische Kaspasen scheint jedoch nicht in
allen Organismen fir die einleitenden Prozesse der Apoptose essentiell zu sein, so wird in
dem Nematoden C. elegans das Ce-lamin, das nicht als Ziel der in den meisten
apoptotischen Prozessen involvierten Kaspase CED-3 erscheint, erst nach der
Fragmentierung der DNA degradiert. Eine intakte Lamina scheint fur die ordnungsgemaliie
Lokalisation der in der Apotose involvierten Kaspase CED-4 nach der Translokation von den
Mitochondrien in der Kernperipherie in C. elegans essentiell zu sein.

Die vielfaltigen Untersuchungen geben Grund zur Annahme, dass die Expression der B-Typ
Lamine fur die Lebensfahigkeit der Zelle essentiell ist, wahrend die Analysen der Lmna
»Knockout* Maus und der mit Lamin A/C assoziierten genetischen Erbkrankheiten auf eine
entwicklungs- und gewebe- spezifische Funktion der A-Typ Lamine hinweisen.
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1.3 Integrale und assoziierte Membranproteine der inneren
Kernmembran

Integrale sowie assoziierte Membranproteine der inneren Kernmembran sind durch die
direkte oder indirekte Interaktion mit Laminen und/oder Chromatin an den vielfaltigen, in
11.2.1 erwahnten strukturellen und funktionellen Prozessen beteiligt. Die stetig wachsende
Anzahl neuer charakterisierter Membranproteine in Invertebraten und Vertebraten
verdeutlicht die Komplexitat und Vielfaltigkeit der inneren Kernmembran und der mit ihr
assoziierten Lamina. Bis heute konnten Uber 20 dieser Proteine, einschliellich deren
Splicevarianten in verschiedenen Spezies identifiziert werden, wobei die Anzahl innerhalb
einer Spezies in héheren Organismen und so die Komplexitat des Aufbaus der inneren
Kernmembran zunimmt. Zusammengefasst konnten bisher eine Reihe von integralen
Membranproteinen wie der Lamin B Rezeptor (LBR), Emerin, MAN1, Nurim, Nesprin-1 und
2, Ring Finger Binding Protein (RFBP), Unc-83 und -84, LUMA, die Lamina-assoziierten
Polypeptide 1 und 2 (LAP1, LAP2) einschlieRlich ihrer vielfaltigen Splicevarianten, von denen
einige durch die Abwesenheit einer Transmembrandomane zu den peripheren
Membranproteinen gezahlt werden, sowie die peripheren Membranproteine Otefin, GCL und
Young Arrest (YA) charakterisiert werden (Ubersichten in Dechat et al., 2000; Dreger et al.,
2001; Foisner et al., 2001; Georgatos, 2001; Gruenbaum et al., 2003). Mit Ausnahme des
Nurims weisen alle diese Proteine eine lange aminoterminale, nukleoplasmatische Doméane
auf, die an der Interaktion mit Laminen und/oder Chromatin beteiligt ist. Die
Membranproteine der inneren Kernmembran werden an den Ribosomen des rauhen
Endoplasmatischen Retikulums synthetisiert und gelangen durch laterale Diffusion in die
innere Kernmembran, wo sie durch spezifische Interaktionen mit Laminen und/oder
Chromatin im Zellkern immobilisiert werden (Diffusions-Retentions-Modell, Soullam und
Worman, 1995; Ellenberg et al., 1997; Ostlund et al., 1999).

1.3.1 Der Lamin B Rezeptor (LBR)

Der Lamin B Rezeptor wurde erstmals 1988 als integrales Membranprotein der inneren
Kernmembran beschrieben (Worman et al., 1988) und gehdért zu den am besten
charakterisierten Proteinen der inneren Kernmembran. Der LBR setzt sich aus zwei
strukturell und funktionell verschiedenen Domanen zusammen: dem ins Kernplasma
ragenden Aminoterminus sowie den hydrophoben Carboxyterminus, der sich in acht
Transmembrandomanen gliedert und Uber die das Protein in der inneren Kernmembran
verankert wird (Worman et al., 1990; Ye und Worman, 1994). Strukturelle Analysen der
nukleoplasmatischen Domane des LBR der Vertebraten zeigen, dass sich die
aminoterminale Domane in 3 Subdomanen untergliedert: Die globulare G1 Domane
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(Aminosauren 1 - 60) wird durch eine nicht globulare Linker-Region von der zweiten
globulare Domane G2 (Aminosauren 113 - 207) getrennt (Duband-Goulet und Courvalin,
2000). Die drei Subdomanen sind an der Interaktion mit verschiedenen Bindungspartnern
beteiligt, so wird die Bindung an B-Typ Lamine und die Bindung des mit Heterochromatin
assoziierten Chromodomanen-Proteins HP1 (Heterochromatin Protein 1; Ye und Worman,
1996; Ye et al.,, 1997) Uber die globuldaren Doméanen G1 und G2 vermittelt, wahrend die
arginin- und serin-reiche Aminosauresequenz der Linker-Region (Aminosauren 71 - 100)
direkt an Chromatin, bevorzugt an Linker-DNA, bindet (Ye und Worman, 1994; Duband-
Goulet und Courvalin, 2000). In vitro interagiert der LBR mit dem Heterochromatin Protein 1,
sowie den als Tetramer vorliegenden Histonen H3/H4 sowie mit HA95 und bildet mit diesen
Komponenten einen stabilen Komplex (Polioudaki et al., 2001). Ebenso konnte der LBR als
Teil eines groRen Proteinkomplexes aus kernhaltigen Vogel-Erythrocyten isoliert werden, der
neben dem LBR auch A- und B-Typ Lamine, eine spezifische Kinase (LBR Kinase) sowie
zwei weitere Polypeptide mit einer molekularen Masse von 18 kD (p18) und 34 kD (p34),
aufweist (Simos und Georgatos, 1992, 1994). Ob dieser Proteinkomplex ebenfalls in anderen
Zellen und Spezies vorkommt, konnte noch nicht geklart werden.

Die zellzyklusspezifische Bindung des LBR an B-Typ Lamine und Chromatin wird Uber die
Phosphorylierung durch verschiedene Kinasen reguliert (Appelbaum et al., 1992; Courvalin
et al., 1992; Nikolakaki et al., 1996; Takano et al., 2002). Durch die Phosphorylierung verliert
der LBR seine Affinitdt zu B-Typ Laminen, Chromatin und HP1, bleibt jedoch wahrend der
Mitose mit Membranvesikeln assoziiert und akkumuliert zu Beginn der Kernhullenneubildung
mit den Chromosomen, wodurch er am Transport von Membranen zur Chromatinoberflache
beteiligt ist (Courvalin et al., 2002).

Der Transport dieses Proteins in den Zellkern wird durch zwei nicht-Uberlappende
Signalsequenzen ermdglicht, die in der aminoterminalen Domane und der ersten
Transmembrandomane lokalisiert sind (Smith und Blobel, 1993; Soullam und Worman, 1993,
Ellenberg et al., 1997). Die carboxyterminale Domane des Lamin B Rezeptor der Vertebraten
weist eine starke strukturelle Ahnlichkeit zu den Mitgliedern der Sterol Reduktase Multigen
Familie auf (Holmer et al., 1998), eine besonders starke Ahnlichkeit wurde zwischen dem
LBR des Menschen und der Sterol C14 Reduktase der Backerhefe Saccharomyces
cerevisiae gefunden (42% identische Aminosauren); ebenfalls besitzt der menschliche LBR
die Fahigkeit, den enzymatischen Defekt der Sterol C14 Reduktase des defizienten
Hefestammes erg24 zu kompensieren (Silve et al., 1998). Mutationen im Gen, das fir den
menschlichen Lamin B Rezeptor kodiert, verursachen eine schwere genetische Erbkrankheit,
die sich in den betroffenen homozygoten und heterozygoten Individuen in einem weiten
klinischen Spektrum manifestiert. Die autosomal rezessive Form wurde als Hydrops-ectopic
calcification-“moth-eaten” (HEM) oder Greenberg skeletale Dysplasie beschrieben
(Waterham et al., 2003), wahrend die klassische ,Pelger Huét Anomalie” die heterozygote
Form reprasentiert (Hoffman et al., 2002; Gastearena et al., 1999).
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11.3.2 LEM-Domanen Proteine und ihre Interaktionspartner

Eine Vielzahl von integralen und peripheren Membranproteinen und deren alternativ
gespleildte Isoformen weisen in ihrer aminoterminalen Doméane ein hoch konserviertes Motiv,
die LEM-Domane, auf. Dazu gehoren die fir die Namensgebung verantwortlichen Lamina-
assoziierten Polypeptide 2 (LAP2), Emerin und MAN-1 sowie Otefin von Drosophila
melanogaster und XMAN1/SANE von Xenopus laevis. Das ca. 43 Aminosauren lange LEM-
Motiv besteht aus einer Helixstruktur, die sich aus drei Aminosduren, gefolgt von zwei durch
einen langen Loop miteinander verbundenen a-Helices zusammensetzt (Cai et al., 2001).
Die LEM-Domane ist fiir die Interaktion mit einem kleinen, chromatinbindenden Protein, dem
Barrier-to-Autointegration Factor (BAF) essentiell. Obwohl bisher nur flir zwei dieser
Proteine, Emerin und LAP2p, eine direkte Interaktion mit BAF nachgewiesen werden konnte,
wird spekuliert, dass BAF durch die Bindung an die LEM-Domane von Membranproteinen
das Chromatin direkt mit der inneren Kernmembran und indirekt mit der Kernlamina vernetzt
(Segura-Totten et al., 2002).

Die Lamina-assoziierten Polypeptide 1 und 2

Die ausschliel3lich in Vertebraten vorkommenden Lamina-assoziierten Polypeptide LAP1 und
LAP2 werden in vielfaltigen Isoformen von zwei Genen im Menschen und der Maus,
exprimiert. In Amphibien und Fischen wurden bisher nur Isoformen des LAP2 Gens
nachgewiesen. Alle LAPs weisen eine lange, aminoterminale Domane, einen Kkurzen
carboxyterminalen Schwanz sowie, ausgenommen LAP2a und LAP2{, eine
Transmembrandomane auf und sind Typ Il Membranproteine (Ubersicht in Dechat et al.,
2000, Schoft et al., 2003).

Die entwicklungsspezifisch exprimierten Lamina-assoziierten Polypeptide 1, von denen drei
differentiell gespleite Varianten (LAP1A, LAP1B und LAP1C) synthetisiert werden,
interagieren in unterschiedlicher Affinitat mit A- und B- Typ Laminen. Wie auch der LBR,
werden diese Proteine wahrend der Mitose phosphoryliert, wodurch die Assoziation mit der
Kernlamina unterbrochen wird, und bleiben mit vesikulierten Membranen assoziiert (Foisner
und Gerace, 1993).

Von den Lamina-assoziierten Polypeptiden 2 werden ebenfalls verschiedene Isoformen
sowohl in Saugern (LAP2aq, -B, -y, -0, -¢€, -0), als auch in Xenopus laevis (XLAP2B, -y, -w) und
Danio rerio (ZLAP2B, -y, -w) synthetisiert (Lang et al., 1999; Schoft et al., 2003; Ubersicht in
Dechat et al., 2000).

Die Lokalisation der Lamina-assoziierten Polypeptide unterscheidet sich sehr stark in
Abhangigkeit der unterschiedlichen carboxyterminalen Regionen der einzelnen Isoformen.
Wahrend die Proteine, die Uber eine Transmembrandomane verfligen, wie die alternativ
gespleilten Isoformen LAP2(3, y, & und € des Menschen, in der inneren Kernmembran des
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Zellkerns lokalisiert sind, liegen die beiden Isoformen LAP2 a und ¢ des Menschen im
Nukleoplasma unter Aussparung des Nukleolus vor (Dechat et al., 2000).

Die am besten charakterisierte Isoform stellt das LAP2B dar. Fir dieses Protein konnte
sowohl eine direkte Interaktion mit B-Typ Laminen, als auch mit dem kleinen,
chromatinbindenden Protein, dem Barrier-to-Autointegration Factor (BAF) Uber die allen
Isoformen gemeinsame LEM-Domane nachgewiesen werden (Furukawa, 1999; Cai et al.,
2001; Shumaker et al., 2001). Die Lamin Bindungsdomane des LAP2 von Xenopus und
Zebrafisch bindet aulerdem direkt oder indirekt an Lamin A (Lang und Krohne, 2003).
Zusatzlich zur LEM-Domane konnte in der aminoterminalen Domane der Lamina-
assoziierten Polypeptide eine strukturell &hnliche, jedoch funktionell unabhéngige Domane,
die LEM-shadow Doméane (Aminosauren 1 — 50 des menschlichen LAP2) identifiziert
werden, Uber deren positiv geladene Aminosauren die direkte Bindung an Chromatin
vermittelt wird (Cai et al., 2001).

Emerin und MAN1

Emerin wurde urspringlich als das in der Muskelerkrankung Emery Dreyfuss
Muskeldystrophie (EDMD) mutierte STA Gen bezeichnet und weist als integrales Protein der
inneren Kernhllle eine nukleoplasmatische, serinreiche aminoterminale Domane, die fir die
Assoziation mit A-Typ Laminen und BAF essentiell ist sowie eine Transmembrandomane
und eine sehr kurze, in die perinukledre Zisterne ragende carboxyterminale Doméane auf
(Fairley et al., 1999; Lee et al., 2001; Fairley et al., 2002). Die Interaktion mit A-Typ Laminen
scheint fir die Retention des Emerin in der inneren Kernmembran essentiell zu sein, da in
Fibroblasten von Lamin A/C ,knock-out® Mausen eine Diffusion des Emerin in das
Endoplasmatische Retikulum beobachtet werden konnte (Sullivan et al.,, 1999). Durch
verschiedene Untersuchungen konnte die Interaktion des Emerin sowohl mit BAF, als auch
mit dem Transkriptionsfaktor Germ-Cell-Less (GCL) nachgewiesen werden (Haraguchi et al.,
2001; Holaska et al., 2003). Erst kirzlich publizierte Daten belegen eine direkte Interaktion
des Emerin mit dem Splicing-Faktor YT521-B in vitro (Wilkinson et al., 2003).

MAN1 wurde urspriinglich durch die Charakterisierung von Antikérpern eines Patienten, der
an einer Autoimmunerkrankung leidet, entdeckt (Lin et al., 2000). MAN1 weist zwei putative
Transmembrandomanen auf, Extraktionsstudien und immunfluoreszenzmikroskopische
Analysen zeigen, dass es sich ebenfalls um ein integrales Membranprotein handelt, wobei
die LEM-Domane aufweisende aminoterminale Domane, einschliellich der ersten
Transmembrandomane, fir die Lokalisation in der inneren Kernmembran ausreichend ist
(Wu et al., 2002). Bislang konnten noch keine Interaktionspartner, die fiir die Immobilisierung
des MAN1 in der inneren Kernmembran essentiell sind, nachgewiesen werden, FRAP-
Experimente (Fluorescence Recovery After Photobleaching), die eine ausgepragte
Immobilitdt dieses Proteins in der Kernhille verglichen mit seiner starken Mobilitat im
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Endoplasmatischen Retikulum belegen, deuten jedoch auf eine Interaktion mit nukledren
Proteinen hin.

Das orthologe Protein von Xenopus laevis, XMAN1 (auch als SANE, Smad1 Antagonistic
Effector, bezeichnet) ist in die Induktion des Neuroektoderms wahrend der frihen
Embryogenese involviert. Diese Induktion erfolgt durch die Interaktion von XMAN1 mit
Smad1 und die dadurch bedingte Inhibierung von BMPs (Bone Morphogenic Proteins)
(Osada et al., 2003; Raju et al., 2003).

Der Barrier-to-Autointegration Factor (BAF)

Der Barrier-to-Autointegration Factor (BAF) wurde erstmals 1998 als ein zellularer Faktor
beschrieben, der die Autointegration revers transkribierter retroviraler DNA verhindert.
Wahrend der retroviralen Infektion der Zelle wird eine Kopie des viralen Genoms in das
Genom der Wirtszelle integriert, vermittelt durch einen gro3en Nukleo-Protein-Komplex, dem
Preintegrations Komplex (PIC), der aus viralen und zelluldren Proteinen der Wirtszelle
besteht. Die intramolekulare Integration, auch als Autointegration bezeichnet, wird durch die
Interaktion der Preintegrations-Komplexe mit dem wirtseigenen, als Dimer vorliegenden
Protein BAF verhindert. Der Barrier-to-Autointegration Factor ist im Reich der Metazoa hoch
konserviert (Cai et al.,, 2001), weist jedoch keine Homologien zu anderen bekannten
Proteinen auf. Kristall-Struktur-Analysen haben gezeigt, dass BAF ein ,helix-hairpin-helix"
Motiv (HhH-Motiv) aufweist, welches in vielen Proteinen die unspezifische Bindung mit DNA
vermittelt. Das HhH-Motiv ist durch zwei Helices, die durch eine haarnadelartige Schleife
verbunden sind, charakterisiert. Die unspezifische Binding an DNA wird durch die Interaktion
der Amid-Gruppen der Polypeptidkette mit den Phosphatgruppen der DNA vermittelt
(Umland et al., 2000). Die zelluldren Funktionen von BAF sind noch weitgehend unbekannt.
In mitotischen HelLa Zellen konnte eine Kolokalisation des BAF mit dem integralen
Membranprotein Emerin in bestimmten Regionen der Chromosomen nachgewiesen werden
(Haraguchi et al., 2001; Segura-Totten et al., 2002). Wahrend der Kernhillenneubildung
vermittelt die Assoziation von BAF mit Emerin dessen Bindung an die Chromosomen (Lee et
al., 2001). Die Expression einer dominant negativen Mutante des BAF in Kulturzellen
verhindert die Assoziation von Emerin und Lamin A mit der sich neu bildenden Kernhille
(Haraguchi et al., 2001). Die gleichzeitige Bindung von LAP2 und DNA in vitro (Shumaker et
al., 2001) weist auf eine wichtige Funktion des BAF in der Regulation nuklearer Funktionen
und Organisation hin; durch die Bindung an die LEM-Domane von Membranproteinen
vernetzt das BAF das Chromatin direkt mit der inneren Kernmembran und indirekt mit der
Kernlamina (Segura-Totten et al., 2002). Neben der Rekrutierung der Membranen wahrend
der Kernhillenneubildung scheinen diese Interaktionen wahrend der Mitose sowie fir die
Chromatin Dekondensation wahrend der Kernhillenneubildung sehr wichtig zu sein, die
Depletion des BAF in Caenorhabditis elegans durch RNA interference resultiert in schweren
Defekten in der Mitose und in einem embryonalen lethalen Phanotyp (Zheng et al., 2000).
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Durch die Interaktion des BAF mit Transkriptionsfaktoren wie dem Crx (cone-rod homeobox)
und weiteren Transkriptionsfaktoren der Homeodomanen Protein Familie und deren
Repression scheint BAF ebenfalls eine wichtige Rolle in der Gewebe- und Zelltyp
spezifischen Regulation der Genexpression zu spielen (Wang et al., 2003).

1.3.3 Otefin, Nurim, Nesprin-1 und -2 und Ring Finger Binding Protein

Otefin ist ein ubiquitar exprimiertes, peripheres Membranprotein von Drosophila
melanogaster, welches in seinem Aminoterminus, der in das Kernlumen ragt, ebenfalls eine
LEM-Domane aufweist und mit Lamin DmO interagiert (Padan et al., 1990; Goldberg et al.,
1998). Dieses Protein verfligt zwar, wie andere integrale Membranproteine, Uber ein
carboxyterminales, hydrophobes Segment, es wird allerdings spekuliert, dass diese Region
zu kurz ist, um die innere Kernmembran zu durchspannen. Im Gegensatz zu den integralen
Membranproteinen der inneren Kernmembran, die nach der Synthese an den ER-
gebundenen Ribosomen durch laterale Diffusion im ER die innere Kernmembran erreichen,
wird der Transport des Otefin in den Zellkern vermutlich durch ein Kernlokalisationssignal
vermittelt und das Protein anschliellend Uber hydrophobe Wechselwirkungen an der inneren
Kernmembran lokalisiert (Ashery-Padan et al., 1997a; Ashery-Padan et al., 1997b).

Nurim (Nuclear rim) wurde als Protein der inneren Kernmembran beschrieben und weist
funf Transmembrandomanen aus kurzen, aufeinander folgenden Loops auf (Rolls et al.,
1999). Bisher konnten noch keine Interaktionspartner identifiziert werden, Extraktionsstudien
lassen allerdings auf eine starke Immobilisierung dieses Proteins in der inneren
Kernmembran schlieen.

Nesprin-1 und Nesprin-2

Nesprin-1, auch als Myne-1 bezeichnet, und Nesprin-2 kodieren fir Typ-2 Membranproteine,
die eine Transmembrandomane sowie multiple Spectrin-Wiederholungen aufweisen.
Nesprin-1 wird insbesondere in Muskelzellen exprimiert, liegt als Homodimer vor und zeigt
eine Lokalisation mit Heterochromatin als auch eine starke Affinitdt zu A-Typ Laminen und
Emerin (Ubersicht in Gruenbaum et al., 2003).

Ring Finger Binding Protein (RFBP) ist eine Uber neun Transmembrandomanen in der
inneren Kernmembran lokalisierte Typ IV ATPase, die durch den Verlust der fir die Pump-
Aktivitat essentiellen Doméane charakterisiert ist. Bis auf die Interaktion mit dem Chromatin
modifizierenden Faktor Rush ist tiber dieses Protein noch nichts Naheres bekannt (Ubersicht
in Gruenbaum et al., 2003).

11.3.4 LUMA, Unc-83 und -84, Germ Cell Less (GCL) und Young Arrest (YA)

LUMA, ein Protein mit vier putativen Transmembrandomanen, scheint in allen Vertebraten
und Drosophila exprimiert zu werden. Mutationen in den Genen Unc-83 und Unc-84
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(Uncoordinated movement) von C. elegans resultieren in einer fehlerhaften
Kernpositionierung der Zellkerne in sich differenzierender Zellen wahrend der Entwicklung
des Nematoden. Untersuchungen von Unc-83 und -84 deuten darauf hin, dass beide
Proteine Uber eine Transmembrandomane in der inneren Kernmembran lokalisiert sind.
Wahrend Unc-84 ubiquitar exprimiert wird und die Interaktion mit dem C. elegans Lamin fir
dessen Lokalisation essentiell ist, scheint Unc-83 nur in sich bewegenden Zellen exprimiert
zu werden. Proteine, die Homologien zu Unc-84 aufweisen, konnten in den Datenbanken
von Saugern und Drosophila gefunden werden, allerdings wurden diese Proteine noch nicht
naher charakterisiert (Malone et al., 1999; Ubersicht in Gruenbaum et al., 2003)

Germ Cell Less (GLC) ist im Reich der Metazoa hoch konserviert und wurde urspringlich in
Drosophila identifiziert. GCL wird wahrend der Embryogenese in Drosophila im posterioren
Bereich des Embryos exprimiert und ist fir die Keimzellbildung verantwortlich. In
Saugerzellen bildet es einen Komplex mit der DP3 Untereinheit des DP3-E2F
Transkriptionsfaktors und ist vermutlich in Interaktion mit LAP2B an der transkriptionellen
Regulation beteiligt (Kimura et al., 2003).

Young Arrest (YA) wurde ebenfalls in Drosophila identifiziert und ist als maternal
exprimiertes, peripheres Membranprotein in der Oogenese und der Chromatin
Kondensierung beteiligt. Als peripheres Membranprotein der Kernhille bindet es an B-Typ
Lamine, Chromatin und Histon H2B (Lopez et al., 1994; Lopez und Wolfner, 1997; Liu et al.,
1998).

1.4 Genetisch bedingte Erkrankungen

Mutationen in Laminen und mit Laminen assoziierten integralen Membranproteinen sind mit
verschiedenen genetisch bedingten Erkrankungen, deren Anzahl standig wachst, assoziiert.
Mutationen in dem fiir Lamin A und Lamin C kodierenden LMNA Gen verursachen vielfaltige
humangenetische Erkrankungen, einschliel3lich der autosomal dominanten (EDMD2) sowie
rezessiven Form (EDMD3) der Emery Dreifuss Muskeldystrophie, ,Limb girdle®
Muskeldystrophie Typ 1B (LGMD), Dilatierte Cardiomypathie Typ 1 (DCM), eine noch nicht
benannte Erkrankung die Symptome der LGMD und DCM vereint, familiare partielle
Lipodystrophie (FPLD) Typ Dunnigan, Mandibulakrale Dysplasie (MAD), Charcot-Marie-
Tooth Erkrankung Typ 2 (CMT) sowie Hutchinson-Gilford Progerie (Ubersicht in Burke und
Steward, 2002; Worman und Courvalin, 2002; Hegele, 2003; Ostlund und Worman, 2003;
Vainzof und Zatz, 2003). Bisher wurden zahlreiche Mutationen des LMNA Gens
beschrieben, die zur Manifestation von unterschiedlichen Erkrankungen, wie cardio- und
neuromuskularen Erkrankungen, Lipodystrophien und Progerie, flihren.

Auch die Zahl der genetisch bedingten Erkrankungen, die mit integralen Membranproteinen
assoziiert sind, wachst stetig. Wahrend die X-chromosomale rezessive Form der Emery-
Dreifuss Muskeldystrophie, die durch Mutationen im flir Emerin kodierenden Gen verursacht
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wird, bereits sehr intensiv erforscht wird (Fairley et al., 1999; Tsuchiya et al., 1999; Fairley et
al.,, 2002), konnten im letzten Jahr zwei weitere Erkrankungen, die Hydrops-ectopic
calcification-“moth-eaten” (HEM) oder Greenberg skeletale Dysplasie (Waterham et al.,
2003) sowie die ,Pelger Huét Anomalie“ (Hoffman et al., 2002) charakterisiert werden, die
durch Mutationen im Gen, das flr den menschlichen Lamin B Rezeptor kodiert, verursacht
werden.

11.4.1 Potentielle Ursachen der mit Mutationen im Lamin A und im Emerin
assoziierten humangenetischen Erkrankungen

Die Tatsache, dass das LMNA-Gen in den meisten differenzierten Zellen exprimiert wird,
erschwert das Verstandnis, wie verschiedene Mutationen in einem einzigen Gen zu einer
solchen Vielfalt von, auf spezifische Gewebe (Fett- und Muskelgewebe) beschrankten,
klinischen Symptomen und resultierenden Erkrankungen flihren.

1 | 2[3/ 4 5] 6 | 7 |8 910 11
M2 195 P32 321 886 520
45 111| #eo|| 225| @2e8|| 377 465 486 530/ | gog
0 97| m50|| 222 294|| B7 456 | 482| 528 608
0 89||| 145 ||| 208 261 ||| 1358 453 || 481|507 | | | 584
67 85“ 133“ 203“ 249 336“ 442 | || 469 | ||527 | | |82 | | [eua
| HEAD.| COIL 1a COIL 1b COIL 2
35 70 82 240 244 390 5665‘72 664
Lamin C
N-terminal globular o-helical rod domain C-terminal globular
head domain tail domain
EDMD HGPS CMT-2B1 MAD
DCM LGMD-1B FPLD
Wagner, 2003

Abb. 3: Schematische Darstellung des menschlichen Lamin A/C Genes (LMNA), des Lamin A/C
Proteins und der identifizierten Mutationen, die mit EDMD (Emery Dreifuss Muskeldystrophie, DCM
(Dilatierte Cardiomyopathie), HPGS (Hutchinson-Gilford Progerie), LGMD-1B (Limb-girdle Muskel-
dystrophie), CMT-2B1 (Charcot-Marie-Tooth Erkrankung), FPLD (Familidre Partiale Lipodystropie) und
MAD (Mandibulakrale Dysplasie) assoziiert sind. LMNA kodiert flr die beiden Isoformen Lamin A (664
Aminoséauren) und Lamin C (572 Aminosauren).
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Um dieses Paradox zu lI6sen, wurden verschiedene Hypothesen aufgestellt, die sich nicht
unbedingt ausschlieRen, sondern vermutlich miteinander in enger Beziehung stehen, und
deren Kombination die unterschiedlichen Auspragungen zur Folge haben:

Die sog. ,Mechanische-Stress* Hypothese geht davon aus, dass durch die gestorte
Expression von Lamin A und Emerin die strukturelle Integritat der Lamina geschwacht wird,
und die Zellkerne fragil und anfallig gegeniber apoptotischen Prozessen werden. Durch den
mechanischen Stress, dem insbesondere die Skelettmuskel- und Herzmuskelzellen
ausgesetzt sind, konnte die starke Belastung wahrend jeder Kontraktion in einer
Deformierung und Zerstérung der Zellkerne durch induzierte Apoptose resultieren. Auch die
variable Beeinflussung der Skelettmuskulatur in EDMD, DCM und LGMD-1B kdnnte mit
diesem Modell plausibel erklart werden: Da der Skelettmuskel aus einem grof3en Syncitium
besteht, wirde die Beeintrachtigung nur weniger Zellkerne kaum zu einem phanotypischen
Erscheinungsbild flhren, solange noch geniigend unbeschadigte Zellkerne vorhanden sind
oder durch die Proliferation der Myoblasten die Beschadigten ersetzt werden. Erst wenn die
Anzahl der beschadigten Zellkerne steigt, zeigten sich die Symptome der fortschreitenden
Muskeldystrophie (Burke et al.,, 2001). Es gibt allerdings auch einige gravierende
Erklarungsschwierigkeiten bezliglich dieses Modells, so ist beispielsweise nicht zu erklaren,
warum die Zellen der ventrikularen Erregungsleitung anfalliger sein sollten als andere
Herzmuskelzellen. Auch die Relation zur Manifestation einer Lipodystrophie lasst sich mit
dieser Hypothese nur schwer erklaren (Ostlund und Worman, 2003).

Eine andere Hypothese geht davon aus, dass durch Mutationen im LMNA-Gen die
Interaktion mit nuklearen Bindungspartnern und deren Immobilisierung in der inneren
Kernmembran gestort wird, was deren Diffusion in das Endoplasmatische Retikulum zur
Folge hat und so negative Auswirkungen auf die strukturelle und funktionelle Integritat des
ER haben konnte. Es ist bekannt, dass der Verlust von Lamin A/C in einer fehlerhaften
Lokalisation des Membranproteins Emerin im ER resultiert (Fairley et al., 1999; Fairley et al.,
2002). Die Umverteilung der integralen Membranproteine koénnte sich auf die enzymatische
Aktivitat der Proteine der Cholesterol- und Fettsduren-Synthese auswirken, die im ER
lokalisiert sind und somit vielleicht durch eine Veranderung des Lipidstoffwechsels an der
Manifestation von Symptomen der Lipodystropie beteiligt sein kdnnten. Beziglich der
Skelett- und Herzmuskulatur kdnnte die Freisetzung von Ca2* wahrend der Kontraktionen
ebenfalls durch Veranderungen des Sarkoplasmatischen Retikulums negativ beeinflusst
werden (Burke und Steward, 2002).

Eine weitere Hypothese wurde durch die Identifizierung des muskel-spezifischen
Membranproteins der inneren Kernmembran Syne1 aufgestellt, das vermutlich mit Lamin A
interagiert. Lamin A koénnte, ebenso wie fir Emerin, fir die Immobilisierung von Synef1,
dessen Expression in Zellkernen der postsynaptischen Membranen am starksten ist, in der
inneren Kernmembran essentiell sein. Die Zellkerne der postsynaptischen Membran
unterscheiden sich von anderen Zellkernen durch die Transkription spezifischer Gene, die flr
die Struktur und Funktion der Synapse notwendig sind. Die Charakterisierung von Syne1
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fuhrte zur Spekulation, dass dieses Protein fur die ordnungsgemafle Positionierung der
postsynaptischen Kerne wichtig sei und die Abwesenheit von funktionellen A-Typ Laminen in
einer Umverteilung von Syne1 und damit auch der postsynaptischen Zellkerne resultieren
konnte (Burke und Steward, 2002).

Eine andere Mdglichkeit kdnnte sein, dass durch die veranderte Expression der Lamine
deren Affinitdt zu zellspezifischen Bindungspartnern oder Transkriptionsfaktoren moduliert
wird und somit die zell-typische Genexpression oder Signaltransduktionswege beeinflusst
werden. Verschiedene nukledre Proteine und Transkriptionsfaktoren, wie das
Retinoblastoma Protein, interagieren mit A-Typ Laminen. Eine besondere Bedeutung kénnte
der Interaktion der A-Typ Lamine mit dem SREBP1 (Sterol Response Element Binding
Protein 1) beigemessen werden, der als Adipocyten-Differenzierungsfaktor charakterisiert
wurde (Lloyd et al., 2002). Im Mausmodell konnte gezeigt werden, dass die Inhibierung der
Expression von SREBP1 den Verlust von weillem Fettgewebe, die Akkumulation von Lipiden
in der Leber und anderen Geweben sowie die Auspragung einer Diabetes zur Folge hat,
ahnlich der klinischen Symptome, die mit den LMNA-assoziierten Lipodystrophien
beobachtet werden kénnen (Ubersicht in Kirkland et al., 2002). Somit kénnten Mutationen im
LMNA die Interaktion mit Transkriptionsfaktoren, die an der Regulation des Fettstoffwechsels
beteiligt sind, beeinflussen. Diese Hypothese wird auch dadurch bekraftigt, dass sowonhl
Myoblasten, als auch Adipocyten durch die spezifische Differenzierung aus einem
gemeinsamen Vorldufer, der mesenchymalen Stammzelle abgeleitet werden. Eine
veranderte Regulation der Differenzierung der Preadipocyten in Fettzellen, wie sie auch im
normalen Alterungsprozess des Menschen nachzuweisen ist, konnte die Akkumulation von
weillem Fettgewebe in verschiedenen Organen und Geweben erklaren. Auch ab einem Alter
von 75 Jahren ist eine Umverteilung von Lipiden in Muskeln, Knochenmark und anderen
Geweben zu beobachten. Wahrend ein deutlicher Verlust des subkutanen Fettes zu
erkennen ist, scheinen die visceralen Fettdepots nicht beeinflusst zu sein. Dieses ungleiche
Verhaltnis von visceralen zu subkutaten Fettgewebe ist mit einem erhéhten Risiko assoziiert,
an Atherosklerose und Diabetes zu erkranken, beides Symptome, die auch bei der FPLD,
MAD und HGPS zu beobachten sind (Taylor-Jones et al., 2001; Kirkland et al., 2002; Wilson,
2000). Die Differenzierung von mesenchymalen Stammzellen in Muskel- oder Fettzellen,
ebenso wie die Differenzierung von Preadipocyten in Fettzellen, wird durch eine Vielzahl von
Transkriptionsfaktoren gesteuert, ein sehr fein abgestimmtes Regulationsgefiige, das durch
die veranderte Expression von Laminen und integralen Membranproteinen, wie Emerin,
negativ beeinflusst werden kénnte.

Mutationen in Laminen koénnten auch deren Susceptibilitat gegeniiber apoptotischen
Prozessen verstarken. Lamine werden in der Apoptose bereits sehr friih von spezifischen
Kaspasen degradiert. Der Phanotyp lamin-defizienter Zellen ahnelt denen apoptotischer
Zellen; in ihnen ist ebenfalls eine Aggregation der Kernporenkomplexe, die Ablosung des
Chromatin von der Kernhille und die Veranderung der Morphologie des Zellkerns zu
beobachten. Es konnte noch nicht geklart werden, inwieweit diese Prozesse in der
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Manifestation der mit LMNA assoziierten Erkrankungen relevant sein konnten, es konnten
jedoch in den Zellen untersuchter Patienten keine Anzeichen einer verstarkten Apoptose
beobachtet werden. Auch die Tatsache, dass Kaspasen erst nach dem Zerfall der Kernhdille
Zugang zu den Laminen haben, scheint diese Hypothese nicht zu bekraftigen.

Eine andere Erklarungsmdglichkeit stellt sich bezuglich der Tatsache, dass viele, mit
Muskeldystrophien assoziierte Proteine Bestandteile eines hypothetischen Karyo-
Cytoskeletts darstellen. Ein solches Netzwerk kénnte die Verbindung zwischen A-Typ
Laminen, Emerin und anderen, in Muskeldystrophien involvierten Proteinen des Dystrophin-
Glykoprotein Komplexes (DGC) und des Cytoskeletts mit der Extrazellularen Matrix
darstellen. Es wird vermutet, dass durch die Interaktion des Syne/Anc-1 mit UNC-84/SUN
Verbindung der Lamina mit dem DGC vermittelt wird. Durch die direkte oder indirekte
Interaktion der in die perinukleare Zisterne ragenden SUN-Doméane des UNC-84 mit dem
Aktin-bindenden Protein Syne/Anc-1 konnte die Verbindung der Kernhille mit dem DGC
vermittelt werden (Starr und Han, 2003). Es wird angenommen, dass die Verbindung des
Karyo-Cytoskeletts mit der Extrazelluldren Matrix die Plasmamembran vor mechanischen
Einflissen, die sich besonders wahrend der muskularen Kontraktion verstarken, schutzt
(Ostlund und Worman, 2003).

’-.\‘/‘ Extracellular Matrix
T ——

Laminin-2

Dystroglycan
ompiex

Sarcolemma

sferlin

Cytosol

Telethonin
otilin

\\\
Syne/ANC-1
N\
.0'/—— b

- ‘UNC-84/SUN
\ > m‘erin

Lamins Nucleus

W agner, 2003

Abb. 4: Schematische Darstellung der Proteine der Plasmamembran, des Cytoplasmas und der
Extrazellularen Matrix und ihre putativen Interaktionen mit der inneren Kernhiille.
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11.4.2 Greenberg skeletale Dysplasie und Pelger Huét Anomalie

Mutationen im Gen, das flr den menschlichen Lamin B Rezeptor kodiert, verursachen eine
schwere genetische Erbkrankheit, die sich in den betroffenen homozygoten und
heterozygoten Individuen in einem weiten klinischen Spektrum manifestiert. Die autosomal
rezessive Form wurde als Hydrops-ectopic calcification-“moth-eaten” (HEM) oder Greenberg
skeletale Dysplasie beschrieben (Waterham et al., 2003), wahrend die klassische ,Pelger
Huét Anomalie“ die heterozygote Form reprasentiert (Hoffman et al., 2002; Gastearena et al.,
1999). Die HEM wird zu den klassischen, humanen Erbkrankheiten gezahlt, deren
phantoypische Erscheinungsbilder aus Defekten in der Sterolbiosynthese resultieren
(Ubersicht in Nwokoro et al., 2001; Porter, 2002). Das RHS/Smith-Lemli-Opitz Syndrom
(SLOS, Battaile et al., 2001; Nowaczyk et al., 2001) wird als Prototyp dieser Erkrankungen
bezeichnet, zu denen neben der HEM noch funf weitere Krankheiten gehéren, einschlieRlich
.Desmosterolosis“ (Waterham et al., 2001), ,X-linked dominant chondrodysplasia punctata
type 2 (CDPX2), ,CHILD Syndrom® (congenital hemidysplasia with ichthyosiform
erythroderma/nevus and limb defects; Konig et al., 2000), Latherosterolosis und ,Antley-
Bixler Syndrom“ (Ubersicht in Porter, 2002; Herman, 2003). Cranofaciale Abnormalitaten,
geistige Zurickgebliebenheit sowie schwere Defekte in der Knochenentwicklung, die
vermutlich aus dem Defizit an Cholesterol wahrend der friihen embryonalen Entwicklung
resultieren, sind mit allen beschriebenen Erkrankungen assoziiert. Mutationen, die in der
Manifestation dieser humanen Erbkrankheiten resultieren, konnten, ausgenommen das noch
nicht naher charakterisierte Antley-Bixler Syndrom, in den flr die in der Sterolbiosynthese
involvierten Enzymen kodierenden Gene identifiziert werden. Wahrend die meisten der
identifizierten Enzyme im Endoplasmatischen Retikulum lokalisiert sind, weist der
menschliche Lamin B Rezeptor, dessen carboyterminale Region mit der enzymatischen
Aktivitat einer 3p-Hydroxysterol A14-Reduktase assoziiert ist, eine ausschlielliche

Lokalisation in der inneren Kernmembran auf.

SLOS Desmosterolosis CDPX2 CHILD
Inheritance AR AR XLD XLD
Enzymo defect *PUMIEAT | Obesitt  Sbmenion 2p e
Gene symbol DHCR7 DHCR24 EBP NSDHL

Greenberg dysplasia  Antley-Bixler syndrome Lathosterolosis

Inheritance AR AR AR
Enzyme defect 3 B-Hydroxysterol A14- reductase Lanosterol 14-a-demethylase 3 B-Hydroxysterol A5- desaturase
Gene symbol LBR NR SC5D
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Abb. 5: Humane genetische Erbkrankheiten die mit Defekten in der Cholesterol Biosynthese assoziiert
sind (verandert nach Porter, 2002).
AR, autosomal recessive; XLD, X-Linked dominant; NR, not reported.

Die beschriebenen Mutationen im humanen LBR Gen sowie Mutationen im homologen
ichtyosis Genlocus der Maus weisen ein geno- und phanotypisch ahnliches Erscheinungsbild
auf. Die Deletionen, Insertionen und Basenaustausche in der fir die carboxyterminale
Doméne des LBR kodierenden Region in Mensch [IVS12-5-10del; IVS2-2A—G; 1308G—A;
IVS11+1G—A; 1173delC; 1129C—T; IVS13-2A—G; 500G—C; 501-504delCCTT; 1599-
1605TCTTCTA—-CTAGAAG] und Maus [815ins; 1088insCC; 1884insGGAA] fiihren
vorwiegend zu einer veranderten Prozessierung des Primartranskriptes, welches fir ein
verkirztes Protein kodiert (Waterham et al., 2003; Shultz et al., 2003). Westernblot- und
immunfluoreszenzmikroskopische Analysen zeigen eine starke Reduktion der Expression
des LBR, allerdings sind keine verkirzten Varianten detektierbar, was auf eine ,nonsense-
vermittelte Degradation der mRNA® (,nonsense mediated RNA decay“) oder eine
posttranslationale Degradation des mutierten Proteins zurlckzuflhren ist.

Die betroffenen homozygoten Individuen weisen eine verstarkte pranatale Mortalitatsrate und
schwere Entwicklungsdefekte auf, welche zu Stérungen der enchondralen Knochenbildung
und des Langenwachstums der Knochen (Chondrodystrophie) und zur Ausbildung eines
Wasserkopfes fiihren. In den heterozygoten Individuen manifestiert sich die Mutation in
einem veranderten Erscheinungsbild der Ilymphoblastoiden Zellen. Die Zellkerne der
Neutrophile und Eosinophile weisen eine zweilappige Morphologie und eine verstarkte
Kondensation des Chromatin auf (Horn et al., 2000; Trajkovski et al., 2002; Waterham et al.,
2003). Der in der Expression stark reduzierte Lamin B Rezeptor scheint eine normale
Lokalisation und Verteilung in der inneren Kernhille aufzuweisen. Das phanotypische
Erscheinungsbild ist jedoch nicht auf die Anwesenheit eines dominant negativen verkirzten
Proteins zuriickzufihren, sondern wird vermutlich durch die Reduktion der Expression des
LBR verursacht (Waterham et al., 2003). Es wird spekuliert, dass die gestoérte enzymatische
Aktivitat der carboxyterminalen Domane des menschlichen LBR die bedeutendste Ursache
fur die Manifestation der PHA und Greenberg Dysplasie ist. Inwieweit die Funktion der an
zahlreichen Interaktionen beteiligten aminoterminalen Domane des LBR fir die
Auspragungen der beiden Erkrankungen eine Rolle spielt, ist nicht bekannt. Es wird jedoch
spekuliert, dass das den LBR kodierende Gen in der Evolution aus der Rekombination
zweier primordialer Gene entstanden ist, von denen eines flr ein nukledres Protein, das
andere flur eine Sterolreduktase kodierte (Holmer et al., 1998). Die unterschiedlichen
Funktionen der beiden Domanen, deren kodierende Regionen von einem grof3en Intron
separiert werden, unterstlitzen diese Hypothese.
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1.5 RNA Interference (RNAI)

Das Einschleusen von doppelstrangiger RNA (dsRNA), korrespondierend zu spezifischen
Genssequenzen, fuhrt in vielen Organismen zur Inhibierung der Genfunktion durch die
spezifische Degradation der endogenen mRNA (Ubersicht in Brantl, 2002; Hutvagner et al.,
2002; Tijstermann et al., 2002; Voinnet, 2002; Baulcombe 2003; Szweykowsaka-Kulinska et
al., 2003).

Die Mdoglichkeit, durch die Injektion von dsRNA Genfunktionen zu beeintrachtigen, wurde
zum ersten Mal flir den Nematoden Caenorhabditis elegans beschrieben (Fire et al., 1998).
Bis zu diesem Zeitpunkt war man davon ausgegangen, dass durch eingeschleuste antisense
RNA die Genexpression inhibiert werden kann (Hamilton und Baulcombe, 1999). Die These,
dass dieser Mechanismus durch die Hybridisierung von antisense RNA mit der endogenen
MRNA ausgeldst wird, erwies sich teilweise als irrtimlich. Die zu diesem Zeitpunkt
beobachteten Effekte kdonnen aus heutiger Sicht auf Kontaminationen eines geringen Anteils
von dsRNA Molekilen zurlickgefiihrt werden. Das Paradox der Entdeckung, dass Molekile
mit sense-Charakter in C. elegans ebenso effektiv zur Inhibierung von Genexpression waren
wie antisense RNA (Powell-Coffman et al., 1996), wurde durch das Labor von Fire und Mello
(Fire et al., 1998; Montgomery und Fire,1998) gel6st, die demonstrieren konnten, dass das
Einschleusen von dsRNA, korrespondierend zu spezifischen Gensequenzen zu der
Inhibierung deren Funktionen fiihrt. Der als RNAi (RNA interference) bezeichnete Prozess
wirkt durch einen posttranskriptionellen Mechanismus. Montogmery, Xu und Fire
(Montgomery et al., 1998) stellen fest, dass die Injektion von dsRNA, korrespondierend zu
Intron- oder regulatorischen Sequenzen, zu keinem sichtbaren Phanotyp flihrte.

Bis heute konnte das Phanomen der RNAi in allen multizellularen Organismen, einschlieRlich
Arabidopsis thaliana, Drosophila melanogaster, Caenorhabditis elegans, Trypanosoma
brucei, Neurospora crassa und Saugern, beobachtet werden (Ngo et al., 1998; Wianny und
Zernicka-Goetz, 2000; Elbashir et al., 2001, Paddison et al., 2002; Kamath und Ahringer,
2003; Tschudi et al., 2003).

11.5.1 Mechanismus der RNAI

Die spezifische Degradation der zur eingeschleusten dsRNA komplementaren mRNA wird
durch einen komplexen Prozess vermittelt, an dem kleine, interferierende Ribonukleinsduren
(small interfering RNAs, siRNAs) beteiligt sind (Ubersicht in Narry, 2003). siRNAs werden
durch die Prozessierung langer dsRNAs exogenen oder endogenen Ursprungs durch die
Ribonuklease Il (RNase lll) Dicer hergestellt. Dicer wurde urspringlich aus Schneider S2
Zellen von Drosophila melanogaster isoliert (Bernstein et al., 2001) und weist neben einer
ATP-abhangigen RNA-Helikase Domane und einer tandemartigen RNase 1l Doméane eine
PAZ Domane (Piwi/Argonaut/Zwille Domane) sowie eine dsRNA-Bindungsdomane (dsRBD),
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auf. Homologe Ribonukleasen konnten bisher in C. elegans (DCR-1), A. thaliana (Carpel
Factory, Short Integuments-1), und Saugern (Dicer) identifiziert werden (Ketting et al., 2001;
Ubersicht in Narry, 2003). Die hohe Konservierung dieses Enzyms im gesamten Reich der
Metazoa weist auf die hohe Bedeutung der siRNA vermittelten zelluldren Regulation hin.

Die lokale Entwindung der dsRNA Duplex wird in einem ATP-abhangigen Schritt durch die
Helikase-Domane von Dicer vermittelt, wodurch es mdglich wird, lange dsRNAs in
doppelstrangige siRNA Fragmente zu prozessieren. Diese weisen eine Lange von 21-25
Nukleotiden (nt) und Uberhénge von zwei Nukleotiden an den beiden 3" Enden auf. Jeder
Strang besitzt eine 5° Phosphatgruppe sowie eine 3" Hydroxylgruppe und ist durch eine
perfekte Komplementaritat zu der zu degradierenden mRNA charakterisiert (Zamore et al.,
2000; Elbashir et al., 2000).

Ein Strang der siRNA Duplex wird in einen hoch molekularen Proteinkomplex, dem sog.
RISC (RNA-Induced Silencing Complex) eingebunden, der erstmals aus Drosophila
Schneider S2 Zellen isoliert werden konnte (Hammond et al., 2002). Die ATP-abhangige
Entwindung der siRNA durch eine noch nicht naher charakterisierte Helikase fuhrt zum
Verlust eines der beiden RNA-Strange und kennzeichnet die Aktivierung des RISC (RISC*).
Die Degradation der zum verbleibenden Strang der siRNA komplementaren mRNA wird im
terminalen Schritt durch eine ebenfalls noch nicht identifizierte Endonuklease eingeleitet,
danach wird die geschnittene mRNA entlassen und die katalytischen Untereinheiten des
RISC kdnnen erneut in einen siRNA vermittelten Degradationszyklus eingeschleust werden.

Biochemische Analysen an Drosophila Schneider S2 und menschlichen HelLa Kulturzellen
fuhrten zur Charakterisierung weiterer Komponenten des RISC, die als Mitglieder der
Argonaute Familie identifiziert werden: Argonaute-2 (AGOZ2) und Argonaute-1 (AGOT7) in
Drosophila melanogaster sowie zwei Isoformen des Translationsfaktors elF2C (elF2C1 und
elF2C2) des Menschen (Hammond et al., 2002; Doi et al., 2003).

Argonaute Proteine sind ~ 100 kDa grof3e, basische Proteine, die durch die Existenz von
zwei konservierten Domanen, die als PAZ bzw. PIWI Domane bezeichnet werden,
gekennzeichnet sind. Wahrend die biologische Funktion der aminoterminal oder zentral
lokalisierten, ca. 130 AS langen PAZ Domane, noch unklar ist, konnte nachgewiesen
werden, dass die carboxyterminal lokalisierte, ca. 300 AS lange PIWI Domane des
menschlichen e/F2C fir die Interaktion mit Dicer essentiell ist (Doi et al., 2003).

Die Mitglieder der Argonaute Protein-Familie sind sowohl an spezifischen Prozessen zur
Inhibierung der Genfunktion auf transkriptioneller (Dicer, Saccharomyces pombe; Piwi,
Drosophila melanogaster) und posttranskriptioneller (rde-1, RNAi deficient Caenorhabditis
elegans) Ebene, als auch an der Regulation entwicklungsspezifischer Prozesse (AGOT1,
Drosophila melanogaster; alg-1/alg-2, Caenorhabditis elegans) und der Determination von
Stammzellen (Piwi, Drosophila melanogaster;, PINHEAD/ZWILLE, Arabidopsis thaliana)
beteiligt. Wahrend die Inhibierung der Proteinfunktion einiger Mitglieder in einer starken
Beeintrachtigung in der Entwicklung der betroffenen Organismen resultiert, beeinflussen
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andere Argonaute Proteine die Determination von Stammzellen oder sind in Prozessen der
RNA.i involviert (Carmell et al., 2002).

Die intensive Suche nach in der RNAI involvierten Proteinen flihrte zu der Charakterisierung
einer weiteren Proteinfamilie, die RNA Helikasen. In vielen untersuchten Organismen,
einschliellich A. thaliana, D. melanogaster, C. elegans und Mensch, konnten RNA
Helikasen identifiziert werden, deren Einteilung in zwei Subfamilien erfolgt: Die RNA
Helikase SDE3 (silencing defective) von Arabidopsis thaliana sowie homologe Proteine der
Fruchtfliege (Spinde-E) und des Menschen (Gemin3) werden in die Upf1p-ahnliche Familie
eingeteilt, wahrend die RNA-Helikase von Caenorhabditis elegans (SMG-2) der Upfip
Proteinfamilie angehdrt. Fir weitere Komponenten des RISC, wie dem menschlichen
Gemin4, konnten die biologischen Funktionen noch nicht ndher charakterisiert werden
(Carmell et al., 2002).

Da bereits geringe Mengen an eingeschleusten dsRNA Molekilen zur Auspragung eines
deutlichen Phanotyps genltigen und das Phanomen der RNAi in Nematoden und Pflanzen
nicht auf individuelle Zellen beschrankt ist, sondern ebenfalls eine systemische Ausbreitung
(SAS: Systemic Acquired Silencing) in andere Gewebe und die Keimbahn beobachtet
werden konnte (Tavernakis et al., 2000), wurde schon sehr frih vermutet, dass die
eingeschleuste dsRNA in Nematoden und Pflanzen einen Amplifikationsschritt durchlauft.
Erste Hinweise ergaben sich aus der Analyse RNAi- und SAS- resistenter Nematoden.
Wahrend die Inhibierung bestimmter Gene eine systemische Ausbreitung der Inhibierung der
Genfunktion durch RNAI (transitive RNAI), nicht aber die lokalen, durch RNAIi induzierten
Effekte verhindern konnte, wurde durch die Inhibierung anderer Gene der Mechanismus der
RNAi negativ beeinflusst. Die intensiven Untersuchungen dieser Gene flhrten zur
Identifizierung der RNA-abhangigen RNA Polymerasen (RdRPs) in C. elegans (EGO-1,
RRF-1, RRF-3), A. thaliana (SGS2/SDE1, suppressor of gene silencing) und Neurospora
crassa (qde-1, quelling defective; Cogoni und Macino,1999), die an der Amplifikation der
dsRNA (transitive RNA; Sijen et al., 2001) oder an der systemischen Ausbreitung der RNAI
(Winston et al., 2002) beteiligt sind. Die Abwesenheit der transitiven und systemischen
Komponente der RNAI in Drosophila melanogaster und Vertebraten wies bereits auf
unterschiedliche Funktionen der in der Inhibierung der Genfunktionen involvierten
Komponenten in Pflanzen und Nematoden sowie Drosophila und Saugern hin (Roignant et
al., 2003).
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Abb. 6: Schematische Darstellung der RNAI; abgeandert nach Szweykowsaka-Kulinska et al., 2003

11.5.2 Biologische Bedeutung

Erste Hinweise auf die biologische Bedeutung der RNAI, die in Pflanzen auch als PTGS
(Post-Transkriptional Gene Silencing) bezeichnet wird, wurde durch die Entdeckung erzielt,
dass PTGS-defiziente Pflanzen eine Hypersensibilitat gegeniber Infektionen bestimmter
pflanzen-pathogener Viren aufweisen. Die Hypothese, dass das PTGS der Bestandteil eines
aus evolutiver Sicht betrachteten sehr alten Abwehrmechanismus gegen virale Infektionen
sei, wurde durch die Identifikation viraler Proteine, die in der Suppression der PTGS
involviert sind, bekraftigt. Bis heute konnte eine Vielzahl viraler Suppressoren, einschlief3lich
der Helper-component Proteinase (Hc-Pro) des Potyvirus, Protein 2b des Cucumber Mosaik
Virus, Protein p25 des Potato Virus X, Protein P71 des Sobemovirus und Protein Av2 des
Geminivirus identifiziert werden, welche die PTGS in verschiedenen Schritten inhibieren. Wie
auch die RNase lll Dicer, werden diese viralen Proteine, die die RNAi vermittelte antivirale
Abwehr der Pflanzen inhibieren konnen, in die Familie der dsRNA-bindenden Proteine
eingeordnet (Lichner et al., 2003; Ramanathan et al., 2003; Saunders und Barber, 2003). Die
Inhibierung der RNAIi durch virale Suppressoren ist nicht nur auf Pflanzen beschrankt, mit
der Identifizierung des Proteins B2 des Flock house virus (FHV) wurde ein virales Protein
charakterisiert, das auch in Invertebraten und Vertebraten als Suppressor der RNAI fungiert
(Ubersicht in Vance und Vaucheret, 2003; Voinnet, 2001). Zusétzlich zum Schutz vor viralen
Infektionen konnte in Invertebraten, einschlieRlich C. elegans und Drosophila melanogaster,
die Beteiligung der in der RNAI involvierten Komponenten an der Inhibierung von
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Transpositionen beobachtet werden. Hinweise auf weitere regulative Funktionen der RNAI-
Maschinerie wurden in Drosophila melanogaster gefunden. In mannlichen Fliegen wird die
Genexpression des X-chromosomal kodierten Proteins Stellate, dessen Uberexpression zur
Sterilitdt fuhrt, durch einen RNAi-ahnlichen Mechanismus inhibiert. Die Expression der
dsRNA Suppressor of Stellate, deren hoch repetitive Sequenz auf dem Y-Chromosom
lokalisiert ist, resultiert in der Degradation der korrespondierenden Stellate mRNA (Ubersicht
in Zamore, 2001).

Neben der Beeinflussung der Genfunktion auf post-transkriptioneller Ebene wird in Pflanzen
durch das Einschleusen von dsRNA auch die Genfunktion auf transkriptioneller Ebene, als
TGS bezeichnet, inhibiert. Die Arbeitsgruppe Matzke konnte nachweisen, dass durch das
Einschleusen von NOSpro dsRNA des Cauliflower Mosaik-Virus, welche spezifische
Sequenzen des Nopalin Synthase Promoters (NOSpro) aufweist, in der de novo
Methylierung von Sequenzen des korrespondierenden Promoter resultiert. Mit diesem
Nachweis konnte erstmals gezeigt werden, dass siRNAs nicht nur an der spezifischen
Degradation von mRNA im Cytoplasma, sondern auch auf Chromatin Ebene an der
epigenetischen Modifikation beteiligt sind (Mette et al., 2000).

Die Abwesenheit der transitiven und systemischen RNAi in héheren Organismen (Roignant
et al.,, 2003) legt die Vermutung nahe, dass durch die Entwicklung des zelluldren
Immunsystems die urspringlichere Abwehr viraler Infektionen, auch als VIGS (virus induced
gene silencing) bezeichnet, durch RNAIi bedeutungslos wurde.

Intensive Untersuchungen der an der RNAI beteiligten Komponenten in héheren Organismen
fuhrten zur Identifizierung eines zweiten Regulationsmechanismus durch sog. miRNAs
(microRNAs), der ebenfalls durch die Involvierung spezifischer Komponenten der RNAi wie
die RNase lll Dicer und Mitgliedern der Argonaute Proteinfamilie charaktierisiert ist, die
Proteinexpression jedoch nicht auf posttranskripitoneller, sondern auf posttranslationaler
Ebene reguliert.

1.5.3 Posttranslationelle Regulation durch Micro RNA

Verschiedene Studien fuhrten zur Endeckung der microRNAs (miRNAs), die biochemisch mit
einer Lange von ~ 22nt sowie einer 5" Phosphat- und 3" Hydroxylgruppe biochemisch nicht
von siRNAs zu unterscheiden sind. Von den oft in Clustern angeordneten kodierenden
Genen (Lagos-Quintana et al., 2001) werden polycistronische, lange Primartranskripte
(primary precursor for miRNA, pri-miRNAs) synthetisiert und im Zellkern in die fur alle
miRNAs charakteristische Haarnadelschleifen Form (pre-miRNAs) prozessiert. Nach dem
Export in das Cytoplasma werden sie in einem sekundaren Prozessierungsschritt zu ~ 22 nt
langen reifen miRNA durch die RNase Il Dicer getrimmt (Hutvagner et al., 2001; Hutvagner
und Zamore, 2002; Lee et al., 2002; Zeng und Cullen, 2003).
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Wahrend siRNAs eine perfekte Komplementaritdt zu der zu degradierenden Ziel-RNA
aufweisen, zeichnen sich die miRNAs mit Ausnahme derer der Pflanzen fast alle durch eine
imperfekte Komlementaritat von 1 -3 nicht gepaarten Nukleotiden aus.

Die aufgrund ihres temporalen, entwicklungsspezifischen Expressionsmusters zunachst als
small temporal RNAs (stRNAs) bezeichneten miRNAs wurden erstmals in C. elegans
identifiziert.

Exemplarisch flir nahezu alle miRNAs der Vertebraten und Invertebraten sind die an der
Regulation der Entwicklung beteiligten stRNAs lin-4 und let-7 des Nematoden C. elegans.
Die Expression von let-7 wahrend des 4. Larvalstadiums (L4) ist essentiell fir den Ubergang
der larvalen Entwicklung zum adulten Nematoden. Durch die Bindung der 21-nt langen
stRNA Jet-7 an die 3" nicht translatierte Region (3" UTR) des Zielgens lin-41 wird dessen
Expression inhibiert. In einer ahnlichen Weise werden auch die entwicklungsspezifischen
Prozesse wahrend des 2. Larvalstadiums durch die Bindung der 22-nt langen tRNA /in-4 an
die nicht translatierten Regionen der Gene lin-14 und lin-28 und Inhibierung deren
Expression reguliert (Olsen und Ambros, 1999). Da die Menge der Transkripte von lin-41, lin-
14 und lin-28 wahrend der Entwicklung von C. elegans nicht verandert wird, vermutet man,
dass die spezifische Inhibierung der Expression der Zielgene durch lin-4 und let-7 auf der
Ebene der Translation stattfindet (Ubersicht in Brantl, 2002).

Auch in Drosophila sowie allen anderen Bilateriern konnten stRNAs, ahnlich lin-4 und let-7,
identifiziert werden. Wie in C. elegans, scheinen auch in Drosophila die stRNA miR-125 und
let-7 an regulatorischen Funktionen wahrend der Metamorphose beteiligt zu sein (Pasquinelli
et al., 2000; Hutvagner et al., 2002).

Die unterschiedliche Regulation der Genexpression durch siRNAs oder miRNAs wird
vermutlich durch deren Grad an Komplementaritat zur ZielRNA bestimmt; die Determinierung
der verschiedenen Regulationsmechanismen durch spezifische Interaktionspartner wird
ebenfalls diskutiert (Ubersicht in Voinnet, 2002; Doench et al., 2003). Durch die Interaktion
mit spezifischen Faktoren, eventuell Paaren von verwandten RNA-bindenden Proteinen, wird
der Eintritt in einen RNAi oder stRNA spezifischen Regulationsweg festgelegt. Ein solches
Paar konnten die Proteine RDE-1 und ALG-1/ALG-2 von C. elegans darstellen. Beide
Proteine sind Mitglieder der PAZ und PIWI Doméanen (PPD) Protein-Familie. Wahrend die
Inhibierung von RDE-1 zu Defekten in der RNAI fuhrt, die Tiere jedoch eine normale
Entwicklung zeigen, weisen ALG-1/ALG-2 defiziente Tiere schwere Entwicklungsdefekte,
jedoch keine Beeinflussung der RNAI auf (Abb. 7; Ubersicht in Voinnet, 2002).
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Abb. 7: Vergleich der stRNA (a) und siRNA (b) Regulationswege in Caenorhabditis elegans,
abgeandert nach Voinnet, 2002

Die Regulation der miRNAs ist noch weitgehend unbekannt. Wahrend die Arbeitsgruppen
von Berger und Ambros eine hormonregulierte Expression der miRNAs mir-100, mir-125, let-
7 und mir-34 durch das Steroidhormon Ecdyson und die Aktivitdt des durch Ecdyson
induzierten Genes Broad-Complex wahrend der Metamorphose von Drosophila
melanogaster beschreiben (Sempere et al., 2003), zeigen Untersuchungen der
Arbeitsgruppen von Perrimon, Ruvkun und Thummel eine Ecdyson-unabhangige Regulation
von let-7 und miR-125 (Bashirullah et al., 2003).

Wahrend in Sdugern Uberwiegend miRNAs identifiziert werden konnten, die eine imperfekte
Komplementaritat zu Zielsequenzen aufweisen, wurden in Pflanzen wie Arabidopsis thaliana
miRNAs charakterisiert, die eine perfekte Komplementaritat zu proteinkodierenden Genen
zeigen. Die meisten dieser Gene kodieren fir Transkriptionsfaktoren, wie die Familie der
scarecrow-like Transkriptionsfaktoren, die an verschiedenen Signaltransduktionswegen und
entwicklungsspezifischen Prozessen beteiligt sind (Baulcombe, 2002; Llave et al., 2002). Es
wird vermutet, dass in Pflanzen miRNAs als siRNAs funktionieren und im Gegensatz zu den
miRNAs der Vertebraten, die an der posttranslationalen Genregulation beteiligt sind, die
spezifische Degradation der korrespondierenden mRNA vermitteln (Ubersicht in Hutvagner,
2002; Carrington und Ambros, 2003).

Wahrend die meisten der bisher identifizierten miRNAs in die Regulation von
entwicklungsspezifischen Prozessen involviert sind, konnten in Drosophila melanogaster
durch die ldentifizierung von bantam und mir-14 zwei miRNAs charakterisiert werden, die an
der Regulation der Apoptose und der Zellproliferation wahrend der Metamorphose (bantam,
Brennecke et al., 2003) sowie an der Regulation des Fettstoffwechsels und der Suppression
der durch das Protein Reaper induzierten Apoptose (mir-14, Xu et al., 2003) beteiligt sind.
Die Zahl der identifizierten miRNAs wachst stetig. Bis heute konnten ca. 380 miRNAs in
Arabidopsis (Hunter und Poethig, 2003), mehr als 100 miRNAs in C. elegans (Ambros et al.,
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2003) und Uber 255 im Menschen (Lim et al., 2003) identifiziert werden, die sich in ihrer
Sequenz, Struktur und ihrem Expressionsprofil innerhalb einer Spezies stark unterscheiden,
jedoch alle durch die imperfekte Haarnadelstruktur, die durch 1 bis 3 ungepaarte Nukleotide
unterbrochen wird, gekennzeichnet sind. Die starke Konservierung der meisten miRNAs im
Reich der Metazoa, wie miR-10, dessen kodierende Sequenz im Hox-Gencluster aller
untersuchten Organismen, einschliel3lich Drosophila, Anopheles, Zebra- und Kugelfisch,
Maus und Mensch lokalisiert ist, weist auf eine bedeutende regulative Funktion dieser
Familie der nicht kodierenden Ribonukleinsauren hin (Lagos-Quintana et al., 2003). Viele der
miRNAs des Menschen wurden in Assoziation mit einem ca. 550 kDa groRen
Proteinkomplex, der als miRNP bezeichnet wird und eine starke Ahnlichkeit mit RISC
aufweist, gefunden (Hunter und Poethig, 2003). Die durch Computeranalysen identifizierten
~100 miRNAs von C. elegans und ~255 miRNAs des Menschen reprasentieren mit 0,5 - 1%
aller kodierenden Gene dieser beiden Spezies einen prozentualen Anteil, der mit vielen
groBen Genfamilien, einschlieBlich Hormonrezeptoren, Zinkfinger Proteinen oder
Homeodomanen Proteine, die ebenfalls in regulatorische Prozessen involviert sind,
vergleichbar ist (Lim et al., 2003; Lim et al., 2003b). Ferner konnte kirzlich eine weitere
Familie kleiner Ribonukleinsauren identifiziert werden, die als tiny noncoding RNAs
(tnhcRNAs) bezeichnet wurden, eine ahnliche Lange wie miRNAs aufweisen, jedoch nicht von
Vorlaufermolekilen, die eine Haarnadelstruktur aufweisen, von Dicer prozessiert werden. Da
sie ebenfalls ein temporales Expressionsmuster aufweisen, werden auch fir diese neu
identifizierten Ribonukleinsduren regulative Funktionen wahrend der Entwicklung
angenommen (Ambros et al., 2003).

1.5.4 Anwendung der RNAI

Wahrend die praktische Anwendbarkeit der RNAi bei Nematoden (Mikroinjektion der dsRNA,
Kultivierung der Nematoden in Gegenwart von dsRNAs oder Fultterung von dsRNA
produzierenden E.coli; Kamath und Ahringer, 2003) und Drosophila (Mikroinjektion,
Transfektion oder Kultivierung von Kulturzellen in Gegenwart von dsRNAs) sich als relativ
einfach erweist, wurden lange Zeit in Saugern die Mdglichkeiten der spezifischen Inhibierung
der Genexpression durch RNAI, durch unspezifische Prozesse, die durch das Einschleusen
von langen dsRNA Molekiilen aktiviert wurden, eingeschrankt. Die Konfrontation von Zellen
mit dsRNA Molekilen ber 50 bp resultiert in der Inaktivierung des Translationsfaktors elF2a
durch Phosphorylierung durch die dsRNA-abhangige Proteinkinase (PKR) sowie in der
Aktivierung der 2°5° Oligoadenylat-Polymerase und Inaktivierung von IkB, was zu einer
unspezifischen Degradation der mRNA, Inhibierung der Translation und zur Apoptose der
Zelle fihrt. Die RNAI in somatischen Zellen wurde erst durch die Entdeckung von Thomas
Tuschls Arbeitsgruppe, dass synthetische siRNAs der Lange von 21-nt zu kurz zur
Aktivierung der PKR und 2°5" Oligoadenylat-Polymerase sind, anwendbar (Elbashir et al.,
2001; Elbashir et al., 2002). Bis zu diesem Zeitpunkt war die Anwendbarkeit der RNAi auf
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die Mikroinjektion in die Schwanzvene postnataler Mause (Lewis et al., 2002) sowie auf friihe
Embryonalstadien (Wianny und Zernicka-Goetz, 2000), embryonale Zelllinien, wie
embryonale Stammzelllnien und embryonale Karzinomzellen (Caplen et al., 2001; Billy et al.,
2001; Yang et al., 2001; Paddison et al., 2002), beschrankt.

Um die Kosten der Synthese von siRNAs zu minimieren und eine stabile Expression von
siRNAs in Zellen zu ermoglichen, wurden in den letzten 2 Jahren verschiedene
Plasmidvektoren entwickelt, die eine Expression der siRNA innerhalb der transfizierten Zelle
durch die Transkription von RNA Polymerase Il abhangigen Promotoren wie U6 (Paddison
et al., 2002; Sui et al., 2002) und H1 (Brummelkamp et al., 2002; Zhang et al., 2003) sowie
tRNAY?" Promotoren (Kawasaki und Taira, 2003) ermdglichen. Da die Transfektion von
Plasmidvektoren in Abhangigkeit der eingesetzten Kulturzelllinie eine unterschiedliche
Effizienz aufweist, wurde intensiv an dem Einsatz viraler Vektoren zur Einschleusung von
siRNA in Saugerzellen gearbeitet (Barton und Medzhitov, 2002; Xia et al., 2002). Retrovirale
Vektoren, die sich durch eine hohe Infektionsrate menschlicher Kulturzellen auszeichnen,
wurden fur den Einsatz von siRNAs in der in vivo Gentherapie entwickelt. Ebenso wurde
auch der Einsatz lentiviraler Vektoren, die auch eine effiziente Infektion von nicht teilenden
Zellen und Stammzellen zeigen, erprobt (Rubinson et al., 2003). Adenovirale Vektoren, die
nur eine transiente Expression in infizierten Zellen ermdéglichen, wurden in der Krebstherapie
eingesetzt, in der keine persistierende Expression der siRNA notwendig ist (Shen et al.,
2003).

Eines der bedeutendsten Merkmale der RNA. ist die hohe Sequenzspezifitat. Der Austausch
einer einzigen Base in der zur mRNA komplementaren Sequenz resultiert in der Aufhebung
des RNAI Effektes. Diese hohe Spezifitdt ermoglicht die selektive Inhibierung der Expression
von Allelen, die Punktmutationen, Insertionen oder Deletionen aufweisen und stellt somit
eine wichtige neue Therapieform in der Medizin dar (Ubersicht in Agami, 2002; Shi, 2003).
Die RNAI stellt somit nicht nur eine neue Methode zur Erforschung von Genfunktionen durch
deren selektive Inaktivierung dar, sondern bietet auch neue Moéglichkeiten im Einsatz in der
Gentherapie zur Bekdmpfung von viralen- und neurodegenerativen Erkrankungen sowie
Krebserkrankungen.

1.6 Zielsetzung

Die stetig wachsende Anzahl von neuen, humangenetischen Erkrankungen, die auf
Mutationen von assoziierten (Lamin A/C) und integralen (Emerin, Lamin B Rezeptor)
Membranproteinen der inneren Kernmembran zuriickzuflihren sind, haben das Interesse an
der Erforschung der biologischen Funktionen dieser Komponenten des Zellkerns stark
erhoht. Die ldentifizierung neuer Proteine der inneren Kernmembran sowie deren
Interaktionspartner in den Vertebraten Mus musculus, Xenopus laevis, Danio rerio, Gallus
gallus und Homo sapiens haben zu einem besseren Verstandnis des komplexen Aufbaus
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der Kernhulle sowie deren Funktion und Beteiligung an den vielfaltigen regulatorischen
Prozessen beigetragen.

Wahrend die Zusammensetzung der Kernhiille der Vertebraten, deren Membranproteine und
Interaktionspartner, in den letzten Jahren sehr intensiv erforscht wurden, sind in dem
Invertebraten Drosophila melanogaster bisher nur sehr wenige Kernkomponenten bekannt.
Die Anzahl der Membranproteine beschrankt sich auf die recht gut charakterisierten beiden
Lamine (Lamin Dm0, Lamin C), auf das LEM-Domanen Protein Otefin sowie einige nukleare
Proteine einschliellich Germ-Cell Less (GCL) und Young Arrest (YA).

In den letzten Jahren gewann die Erforschung des Modellorganismus Drosophila an groR3er
Bedeutung. Durch seine intensive Erforschung konnten fundamentale Erkenntnisse auf
genetischen, molekular- und entwicklungsbiologischen Gebieten gewonnen werden
(Ubersicht in Rubin et al., 2000). Die Sequenzierung des kompletten Genoms von Drosophila
melanogaster (Adams et al., 2000) sowie die Entwicklung von Transposon- oder RNAi-
basierter Methoden zur selektiven Inhibierung von Genfunktionen stellten die Grundlagen zur
Identifizierung hoch konservierter Proteine, einschliellich der Transkriptionsfaktoren,
regulatorischer, struktureller, chromosomaler Proteine ebenso wie lonenkanale und an
Signaltransduktionswegen beteiligter Proteine dar. Ebenso sind viele komplexe Prozesse,
wie Entwicklung, Verhalten, Schilaf, physiologische Prozesse ebenso wie die
Neurodegeneration, sowie regulatorische Prozesse, zur Kontrolle der Entwicklung der
Extremitaten, des Nervensystems, der Augen und des Herzens, zirkadiane Rhythmen sowie
die angeborene Immunitat von der Fliege bis zum Menschen hoch konserviert (Ubersicht in
Kornberg und Krasnow, 2000). Die Identifizierung von 177, zu 289 humanen, mit schweren
Erkrankungen assoziierten Genen, orthologen Genen der Fliege bietet eine bedeutende
Basis zum Verstandnis an der Entwicklung humangenetischer Erkrankungen beteiligter,
fundamentaler Prozesse (Rubin et al., 2000).

Wie bereits erwahnt, ist Uber die strukturelle und funktionelle Zusammensetzung der
Kernhlle von Drosophila noch sehr wenig bekannt. Auch die Bedeutung von LEM-Doménen
Proteinen und deren Interaktion mit nuklaren Komponenten, die vermutlich bei Vertebraten
zur Vernetzung der Kernlamina mit dem Chromatin beitragen, ist bei Drosophila noch nicht
naher erforscht worden. Bis heute konnte nur ein LEM-Domanen Protein - das Otefin —
charakterisiert werden. Zu den in Vertebraten sehr haufig vorkommenden Lamina-
assoziierten Polypeptiden konnten in Drosophila keine verwandten Proteine oder
genomische Sequenzen identifiziert werden.

In dieser Arbeit sollten neue integrale Membranproteine sowie potentielle Interaktionspartner
in Drosophila melanogaster identifiziert und molekularbiologisch, biochemisch und
immuncytologisch durch die Herstellung von Drosophila spezifischen Antikérpern
charakterisiert werden. Durch in vitro und in vivo Bindungsstudien sollten Interaktionen mit
nukledren Proteinen ndher untersucht werden. Die biologische Funktion sollte durch
Charakterisierung eventuell vorhandener P-Element Insertionslinien sowie durch die
spezifische Inhibierung der Genfunktion durch RNA-Interference (RNAI) analysiert werden.
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ll. Ergebnisse

.1 Charakterisierung des Lamin B Rezeptor (dLBR)
von Drosophila melanoqgaster

.1.1 Molekulare Charakterisierung des dLBR von Drosophila
melanogaster

ll.1.1.1 BLAST Suche mit der publizierten Sequenz des Lamin B Rezeptor
von Xenopus laevis in der Drosophila Flybase Datenbank

Mit der publizierten Sequenz des Lamin B Rezeptor von Xenopus laevis (XLBR, Accession
Nummer: Y17842) wurde in der Gendatenbank von Drosophila melanogaster (Flybase:
http/:flybase.bio.indiana.edu/) eine Suche nach &ahnlichen Proteinen durchgefiihrt. Dabei
zeigte sich, dass das putative Protein, kodiert von dem Gen CG17952 (Flybase Accession
Nummer: AE003455), eine deutliche Homologie zu der Sequenz des XLBR aufweist.

Das Gen CG17952 ist auf dem rechten Arm des 2. Chomosoms in der Region 57F10 -
57F11 lokalisiert. Der 5  nicht translatierte Bereich setzt sich aus 402 Basenpaaren
zusammen. Die beiden kodierenden Exons (Exon 1: 1 - 418 bp; Exon 2: 419 - 2226 bp)
werden von einem 530 Basenpaaren langen Intron separiert. Der 3" nicht translatierte
Bereich setzt sich aus 145 Basenpaaren zusammen und enthadlt eine typische
Polyadenylierungssequenz (AATAAA)(Abb. 8).

l.1.1.2 Charakterisierung der EST-Klone LD38760 und SD06601, die die
cDNA des Gens CG17952 von Drosophila melanogaster enthalten

Die beiden EST-Klone LD38760 und SD06601 (Accession Nummern: Al519242; Al534069),
die die vollstandige Sequenz des Gens CG17952 enthalten, wurden von Celera Genetics;
Invitrogen bezogen. Die vollstandige cDNA, die aus isolierter polyA+ RNA von 0 - 24 h alten
Embryonen von Drosophila melanogaster (LD pOT2 Plasmid Library) oder Kulturzellen der
Drosophila Kulturzelllinie L2 (SD pOT2 Plasmid Library) synthetisiert wurde, lag in dem
Expressionsvektor pOT2 vor.

Da bereits im Rahmen anderer Arbeiten Abweichungen in der Aminosaurenabfolge der von
der BDGP-Flybase und Celera Genetics publizierten Sequenzen gefunden worden waren,
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wurde die komplette Sequenz des Gens CG17952 durch Sequenzierung der beiden EST-
Klone ermittelt und mit der in den Gendatenbanken von Drosophila melanogaster
publizierten Sequenz verglichen. Die Sequenzen beider EST-Klone wiesen einige
Abweichungen zu der publizierten Sequenz auf. Durch die Sequenzierung von durch PCR
amplifizierten, korrespondierenden Bereichen aus genomischer DNA konnten diese
Abweichungen bestatigt werden. Das von dem Gen CG17952 kodierte putative Protein
wurde von mir als dLBR (Drosophila Lamin B Rezeptor) bezeichnet.

l.1.1.3 Nukleotidsequenz und abgeleitete Aminosduresequenz der dLBR
cDNA

Durch Sequenzanalysen konnte festgestellt werden, dass beide EST-Klone die komplette
cDNA des Gens CG19752 enthalten und die identischen Abweichungen zur publizierten
Sequenz aufweisen. Die Sequenz wurde anhand der gefundenen Abweichungen korrigiert
(Abb. 8).

Die nachfolgende Tabelle listet die Abweichungen in der Nukleotid- und abgeleiteten

Aminosauresequenz auf:

Position des Abweichung der Abweichung der
Nukleotids Nukleotidsequenz Aminosauresequenz
155 AGC Ser — Thr
177 CGT e
198 GCG e
200 GIT Gly — Ala
894 TCC e
949 ITC Phe — Leu
1044 CTA
1222 AGT Ser — Gly
1578 GAG e
1620 AAT e
1806 CAG e

CAGCGACGTCGCTTTTCCTTTCGGCGCGCAAACACAAATAAATACAGAA
AATTAGAGAAATAAAGAAAGCAAAGAAACTAGAGAAAACCACAGCGTTACT
TTTACTTAAGTACATTAATAGATTGTGTGTATTTTGTAAACTATAAATAAC

1 ATGCAGCACTCGCCGAGCACAACGACTGATCATATCCATTTTGCAGCACGT
M 9 H s p S T T T D H I H F A A R

52 TTTTTCGACCGCAATTCATACACCATGGATCGACGCCTGAGACGCCCGCGT
F P D R N S Y T M D R R L R R P R
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103 CGCACGGAAGACGTGTCCAGCGGTCCACTTCTGGCCCAGTCCAAGCAGCCC
R T E D V s s GG P L L A Q S K Q P

154 ACCCTCCTGCCGGTGACCCGACGAACGGGCTCCGTGACAGCTGCCGCTGLC
T L. L p V T R R T G S VvV T A A A A

205 ACCGCCACCGCCACCGCCACCGCTGGTCCCGCCACCCGGACACGTGCCTCC
T A T A T A T A G P A T R T R A S

256 CCGTCACGCAACAAGGTCGTCGCACCGCCCTCGCCCGATCTTGGCCCGLCGL
p S R N K V V A P P S P D L G P R

307 ACCCGTCGCTCCAGCCGGCCGAGGTCGTCGGTGGGTCCGCTGACCGGATCG
T R R S S R P R S S V G P L T G S

358 GGATCTGGTTCCTCGCTGCCCATCAAGGCCGCCATCAAGGCACGCACACCC
G s 6 s s L P I K A A I K A R T P

409 ATCCCAGAGGTTTCCGAGGTATCATCGCCTATTCGTTTGTCAACCAGCAAT
I p E V S E Vv s s PpP I R L S T S N

460 CTGCCCATGACATTGACCACCAACACATCCAGCGGCGCACCGAACAAAGCA
r p M T L TTNT S S G A P N K A

511 TTTAACACAAGCTCCGTGAACAGCGGCAACAGCTTCAGCCGTACCACTACC
F N T s § V N S G N S F S R T T T

562 AGCAGCACCACCACAACCACGGAGCGCATCGAGATCCGTGCCGAGGGAGAC
s s T T T T T E R I E I R A E G D

613 GGCGAGGTGGACACGGATTCCATTCGCAAACGCATAACCGAACGACTGCGC
G E v b T D S I R K R I T E R L R

664 AGATCGGTGTCGAAGACAATCTCAAATCTAGCTGGAACACCAGTGACAAAC
R s v s K T I S N L A G T P V T N

715 ACCGAAGAGGGCAGTCGTTATAGTAGGAGTGTGTCCCGATCCGTCTACGAC
T & E G S R Y S R S VvV S R S V Y D

766 GATGAGAAGTCCTCCAAGCGTAGTTACTCTACGGGTGAAGAGGATATTGAT
b E K s s K R s Y s T G E E D I D

817 GAGGAGGATGAATTGGAGGAGGATCAGTTCCGTAGTTTCAATGTAACCCGT
EE D E L E E D QO F R S F N V T R

868 AAATCGGCCACACCGGCGGAAATATCATGCCGTCAGTTGAAGGCTCCTAGA
K s A T P A E I S C R Q L K A P R

919 GAATTTGGCGGTTGGCTAGGCGCCTTCCTGCTCCTGCTACTTCTGCCCACC
EF 6 G W L 6 A ¥ L L L L L L P T
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970 GCCGTCTACTATTTGACATGGAGCTGTACGGCCAGAAACGCCTGTCAGTTT
AV Yy vy L. T w s ¢ T A R N A C Q F

1021 AAGCACCTCAATCTGGGTATACTGCTGGATGTTAACTACCTAACGCGCCAG
K H L N L 6 I L L DV N Y L T R Q

1072 GTGTTCCAGCCACGAGTGGTGGGTGCCTTTGCCGCCTATCAGGTGGTGGTA
v F 9 P R V V G A F A A Y Q V V V

1123 TTTCTGCTGGTGGCACTGCTACCAGGACGAAGGGTTCATCTCACCCGCGAG
F L L Vv A L L P G R R V H L T R E

1174 ACCTACAAGTTTAATTGTCTAGCAGTTTCGCTTACGCTTTTGATTGCCGGT
T v K P N C L A V S L T L L I A G

1225 GGAGTGGCCGAGTATCTGAAGTATCCAGTGGTCACCTTCGTTCTGCGTCAC
G v A E Y L K Y P VvV V T F V L R H

1276 TATCTGCGTTTCTGCATCTTTGGACTCGTTGGCGCCTTTGTGGCAGCTGCT
Yy L R F ¢ I ¥ G L V G A F V A A A

1327 TGGAGCTACTGGCTGGTGGACACCGCCAAGTACAATGTGCTGCGCCAAACG
w s ¥y w L v D T A K Y N V L R O T

1378 CTGACCAATGATTATGGCAGGACTGGCAGCTTTGTGGTGGACTTCGCGCTG
L T N DY G R T G S F V V D F A L

1429 GGCAGACAGCTCAATCCCAAGTGGCTAGGACGCGTGGATTGGAAACAGTTT
G R 0 L N P K W L G R V D W K Q F

1480 CAGTACCGTCTCTCCCTGGTGACCACCTTGATCTATGCCACCTGCTACATC
¥y R L. s L v T T L I Y A T C Y I

1531 TACCAGACGCTCGTGTGGCCCCAGAAGCCGCAGCTGGGTGAACAGGAAGGC
Yy o T L.v W P Q K P QO L G E Q E G

1582 TATCTCTACCAGGCCAAATACTACTGGAACAATGTAAACTATGATCCTGCC
Yy L ¥ 9 A K Y Y W N N V N Y D P A

1633 ACCCTGTTCTCGGCCAGCTGCTTGCTGTTCTACGTATTGGACGCCATTATT
T L. » s A s C L L F Y V L D A I I

1684 TTCGAGCACCACTTGAGCTCATCCTTTGAGCTGCAACACGAAGGCTACGGC
F E H H L s s S F E L Q H E G Y G

1735 TGTTTGCTGCTCCTGCGCTACGCAGCCACTCCATATCTGCTGACGGCGGTC
c L. L L L R Y A A T P Y L L T A V

1786 ACCAAGTATTTCTACGAGCAACGTGTACCCATCTCCTGCTGGTATGCTCCG
T K ¥y P ¥ E O R V P I S C W Y A P
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1837 CTGGCAGTGGCTGCTCTGCTGTCTCTGGGATTGCTGGTCAAGCGATTCAGT
L AV A A L L § L G L L V K R F S

1888 TGCGCCTACAAGTACAAATACCGATTGAACTCGCAAAGTCCGATCTTCGCC
c A Y K ¥ K ¥ R L NS QO S P I F A

1939 AACATCGAAACTATTCACACGTATCAGGGAAGCCGTCTGCTGCTCAGCGGA
N I E T I H T Y O G S R L L L S G

1990 ATGTGGGGATGGGTACGCCAGCCCAACTATCTAGGCGACATCGTGGCCCTG
M W G W V R Q P N Y L G D I V A L

2041 CTGGCCCTGGCTGCTCCCATGGCCCTGCGTCCGGCCTGGCCACCAGTTCTG
L AL A AP M AL R P A W P P V L

2092 GGTCTTAGTCTGATCATCCTGCTCCTGCTCCATCGCGCCACCCGAGCGAAC
G L s L 1T I L L L L H R A T R A N

2143 GCCCGGAATCAGGCGCGCTATCACTCCTCCTGGCAGCGCTACAGCACCCAG
A R N Q A R Y H S S W O R Y S T 0

2194 GTGCGCAGCTACATCCTGCCCAGGGTCTACTAA GCCGGGAGTTGACCCTT
v R S Yy I L P R V Y *

CTATTTTCTGTGGCCATTCTTATTTTTATTTCAGTTTGTTTTTATTTTATGT
TTCGAATTTGTATATATAATACGTATTCATAATTCATATTGTTCTAGACCAC
CAATACAGCCCCCCCCCCCCCTTCAGCCCATTACTTTTAGTAACAAAATTTG
ATTTTACACTCGCCGACACACCTGCACATTAAACAAAATGAATTTTCACACA
CATAATTATAGTTAAAAAACCATCTAGCTGTACGAACTTATGCGCTTAAGAT
CTAGACATCTTATATAATCAATACTTGTAATCTATGTGGTATGCATATAGAT
AGTACTTTTTACATTCAAATATGAAATAAAAAAAAAACATAGTTTCTATGCT
ATGAAGAAACGCAAA

Abb. 8: Korrigierte Nukleotidsequenz und abgeleitete Aminosauresequenz des Lamin B Rezeptor von
Drosophila melanogaster (Accession Nummer: AE003455). Kodierende Nukleotide sind in
GroRbuchstaben, die 3" und 5" nicht translatierten Regionen sind unterstrichen dargestellt. Das
Startcodon, das Stopcodon sowie das Polyadenylierungssignal sind fett gedruckt.

ll.1.1.4 Analyse der Zusammensetzung und Eigenschaften des dLBR

Das offene Leseraster des Gens CG17952 kodiert fur ein Protein von 741 Aminosauren mit
einem berechneten Molekulargewicht von 82.948 Dalton. Der berechnete Isoelektrische
Punkt des Gesamtmolekiils liegt bei 9,83. Die nachfolgende Tabelle zeigt die Haufigkeit der
einzelnen Aminosauren und ihren prozentualen Anteilen am gesamten Protein.
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Aminosaure Anzahl Anteil (%)
Ala (A) 65 Ala
Arg (R) 63 Arg
Asn (N) 26 Asn
Asp (D) 22 Asp
Cys (C) 10 Cys
Gln (Q) 26 Gln
Glu (E) 29 Glu
Gly (G) 39 Gly
His (H) 12 His
Ile (I) 277 Ile
Leu (L) 87 Leu
Lys (K) 23 Lys
Met (M) 5 Met
Phe (F) 28 Phe
Pro (P) 40 Pro
Ser (S) 70 Ser
Thr (T) 65 Thr
Trp (W) 13 Trp
Tyr (Y) 40 Tyr
Val (V) 50 Val

Das Hydrophobizitatsprofil (Abb. 9) zeigt acht putative Transmembrandomanen im
carboxyterminalen Bereich des Proteins.

THpred output for My ProSAL search

3888 T T T T T
N S SRS |
lgaa - i .
] _
-1@@g i i
—-zeaa | B 4
-3000 5;: 3 i ‘ i
—4pan - | _ i F i
i | Abb. 9:
-Seaa F 4 . .
Hydrophobizitatsprofil
“enaa ¢ 1 des dLBR von
_oonn | | Drosophila melanogaster
(nach Kythe-Andersen,
Taees [ 1|aa eliaa 3Iaa 4la'a slaa 6la'a 7I'aa 88 1984)'
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Die Lage und Lange der Transmembrandomanen des dLBR sind in der nachfolgenden
Tabelle angegeben.

Transmembran- Lage innerhalb des Lange (in
doméne Proteins (in AS) AS)
1 308 - 328 21
2 363 - 382 20
3 395 - 411 17
4 429 - 448 20
5 497 - 513 17
6 541 - 562 22
7 610 - 632 23
8 673 - 693 21

l.1.1.5 Vergleichende Analyse der Drosophila LBR Sequenz mit
Datenbanksequenzen

Der putative Lamin B Rezeptor von Drosophila melanogaster zeigt beim Vergleich mit den
publizierten Sequenzen des entsprechenden Proteins des Menschen (Accession Nummer:
L25931) und Xenopus laevis (Accession Nummer: Y17842) eine deutliche Homologie im
Bereich der potentiellen Transmembrandoméanen (Aminosauren 308 - 741 des dLBR: 22,8%
Identitat; Aminosauren 650 - 676 des dLBR: 66,7% ldentitat). Die Transmembrandomanen 1
bis 6 weisen eine ahnliche Lange und Position auf, die potentiellen Transmembrandomanen
7 und 8 des dLBR sind jedoch wesentlich kirzer als die der Vertebraten-Proteine. Die
Ahnlichkeit im Bereich der nukleoplasmatischen Domane, die die Interaktion des LBR der
Vertebraten mit B-Typ Laminen (Ye und Worman, 1994), Chromatin (Ye und Worman, 1994;
Duband-Goulet und Courvalin, 2000), sowie dem Heterochromatin Protein 1 (HP1) (Ye und
Worman, 1996; Ye et al., 1997; Polioudako et al., 2001) vermittelt, ist dagegen sehr gering
(Aminosduren 1 - 307 des dLBR: 7,8% ldentitat), wahrend die Ahnlichkeit zwischen den
beiden Vertebraten-LBRs signifikant héher ist (Aminosauren 1 - 219 des XLBR: 36,5%
Identitat) (Abb. 10).

hLBR ----MPSRKFADGEVVRGRWPGSSLYYEVEILS——---HDSTSQLYTVKYKDGTELELKEN 52

XLBR MIKKMPGQKYEIGETVMGRWPGSSLYYEVQVVG--—-FNSKSQEYKVLYKDGTDLDLKEG 56

dLBR -MQHSPSTTTDHIHFAARFFDRNSYTMDRRLRRPRRTEDVSSGPLLAQSKQPTLLPVTRR 59
* * * * * %

hLBR DIKPLTSFRORKGGSTSSSPSRRRG--——————-———-————— SRSRSRSRSPGRPPKSA 94

XLBR DIKRQNIFNRKRSSSPSRRRSRSRSRSPG--——--—--——-- RSRSPARRRSPLRPSSPG 103

dLBR TGSVIAAAATATATATAGPATRTRASPSRNKVVAPPSPDLGPRTRRSSRPRSSVGPLTGS 119
* * * * *x% *
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hLBR RRSASASHQADIKEARR--EVEVKLTPLILKPFGN----SISRYNGEP--—--——--——- 136
XLBR RPAKNGHQSSLIRDIKKGDTLQVHLTPVKLQDY--——-- STGKHNGEP-—--——--———— 145
dLBR GSGSSLPIKAAIKARTPIPEVSEVSSPIRLSTSNLEMTLTTNTSSGAPNKAFNTSSVNSG 179
* * * * *
hLBR EHIERNDAPHKNT----QEKFSLSQ-ESSYIATQYSLRPRREEVKLKEIDSKEEKYVAKE 191
XLBR EGFEKITTRHRATPVKAIELMEEEL-ERNEKVLHYSLSPRQESSIPTGIVLADS—-VPTE 202
dLBR NSFSRTTTSSTTTTTERIEIRAEGDGEVDTDS IRKRITERLRRSVSKTISNLAGTEVINT 239
* * * * * *
hLBR LAVRTFEVTPTRAKD - ——— == === — - o m oo 206
XLBR TLPEMTEKNAENPK— -~ —— == === - —— o oo o 216
dLBR EEGSRYSRSVSRSVYDDEKSSKRSYSTGEEDIDEEDELEEDQFRSFNVTRKSATPAEISC 299
hIBR  -—---- LEFGGVPGVFLIMFGLPVFLFLLLLMCKQKDPSLLNFPPP-LPALYELWETRVF 259
XLBR ~ -—---- LAFGGAIGCFLFMVCVPALLYYLLVVCGQQYTS--GYP-—--—— FVELLDIQVF 262
dLBR RQLKAPREFGGWLGAFLLLLLLPTAVYYLTWSCTARNACQFKHLNLGILLDVNYLTRQVF 359
* k% * k% * * * * %
hLBR GVYLLWFLIQVLFYLLPIGKVVEGTPLIDGRRLKYRLNGEFYAFILTSAVIG-TSLFQGVE 318
XLBR GEFVLWTLLQVILYLLPLGKVVDGAQLKNGKRLKYRI SGCSAFFLTAAIMAGMKYYYEIN 322
dLBR QPRVVGAFAAYQVVVFLLVALLPGRRVHLTR-ETYKFNCLAVSLTLLIAGGVAEYLKYPV 418
* *
hLBR FHYVYSHFLQFALAATVFCVVLSVYLYMRSLKAPRNDLSPAS-————— SGNAVYDFFIGR 372
XLBR FLYIFEHYLQFAASATLFSFLLSIYLYVRSYKVPNEELSWAAN---—— SGNFIYKFVMGR 377
dLBR VTFVLRHYLRFCIFGLVGAFVAAAWSYWLVDTAKYNVLRQTLTNDYGRTGSFVVDFALGR 478
* * * * * * * * %
hLBR ELNPR-IGTFDLKYFCELRPGLIGWVVINLVMLLAEMKIQDRAVP-——-——————-———- 416
XLBR EINPR-IGNLDLKVFVVIRQALMSWVLINLIMLFAEMKVHKWDEPR-——————-——--——- 421
dLBR QLNPKWLGRVDWKQFQYRLSLVTTLIYATCYIYQTLVWPQKPQLGEQEGYLYQAKYYWNN 538
* % * * * *
hLBR ---SLAMILVNSFQLLYVVDALWNEEALLTTMDIIHDGFGFMLAFGDLVWVPFIYSFQAF 473
XLBR ---SLSMILVNSFQLLYVLDGFWNEEYFLMSPDIVRDGFGFLLAFGSLAVAPFTYSIQTY 478
dLBR VNYDPATLFSASCLLFYVLDAIIFEHHLSSSFELQHEGYGCLLLLRYAATPYLLTAVTKY 598
* * %%k * * * * *
hLBR YLVSHPNEVSWPMASLIIVLKLCGYVIFRGANSQKNAFRKNPSDPKLAHLKTIHTSTGKN 533
XLBR YLVNNPVDLSRQAASAIVALKFLGYIIYRGANNQKCAFRONPDDPRLSHLKTIPTSAGSK 538
dLBR FYEQRVPISCWYAPLAVAALLSLGLLVKRESCAYKYKYRLNSQSPIFANIETIHTYQGSR 658
* * * * * * * **k % *
hLBR LLVSGWWGFVRHPNYLGDLIMALAWSLPCGFNHILP-YFYIIYFTMLLVHREARDEYHCK 592
XLBR LLISGWWGFVRHPNYLGD I IMALAWCLACGFNHILP-YFYVIFLTLLLIDRAARDEQRCR 597
dLBR LLLSGMWGWVRQPNYLGDIVALLALAAPMALRPAWPPVLGLSLI ILLLLHRATRANARNQ 718
*kk kk kk kk hkhkkkkxkx * % * * % * *

hLBR KKYGVAWEKYCQRVPYRIFPYIY 615

XLBR EKYGLDWDKYCQHVRYRLLPYVY 620

dLBR ARYHSSWQRYSTQVRSYILPRVY 741

* * * * * *

Abb. 10: Sequenzvergleich der abgeleiteten Proteinsequenzen des Lamin B Rezeptor von Mensch
(hLBR), Xenopus (XLBR) und Drosophila (dLBR). Identische Aminosauren bei Mensch und Xenopus
sind fett gedruckt; identische Aminosauren bei allen drei Organismen sind fett gedruckt und mit einem
Stern unterlegt. Die Lage der potentiellen Transmembrandomanen ist unterstrichen. Die mit Punkten
unterlegte Region des Drosophila Proteins wurde zur Herstellung eines rekombinanten Polypeptids fur
die Herstellung von Antikorpern verwendet.
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Die carboxyterminale Doméane des Lamin B Rezeptor der Vertebraten weist eine starke
strukturelle Ahnlichkeit zu den Mitgliedern der Sterol Reduktase Multigen Familie auf (Holmer
et al., 1998), eine besonders starke Ahnlichkeit (42% identische Aminoséuren) wurde
zwischen dem LBR des Menschen und der Sterol C14 Reduktase der Backerhefe
Saccharomyces cerevisiae gefunden; ebenfalls besitzt der menschliche LBR die Fahigkeit,
den enzymatischen Defekt der Sterol C14 Reduktase des defizienten Hefestammes erg24 zu
kompensieren (Silve et al., 1998). Die Suche mit der Sequenz der endogenen Sterol C14
Reduktase von Saccharomyces cerevisiae (ERG24, Accession Nummer: M99419) in der
Gendatenbank von Drosophila melanogaster (Flybase: http://flybase.bio.indiana.edu/) zeigte
die hochste Ubereinstimmung der Sterol C14 Reduktase mit dem putativen Lamin B
Rezeptor von Drosophila (score: 177, 1.5e™"°; Abb. 11).

dLBR MOHSPSTTTDHIHFAARFFDRNSYTMDRRLRRPRRTEDVSSGPLLAQSKQPTLLPVTRRT 60

ERG24  mmm oo oo -

dLBR GSVTAAAATATATATAGPATRTRASPSRNKVVAPPSPDLGPRTRRSSRPRSSVGPLTGSG 120

ERG24 m oo

dLBR SGSSLPIKAAIKARTPIPEVSEVSSPIRLSTSNLPMTLTTNTSSGAPNKAFNTSSVNSGN 180

ERG24  -—---- MVSALNPRTTEFEFGGLIGALGISIGLPVFTIILN-—————————————————— 35

* * % * * * *

dLBR SFSRTTTSSTTTTTERIEIRAEGDGEVDTDSIRKRITERLRRSVSKTISNLAGTPVTNTE 240

ERG24 m oo oo

DLBR EGSRYSRSVSRSVYDDEKSSKRSYSTGEEDIDEEDELEEDQFRSFNVTRKSATPAEISCR 300

ERG24  —————————mmmmmm oo QMIRPDYFIKGFFQNFDIVELWNG--—-—-- 59

* * *

dLBR QLKAPREFGGWLGAFLLLLLLPTAVYYLTWSCTARNACOFKHLNLGILLDVNYLTRQVFQ 360

ERG24  -IKPLRYYLGNRELWTVYCLWYGILAVLDVILPGR---—--—-—-- VMKGVQLRDGSKLS 107
* * * * * * *

dLBR PRVVGAFAAYQVVVFLLVALLPGRRVHLTRETYKFNCLAVSLTLLIAGGVAEYLKYPVVT 420

ERG24  YKINGIAMSTTLVLVLAIRWK---——-——=—=——=——————————— LTDGQLPELQYLYEN 143

* * * * *x %

dLBR FVLRHYLRFCIFGLVGAFVAAAWSYWLVDTAKYNVLRQTLTNDYGRTGSFVVDFALGROL 480

ERG24  HVSLCIISILFSFFLATYCYVASFIPLIFKKNGNGKREKILALGGNSGNIIYDWFIGREL 203
* * * * * * * * **x %

dLBR NPKWLGRVDWKQF-QYRLSLVTTLIYATCYIYQTLVWPQKPQLGEQEGYLYQAKYYWNNV 539

ERG24 NPR-LGPLDIKMFSELRPGMLLWLLINLSCLHH----—----=-=—=——-—=—————— HYLKTG 241
*k  kk  k Kk * * * *
dLBR NYDPATLFSASCLLFYVILDAIIFEHHLSSSFELQHEGYGCLLLLRYAATPYLLTAVTKYFEF 599
ERG24 KINDALVLVNFLQGFYIFDGVLNEEGVLTMMDITTDGFGFMLAFGDLSLVPFTYSLQARY 301
* *k Kk * * x  *
dLBR YEQRVPISCWYAPLAVAALLSLGLLVKRFSCAYKYKYRLNSQSPIFANIETIHTYQGSRL 659
ERG24 LSVSPVELGWVKVVGILAIMFLGFHIFHSANKQKSEFRQGK----LENLKSIQTKRGTKL 357
* * * %k * * * * x  k  *
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dLBR LLSGMWGWVROPNYLGDIVALLALAAPMALRPAWPPVLGLSLIILLLLHRATRANARNQA 719
ERG24 LCDGWWAKSQHINYFGDWLISLSWCLATWFQTPLTYYYSL-YFATLLLHROQORDEHKCRL 416
* Kk * *k hk * * *kkkk ok
dLBR RYHSSWORYSTQVRSYILPRVY 741
ERG24 KYGENWEEYERKVPYKIIPYVY 438
* * % * * Kx k*k

Abb. 11: Sequenzvergleich der abgeleiteten Proteinsequenzen des Lamin B Rezeptor von Drosophila
melanogaster (dLBR) mit der Sterol C14 Reduktase von Saccharomyces cerevisiae (ERG24).
Identische Aminsauren sind fett gedruckt und mit einem Stern unterlegt.

Der strukturelle Vergleich der aminoterminalen Doméane des dLBR mit den homologen
Proteinen der Vertebraten zeigt neben der geringen Ahnlichkeit der Aminosauresequenzen
weitere Abweichungen. Strukturelle Analysen der nukleoplasmatischen Doméane des LBR
der Vertebraten haben gezeigt, dass sich die aminoterminale Domane in 3 Subdomanen
untergliedert: Die globulare G1 Domane (Aminosauren 1 - 60) wird durch eine nicht globulare
Linker-Region von der zweiten globuldren Domane G2 (Aminosauren 113 - 207) getrennt
(Duband-Goulet und Courvalin, 2000). Die drei Subdoméanen sind an der Interaktion mit
verschiedenen Bindungspartnern beteiligt; so wird die Bindung der B-Typ Lamine und die
Bindung der mit Heterochromatin assoziierten HP1-Proteine Uber die globuldren Domanen
G1 und G2 vermittelt, wahrend die arginin- und serinreiche Aminosauresequenz der Linker-
Region (Aminosauren 71 - 100) vermutlich direkt an Chromatin bindet. Wahrend die Analyse
der Sekundarstrukturen des LBR von Xenopus laevis und Mus musculus ebenfalls eine
Gliederung der aminoterminalen Domane in zwei globulare Doméanen, die durch eine Linker-
Region getrennt werden, aufzeigt, scheint die nukleoplasmatische Domane des dLBR keine
globuldren Domanen aufzuweisen (Abb. 12).

dLBR 1 307 741
| Il EEE EE =B =

hLBR 1 60 113 209 615

XLBR 1 68106 219 620

Abb. 12: Schematische Darstellung des Lamin B Rezeptor von Drosophila (dLBR), Mensch (hLBR)
und Xenopus (XLBR); die globuldaren Domanen (G1 und G2) des aminoterminalen Bereiches der
Proteine sind hellgrau unterlegt. Die Transmembrandomanen sind schwarz markiert. Die Zahlen
geben die Positionen der Aminosauren beziiglich der Lage im gesamten Protein an.
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ll.1.1.6 Vergleich einiger potentieller Phosphorylierungsstellen des
Drosophila LBR mit publizierten Daten

Der Abbau der Kernhtille in der Prometaphase der Mitose wird durch die Phosphorylierung
der Lamine, der mit ihr assoziierten Proteine sowie der Kernporenkomplexproteine induziert.
Die Proteine weisen potentielle Phosphorylierungsstellen fiir die p34°® Proteinkinase, die
Proteinkinase A, die Proteinkinase C, die MAP Proteinkinase sowie fir die Casein
Proteinkinase 1l auf (Ubersicht in Gruenbaum et al., 2003). In der nukleoplasmatischen
Doméne des LBR verschiedener Organismen befinden sich Konsensussequenzen fir die
Phosphorylierung durch die Proteinkinase A und die p34°““? Proteinkinase (Appelbaum et al.,
1990; Courvalin et al., 1992).

Die Suche nach potentiellen Phosphorylierungsstellen in der Sequenz des dLBR zeigt eine
potentielle Phosophorylierungsstelle fir die Protein A Kinase (R-R-X-S; R = Arginin, X =
beliebige Aminosaure, S = Serin). Die erste Aminosaure dieses Sequenzmotivs befindet sich
bei Arg'®, die entsprechenden Konsensussequenzen von Xenopus laevis bei Arg™ und
Arg®' (Gajewski und Krohne, 1999), die des Hiihnchens bei Arg® und Arg®® (Worman et al.,
1992) sowie die des Menschen bei Arg”® (Ye und Worman, 1994). Die fir die
Phosphorylierung durch die p34°*“? Kinase beschriebene Konsensussequenz S/T-P-X-X (S =
Serin, T = Threonin, P = Prolin, X = beliebige Aminosaure) tritt bei dem Drosophila LBR
insgesamt sieben mal auf, beginnend mit Ser®, Ser®™, Thr'**, Ser™®, Thr***, und Thr**.
Literaturvergleiche zeigen potentielle Phosphorylierungsstellen durch die p34°*“? Kinase bei
Xenopus laevis bei Ser’", Ser®?, Ser®®, Ser®, Ser'®, Thr'®, Thr'*® und Ser'®®, (Gajewski und
Krohne, 1999), beim Hiihnchen bei und Thr'® (Courvalin et al., 1992), sowie beim Menschen
bei Ser’’, Thr'™ und Thr*® (Ye und Worman, 1994). Ebenfalls konnten potentielle
Phosphorylierungsstellen fur die Casein Kinase Il (S/T-X-X-D/E; S = Serin, T = Threonin, X =
beliebige Aminosaure, E = Glutaminsdure, D = Asparaginsaure), beginnend mit Thr’, Thr'®?,
Thr®’, Ser®?, Ser®®®, Thr*® und Thr*®, sowie fiir die Proteinkinase C (S/T-X-R/K; S = Serin,
T = Threonin, X = beliebige Aminoséure, R = Arginin, K = Lysin), beginnend mit Thr*’, Thr'®,
Ser'® Thr'® Ser?", Thr*", Ser®™, Ser®®, Thr*®® und Ser®®, identifiziert werden. Neben den
Phosphorylierungsstellen fiir die Protein A Kinase, p34°*? Kinase und Casein Il Kinase weist
die nukleoplasmatische Region des Lamin B Rezeptor beim Menschen und Xenopus laevis
Arginin-Serin Dipeptid-Motive auf, die durch die LBR-assoziierte Kinase des p58 Komplexes
zellzyklusspezifisch phosphoryliert werden, wodurch die Interaktion des LBR mit anderen
Proteinen modifiziert wird (Nikolakai et al., 1996; Papoutsopoulou et al., 1999; Takano et al.,
2002). Eine arginin- serinreiche Region, die sich beim Menschen zwischen Arg’* und Ser®
und bei Xenopus laevis zwischen Arg®® und Ser® befindet, konnte beim LBR von Drosophila
melanogaster nicht nachgewiesen werden; es sind lediglich zwei RS-Dipeptide bei Arg'®
und Arg'"® lokalisiert.
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1.2 Expression des dLBR als GFP-Fusionsprotein

Der Lamin B Rezeptor wurde erstmals 1988 als integrales Membranprotein der inneren
Kernmembran beschrieben (Worman et al., 1988) und bis heute konnten homologe Proteine
in verschiedenen Vertebraten identifiziert werden. Charakteristisch flir den Lamin B Rezeptor
ist neben der an Protein- und Chromatin Interaktionen beteiligten nukleoplasmatischen
Domane die hydrophobe carboxyterminale Region der acht Transmembrandoméanen, Uber
die das Protein in der inneren Kernmembran verankert ist. Das Hydrophobizitatsprofil des
LBR von Drosophila melanogaster weist ebenfalls acht potentielle Transmembrandomanen
auf, daher ist anzunehmen, dass der dLBR ein integrales Membranprotein ist. Fir den LBR
des Menschen konnte gezeigt werden, dass die Expression der aminoterminalen Domane
einschliel3lich der 1. Transmembrandomane in transfizierten Kulturzellen fir die Lokalisation
des verklrzten Proteins in der Kernhille ausreichend ist (Smith und Blobel, 1993; Soullam
und Worman, 1993; Ellenberg et al., 1997). Das exprimierte, verkirzte Fusionsprotein weist
wesentliche Funktionen des endogenen LBR auf, da alle zur Interaktion mit den
nukleoplasmatischen Bindungspartnern (Chromatin, B-Typ Lamine, HP-1) notwendigen
Domanen in der aminoterminalen Region des Lamin B Rezeptor lokalisiert sind (Ye und
Worman, 1994; Ye et al, 1997).

Zur Charakterisierung der zellularen Lokalisation des dLBR wurde die flir den Aminoterminus
und flir die erste bzw. ersten beiden potentiellen Transmembrandomanen kodierenden
Regionen der cDNA (Nukleotide 48 - 1004; 1 - 1158) durch PCR amplifiziert und in den
eukaryotischen Expressionsvektor pEGFP-N1 kloniert.

Die Klonierung der fir die Aminosauren 16 - 334 kodierenden Region der cDNA (Nukleotide
48 - 1004) des dLBR wurde von Kristina Stéckert unter meiner Anleitung durchgefiihrt.

Mit Hilfe des eukaryotischen Expressionsvektors pEGFP-N1 koénnen Proteine, deren
kodierende Sequenzen in diesen Vektor kloniert wurden, als GFP-Fusionsproteine in
eukaryotischen Zellen exprimiert werden. Am 3’-Ende der MCS, d.h. in Leserichtung hinter
der multiple cloning site, liegt die kodierende Sequenz des griin fluoreszierenden Proteins
GFP der Qualle Aequora victoria. Im Rahmen dieser Arbeit wurde eine Mutante des GFP,
das ,enhanced“-GFP (EGFP) verwendet, das sich im Vergleich zum Wildtyp-GFP durch
verstarkte Fluoreszenzintensitat, geringe Anfélligkeit gegen Photobleaching und verbesserte
Expression in Saugerzellen auszeichnet.
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l.1.2.1 Lokalisation des dLBR(16-334)GFP Fusionsproteins

Um die Expression und Lokalisation der GFP-Fusionsproteine zu analysieren, wurden die
Expressionsvektoren fur die Transfektion der Kulturzelllinien A6 (Xenopus laevis) COS-7
(Ceropithecus aethiops) und Schneider S2 (Drosophila melanogaster) sowie flir die
Mikroinjektion in 30 - 60 min alten Embryonen von Drosophila melanogaster eingesetzt.

Die Lokalisation der dLBR(16-334)GFP Fusionsproteine wurde durch direkte Fluoreszenz
nachgewiesen (Abb. 13).

In allen mit dLBR(16-334)GFP transfizierten Zelllinien (Abb. 13 A6: A, B; COS-7: C;
Schneider S2: D) sowie in den Quetschpraparaten der injizierten Embryonen (Abb. 13 E) ist
eine deutliche Lokalisation des dLBR-Fusionsproteins im Bereich der Kernhiille sowie eine
Kolokalisation (Abb. 13 A’, B’) mit den endogenen Laminen zu erkennen. In transfizierten A6
und COS-7 Zellen, in denen das Protein Uberexprimiert wird, ist eine zusatzliche Lokalisation
des Fusionsproteins im Endoplasmatischen Retikulums (ER) detektierbar (Abb. 13 B, C).
Eine derartige Verteilung konnte bei der Expression des menschlichen Lamin B Rezeptor
sowie des integralen Membranproteins MAN1 als GFP-Fusionsproteine in transfizierten
COS-7 Zellen beobachtet werden (Ellenberg et al., 1997; Wu et al., 2002). Die Kernhille und
das ER bilden ein kontinuierliches System aus Membranen; an den Ribosomen des ERs neu
synthetisierte integrale Proteine, deren cytoplasmatische Domanen eine Grof3e von ~60 kDa
nicht Ubersteigen, erreichen durch laterale Diffusion innerhalb des ERs und der
Kernporenmembran die innere Kernmembran. Dort werden sie durch die Interaktion mit
spezifischen Bindungspartnern der inneren Kernmembran und Interaktion mit Chromatin
zurtckgehalten (Diffusions-Retensions Modell, Soullam und Worman, 1995; Ellenberg et al.,
1997; Ostlund et al., 1999); eine Diffusion in die duRere Kernmembran wird somit verhindert,
wie ,Fluorescence loss in photobleaching (FLIP)* Experimente gezeigt haben (Ellenberg et
al., 1997; Ostlund et al., 1999). Die Immobilisierung des Lamin B Rezeptor erfolgt tiber die
spezifische Interaktion mit Kernlaminen und Chromatin (Ellenberg et al., 1997). Durch die
Uberexpression des dLBR in transfizierten A6 und COS-7 Zellen kénnen nicht mehr alle
Proteine Uber ihre spezifischen Interaktionspartner in der inneren Kernmembran
zurtickgehalten werden und diffundieren in das endoplasmatische Retikulum.

Die Expression des dLBR(16-386)GFP Fusionsproteins in transfizierten Xenopus A6 und
Drosophila Schneider S2 Zellen resultiert ebenfalls in der Lokalisation der Fusionsproteine in
der inneren Kernmembran und im endoplasmatischen Retikulum (Daten nicht gezeigt.)
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lamin B2

lamin B2 _ merge

Abb. 13: Expression des dLBR(16-334) GFP-Fusionsproteins in transfizierten Xenopus A6 (A, B),
Ceropithecus COS-7 (C) und Drosophila Schneider S2 Kulturzellen (D) und 24 h alten Embryonen von
Drosophila melanogaster (E). Lokalisation der GFP-Fusionsproteine und des endogenen Lamin B2
(A’, B’, Antikérper X223) durch direkte Fluoreszenzmikroskopie (A — E) und indirekte
Immunfluoreszenzmikroskopie (A’, B').

C,D) Phasenkontrastaufnahmen
A”-D”) Uberlagerung der Abbildungen A+A’ — E+E’
E’) DNA Farbung mit dem Fluorochrom Hoechst 33258

Eichstriche: 10um
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l.1.2.2 Extraktionsverhalten des dLBR(16-334)GFP Fusionsproteins

Der Lamin B Rezeptor der Vertebraten wurde als integrales Transmembranprotein, das in
somatischen Interphasezellen mit der Kernlamina und Chromatin interagiert, beschrieben
(Ubersicht in  Gruenbaum et al., 2003). Die immunfluoreszenzmikroskopischen
Untersuchungen der verkirzten dLBR-GFP Fusionsproteine deuten darauf hin, dass diese
Uber die erste Transmembrandomane bzw. die ersten beiden Transmembrandomanen in der
inneren Kernmembran verankert werden. Durch Extraktionsstudien mit Harnstoff, die von
Kristina Stdckert Ubernommen wurden, sollten die biochemischen Eigenschaften des
dLBR(16-334)-GFP Fusionsproteins naher charakterisiert werden.

Wahrend biologische Membranen in Anwesenheit von hohen Harnstoffkonzentrationen stabil
sind, werden periphere Membranproteine von den Membranen abgelést. Durch
anschlielende Ultrazentrifugation der geldsten Proteine kdnnen Transmembranproteine oder
kovalent an Transmembranproteine gebundene Proteine mit den Membranen sedimentiert
werden.

Das Extraktionsverhalten wurde an mit dLBR(16-334)GFP transfizierten COS-7 Kulturzellen
getestet. Die transfizierten Zellen wurden mit 8M Harnstoff extrahiert und durch
Ultrazentrifugation fraktioniert. Die Proteine aus den Extraktionsuberstdnden und -
sedimenten wurden durch 10% SDS-PAGE gelelektrophoretisch aufgetrennt, auf
Nitrocellulose transferiert und die dLBR(16-334)GFP Fusionsproteine mit Hilfe eines
Antikoérpers gegen GFP nachgewiesen (Abb. 14, Spuren 1 und 2). Als Kontrolle wurde die
Nitrocellulose mit dem Antikérper X223 inkubiert, der gegen das Lamin B2 gerichtet ist (Abb.
14, Spuren 3 und 4).

Das dLBR-GFP Fusionsprotein erwies sich gegentber der Extraktion mit Harnstoff als stabil
und kann stets im Sediment nachgewiesen werden (Abb. 14 Spur 1). Die zur Kontrolle
nachgewiesenen B-Typ Lamine befinden sich nach der Harnstoffextraktion fast vollig im
Uberstand (Abb. 14 Spur 4), da sie als periphere Membranproteine nur mit der
Kernmembran assoziiert sind.

Abb. 14: Extraktionsverhalten des dLBR(16-334)GFP-
PS P S Fusionsproteins.
- 97 Transfizierte Ceropithecus COS-7 Zellen wurden "mit 8 M
Harnstoff extrahiert und durch Zentrifugation in Uberstand
(Supernatant S) und Sediment (Pellet P) fraktioniert. Die
- Proteine wurden gelelektrophoretisch durch 10% SDS-PAGE
aufgetrennt, auf Nitrocellulose transferiert und mit GFP-
Antikdrpern (Spuren 1 und 2) oder mit dem Antikdrper X223
1 2 3 4 gegen Lamin B2 (Spuren 3 und 4) inkubiert.
Referenzproteine unterschiedlichen Molekulargewichts sind in
kD angegeben.
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Die Lokalisation der dLBR-GFP Fusionsproteine in den transfizierten Kulturzellen und
mikroinjizierten Embryonen sowie deren Extraktionsverhalten deuten darauf hin, dass es sich
bei dem putativen Lamin B Rezeptor von Drosophila um ein Transmembranprotein handelt,
und dass die erste Transmembrandomane des dLBR fiir die Lokalisation in der Kernhiille
ausreichend ist.

1.3  Herstellung eines Antiserums gegen dLBR

Da bisher noch keine spezifischen Antikérper gegen den Lamin B Rezeptor von Drosophila
melanogaster zur Verfugung standen, sollten spezifische Antikérper in M&usen und
Meerschweinchen hergestellt werden. Da sich die nukleoplasmatische Doméane des dLBR
sehr stark von denen der Vertebraten unterscheidet, ist diese Region flr die Herstellung
eines drosophila-spezifischen Antiserums geeignet. Um in den Tieren eine adaquate
Immunreaktion auszulésen, wurde ein Polypeptid der Lange von 245 Aminosauren (AS 17 -
262) bakteriell exprimiert und zur Immunisierung verwendet.

l.1.3.1 Gewinnung des rekombinanten Polypeptids zur Immunisierung von
Meerschweinchen und Mausen

Um das Polypeptid bakteriell zu synthetisieren, wurde durch PCR die flir den Teilbereich der
nukleoplasmatischen Doméne kodierende Region der cDNA (Nukleotide 49 - 786)
amplifiziet und in den pET 21a Expressionsvektor kloniert. Die Expression des
rekombinanten Polypetids in E. coli BL21 codon plus wurde durch Zugabe von IPTG
induziert (Abb. 15). Die bakteriellen Proteine wurden gelelektrophoretisch durch 10% SDS-
PAGE aufgetrennt und mit Coomassie Blue angefarbt (Abb. 15 Spur 1) oder auf Nitro-
cellulose Ubertragen und Uber die am Carboxyterminus lokalisierten sechs Histidine mit dem
HIS-TAG-Antikorper nachgewiesen (Abb. 15 Spur 2). Eine starke Expression kann 4 h nach
der Induktion nachgewiesen werden; es ist eine deutliche Bande im Bereich von 30 kD zu
erkennen. Das langsamere Laufverhalten des Proteins bezlglich des berechneten
Molekulargewichtes von 27 kD ist auf einen hohen Anteil an basischen Aminosauren

zuriuckzufiuhren.
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205 Abb. 15: Expression des rekombinanten Polypeptids (AS 17 —
— 116 262 des dLBR).
— 07 Die gesamten bakteriellen Proteine wurden durch 10% SDS-
- 66 PAGE aufgetrennt und mit Coomassie Blue angefarbt (Spur 1)
oder auf Nitrocellulose transferiert (Spur 2). Der Nachweis des
exprimierten Polypeptids erfolgte durch Inkubation mit dem
pimaren HIS-TAG Antikérper sowie dem Peroxidase gekoppelten
— 29 Sekundarantikdrper Uber ECL.
Der Pfeil markiert das synthetisierte Polypeptid.
Referenzproteine unterschiedlichen Molekulargewichts sind in kD
angegeben.

Das bakteriell exprimierte Polypeptid wurde Uber die sechs Histidine mit Hilfe einer Nickel-
Chelat Saule gereinigt. Fur die Immunisierung von Mausen und Meerschweinchen wurden je
50 ug / 100 ug des gereinigten Polypeptids eingesetzt.

l.1.3.2 Test der polyklonalen dLBR Antikorper

Die Antiseren wurden sowohl im Westernblot, als auch in der Immunfluoreszenz getestet. Mit
den Antiseren der Meerschweinchen (LBR/gl und LBR/gll; g = guinea pig) und einer der drei
immunisierten Mause (LBR/ml; m = mouse) wurden annahernd identische Ergebnisse erzielt.
Zur Vermeidung unspezifischer Bindungen wurden die dLBR spezifischen Antiképer LBR/gl
und LBR/gll durch eine Affininitatsreinigung Uber CNBr-aktivierter Sepharose von den
Ubrigen Bestandteilen des Serums isoliert. Die affinitatsgereinigten Antikdrper bestatigten die
mit den polyklonalen Antiseren erhaltenen Ergebnisse. Falls nicht anders erwahnt, wird im
Folgenden stets eine 1:1 Mischung der Antiseren LBR/gl und LBR/gll (LBR/gl+1l) verwendet.

Im Immunblot wurden die Antiseren mit Gesamtproteinen des 3. Larvalstadiums von
Drosophila melanogaster und Drosophila Schneider S2 Kulturzellen getestet (Abb. 16). Die
Antikdper aller drei Seren reagieren deutlich mit einem Protein der molekularen Masse von
Mr 66.000. Die Diskrepanz bezlglich des berechneten Molekulargewichtes von 81.620 D ist
vermutlich auf ein verandertes Laufverhalten aufgrund intramolekularer Faltungen im Bereich
der Transmembrandomanen zurlckzuflhren. Dieses auflergewdhnliche Verhalten in der
SDS-PAGE konnte bei dem LBR von Xenopus laevis (Xp58, Gajewski und Krohne, 1999)
und von Gallus gallus (Worman et al., 1990) beobachtet werden, alle drei Proteine zeigen in
der SDS-PAGE eine wesentlich héhere Mobilitdt. Zusatzlich wird von den Antiseren ein
~ochmier® erkannt, der sich oberhalb der aufgetrennten Referenzproteine, an der Grenze
zum Sammelgel befindet, der vermutlich auf Aggregate des dLBR, die sich nicht im SDS-
Probenpuffer 16sen, zurlickzufiihren ist. In den Immunblots der larvalen Gesamtproteine sind
teilweise weitere, weniger intensive Banden ober- und unterhalb von 66.000 D zu erkennen,

53



Ill. Ergebnisse

die auf die Hitzebehandlung der Proteinproben vor der Auftrennung durch die SDS-PAGE
und auf die Degradation des dLBR zurtickzufiihren sind.

et e — 28? Abb. 16 Test der Antiseren gegen dLBR
2> b — 66 A) Test der polyklonalen Ar]tiseren LBR/gl (Spur 1), LBR/gII (Spur
3) und LBR/mI (Spur 3) im Immunblot auf den Gesamtproteinen
ey = A5 des 3. Larvalstadiums (Spuren 1 und 2) und Schneider S2
P Kulturzellen (Spur 3) von Drosophila melanogaster.
A 1 2 3 B) Test der affinititsgereinigten Antiseren LBR/gl und LBR/gll im
- - Immunblot auf den gesamten Proteinen des 3. Larvalstadiums
— 205 (Spur 1) und Schneider S2 Kulturzellen (Spur 2) von Drosophila
| — 116 melanogaster.
— 97 - o N .
Die Antiseren zeigen eine starke Reaktion mit einem Antigen
— 66 bei ca. 66.000 D.
Referenzproteine unterschiedlichen Molekulargewichts sind in
|=— 45 kD angegeben.

In der indirekten Immunfluoreszenz von Drosophila Kc167 Zellen farben die Antikorper aller
drei Seren deutlich die Kernperipherie (Abb. 17 A - C), was auf eine Lokalisation des dLBR in

der Kernmembran hinweist.

Abb. 17: Test der polyklonalen Antiseren LBR/gl (A), LBR/gll (B), LBR/mI (C) in Drosophila Kc167
Zellen nach Fixierung der Zellen mit Methanol/Aceton durch indirekte Immunfluoreszenzmikroskopie.
A’ - C’) Phasenkontrastaufnahmen

Eichstrich: 10um
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1.4 Untersuchung des Einflusses verschiedener Chemikalien auf
das Laufverhalten des dLBR in der SDS-PAGE

In allen Immunblots der verschiedenen dLBR Antiseren konnte neben dem erwarteten Signal
bei 66.000 D ein zweites Signal (,Schmier”) oberhalb der Referenzproteine detektiert
werden. Verschiedene reduzierende Chemikalien wie DTT oder B-Mercaptoethanol kénnen
einen deutlichen Einfluss auf das Verhalten der Proteine im SDS-PAGE haben. Auch die
Inkubation mit Harnstoff, der die Proteine entfaltet und die intermolekularen
Wechselwirkungen 16st, kann einen Einfluss auf das Laufverhalten von Proteinen ausiben.
Zur Untersuchung des Einflusses verschiedener Chemikalien auf das Laufverhalten des
dLBR wurden homogenisierte Schneider S2 Kulturzellen in sechs Ansatze aufgeteilt und in
SDS-Probenpuffern, die in unterschiedlichen Zusammensetzungen DTT und/oder Harnstoff
enthielten, resuspendiert. Die Halfte der Ansatze wurde vor der SDS-PAGE fir 2 min auf
97°C erhitzt. Nach dem Transfer auf Nitrocellulose wurde der Immunblot mit den Antiseren
LBR/gl+Il inkubiert (Abb. 18). Es kann kein Einfluss des DTTs oder des Harnstoffs auf das
Laufverhalten nachgewiesen werden, in allen Ansatzen sind sowohl das spezifische Signal
bei 66.000 D, als auch die Signale der aggregierten Proteine oberhalb der Referenzproteine

detektierbar.
-DTT +DTT

+ - + - + - 4+ - + - + -
. — 205
- 116
- 97
= S . - -— I — 66
— 45

1 2 3 4 56 6 7 8 9 10 1112

Abb. 18: Einfluss verschiedener Chemikalien auf das Laufverhalten des dLBR im SDS-PAGE
Homogenisierte Drosophila Schneider S2 Zellen wurden in SDS-Probenpuffer verschiedener
Zusammensetzungen aufgenommen. Die Halfte der Proben wurde vor der gelelektrophoretischen
Auftrennung durch 10% SDS-PAGE fur 2 min auf 97°C erhitzt (+). Die Proteine wurden auf
Nitrocellulose transferiert und im Immunblot mit den Antiseren dLBR/gl+Il inkubiert.

1) Gesamtproteine aus S2 Zellen in SDS-Probenpuffer (+)

)

2) Gesamtproteine aus S2 Zellen in SDS-Probenpuffer (-)

3) Gesamtproteine aus S2 Zellen in SDS-Probenpuffer mit 2 M Harnstoff (+)
4) Gesamtproteine aus S2 Zellen in SDS-Probenpuffer mit 2 M Harnstoff (-)
5) Gesamtproteine aus S2 Zellen in SDS-Probenpuffer mit 4 M Harnstoff (+)
6) Gesamtproteine aus S2 Zellen in SDS-Probenpuffer mit 4 M Harnstoff (-)
7) Gesamtproteine aus S2 Zellen in SDS-Probenpuffer mit DTT (+)

8) Gesamtproteine aus S2 Zellen in SDS-Probenpuffer mit DTT (-)

9) Gesamtproteine aus S2 Zellen in SDS-Probenpuffer mit 2 M Harnstoff / DTT (+)
10) Gesamtproteine aus S2 Zellen in SDS-Probenpuffer mit 2 M Harnstoff / DTT (-)
11) Gesamtproteine aus S2 Zellen in SDS-Probenpuffer mit 4 M Harnstoff / DTT (+)
12) Gesamtproteine aus S2 Zellen in SDS-Probenpuffer mit 4 M Harnstoff / DTT (-)

Referenzproteine unterschiedlichen Molekulargewichts sind in kD angegeben
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l.1.5 Analyse der Expression des dLBR in verschiedenen Geweben
und Entwicklungsstadien von Drosophila melanogaster

Um eine eventuell gewebe- und entwicklungsspezifische Expression des dLBR zu
untersuchen, wurden die Antiseren fiur die Inkubation verschiedener Gewebe,
Entwicklungsstadien und Kulturzelllinien von Drosophila melanogaster verwendet.

.1.51 Analyse der Expression des dLBR in verschiedenen
Entwicklungsstadien von Drosophila melanogaster

Um die Expression des dLBR wahrend der Entwicklung von Drosophila melanogaster zu
untersuchen, wurden verschiedene Entwicklungsstadien (3. Larvalstadium, Puppe, adulte
Fliege) im Immunblot und durch indirekte Immunfluoreszenzmikroskopie analysiert. Tiere
verschiedener Entwicklungsstadien (3.Larvenstadium — Fliege) wurden in SDS-Probenpuffer
homogenisiert und durch 10% SDS-PAGE aufgetrennt (Abb. 19). Der Immunblot weist in
allen Entwicklungsstadien die fur den dLBR spezifischen Signale auf. Neben dem erwarteten
spezifischen Signal bei 66.000 Dalton (Abb. 19 Pfeil) sind auch die Aggregate des dLBR im
oberen Bereich des Proteingeles zu erkennen (Abb. 19 Pfeilkopf).

Abb. 19: Expression des dLBR in verschiedenen Entwicklungs-

stadien von Drosophila melanogaster.
- . — 205 Larven des 3. Larvalstadiums (Spur 1), Puppen (Spur 2) und adulte
- Q7 Tiere (Spur 3) wurden in SDS-Probenpuffer homogenisiert und die
- — 66 Gesamtproteine  gelelektrophoretisch Uber 10% SDS-PAGE
aufgetrennt, auf Nitrocellulose transferiert und mit den Antiseren

— 45 LBR/gl+Il im Immunblot inkubiert.
e Referenzproteine unterschiedlichen Molekulargewichts sind in kD
1 2 3 angegeben.

Fir die Analyse der Expression des dLBR durch indirekte Immunfluoreszenzmikroskopie
wurden Quetschpraparate verschiedener Entwicklungsstadien von Drosophila melanogaster
(Embryonalstadien 12, 17; 3. Larvalstadium, Puppenstadium; Einteilung der embryonalen
Entwicklungsstadien nach Volker Hartenstein und José Campos-Ortega) und Drosophila
Schneider S2 und Schneider S2R+ (S2 Rezeptor plus, Yanagawa et al., 1998) Kulturzellen
verwendet (Abb. 20). Die beiden Zelllinien Schneider S2 und S2R+ bestehen aus
embryonalen Zellen einer 0 - 22h alten Primarkultur von Drosophila melanogaster und
konnen fur die Analyse der spezifischen Expression des dLBR wahrend der frihen
Embryonalentwicklung eingesetzt werden. Die fiir die Untersuchung verwendeten Schneider
S2 Zellen zeigen eine ubiquitare Expression des Lamin Dm0, wahrend eine schwache
Expression des Lamin C nur in vereinzelten Zellen zu erkennen ist. Im Gegensatz zur
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ubiquitaren Expression des Lamin DmO bereits in der frihen Embryogenese, wird das Lamin

C, wie alle A-Typ Lamine, erst in der spaten embryonalen Entwicklung exprimiert und ist erst
nach 13 - 19 h der embryonalen Entwicklung detektierbar (Riemer et al., 1995). Die
Expression des dLBR in dieser Kulturzelllinie ist somit reprasentativ fur die frihe

Embryonalentwicklung von Drosophila melanogaster.

In allen untersuchten Entwicklungsstadien (Abb. 20 C — F) und Kulturzelllinien (Abb. 20 A, B)
ist eine gleichmalige Farbung der Peripherie des Zellkerns durch die Antiseren LBR/gl+1l zu

erkennen.

Abb. 20: Lokalisation des dLBR in verschiedenen
Kulturzelllinien und  Entwicklungsstadien  von
Drosophila melanogaster durch indirekte
Immunfluoreszenzmikroskopie in Drosophila
Schneider S2 Zellen (A), Schneider S2R+ Zellen (B),
den Embryonalstadien 12 (stage 12; C), 17 (stage
17; D) sowie im 3. Larvalstadium (larva; E) und in
der Puppe (pupa; F).

A’, B’) Phasenkontrastaufnahmen

Eichstriche: 10 ym

Die immunfluoreszenzmikroskopischen Analysen sowie die Detektion des dLBR in

verschiedenen Entwicklungsstadien im Immunblot weisen auf eine ubiquitare Expression des

Drosophila LBR in somatischen Zellen hin.
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l.1.5.2 Analyse der Expression des dLBR in Ovariolen von Drosophila

melanogaster

Um die Expression des dLBR in differenzierten Geweben zu untersuchen, wurden Whole
mount Paparate von Ovariolen aus Drosophila melanogaster angefertigt (Abb. 21).

Die Ovarien von Drosophila bestehen aus verschiedenen Zelltypen und werden als
meroistische Ovarien bezeichnet. Ein Ovarium ist in ein Bandel von Ovariolen gegliedert. In
jeder Ovariole befindet sich eine Reihe von Oocyten in unterschiedlichen
Entwicklungsstadien, die sich jeweils in getrennten Eikammern befinden. Jede dieser
Eikammern enthalt 16 Zellen, die sich von einer gemeinsamen primaren Oogonie herleiten.
Eine dieser Zellen entwickelt sich zur Oocyte, die im proximalen Teil der Eikammer lokalisiert
ist, wahrend sich die Gbrigen 15 Zellen zu polyploiden Nahrzellen entwickeln. Die Eikammer
wird von insgesamt ca. 1000 Follikelzellen umgeben, die ihren Ursprung in den somatischen
mesodermalen Zellen der Gonadenanlagen haben.

In allen Eikammern ist deutlich die Lokalisation des dLBR in der Kernperipherie der
verschiedenen Zellen zu erkennen (Abb. 21). Die Abbildungen zeigen einen mikro-
skopischen Durchschnitt durch mehrere Eikammern (Abb. 21 A, B, D) sowie die Aufsicht auf
eine von Follikelzellen umgebene Eikammer (Abb. 21 C).

Sowohl die Kernperipherie der Follikelzellen, welche die Eikammern abgrenzen, als auch die
polyploiden Nahrzellen im Inneren der Eikammern weisen eine starke Anfarbung durch das
Antiserum dLBR/gl auf (Abb. 21 A, B, C). Im Inneren weisen die Kernhullen der Nahrzellen
eine intensive Farbung auf, die Oocyte selbst ist von den Nahrzellen nicht abgrenzbar.

Die leichte Hintergrundfluoreszenz aller Aufnahmen ist zurtickzufiihren auf die zahlreichen
fluoreszierenden Zellen, die direkt Gber oder unter der Schnittebene der Aufnahme liegen.
Durch den Vergleich des mit einem polyklonalen Antikérpers gegen Lamin DmO von
Drosophila melanogaster inkubierten Praparates kann jedoch ausgeschlossen werden, dass
es sich dabei um eine spezifische Farbung des Cytoplasmas handelt (Abb. 21 D).

Abb. 21: Lokalisation des dLBR (A, B, C)
und Lamin Dm0 (D) in Ovariolen von
Drosophila melanogaster durch indirekte
Immunfluoreszenzmikrosokopie
Eichstriche: 20 ym
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.1.6 Immunfluoreszenzmikroskopische Lokalisation des dLBR in der
inneren Kernmembran

Die Lokalisation des dLBR konnte durch die immunfluoreszenzmikroskopischen Analysen
auf die Kernmembran eingegrenzt werden; es ist jedoch nicht ersichtlich, ob sich das Protein
in der inneren, der duleren oder beiden Membrandomanen befindet. Zur Untersuchung der
Lokalisation des dLBR wurden Drosophila Schneider S2 Zellen mit den Detergenzien
Digitonin und Triton X-100 inkubiert (Abb. 22). Digitonin permeabilisiert Membranen in
Abhangigkeit ihres Cholesteringehaltes unterschiedlich stark. Durch die Inkubation mit
Digitonin wird die Plasmamembran selektiv permeabilisiert, wahrend die Kernhulle intakt
bleibt. Eine Lokalisation des dLBR in der aulieren Kernmembran konnte in digitonin-
permeabilisierten Zellen durch die Inkubation mit dem Antiserum LBR/gl detektiert werden.
Eine ausschlielliche Lokalisation des dLBR in der inneren Kernmembran hatte keine
Anfarbung der Kernmembran zur Folge, da die Antikérper keinen Zugang zu ihren Epitopen
haben.

Zur Kontrolle der Antiképerinkubation wurden S2 Zellen in einem parallelen Ansatz mit Triton
X-100 permeabilisiert, wodurch alle Membranen extrahiert werden und samtliche Epitope fir
die Antikdper zuganglich sind (Abb. 22 A - C). Um die selektive Permeabilisierung zu
kontrollieren, wurden Antikdper gegen Lamin DmO und a-Tubulin eingesetzt. Durch die
Detektion des a-Tubulin in der Immunfluoreszenz kann die Permeabilisierung der
Plasmamembran nachgewiesen werden, da die Antikdper Zugang zu den Epitopen der im
Cytoplasma lokalisierten Proteine haben (Abb. 22 C, C’). Die Epitope der Kernlamine, die
sich im Nukleus befinden, sollten nur nach der Extraktion mit Triton X-100 flr die Antikbper
zuganglich sein (Abb. 22 B), in den mit Digitonin permeabilisierten Zellen sollte die Kernhdlle
noch intakt sein (Abb. 22 B’).

Nur in den mit Triton X-100 extrahierten Zellen kann eine Farbung der Kernhille mit dem
Serum LBR/gl nachgewiesen werden (Abb. 22 A), wahrend der dLBR in den digitonin-
permeabilisierten Zellen fur die spezifischen Antikdper nicht zuganglich ist (Abb. 22 A’). Die
Ergebnisse weisen darauf hin, dass der dLBR in der inneren Kernmembran lokalisiert ist.

Triton 2400 Abb. 22: Lokalisation von

dLBR (A, A’), Lamin Dm0 (B,
B’) und a-Tubulin (C, C’) auf
vollstandig (Triton X-100, A —
C) und selektiv (Digitonin, A’ —
C’) permeabilisierten Droso-
phila Schneider S2 Zellen
durch indirekte Immun-
fluoreszenzmikroskopie.
Eichstriche: 10 um

Digitonin
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1.7  Interaktionen und Bindungseigenschaften des dLBR

Bisherige Bindungsstudien mit dem Lamin B Rezeptor der Vertebraten haben gezeigt, dass
die aminoterminale Domane an der Interaktion mit verschiedenen nuklearen Komponenten
beteiligt ist. Diese bei den Vertebraten hoch konservierte Domane gliedert sich in zwei
globulare Domanen, die durch eine Linker-Region miteinander verbunden sind (Duband-
Goulet und Courvalin, 2000). Die erste globulare Domane (G1 Domane) interagiert mit B-Typ
Laminen (Ye und Worman, 1994; Meier und Georgatos, 1994), wahrend die zweite globulare
Doméane (G2 Domane) an der Interaktion mit den Heterochromatin assoziierten HP-1
Proteinen beteiligt ist (Ye und Worman, 1996; Ye et al., 1997). Neben der indirekten Bindung
an Chomatin Uber die HP-1 Proteine konnte ebenfalls eine direkte Bindung des LBR an
Chromatin nachgewiesen werden, die Uber die arginin- und serinreiche Aminosauresequenz
der Linker-Region vermittelt wird (Takano et al., 2002). In vitro Bindungsstudien haben
gezeigt, dass der LBR mit HP1 und den Histonen H3 und H4 einen stabilen Komplex bildet
(Polioudaki et al., 2001). Meine molekulare Charakterisierung des dLBR weist darauf hin,
dass die nukleoplasmatische Domane des dLBR im Gegensatz zu dem LBR der Vertebraten
keine globularen Regionen besitzt. Aulerdem ist die Ahnlichkeit zu den nukleoplasmatischen
Domaénen der Vertebraten sehr viel geringer. Somit stellte sich die interessante Frage, ob die
aminoterminale Domane des dLBR die Fahigkeit besitzt, an B-Typ Lamine und an Chromatin
zu binden. Um die Bindungseigenschaften des dLBR zu untersuchen, wurden in vitro
Bindungsstudien und Immunprazipitationen durchgefuhrt.

1.1.7.1 Loslichkeit des dLBR unter physiologischen Bedingungen

Zur Durchflihrung der in vitro Bindungsstudien mussten zunachst geeignete physiologische
Bedingungen geschaffen werden, bei denen mdglichst viele Proteine der eingesetzten
Drosophila Schneider S2 und Kc167 Zellen extrahiert werden konnten. Die Kulturzellen
wurden in physiologischem Extraktionspuffer (1% Triton, 150 mM NaCl, 20 mM Tris, 1 mM
PMSF, 1 mM Trypsin Inhibitor pH 7,4) inkubiert und die I6slichen Proteine durch
Zentrifugation bei 13.000 g gewonnen. Die Proteine der Extraktionstiberstande (Supernatant,
S) sowie der Sedimente (Pellet, P) wurden in proportionalen Mengen durch SDS-PAGE
gelelektrophoretisch aufgetrennt, auf Nitrocellulose transferiert und im Immunblot mit den
Antiseren LBR/gl+Il inkubiert (Abb. 23 A). Als Kontrolle wurde die Nitrocellulose mit dem
monoklonalen Antikdper ADL67, der gegen Epitope des Lamin Dm0 von Drosophila gerichtet
ist, inkubiert (Abb. 23 B). Es konnte nachgewiesen werden, dass unter diesen
Extraktionsbedingungen ca. 50 % des dLBR und mehr als 50% der Lamine geldst wurden
und im Uberstand detektiert werden konnten (Abb. 23 A, B; Spur 2).
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Abb. 23: Biochemische Charakterisierung des Proteinextraktes aus Drosophila Schneider S2 Zellen.
Drosophila Schneider S2 Zellen wurden gleichzeitig mit 1% Triton X-100 und 150 mM NaCl extrahiert
und bei 13.000 g zentrifugiert. Die Proteine des Uberstandes (S; Spuren 2 und 4) und des Sedimentes
(P; Spuren 1 und 3) wurden in proportionalen Mengen gelelektrophoretisch durch 10% SDS-PAGE
aufgetrennt, auf Nitrocellulose transferiert und mit Antikdrpern gegen dLBR (A) oder Lamin DmO (B)
inkubiert.

Referenzproteine unterschiedlichen Molekulargewichts sind in kD angegeben.

.1.7.2 In vitro Chromatin Bindungsstudien des dLBR

Fur die aminoterminale Doméane des LBR der Vertebraten konnte sowohl die indirekte
Bindung Uber HP1, als auch eine direkte Bindung an Chromatin nachgewiesen werden. Um
die Bindung der aminoterminalen Region des dLBR an Chromatin zu untersuchen, wurden in
vitro Bindungsstudien mit Spermienchromatin und Eiextrakt von Xenopus laevis
durchgefihrt. Der interphasische Eiextrakt von Xenopus enthédlt nach der Inkubation bei
80°C und Sedimentierung aller I6slichen Proteine (einschliellich der Kernlamine und der
Proteine der Kernporenkomplexe) das fir die Dekondensation des Spermienchromatins
notwendige Chaperon Nukleoplasmin. Als Kontrolle wurde die in vitro Bindung mit der
aminoterminalen Region des LBR von Xenopus laevis (XLBR) durchgefiihrt, da eine Bindung
an Spermienchromatin fir dieses Protein bereits nachgewiesen werden konnte (Gajewski
und Krohne, 1999).

Die bakteriell exprimierten verklrzten Polypeptide (dLBR: Aminosauren 16 - 262; XLBR:
Aminosauren 4 - 210) wurden mit hitzebehandeltem Eiextrakt (Szq0) inkubiert, und die
unléslichen Bestandteile durch Zentrifugation sedimentiert. Die Halfte des Uberstandes
wurde mit Spermienchromatin inkubiert (+Sp, Spermienchromatin), die andere Halfte wurde
als Kontrolle verwendet (-Sp). Nach der Inkubation wurden die Ansatze durch Zentrifugation
fraktioniert und die Sedimente (P, Pellet) und die Uberstande (S, Supernatant) in
proportionalen Mengen durch 10% SDS-PAGE gelelektrophoretisch aufgetrennt, auf
Nitrocellulose transferiert und im Immunblot mit spezifischen den polyklonalen Antiseren
dLBR und XLBR nachgewiesen (Abb. 24) Um eine unspezifische Bindung der polyklonalen
Antiseren LBR/gl+ll und XLBR/gl an Proteine des Spermienchromatins ausschlieRen zu
kdnnen, wurde ebenfalls Spermienchromatin durch 10% SDS-PAGE aufgetrennt und im
Immunblot mit den beiden Antiseren inkubiert (Sp).
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Wie in der Abbildung 24 zu sehen ist, binden die aminoterminalen Domanen des dLBR und
des XLBR an Spermienchromatin und sind nur in den Sedimenten nachzuweisen (Abb. 24
dLBR: A, Spur 4; XLBR: B, Spur 4). In Abwesenheit des Spermienchromatins kdnnen die
I6slichen Proteine nicht sedimentiert werden und befinden sich ausschlieBlich in den
Fraktionen der Uberstande (Abb. 24 A, B Spur 1). Die drosophila-spezifischen Antikdrper
erkennen zuséatzliche Banden in den Bereichen von Mr 60.000 bis 200.000 D, die auf eine
Vernetzung des dLBR mit chromatinspezifischen Proteinen oder eine Aggregation des dLBR
wahrend der Inkubation zurlckzuflhren sind (Abb. 24 A, Spur 4). Die Antikérper der Seren
LBR/gl+1l und XLBR/gl reagieren nicht mit Proteinen des Spermienchromatin (Abb. 24 Spur
5).

S P
-Sp +Sp -Sp +Sp Sp
dLBR _ —205

XLBR —205

Abb. 24: In vitro Bindung der bakteriell synthetisierten aminoterminalen Domé&nen des LBR von
Drosophila melanogaster (ALBR, AS 17-262) und Xenopus laevis (XLBR, AS 4-210) an Spermien-
chromatin.

Zu den loslichen Proteinen des hitzebehandelten Eiextraktes von Xenopus laevis (S,q0) wurden die
bakteriell exprimierten aminoterminalen Domanen von dLBR (A) und XLBR (B) geflgt und in der
Gegenwart (+Sp, Spuren 2 und 4) oder Abwesenheit (-Sp, Spuren 1 und 3) von Spermienchromatin
inkubiert und durch Zentrifugation bei 10.000 g in Sediment (Spuren 3 und 4) und Uberstand (Spuren
1 und 2) fraktioniert. Die Proteine der Fraktionen und Spermienchromatin als Kontrolle (Sp, Spur 5)
wurden in proportionalen Mengen gelelektrophoretisch tber 10% SDS-PAGE aufgetrennt und im
Immunblot mit den polyklonalen Antikdrpern gegen dLBR (A) oder XLBR (B) inkubiert.
Referenzproteine unterschiedlichen Molekulargewichts sind in kD angegeben.

Die in vitro Bindungsstudien mit Spermienchromatin zeigen, dass trotz der strukturellen und
sequenziellen Unterschiede der aminoterminalen Domanen des dLBR und des Vertebraten
LBR eine Interaktion des dLBR mit Chromatin mdéglich ist.
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1.1.7.3 Fraktionierung der I6slichen Proteine aus Drosophila Schneider S2
Zellen durch Saccharose-Gradienten-Zentrifugation

Die Fraktionierung durch einen kontinuierlichen Zuckergradienten eignet sich zur
Auftrennung von l6slichen Proteinen und Proteinkomplexen. Die extrahierten Proteine aus
Drosophila Schneider S2 Zellen wurden auf einen kontinuierlichen Zuckergradienten (5 -
30% wl/v) geschichtet und durch Ultrazentrifugation gemaR ihres spezifischen
Sedimentationskoeffizienten aufgetrennt. Die kleineren sowie die als Monomere
vorliegenden Proteine kdnnen in den oberen Fraktionen detektiert werden, wahrend sich
Oligomere und Proteine, die in gréReren Proteinkomplexen eingebunden sind in den
mittleren und unteren Fraktionen befinden. Sollte der dLBR mit dem Lamin Dm0 interagieren,
dann massten die beiden Proteine in 8hnlichen Fraktionen detektiert werden kdnnen. Zur
Bestimmung des Sedimentationskoeffizienten werden Immunglobuline, die einen
Sedimentationskoeffizient von IgG: 6,5 S aufweisen, parallel im Zuckergradienten
zentrifugiert. Nach der Fraktionierung wurden die Proteine mit Trichloressigsaure (TCA)
gefallt, durch 10% SDS-PAGE gelelektrophoretisch aufgetrennt und auf Nitrocellulose
transferiert. Der Immunblot wurde mit den polyklonalen Antiseren gegen dLBR (Abb. 25 A)
und Lamin Dm0 (Abb. 25 B) inkubiert, um die Proteine in den einzelnen Fraktionen zu
detektieren.

Die Auftrennung im Zuckergradienten zeigt eine Verteilung des dLBR in allen Fraktionen
(Abb. 25 A, Spuren 1 - 21), wahrend das Lamin DmO nur in den Fraktionen zu finden ist, die
einen Sedimentationskoeffizient von 6,5 S und kleiner aufweisen (Abb. 25 B, Spuren 11 -
21). Die Detektion der beiden Proteine in den Fraktionen mit mittleren (Lamin Dm0, dLBR)
und hohen (dLBR) Sedimentationskoeffizienten weist darauf hin, dass die Proteine in diesen
Fraktionen Bestandteil von oligomeren Komplexen sind.
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Abb. 25: Saccharose-Gradienten-Zentrifugation (5 - 30%) des Gesamtproteinextraktes des 13.000 g
Uberstandes von Drosophila Schneider S2 Zellen, die mit 1% Triton X-100 und 150 mM NaCl
extrahiert wurden. Die Proteine der 21 Fraktionen wurden durch 10% SDS-PAGE gelelektrophoretisch
aufgetrennt, auf Nitrocellulose transferiert und der Immunblot mit polyklonalen Antikdérpern gegen
dLBR (A) und Lamin DmO (B) inkubiert.

Die Position des Sedimentationskoeffizienten des Immunglobulin G ist angegeben.

Referenzproteine unterschiedlichen Molekulargewichts sind in kD angegeben.

I11.1.7.4 Interaktion des dLBR mit nukledren Proteinen

Durch die Saccharose-Gradienten-Zentrifugation konnte gezeigt werden, dass sich der dLBR
in Fraktionen befindet, die Lamine enthalten. Die Co-Fraktionierung ist aber kein
ausreichender Beweis flir das Vorliegen von dLBR-Lamin Komplexen.

Um die Bindungseigenschaften des dLBR bezlglich der A- und B- Typ Lamine von
Drosophila melanogaster in vitro zu untersuchen, wurden die aminoterminale Region des
dLBR sowie die potentiellen Bindungspartner Lamin Dm0 und Lamin C durch gekoppelte in
vitro Transkription/Translation synthetisiert.

Um die potentielle Interaktion des dLBR mit Kernlaminen auch in vivo untersuchen zu
kénnen, wurden ebenfalls Co-Immunprazipitationen mit Drosophila Schneider S2 und Kc167
Zellen durchgefihrt.
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.1.7.4.1 In vitro Bindungsstudien: Co-Imunprazipitation des dLBR mit den

Laminen von Drosophila melanogaster

Die in vitro Bindungsstudien mit in vitro translatierten Proteinen wurden unter meiner
Anleitung von Sabine Seitz durchgeflihrt.

Um die Bindung des dLBR an Lamin DmO und Lamin C in vitro zu untersuchen, wurde die
aminoterminale Domane des dLBR (AS 17 - 262) sowie die jeweiligen beiden potentiellen
Bindungspartner (dLBR (AS 17 - 262) - Lamin DmO; dLBR (AS 17 - 262) - Lamin C) durch
gekoppelte in vitro Transkription und Translation synthetisiert und anschlieRend mit den
dLBR- oder Lamin- spezifischen Antikorper, die an Protein-A-Sepharose gekoppelt waren,
immunprazipitiert.

Die an die Antikérper gebundenen Proteine wurden einschliellich ihrer Bindungspartner
durch 10% SDS-PAGE gelelektrophoretisch aufgetrennt und durch Fluorographie detektiert
(Abb. 26). Als Kontrolle wurden die beiden Transkriptions-/Translationsansatze aufgetrennt
(Abb. 26 A Spur 3). Um eine unspezifische Bindung der Lamine an den dLBR Antikoérper
ausschlielen zu kénnen, wurden Kontroll-Immunprazipitationen durchgeflihrt, bei denen der
an die Sepharose gekoppelte Antikdrper ausschlieBlich mit dem in vitro synthetisierten Lamin
inkubiert wurde. Die Uberstdnde der Kontroll-Immunprézipitationen (Abb. 26 B, C, Spur 2)
sowie die immunprazipitierten Proteine (Abb. 26 A, Spuren 1 und 2; B, C Spur 1) und die
immunprazipitierten Proteine der Kontroll-lmmunprazipitationen (Abb. 26 B, C Spur 3)
wurden durch 10% SDS-PAGE gelelektrophoretisch aufgetrennt und durch Fluorographie
detektiert.

Wie in Abb. 26 A zu sehen ist, kann die aminoterminale Domane des dLBR nicht mit dem
gekoppelten Lamin DmO- (Abb. 26 A, Spur 2) oder Lamin C-Antikdrper (Abb. 26 A, Spur 1)
co-immunprazipitiert werden. Im Gegensatz dazu zeigt die Immunprazipitation des Lamin
Dm0 mit dem Antikérper gegen dLBR als an die Protein A Sepharose gekoppelte
Komponente ein deutliches Signal bei 66.000 D, welches in der GréRe dem Lamin Dm0
entspricht (Abb. 26 B, Spur 1). In der Spur 1 der Abb. 26 C, in welcher ebenfalls Antiserum
LBR/gl an die Protein A Sepharose gekoppelt wurde, ist ein sehr schwaches Signal bei
66.000 D zu erkennen, was dem immunprazipitierten Lamin C entsprechen kdénnte. Die
Kontroll-lmmunprazipitation zeigt, dass das in vitro synthetisierte Lamin C unspezifisch an
die Sepharose bindet (Abb. 26 C, Spur 3). Dagegen bindet deutlich weniger in vitro
translatiertes Lamin Dm0 unspezifisch an die Sepharose (Abb. 26 B, Spur 3).
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Abb. 26: Immunprazipitationen der in vitro synthetisierten Proteine dLBR (AS 17-262), Lamin Dm0 und
Lamin C mit den an Protein A-Sepharose gekoppelten spezifischen Antikdrpern.

Die beiden potentiellen Bindungspartner wurden durch gekoppelte Transkription/Translation
synthetisiert (IVS: in vitro synthetisierte Proteine) und an Protein A Sepharose gekoppelten
Antikérpern gegen eines der Proteine immunprazipitiert (IP). Die Uberstande der Kontroll-
Immunprazipitationen (B, C Spur 2) sowie die immunprazipitierten Proteine einschlielllich ihrer
Bindungspartner (A, Spur 1 und 2; B, C Spur 1 und 3) wurden gelelektrophoretisch durch 10% SDS-
PAGE aufgetrennt und durch Fluorographie detektiert. Als Kontrolle wurden die in vitro synthetisierten
Proteine Lamin DmO und dLBR (A, Spur 3) aufgetragen.

A) Immunpréazipitation der in vitro translatierten Proteine Lamin Dm0/dLBR und Lamin C/dLBR

B) Immunprazipitation der in vitro translatierten Proteine Lamin Dm0/dLBR

C) Immunprazipitation der in vitro translatierten Proteine Lamin C/dLBR

Die immunprazipitierten Lamine sind mit einem Pfeil, der immunprazipitierte dLBR ist mit einem
Pfeilkopf gekennzeichnet.

Referenzproteine unterschiedlichen Molekulargewichts sind in kD angegeben.

11.1.7.4.2 In vivo Bindungsstudien

Um die potentiellen Interaktionen des dLBR mit den beiden Laminen von Drosophila
melaongaster (Lamin DmO; Lamin C) ndher zu charakterisieren und die Ergebnisse der in
vitro Translationsexperimente zu Uberprifen, wurden Immunprazipitationen mit zwei
unterschiedlichen Zelllinien von Drosophila melanogaster durchgefiihrt. Die beiden
untersuchten Zelllinien Schneider S2 und Kc167 unterscheiden sich hinsichtlich ihrer
Expression der Lamine, da sie aus Gewebe unterschiedlichen Entwicklungsstadien
stammen. Wie schon erwahnt, handelt es sich bei den Schneider S2 Zellen um embryonale
Zellen, die aus 0 - 22 h alten Embryonen gewonnen wurden. Die noch nicht differenzierten
Zellen exprimieren nur Lamin Dm0, da die Expression des Lamin C erst ab dem spaten 12.
Embryonalstadium von Drosophila melanogaster detektierbar ist. Die Transkription des
entwicklungsspezifisch regulierten A-Typ Lamins im spaten 12. Embryonalstadium korreliert
mit der Differenzierung der sich entwickelnden Gewebe. Zu diesem Zeitpunkt haben die
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meisten Zellen die mitotischen Teilungen eingestellt und arretieren in der G1 Phase. Die
Organanlagen beginnen sich zu entwickeln und sind histologisch nachweisbar. Die
Expression des Lamin C ist zunéchst nur im Hinterdarm und den Onozyten nachweisbar und
setzt sich in den sich spater differenzierenden Geweben wie dem Vorderdarm, den
posterioren Stigmata und der Epidermis fort. Im Gegensatz zu den sich differenzierenden
Geweben bleiben die Zellen des embryonalen zentralen Nervensystems, der Malphigischen
GefalRe sowie der ventralen Neuroblasten Lamin C negativ (Riemer et al., 1995). Die
Expression des Lamin C in Schneider S2 Zellen ist auf wenige Zellen (weniger als 1%)
beschrankt, daher ist davon auszugehen, dass es sich bei dieser Kulturzelllinie um
weitgehend undifferenzierte Zellen eines sehr frihen Entwicklungsstadium handelt. Im
Gegensatz zu dieser embryonalen Zelllinie stammen die Kc167 Zellen von differenzierten
Haematocyten ab, die eine Co-Expression beider Lamine (Lamin DmO und Lamin C)
aufweisen.

Die Immunprazipitationen wurden mit den beiden Antiseren gegen dLBR, LBR/gl und
LBR/mI, durchgefuhrt (Abb. 27). Um eine unspezifische Bindung der Proteine zu vermeiden,
wurden die mit Immunprazipitationspuffer aus Schneider S2 oder Kc167 Zellen extrahierten
Proteine vor der Immunprazipitation in einem Aliquot der Sepharose vorinkubiert und die
eventuell unspezifisch gebundenen Proteine durch Zentrifugation sedimentiert. Die an
Protein A-Sepharose gekoppelten Antikdrper wurden mit diesem Uberstand (13.000 g
Uberstand) inkubiert und dadurch der daran bindende dLBR einschlieRlich dessen
Bindungspartner co-immunprazipitiert. Die Proteine wurden durch 10% SDS-PAGE
gelelektrophoretisch aufgetrennt, auf Nitrocellulose transferiert und mit monoklonalen
(ADL67; Abb. 27 Spuren 1 und 2) und polyklonalen Antikérpern (Abb. 27 Spuren 3 und 4)
gegen Lamin DmO sowie monoklonalen (LC28; Abb. 27 Spuren 5 und 6) Antikdrpern gegen
Lamin C inkubiert. Zur Kontrolle wurden die Immunprazipitationen mit Ansatzen ohne
Antikoérper durchgefihrt (Abb. 27 Spuren 7 und 8).

Mit beiden Zellextrakten aus Schneider S2 Zellen (S2) und Kc167 Zellen (Kc) kann Lamin
Dm0 immunpréazipitiert werden (Abb. 27 Spuren 1, 2, 3, 4). Eine Immunprazipitation des
Lamin C mit Zellextrakten aus Kc167 Zellen kann jedoch nicht nachgewiesen werden (Abb.
27 Spur 6). Dies bestatigt die Vermutung, dass aus den in vitro Translationsansatzen co-
immunprazipitiertes Lamin C auf unspezifische Bindungen des Lamins zuriickzufiihren ist.
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Abb. 27: Co-Immunprazipitation der Lamine Dm0 und LC mit dLBR.

Die 13.000 g Uberstande (Triton/NaCl-Extraktion) der Drosophila Zelllinien Schneider S2 (S2) und
Kc167 (Kc) wurden mit dem an Protein A Sepharose gekoppelten Antikérpern LBR/gl (Spuren 1, 2, 5,
6) oder LBR/ml (Spuren 3 und 4) inkubiert. Zur Kontrolle wurden Immunprazipitationen ohne
Antikoérper durchgefuhrt (Kontrolle, Spuren 7, 8). Die immunprazipitierten Proteine wurden durch 10%
SDS-PAGE aufgetrennt, auf Nitrocellulose transferiert und die Immunblots mit monoklonalen (Spuren
1, 2, 7, 8) und polyklonalen Antikérpern gegen Lamin Dm0 (Spuren 3 und 4) und monoklonalen
Antikdrpern gegen Lamin C durchgefuhrt (Spuren 5 und 6). Die Position des Lamin DmO ist mit einem
Pfeil markiert, die Position der schweren Ketten (HC) der Immunglobuline ist mit einem Pfeilkopf
markiert. Die Positionen der Referenzproteine sind in kD angegeben.

Durch diese Bindungsstudien konnte nachgewiesen werden, dass Lamin DmO, nicht aber
Lamin C in den eingesetzten Zellextrakten mit dem dLBR in I8slichen Proteinkomplexen
vorliegt. Ebenso konnte nachgewiesen werden, dass die aminoterminale Region des dLBR
fur die Interaktion mit Lamin DmO in vitro ausreichend ist.

1.8  Untersuchung der Sterol C14 Reduktase Aktivitat des dLBR

Die carboxyterminale Domane des Lamin B Rezeptor der Vertebraten weist eine starke
strukturelle Ahnlichkeit zu den Mitgliedern der Sterol Reduktase Multigen-Familie auf
(Holmer et al., 1998), eine besonders starke Ahnlichkeit (42% identische Aminoséauren)
wurde zwischen dem LBR des Menschen und der der Sterol C14 Reduktase der Backerhefe
Saccharomyces cerevisiae gefunden. Neben dieser strukturellen Ahnlichkeit konnte
nachgewiesen werden, dass der LBR die Fahigkeit besitzt, den enzymatischen Defekt der
Sterol C14 Reduktase des defizienten Hefestammes erg24 zu kompensieren (Silve et al.,
1998).
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Sterole beeinflussen als Mitglieder der Gruppe der Steroide und Hauptkomponenten von
eukaryotischen zellularen Membranen deren Fluiditdt und Permeabilitdt. In Vertebraten ist
das Cholesterol als wichtigstes Sterol ein strukturelles Element der Membranen und dient als
Vorstufe vieler an Signaltransduktionen beteiligter Stoffe, einschlieRlich Steroidhormone, wie
Progesteron, Testosteron, Ostradiol und Cholesterol. Studien haben gezeigt, dass
Cholesterol auch an der kovalenten Modifikation von Hedgehog-Proteinen beteiligt ist und
somit regulatorische Funktionen in der rdumlichen Musterbildung wahrend der
Embryogenese von Vertebraten und Invertebraten aufweist (Farese und Herz, 1998; Roux et
al., 2000).

In Invertebraten wird Cholesterol hauptsachlich fir die Synthese von Ecdysonen in Insekten
und Signalmolekiilen wahrend spezifischer Entwicklungsstadien in Nematoden verwendet.
Wahrend Vertebraten Uber die Fahigkeit verfligen, Cholesterol in der Sterolbiosynthese
ausgehend von Acteyl Coenzym A de novo zu synthetisieren (Abb. 28), fehlen in
Invertebraten viele Enzyme dieses Stoffwechselweges. Sie sind nicht in der Lage,
Cholesterol zu synthetisieren und miissen es mit der Nahrung aufnehmen (Ubersicht in
Rawson, 2003 und Kurzchalia und Ward, 2003).

A ale

Hydreoymnathy kylutary-CoA
¥ 1
Mewalonate

Scuealens

‘1"‘]_< e
o .
oo Langs grol o Dirdrolanasterol

+
¥
+

] 2
g&ﬁﬁ s
3[9 -Chalastanal ,(.

Zy'no terol

e

B-Duhydracholasterol

g»?ﬁ‘“:@’*?

Chelesta-7 24-dien-3f-ol Lathoss Dr:)l

+ 4 /
Ue* wdrodesmastanol 7-Dehydrocholestarsl ———— Vitamin O

+F +5

L
Y I 8
ﬁ_ i =
et : . o
Dpsrmnsieral e :
Chaolastaral
'y
Bile Acids Steroid Hofmones

Abb. 28: Schematische Darstellung der Cholesterol Biosynthese (Battaile und Steiner, 2000)

Die dargestellten Reaktionen werden durch folgende Enzyme katalysiert 1= HMG-CoA Reduktase; 2=
3B-hydroxysteroid-D24-Reduktase; 3= 3B-hydroxysteroid-D7, D8-Reduktase; 4= 3[3-hydroxysteroid-
D5-Desaturase; 5= 33-hydroxysteroid-D7-Reduktase
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Trotz der Unfahigkeit, Cholesterol de novo zu synthetisierten, zeigte die Suche mit der
Sequenz der endogenen Sterol C14 Reduktase von Saccharomyces cerevisiae (ERG24,
Accession Nummer: M99419) in der Gendatenbank von Drosophila melanogaster (Flybase:
http://flybase.bio.indiana.edu/) eine hohe Ubereinstimmung der Sterol C14 Reduktase mit
dem Lamin B Rezeptor von Drosophila (score: 177, 1.5e™"°). Die carboxyterminale Domane
des dLBR (Aminosduren 301 — 741) weist eine Identitat von 17% mit der Sterol C14
Reduktase ERG24 auf. Da in Drosophila viele der am Sterolbiosyntheseweg beteiligten
Enzyme oberhalb der Squalene Synthase fehlen, stellt sich nun die interessante Frage, ob
der Lamin B Rezeptor Uber eine Sterol C14 Reduktase Aktivitat, wie sie fir den LBR des
Menschen nachgewiesen werden konnte (Slive et al., 1998), verfugt.

Fir die Analyse der Sterol C14 Reduktase Aktivitat des dLBR wurde der Hefestamm erg24
verwendet, der sich durch einen Defekt in der Sterolbiosynthese auszeichnet. Die Klonierung
der dLBR cDNA in einen Hefe Expressionsvektor und die Transformation der Hefezellen
fuhrte Daniela Weber unter meiner Anleitung durch.

Der Saccharomyces cerevisiae Hefestamm erg24

Der Hefestamm erg24 der Backerhefe Saccharomyces cerevisiae zeichnet sich durch einen
Defekt in der Sterolbiosynthese aus. In der Sterolbiosynthese der Hefe wird, ausgehend von
Acetyl-Coenzym A, in mehreren Schritten, die durch verschiedene Enzyme katalysiert
werden, das Intermediat Ergosterol gebildet (Abb. 29). Die Synthese des Ergosterol erfolgt
durch Reduktion des Zwischenproduktes 4,4-dimethylcholesta-8,14,24-trienol (lgnosterol),
katalysiert durch die Sterol C 14 Reduktase zu 4,4-dimethylcholesta-8,24-dienol (Ergosterol).
Der mutante Hefestamm erg24 ist durch einen Defekt des Gens ERG24 charakterisiert, das
fur die Sterol C14 Reduktase kodiert (Crowley et al., 1996). Dieser Hefestamm zeichnet sich
neben dem enzymatischen Defekt durch eine starke Beeintrdchtigung des aeroben
Wachstums, einer Uracil-Defizienz und der Hypersensibilitdt gegentber Cycloheximid aus.
Der Hefestamm erg24 sowie die zur Kontrolle eingesetzten folgenden Vektoren wurden mir
freundlicherweise von Dr. Martin Bard, Universitat Indianopolis, USA bzw. Dr. Kathrin
Schrick, Universitat Tibingen, zur Verfligung gestellt:

pYX212-ERG24, der die cDNA des Gens ERG24, welches fiir die Sterol C14 Reduktase von
Saccharomyces cerevisiae kodiert, enthalt.

pYX212-FACKEL, der die cDNA des Gens FACKEL, welches fur die Sterol C14 Reduktase
der Brassicaceae Arabidopsis thaliana kodiert, enthalt.

pYX212-control, der die cDNA eines 900 Basenpaar langes Kontrollgens ohne enzymatische
Aktivitat enthalt.

Die Vektoren pYX212-ERG24 und pYX212-FACKEL wurden als positive Kontrollen

eingesetzt, da sie die Defizienzen des erg24 Hefestammes komplementieren kdénnen. Als
negative Kontrolle wurde der pYX212-control Vektor eingesetzt.
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Abb. 29: Ergosterol Biosyntheseweg von Saccharomyces cerevisiae (Lees et al., 1999)

l.1.8.1 Expression des dLBR in Saccharomyces cerevisiae

Zur Analyse der Sterol C14 Reduktase Aktivitdt des dLBR wurde die komplette kodierende
Region der cDNA (Nukleotide 1 — 2222) durch PCR amplifiziert und in den Hefe-
Expressionsvektor pYX212 kloniert. Mit Hilfe dieses Expressionsvektors kénnen Proteine in
der Backerhefe Saccharomyces cerevisiae exprimiert werden. Die Expressionsvektoren der
Hefe besitzen neben den Charakteristiken zur bakteriellen Expression (f1 ori und ColE1ori,
Antibiotika-Resistenzen) zusatzliche Selektionsmarker, wodurch Auxotrophien in defizienten
Hefestammen komplementiert werden kénnen. Der im Rahmen dieser Arbeit verwendete
Expressionsvektor pYX212 ist durch einen URA3 Selektionsmarker ausgezeichnet. Die
Transformation des rekombinanten dLBR in Hefezellen des Stamms erg24 wurde nach der
Standardmethode von Gietz und Woods (Gietz et al., 1992) durchgefuhrt.

Um die Expression des dLBR in Hefezellen zu Uberprifen, wurden Proteinextrakte im
Immunblot analysiert.

Der rekombinante pYX212-dLBR Vektor sowie die Kontrollvektoren (pYX212 -ERG24; -
control) wurden durch Transformation in Hefezellen des Stammes erg24 eingeschleust und
in YPAD-Medium kultiviert. Proteinextrakte der verschiedenen transformierten Hefestdmme
wurden durch 10% SDS-PAGE gelelektrophoretisch aufgetrennt, auf Nitrocellulose
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transferiert und im Immunblot mit den Antiseren LBR/gl+ll inkubiert. Zur Kontrolle der
Expression des dLBR wurden Drosophila Schneider S2 Kulturzellen verwendet.

Wie aus der Abbildung 30 deutlich wird, wird der dLBR in den mit pYX212-dLBR
transformierten Hefezellen (Abb. 30 Spur 2) und in den als Kontrolle aufgetragenen
Schneider S2 (Abb. 30 Spur 1) Zellen exprimiert. Der Antikdrper erkennt in beiden Spuren
ein Protein der molekularen Masse von ca. 66.000 Da, welches der Expression des dLBR
entspricht. Die Expression des dLBR in den Hefezellen ist auch durch das typische
Laufverhalten des Proteins charakterisiert, was durch die Proteinaggregate in den als
Kontrolle aufgetragenen Schneider S2 Zellen und in den Proteinextrakten der mit pYX212-
dLBR transformierten Hefezellen im Bereich oberhalb der Referenzproteine nachzuweisen
ist. Bei den Proteinproben der mit pYX212-ERG24 (Abb. 30 Spur 3) und pYX212-control
(Abb. 30 Spur 4) transformierten Hefezellen kann keine fir den dLBR spezifische Bande
detektiert werden. Jedoch zeigt die Abbildung in allen Proteinproben, die aus transformierten
Hefezellen isoliert wurden, ein starkes Signal bei 29.000 D (Abb. 30 Spuren 2 —4). Im Serum
der mit dLBR immunisierten Meerschweinchen scheinen noch Antikdrper vorhanden zu sein,
die unspezifisch mit Hefeproteinen reagieren.

& &

\3) Q9 0&"‘ Abb. 30: Expression des dLBR in transformierten erg24

NN 25N Hefezellen.

WV KV RV .
,\/e;_\g, _\:1, _\g, Der Hefestamm erg24 wurde mit den Vektoren pYX212-dLBR
PR ,5\ 5\ (Spur 2), pYX212-ERG24 (Spur 3) und pYX212-control (Spur 4)
transformiert und die Gesamtproteine der transformierten
— %qg Hefezellen durch 10% SDS-PAGE aufgetrennt, auf Nitrocellulose
—_ g7 transferiert und der Immunblot mit den polyklonalen Antikérpern
> — — 66 dLBR/gl-Il inkubiert. Als Kontrolle wurden Drosophila Schneider
S2 Kulturzellen eingesetzt (Spur 1). Die Position des dLBR ist
— 45 durch einen Pfeil markiert.

—— Referenzproteine unterschiedlichen Molekulargewichts sind in kD

1 2 3 4 angegeben.

Die Lokalisation des dLBR in den transformierten Hefezellen durch indirekte
Immunfluoreszenzmikroskopie ergab keine verwertbaren Daten, da die dLBR Antikdrper mit
einem Hefeprotein von 29.000 D reagierten (Daten nicht gezeigt).
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1.1.8.2 Gaschromatographisch-massenspektrometrische Analyse der von
transformierten erg24 Hefezellen synthetisierten Sterole

Die Kultivierung des mit dLBR ftransformierten Hefestammes unter verschiedenen
Wachstumsbedingungen liel3 vermuten, dass der dLBR keine Sterol C14 Reduktase Aktivitat
aufweist (Weber, 2003). Zur eindeutigen Charakterisierung der enzymatischen Aktivitat des
dLBR auf biochemischem Weg wurden die produzierten Sterole der transformierten
Saccharomyces cerevisiae Zellen durch gaschromatographisch-massenspektrometrische
Analyse identifiziert. Die defizienten erg24 Hefezellen synthetisieren anstatt von Ergosterol
als Hauptendprodukt des Sterolbiosyntheseweges das Intermediat Ignosterol, da die
Biosynthese durch das Fehlen des Enzyms Sterol C14 Reduktase unterbrochen wird.
Hefezellen, die durch Transformation des Arabidopsis Gens FACKEL bzw. des Gens ERG24
den enzymatischen Defekt der Mutante komplementieren kénnen, erlangen wieder die
Fahigkeit, Ergosterol zu synthetisieren, wahrend Hefezellen, die nur mit dem leeren Vektor
pYX212-control transformiert wurden, Ignosterol akkumulieren.

Die mit den Vektoren pYX212 -ERG24; -FACKEL; -dLBR und -control transformierten
Hefezellen wurden, wie unter V.2.6.1 beschrieben, mit methanolischer KOH Ldsung verseift
und die Sterole mit n-Hexan extrahiert. Die konzentrierte Lésung wurde am GC/MS-Gerat in
der Arbeitsgruppe von Prof. Schreier am Lehrstuhl flir Pharmazie und Lebensmittelchemie
(Universitat Wurzburg) analysiert. Dabei durchlief das Gerat das in V.2.6.2 beschriebene
Programm. FUr jeden transformierten Hefestamm wurden ein Gaschromatogramm sowie
mehrere Massenspektren erstellt. Im Gaschromatogramm werden die getrennten
Einzelsubstanzen des analysierten Gemisches aufgefiihrt, wobei die x-Achse die Zeit (in
min) mit der die einzelnen Komponenten das Ende der Saule erreichen, und die y-Achse die
relative Konzentration der einzelnen Komponenten beschreibt. Die Massenspektren stellen
die Fragmentationen der gaschromatographisch aufgetrennten einzelnen Komponenten dar.
Auf der x-Achse wird das Verhaltnis von Masse zu Ladung und auf der y-Achse die relative
Intensitat der Fragmente dargestellt. Als Kontrolle wurden fir das synthetisch erzeugte
Ergosterol ebenfalls ein Gaschromatogramm sowie ein Massenspektrum erstellt (Abb. 31 A).
Da jedes Sterol ein bestimmtes Fragmentierungsmuster bei der lonisierung im
Massenspektrometer erzeugt, wurden durch Vergleich mit einem MS Spektrum einer
Spektrenbibliothek die Sterole identifiziert, die von den transformierten Saccharomyces
cerevisiae Zellen produziert wurden (Abb. 31).

Die GC/MS Analysen zeigen, dass durch die Transformation der mutanten erg24 Hefezellen
mit den Genen ERG24 oder FACKEL, die fir die endogenen Sterol C14 Reduktasen von
Saccharomyces cerevisiae und Arabidopsis thaliana kodieren, die Defizienz komplementiert
werden kann und die Zellen erwartungsgemafl wieder Ergosterol synthetisieren (Abb. 31 C,
D), wahrend die mit pYX212-control transformierten Hefezellen Ignosterol produzieren (Abb.
31 E). Die Expression des dLBR in den transformierten erg24 Hefezellen kann den
enzymatischen Defekt allerdings nicht komplementieren, die Analyse des Massenspektrums
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zeigt das fur das Intermediat Ignosterol typische Spektrum (Abb. 31 B, F). Der Lamin B

Rezeptor weist somit keine enzymatische Aktivitat einer Sterol C14 Reduktase auf.
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transformierten Hefezellen wurden fir 24 h in YPAD Medium kultiviert und die Sterole mit n-Hexan
extrahiert. Die Produktion der Sterole Ergosterol oder Ignosterol wurde massenspektrometrisch
analysiert und mit den Spektren von Ergosterol (A) und Ignosterol (B) einer MS-Spektrenbibliothek

verglichen.
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.1.9 Molekulare und phanotypische Charakterisierung der PZ-
Insertionslinie 11341

Um die biologische Relevanz des Lamin B Rezeptor von Drosophila melanogaster
analysieren zu kénnen, sollte nach Phanotypen gesucht werden, die auf Mutationen des den
dLBR kodierenden Gens CG17952 zurickzufihren sind. Fir diese Analysen kann die
Insertion von transposablen Elementen genutzt werden. Diese Elemente kénnen durch die
Integration in einer bestimmten genomischen Region zu Mutationen fiihren.

Es wurde deshalb in der Drosophila melanogaster BDGP (Berkeley Drosophila Genome
Project) Datenbank nach Transposons gesucht, die in der Nadhe der genomischen Region
von 2R 57F liegen. Mit der Insertionslinie 11341 wurde ein solches transposables Element
gefunden. Die P-Element Insertion P{PZ}I(2)03605%%% ist auf dem rechten Arm des 2.
Chromosoms in der Region 57F8 -10 lokalisiert und befindet sich 990 Basenpaare in 5" — 3’
Orientierung vor dem Translationsstart des Genes CG17952, welches fur den dLBR kodiert.
Die PZ-Insertionslinie 11341 wurde durch das Bloomington Drosophila Stamm-Zentrum in
Indiana zur Verfigung gestellt.

1.1.9.1 Molekulare Charakterisierung der PZ-Insertionslinie 11341

Die Lokalisation des integrierten PZ-Elementes im Genom der PZ-Insertionslinie 11341
wurde mit den fir das PZ-Element spezifischen Primerpaaren Pry2/Pry1 und Plac4/Plac
durch inverse PCR Uuberprift. Um den genauen Insertionsort zu bestimmen, wurden mit dem
fir das PZ-Element spezifischen Primern verschiedene PCR-Produkte von 400, 500, 550
und 600 Basenpaaren amplifiziert. Die Fragmente wurden gelelektrophoretisch aufgetrennt,
isoliert und anschlieflend sequenziert. Durch die Sequenzierung konnte ein Teilbereich der
an das PZ-Element angrenzenden Region im Bereich 29748 — 29877 ermittelt werden. Die
Lage des PZ-Elementes konnte auf einen Bereich von ca. 1070 Basenpaaren vor dem
Translationsstart des dLBR eingegrenzt werden, der genaue Insertionsort konnte nicht
ermittelt werden. Da der fir die Sequenzierung verwendete Primer bereits in der terminalen
Region des PZ-Elementes bindet, ist anzunehmen, dass die direkt angrenzende genomische
Region nicht sequenziert werden konnte, so dass die Insertion auf die vorhergesagte Region
von ca. 990 Basenpaaren vor dem Translationsstart des dLBR korrigiert werden und die
Lokalisation des Insertionsortes des PZ-Elementes bestéatigt werden kann. Durch die P-
Element Analyse konnte ich auflerdem nachweisen, dass die Drosophila Insertionslinie
11341 kein weiteres P-Element enthielt.
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Abb. 32: Genomische Region des den dLBR kodierenden Gens CG17952 mit dem Insertionsort des
P{PZ}I(2)03605°*°*° Elementes der Linie 11341. Das PZ-Element liegt in 5° — 3’ Orientierung zum
Gen CG17952 und ist ca. 990 Basenpaare von dessen Translationsstart entfernt.

1.1.9.2 Phanotypische Charakterisierung der PZ-Insertionslinie 11341

Etablierung eines Green Fluorescent Protein (GFP) Balancer Stammes
(P{PZ}1(2)03605°%°5/Cy0-GFP) und Analyse der homozygoten Embryonen und Larven

Die PZ-Insertionslinie 11341 zeichnet sich durch folgenden Genotyp aus:

cn[1] P{ry[+t7.2]=PZ}|(2)03605[03605]/CyO; ry[506]

und ist im Vergleich zum Wildtyp rezessiv lethal. Die homozygoten Tiere sterben wahrend
des Puppenstadiums. Zur naheren Charakterisierung der heterozygoten und homozygoten
Fliegen wurde durch die Kreuzung der PZ-Insertionslinie 11341 mit dem Stamm BL-5702 ein
heterozygoter, Uber CyO-GFP balancierter Stamm etabliert, der ebenfalls die P-Element
Insertion P{PZ}I(2)03605°*°*° aufweist (Abb. 33 Kreuzungsschema).

Die Einkreuzung des Balancers CyO-GFP hat den Vorteil, dass die in Bezug auf die P-
Element Insertion homozygoten Larven von den heterozygoten Tieren unterschieden werden
kénnen. Die Nachkommen des P{PZ}I(2)03605%°%°/CyO-GFP Stammes bestehen aus 2/3
heterozygoter Tiere des Genotyps P{PZ}I(2)03605°°°°/CyO-GFP und zu 1/3 aus Tieren, die
homozygot beziiglich des P-Elementes sind (P{PZ}I(2)03605%% / P{PZ}I(2)03605%°%). Die
homozygoten Embryonen und Larven sind somit die einzigen Tiere, die keine GFP-
Fluoreszenz aufweisen und koénnen bereits im Alter von 10 - 12 Stunden unter dem
Fluoreszenzmikroskop unterschieden werden.

In den Embryonalstadien und 1. Larvalstadium wird das Green Fluorescent Protein (GFP) in
den heterozygoten Tieren im Bereich der Speicheldrisen und der glatten Muskulatur des
Mitteldarms exprimiert, wahrend in der weiteren larvalen Entwicklung neben der starken
Fluoreszenz des Mitteldarms auch eine schwache Fluoreszenz im Bereich der
Imaginalscheiben, des Gehirns, des Fettkdrpers und des Darms sichtbar ist.
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Kreuzung der PZ-Insertionslinie 11341 mit dem CyO-GFP Balancerstamm BL-5702

+ Pz ry X + __Sco  * P-Generation
+ CyO ry — CyO-GFP +

+ Pz ry + Pz ry + Pz ry F1-Generation
+/— sco + +/— CyO-GFP + +/— CyO +

Isolierung und Kreuzung der CyO-balancierten F1-Generation untereinander:

+ _Pz 1y X + __ Pz ry
+ CyO-GFP + — CyO-GFP +

Abb. 33: Kreuzungsschema der PZ-Insertionslinie 11341 mit einem Uber CyO-GFP balancierten
Stamm BL-5702. Pz: P-Element Insertion P{PZ}|(2)03605%°*; +: wildtypisch; ry: rosy; CyO: Curly of
Oster; CyO-GFP: Curly of Oster-GFP; —: Wildtypisches Y-Chromosom; Sco: Scotoid; (letale
Kombinationen nicht angezeigt)

Analyse der homozygoten Tiere der PZ-Insertionslinie P{PZ}|(2)03605°*¢*° /CyO-GFP

Die P-Element Insertion P{PZ}I(2)03605%%% ist homozygot lethal. Um den Zeitpunkt der
Lethalitat naher bestimmen zu kénnen, wurden die homozygoten Embryonen und Larven
des aus der Kreuzung etablierten Stammes, P{PZ}|(2)03605%°%% /CyO-GFP isoliert. Die
Trennung der homo- und heterozygoten Embryonen und Larven erfolgte durch die Detektion
der CyO-GFP balancierten heterozygoten Tieren unter dem Fluoreszenzmikroskop. Die
homozygoten, GFP-negativen Tiere wurden isoliert und deren Entwicklung untersucht.

Die homozygoten Embryonen und Larven weisen bis zum 3. Larvalstadium keine
phanotypischen Veranderungen im Vergleich zu den heterozygoten Tieren bezlglich der
Dauer der Embryogenese und der Larvalentwicklung auf. Ebenso weisen die homozygoten
Tiere keine sichtbaren Abnormalititen bis zum Ende des Puppenstadiums auf. Die
Entwicklung der meisten Tiere arretiert innerhalb des 96 h andauernden Puppenstadiums,
nur wenige entwickeln sich bis zur adulten Fliege, sterben jedoch noch innerhalb der
Puppenhille. Zur phanotypischen Analyse wurden die homozygoten Fliegen aus der
Puppenhille prapariert und fir die rasterelektronenmikroskopische Analyse vorbereitet.
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Phanotypische Charakterisierung der homozygoten Tiere der PZ-Insertionslinie
P{PZ}1(2)03605°*¢° /|CyO-GFP

Fir die rasterelektronenmikroskopische Analyse der homozygoten Tiere des
P{PZ}I(2)03605%%%° /CyO-GFP Stammes wurden die am Ende des Puppenstadiums
arretierten Fliegen aus der Puppenhllle prapariert. Als Kontrolle wurden adulte Tiere des
Stammes ,WT-Berlin“, verwendet. Die Tiere wurden mit 6,25% Glutaraldehyd fixiert,
entwassert und kritisch Punkt getrocknet. Nach der Fixierung wurden sie mit Platin/Palladium
bedampft und im Rasterelektronenmikroskop (REM) untersucht (Abb. 34).

Beim Vergleich der homozygoten Tiere des P{PZ}I(2)03605%°% /CyO-GFP Stammes (Abb.
34 A - E, A - E”) mit wildtypischen Fliegen (Abb. 34 A - E) werden sofort die
phanotypischen Abnormalitaten sichtbar. Die homozygoten P-Element Fliegen zeigen einen
deutlich verkiirzten Thorax. Auch das Abdomen scheint verkiirzt zu sein, die Proportionen
sind im Vergleich zum Wildtyp verandert (Abb. 34 A’, A”, B, B”). Besonders aufféllig sind die
im Vergleich zum Wildtyp veranderten Augen (Abb. 34 C’, C”, D’, D”, E’, E”).

Die Facettenaugen von Drosophila melanogaster bestehen bei wildtypischen Fliegen aus ca.
750 hexagonal angeordneten Ommatidien. Jedes Ommatidium setzt sich der Cornea und
der Retina aus acht Photorezeptoren und zwdlf akzessorischen Pigmentzellen zusammen.
Die Photorezeptoren R1 bis R6 sind ringférmig um zwei zentrale Rezeptoren (R7 und R8)
angeordnet. Die lichtempfindlichen Rhabdomere der Photorezeptoren sind miteinander zu
einem gemeinsamen Rhabdom verschmolzen. Oberhalb der Photorezeptoren ist der sich
aus 4 Semperzellen zusammensetzende Kristallkegel, der von zwei primaren und mehreren
sekundaren Pigmentzellen umgeben ist. Zwischen den Ommatidien sind schmale,
mechanosensorische Borsten angeordnet, deren sensorische Axone direkt ins Gehirn der
Fliege fihren (Chanut et al., 2001; Polaczyk et al., 1998).

Die homozygoten Tiere weisen eine starke Reduktion der Anzahl der Ommatidien und eine
rauhe Oberflache (,rough eye“ Phanotyp) auf (Abb. 34 C’, C”, D’, D”, E’, E”). Besonders
auffallig ist die unregelmallige Anordnung der Ommatidien und der mechanosensorischen
Borsten, die zwischen vielen Ommatidien fehlen (Abb. 34 E’, E”). Dieser Phanotyp, der auch
als ,rough eye“ Phanotyp bezeichnet wird, wird durch eine Vielzahl von Mutationen von
Genen, die an der komplexen Entwicklung des Facettenauges von Drosophila melanogaster
beteiligt sind, verursacht (Chanut et al., 2001; Polaczyk et al., 1998).
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WT-Berlin

PZ-Insertionslinie P(PZ)1(2)03605%3605/CyO-GFP

Abb. 34: Rasterelektronenmikroskopische Aufnahmen adulter Tiere der Stamme ,WT-Berlin“ (A - E)
und ,,P{PZ}I(2)0360503605 /CyO-GFP“ (A’ — E’, A” — E”) von Drosophila melanogaster.
Eichstriche A-D”: 100 um; E-E’; 20 ym
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Um zu klaren, ob die Insertion des PZ-Elementes 990 Basenpaare vor dem Translationsstart
des Gens CG17952 in einer Verringerung dessen Genproduktes in den homozygoten Larven
resultiert, wurden Gesamtproteinextrakte des 3. Larvalstadiums heterozygoter und
homozygoter Tiere im Immunblot analysiert (Abb. 35). Die homozygoten Tiere wurden zuvor
unter dem Fluoreszenzmikroskop von den heterozygoten Larven isoliert. Die Gesamtproteine
der homozygoten (+/+) und heterozygoten (+/-) Larven wurden in proportionalen Mengen
aufgetragen. Die Detektion des dLBR erfolgte mit den polyklonalen Antikérpern LBR/gI+lI
(Abb. 35 A). Zur Kontrolle wurde die Nitrozellulose mit den monoklonalen Antikérpern ADL
67 gegen Lamin DmO inkubiert (Abb. 35 B).

Die Expression des dLBR scheint durch die Insertion des PZ-Elementes nicht beeinflusst zu
werden (Abb. 35). Es ist keine nachweisbare Reduktion der Expression des dLBR in den
homozygoten Larven (Abb. 35 A, Spuren 3 und 4) im Vergleich zu den heterozygoten Tieren
(Abb. 35 Spuren 1 und 2) feststellbar. Die in den Immunblots erkennbaren Banden ober- und
unterhalb von 66.000 D sind auf die Homogenisierung der Larven sowie die Hitzebehandlung
der Proteinproben vor der Auftrennung durch die SDS-PAGE und auf die Degradation des
dLBR zurlckzufiihren. Die Lethalitat und die phanotypischen Veradnderungen der
homozygoten Tiere kénnen somit nicht eindeutig auf einen direkten Einfluss der Insertion
des PZ-Elements auf die Expression des dLBR zurtickgefuhrt werden.

+/- +[- +]/+ +/+
Abb. 35: Expression des dLBR (A) und des Lamin Dm0 (B)

o Te :21?2 wahrend des 3. Larvalstadiums in heterozygoten (+/-) und
— Q7 homozygoten  (+/+) Tieren des P-Element Stammes
B — 66 P{PZ}1(2)03605”°" /CyO-GEP von Drosophila melanogaster.
- e R Homozygote (+/+) und heterozygote (+/-) Tiere des 3.
A anll - Larvalstadiums wurden unter dem Fluoreszenzmikroskop isoliert
— 205 und in SDS-Probenpuffer homogenisiert. Die larvalen Gesamt-
- 116 Proteine wurden gelelektrophoretisch durch 10% SDS-PAGE
M — — gg aufgetrennt, auf Nitrocellulose transferiert und mit den

polyklonalen Antikérpern LBR/gl+gll (A) und den monoklonalen
— 45 Antikdrpern ADL 67 gegen Lamin DmO (B) im Immunblot

inkubiert.
B1 2 3 4 Referenzproteine unterschiedlichen Molekulargewichts sind in kD
angegeben.

Da die phénotypischen Manifestationen des P-Element Stammes P{PZ}I(2)03605%¢% /CyO-
GFP nicht eindeutig auf eine veranderte Expression des dLBR zurlckgeflhrt werden
kdnnen, sollte die biologischen Relevanz des Lamin B Rezeptor von Drosophila
melanogaster durch Depletion des dLBR in Kulturzellen und wahrend der Embryogenese
von Drosophila durch RNA Interference untersucht werden.
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l.1.10 Reduktion der Expression von dLBR, Lamin Dm0, Lamin C und
Otefin durch RNA Interference (RNAI)

Zur Untersuchung der Funktionen und Interaktionen des dLBR in vivo sollte die Genfunktion
in Drosophila Kulturzellen und Embryonen durch das Einschleusen doppelstranginger RNA
(dsRNA) durch RNA Interference inhibiert werden.

Durch die Immunprazipitationen konnte ich eine direkte Interaktion des dLBR mit Lamin Dm0
nachweisen. Um die Auswirkung der Veranderung der Expression des Lamin DmO auf die
Lokalisation des dLBR zu untersuchen, sollte in parallelen Ansatzen ebenfalls die Expression
der endogenen Lamine von Drosophila melanogaster in Kulturzellen und im Embryo durch
RNAI reduziert werden.

Eine direkte Interaktion des dLBR mit Lamin C konnte durch die Immunprazipitation mit
Proteinextrakten aus Drosophila Kc167 Zellen nicht belegt werden. Um die Auswirkungen
der Reduktion des Lamin C auf die Integritdt der Lamina und auf die Lokalisation der
integralen Kernmembranproteine zu untersuchen, sollte ebenfalls dessen Expression durch
RNAI reduziert werden.

Die Synthese doppelstrangiger Ribonukleinsduren sowie deren Einsatz in der Zellkultur von
Drosophila melanogaster basiert auf der Methode von Clemens et al., 2000. Verschiedene
cDNA-Fragmente, deren Expression durch RNA Interference inhibiert werden sollte, wurden
durch PCR amplifiziert und in den pCR®II-TOPO Vektor kloniert. Die zur Synthese
verwendeten Primer setzen sich aus der Bindungsstelle der T7-Polymerase und der
spezifischen kodierenden Sequenz zusammen (V1.2 Anhang). Die cDNA-Fragmente wurden
durch Restriktion isoliert und fiir die modifizierte Transkription mit dem MEGAscriptTM High
Yield Transcription Kit der Firma Ambion eingesetzt. Die prazipitierten und gereinigten
einzelstangigen RNA-Molekile wurden hybridisiert und die doppelstrangige RNA direkt fur
die Transfektion von Kulturzellen verwendet. Im Rahmen dieser Arbeit wurden zur
Transfektion folgende Drosophila Kulturzelllinien eingesetzt:

Drosophila Schneider S2 Zellen
Drosophila Schneider S2R+ Zellen
Drosophila Kc167 Zellen

Die Kulturzelllinien unterscheiden sich hinsichtlich ihrer Expression der Lamine. Wie bereits
erwahnt, exprimieren die embryonalen Schneider S2 und S2 R+ nur Lamin Dm0, wahrend in
der differenzierten Zelllinie Kc167 die Expression beider Lamine, Lamin Dm0 und Lamin C,

nachweisbar ist.

In allen Experimenten wurden die Kulturzellen entsprechend den Angaben mit dsRNA
transfiziert. Als Kontrolle wurden Kulturzellen mit dem identischen Volumen Kulturmedium
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versetzt und unter gleichen Bedingungen kultiviert. Die Reduktion der Expression wurde
immunfluoreszenzmikroskopisch und biochemisch im Immunblot mit spezifischen
Antikérpern analysiert. Zur phanotypischen Analyse wurde die Morphologie der Zellen und
die Verteilung der integralen und assoziierten Membranproteine dLBR, Otefin, Lamin DmO,
Lamin C und des Fibrillarin, ein Protein der dichten fibrillaren Komponente des Nukleolus,
sowie die Verteilung der Kernporen durch die Lokalisation des Nukleoporin,
immunfluoreszenzmikroskopisch untersucht. Die Analyse der transfizierten Zellen erfolgte
nach 24, 48, 72, 96, und 120 Stunden (Zeitpunkt der Transfektion = Oh)

1.1.10.1 Reduktion der Expression des dLBR in Drosophila Schneider S2,
Schneider S2R+ und Kc167 Kulturzellen

Die immunfluoreszenzmikroskopischen Untersuchungen zeigen in allen mit dLBR dsRNA
transfizierten Zelllinien (Abb. 36) nach 24 Stunden eine signifikant schwachere
Antikdrperfarbung (Abb. 36 A). Nach 48, 72 und 96 Stunden kann in 90 - 95% der Kc167
(Abb. 36 Kc167 cells) und Schneider S2 (Abb. 36 Schneider S2 cells) sowie in 70 - 75% der
S2R+ Zellen (Abb. 36 Schneider S2R+ cells) keine oder nur eine sehr schwache Farbung
des dLBR mit den Antiseren LBR/gl+Il nachgewiesen werden (Abb. 36 B - D). Die Anzahl der
schwach gefarbten Zellen verringert sich in den Schneider S2 Zellen innerhalb des
Zeitraums von 120 und 144 Stunden, so dass nach 120 h die meisten transfizierten Zellen in
der Immunfluoreszenz nicht mehr von den Kontrollzellen unterschieden werden kdnnen
(Abb. 36 Schneider S2 cells, E). Einen Anstieg der Anzahl maRig bis stark gefarbter Zellen
kann bei den beiden Zelllinien Kc167 und Schneider S2R+, die im Vergleich zu den
Schneider S2 Zellen eine geringere Teilungsrate aufweisen, erst nach 144 h nachgewiesen
werden (Abbildung nicht gezeigt). Wahrend des gesamten Zeitraums kénnen in allen drei
untersuchten Zelllinien keine morphologischen Unterschiede zwischen transfizierten Zellen
(Abb. 36 A — E) und Kontrollzellen (Abb. 36 F) beobachtet werden.
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Schneider S2 cells Kc167 cells Schneider S2R+ cells

(’/’ , {Eg

Abb. 36: Reduktion des dLBR in Drosophila Schneider S2, Schneider S2R+ und Kc167 Zellen durch
RNA Interference (RNAI)

Drosophila Schneider S2, Kc167 und Schneider S2R+ Kulturzellen wurden mit dsRNA, spezifisch fur
das dLBR kodierende Gen transfiziert (A - E) oder als Kontrolle mit dem identischen Volumen
Kulturmedium inkubiert (F) und durch indirekte Immunfluoreszenzmikroskopie im Zeitraum von 24h
(A), 48h (B), 72h (C), 96h (D) und 5 Tagen (E) nach der Transfektion analysiert.

A’-E’) Phasenkontrastaufnahmen der transfizierten Zellen

F’) Phasenkontrastaufnahmen der Kontrollzellen

Eichstriche: 10 ym

Zur Quantifizierung der Reduktion der Expression des dLBR in Drosophila Schneider S2,
S2R+ und Drosophila Kc167 Zellen wurden proportionale Mengen von transfizierten Zellen
und Kontrollzellen nach 72 h im Immunblot analysiert (Abb. 37).

[o¢]
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In alle untersuchten Zelllinien kann eine drastische Reduktion des endogenen dLBR
nachgewiesen werden (Abb. 37 Schneider S2: A, Spuren 3 und 4; Kc167: B, Spuren 3 und 4;
Schneider S2R+: C, Spur 2), wahrend die Expression des zur Kontrolle analysierten Lamin
DmO (Abb. 37 A’, C’), Otefin (Abb. 37 B’) und a-Tubulin (Abb. 37 A”, B”) nicht beeinflusst
wird.

control RNAI control RNAiI cnntrclm

— _ —205
—205 P —116
— 116 —
— 97 —_ 97 - 97
— 66 — 66 — 66

A — 45 B — 45 C — 45
—205 — 97 — 116
—13_6, - 66 - 97

—— 66

A! — 45 B! - 29 C, — 45
— 205 - 205 12
— 116 — 116
- 97 - 97
- 66 -— 66

- — [ |
— 45

A!! B’! — 45

1 2 3 4 1 2 3 4

Abb. 37: Reduktion des dLBR in Drosophila Schneider S2, Schneider S2R+ und Kc167 Zellen durch
RNA Interference (RNAI)

Drosophila Schneider S2 (A - A”), Kc167 (B - B”) und Schneider S2R+ (C - C’) Kulturzellen wurden
mit dsRNA, spezifisch fir das dLBR kodierende Gen transfiziert (RNAi) oder mit dem identischen
Volumen Kulturmedium inkubiert (control). Nach 72 h wurden proportionale Mengen des
Gesamtproteins (125.000 Zellen) der transfizierten (A-A’, Spuren 3 und 4; B-B’, Spuren 3 und 4; C,C’
Spur 2) und Kontrollzellen (A-A’, Spuren 1 und 2; B-B’, Spuren 1 und 2; C-C’, Spur 1) durch 10% SDS-
PAGE gelelektrophoretisch aufgetrennt, auf Nitrocellulose transferiert und im Immunblot mit den
polyklonalen Antikérpern dLBR/gl+gll (A, B, C) oder zur Kontrolle mit Antikérpern gegen Lamin Dm0
(A, C), Otefin (B’) und a-Tubulin (A”, B”) inkubiert.

Referenzproteine unterschiedlichen Molekulargewichts sind in kD angegeben.
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1.1.10.2 Einfluss der Reduktion des dLBR durch RNAi auf die Expression und
Lokalisation der Proteine Lamin Dm0, Lamin C, Nukleoporin, Otefin
und Fibrillarin

Die biochemischen Analysen haben gezeigt, dass die Reduktion der Expression des dLBR in
den untersuchten Zelllinien keinen Einfluss auf die Expression des Lamin DmO und des
Otefin hat. Um eine eventuell veranderte Lokalisation der kernmembranassoziierten Proteine
Lamin Dm0, Lamin C und Otefin sowie der Kernporen zu untersuchen, wurden die mit
dsRNA transfizierten Kulturzellen (Abb. 38 - 40, RNAI-dLBR) sowie Kontrollzellen (Abb. 38 -
40, control) 72 h nach der Transfektion durch indirekte Immunfluoreszenzmikroskopie
analysiert. FUr die Untersuchungen wurden die zwei embryonalen Zelllinien Drosophila
Schneider S2, Schneider S2R+ sowie die Zelllinie Kc167 eingesetzt, eine von Hamatocyten
abgeleitete differenzierte Zelllinie, die sich in der Expression der Kernlamine von den
embryonalen Zelllinien unterscheidet, da sie neben dem ubiquitér expimierten Lamin DmO
auch das entwicklungsspezifische regulierte Lamin C exprimiert.

Die immunfluoreszenmikroskopischen Untersuchungen der transfizierten Zelllinien Schneider
S2 (Abb. 38), Schneider S2R+ (Abb. 39) und Kc167 (Abb. 40) zeigen 72 h nach der
Transfektion in allen Zelllinien eine drastische Reduktion der Expression des dLBR (Abb. 38
- 39 E, Abb. 40 F). Eine Farbung der Kernhulle durch die Antiseren LBR/gl+gll ist erst bei
einer Verstarkung der fluoreszenzmikroskopischen Signale tber 760 Volt sichtbar (Abb. 38 -
39, E’, Abb. 40 F’), wahrend die Expression des dLBR in den transfizierten Zellen bei der
Verstarkung der Signale mit 647 Volt, bei der die immunfluoreszenzmikroskopischen
Untersuchungen durchgefiihrt wurden, kaum sichtbar ist (Abb. 38 - 39, E, Abb. 40 F).

In den mit dLBR dsRNA transfizierten Schneider S2 und S2R+Zellen (Abb. 38 - 39) kann
kein Einfluss der Reduktion des endogenen dLBR auf die Expression und Lokalisation des
Lamin DmO festgestellt werden. Die Lokalisation des Lamin DmO ist in den transfizierten
Zellen (Abb. 38 - 39 RNAI-dLBR A’), die nur noch eine sehr schwache Expression des dLBR
aufweisen (Abb. 38 - 39 RNAI-dLBR A) von den Kontrollzellen (Abb. 38 - 39 control, A’) nicht
zu unterscheiden. Die Expression und Lokalisation des dLBR in der inneren Kernmembran
scheint somit fUr die Lokalisation und Retention des Lamin DmO nicht essentiell zu sein. Die
Verteilung der Kernporenkomplexe wird ebenfalls durch die fast vollstandige Depletion des
integralen Membranproteins nicht beeinflusst (Abb. 38 - 39 RNAI-dLBR B’) und ist von der
Lokalisation der Kernporen in den Kontrollzellen (Abb. 38 - 39 control, B’) nicht
unterscheidbar. Auch die Lokalisation des membranassoziierten Otefin (Abb. 38 - 39 RNAI-
dLBR C’) sowie die Verteilung des Fibrillarin innerhalb der dichten fibrillaren Komponente
des Nukleoulus (Abb. 38 - 39 D’) wird durch die Reduktion der Expression des dLBR nicht
beeinflusst und ist von der Verteilung der beiden Proteine in den Kontrollzellen (Abb. 38 - 39
control, C’, D’) nicht zu unterscheiden.
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RNAIi-dLBR: Schneider S2 cells control: Schneider S2 cells
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Abb. 38: Reduktion des dLBR in Drosophila Schneider S2 Zellen durch RNA Interference (RNAI)
Drosophila Schneider S2 Kulturzellen wurden mit dsRNA, spezifisch fir das dLBR kodierende Gen
transfiziert (RNAI-LBR) oder mit dem identischen Volumen Kulturmedium inkubiert (control) und die
Expression und Lokalisation der Proteine dLBR (A - E), Lamin Dm0 (A’), Nukleoporin (B’), Otefin (C’)
und Fibrillarin (D’) durch indirekte Immunfluoreszenzmikroskopie 72 h nach der Transfektion
analysiert.

Zur Demonstration der Reduktion der Intensitat der Immunfluoreszenz wurden die Zellen mit einer
Signalstarke von 647V (E) und 774V (E’) aufgenommen.

A”-D”) Uberlagerung der Abbildungen A+A’ — D+D’

E”) Phasenkontrastaufnahmen der transfizierten Zellen und Kontrollzellen

Eichstriche: 10 ym
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RNAIi-dLBR: Schneider S2R+ cells control: Schneider S2R+ cells
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Abb. 39: Reduktion des dLBR in Drosophila Schneider S2R+ Zellen durch RNA Interference (RNAI)
Drosophila Schneider S2R+ Kulturzellen wurden mit dsRNA, spezifisch fir das dLBR kodierende Gen
transfiziert (RNAI-LBR) oder mit dem identischen Volumen Kulturmedium inkubiert (control) und die
Expression und Lokalisation der Proteine dLBR (A - E), Lamin Dm0 (A’), Nukleoporin (B’), Otefin (C’)
und Fibrillarin (D’) durch indirekte Immunfluoreszenzmikroskopie 72 h nach der Transfektion
analysiert.

Zur Demonstration der Reduktion der Intensitat der Immunfluoreszenz wurden die Zellen mit einer
Signalstarke von 647V (E) und 774V (E’) aufgenommen.

A”-D”) Uberlagerung der Abbildungen A+A’ — D+D’

E”) Phasenkontrastaufnahmen der transfizierten Zellen und Kontrollzellen

Eichstriche: 20 ym

Identische Resultate wurden auch in den mit dLBR dsRNA transfizierten Kc167 Zellen
erzielt. In dieser differenzierten Zelllinie wurde neben der Expression und Lokalisation des
Lamin Dm0 auch die Verteilung des Lamin C untersucht. Wie auch in den analysierten
Schneider Zelllinien hat die Reduktion der Expression des dLBR keinen Einfluss auf die
Verteilung des endogenen Lamin DmO (Abb. 40 A’) sowie des ausschlielich in Kc167 Zellen
exprimierten Lamin C (Abb. 40 B’). Auch die Verteilung der Kernporenkomplexe (Abb. 40 C’)
und die Verteilung des membranassoziierten Otefin (Abb. 40 D’) und des Fibrillarin (Abb. 40
E’) wird durch die fast vollstandige Depletion des dLBR nicht beeinflusst.
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RNAI-dLBR: Kc167 cells control: Kc167 cells
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Abb. 40: Reduktion des dLBR in Drosophila Kc167 Zellen durch RNA Interference (RNAI)

Drosophila Kc167 Kulturzellen wurden mit dsRNA, spezifisch fiir das dLBR kodierende Gen transfiziert
(RNAI-LBR) oder mit dem identischen Volumen Kulturmedium inkubiert (control) und die Expression
und Lokalisation der Proteine dLBR (A - F), Lamin Dm0 (A’), Lamin C (B’), Nukleoporin (C’), Otefin (D’)
und Fibrillarin (E’) durch indirekte Immunfluoreszenzmikroskopie 72 h nach der Transfektion
analysiert.

Zur Demonstration der Reduktion der Intensitat der Immunfluoreszenz wurden die Zellen mit einer
Signalstarke von 647V (F) und 774V (F’) aufgenommen.

A”-E”) Uberlagerung der Abbildungen A+A’ — E+E’

F”) Phasenkontrastaufnahmen der transfizierten Zellen und Kontrollzellen

Eichstriche: 10 ym
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Die Reduktion der Expression des dLBR durch RNAi in den untersuchten Kulturzelllinien
scheint keinen Einfluss auf die Verteilung und Retention des Lamin Dm0 in der Kernlamina
zu haben. Neben dem ubiquitar exprimierten dLBR konnte auch das membranassoziierte
Protein Otefin als direkter Bindungspartner des Lamin DmO identifiziert werden (Goldberg et
al., 1998). Die Assoziation des Lamin DmO mit Otefin in den dLBR depletierten Kulturzellen
konnte fur die Retention des Lamin DmO in der Lamina ausreichend sein.

Um den Einfluss der Depletion beider Proteine auf die Lokalisation des Lamin Dm0 zu
analysieren, wurde die Expression des endogenen dLBR und Otefin in Schneider S2 Zellen
durch RNAI reduziert (Abb. 41). Die Zellen wurden mit den fiir beide Proteine spezifischen
doppelstrangigen RNAs transfiziert. 72 h nach der Transfektion wurde die Expression und
Lokalisation der beiden durch RNAI depletierten Proteine sowie die Lokalisation des Lamin
Dm0 und der Kernporen in den transfizierten Zellen (Abb. 41 RNAi dLBR/otefin) und Kontroll-
Zellen (Abb. 41 control) durch indirekte Immunfluoreszenzmikroskopie analysiert.
Uberraschenderweise kénnen in den Anséatzen der transfizierten Kulturzellen nur Zellen
detektiert werden, die eine gleichmaliige Reduktion beider Proteine dLBR und Otefin
aufweisen oder Zellen, deren Expression durch die Transfektion nicht beeinflusst wird (Abb.
41 A, A’). Die parallele Reduktion des dLBR und des Otefin hat keinen Einfluss auf die
Expression und Lokalisation des Lamin DmO (Abb. 41 B’); die Verteilung der Kernporen wird
ebenfalls nicht beeintrachtigt (Abb. 41 C’). Die gleichzeitige Reduktion der Proteine dLBR
und Otefin scheint somit keinen Einfluss auf die korrekte Lokalisation des Lamin DmO in der
Kernlamina in den untersuchten Kulturzellen zu haben.

RNAI dLBR/otefin: Schneider S2 cells control: Schneider S2 cells
dLBR otefin WEEE ;

dLBR otefin (Y2

a

dLBR/otefin ) dLBR/otefin

=]

dLBR/otefin i dLBR/otefin

Abb. 41: Reduktion des dLBR und Otefin in Drosophila Schneider S2 Zellen durch RNA Interference
(RNAI)

Drosophila Schneider S2 Kulturzellen wurden mit dsRNA, spezifisch fir die dLBR und Otefin
kodierenden Gene transfiziert (RNAi LBR/otefin) oder mit dem identischen Volumen Kulturmedium
inkubiert (control) und die Expression und Lokalisation der Proteine dLBR (A, B, C), Otefin (A’, B, C)
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Lamin DmO (B’) und Nukleoporin (C’) durch indirekte Immunfluoreszenzmikroskopie 72 h nach der
Transfektion analysiert.

A”) Phasenkontrastaufnahmen der transfizierten Zellen und Kontrollzellen

B”-C”) Uberlagerung der Abbildungen B+B’ — C+C’

Eichstriche: 10 um

1.1.10.3 Einfluss der Reduktion des Lamin Dm0 und Lamin C durch RNAi auf
die Expression und Lokalisation der Proteine dLBR, Otefin und
Nukleoporin

Wie schon erwadhnt, resultiert die Reduktion der Expression von Kernlaminen in
Saugerzellen, C. elegans und D. melanogaster in vielfaltigen Veranderungen, einschlief3lich
der Veranderung der Morphologie des Zellkerns, Stdérungen der postmitotischen
Reorganisation des Zellkerns, der Verteilung der Porenkomplexe, der raumlichen Anordnung
sowie Funktion des Chromatins, der Interaktion mit Transkriptionsfaktoren, der Transkription,
DNA Replikation, sowie der Veranderung der Lokalisation von Kernmembranproteinen
(Lenz-Bohme et al., 1997; Spann et al., 1997; Sullivan et al., 1999; Lee et al., 2000; Liu et
al., 2000; Lopez-Soler et al., 2001; Spann et al., 2002).

Um zu untersuchen, ob die Expression und korrekte Lokalisation der Kernlamine Lamin DmO
und Lamin C fur die Verteilung und Retention der Membranproteine dLBR und Otefin in der
inneren Kernmembran notwendig ist, wurden in Zusammenarbeit mit Johannes Schmitt die
Drosophila Zelllinien Schneider S2 und Schneider S2R+ mit Lamin Dm0 dsRNA sowie die
Zelllinie Kc167 mit Lamin Dm0 dsRNA oder Lamin C dsRNA transfiziert.

Zur Quantifizierung der Reduktion der Expression des Lamin Dm0 und Lamin C wurden,
reprasentativ fur alle mit Lamin Dm0 dsRNA transfizierten Zelllinien, proportionale Mengen
von transfizierten Zellen (Abb. 42 A, B Spur 2) und Kontrollzellen (Abb. 42 A, B Spur 1) der
Drosophila Kc167 Zellen nach 72 h im Immunblot analysiert.

In den mit Lamin DmO dsRNA transfizierten Ansatzen kann eine starke Reduktion des
endogenen Lamin Dm0 nachgewiesen werden (Abb. 42 A, Spur 2), wahrend die Expression
des zur Kontrolle analysierten Lamin C (Abb. 42 A’, Spur 2) und dLBR (Abb. 42 A”, Spur 2)
nicht beeinflusst wird. Ebenso kann eine starke Reduktion der Expression des Lamin C in
den mit Lamin C dsRNA ftransfizierten Kc167 Zellen beobachtet werden (Abb. 42 B, Spur 2),
die Expression des zur Kontrolle untersuchten Lamin Dm0 (Abb. 42 B’, Spur 2) und dLBR
(Abb. 42 B”, Spur 2) wird jedoch nicht beeinflusst.
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Abb. 42: Reduktion des Lamin Dm0 und Lamin C in Drosophila
- 205 Kc167 Zellen durch RNA Interference (RNAI)
— '€ Drosophila Kc167 Kulturzellen wurden mit dsRNA, spezifisch fiir die

Lamin Dm0 (A - A”) und Lamin C (B - B”) kodierenden Gene
transfiziert (Spur 2) oder mit dem identischen Volumen

A - B’ — 45 Kulturmedium inkubiert (Spur 1). Nach 72 h wurden proportionale
Mengen des Gesamtproteins (125.000 Zellen) der transfizierten
— 205 Zellen und Kontrollzellen durch 10% SDS-PAGE
:123{-5, gelelektrophoretisch aufgetrennt, auf Nitrocellulose transferiert und
— 66 im Immunblot mit Antikdrpern gegen Lamin Dm0 (A, B’), Lamin C
(A, B) und dLBR (A", B”) inkubiert.
A” B” — 45 Referenzproteine unterschiedlichen Molekulargewichts sind in kD
1 2 1 2 angegeben.

Um den Einfluss der Depletion der Lamine auf die Expression und Lokalisation des dLBR
und des Otefin sowie auf die Verteilung der Kernporen zu untersuchen, wurden die mit
Lamin DmO dsRNA und Lamin C dsRNA transfizierten Zellen und Kontrollzellen 72 h nach
der Transfektion fixiert und die Expression und Lokalisation der Lamine sowie der Proteine
dLBR, Otefin und Nukleoporin durch indirekte Immunfluoreszenzmikroskopie analysiert.

Die Depletion des Lamin DmO in den untersuchten Kulturzelllinien Schneider S2 (Abb. 43),
Schneider S2R+ (Abb. 44) und Kc167 (Abb. 45) resultiert in einer veranderten Morphologie
der Zelle. Das Lamin Dm0, welches in den Kontrollzellen eine gleichmaRige Lokalisation in
der Kernperipherie aufweist (Abb. 43 - 45 E), kann in den transfizierten Zellen aller drei
Zelllinien oft in groflen Aggregaten oder in kleineren punkt- oder sichelfdrmigen Strukturen
nachgewiesen werden, die sich an einer Seite des Zellkerns ausbilden (Abb. 43 - 45 A - D).
Auch die Verteilung der Kernporenkomplexproteine wird durch die Reduktion und
Umverteilung des Lamin DmO stark beeinflusst. Die Detektion des Nukleoporin mit dem
spezifischen Antikdrper mAb414 zeigt eine unregelmalige Farbung der Kernperipherie, was
auf die Aggregation der Kernporen zurlckzufuhren ist (Abb. 43 - 45 F’). Die Aggregation der
Kernporen ist in den groReren Kc167 und S2R+ Zellen wesentlich besser sichtbar als in den
kleineren S2 Zellen (Abb. 44 - 45 F’). Wahrend in vielen Zellen in bestimmten Regionen der
Kernhille die Kernporen aggregieren, kdnnen auch Regionen beobachtet werden, die keine
Kernporen mehr aufweisen (Abb. 43 - 45 F’). Dieser Phanotyp konnte ebenfalls in
Fliegenstdammen beobachtet werden, die eine P-Element Insertion im fur Lamin DmO
kodierenden Gen aufweisen. In den untersuchten Zellen konnte, wie auch in den von mir
depletierten Kulturzellen, eine ungleichmafliige Verteilung des Lamin DmO und Aggregation
der Kernporen beobachtet werden (Lenz-Béhme et al., 1997). Auch in C. elegans,
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Saugerzellen und Fribroblasten von Lmna knock out Mausen resultiert die Reduktion der
endogenen Lamine oder Mutationen in den kodierenden Genen in dieser auffalligen
Aggregation der Kernporenkomplexe.

Im Unterschied zur unregelmafliigen Verteilung der Kernporen und des Lamin Dm0, weisen
die meisten transfizierten Schneider S2 Zellen eine homogene Farbung der Kernperipherie
durch die Antiseren LBR/gl+II auf (Abb. 43 A’, B’, C’, D’), wie sie auch in den Kontrollzellen
zu erkennen ist (Abb. 43 E’). In einigen Zellen ist eine Kolokalisation des dLBR mit punkt-
férmigen, grélkeren Aggregaten des Lamin DmO in der Kernperipherie zu beobachten (Abb.
43 B’, C’), in vereinzelten Zellen ist eine schwache cytoplasmatische Farbung zu erkennen
(Abb. 43 D’).
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lamin DmO
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Abb. 43: Reduktion des Lamin DmO in Drosophila Schneider S2 Zellen durch RNA Interference (RNAI)

Drosophila Schneider S2 Kulturzellen wurden mit dsRNA, spezifisch fir das Lamin Dm0 kodierende Gen
transfiziert (A - D, F) oder mit dem identischen Volumen Kulturmedium inkubiert (E) und die Expression und
Lokalisation der Proteine Lamin Dm0 (A - F), dLBR (A’ - E’) und Nukleoporin (F’) durch indirekte
Immunfluoreszenzmikroskopie 72 h nach der Transfektion analysiert.

A’-F”) Uberlagerung der Abbildungen A+A’ — F+F’

A’”- F”’) Phasenkontrastaufnahmen; Eichstriche: 10 ym
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Wahrend ein nur sehr geringer Einfluss der Depletion des Lamin DmO auf die Lokalisation
des dLBR in der inneren Kernmembran in den Schneider S2 Zellen zu beobachten ist,
scheint die Verteilung des dLBR und auch des Otefin in den wesentlich gréReren Kc167 und
Schneider S2R+ Zellen durch die Reduktion und unregelmafige Verteilung des Lamin Dm0
nachweislich starker beeinflusst zu werden (Abb. 44 - 45 dLBR A ’- D’; Otefin G’). In den
transfizierten Kc167 Zellen ist in vielen Zellen eine deutliche Kolokalisation des dLBR und
des Otefin in den punktférmigen Aggregaten des Lamin Dm0 zu beobachten (Abb. 44 dLBR:
A’, B’, C’; Otefin: G’), die beiden Membranproteine scheinen in einigen Zellen nicht mehr
ausreichend in der inneren Kernmembran zuriickgehalten zu werden und sind ebenfalls in
den Zellkern-angrenzenden Strukturen lokalisiert (Abb. 44 dLBR: D’; Otefin: G’), was auf eine
Diffusion des dLBR und Otefin in das Endoplasmatische Retikulum hinweist.

In den Kernhillen der analysierten transfizierten S2R+ Zellen ist ebenfalls eine deutliche
Aggregation des dLBR nachzuweisen (Abb. 45 B’, C’, D’).

Wahrend in Zellen, die eine fast vollstandige Depletion des Lamin Dm0 aufweisen, die
Verteilung des dLBR jedoch noch sehr homogen erscheint (Abb. 45 A’), scheint die
Verteilung des Otefin wesentlich starker beeintrachtigt zu sein (Abb. 44 - 45 G’).
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Abb. 44: Reduktion des Lamin Dm0 in Drosophila Kc167 Zellen durch RNA Interference (RNAI)

Drosophila Kc167 Kulturzellen wurden mit dsRNA, spezifisch fiir das Lamin Dm0 kodierende Gen transfiziert (A -
D, F, G) oder mit dem identischen Volumen Kulturmedium inkubiert (E) und die Expression und Lokalisation der
Proteine Lamin Dm0 (A - F), dLBR (A’ - FE’), Nukleoporin (F’) und Otefin (G’) durch indirekte
Immunfluoreszenzmikroskopie 72 h nach der Transfektion analysiert.

A’-G") Uberlagerung der Abbildungen A+A’ — G+G’

A”-G™) Phasenkontrastaufnahmen; Eichstriche: 10 um
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Abb. 45: Reduktion des Lamin DmO in Drosophila Schneider S2R+ Zellen durch RNA Interference (RNAI)

Drosophila Schneider S2R+ Kulturzellen wurden mit dsRNA, spezifisch fir das Lamin Dm0 kodierende Gen
transfiziert (A - D, F, G) oder mit dem identischen Volumen Kulturmedium inkubiert (E) und die Expression und
Lokalisation der Proteine Lamin Dm0 (A - G), dLBR (A’ - E’), Nukleoporin (F’) und Otefin (G’) durch indirekte

Immunfluoreszenzmikroskopie 72 h nach der Transfektion analysiert.
Uberlagerung der Abbildungen A+A’ — G+G’
Phasenkontrastaufnahmen; Eichstriche: 20 um

A™-G")
A7 G™)
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Die Reduktion der Expression des Lamin C in Kc167 Zellen (Abb. 46, A - D) durch RNAI hat
keinen sichtbaren Einfluss auf die Morphologie der Zellen oder die Lokalisation der
Kernmembranproteine dLBR (Abb. 46 A’, B’) und Otefin (Abb. 46 D’) sowie auf die
Expression und Verteilung des endogenen Lamin DmO (Abb. 46 B, C, D). Die Verteilung der
Kernporenkomplexe wird ebenfalls nicht beeinflusst (Abb. 46 C’).

lamin C

lamin Dm0

lamin DmO nucleoporin

lamin DmO ~ Jotefin

Abb. 46: Reduktion des Lamin C in Drosophila Kc167 Zellen durch RNA Interference (RNAI)

Drosophila Kc167 Kulturzellen wurden mit dsRNA, spezifisch fiir das Lamin C kodierende Gen transfiziert (A — D)
und die Expression und Lokalisation des Lamin C (A) des Lamin DmO (B, C, D) sowie des dLBR (A’, B’),
Nukleoporin (C’) und Otefin (D’) durch indirekte Immunfluoreszenzmikroskopie 72 h nach der Transfektion
analysiert.

A”-D") Uberlagerung der Abbildungen A+A’ — D+D’

A”-D) Phasenkontrastaufnahmen

Eichstriche: 10 ym

Wahrend die Reduktion der Expression des Lamin C keinen Einfluss auf die Verteilung des
dLBR in den untersuchten Kulturzellen zu haben scheint, lasst sich eine deutliche
Beeintrachtigung der Verteilung der Kernmembranproteine dLBR und Otefin in Lamin Dm0
depletierten Kulturzellen nachweisen. In Kc167 und Schneider S2R+ Zellen konnte trotz fast

97



Ill. Ergebnisse

vollstandiger Depletion in vielen Zellen jedoch immer noch eine homogene Verteilung des
dLBR nachgewiesen werden, wahrend die Lokalisation des Otefin starker beeintrachtigt zu
werden scheint. In einigen Zellen konnte eine deutliche Diffusion der beiden Proteine in das
Endoplasmatische Retikulum beobachtet werden, was auf eine Retention der beiden
Proteine durch das Lamin DmO hinweist. Die Interaktion der beiden Kernmembranproteine
mit Lamin DmO scheint jedoch nicht in allen untersuchten Zellen essentiell fur die
Lokalisation und Retention der beiden Membranproteine in der inneren Kernmembran zu
sein; die noch sehr homogene Verteilung des dLBR in den mit Lamin Dm0 dsRNA
transfizierten Zellen weist auf die Interaktion mit weiteren Komponenten des Nukleus hin, die
an der Retention des dLBR beteiligt sind. Die direkte und indirekte Interaktion des dLBR mit
peripherem Chromatin scheint ebenfalls fir die korrekte Lokalisation in der inneren
Kernmembran sehr wichtig zu sein.

In keiner der mit Lamin DmO oder Lamin C dsRNA transfizierten Zelllinien konnten
Anzeichen der Apoptose festgestellt werden. Wahrend die Depletion des endogenen Lamin
B1 und B2 durch RNAI in Sdugerzellen und C. elegans in der Apoptose der Zellen resultiert
(Harborth et al., 2001; Cohen et al., 2002), konnten in den von mir und Johannes Schmitt
untersuchten Zelllinien von Drosophila melanogaster keine Anzeichen daflr entdeckt
werden, das die mit DmO oder Lamin C dsRNA transfizierten Kulturzellen den
programmierten Zelltod durchflhrten.

1.1.10.4 Reduktion des dLBR und der beiden Kernlamine (Lamin Dm0, Lamin
C) in der Embryogenese von Drosophila melanogaster durch RNAI

Fir einige Proteine einschliel3lich A-Typ Lamine und dem integralen Kernmembranprotein
Emerin, welches in Saugerzellen ebenfalls mit B-Typ Laminen assoziiert ist, konnte gezeigt
werden, dass deren Expression in Kulturzellen nicht essentiell zu sein scheint (Harborth et
al., 2001), deren Expression und korrekte Lokalisation im Organismus jedoch unentbehrlich
ist (Worman und Courvalin, 2002; Gruenbaum et al., 2003). Um zu untersuchen, ob die
Expression des dLBR in dem sich entwickelnden Embryo von Drosophila melanogaster
essentiell ist, wurde der dLBR in der Embryogenese durch Mikroinjektion von dLBR dsRNA
depletiert. Der Einfluss der Depletion der Kernlamine Lamin Dm0 sowie des ab dem 12.
Embryonalstadium exprimierten Lamin C auf die Lokalisation des dLBR im sich
entwickelnden Embryo wurde ebenfalls durch Mikroinjektion spezifischer dsRNAs
untersucht. Die Mikroinjektion wurde an 30 - 60 min alten Embryonen (2.
Entwicklungsstadium; Einteilung der embryonalen Entwicklung in 17 Stadien nach Volker
Hartenstein und José Campus-Ortega) durchgefihrt.

Die effektive Reduktion der Expression der zu analysierenden Gene durch RNAi im sich
entwickelnden Embryo durch RNAI erfordert die Injektion von ~ 0,2 fMol der dsRNA in den
sich entwickelnden Embryo innerhalb der ersten 4 - 5 Embryonalstadien. Das Volumen des
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Embryos betragt ~ 7,3 nl, die intrazellulare Konzentration der dsRNA betragt somit ca. ~ 25
nM (Tuschl et al., 1999).

Die sich entwickelnden Embryonen wurden 24 h und 48 h nach der Mikroinjektion flr die
indirekte Immunfluoreszenzmikroskopie prapariert und mit polyklonalen und monoklonalen
Antikdrpern gegen dLBR (LBR/gl+ll), Lamin Dm0 (ADL84, ADL195) und Lamin C (LC28)
inkubiert oder fur die transmissionselektronenmikroskopische Untersuchung vorbereitet.

Die Embryonen, in denen die Expression des dLBR durch RNAI reduziert wurde, zeigen
keine Veranderungen beziglich der Morphologie der Embryonen und Dauer der
Embryogenese verglichen mit nicht-injizierten Kontroll-Embryonen (Abb. 47 Tabelle).

Die immufluoreszenzmikroskopischen Untersuchungen zeigen, dass in allen analysierten
Embryonen des 12. Embryonalstadiums (Abb. 48 A) und in den meisten der Embryonen des
17. Embryonalstadiums sowie des 1. Larvalstadiums (Abb. 48 B) keine oder nur eine sehr
schwache  Antikérperfarboung im  Vergleich zu  Kontrol-Embryonen des 17.
Embryonalstadiums (Abb. 48 C) beobachtet werden kann. Eine Farbung der Kernhulle durch
die Antiseren LBR/gl+gll wird erst bei einer Verstarkung der fluoreszenzmikroskopischen
Signale Uiber 760 Volt sichtbar (Abb. 48 D’), die Expression des dLBR ist bei der Verstarkung
der Signale mit 647 Volt, bei der die immunfluoreszenzmikroskopischen Untersuchungen der
Kontroll-Embryonen durchgefiihrt wurden (Abb. 48 E, Aufnahme mit 760 Volt: E’), nicht
sichtbar (Abb. 48 D). Nach 48 Stunden kdnnen in 6 von 20 analysierten Embryonen eine
kleine Anzahl von Zellen detektiert werden, die eine mit den Zellen der Kontroll-Embryonen
vergleichbare Immunfluoreszenz nach der Farbung mit den Antiseren LBR/gl+1l aufweisen
(Abb. 47 Tabelle), was darauf hindeutet, dass die Expression des dLBR nach diesem
Zeitraum nicht mehr durch RNAI inhibiert wird.

Die Expression und Verteilung des Lamin Dm0 werden nicht durch die Depletion des dLBR
beeinflusst (Abb. 48 A’, B’) und sind mit der Expression in den Kontroll-Embryonen
vergleichbar (Abb. 48 C’). Sowohl in verschiedenen Kulturzelllinien, als auch im sich
entwickelnden Embryo bis zum 1. Larvalstadium scheint die Depletion des dLBR die
Expression und Lokalisation des Lamin DmO nicht zu beeinflussen.

Wahrend sich die mit dLBR dsRNA injizierten Embryonen im Vergleich zu nicht injizierten
Kontroll-Embryonen normal entwickeln, resultiert die Depletion des Lamin Dm0 durch
Mikroinjektion von Lamin DmO dsRNA in einem Arrest der embryonalen Entwicklung im
Embryonalstadium 10 (Abb. 47 Tabelle). Die immunfluoreszenzmikroskopischen Analysen
der Quetschpraparate der arretierten Embryonen zeigen, dass die Zellkerne im Vergleich zu
Praparaten von Kontroll-Embryonen sehr fragil sind (Abb. 48 F - F”). Die Antikorperfarbung
des Lamin DmO (Abb. 48 F) und des dLBR (Abb. 48 F’) zeigen, dass die Kernhiillen der
injizierten Tiere wahrend der Praparation zerrissen wurden und das Chromatin aus den
Zellkernen entweichen konnte (Abb. 48 F”). Die Analyse der mit Lamin Dm0 dsRNA
injizierten Embryonen nach 48h und 72 Stunden zeigt identische Resultate. Die Embryonen
entwickeln sich nach dem Arrest im 10. Embryonalstadium nicht weiter, auch nach 48 h und
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72 h konnen nur in der Embryogenese arretierte Embryonen des 10. Embryonalstadiums
detektiert werden.

Die transmissionselektronenmikroskopische Untersuchung dieser Embryonen zeigt die
identischen morphologischen Veranderungen wie die mit Lamin Dm0 dsRNA transfizierten
Kulturzellen auf (Abb. 49). Die Kernporenkomplexe zeigen keine gleichmaRige Verteilung,
innerhalb der Kernhlle kénnen sowohl Kernmembranbereiche, die frei von Kernporen sind,
als auch Regionen, in denen die Kernporen akkumuliert vorliegen (Abb. 49 Pfeil), beobachtet
werden. In den porenfreien Bereichen entstehen unregelmalige Abstande zwischen der
inneren und auleren Kernmembran, die Kernhtille verformt sich in diesen Regionen (Abb. 49
Pfeilkopf).

Wahrend die mit Lamin DmO dsRNA injizierten Embryonen im 10. Embryonalstadium
arretieren, zeigen die mit Lamin C dsRNA injizierten Embryonen (Abb. 48 H, I) im Vergleich
zu nicht injizierten Kontroll-Embryonen (Abb. 48 J) keine Verzdgerung der embryonalen
Entwicklung (Abb. 47 Tabelle). Die Expression und Verteilung des dLBR werden durch die
Depletion des Lamin C nicht beeinflusst (Abb. 48 H’), die Zellkerne weisen eine intakte
Kernhlle und eine normale Verteilung des Chromatins auf (Abb. 48 H”). Die Farbung der
Kernhtlle durch die monoklonalen, Lamin C spezifischen Antikorper wird erst bei einer
Verstarkung der fluoreszenzmikroskopischen Signale Gber 650 Volt sichtbar (Abb. 48 I'), die
Expression des Lamin C ist bei der Verstarkung der Signale mit 594 Volt, bei der die
immunfluoreszenzmikroskopischen Untersuchungen der Kontroll-Embryonen durchgefuhrt
wurden (Abb. 48 J, Aufnahme mit 760 Volt: J’), nicht sichtbar (Abb. 48 ).

Entwicklungsstadium
24 h 48 h
Nicht injizierte Kontrollembryonen 12.Embryonalstadium 1.Larvalstadium
RNAi: dLBR 12.Embryonalstadium 17.Embryonalstadium - 1.Larvalstadium
Antikérperfarbung: dLBR (8) -- 14) -
€ -+

RNAi: lamin Dm0 10.Embryonalstadium 10.Embryonalstadium
Antikdrperfarbung: lamin DmO (16) + (16) +

fragile Zellkerne fragile Zellkerne
RNA:i: lamin C 12.Embryona|stadium 17.Embry0na|stadium - 1.Larvalstadium
Antikérperfarbung: lamin C 9 + 12) +

Abb. 47: Reduktion des dLBR, Lamin Dm0 und Lamin C in Embryonen von Drosophila melanogaster
durch RNA Interference (RNAI)

Embryonen des 2. Embryonalstadiums wurden mit dsRNA, spezifisch fir die dLBR, Lamin Dm0 und
Lamin C kodierenden Gene mikroinjiziert und die Entwicklung der nicht injizierten Kontrollembryonen
sowie der mit dLBR dsRNA, Lamin Dm0 dsRNA und Lamin C dsRNA injizierten Tiere (RNAI)
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statistisch ausgewertet. Anzahl der von den Tieren nach 24h und 48 h erreichten Entwicklungsstadien
sowie die Anzahl der fur die indirekte Immunfluoreszenzmikroskopie praparierten Tiere und die Anzahl
der positiv (+) oder negativen (--) Immunfluoreszenz (Farbung des dLBR, Lamin DmO und Lamin C mit
spezifischen Antikdrpern).

lamin Dm0

Iamm C dLBR Hcechst
H' H'!
IamlnC 594V ]lamin C

647V]dLER - slami IaITu

Abb. 48: Reduktion des dLBR, Lamin Dm0 und Lamin C in Embryonen von Drosophila melanogaster
durch RNA Interference (RNAI)

Embryonen des 2. Embryonalstadiums wurden mit dsRNA, spezifisch fur die dLBR (A, B, D), Lamin
DmO (F) und Lamin C (H, I) kodierenden Gene mikroinjiziert und die Expression und Lokalisation des
dLBR (A - E, D’ - H’, I”, J”), Lamin Dm0 (A’ - C’, D”, E”, F, G) und Lamin C (H - I, I, J’) auf
Quetschpraparaten von injizierten (A, B, D, F, H, 1) und nicht injizierten Kontroll-Embryonen (C, E, G,
J) 24h (A) und 48 h (B —J ) nach der Mikroinjektion durch indirekte Immunfluoreszenzmikroskopie
analysiert.

Zur Demonstration der Reduktion der Intensitat der Immunfluoreszenz wurden die Zellen mit einer
Signalstarke von 647 Volt (D, E) und 774 Volt (D', E’) sowie 594 Volt (I, J) und 650 Volt (I', J')
aufgenommen.

A”-C”) Uberlagerung der Abbildungen A+A’ — C+C’

F’-H”) DNA-Farbung mit dem Fluorochrom Hoechst 33258

Eichstrich: 10 ym
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Abb. 49: Transmissionselektronenmikroskopische Aufnahmen der mit Lamin Dm0 dsRNA
mikroinjizierten, im 10. Embryonalstadium arretierten Embryonen.
A, B) embryonale Zelle mit porenfreien Regionen der Kernmembran (Pfeilkopf) und akkumulierten
Kernporenkomplexen (Pfeil);
Eichstrich: 1,0 um
A’, B’) VergroRerung des markierten Ausschnittes; embryonale Zelle mit porenfreien Regionen der
Kernmembran (Pfeilkopf) und akkumulierten Kernporenkomplexen (Pfeil);
Eichstrich: 0,5 um
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1.2 Charakterisierunq der beiden Isoformen des

Bocksbeutel von Drosophila melanogaster

.2.1 Molekulare Charakterisierung der beiden Isoformen des
Bocksbeutel von Drosophila melanogaster

Im Rahmen meiner Diplomarbeit flhrte ich eine erste Charakterisierung des von dem Gen
CG9424 kodierten Proteins, welches ich als Bocksbeutel bezeichnete, durch. Dieses Protein
wurde durch die Suche mit der publizierten Sequenz der LEM-Domanen der beiden Proteine
MAN1 von Caenorhabditis elegans und LAP2B von Danio rerio (Accession Nummern:
NP496944, CAC86206) nach Proteinen, die eine konservierte LEM-Domane besitzen, in der
Gendatenbank von Drosophila melanogaster (Flybase: http/:flybase.bio.indiana.edu/)
gefunden. Neben dem schon charakterisierten Otefin (Goldberg et al., 1998) wies die
aminoterminale Region von 47 Aminos&uren von Bocksbeutel die héchste Ahnlichkeit mit der
LEM-Domane des ZLAP23 und des C. elegans MAN1 (10,6 % ldentitat) auf (Abb. 50).

Der Vergleich der LEM-Doméanen von Bocksbeutel und Otefin zeigte eine auffallend hohe
Ahnlichkeit (Aminosduren 1-47 des Bocksbeutel: 53,2% Identitat), wahrend die sich an die
47 Aminosauren anschlieRenden Regionen eine wesentlich geringere Ahnlichkeit aufwiesen
(Aminosauren 48-399 des Bocksbeutel:17% |dentitat).

MAN1 1 -—--MVDVEKMSDAELRAELNVRGANVGPVTGTTRSLYEKKLKKLLSG 44

ZLAP2 92 ---DVDVTELSNEGLKDLLLKYGLNAGPIVASTRKVYEKRLOK---- 131

CG9424 1 MSDLSYLDTLGNKELLAKCLEHGLPGVPVITDSTRSVIIRRLKAKITG 47

otefin 1 MADVDDEDSLSNAELRAKMLAQGLPNIPVTDSSRKVLVKRLRASIGG 47
* * * * *

Abb. 50: Sequenzvergleich der abgeleiteten Proteinsequenzen der LEM-Doménen des
Caenorhabditis elegans MAN1 (MAN1), Danio rerio LAP2B (ZLAP2), Drosophila melanogaster
CG9424 (CG9424) und Drosophila melanogaster Otefin (otefin). Identische Aminsduren zwischen
zwei Spezies sind fett gedruckt; identische Aminosauren zwischen allen vier Organismen sind fett
gedruckt und mit einem Stern unterlegt. Die Zahlen geben die Positionen der ersten und letzten
Aminosaure jeder Sequenz bezlglich der Position im gesamten Protein an.

Das den Bocksbeutel kodierende Gen CG9424 ist auf dem rechten Arm des 3. Chromosoms
in der Region 85D27 lokalisiert. Die vorhergesagte Lange des Transkripts betrug 1251 bp,
fir das exprimierte Protein wurde eine Lange von 399 AS und eine molekulare Masse von
44.203 Dalton sowie ein Isoelektrischer Punkt von 9.25 vorhergesagt.
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Die Analyse der Sekundarstruktur zeigte eine putative Transmembrandomane am
Carboxyterminus des von dem Gen CG9424 kodierten Proteins. Der Vergleich der
Sequenzierung des EST-Klones LD45742 (Accession Nummer: Al513462; Celera Genetics;
Invitrogen), der die gesamte cDNA des Gens CG9424 enthalten sollte, mit der in den
Gendatenbanken publizierten Sequenz zeigte die Existenz eines zusatzlichen Splice-Donor
und Splice-Akzeptor im carboxyterminalen Bereich des Gens CG9424 auf; die prozessierte,
verkirzte Isoform der Lange von 351 Aminosauren, die durch die cDNA des EST-Klones
LD45742 kodiert wird, ist durch das Fehlen der carboxyterminalen Transmembrandomane
charakterisiert. Die Antikorper, die ich im Rahmen meiner Diplomarbeit herstellte, zeigten in
Drosophila Schneider S2 und in Ovariolen von Drosophila melanogaster eine unterschiedlich
stark ausgepragte Farbung der Kernperipherie sowie eine homogene, schwachere Farbung
des Nukleoplasmas als auch des Cytoplasmas. Die immunfluoreszenzmikroskopischen
Untersuchungen standen jedoch im Gegensatz zu der Lokalisation des als GFP-
Fusionsproteins exprimierten Bocksbeutel (Nukleotide 4-1056 der cDNA des EST-Klones
LD45742), das in transfizierten Xenopus A6 Zellen gleichmaRig im Zellkern unter
Aussparung des Nukleolus sowie bei einer starken Expression auch im Cytoplasma zu
beobachten war. Eine Anreicherung in der Kernperipherie war nicht zu beobachten. Die
Amplifikation und Sequenzierung der verkilrzten Sequenz aus einer cDNA, die aus
embryonaler polyA'RNA synthetisiert worden war und die identischen Abweichungen zur
publizierten Sequenz wie die cDNA des EST-Klones aufwies, bestatigen deren Existenz
(Urban, 2001).

Die auffallige Diskrepanz zwischen der endogenen Lokalisation des Bocksbeutel in der
indirekten Immunfluoreszenz und der Lokalisation des verkirzten GFP-Fusionsproteins
fihrte zur Annahme, dass in Drosophila melanogaster eventuell zwei Isoformen des Gens
CG9424 exprimiert werden.

Durch weitere molekularbiologische, biochemische und immuncytologische Untersuchungen
sollte im Rahmen meiner Promotion eine eventuell vorhandene zweite Isoform, deren
Sequenz der von Celera Genetics publizierten Sequenz entsprechen sollte, identifiziert und
naher charakterisiert werden.

l.2.1.1 Identifizierung und molekulare Charakterisierung beider Bocksbeutel
Isoformen

Um die Existenz einer zweiten Isoform zu Uberprifen, die sich von der im Rahmen meiner
Diplomarbeit identifizierten verkirzten Isoform in der cyboxyterminalen Region unterscheiden
sollte, wurde eine cDNA Bibliothek aus poly(A)+ mRNA, die aus Larven des 3.
Larvalstadiums von Drosophila melanogaster extrahiert wurde, konstruiert. Mit 5° Primern
und fir die jeweilige potentielle Isoform spezifischen 3~ Primern sollten spezifische
Fragmente der kodierenden Regionen durch PCR amplifiziert werden. Sowohl mit den fir die
verkirzte Isoform, die ich als B-Isoform bezeichnen werde, spezifischen Primern, als auch
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mit spezifischen Primern fUr die potentielle, Iangere Isoform des Bocksbeutel, die ich als a-
Isoform bezeichnen werde, konnten verschiedene, flir die carboxyterminale Region
kodierende Fragmente durch PCR amplifiziert werden (Abb. 51 A: Spur 2: PCR-Fragment
der B-Isoform, Nukleotide 1-1053; Spur 3: PCR-Fragment der a-lsoform, Nukleotide 261-
1094; Spur 4: PCR-Fragment der a-Isoform, Nukleotide 826-1094). Auch aus der
genomischen DNA, die aus adulten Fliegen von Drosophila melanogaster isoliert wurde,
konnte mit spezifischen Primern die kodierende Region der 1197 Nukleotide langen a-
Isoform isoliert werden (Abb. 51 B, Spur 4). Die 1053 Nukleotide lange B-Isoform wurde aus
der konstruierten cDNA Bibliothek durch PCR amplifiziert (Abb. 51 B, Spur 2). Durch
Sequenzierung wurden die Nukleotidsequenzen beider Isoformen ermittelt; die
Nukleotidsequenz der a-Isoform stimmte mit der von Celera Genetics publizierten Sequenz
Uberein, die Nukleotidsequenz der B-Isoform entsprach der in meiner Diplomarbeit
ermittelten Sequenz.
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Abb. 51: Amplifizierung der gesamten kodierenden Regionen der Bocksbeutel a- und B- Isoform (B)

sowie verschiedener, fur die Isoformen spezifischer DNA-Fragmente (A) durch PCR.

A) RT-PCR-Fragmente aus RNA-Praparationen larvalen Gesamtgewebes von Drosophila
melanogaster. Die PCR wurde mit flr die beiden Isoformen spezifischen Primer-Kombinationen
(Bocksbeutel B-Isoform 1-1053, Spur 2; Bocksbeutel a-Isoform 261-1094, Spur 3, 829-1094, Spur
4) durchgefihrt.

B) PCR-Fragmente der gesamten kodierenden Regionen der Bocksbeutel B-Isoform und
Bocksbeutel a-Isoform. Die kodierende Region der -Isoform (1-1053) wurde durch RT-PCR aus
RNA-Praparationen larvalen Gesamtgewebes von Drosophila melanogaster amplifiziert (Spur 2).
Die kodierende Region der a-lsoform (1-1197) wurde aus genomischer DNA von Drosophila
melanogaster durch PCR isoliert. Beide Isoformen wurden mit spezifischen Primer-Kombinationen
amplifiziert.

Die Auftrennung erfolgte im 1% Agarosegel, als Langenmarker wurde ein 100 Basenpaar Marker

verwendet (A, Spur 1; B, Spur 1, 2).
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l.2.1.2 Nukleotidsequenz und abgeleitete Aminosauresequenz der beiden
Bocksbeutel Isoformen

Bocksbeutel a-lsoform

1 ATGTCGGACCTTTCTTACCTGGACACGTTGGGCAACAAGGAGCTGCTGGCCAAGTGCCTG
M s D L S Y L D T L G N K E L L A K C L

61 GAGCACGGCCTGCCCGGTGTTCCCGTGACGGACAGCACCCGCAGCGTCATAATTCGCCGA
EH 6 L. p GV P Vv TD S TR S V I I R R

121 CTAAAGGCCAAAATCACCGGGGTTCCGCTGAACAAAAGCAAATCTGCAAGTAAGAAAGCG
L K A K I T G Vv P L N K S K S A S K K A

181 ATTCCGAGGCGTGAGACCGTACACGGCAGCCAGGTAACGACGCCCACATCGGAGCCAGTG
I P R R E T V H G S o v T T P T S E P V

241 CGTCGTACGCCCGGCAAGAGTGCAGGACGCACTAGCAGCAACAACAACAAGATCAGCGAA
R R T P G K S A G R T S S N N N K I S E

301 CAAAGTCGTCGCACAATCGCCTATGGACTAGACAACACCTCGATCTCGGGAAGATCTGTG
s R R T I A Y G L D N T s I S G R S V

361 CAGACTACTACCACGGTGTCGGATATGAGCTCCCAGTCGGAGGACGACGACTCCTACATG
o T T T T VvV sSsS D M S S  sS E D D D S Y M

421 GTGGACTCTCCGGTGCCTAATTACTCCAAGGACCAGCAGCCTAGACGTTATGTTTCTCTA
v b s p V P N Y S K D QO O P R R Y V S L

481 GCCAAATCCGGAGTTTTGACCACATCTTACACACGCGAAGTTGACCAGCCGCTGTACGAA
A K S G Vv L T T S Y T R E V D QO P L Y E

541 CAGGAGGATATACCACGCAGCTACACCTACGAAAGACCCCATGTGCCAGCCGCCACTCTT
 E b I P R S Y T Y E R P H V P A A T L

601 CACGCACTTCCCACATACGAGCCACGCATCGAACCTTCGACATACAGACCCACAGATTTG
H A L P T Y E P R I E P S T Y R P T D L

661 GGTTTTTCGCGTCCCCTGCTGACTCAAACCAACTTAAACTCAACCAGCTACGAGGAGTCA
G ¥ S R P L L T O T N L N S T S Y E E S

721 TCTACGTACAATCCAAAACTTTCACCCATTTCGCCAAGAAACACTTTCAGCGGATCCGCT
s T ¥y N P K L. S P I S P R N T F S G S A

781 AGGCCTTTTGGTGGCCCAGCACCAGCTCCAGCACCCATTCGCCAGCGACAGAGTGTTCCA
R p F G G P A P A P A P I R Q R Q S V P

841 GTTAGTGGATCCAATCTGGCCCGTGGTCGCCTGCTCCAGCCGACCACCGCAGTAAACACT
v s 6 s N L A R G R L L Q9 P T T A V N T

901 CTATATCCACAACTAAATGAATTCTACGATCAGCCGAATGACGCAGGCGAACCCATGGAG
L Yy p 0O L N E F Y D QO P N D A G E P M E

961 ACGGAGAGCGAGTCCGAAGTCGAGGAAGTACCCATCAATAGCCATTTCCAAAAGAATCGC
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T & s E s E v E E v P I N S H F Q K N R

1021 TTCTCGCCGCTGGCTAGAAAACCTCTGGE‘AGACACCAAGATCAGGTTTCGCCTATGGCG
F S P L A R K P L V R H H D O V S P M A

1081 CAGTTCCGTGCACTGGCGGTGTCATTGGATCAAAAATATAATCTCAAATTCTACTTAATA
 F R A L A V S L D ©Q K Y N L K F Y L I

1141 TTGGTTGTCAGTGATGCTGGCCACCATGGTGTACGTGGTATTGACACCCAACGCCTGA
L vv s VML ATMV Y V V L T P N A *

Abb. 52: Nukleotidsequenz und abgeleitete Aminosauresequenz der a-Isoform des Bocksbeutel von
Drosophila melanogaster. Die Position der Splice -Donor und - Akzeptor Sequenzen ist eingerahmt.

Bocksbeutel- Isoform

1 ATGTCGGACCTTTCTTACCTGGACACGTTGGGCAACAAGGAGCTGCTGGCCAAGTGCCTG
M s D L S Y L D T L G N K E L L A K C L

61 GAGCACGGCCTGCCCGGTGTTCCCGTGACGGACAGCACCCGCAGCGTCATAATTCGCCGA
EH 6 L p GV P Vv TD S TR S V I I R R

121 CTAAAGGCCAAAATCACCGGGGTTCCGCTGAACAAAAGCAAATCTGCAAGTAAGAAAGCG
L K A K I T G Vv P L N K S K S A S K K A

181 ATTCCGAGGCGTGAGACCGTACACGGCAGCCAGGTAACGACGCCCACATCGGAGCCAGTG
I P R R E T V H G S ¢ v T T P T S E P V

241 CGTCGTACGCCCGGCAAGAGTGCAGGACGCACTAGCAGCAACAACAACAAGATCAGCGAA
R R T P G K S A G R T S S N N N K I S E

301 CAAAGTCGTCGCACAATCGCCTATGGACTAGACAACACCTCGATCTCGGGAAGATCTGTG
s R R T I A Y G L D N T s I S G R S V

361 CAGACTACTACCACGGTGTCGGATATGAGCTCCCAGTCGGAGGACGACGACTCCTACATG
o T T T T VvV s D M S sSs 9 s E D D D S Y M

421 GTGGACTCTCCGGTGCCTAATTACTCCAAGGACCAGCAGCCTAGACGTTATGTTTCTCTA
v b s p V P N Y S K D O O P R R Y V S L

481 GCCAAATCCGGAGTTTTGACCACATCTTACACACGCGAAGTTGACCAGCCGCTGTACGAA
A K S G Vv L T T S Yy T R E V D Q P L Y E

541 CAGGAGGATATACCACGCAGCTACACCTACGAAAGACCCCATGTGCCAGCCGCCACTCTT
 E b I P R S Y T Y E R P H V P A A T L

601 CACGCACTTCCCACATACGAGCCACGCATCGAACCTTCGACATACAGACCCACAGATTTG
H A L P T Y E P R I E P S T Y R P T D L

661 GGTTTTTCGCGTCCCCTGCTGACTCAAACCAACTTAAACTCAACCAGCTACGAGGAGTCA
G ¥ S R P L L T O T N L N S T S Y E E S

721 TCTACGTACAATCCAAAACTTTCACCCATTTCGCCAAGAAACACTTTCAGCGGATCCGCT
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s T vy N Pp K L. S P I S P R N T F S G S A

781  AGGCCTTTTGGTGGCCCAGCACCAGCTCCAGCACCCATTCGCCAGCGACAGAGTGTTCCA
R p F G G P AP A P A P I R Q R QO s V P

841 GTTAGTGGATCCAATCTGGCCCGTGGTCGCCTGCTCCAGCCGACCACCGCAGTAAACACT
v s 6 S N L A R G R L L Q P T T A V N T

901 CTATATCCACAACTAAATGAATTCTACGATCAGCCGAATGACGCAGGCGAACCCATGGAG
Ly p 0O L N E F Y D O P N D A G E P M E

961 ACGGAGAGCGAGTCCGAAGTCGAGGAAGTACCCATCAATAGCCATTTCCAAAAGAATCGC
T & s E s E VvV E E v P I N S H F Q K N R

1021 TTCTCGCCGCTGGCTAGAAAACCTCTGTGTCAGTGA
F S P L A R K P L C @ *

Abb. 53: Nukleotidsequenz und abgeleitete Aminosauresequenz der 3-Isoform des Bocksbeutel von
Drosophila melanogaster.

l.2.1.3 Vergleich der beiden Bocksbeutel Isoformen

Die beiden Bocksbeutel Isoformen unterscheiden sich in der carboxyterminalen Region. Die
399 Aminosauren lange a-Isoform unterscheidet sich von der 351 Aminosduren langen (3-
Isoform durch die Existenz der carboxyterminalen, potentiellen Transmembrandomane (Abb.
54 — 55). Die Verwendung der Splice-Donor und Splice-Akzeptor Site in der verkirzten 3-
Isoform resultiert in einer Verschiebung des Leserasters und fiihrt durch ein zusatzliches
Stop-Codon zu einem vorzeitigen Abbruch der Translation.
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a—-Bocks MSDLSYLDTLGNKELLAKCLEHGLPGVPVTDSTRSVIIRRLKAKITGVPLNKSKSASKKA 60

B-Bocks MSDLSYLDTLGNKELLAKCLEHGLPGVPVTDSTRSVIIRRLKAKITGVPLNKSKSASKKA 60

a-Bocks  IPRRETVHGSQVITPTSEPVRRTEGKSAGRTSSNNNKISEQSRRTIAYGLDNTSISGRSY 120
B-Bocks IPRRETVHGSQVTTPTSEPVRRTPGKSAGRTSSNNNKISEQSRRTIAYGLDNTSISGRSV 120
a-Bocks  QTTTTVSDMSSQOSEDDDSYMVDSEVENYSKDQOPRRYVSLAKSGVLTTSYTREVDQPLYE 180
B-Bocks QTTTTVSDMSSQSEDDDSYMVDSPVPNYSKDQQPRRYVSLAKSGVLTTSYTREVDQPLYE 180
a-Bocks QEDIPRSYTYERPHVPAATLHALPTYEPRIEPSTYRPTDLGFSRPLLTQTNLNSTSYEES 240
B-Bocks QEDIPRSYTYERPHVPAATLHALPTYEPRIEPSTYRPTDLGFSRPLLTQTNLNSTSYEES 240
a-Bocks STYNPKLSPISPRNTFSGSARPFGGPAPAPAPIRQRQSVPVSGSNLARGRLLQPTTAVNT 300
R-Bocks STYNPKLSPISPRNTFSGSARPFGGPAPAPAPIRQRQSVPVSGSNLARGRLLQPTTAVNT 300
a-Bocks LYPQLNEFYDQPNDAGEPMETESESEVEEVPINSHFQKNRFSPLARKPLVRHHDQVSPMA 360
f-Bocks LYPQLNEFYDQPNDAGEPMETESESEVEEVPINSHFQKNRFSPLARKPLCQ-—-—-—--—-—— 351
a-Bocks QFRALAVSLDQKYNLKFYLILVVSVMLATMVYVVLTPNA 399

B-Bocks = @——mmmmmmmmmmmmm e

Abb. 54: Sequenzvergleich der abgeleiteten Proteinsequenzen der a-Isoform (a-Bocks) und B-Isoform
(B-Bocks) des Bocksbeutel von Drosophila melanogaster CG9424. |dentische Aminosauren zwischen
beiden Isoformen sind fett gedruckt. Die Lage der potentiellen Transmembrandomane ist
unterstrichen. Die in der a-lsoform mit Punkten unterlegte Region wurde zur Synthese eines
rekombinanten Polypeptids fiir die Herstellung von polyklonalen Antikbrpern verwendet.

LEM ™
1 47 399
00
1 47 351

Abb. 55: Schematische Darstellung der a- und [B- Isoform des Bocksbeutel von Drosophila
melanogaster. Die LEM-Domane ist grau, die potentielle Transmembrandoméane ist schwarz markiert.
Die Zahlen geben die Positionen der Aminosauren beziiglich der Lage im gesamten Protein an.

l.2.1.4 Analyse der Zusammensetzung und Eigenschaften der beiden
Bocksbeutel Isoformen

Der offene Leseraster des Gens CG9424 kodiert fur die beiden Isoformen Bocksbeutel-a und
Bocksbeutel-B. Die Lange der exprimierten a-lIsoform betragt 399 Aminosauren mit einem
berechneten Molekulargewicht von 44.203 Dalton und einem Isoelektrischen Punkt von 9,25.
Die Lange der exprimierten B-lsoform betragt 351 Aminosduren mit einem berechneten
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Molekulargewicht von 38.761 Dalton und einem Isoelektrischen Punkt von 9,04. Die
nachfolgende Tabelle zeigt die Haufigkeit der einzelnen Aminosauren und ihren
prozentualen Anteilen am gesamten Protein der jeweiligen Isoform.

a-Bocksbeutel p-Bocksbeutel
Aminosdure Anzahl Anteil (%) Aminosdure Anzahl Anteil (%)
Ala (A) 23 5.8 Ala (A) 18 5.1
Arg (R) 29 73 Arg (R) 27 7.7
Asn (N) 19 4.8 Asn (N) 17 4.8
Asp (D) 17 43 Asp (D) 15 43
Cys (C) 1 0.3 Cys (C) 2 0.6
Gln (Q) 18 4.5 Gln (Q) 16 4.6
Glu (E) 22 5.5 Glu (E) 22 6.3
Gly (G) 17 43 Gly (G) 17 4.8
His (H) 7 1.8 His (H) 5 1.4
Ile (1) 13 33 Ile (1) 12 34
Leu (L) 34 8.5 Leu (L) 27 7.7
Lys (K) 17 43 Lys (K) 15 43
Met (M) 1.8 Met (M) 4 1.1
Phe (F) 8 2.0 Phe (F) 6 1.7
Pro (P) 37 9.3 Pro (P) 35 10.0
Ser (S) 48 12.0 Ser (S) 45 12.8
Thr (T) 35 8.8 Thr (T) 33 9.4
Trp (W) 0 0.0 Trp (W) 0 0.0
Tyr (Y) 18 4.5 Tyr (Y) 15 43
Val (V) 29 7.3 Val (V) 20 5.7

Das Hydrophobizitatsprofil der a-Isoform zeigt im carboxyterminalen Bereich des Molekiils
eine Transmembrandomane (Abb. 56).

=100 |

.....

Abb. 56: Hydrophobizitatsprofil der Bocksbeutel a-lsoform (A) und Bocksbeutel B-Isoform (B) von
Drosophila melanogaster (nach Kythe-Andersen, 1984).
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l.2.1.5 Vergleichende Analyse des Bocksbeutel von Drosophila
melanogaster mit Datenbanksequenzen

Die a-lsoform des Bocksbeutel von Drosophila melanogaster zeigt beim Vergleich mit der
publizierten Sequenz des Otefin (Accession Nummer: NP476664) von Drosophila
melanogaster eine starke Ahnlichkeit im Bereich der LEM-Domane (Aminosauren 1 - 47 des
a-Bocksbeutel: 53,2 % Identitat) und der carboxyterminalen Region (Aminosauren 368 - 399
des a-Bocksbeutel: 38,7 % ldentitat), wahrend die Ahnlichkeit der beiden Proteine in den
restlichen Aminosauren wesentlich geringer ist (Aminosauren 48 - 367 des a-Bocksbeutel:
15,7 %) (Abb. 57).

otefin MADVDDEDSLSNAELRAKMLAOGLENIPVIDSSRKVLVKRLRASIGG---QASPAASPKK 57
o-Bocks  MSDLSYLDTLGNKELLAKCLEHGLEGVPVIDSTRSVIIRRLKAKITGVPINKSKSASKKA 60
otefin TNRRETL----APAPGAPSAPAAASTPVDKLDGNKVAPATKARRTITAAEAKEPVRRLPE 113
oa—-Bocks IPRRETVHGSQVTTPTSEPVRRTPGKSAGRTSSNNNKISEQSRRTIAYGLDNTSISGRSV 120
otefin EAIRRRPDEADRLRSEEPVAARKPTTAPAAQPVQTRRTSTSSGSERKVVEPLRKPETIVE 173
oa-Bocks QTTTTVSDMSSQSEDDDSYMVDSPVPNYSKDQQPRRYVSLAKSGVLTTSYTREVDQPLYE 180
otefin QPASSKRADREENYLKVNSLIVLESDEEEDEQLVQAADLVEQEHAARQKTTKLASSGTTT 233
oa—-Bocks QEDIPRSYTYERPHVPAATLHALPTYEPRIEPSTYRPTDLGFSRPLLTQTNLNSTSYEES 240
otefin YEYKSKVVEPPRRQVYEATAAPVLPPSVPSARAQTTSSTRSYDYASNPAPGRYSSFVRTA 293
oa-Bocks STYNPKLSPISPRNTFSGSARPFGGPAPAPAPIRQRO———————— SVPVSG——SNLARGR 290
otefin AQGYVTAEAPPVASYSSSYKRTYANELSDDTDSKEDQYESTFARNLARLRAERIGDRISP 353
o—-Bocks LLOQPTTAVNTLYPQLNEFYDQPNDAGEPMETESESEVEEVPINSHFQ——————— KNRFSP 343
otefin YSRRTLASGNAGSGSLGYEPRARRSLRPNDNSVSEAFNRWLNSLEQKYHIKSKLFIVLLV 413
oa—-Bocks LARKPLVR-————===——=———————— HHDQVSPMAQFRALAVSLDQKYNLKFYLILVVSV 385
otefin LLLIGVYYIFY--- 424

oa-Bocks MLATMVYVVLTPNA 399

Abb. 57: Sequenzvergleich des Otefin (otefin) von Drosophila melanogaster mit der a-lsoform des
Bocksbeutel (a-Bocks) von Drosophila melanogaster. Vergleich der Aminosauresequenzen;
Identische Aminosauren sind fett gedruckt. Die Position der LEM-Domanen ist mit einer punktierten
Linie unterlegt, die Transmembrandomane der a-Isoform ist unterstrichen.

Von dem Gen Bocksbeutel werden durch Prozessierung zwei Isoformen synthetisiert, die
sich durch die Existenz einer Transmembrandomane unterscheiden. Unter anderen Genen,
die fur Proteine mit LEM-Domanen kodieren, konnten ahnliche Splei3-Varianten nur fir die
Lamina-assoziierten Polypeptide (LAPs) beschrieben werden (Berger et al., 1996, Schoft et
al., 2003; Ubersicht in Gruenbaum et al., 2003). Der Sequenzvergleich der
Aminosauresequenzen des LAP2B des Zebrafisches mit der a-Isoform des Bocksbeutel
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(Abb. 58) zeigt jedoch eine nur sehr geringe Ahnlichkeit auf (Aminoséuren 1 - 399 des a-
Bocksbeutel: 16,8 % Identitat). Die Ahnlichkeiten zu den Lamina-assoziierten Proteinen
anderer Spezies sowie zu anderen Membranproteinen, die eine LEM-Domane aufweisen, ist
ebenfalls sehr gering (Aminosauren 1 - 399 des a-Bocksbeutel: 16,3 % Identitat mit LAP2[3
von Rattus norvegicus, 15,3 % ldentitat mit LAP2 von Xenopus laevis).

ZLAP2 MLEFLEDPSVLTKDKLKSALLANNVALPNGDQRKDVYVQLYLKNLTVQONKKSSGSPDVES 60
o-Bocks MSDLSYLDTLGNRELLAKCLEHGLEGVEPVIDSTRSVIIRRLRAKITG-~~—====----- 47
ZLAP2 SDEELPPAPVVSNRSRSGRKATRKTDKVRPDDVDVTELSNEGLKDLLLKYGLNAGPIVAS 120
a-Bocks = —-——--- VPLNKSKSASKKAIPRR--——-— ETVHGSQVTTPTSEPVRRTPGKSAGRTSSN 94
ZLAP2 TRKVYEKRLQKLLDQGPPVAVALPSETSQTDGNQNGNNDSDQYSDREEEPVAPAPVTVPE 180
a-Bocks NNKISEQ------- SRRTIAYGLDNTSISGRSVQTTTTVSDMSSQSEDDDSYMVDSPVEN 147
ZLAP2 PEVEAELIPVVERPVRSRGKTPVTSRTRSGQHTRDFSEPSIVKEVSVSLMRMKVQPLTVP 240
a-Bocks YSKDQQPRRYVS-—-LAKSGVLTTSYTR-~-——=--—————=—————————— EVDQPLYEQ 181
ZLAP2 KDPKPSKRYSMSATESTKRPVSSLNNKHDENTADIPSPPHRQSSREPLVSLINTACVEVD 300
a-Bocks ED--IPRSYTYERPHVPAATLHALPTYEPRIEPSTYRPTDLGFSR-PLLTQTNLNSTSYE 238
ZLAP2 DQGMODVLSCRSANGGLLAQGVRSAAVSKLSKPVLSQSKPSKPLVDMMCCLSPSSDRQKE 360
a-Bocks ES——-—————————mm - STYNPKLSPIS-PRNTFSGSARPFGGPAPAPAPIRORQSV 279
ZLAP2 VEKVSAIDQTPRAVERDVLKEIFPTENLNTPTGISATCRRPIRGAAGRPLIDTWLNESRQ 420
a-Bocks PVSGSNLARGRLLQPTTAVNTLYP--QLNEFYDQPNDAGEPMETESE -~ ———-——--——~~ 324
ZLAP2 RLSDLKQTTSSSSFSSTSSYTESRSVPRVSSIPLSASKSTAPPTVKSRSRRSLPVWVQLV 480
a-Bocks --SEVEEVPINSHFQKNRFSPLARKPLVRHHDQVSPMAQFRALAVSLDQKYNLKFYLILV 382
ZLAP2 LLSAVAGFLFFIYQAMETNDVGLFKQSGTDDSTSK 515

a-Bocks VSVMLATMVYVVLTPNA--—=-=—==——=—————— 399

Abb. 58: Sequenzvergleich des LAP2B von Danio rerio (ZLAP2) mit der a-Isoform des Bocksbeutel (a-
Bocks) von Drosophila melanogaster. Vergleich der Aminosauresequenzen; Identische Aminosauren
sind fett gedruckt. Die Position der LEM-Domanen ist mit einer punktierten Linie unterlegt.

1.2.1.6 Vergleich einiger potentieller Phosphorylierungsstellen des
Drosophila Bocksbeutel mit publizierten Daten

Der Abbau der Kernhille in der Prometaphase der Mitose wird, wie in 111.1.1.6 bereits
erwahnt, durch die Phosphorylierung der Lamine, der mit ihr assoziierten Proteine sowie der
Kernporenkomplexproteine induziert. Die Proteine weisen potentielle
Phosphorylierungsstellen fiir die p34°“ Proteinkinase, die Proteinkinase A, die
Proteinkinase C, die MAP Proteinkinase sowie fiir die Casein Proteinkinase Il auf (Ubersicht
in Gruenbaum et al., 2003).
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Die Suche nach potentiellen Phosphorylierungsstellen in der beiden Isoformen
gemeinsamen  aminoterminalen  Sequenz des  Bocksbeutel zeigt potentielle
Phosophorylierungsstellen fir die Proteinkinase C (S/T-X-R/K; S = Serin, T = Threonin, X =
beliebige Aminoséure, R = Arginin, K = Lysin), beginnend mit Ser*?, Ser®, Ser'®? Ser''®,
Thr*™, Ser®™ und Ser”™®. Die fiir die Phosphorylierung durch die Casein Kinase I
beschriebene Konsensussequenz S/T-X-X-D/E (S = Serin, T = Threonin, X = beliebige
Aminosaure, E = Glutaminsaure, D = Asparaginsaure) tritt bei Drosophila Bocksbeutel
insgesamt neun mal auf, beginnend mit Ser’, Thr'®, Ser™' Ser', Thr**, Ser®®, Ser*”,
Ser*® und Ser’®. Ebenfalls konnte eine potentielle Phosphorylierungsstelle fiir die cAMP
abhangige Protein Kinase (RRET, R = Arginin; E = Glutaminsaure; T = Threonin), durch die
das strukturell dem Bocksbeutel sehr dhnliche Otefin in vitro an Arg*? phospohoryliert werden
kann (Ashery-Padan et al., 1997), bei Arg® gefunden werden.

l.2.2 Expression der beiden Isoformen des Bocksbeutel als GFP-
Fusionsproteine

Die Lamina-assoziierten Polypeptide 2 (LAP2) der Vertebraten sind die bisher einzigen
charakterisierten polymorphen Proteine, die alle Uber eine LEM-Domane verflgen, sich aber
im Bereich der carboxyterminalen Regionen stark unterscheiden und durch differentielles
Spleiken entstehen (Ubersicht in Dechat et al., 2000; Gruenbaum et al., 2003). Die
Lokalisation dieser Proteine unterscheidet sich sehr stark in Abhangigkeit der
unterschiedlichen carboxyterminalen Regionen der einzelnen Isoformen. Wahrend die
Proteine, die Uber eine Transmembrandomane verfigen, wie die alternativ gespleilten
Isoformen LAP2B, y, 0 und € des Menschen in der inneren Kernmembran des Zellkerns
lokalisiert sind, liegen die beiden Isoformen LAP2 a und & des Menschen im Nukleoplasma
unter Aussparung des Nukleolus vor (Dechat et al., 1998; Dechat et al., 2000). Die beiden
SpleiBvarianten des Bocksbeutel zeigen zwar keine starke sequenzielle Ahnlichkeit zu den
Lamina-assoziierten Polypeptiden, unterscheiden sich jedoch auch, ahnlich den LAP’s, in
inrer carboxyterminalen Region und durch die Existenz einer potentiellen
Transmembrandomane, die in der a-Isoform des Bocksbeutel zu finden ist.

Im Rahmen meiner Diplomarbeit hatte ich bereits die Lokalisation der als GFP-
Fusionsprotein exprimierten B-Isoform (Nukleotide 4-1056) in transfizierten Xenopus A6
Zellen charakterisiert. Da ein Einfluss des aminoterminal exprimierten GFP auf die
Lokalisation des GFP-B-Fusionsproteins (GFP-B) nicht auszuschlieRen ist, wurde die
gesamte kodierende Region der cDNA der B-Isoform (Nukleotide 1-1053), ebenso wie die
der a-lsoform (Nukleotide 1-1149) durch PCR amplifiziert und in den eukaryotischen
Expressionsvektor pEGFP-N1 kloniert. Die so konstruierten Fusionsproteine weisen die
gesamte a-lsoform oder [B-lsoform, gefolgt vom GFP (a-GFP, B-GFP), auf. Um die
Expression und Lokalisation des a-GFP und des (-GFP zu untersuchen und mit der
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Loklisation des GFP-B zu vergleichen, wurden die neu konstruierten Expressionsvektoren fur
die Transfektion der Kulturzelllinien A6 (Xenopus laevis) und Schneider S2 (Drosophila
melanogaster) sowie fir die Mikroinjektion in 30 - 60 min alten Embryonen von Drosophila
melanogaster (2. Embryonalstadium) eingesetzt (Abb. 59).

In den im Rahmen meiner Diplomarbeit transfizierten Xenopus A6 Zellen (Abb. 59 A, B) war
eine gleichmalige Verteilung des GFP-B-Fusionsproteins im Nukleoplasma unter
Aussparung des Nukleolus sowie bei einer starken Uberexpression auch eine schwéchere
Verteilung im Cytoplasma zu beobachten (Abb. 59 B).

Eine &ahnliche Verteilung der B-Isoform wurde auch bei der Expression des GFP am
carboxyterminalen Ende des Fusionsproteins (B-GFP) detektiert, daher ist ein Einfluss des
GFPs auf die Lokalisation der B-Isoform auszuschlieRen (Abb. 59 C, D).

Im Gegensatz zu der gleichmaRigen, nukleoplasmatischen Verteilung der B-lsoform ist in
transfizierten Xenopus A6 (Abb. 59 E) und Drosophila Schneider S2 (Abb. 59 F) eine
deutliche Lokalisation der a-GFP-Isoform in der Kernhlille sowie eine Kolokalisation mit den
endogenen Laminen zu erkennen (Abb. 59 E’, E”, F’, F”). In transfizierten A6 und S2 Zellen,
in denen das a-GFP Fusionsprotein Uberexprimiert wird, ist eine zusatzliche Lokalisation im
Endoplasmatischen Retikulums (ER) detektierbar. Eine derartige Verteilung konnte auch bei
der Uberexpression integraler Membranproteine einschlieBlich des menschlichen Lamin B
Rezeptor sowie des LBR von Drosophila melanogaster als GFP-Fusionsproteine in
transfizierten COS-7 Zellen beobachtet werden (Ellenberg et al., 1997; IIl.1.2). Da die
Kernhille und das ER ein kontinuierliches Membransystem bilden, diffundieren die
Uberexprimierten Proteine bei einer ausbleibenden Immobilisierung innerhalb der
Kernmembran durch die Interaktion mit spezifischen Bindungspartnern durch laterale
Diffusion zurick in das ER (Diffusions-Retensions Modell, Soullam und Worman, 1995;
Ellenberg et al., 1997; Ostlund et al., 1999).

Um die intrazellulare Lokalisation der a-Isoform innerhalb des Organismus und die mogliche
Prozessierung des Transkriptes zu untersuchen, wurden die die a-GFP Isoform kodierenden
Plasmide in Embryonen von Drosophila melanogaster, die sich im 2. embryonalen
Entwicklungsstadium befanden, mikroinjiziert. In den Quetschpraparaten der 24 und 48 h
alten Embryonen kann in einigen Zellkernen eine deutliche Lokalisation der a-GFP Isoform in
der inneren Kernmembran beobachtet werden (Abb. 59 G, H), daher ist anzunehmen, dass
die Splice —-Donor und —Akzeptor Sequenzen der in vivo synthetisierten o-GFP
Primartranskripte nicht verwendet wurden.
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lamin B2 merge

lamin B2

fibrillarin

Abb. 59: Expression und Lokalisation der GFP-$ (A, B), B-GFP (C, D) und a-GFP Fusionsproteine (E-
F) in transfizierten Xenopus A6 Kulturzellen (A-E), Drosophila Schneider S2 Kulturzellen (F) und
Embryonen von Drosophila melanogaster (G, H). Lokalisation der GFP-Fusionsproteine und des
endogenen Lamin B2 (A’, B, E’), Fibrillarin (C’, D’), und Lamin DmO (F’) durch direkte
Fluoreszenzmikroskopie (A — H) und indirekte Immunfluoreszenzmikroskopie (A’ — F’).

G’, H) DNA Farbung mit dem Fluorochrom Hoechst 33258 (G’, H’).

A”- H”) Uberlagerung der Abbildungen A+A’ — H+H’

Eichstriche: 10um

Die Lokalisation der beiden Isoformen im Zellkern aller transfizierten Zelllinien deutet auf
eine Assoziation der beiden Isoformen gemeinsamen aminoterminalen Region mit Chromatin
und/oder noch nicht identifizierten nukleoplasmatischen Interaktionspartnern hin.

Fur die ausschlieBlich in Vertebraten vorkommenden Lamina-assoziierten Polypeptide
konnte eine direkte Bindung mit Chromatin Uber positiv geladene Aminosauren der LEM-
Shadow Domane (Aminosauren 1 — 50 des menschlichen LAP2) sowie eine indirekte
Bindung an Chromatin uUber die Interaktion mit dem Barrier to Autointegration Factor, die
durch die hydrophoben Aminosduren der LEM Domane (Aminosauren 111 — 152 des
menschlichen LAP2) vermittelt wird, nachgewiesen werden (Cai et al., 2001; Shumaker et
al., 2001). Die Existenz einer LEM-Domaéane in beiden Bocksbeutel Isoformen (Aminosauren
1 — 47), legt die Vermutung nahe, dass eine indirekte Bindung der beiden Bocksbeutel
Isoformen an Chromatin ebenfalls Uber dieses Motiv vermittelt werden konnte.

FiUr eines der am besten untersuchten Proteine der inneren Kernmembran, dem Lamin B
Rezeptor konnte gezeigt werden, dass die erste Transmembrandomane fiir eine korrekte
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Lokalisation in der inneren Kernmembran in transfizierten Kulturzellen ausreichend ist.
Wahrend der menschliche LBR ein zusatzliches Lokalisationssignal in der
nukleoplasmatischen Domane aufweist, welches ebenfalls fir die Lokalisation des Proteins
in der inneren Kernmembran ausreichend ist (Smith und Blobel, 1993; Soullam und Worman,
1993; Ellenberg et al., 1997), belegt die unterschiedliche Lokalisation der Bocksbeutel a- und
B-GFP Fusionsproteine, dass die nukleoplasmatische Domane des Bocksbeutel kein
zusatzliches Signal fir die Lokalisation in der inneren Kernmembran aufweist, so dass die
Transmembrandomane der a-lsoform das einzige Lokalisationssignal darstellt und fir die
Lokalisation und Retention des Bocksbeutel-a in der inneren Kernmembran essentiell ist.

Um mehr iber die biochemischen Eigenschaften des Bocksbeutel a-GFP-Fusionsproteins zu
erfahren, wurden die mit dem GFP-Fusionsprotein transfizierten A6 Zellen mit 8 M Harnstoff
extrahiert. Die a-GFP Isoform erweist sich gegeniber der Extraktion mit Harnstoff als stabil
und kann mit einem spezifischen Antikdrper gegen GFP stets im Sediment nachgewiesen
werden (Abb. 60 Spur 1). Die ebenfalls vom GFP-Antikorper erkannten Degradations-
produkte des GFP koénnen dagegen in beiden Fraktionen detektiert werden. Die
Extraktionseigenschaften der  Bocksbeutel a-GFP Isoform sowie  dessen
Hydrophobizitatsprofil (111.2.1.4, Abb. 56) bestatigen die Annahme, dass es sich bei
Bocksbeutel-a um ein integrales Membranprotein der inneren Kernmembran handelt.

P S
-—116
: g; Abb. 60: Extraktionsverhalten des Bocksbeutel a-GFP-Fusionsproteins.
Transfizierte Xenopus A6 Zellen wurden mit 8 M Harnstoff extrahiert und
= 45 durch Zentrifugation in Sediment (Spur 1) und Uberstand (Spur 2) fraktioniert.
Die Proteine wurden gelelektrophoretisch Gber 10% SDS-PAGE aufgetrennt,
—_ 29 auf Nitrocellulose transferiert und mit GFP-Antikdrpern (Spuren 1 und 2)
inkubiert.
1 2 Referenzproteine unterschiedlichen Molekulargewichts sind in kD angegeben.

l.2.3  Herstellung eines polyklonalen Antiserums gegen Bocksbeutel

Durch die Expression der beiden Isoformen Bocksbeutel-a und Bocksbeutel-B als GFP-
Fusionsproteine konnte eine unterschiedliche intrazelluldre Lokalisation der beiden
Isoformen in Abhangigkeit der Existenz der carboxyterminalen Transmembrandomane
festgestellt werden. Eine dhnliche Lokalisation konnte auch fur die verschiedenen Isoformen
der Lamina-assoziierten Polypeptide der Vertebraten nachgewiesen werden (Ubersicht in
Gruenbaum et al., 2003). Die LAPs unterscheiden sich nicht nur in ihrer strukturellen
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Zusammensetzung und Lokalisation, sondern auch in ihrer Expression. Wahrend die LAP2
Isoformen LAP2a, B und y als die im Menschen am haufigsten vorkommende Isoformen in
somatischen Zellen beschrieben wurden, ist die Expression der LAP1 Proteine, aber auch
einiger Isoformen der LAP2, wie das ZLAP2w von Danio rerio, entwicklungsspezifisch
(Schoft et al., 2003; Ubersicht in Gruenbaum et al., 2003).

Fur die Charakterisierung der gewebe- und entwicklungsspezifischen Expression der beiden
Isoformen des Bocksbeutel in Drosophila melanogaster wurden die in meiner Diplomarbeit
hergestellten, spezifischen Antiseren gegen die gemeinsame aminoterminale Doméane der
beiden Isoformen Bocks/gl, Bocks/gll sowie die im Rahmen dieser Arbeit hergestellten
Antiseren Bocks/glll und Bocks/ml (g = guinea pig, m = Mouse) verwendet. Fur die
Herstellung der Antiseren Bocks/glll und Bocks/ml wurde das Polypeptid der Lange von 146
Aminosauren (AS 30 — 167; Urban, 2002) gegen die gemeinsame aminoterminale Doméane
der beiden Isoformen bakteriell exprimiert, gereinigt und fir die Immunisierung verwendet.

1.2.3.1 Test der polyklonalen Bocksbeutel Antikorper

Die neuen Antiseren wurden sowohl im Westernblot, als auch in der Immunfluoreszenz
getestet. Mit den in meiner Diplomarbeit hergestellten Antiseren Bocks/gl und Bocks/gll und
den neuen Antiseren Bocks/glll und Bocks/ml wurden anndhernd identische Ergebnisse
erzielt (Abb. 61 A).

Die im Rahmen meiner Diplomarbeit affinitatsgereinigten Antiseren Bocks/gl und Bocks/gll
bestatigten die mit den polyklonalen Antiseren erhaltenen Ergebnisse (Abb. 61 B).

Falls nicht anders erwahnt, wird im Folgenden stets das Antiserum Bocks/glll verwendet.

Im Immunblot wurden die Antiseren auf Gesamtproteinen des 3. Larvalstadiums von
Drosophila melanogaster und Drosophila Schneider S2 Zellen getestet. Die Antikbper aller
vier Antiseren sowie die affinitdtsgereinigten Antiseren reagieren deutlich mit einem Protein
der molekularen Masse von Mr 56.000, ebenso wird auch ein Polypeptid mit einer
geringflgig héheren Mobilitat im SDS-PAGE erkannt (Abb. 61 A, B). Zusatzlich erkennen die
Antikérper Polypeptide, die eine wesentlich geringere Mobilitat aufweisen (Abb. 61 A), die
vermutlich auf die Aggregation der Proteine wahrend der Homogenisierung der Larven und
der Hitzebehandlung der Proteinproben zurickzufuhren ist. Die haufig zu erkennende
Proteinbande bei ca. 40.000 Da stellt wahrscheinlich ein Degradationsprodukt dar, das sehr
stabil ist und sowohl in den Proteinproben der larvalen Gesamtproteine, als auch in den
Gesamtproteinen der Schneider S2 Zellen zu finden ist und von allen Antiseren sowie den
affinitatsgereinigten Antiseren erkannt wird. Da die erkannten Proteine von Mr 56.000 und Mr
52.000 eine geringere Mobilitat aufweisen als die berechneten Molekulargewichte der beiden
Isoformen (a-Isoform Mr: 44.203; B-Isoform Mr: 38.761), konnen die zwei Banden nicht
eindeutig den beiden Isoformen zugewiesen werden. Die Diskrepanz zwischen der
berechneten molekularen Masse und dem Laufverhalten im SDS-PAGE ist bei vielen
Proteinen zu beobachten und resultiert oft aus intramolekularen Faltungen und dem Anteil an

117



I1l. Ergebnisse

basischen Aminosduren. Das im Bereich von 52.000 D nachgewiesene Polypeptid konnte
sowohl die kleinere, 351 Aminosaure lange B-Isoform des Bocksbeutel, als auch ein
Degradationsprodukt des Proteins von Mr 56.000 darstellen. Die Existenz solcher
Degradationsprodukte ist u.a. auch bei den Laminen bekannt, bei denen die aminoterminale
Doméne abgespalten wird und im SDS-PAGE als zusatzliche Bande zu erkennen ist.

y @ & &
\@Q'*_«b\q’ ‘f}g \t_"a\ Abb. 61 A) Test der Antiseren Bocks/gl (Spur 1), Bocks/gll
S oS oS o (Spur 2), Bocks/glll (Spur 3) und Bocks/ml (Spur 4) im
—205 Immunblot auf den Gesamtproteinen des 3. Larvalstadiums
J— - 116 (Spuren 1 und 2) und Schneider S2 Kulturzellen (Spuren 3 und
- 97 4) von Drosophila melanogaster.
B - 66
L — 45 Abb. 61 B) Test der affinitatsgereinigten Antikorper Bocks/gl
A ¢! (Spuren 1 und 2) und Bocks/gll (Spuren 3 und 4) im Immunblot
1 2 3 4 auf den gesamten Proteinen des 3. Larvalstadiums von
—205 Drosophila melanogaster.
- 116
- 97 Die Antiseren zeigen eine starke Reaktion mit einem Antigen
S i _— 66 bei 56.000 D und eine schwéachere Reaktion mit einem Antigen
bei 52.000 D.
B — 45 Referenzproteine unterschiedlichen Molekulargewichts sind in
1 2 3 4 kD angegeben.

.2.4 Extraktionsverhalten des Bocksbeutel

Das Extraktionsverhalten und die Lokalisation des Bocksbeutel-a GFP-Fusionsproteins im
Bereich der Kernperipherie sowie das Hydrophobizitatsprofil deuten darauf hin, dass es sich
bei Bocksbeutel-a um ein integrales Membranprotein handelt. Durch weitere
Extraktionsstudien mit Harnstoff oder Triton X-100 von Drosophila Schneider S2 Zellen
sollten die biochemischen Eigenschaften des Bocksbeutel ndher untersucht werden.
Drosophila Schneider S2 Zellen wurden mit 8 M Harnstoff (Abb. 62 Spuren 1 und 2) oder 1%
Triton X-100/100 mM NaCl (Abb. 62 Spuren 3 und 4) extrahiert und durch Ultrazentrifugation
in Sediment und Uberstand fraktioniert. Die Proteine der Extraktionsiiberstande sowie die
Sedimente wurden in proportionalen Mengen durch 10% SDS-PAGE gelelektrophoretisch
aufgetrennt, auf Nitrocellulose transferiert und im Immunblot mit dem Antiserum Bocks/glll
inkubiert (Abb. 62 A). Als Kontrolle wurde die Nitrozellulose mit einem monoklonalen
Antikoéper, der gegen Epitope des Lamin DmO von Drosophila gerichtet ist, inkubiert (Abb. 62
B).
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Die Antikdrper erkennen nach der Extraktion mit Harnstoff ein Polypeptid von Mr 56.000, das
vorwiegend im Sediment zu detektieren ist (Abb. 62 A, Spur 1). Da nur integrale
Membranproteine nach der Extraktion mit Harnstoff mit den Membranen sedimentiert werden
sollten, reprasentiert das von den Antikérpern erkannte Protein vermutlich die eine
Transmembrandomane aufweisende a-Isoform. Wahrend ca. 50% der zur Kontrolle
nachgewiesenen Lamine sich als assoziiertes Membranprotein nach der Extraktion im
Uberstand befinden (Abb. 62 B, Spur 2), erkennen die bocksbeutel-spezifischen Antikdrper
im Uberstand nur eine, verglichen mit den Laminen, kleine Menge des Polypeptids von Mr
56.000 sowie kleinere Polypeptide, die vermutlich dessen Degradationsprodukte darstellen
(Abb. 62 A, Spur 2).

Durch die Extraktion mit Triton X-100/100mM NaCl koénnen die membranhaltigen
Lipidmicellen sowie tber 50% des Proteins von Mr 56.000 im Uberstand detektiert werden
(Abb. 62 A, Spur 4), wahrend Uber 50% der Lamine im Sediment zu finden sind (Abb. 62 B,
Spur 3).

Urea Triton
P S P S
— 205
— 116
— 07
_— e 66 Abb. 62: Extraktionseigenschaften von Bocksbeutel.
Drosophila Schneider S2 Zellen wurden mit 8 M Harnstoff
— 48 (Urea, Spuren 1 und 2) oder Triton X-100/100 mM NacCl
A — 29 (:I'riton, Spuren 3 und 4) extrahiert und durch Zentrifugation in
1 2 3 4 Uberstand (Supernatant S, Spuren 2 und 4) und Sediment
- 116 (Pellet P, Spuren 1 und 3) fraktioniert. Die Proteine der
- 97 Fraktionen wurden in proportionalen Mengen
- o~ — 66 gelelektrophoretisch durch 10% SDS-PAGE aufgetrennt, auf
Nitrocellulose transferiert und mit Antikdrpern gegen
=t 45 Bocksbeutel (A) oder Lamin Dm0 (B) inkubiert.
— 29 Referenzproteine unterschiedlichen Molekulargewichts sind
B ) 3 4 in kD angegeben.

Der Vergleich des Extraktionsverhaltens der Bocksbeutel a-Isoform als GFP-Fusionsprotein
aus transfizierten A6 Zellen mit dem Extraktionsverhalten des von den Antikérpern erkannten
Polypeptids von Mr 56.000 aus Schneider S2 Zellen deutet darauf hin, dass das in diesen
Kulturzellen dominierende, exprimierte Polypeptid von Mr 56.000 die 399 Aminosauren lange
a-lsoform reprasentiert.
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1l.2.5 Analyse der Expression von Bocksbeutel in verschiedenen
Entwicklungsstadien

Um die Expression der Bocksbeutel Isoformen wahrend der Entwicklung von Drosophila
melanogaster zu untersuchen, wurden verschiedene Entwicklungsstadien (3. Larvalstadium,
Puppe, adulte Fliege) im Immunblot analysiert. Die verschiedenen Entwicklungsstadien
wurden in SDS-Probenpuffer homogenisiert und Uber 10% SDS-PAGE aufgetrennt (Abb.
63).

Der Immunblot weist in allen Entwicklungsstadien ein spezifisches Signal bei 56.000 D auf,
welches vermutlich die, auch in den Drosophila Schneider S2 Kulturzellen dominierende, a-
Isoform des Bocksbeutel reprasentiert. Zusatzlich sind, wie auch in Abb. 63, Polypeptide, die
eine niedrigere Mobilitdt aufweisen und vermutlich auf die Aggreagation durch die
Homogenisierung und Hitzebehandlung der Proteinproben zurlckzufiihren sind, zu
erkennen.

1 2 3

Abb. 63: Expression von Bocksbeutel in verschiedenen Entwicklungsstadien von Drosophila
melanogaster.

Verschiedene Entwicklungsstadien (3. Larvalstadium, Spur 1; Puppe, Spur 2; adulte Tiere, Spur 3)
wurden in SDS-Probenpuffer homogenisiert, und die Gesamtproteine gelelektrophoretisch durch 10%
SDS-PAGE aufgetrennt, auf Nitrocellulose transferiert und mit dem Antiserum Bocks/glll im Immunblot
inkubiert.

Referenzproteine unterschiedlichen Molekulargewichts sind in kD angegeben.

l.L2.6 Analyse der Expression von Bocksbeutel in verschiedenen
Kulturzelllinien

Um die Expression der beiden Isoformen in verschiedenen embryonalen und differenzierten
Zelllinien zu untersuchen, wurden die embryonalen Zelllinien Drosophila Schneider S2 und
Schneider S2R+ sowie die differenzierte Zelllinie Kc167 eingesetzt. Die Expression und
Lokalisation des Bocksbeutel wurde durch indirekte Immunfluoreszenzmikroskopie nach
Fixierung und Permeabiliserung der Zellen und mit 3% Paraformaldehyd und 0,3% Triton X-
100 untersucht (Abb. 64 - 65).
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In der indirekten Immunfluoreszenz von Drosophila Schneider S2 Zellen (Abb. 64) farben die
Antikérper des Serums Bocks/gl sowie der drei Antiseren Bocks/gll, glll und ml (nicht
gezeigt) die Kernperipherie der Kulturzellen in unterschiedlicher Intensitat an (Abb. 64 A - C).
Verglichen mit der Expression des Lamin DmO (Abb. 64 A’ - C’), scheint Bocksbeutel jedoch
in den untersuchten Schneider S2 Zellen nicht gleichmaRig exprimiert zu werden. Wahrend
in den meisten Zellen nur eine leichte Farbung der Kernhille zu erkennen ist (Abb. 64 B),
zeigen 5 — 10% der untersuchten Zellen eine starke Farbung der Kernperipherie (Abb. 64 A).
Diese verstarkte Kernmembranfarbung ist vor allem in Zellen, die sich in der spaten
Telophase und der Cytokinese befinden, zu beobachten (Abb. 64 C). Ebenso ist in allen
Zellen eine schwache Farbung des Nukleoplasmas und des Cytoplasmas sowie die Farbung
kleinerer Aggregate zu erkennen (Abb. 64 A - C).

Die Untersuchungen der Lokalisation der a-GFP und B-GFP Fusionsproteine des
Bocksbeutel zeigten eine unterschiedliche Lokalisation der beiden Isoformen. Wahrend die
a-lsoform ausschlieBlich in der Kernperipherie lokalisiert ist, ist die B-Isoform im
Nukleoplasma sowie schwach im Cytoplasma der transfizierten Zellen verteilt. Die
Extraktionsversuche sowie die Lokalisation des Bocksbeutel-Antigens in der Kernperipherie
der Drosophila Schneider S2 Zellen fiihren zu der Annahme, dass das im Bereich der
Kernhille lokalisierte Antigen die vermutlich in dieser embryonalen Zelllinie am starksten
exprimierte a-Isoform reprasentiert.

Die schwache Farbung des Nukleoplasmas kdnnte ebenfalls auf eine schwache Expression
der B-Isoform bzw. einer unspezifischen Kreuzreaktion der Bocks/glll Antikrper mit anderen
Proteinen zurtickzufiihren sein. Die schwache cytoplasmatische Farbung kdénnte auch durch
die im ER lokalisierte a-Isoform verursacht werden. Interessanterweise konnte die identische
schwache nukleo- und cytoplasmatische Farbung der Kulturzellen auch mit den Antiseren
Bocks/gl, gll und ml sowie mit den affinitdtsgereinigten Antiseren Bocks/gl und Bocks/gll
beobachtet werden.
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lamin Dm0

Abb. 64: Indirekte Immunfluoreszenzmikroskopie von Drosophila Schneider S2 Zellen nach der
Fixierung mit 3% Paraformaldehyd, Permeabilisierung mit 0,3% Triton X-100 und Antikérperfarbung
mit dem Antikérpern Bocks/glll (A - C) und monoklonalen Antikérpern gegen Lamin DmO (ADL85 und
ADL194) (A’ - C').

A”-C”) Uberlagerung der Abbildungen A+A’ — C+C’

A”-C”) Phasenkontrastaufnahmen

Eichstriche: 10um

In den immunfluoreszenzmikroskopischen Untersuchungen der differenzierten Kc167 Zellen
ist ebenfalls in allen Zellen eine deutliche Farbung der Kernperipherie durch das Antiserum
Bocks/glll zu erkennen (Abb. 65 A, B). Das in der Kernperipherie lokalisierte Antigen
reprasentiert vermutlich, wie in den embryonalen Schneider S2 Zellen, die Bocksbeutel-a
Isoform. Die Expression scheint jedoch in den differenzierten Kc167 Zellen wesentlich
starker zu sein als in den untersuchten S2 Zellen (Abb. 64), da die Intensitat der
Immunfluoreszenz im Bereich der Kernperipherie wesentlich intensiver ist. Bei der
Betrachtung der gesamten Zellen fallt wie auch schon in den Schneider S2 Zellen auf, dass
die Expression des Bocksbeutel im Vergleich zur der homogenen Expression des Lamin
Dm0 (Abb. 65 A’) und des dLBR (Abb. 65 B’) auch in den Kc167 Zellen zu variieren scheint,
es sind sowohl Zellen, die eine intensive Farbung der Kernhiille aufweisen, als auch etwas
schwacher gefarbte Zellen zu beobachten (Abb. 65 B). Die Lokalisation des von dem
Antiserum Bocks/glll erkannten Antigens in den Schneider S2R+ (Abb. 65 C, D) ist mit
dessen Lokalisation in den Schneider S2 Zellen vergleichbar (Abb. 64). Diese beiden
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Zelllinien stammen von embryonalen Zellen, die aus 0-24 h alten Embryonen isoliert wurden,
unterscheiden sich jedoch in ihrer Gréke und Expression der wingless-Rezeptoren Dfrizzled-
2 und Dfrizzled-1 in der Schneider S2R+ Kulturzelllinie (Yanagawa et al., 1998).

Wie schon in den Schneider S2 Zellen beobachtet werden konnte, weisen die Schneider
S2R+ Zellen, die sich in der Cytokinese befinden, eine starke Farbung der Kernmembran
auf, wahrend in anderen Zellen nur eine sehr schwache Farbung der Kernperipherie zu
sehen ist (Abb. 65 C, D).

In den beiden Zelllinien Kc167 und Schneider S2R+ ist ebenfalls eine schwache
nukleoplasmatische Farbung unter Aussparung des Nukleolus sowie eine schwache
cytoplasmatische Farbung durch die Antikérper zu erkennen (Abb. 65 A, B, C, D).

lamin DmO

@
|

Abb. 65: Indirekte Immunfluoreszenzmikroskopie von Drosophila Kc167 (A - B) und Schneider S2R+
Zellen (C - D) nach der Fixierung mit 3% Paraformaldehyd, Permeabilisierung mit 0,3% Triton X-100
und Antikérperfarbung mit dem Antiserum Bocks/glll (A - D), LBR/dI+Il (B’) und monoklonalen
Antikérpern gegen Lamin DmO (ADL 84 und ADL 195) (A’, C’, D).

A”-D”) Uberlagerung der Aufnahmen A+A’ — D+D’

A”-D) Phasenkontrastaufnahmen; Eichstriche: 10um
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In den immunfluoreszenzmikroskopischen Untersuchungen konnte eine unterschiedliche
starke Farbung der Kernperipherie in Abhangigkeit der untersuchten Kulturzelllinie
beobachtet werden. Die immunfluoreszenzmikroskopischen Untersuchungen zeigen, dass
die a-lsoform in Kulturzellen exprimiert wird. Es ist aber nicht gesichert, ob die
nukleoplasmatische Farbung mit den Bocksbeutel Antikérpern durch das Bocksbeutel-3
bedingt wird.

1.2.7 Untersuchung der Interaktion des Bocksbeutel mit Lamin Dm0
und Lamin C

Bisherige Bindungsstudien haben gezeigt, dass eine Vielzahl von LEM-Doméanen Proteinen
mit unterschiedlichen Komponenten des Zellkerns interagiert. Wahrend bei den LAP2-
Isoformen durch die hoch konservierten LEM- bzw. LEM-Shadow Doméanen die indirekte
oder direkte Bindung an das periphere Chromatin vermittelt wird (Cai et al., 2001), interagiert
die sog. Lamina-Bindungsdomane der LAPs direkt mit den Komponenten der nukledren
Lamina. Die Isoformen, die durch eine Transmembrandomane in der inneren Kernmembran
verankert werden, binden an B-Typ Lamine, wahrend die im Nukleoplasma verteilten LAPs,
wie das LAP2a, mit A- und C- Typ Laminen interagieren (Ubersicht in Gruenbaum et al.,
2003). Auch fir andere LEM-Domanen Proteine, wie Emerin oder Otefin, konnte eine direkte
Interaktion mit A-Typ oder B-Typ Laminen nachgewiesen werden (Lee et al., 2001, Goldberg
et al., 1998).

In den Invertebraten Drosophila melanogaster und C. elegans konnten keine zu den Lamina-
assoziierten Polypeptiden homologen Proteine identifiziert werden. In Drosophila ist bislang
nur das Otefin als Interaktionspartner des Lamin Dm0 beschrieben worden. Die Identifikation
der beiden Isoformen von Bocksbeutel in Drosophila melanogaster, die ebenfalls Uber eine
LEM-Domaéane verfugen und wie die LAPs durch differentielles Splicen synthetisiert werden
sowie die hohe strukturelle Ahnlichkeit mit dem Otefin, legt die Vermutung nahe, dass auch
diese beiden Isoformen direkt oder indirekt mit Komponenten der nukledren Lamina
interagieren.

Um die potentiellen Interaktionen der in Drosophila Kc167 Kulturzellen dominierenden a-
Isoform mit den Laminen Lamin Dm0 und Lamin C zu untersuchen, wurden
Immunprazipitationen mit Drosophila Kc167 Zellen durchgeflhrt. Wie schon erwahnt,
stammen die Kc167 Kulturzellen von differenzierten Haematocyten ab und weisen eine Co-
Expression beider Lamine (Lamin DmO und Lamin C) auf.

Die Immunpréazipitationen wurden mit dem Antiserum Bocks/gl durchgefihrt. Um eine
unspezifische Bindung der Proteine zu vermeiden, wurden die mit Immunprazipitationspuffer
aus Kc167 Zellen extrahierten Proteine vor der Immunprazipitation in einem Aliquot der
Sepharose vorinkubiert und die eventuell unspezifisch gebundenen Proteine durch
Zentrifugation sedimentiert. Die an Protein A-Sepharose gekoppelten Antikérper wurden mit
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diesem Uberstand (13.000 g Uberstand) inkubiert und dadurch der daran bindende
Bocksbeutel einschlieRlich dessen Bindungspartner immunprazipitiert. Die Proteine wurden
durch 10% SDS-PAGE gelelektrophoretisch aufgetrennt, auf Nitrocellulose transferiert und
mit monoklonalen Antikérpern gegen Lamin Dm0 (ADL67) und gegen Lamin C (LC28)
inkubiert (Abb. 66). Zur Kontrolle wurden die Immunprazipitationen mit Ansatzen ohne
Antikérper durchgefihrt (Abb. 66 Spur 3).

Wie in Abb. 66 zu sehen ist, kann weder Lamin Dm0 (Abb. 66 Spur 1) noch Lamin C (Abb.
66 Spur 2) mit den Zellextrakten aus Kc167 Zellen immunprazipitiert werden. In den beiden
Immunblots ist lediglich die schwere Kette der Immunglobuline nachzuweisen (Abb. 66 Spur
1 und 2, Pfeilkopf).

-—205
- 116
- 97

- 66

Abb. 66: Immunprazipitation der Gesamtproteine aus Kc167 Zellen mit dem Antiserum Bocks/gl.

Der 13.000 g Uberstand (Triton/NaCl-Extraktion) aus Drosophila Kc167 Zellen wurde mit dem an
Protein A Sepharose gekoppelten Antiserum Bocks/glll inkubiert. Zur Kontrolle wurden
Immunprazipitationen ohne Antikérper durchgefiihrt (Spur 3). Die immunprazipitierten Proteine wurden
durch 10% SDS-PAGE aufgetrennt, auf Nitrocellulose transferiert und im Immunblot mit monoklonalen
Antikoérpern gegen Lamin Dm0 (ADL67, Spur 1) und Lamin C (LC28, Spur 2) durchgefihrt. Die
Position der schweren Kette (HC) der Immunglobuline ist mit einem Pfeilkopf markiert.

Die Positionen der Referenzproteine sind in kD angegeben.
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ll.3 Molekulare Charakterisierung des  Barrier-to-
Autointegration Factor (dBAF) von Drosophila
melanogaster

l.3.1 BLAST Suche mit der publizierten Sequenz des Barrier-to-
Autointegration Factor (BAF) von Rattus norvegicus in der
Drosophila Flybase Datenbank

Wie viele nukleare Proteine, einschliefllich LAP2, Emerin, MAN1, Otefin, Lem-3 und SANE,
weist die aminoterminale Domane der beiden Bocksbeutel Isoformen eine konservierte LEM-
Domaéne auf. Dieses ~ 43 Aminosauren lange Motiv besteht aus einer Helixstruktur, die sich
aus drei Aminosauren, gefolgt von zwei durch einen langen Loop miteinander verbundenen
a-Helices zusammensetzt (Cai et al., 2001). Fur zwei der oben aufgefiihrten Proteine, LAP2
und Emerin, konnte eine direkte Interaktion der LEM-Doméane mit einem kleinen, Chromatin-
bindenden Protein, dem Barrier-to-Autointegration Factor (BAF) nachgewiesen werden (Lee
et al., 2001; Haraguchi et al., 2001; Shumaker et al., 2001; Segura-Totten et al., 2002).

Es wird jedoch vermutet, dass BAF auch mit anderen LEM-Doméanen Proteinen interagiert
und so das Chromatin mit der inneren Kernmembran und indirekt mit der Kernlamina
vernetzt (Segura-Totten et al., 2002). Da auch die von mir identifizierten Isoformen des
Bocksbeutel von Drosophila melanogaster in ihrer gemeinsamen aminoterminalen Region
eine LEM Domane aufweisen, koénnten auch diese beiden Proteine potentielle
Interaktionspartner des BAF darstellen. Da bislang noch kein homologes Protein in
Drosophila melanogaster identifiziert worden war, fihrte ich mit der publizierten Sequenz des
Barrier-to-Autointegration Factor von Rattus norvegicus in den Gendatenbanken von
Drosophila melanogaster (Flybase: http/:flybase.bio.indiana.edu/) eine Suche nach ahnlichen
Proteinen durch. Dabei zeigte sich, dass das putative Protein, kodiert von dem Gen CG7380
(Accession Nummer: AE003619), eine deutliche Homologie zu der Sequenz des BAF der
Ratte aufweist.

Das Gen CG7380 ist auf dem linken Arm des 2. Chromosoms in der Region 28D8 lokalisiert.
Der 5° nicht translatierte Bereich setzt sich aus 144 Basenpaaren zusammen. Der 3" nicht
translatierte Bereich setzt sich aus 224 Basenpaaren zusammen und enthalt eine typische
Polyadenylierungssequenz (AATAAA).
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l.3.2 Charakterisierung des EST-Klones GH06291, der die cDNA des
Gens CG7380 von Drosophila melanogaster enthalt

Der EST-Klon GH06291 (Accession Nummer: Al07012), der die vollstdndige Sequenz des
Gens CG7380 enthalt, wurde von Celera Genetics; Invitrogen bezogen. Die vollstdndige
cDNA, die aus isolierter polyA+ RNA aus Kopfen von Drosophila melanogaster (GH pOT2
Plasmid Library) synthetisiert wurde, lag in dem Expressionsvektor pOT2 vor. Die komplette
Sequenz des Gens CG7380 wurde durch Sequenzierung ermittelt und mit der in den
Gendatenbanken von Drosophila melanogaster publizierten Sequenz verglichen. Die
Sequenzierung wies keine Abweichungen zu der von Celera Genetics publizierten Sequenz
auf.

Das von dem Gen CG7380 kodierte putative Protein wurde als dBAF (Drosophila Barrier-to-
Autointegration Factor) bezeichnet.

1.3.3 Nukleotidsequenz und abgeleitete Aminosauresequenz der
cDNA des Gens CG7380

AGATGTGTTGTTGCATTTTCGAAA

ATATCACTTGCTGCCACACTGGCTGTGCGTCATTTTCAGAAACGCCGCGAATATTTTGCC

ATTGAAATCTAGCTAAGCATTGGAATTTCGCAACGTGCAGCAGCAAAGCAAACTACAAAC

1 ATGTCGGGCACATCGCAGAAACACAGGAACTTCGTTGCGGAGCCAATGGGCAACAAGTCG
M s 6 T S 9 K H RN F V A E P M G N K S

6l GTGACGGAACTGGCCGGAATTGGGGAAACCCTCGGTGGACGCTTGAAGGACGCTGGATTC
v T B L A G I G E T L G G R L K D A G F

121 GATATGGCCTACACCGTTTTGGGACAGTATCTGGTGCTGAAAAAGGACGAGGAGCTGTTC
b M A Y T VvV L 6 QY L v L K K D E E L F

181 AAGGACTGGATGAAGGAGGTGTGCCACGCCAGCTCCAAACAGGCATCCGATTGCTACAAC
K bw MK E V C HA S S K Q A S D C Y N

241 TGTCTCAACGATTGGTGCGAGGAGTTCTTGTAA GAGGTGGACACACAAGCCATCCGAGT
c L. N D W C E E F L -

AATTCGATCAAAAGGAATCTGCTAAAGGCATCGGCCAATCATTTTTATTCGCAGTCAACG

AAAGTGGCCCAATGCTAGCTAAGCATTTGCCGTGTTCACTGTTAGTATGTATAGCTGTAG

GGTGTAATTTAATGTCTAATCCGAATAAATGTACAGTCATGGAAACGATCCTGCATTTGG

GGATCTCTGTTCTGCGAAAA
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Abb. 67: Nukleotidsequenz und abgeleitete Aminosauresequenz des Barrier-to-Autointegration Factor
(dBAF) von Drosophila melanogaster (Accession Nummer: AE003619). Kodierende Nukleotide sind in
GroRbuchstaben, die 3" und 5" nicht translatierten Regionen sind unterstrichen dargestellt. Das
Startcodon, das Stopcodon sowie das Polyadenylierungssignal sind fett gedruckt.

l.3.4 Analyse der Zusammensetzung und Eigenschaften des dBAF

Das offene Leseraster des Gens CG7380 kodiert fur ein Protein von 90 Aminosauren mit
einem berechneten Molekulargewicht von 10.117 Dalton. Der berechnete Isoelektrische
Punkt des Gesamtmolekiils liegt bei 5.04. Die nachfolgende Tabelle zeigt die Haufigkeit der
einzelnen Aminosauren und ihre prozentualen Anteile am gesamten Protein.

Aminosdaure Anzahl Anteil (%)
Ala (A) 6 6.7
Arg (R) 2 2.2
Asn (N) 4 4.4
Asp (D) 6 6.7
Cys (C) 4 4.4
Gln (Q) 3 3.3
Glu (E) 8 8.9
Gly (G) 8 8.9
His (H) 2 2.2
Ile (I) 1 1.1
Leu (L) 9 10.0
Lys (K) 8 8.9
Met (M) 4 4.4
Phe (F) 4 4.4
Pro (P) 1 1.1
Ser (S) 6 6.7
Thr (T) 4 4.4
Trp (W) 2 2.2
Tyr (Y) 3 3.3
Val (V) 5 5.6
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ll.3.5 Vergleichende Analyse des BAF von Drosophila melanogaster
mit Datenbanksequenzen

Der putative Barrier-to-Autointegration Factor von Drosophila melanogaster zeigt beim
Vergleich mit den publizierten Sequenzen des BAF der Ratte (Rattus norwegicus; Accession
Nummer: AB024333) eine deutliche Homologie (Aminosaduren 1 - 90 des dBAF: 63,3%
Identitat).

BAF: -MTTSQKHRDFVAEPMGEKPVGSLAGIGDALGKRLEERGFDKAYVVLGQFLVLKK 54
dBAF: MSGTSQKHRNFVAEPMGNKSVTELAGIGE TLGGRLKDAGFDMAYTVLGQYLVLKK 53

khkkkkk kkkkkkkkkx * *kkk*k *k *x% *kkk kk kkkk hkkkk
BAF: DEDLFREWLKDTCGANAKQSRDCFGCLREWCDAFL 89

CG7380: DEELFKDWMKEVCHASSKQASDCYNCLNDWCEEFL 90
*k kk Kk Kk Kk Kk  kk kk  kk Kk k%

Abb. 68: Sequenzvergleich der abgeleiteten Proteinsequenzen des Barrier-to-Autointegration Factor
von Rattus norvegicus (BAF) und Drosophila melanogaster (dBAF). Identische Aminsauren sind fett
gedruckt und mit einem Stern unterlegt.

1.3.6 Expression des dBAF als GFP-Fusionsprotein

In Xenopus A6 und XLK-WG Kulturzellen ist das endogene BAF (XBAF) im Zellkern
lokalisiert und im Bereich der Kernhllle angereichert, ein kleiner Teil des Proteins scheint
jedoch auch im Cytoplasma lokalisiert zu sein (Segura-Totten et al., 2002).

Zur Charakterisierung der zellularen Lokalisation des putativen BAF von Drosophila
melanogaster wurde die komplette kodierende Region der cDNA (Nukleotide 1 - 270; 4 -
273) durch PCR amplifiziert und in die eukaryotischen Expressionsvektoren pEGFP-N1 und
pEGFP-C2 kloniert. Mit Hilfe dieser beiden Expressionsvektoren kénnen Proteine als GFP-
Fusionsproteine in eukaryotischen Zellen exprimiert werden. Da eine sterische Inhibierung
der potentiellen Interaktionspartner durch das sehr groRe EGFP (Mr ~ 27.000 Da) nicht
ausgeschlossen werden kann, wurden fiir die Expression die beiden Expressionsvektoren
pEGFP-C2 und pEGFP-N1 gewahlt, da sie sich in der Lokalisation der fur das EGFP
kodierenden Sequenzen unterscheiden. Wahrend bei der Expression des dBAF mit dem
pEGFP-C2 Vektor das EGFP am aminoterminalen Ende des Fusionsproteins exprimiert wird,
bildet das EGFP durch die Expression im pEGFP-N1 Vektor die carboxyterminale Region
des Fusionsproteins.

Um die Expression und Lokalisation der GFP-Fusionsproteine zu analysieren, wurden die
Expressionsvektoren fir die Transfektion der Kulturzelllinie A6 (Xenopus laevis) eingesetzt.

129



Ill. Ergebnisse

Far die indirekte Immunfluoreszenz wurden die transfizierten Zellen mit 3% Paraformaldehyd
fixiert und mit 0,3% Triton X-100 permeabilisiert.

In allen sowohl mit GFP-dBAF (Abb. 69 A - D), als auch mit dBAF-GFP (Abb. 69 E - H)
transfizierten Xenopus A6 Zellen ist eine deutliche Lokalisation der GFP-Fusionsproteine im
Nukleoplasma (Abb. 69 A, E) zu beobachten, der Bereich des Nukleolus bleibt ausgespart.
Es sind keine Unterschiede in der Lokalisation der dBAF-Fusionsproteine zu erkennen, wenn
das GFP am aminoterminalen (GFP-dBAF) oder carboxyterminalen (dBAF-GFP) Bereich
exprimiert wird. Eine Anreicherung der Fusionsproteine in der Kernperipherie, die fir die
Expression des endogenen BAF von Xenopus laevis in Kulturzellen beschrieben wurde
(Segura-Totten et al., 2002), konnte nicht beobachtet werden. In allen untersuchten Stadien
der Mitose ist eine Kolokalisation mit den Chromosomen zu erkennen (Abb. 69 B - D, F - H),
in der Telophase und Metaphase zeigt sich eine deutliche Kolokalisation beider BAF-
Fusionsproteine mit den auseinanderweichenden Chromosomen oder den Chromosomen
der Metaphaseplatte (Abb. 69 D, D”; H, H”).

GFP-dBAF nucleoporin - nucleoporin

nucleoporin

lamin B2 nucleoporin

GFP-dBAF nucleoporin dBAF-GFP nucleoporin

Abb. 69: Expression der GFP-dBAF (AS 2-90, A — D) und dBAF-GFP (AS 1-90, E — H)
Fusionsproteine in transfizierten Xenopus A6 Zellen. Lokalisation der GFP-Fusionsproteine (A — H)
durch direkte Immunfluoreszenzmikroskopie; des endogenen Nukleoporins (A’ , B’, D’ - H’) und des
Lamin B2 (C’) durch indirekte Immunfluoreszenzmikroskopie.

D”, H”) DNA Farbung mit dem Fluorochrom Hoechst 33258

A”-C”, E’- G”) Uberlagerung der Abbildungen A+A’ — C+C’, E+E’ — G+G’

Eichstriche: 10um
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Il.3.7 Herstellung eines Antiserums gegen dBAF

Da bisher noch keine spezifischen Antikdrper gegen den Barrier-to-Autointegration Factor
von Drosophila melanogaster zur Verfligung standen, sollten durch die Immunisierung von
Meerschweinchen spezifische Antikérper hergestellt werden. Um in den Tieren eine
adaquate Immunreaktion auszuldsen, wurde das gesamte Protein der Lange von 90
Aminosauren bakteriell exprimiert und fur die Immunisierung verwendet.

l.3.7.1 Gewinnung des rekombinanten Proteins und Immunisierung von
Meerschweinchen

Um den Barrier-to-Autointegration Factor von Drosophila melanogaster bakteriell zu
synthetisieren, wurde durch PCR die gesamte kodierende Region der cDNA (Nukleotide 4 -
270) amplifiziert und in den pET 21a Expressionsvektor kloniert. Die Expression des
rekombinanten Polypetids in E. coli BL21 codon plus wurde durch Zugabe von IPTG
induziert. Die bakteriellen Proteine wurden gelelektrophoretisch durch 18% SDS-PAGE nach
Kornberg aufgetrennt, auf Nitrocellulose Ubertragen und Uber die am Carboxyterminus
lokalisierten sechs Histidine mit dem HIS-TAG-Antikérper nachgewiesen (Abb. 70 Spuren 1
und 2). Eine starke Expression kann bereits 4 h nach der Induktion nachgewiesen werden,
es ist eine deutliche Bande im Bereich von 10 kD zu erkennen.

Abb. 70: Expression des rekombinanten Polypeptids (AS 1-90 des

dBAF).
:139 Die gesamten bakteriellen Proteine wurden durch 18% SDS-PAGE
- 66 nach Kornberg aufgetrennt und auf Nitrocellulose transferiert (Spur 1
: ;g und 2). Der Nachweis des exprimierten Polypeptids erfolgte durch
— 20 Inkubation mit dem primdren HIS-TAG-Antikbrper sowie dem

P 14 Peroxidase gekoppelten Sekundarantikérper tber ECL.
Der Pfeil markiert das synthetisierte Polypeptid.
1 2 Referenzproteine unterschiedlichen Molekulargewichts sind in kD
angegeben.

Das bakteriell exprimierte Polypeptid wurde Uber die sechs Histidine mit Hilfe einer Nickel-
Chelat Saule gereinigt. Fir die Immunisierung der Meerschweinchen wurden je 100 ug des
gereinigten Polypeptids eingesetzt. Da die Lange des Polypeptids von 96 Aminosauren flr
eine adaquate Immunreaktion in den Meerschweinchen eventuell nicht ausreichen wiirde,
wurde eines der beiden Meerschweinchen mit bakteriell exprimierten Polypeptiden
immunisiert, die zuvor mit Glutaraldehyd vernetzt worden waren. Die Proteine wurden zu
diesem Zweck flir 20 min in 0,3% Glutaraldehyd in ddH,O inkubiert, mit Methanol/Chloroform
gefallt und in ddH,O aufgenommen und fir die Immunisierung vorbereitet.
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1.3.7.2 Test der polyklonalen dBAF Antikorper

Die Antiseren der Immunisierung zweier Meerschweinchen mit nativem dBAF (dBAF/gl; g =
guinea pig) und Glutaraldehyd vernetztem dBAF (dBAF/gll) wurden sowohl im Westernblot,
als auch in der Immunfluoreszenz getestet. Mit den Antiseren dBAF/gl und dBAF/gll wurden
im Westernblot annahernd identische Ergebnisse erzielt (Abb. 71 A). In der Immun-
fluoreszenz erwies sich das Antiserum dBAF/gl als etwas starker und wird, wenn nicht
anders erwahnt, fur die weiteren immunfluoreszenzmikroskopischen Untersuchungen
verwendet.

Zur Vermeidung unspezifischer Bindungen wurden die dBAF spezifischen Antiseren dBAF/gl
und dBAF/gll durch eine Affinitatsreinigung Uber CNBr-aktivierter Sepharose von den
anderen Bestandteilen des Serums isoliert. Die affinitdtsgereinigten Antikdrper bestatigten
die mit den polyklonalen Antiseren erzielten Ergebnisse (Abb. 71 B).

Im Immunblot wurden die Antiseren mit Gesamtproteinen des 3. Larvalstadiums von
Drosophila melanogaster und Drosophila Schneider S2-Zellen getestet. Die Antikdper beider
Seren reagieren deutlich mit einem Protein der molekularen Masse von Mr 10.000 Dalton.

Abb. 71:
:%?g A) Test der Antiseren dBAF/gl (Spuren 1 und 2) und dBAF/glI
E ‘Eé (Spuren 3 und 4) im Immunblot auf den Gesamtproteinen
—_ 29 des 3. Larvalstadiums von Drosophila melanogaster.
- 20
A.. - - 14 B) Test der affinitatsgereinigten Antiseren dBAF/gl (Spuren 1
1 2 3 4 und 2) und dBAF/gll (Spuren 3 und 4) im Immunblot auf
den gesamten Proteinen des 3. Larvalstadiums (Spuren 2
— 205 und 4) und Schneider S2 Kulturzellen (Spuren 1 und 3) von
— 13 Drosophila melanogaster.
- 66
- Die Antiseren zeigen eine starke Reaktion mit einem
= = Antigen bei ca. 10.000 D.
- - — 33 Referenzproteine unterschiedlichen Molekulargewichts sind
B in kD angegeben.
12 3 4

In der indirekten Immunfluoreszenz von mit 3% Paraformaldehyd fixierten und mit 0,3%
Triton X-100 permeabilisierten Drosophila Schneider S2 (Abb. 72 A, D, E), Schneider S2R+
(Abb. 72 C) und Kc167 Zellen (Abb. 72 B) farben die Antikdrper des Serums dBAF/gl in der
Interphase das Nukleoplasma des Zellkerns an, der Bereich des Nukleolus bleibt
ausgespart. Ebenso ist eine leichte, diffuse Farbung des Cytoplasmas zu beobachten.
Wahrend die GFP-Fusionsproteine in transfizierten Xenopus A6 Zellen eine vollstandige
Kolokalisation mit den kondensierten Chromosomen wahrend der Mitose aufweisen, bleibt
ein Teil der Chromosomen in den untersuchten Schneider S2 Zellen von der
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Immunfluoreszenz ausgespart (Abb. 72 D, E). Das dBAF scheint nur mit bestimmten
Bereichen der Chromosomen zu kolokalisieren, wahrend die in der Mitose I6slichen Lamine
in der ganzen Zelle verteilt sind und die Chromosomen in der Immunfluoreszenz des Lamin
DmO vollstandig ausgespart bleiben (Abb. 72 D’, D”; E’, E”). Wahrend die Lokalisation der
GFP-dBAF Fusionsproteine (111.3.6 Abb. 69) wahrend der Mitose auf die Kolokalisation mit
den Chromosomen beschrankt ist, liegt ein grofRer Teil des dBAF wahrend der Mitose in den
untersuchten Drosophila Zelllinien diffus verteilt in der gesamten Zelle vor (Abb. 72 D, E).

lamin Dm0

Abb. 72: Lokalisation des dBAF in Drosophila Schneider S2 Zellen (A, D, E), Schneider S2R+ Zellen
(B) und Kc167 Zellen (C) nach Fixierung der Zellen mit 3% Paraformaldehyd und Permeabilisierung
mit 0,3% Triton X-100 sowie des endogenen Otefin (A’) und Lamin Dm0 (B’ — E’) durch indirekte
Immunfluoreszenzmikroskopie.

A”- C”) Phasenkontrastaufnahmen

D”- E”) Uberlagerung der Abbildungen D+D’ — E+E’; Eichstriche: 10um
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In der indirekten Fluoreszenzmikroskopie von Quetschpraparaten des 3. Larvalstadiums von
Drosophila melanogaster ist eine deutliche Farbung des Zellkerns sowie eine Anreicherung
des dBAF in der Kernperipherie zu erkennen (Abb. 73 A - C)

Abb. 73: Expression und Lokalisation des dBAF auf
Quetschpraparaten des 3. Larvalstadiums von Drosophila
melanogaster durch indirekte  Immunfluoreszenz-
mikroskopie.

A’ - C’) Phasenkontrastaufnahmen

Eichstriche: 10 ym

111.3.8 Extraktionsverhalten des dBAF

Um mehr Uber die biochemischen Eigenschaften des Drosophila Barrier-to-Autointegration
Factor zu erfahren, wurden Schneider S2 Kulturzellen mit 8 M Harnstoff oder 1% Triton X-
100 in Konzentration mit 250 mM NaCl extrahiert (Abb. 74). Durch die Extraktion mit
Harnstoff werden die Wechselwirkungen zwischen den Proteinen geldst, so dass alle
Proteine ausgenommen integrale Membranproteine, die mit biologischen Membranen
assoziiert bleiben, in Loésung gehen. Durch die gleichzeitige Extraktion mit Triton X-100 und
250 mM NaCl soll die Bindung des dBAF an Komponenten des Karyoskeletts (nukleare
Proteine, die unter hohen lonenkonzentrationen und Anwesenheit nichtionischer
Detergenzien unldslich sind) und des Chromatins untersucht werden. Nach der Extraktion
und Fraktionierung befinden sich Proteine, die mit Komponenten des Karyoskeletts assoziiert
sind, in der unl6slichen Fraktion im Sediment, wahrend sich andere Proteine abldosen und
sich im Uberstand befinden.

Schneider S2 Kulturzellen wurden mit 8 M Harnstoff (Abb. 74 Urea; Spuren 1 und 2) oder 1%
Triton X-100 mit 250 mM NaCl (Abb. 74 Triton; Spuren 3 und 4) extrahiert und durch
Ultrazentrifugation in Sediment und Uberstand fraktioniert. Die Proteine der
Extraktionsliberstande (Supernatant, S, Spuren 2 und 4) sowie die Sedimente (P, Pellet,
Spuren 1 und 3) wurden in proportionalen Mengen durch 18% SDS-PAGE nach Kornberg
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gelelektrophoretisch aufgetrennt, auf Nitrocellulose transferiert und im Immunblot mit dem
Antiserum dBAF/gl inkubiert (Abb. 74 A).

Als I6sliches Protein ist dBAF nach der Extraktion mit Harnstoff ausschlieRlich im Uberstand
zu detektieren (Abb. 74 Spur 2), wahrend nach der Extraktion mit 1% Triton X-100/250 mM
NaCl) sich die grélte Menge des dBAF im Sediment befindet (Abb. 74 Spur 3). Die
Anwesenheit des dBAF im Sediment deutet auf ionische und hydrophobe Wechselwirkungen
des Proteins mit Komponenten des Karyoskeletts und des Chromatins hin.

8M Triton

Urea _X-100 Abb. 74: Extraktionsverhalten des dBAF.

P S P S Drosophila Schneider S2 Zellen wurden mit 8 M Harnstoff (Urea,
- 116  Spuren 1 und 2) oder mit Triton X-100 / 250 mM NaCl (Triton, Spuren
—_— gg 3 und 4) extrahiert und durch Zentrifugation in Uberstand (S) und
== 45 Sediment (P) fraktioniert. Die Proteine der Fraktionen wurden in
== 29 proportionalen Mengen gelelektrophoretisch durch 18% SDS-PAGE
== 20 nach Kornberg aufgetrennt, auf Nitrocellulose transferiert und mit
- 14 Antikorpern gegen dBAF inkubiert.

- Referenzproteine unterschiedlichen Molekulargewichts sind in kD
1 2 3 4 angegeben.

1.3.9 Untersuchung der potentiellen Bindung des Bocksbeutel mit
dem  Barrier-to-Autointegration Factor von Drosophila
melanogaster

Der Barrier-to-Autointegration Factor bindet an eine Vielzahl von Membranproteinen der
inneren Kernmembran, die eine LEM-Domane aufweisen. Diese Interaktionen sowie die
direkte Bindung des BAF an DNA spielen eine wichtige Rolle in der Rekrutierung der
Membranen und der Dekondensation des Chromatins wahrend der Kernhiillenneubildung.
Durch die Bindung an Membranproteine der inneren Kernmembran, einschliellich dem
Emerin und Lamina-assoziierten Polypeptid 2 (LAP2), vernetzt BAF das Chromatin direkt mit
der inneren Kernmembran und indirekt mit der Kernlamina (Lee et al., 2001; Haraguchi et al.,
2001; Shumaker et al., 2001). Wahrend diese Proteine im zentralen Bereich des dimeren
BAF-Komplexes binden, erfolgt die Assoziation der DNA mit den beiden Seiten des
Proteinkomplexes (Segura-Totten et al., 2002). Durch die molekulare Charakterisierung der
beiden Isoformen des Proteins Bocksbeutel von Drosophila melanogaster konnte ich zwei
weitere Proteine identifizieren, die eine LEM-Domane aufweisen und somit potentielle
Bindungspartner des dBAF darstellen. Eine mdgliche Interaktion des dBAF mit den beiden
Spleilkvarianten des Proteins Bocksbeutel sollte durch Immunprazipitationen untersucht
werden.
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Die Immunprazipitationen wurden mit den beiden Zelllinien Schneider S2 und Kc167 von
Drosophila melanogaster durchgefiihrt. Zur Analyse der potentiellen Bindung wurden die
Immunprazipitationen sowohl mit dem Antiserum dBAF/gl, als auch mit dem Antiserum
Bocks/ml durchgeflhrt. Um eine unspezifische Bindung der Proteine zu vermeiden, wurden
die mit Immunprazipitationspuffer aus Schneider S2 oder Kc167 Zellen extrahierten Proteine
vor der Immunprazipitation in einem Aliquot der Sepharose vorinkubiert, und die eventuell
unspezifisch gebundenen Proteine durch Zentrifugation sedimentiert. Die an Protein A-
Sepharose gekoppelten Antikérper wurden mit diesem Uberstand (13.000 g Uberstand)
inkubiert und dadurch die daran bindenden Proteine dBAF oder Bocksbeutel, einschliel3lich
deren Bindungspartnern immunprazipitiert. Die Proteine wurden durch 10% oder 18% SDS-
PAGE nach Kornberg gelelektrophoretisch aufgetrennt, auf Nitrocellulose transferiert und mit
polyklonalen Antikorpern gegen Bocksbeutel (Abb. 75 A) oder dBAF (Abb. 75 B) inkubiert.
Zur Kontrolle wurden die Immunprazipitationen mit Ansatzen ohne Antikérper durchgefiihrt.
Wie in Abbildung 75A zu sehen ist, Uberdeckt die schwere Kette der Immunglobuline (Abb.
75 A, Spuren 1 und 2) alle weiteren Signale im Bereich von 60 — 50 kD. Da die in den
Kulturzellen dominierende a-Isoform des Bocksbeutel von Mr 56.000 bei einer
Immunprazipitation mit dem dBAF ebenfalls in dem Bereich der schweren Kette zu
detektieren ware (Abb. 75 A: Spur 3, larvale Gesamtproteine), kdénnen durch die
Immunprazipitationen mit dem dBAF/gl Antiserum keine Aussagen Uber eine potentielle
Bindung des Bocksbeutel mit dem dBAF getroffen werden. Eine Immunprazipitation des
dBAF mit dem Bocks/glll Antiserum aus Schneider S2 Zellen (Abb. 75 B, Spur 3) und Kc167
Zellen (Abb. 75 B, Spur 4) konnte ebenfalls nicht nachgewiesen werden.

-—205
- 116
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1 2 3

—_ 97
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—_ 45
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Abb. 75 A: Immunprazipitation mit dBAF Antikérpern aus Zellextrakten
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Die 13.000 g Uberstand (Triton/NaCl-Extraktion) von Drosophila Schneider S2 wurden mit dem an
Protein A Sepharose gekoppelten Antiserum dBAF/gl inkubiert. Zur Kontrolle wurden
Immunprazipitationen ohne Antikdrper durchgefiihrt (Spur 1). Die immunprazipitierten Proteine wurden
durch SDS-PAGE aufgetrennt, auf Nitrocellulose transferiert und im Immunblot mit polyklonalen
Antikdrpern gegen Bocksbeutel (Spur 2) inkubiert. Als Kontrolle wurden larvale Gesamtproteine (Spur
3) aufgetragen.

Abb. 75 B: Immunprazipitation mit Bocksbeutel Antikdrpern aus Zellextrakten

Die 13.000 g Ubersténde (Triton/NaCl-Extraktion) von Drosophila Schneider S2 (Spuren 1 und 3) und
Kc167 Zellen (Spuren 2 und 4) wurden mit dem an Protein A Sepharose gekoppelten Antiserum
Bocks/glll inkubiert. Zur Kontrolle wurden Immunprazipitationen ohne Antikérper durchgefiihrt (Spuren
1 und 2). Die immunprazipitierten Proteine wurden durch 18% SDS-PAGE aufgetrennt, auf
Nitrocellulose transferiert und im Immunblot mit polyklonalen Antikérpern gegen dBAF (Spuren 3 und
4) inkubiert.

Die Positionen der Referenzproteine sind in kD angegeben.

Um zu uUberprifen, ob sich die LEM-Doméanen Proteine Bocksbeutel und Otefin nach der
Saccharose-Gradienten-Zentrifugation in ahnlichen Fraktionen wie dBAF befinden, wurden
wie schon in 1l1.1.7.3 beschrieben, extrahierte Proteine von Drosophila Schneider S2 Zellen
auf einen kontinuierlichen Zuckergradienten (5 — 30% w/v) geschichtet und durch
Ultrazentrifugation gemag ihres spezifischen Sedimentationskoeffizienten aufgetrennt. Zur
Bestimmung des Sedimentationskoeffizienten wurden Immunglobuline (Sedimentations-
koeffizient 6,5) parallel im Zuckergradienten zentrifugiert. Nach der Fraktionierung wurden
die Proteine mit Trichloressigsaure (TCA) gefallt, durch 10% bzw. 18% SDS-PAGE
gelelektrophoretisch aufgetrennt und auf Nitrocellulose transferiert. Der Immunblot wurde mit
polyklonalen Antikorpern gegen Lamin DmO (Abb. 76 A), Bocksbeutel (Abb. 76 B), dBAF
(Abb. 76 C) und Otefin (Abb. 76 D) inkubiert, um die Proteine in den einzelnen Fraktionen zu
detektieren.

Wie in Abb. 76 zu erkennen ist, ist nur ein kleiner Teil der LEM-Domanen Proteine
Bocksbeutel und Otefin in Fraktionen zu detektieren, in denen sich auch dBAF befindet.
Trotzdem durch die Immunprazipitationsstudien eine direkte Interaktion des Bocksbeutel mit
dBAF nicht nachgewiesen werden konnte, weist die Detektion der beiden LEM-Domanen
Proteine und des dBAF in den Fraktionen mit mittleren Sedimentationskoeffizienten darauf
hin, dass die Proteine in diesen Fraktionen eventuell Bestandteile von oligomeren
Komplexen sind.
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Abb. 76: Saccharose-Gradienten-Zentrifugation (5 - 30%) des Gesamtproteinextraktes des 13.000 g
Uberstandes von Drosophila Schneider S2 Zellen, die mit 1% Triton X-100 und 150 mM NaCl
extrahiert wurden. Die Proteine der 21 Fraktionen wurden durch SDS-PAGE gelelektrophoretisch
aufgetrennt, auf Nitrocellulose transferiert und der Immunblot mit polyklonalen Antikérpern gegen
Lamin DmO (A), Bocksbeutel (B), dBAF (C) und Otefin (D) inkubiert.

Die Position des Immunglobulin G (6.5S; Sedimentationskoeffizient), der Anfang (top) und das Ende
(bottom) des Gradienten sind durch Pfeile markiert.

Referenzproteine unterschiedlichen Molekulargewichts sind in kD angegeben.
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I.3.10 Reduktion der Expression von Bocksbeutel und dBAF durch
RNAI Interference (RNAI)

Wie schon erwahnt, weisen beide Isoformen des Bocksbeutel in ihrer gemeinsamen
aminoterminalen Domane eine LEM-Doméne auf, eine stark konservierte Domane, die in
vielen nukledren Proteinen, einschlieRlich LAP2, Emerin, MAN1, Otefin und SANE,
identifiziert werden konnte (Cohen et al., 2001; Dechat et al., 2000; Lin et al., 2000; Raju et
al., 2003). Wahrend die LEM-Domanen des LAP2 und Emerin in Sdugern die direkte
Bindung des Barrier-to-Autointegration Factor vermitteln (Shumaker et al., 2001; Lee et al.,
2001), konnte eine direkte Bindung zwischen Bocksbeutel und dBAF durch die
Immunprazipitationen nicht eindeutig nachgewiesen werden.

Um mehr Informationen Uber die potentielle Interaktion dieser beiden Proteine in
Invertebraten zu gewinnen, sollte der Einfluss der Depletion des Bocksbeutel durch RNAi auf
die Expression und Verteilung des dBAF in Kc167 Zellen und vice versa untersucht werden.
Die verschiedenen, fir Bocksbeutel und dBAF kodierenden DNA-Fragmente, wurden durch
PCR amplifiziert und in den pCR®II-TOPO Vektor kloniert. Die zur Synthese verwendeten
Primer setzen sich aus der Bindungsstelle der T7-Polymerase und der spezifischen
kodierenden Sequenz zusammen (VII.2 Anhang). Die cDNA-Fragmente wurden durch
Restriktion isoliert und fiir die modifizierte Transkription mit dem MEGAscript™ High Yield
Transcription Kit der Firma Ambion eingesetzt. Die prazipitierten und gereinigten
einzelstrangigen RNA-Molekule wurden hybridisiert und die doppelstrangige RNA direkt fur
die Transfektion von Drosophila Kc167 Kulturzellen sowie fiir die Mikroinjektion von 30 — 60
min alten Embryonen von Drosophila melanogaster verwendet.

In allen Experimenten wurden die Kulturzellen entsprechend den Angaben mit dsRNA
transfiziert. Als Kontrolle wurden Kulturzellen mit dem identischen Volumen Kulturmedium
versetzt und unter gleichen Bedingungen kultiviert.

Die Reduktion der Expression wurde immunfluoreszenzmikroskopisch und biochemisch im
Immunblot mit spezifischen Antikérpern analysiert. Zur phanotypischen Analyse wurde die
Morphologie der Zellen und die Verteilung der integralen und assoziierten Membranproteine
Bocksbeutel, dLBR, Otefin, Lamin Dm0, und Lamin C sowie die Verteilung des Barrier-to-
Autointegration Factor (dBAF) von Drosophila immunfluoreszenzmikroskopisch untersucht.
Die Analyse der transfizierten Zellen erfolgte nach 24, 48, 72, 96, 120 und 144 Stunden
(Zeitpunkt der Transfektion = Oh).

139



I1l. Ergebnisse

111.3.10.1 Reduktion der Expression von Bocksbeutel und dBAF in Drosophila
Kc167 Kulturzellen und in der Embryogenese durch RNAI

Die immunfluoreszenzmikroskopischen Untersuchungen zeigen in den mit Bocks dsRNA
bzw. mit dBAF dsRNA transfizierten Kc167 Kulturzellen (Abb. 77, RNAi-Bocksbeutel; RNAI-
dBAF) nach 24 Stunden eine signifikant schwachere Antikérperfarbung (Abb. 77 A). Nach
48, 72 und 96 Stunden kann in 90 - 95% der KC167 keine oder nur eine sehr schwache
Antikorperfarbung nachgewiesen werden (Abb. 77 B - D). Die Anzahl der schwach gefarbten
Zellen verringert sich innerhalb des Zeitraums von 120 und 144 Stunden, so dass nach 144
h die meisten transfizierten Zellen in der Immunfluoreszenz nicht mehr von den
Kontrollzellen unterschieden werden kdnnen (Abb. 77 F). Wahrend des gesamten Zeitraums
konnen sowohl in den mit Bocksbeutel dsRNA, als auch in den mit dBAF dsRNA
transfizierten Kc167 Zellen keine morphologischen Unterschiede zwischen transfizierten
Zellen und Kontrollzellen (Abb. 77 G) beobachtet werden.
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Abb. 77: Reduktion des Bocksbeutel (RNAi-Bocksbeutel) und dBAF (RNAI-dBAF) in Drosophila Kc167
Zellen durch RNA Interference (RNAI)

Drosophila Kc167 Kulturzellen wurden mit dsRNA, spezifisch fir das Bocksbeutel oder dBAF
kodierende Gen transfiziert (A - H) oder mit dem identischen Volumen Kulturmedium inkubiert (G) und
durch indirekte Immunfluoreszenzmikroskopie im Zeitraum von 24h (A), 48h (B), 72h (C), 96h (D) 5
Tagen (E) und 6 Tagen (H) nach der Transfektion analysiert.

A’- G’) Phasenkontrastaufnahmen

Eichstriche: 10 um

Zur Quantifizierung der Reduktion der Expression der beiden Proteine Bocksbeutel und
dBAF in Drosophila Kc167 Zellen wurden proportionale Mengen von transfizierten Zellen
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(Abb. 78 Spuren 3 und 4) und Kontrollzellen (Abb. 78 Spuren 1 und 2) nach 72 h im
Immunblot analysiert.

In den mit Bocksbeutel dsRNA transfizierten Kc167 Zellen kann eine drastische Reduktion
des endogenen Bocksbeutel nachgewiesen werden (Abb. 78 A, Spuren 3 und 4), wahrend
die Expression des zur Kontrolle analysierten dLBR (Abb. 78 B) und Tubulin (Abb. 78 C)
nicht beeinflusst wird. Ebenso wird auch die Expression des dBAF in den mit dBAF dsRNA
transfizierten Zellen stark reduziert (Abb. 78 D, Spuren 3 und 4), wahrend die Synthese des
zur Kontrolle untersuchten Tubulin (Abb. 78 E) nicht beeinflusst wird.
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Abb. 78: Reduktion des Bocksbeutel (A - C) und dBAF (D, E) in Drosophila Kc167 Zellen durch RNA
Interference (RNAI)

Drosophila Schneider Kc167 Kulturzellen wurden mit dsRNA, spezifisch fiir das Bocksbeutel (A — C)
oder dBAF (D — E) kodierende Gen transfiziert oder mit dem identischen Volumen Kulturmedium
inkubiert. Nach 72 h wurden proportionale Mengen (125.000 Zellen) der transfizierten Zellen (Spuren
3 und 4) und Kontrollzellen (Spuren 1 und 2) durch 10% bzw. 18% SDS-PAGE gelelektrophoretisch
aufgetrennt, auf Nitrocellulose transferiert und im Immunblot mit den polyklonalen Antikdrpern
Bocks/gll (A) und dBAF/gl (D) oder zur Kontrolle mit Antikérpern gegen dLBR (B) und a-Tubulin (C, E)
inkubiert.

Referenzproteine unterschiedlichen Molekulargewichts sind in kD angegeben.

Der Einfluss der Reduktion des Bocksbeutel durch RNAI auf die Expression und Verteilung
des dBAF sowie der nuklearen Proteine Lamin Dm0, Lamin C, dLBR und Otefin (Abb. 79)
und vice versa (Abb. 80) wurden in mit dsRNA transfizierten Drosophila Kc167 Kulturzellen
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(Abb. 79 RNAi-Bocksbeutel; Abb. 80 RNAIi-dBAF) sowie Kontrollzellen (Abb. 79 - 80, control)
72 h nach der Transfektion durch indirekte Immunfluoreszenzmikroskopie analysiert.
Zusatzlich zu der Untersuchung der Depletion des dBAF in Kulturzellen sollten auch die
Effekte dessen Reduktion in der Embryogenese von Drosophila melanogaster durch die
Mikroinjektion der dBAF dsRNA in Embryonen des 2. Embryonalstadiums analysiert werden
(Abb. 81).

In den Kontrollzellen ist eine starke Farbung der Kernhiille durch das Antiserum Bocks/gl zu
erkennen, ebenso ist eine schwachere Farbung des Nukleoplasmas und des Cytoplasmas
zu beobachten (Abb. 79, control A - E). Der Barrier-to-Autointegration Factor von Drosophila
melanogaster (ABAF) weist eine homogene Verteilung im Nukleoplasma unter Aussparung
des Nukleolus sowie eine schwache cytoplasmatische Verteilung in den Kc167 Zellen auf
(Abb. 80, control A - D).

Die Depletion der mRNAs von Bocksbeutel und dBAF resultiert in einer starken Reduktion
der Expression beider Proteine (Abb. 79 RNAI-Bocks, A - E; Abb. 80 RNAI-dBAF, A - D).
Wahrend die Kernhulle in den mit Bocks/gl inkubierten transfizierten Kc167 Zellen nicht mehr
sichtbar ist (Abb. 79 RNAi-Bocks, A - E), scheint die Reduktion des dBAF in den mit dBAF
dsRNA transfizierten Zellen auf das Nukleoplasma beschrankt zu sein; interessanterweise
kann in 60 — 70 % der Zellen eine schwache Farbung der Kernhille mit den dBAF/gl
Antikérpern festgestellt werden (Abb. 80 RNAIi-dBAF, A - D). Diese Beobachtung flhrt zu der
Annahme, dass die Halbwertszeit des eventuell mit der Lamina assoziierten dBAF
wesentlich hdher ist als das homogen im Nukleoplasma verteilte Protein.

In den mit Bocksbeutel dsRNA transfizierten Zellen kann, verglichen mit den Kontrollzellen,
kein Einfluss auf die Expression und Lokalisation des Drosophila BAF festgestellt werden
(Abb. 79 A’). Ebenso hat die Depletion des dBAF durch RNAI, verglichen mit den
Kontrollzellen, keinen Einfluss auf die intrazellulare Verteilung des Bocksbeutel in den
untersuchten Kc167 Zellen (Abb. 80 A’).

Die Reduktion der Expression des dBAF hat ebenfalls keinen Einfluss auf die Lokalisation
der integralen und assoziierten Membranproteine dLBR, Lamin DmO und Lamin C (Abb. 80
D’, B’, C’). Wahrend die Expression einer dominant negativen Mutante des menschlichen
BAF in einer fehlerhaften Lokalisation der Membranproteine Emerin, LAP23 und Lamin A in
HelLa Kulturzellen resultiert (Haraguchi et al., 2001), kann in dBAF depletierten Kc167 Zellen
keine Veranderung der Lokalisation des Lamin C (Abb. 80 C’) oder der untersuchten
integralen Kernmembranproteine festgestellt werden (Abb. 80 A’, D’). Das im Bereich der
Kernmembran zu detektierende dBAF scheint in den transfizierten Zellen fur die korrekte
Verteilung der Kernmembranproteine und fir die Vitalitat der Kulturzellen ausreichend zu
sein, da im Vergleich zu den Kontrollzellen kein Einfluss der Reduktion der Expression des
dBAF durch RNAi auf die Morphologie und Vitalitdt der transfizierten Kc167 Zellen
beobachtet werden kann.

Wie in den mit dBAF dsRNA transfizierten Kulturzellen kann auch in der Embryogenese der
dBAF depletierten, mikroinjizierten Embryonen kein Effekt der Reduktion des dBAF auf die
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Entwicklung und Lebensfahigkeit der Tiere festgestellt werden (Abb. 81). Wa&hrend in
Quetschpraparaten von 48h alten Tieren eine deutliche Reduktion des dBAF durch RNAI
(Abb. 81 A, B) im Vergleich zu nicht injizierten Kontrolltieren (Abb. 81 C, D) in der
Immunfluoreszenz festgestellt werden kann, ist keine Beeinflussung der Verteilung des
endogenen Lamin DmO (Abb. 81 A’, B’) sowie der Entwicklung der Tiere zu beobachten. Alle
injizierten Tiere entwickeln sich im Vergleich zu den nicht injizierten Kontrolltieren unauffallig
und erreichen nach 48 h Entwicklung bei 18°C das erste Larvalstadium.

Auch durch die Depletion des Bocksbeutel in Kc167 Kulturzellen wird die Expression und
Lokalisation der integralen und assoziierten Membranproteine dLBR, Otefin, Lamin DmO und
Lamin C nicht beeinflusst (Abb. 79 E’, D’, B’, C’).

RNAIi-Bocks: Kc167 cells control: Kc167 cells

) merge

A — A

o .
C

D

Abb. 79: Reduktion des Bocksbeutel in Drosophila Kc167 Zellen durch RNA Interference (RNAI)
Drosophila Kc167 Kulturzellen wurden mit dsRNA, spezifisch fir das Bocksbeutel kodierende Gen
CG9424 transfiziert (RNAi-Bocks A — E) oder mit dem identischen Volumen Kulturmedium inkubiert
(control A - E) und die Expression und Lokalisation der Proteine dBAF (A’) Lamin Dm0 (B’), Lamin C
(C), Otefin (D) und dLBR (E’) durch indirekte Immunfluoreszenzmikroskopie 72 h nach der
Transfektion analysiert.

A”-E”) Uberlagerung der Abbildungen A+A’ — E+E’

Eichstriche: 10 um
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RNAIi-dBAF: Kc167 cells control: Kc167 cells
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Abb. 80: Reduktion des dBAF in Drosophila Kc167 Zellen durch RNA Interference (RNAI)

Drosophila Kc167 Kulturzellen wurden mit dsRNA, spezifisch fir das dBAF kodierende Gen CG7380
transfiziert (RNAIi-dBAF A — D) oder mit dem identischen Volumen Kulturmedium inkubiert (control A -
D) und die Expression und Lokalisation der Proteine Bocksbeutel (A’) Lamin Dm0 (B’), Lamin C (C’),
und dLBR (D’) durch indirekte Immunfluoreszenzmikroskopie 72 h nach der Transfektion analysiert.
A”-D”) Uberlagerung der Abbildungen A+A’ — D+D’

Eichstriche: 10 pm
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Abb. 81: Reduktion des dBAF in Embryonen von Drosophila melanogaster durch RNA Interference
(RNAI)
Embryonen des 2. Embryonalstadiums wurden mit dsRNA, spezifisch fir das dBAF kodierende Gen
CG7380 mikroinjiziert und die Expression und Lokalisation des dBAF (A - D) sowie des Lamin Dm0 (A’
- D’) auf Quetschpraparaten von injizierten (A, B) und nicht injizierten Kontroll-Embryonen (C, D) 48 h
nach der Mikroinjektion durch indirekte Immunfluoreszenzmikroskopie analysiert.
A”-D”) Uberlagerung der Aufnahmen A+A’ — D+D’

A’’- D) Phasenkontrastaufnahmen
Eichstriche: 10 pm

11.3.10.2 Einfluss der Reduktion des Lamin Dm0 durch RNAi auf die
Expression und Lokalisation der Proteine Bocksbeutel, Otefin, dLBR,
und Nukleoporin

Die Depletion der LEM-Domanen Proteine Otefin und Bocksbeutel scheint in Kulturzellen
und in den ersten Embryonalstadien des Invertebraten Drosophila melanogaster keinen
Einfluss auf die Verteilung der A- und B- Typ Lamine zu haben.

Dagegen beeinflusst die Depletion des Lamin DmO in Kc167 Zellen ebenfalls die Verteilung
und Retention des mit Lamin DmO interagierenden Membranproteins Otefin.

Um zu analysieren, ob die Expression und korrekte Lokalisation des Lamin Dm0 auch fir die
Verteilung und Retention des LEM-Domanen Proteins Bocksbeutel in der inneren
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Kernmembran notwendig ist, wurden Drosophila Kc167 Kulturzellen mit Lamin Dm0 dsRNA
transfiziert (Abb. 82).

Die Depletion des Lamin DmO resultiert, wie schon in den Abb. 43 - 45 gezeigt werden
konnte, in einer ungleichmaBigen Verteilung des Lamin Dm0, welches oft in groR3en
Aggregaten oder kleineren punkt- oder sichelférmigen Strukturen nachgewiesen werden
kann, sowie in der Umverteilung und Aggregation der Kernporenkomplexe. Die Lokalisation
des Lamin B Rezeptor sowie des Otefin scheint ebenfalls beeintrachtigt zu werden. Wahrend
die Verteilung des dLBR noch sehr homogen erscheint, wird die Lokalisation des Otefin
wesentlich starker beeinflusst.

Um auch die Lokalisation des Bocksbeutel in den Lamin DmO depletierten Kc167 Zellen zu
untersuchen, wurden Kc167 Zellen wie in 111.1.10.3 beschrieben mit Lamin Dm0 dsRNA
transfiziert und die transfizierten Zellen sowie nicht transfizierte Kontrollzellen 72 h nach der
Transfektion fixiert und die Expression und Lokalisation des Lamin Dm0 sowie der Proteine
Bocksbeutel, Otefin und dLBR durch indirekte Immunfluoreszenzmikroskopie analysiert
(Abb. 82).

In den mit Lamin Dm0 dsRNA transfizierten Zellen ist eine deutliche Kolokalisation des
Bocksbeutel mit Lamin Dm0 zu erkennen (Abb. 82 B - B”). Wahrend die Regionen der
Kernhille, in denen Aggregate des Lamin DmO nachzuweisen sind, auch mit den fir
Bocksbeutel spezifischen Antikdrpern angefarbt werden, ist die Farbung in anderen
Bereichen, die keine Lokalisation des Lamin Dm0 mehr aufweisen, reduziert.

Die Verteilung des Otefin in Lamin DmO depletierten Kc167 Zellen ist sehr ahnlich und
scheint wie die Lokalisation des Bocksbeutel von der korrekten Lokalisation des Lamin DmO
in der Kernlamina abhangig zu sein (Abb. 82 C’). Wahrend Lamin DmO fur die Lokalisation
und Retention der beiden LEM-Doméanen Proteine Bocksbeutel und Otefin in der inneren
Kernmembran notwendig zu sein scheint, zeigte die noch sehr homogene Verteilung des
Lamin B Rezeptors von Drosophila melanogaster in den Lamin DmO depletierten Kc167
Zellen (Abb. 82 D’), dass die Kernlamine nicht fir die Retention aller Proteine in der inneren
Kernmembran essentiell sind.
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nucleoporin

Bocksbeutel

otefin

Abb. 82: Reduktion des Lamin Dm0 in Drosophila Kc167 Zellen durch RNA Interference (RNAI)
Drosophila Kc167 Kulturzellen wurden mit dsRNA, spezifisch fir das Lamin Dm0 kodierende Gen
transfiziert (A — D) und die Expression und Lokalisation der Proteine Bocksbeutel (B’) Otefin (C’) und
dLBR (D’) sowie die Verteilung der Kernporen durch die Lokalisation des Kernporenproteins
Nukleoporin (A’) durch indirekte Immunfluoreszenzmikroskopie 72 h nach der Transfektion analysiert.
A”-D”) Uberlagerung der Abbildungen A+A’ — D+D’

Eichstriche: 10 ym

Obwohl durch die Immunprazipitations-Studien keine direkte Interaktion des Bocksbeutel mit
Lamin Dm0 nachgewiesen werden konnte, scheint die korrekte Lokalisation des Lamin DmO
sowie eine intakte Lamina dennoch fur die Retention der a-Isoform des Bocksbeutel in der
inneren Kernmembran essentiell zu sein.
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V. Diskussion

Wie bereits in der Einleitung erwahnt, ist die Identifizierung und Charakterisierung von neuen
Proteinen der inneren Kernmembran sowie deren Interaktionspartnern von groRer
Bedeutung. Sie tragt nicht nur zum besseren Verstandnis der Komplexitat der Kernhiille,
deren Funktion und Beteiligung an einer Vielzahl von regulatorischen Prozessen bei,
sondern gewinnt auch im Zusammenhang mit humangenetischen Erkrankungen, die durch
Mutationen in Laminen und integralen Membranproteinen verursacht werden, immer mehr an
Bedeutung (Ubersicht in Gruenbaum et al., 2003).

Wahrend die Zusammensetzung der Kernhille der Vertebraten bereits sehr intensiv
erforscht wurde, waren in dem flr die Molekularbiologie und Genetik sehr bedeutenden
Modellorganismus Drosophila melanogaster nur sehr wenige Proteine der Kernhille
bekannt. Ziel meiner Arbeit war es, neue integrale Kernmembranproteine sowie potentielle
Interaktionspartner in Drosophila melanogaster zu identifizieren und ihre molekularen und
biochemischen Eigenschaften, ihre Bindungseigenschaften und ihre biologischen Funktionen
zu charakterisieren.

VA Identifizierung und Charakterisierung des Lamin B Rezeptor von
Drosophila melanogaster

Meine molekulare Charakterisierung des von dem Gen C17952 kodierten Proteins bestatigte
die Vermutung, dass dieses Protein den Lamin B Rezeptor von Drosophila darstellt. Der
strukturelle Aufbau des dLBR ahnelt dem der LBR der Vertebraten; so gliedert sich das
Protein in zwei strukturell verschiedene Doméanen, einer aminoterminalen, im Nukleoplasma
lokalisierten  Domane  sowie einer sich aus acht Transmembrandomanen
zusammensetzenden hydrophoben carboxyterminalen Domane; weist aber auch
bedeutende Unterschiede auf: Wahrend die aminoterminale Doméane des LBR der
Vertebraten in zwei globulare Domanen gegliedert ist, die durch eine arginin- und serinreiche
Linker-Region miteinander verbundenen werden (Duband-Goulet und Courvalin, 2000), weist
die aminoterminale Region des dLBR keine derartige strukturelle Gliederung auf. Ebenso
auffallig ist, dass die Transmembrandomanen 1 bis 6 des dLBR, verglichen mit dem LBR der
Vertebraten, eine ahnliche Lange wund Position aufweisen; die potentiellen
Transmembrandoméanen 7 und 8 des dLBR jedoch wesentlich kirzer sind (Abb. 83). Es ist
bekannt, dass die globularen Domanen sowie die Linker-Region an der Vermittlung
verschiedener Interaktionen des Vertebraten LBR mit unterschiedlichen Bindungspartnern,
einschliellich B-Typ Laminen und Chromatin, beteiligt sind. Trotz der grofien strukturellen
Unterschiede, konnte dennoch durch Immunprazipitationen und in vitro Bindungsstudien,
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auch fur die aminoterminale Domane des dLBR eine Interaktion sowohl mit B-Typ Laminen,
als auch mit Chromatin nachgewiesen werden.

dLBR 1 307 1

74
| Il EEE EE =B =

hLBR 1 60 113 209 615

XLBR 1 68106 219 620

Abb. 83: Schematische Darstellung des Lamin B Rezeptor von Drosophila (dLBR), Mensch (hLBR)
und Xenopus (XLBR); die globularen Domanen (G1 und G2) des aminoterminalen Bereiches der
Proteine sind grau unterlegt. Die Transmembrandomanen sind schwarz markiert. Die Zahlen geben
die Positionen der Aminosauren bezlglich der Lage im gesamten Protein an.

Besonders auffallig ist die strukturelle Organisation der carboxyterminalen Domane, auch
bezlglich der untersuchten enzymatischen Aktivitat einer Sterol C-14 Reduktase, wie sie flr
den LBR des Menschen nachgewiesen werden konnte (Silve et al., 1998). Dieses Protein
wird zu den Mitgliedern der Sterolreduktase Multigen Familie gezahlt, zu denen neben
besagtem LBR des Menschen auch die Sterol C14 Reduktasen von Saccharomyces
cerevisiae und Arabidopsis thaliana gezahlt werden (Holmer et al., 1998) und die als
essentielle Enzyme an der Cholesterol-Synthese beteiligt sind. Obwohl Insekten wie auch
Nematoden den Tierklassen angehoren, die nicht in der Lage sind, Cholesterol de novo zu
synthetisieren und dieses essentielle Protein mit der Nahrung aufnehmen missen (Ubersicht
in Rawson, 2003 und Kurzchalia und Ward, 2003), zeigte Uberraschenderweise die Suche
mit der Sequenz der endogenen Sterol C14 Reduktase von Saccharomyces cerevisiae
(ERG24, Accession Nummer: M99419) in der Gendatenbank von Drosophila melanogaster
(Flybase: http://flybase.bio.indiana.edu/) eine hohe Ubereinstimmung der Sterol C14
Reduktase mit dem Lamin B Rezeptor von Drosophila (score: 177, 1.5e™"°). Trotz der
Ahnlichkeit konnte nachgewiesen werden, dass der dLBR nicht Uber die Fahigkeit verflgt,
die spezifischen Defizienzen des Hefestammes erg24 zu komplementieren und somit keine
Sterol C14 Reduktase Aktivitat aufweist. Betrachtet man die carboxyterminale Region des
menschlichen LBR (hLBR) und des dLBR mit der Sterol C14 Reduktase von Saccharomyces
cerevisiae (ERG24), fallt sofort die doch recht groRe Ubereinstimmung zwischen hLBR und
ERG24 (Aminosauren 200-615 des hLBR, 41% ldentitat), verglichen mit der wesentlich
geringeren Ahnlichkeit des dLBR mit der Sterol C14 Reduktase (Aminosauren 301-741 des
dLBR, 17% Identitat), auf. Dieser Unterschied ist im Bereich der 7. und 8.
Transmembrandomane des dLBR am grofdten, die sich deutlich in ihrer Lange und
Zusammensetzung von denen der Vertebraten-Proteine unterscheiden. Da die enzymatische
Aktivitat der Sterol C14 Reduktasen und des hLBR in den hinteren Transmembrandomanen
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vermutet wird, unterstitzen diese strukturellen Abweichungen der carboxyterminalen Region
des dLBR die Annahme, dass dieses Protein nicht Giber diese enzymatische Aktivitat verfligt.

ERG24 TTEFEFGGLIGALGISIGLPVFTIILNOMIRPDYFIKGFFQNFDIVELWNGIKPLRYYLGNRE 71

hLBR AKDLEFGGVPGVFLIMFGLPVFLFLLLIMCK--—-—-————— QKDPSLLNFPPPLPALYELWETR 257
dLBR KAPREFGGWLGAFLLLLLLPTAVYYLTWSCT-—-—————— ARNACQFKHLNLGILLDVNYLTRQ 357
*kkk ** *

ERG24 LWIVYCLWYGILAVLDVILPGRVMKGVQLRDGSKLSYKINGIAMSTTLVLVLAIRWKLTDGQL 134
hLBR VEGVYLLWFLIQVLFYLLPIGKVVEGTPLIDGRRLKYRL--NGFYAFILTSAVIGTSLFQGV—- 317

dLBR VEFQPRVVGAFAAYQVVVFLLVALLPGRRVHLTR-ETYK—FNCLAVSLTLLTAGGVAEYLKYP 417
*

ERG24 PELQYLYENHVSLCIISILFSFFLATYCYVASFIPLIFKKNGNGKREKILALGGNSGNIIYDW 197

hIBR ~EFHYVYSHFLQFALAATVFCVVLSVYLYMRS--—-- LKAPRNDLSP---——- ASSGNAVYDF 368

dLBR V-VTFVLRHYLRFCIFGLVGAFVAAAWSYWLV---DTAKYNVLRQTL--TNDYGRTGSFVVDF 474
* * *

ERG24  FIGRELNPRI-GTFDLKYFCELRPGLIGWLLINLSCLHHHYLKTGK--——--——---—-———-- 242

hLBR FIGRELNPRL-GPLDIKMFSELRPGMLLWVVINLVMLLAEMKIQDR-——-——===—=-——--— 413

dLBR ALGROLNPKWLGRVDWKQFQYRLSLVTTLIYATCYIYQTLVWPQKPQLGEQEGYLYQAKYYWN 537

*k *kk * * % *

ERG24  —---INDALVLVNFLQGFYIFDGVLNEEGVLTMMDITTDGFGFMLAFGDLSLVPFTYSLQARYL 302

hLBR ~-AVPSLAMILVNSFQILYVVDALWNEEALLTTMDIIHDGFGFMLAFGDLVWVPFIYSFQAFYL 475

dLBR NVNYDPATLFSASCLLEFYVLDAIIFEHHLSSSFELQHEGYGCLLLLRYAATPYLLTAVTKYFY 600

* * % * * % %

ERG24  SVSPVELGWVKVVGILAIMFLGFHIFHSANKQKSEFRQG—---KLENLKSIQTKRGTKLLCDG 361

hLBR VSHPNEVSWPMASLIIVLKLCGYVIFRGANSQKNAFRKNPSDPKLAHLKTIHTSTGKNLLVSG 538

dLBR EQRVPISCWYAPLAVAALLSLGLLVKRFSCAYKYKYRLNSQSPIFANIETIHTYQGSRLLLSG 663
* * * *x * % k*x %

ERG24 WWAKSQHINYFGD-WLISLSWCLATWFQTPLTYYYSLYFATLLLHRQORDEHKCRLKYGENWE 423

hLBR WWGFVRHPNYLGD-LIMALAWSLPCGFNHILPYFYIIYFTMLLVHREARDEYHCKKKYGVAWE 600
dLBR MWGWVRQPNYLGDIVALLALAAPMALRPAWPPVLGLSLIILLLLHRATRANARNQARYHSSWQ 726
* *k kk *k kk Kk

ERG24 EYERKVPYKIIPYVY 438

hLBR KYCQORVPYRIFPYIY 615
dLBR RYSTQVRSYILPRVY 741
* * * Kk *

Abb. 84: Sequenzvergleich der Sterol C14 Reduktase von Saccharomyces cerevisiae (ERG24) mit
den Lamin B Rezeptoren von Homo sapiens (hLBR) und Drosophila melanogaster (ALBR). Vergleich
der Aminosduresequenzen; identische Aminosauren von ERG24 und hLBR sind fett gedruckt,
identische Aminosauren von allen drei Proteinen sind fett gedruckt und mit einem Stern unterlegt. Die
Positionen der Transmembrandomanen sind unterstrichen.

Die vergleichende Genom-Analyse von Drosophila melanogaster mit einem weiteren
Invertebraten, Anopheles gambiae, bekréaftigt die allgemeine Annahme, dass Insekten im
Verlauf der Evolution die meisten der in den Sterolstoffwechsel involvierten Gene verloren
haben (Zdobnov et al., 2002). Die Untersuchungen der enzymatischen Aktivitdt des dLBR
fihren zu der Vermutung, dass die Sterol C14 Reduktase zu diesen, wahrend der Evolution
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in Drosophila verlorenen Enzymen, gezahlt werden kann. Die genauere Betrachtung der
verklrzten 6. und 7. Transmembrandomanen des dLBR unterstitzt diese Hypothese.
Auffallig ist, dass die Region (Aminosauren 575 — 632 des dLBR), welche in dem hLBR
Bereiche der 7. Transmembrandomane darstellt, einige hydrophile Aminosauren aufweist.
Der Austausch nur eines Nukleotides in den betroffenen Aminosauren resultiert im Ersatz
der hydrophilen durch eine hydrophobe Aminosaure (beispielsweise Aminosaurenposition
589: ACT, kodierend fir Threonin — ATT, kodierend flr Isoleucin). Wird mit dieser
veranderten Sequenz des dLBR eine neue Strukturanalyse durchgefihrt, wird die 7.
Transmembrandomane des dLBR um die 34 Aminosauren verlangert. Dies flhrt zu der
Spekulation, dass sich im Laufe der Evolution der Invertebraten in diesem relevanten
Aminosaurebereich eine Punktmutation etablieren konnte, die den Austausch einer
hydrophoben Aminosaure durch eine hydrophile und damit die Verkidrzung der 7.
Transmembrandomane zur Folge hatte. Durch den damit verbundenen Verlust der
enzymatischen Aktivitadt der carboxyterminalen Domane des dLBR konnten sich im weiteren
Verlauf der Evolution weitere Punktmutationen etablieren, wodurch die sehr viel geringere
Ahnlichkeit des dLBR mit der Sterol C14 Reduktase der Béckerhefe, verglichen mit dem LBR
der Vertebraten, erklart werden koénnte. Bis jetzt ist noch unbekannt, ob andere
Invertebraten, wie Anopheles gambiae, ein fir einen LBR kodierendes Gen besitzen. Die
Suche in der Datenbank von Anopheles zeigt jedoch ebenfalls eine signifikante Ahnlichkeit
des Peptides ENSANGP00000015268 mit der Sterol C14 Reduktase sowie der
carboxyterminalen Doméane des dLBR.

Es ist noch nicht geklart, ob der dLBR eine andere Funktion im Lipid-Stoffwechsel
Ubernommen hat, die sich von der enzymatischen Aktivitdt des Vertebraten LBR
unterscheidet. Es ist jedoch bekannt, dass hoch konservierte Proteine in Drosophila und
Saugern, die in der Lipidsynthese involviert sind, wahrend der evolutiven Entwicklung
verschiedene Funktionen (ibernommen haben. SREBPs (Sterol Regulatory Element Binding
Proteins) und deren Interaktionspartner sind an der Regulation der Lipidsynthese beteiligt.
Wahrend jedoch in Sdugern die Cholesterolsynthese durch eine Cholesterol gesteuerte
Ruckkopplung durch die proteolytische Spaltung der SREBPs reguliert wird, wird in
Drosophila derselbe Stoffwechselweg nicht durch Cholesterol, sondern durch
Phosphatidylethanolamin reguliert und bedingt die Synthese anderer Lipide aber nicht die
von Sterolen (Dobrosotskaya et al., 2002; Ubersicht in Kurzchalia und Ward, 2003).
Erganzende Studien zur enzymatischen Aktivitdt des dLBR kdnnten somit eine potentielle
Funktion der carboxyterminalen Domane des dLBR in der Lipidbiosynthese aufzeigen.

Neben den strukturellen Gemeinsamkeiten weist der dLBR interessanterweise auch ahnliche
biochemische Eigenschaften, verglichen mit denen der LBR der Vertebraten, auf. Das
auffallige Laufverhalten dieses Proteins in der SDS-PAGE konnte ebenso bei dem LBR von
Xenopus laevis (XLBR) sowie dem LBR von Gallus gallus beobachtet werden. Alle drei
Polypeptide weisen bezlglich ihres errechneten Molekulargewichtes eine wesentlich hdhere
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Mobilitat auf (dLBR: Mr 66.000 anstatt 83.000). Auch die ungewdhnliche Aggregation des
dLBR, die im Immunblot als ,Schmier” oberhalb von 205 kDa zu erkennen ist, konnte schon
bei der Charakterisierung des XLBR beobachtet werden.

IV.2 Mogliche biologische Funktionen des dLBR

Die Depletion des dLBR in Kulturzellen sowie wahrend der frihen Embryogenese durch RNA
interference hatte keinen sichtbaren Effekt auf die Morphologie der Zelle und der Kernhiille
sowie auf die Verteilung anderer nukledrer Proteine. Auch die Entwicklung der mit dLBR-
dsRNA mikroinjizierten Embryonen unterschied sich nicht von den nicht injizierten
Kontrolltieren. Die gleichzeitige Depletion des dLBR und des bislang einzigen zusatzlichen,
mit Laminen assoziierten Membranproteins von Drosophila -dem Otefin- durch RNAI scheint
die mechanische Stabilitat der Kernhiille ebenfalls nicht zu beeinflussen. Die Depletion von
Membranproteinen, einschlieldlich LAP2 und Emerin in Saugerzellen durch RNAi hat
ebenfalls keinen Einfluss auf die Integritédt der Kernlamina und der Kernhulle (Harborth et al.,
2001). Die Depletion dieser Proteine durch RNA interference sowie weitere Untersuchungen
die zeigen konnten, dass in Oozyten von Xenopus laevis die Expression des LBR so gering
ist, dass sie durch immunfluoreszenzmikroskopische Analysen nicht detektiert werden kann,
bekraftigt die Vermutung, dass der LBR, ebenso wie andere integrale Membranproteine, flir
die mechanische Stabilitat der Zelle nicht essentiell ist. Da die endogenen Proteine durch die
RNAI nicht vollstdndig depletiert werden kdnnen, ist es jedoch auch nicht auszuschlief3en,
dass die kleine, verbleibende Menge des dLBR ausreicht, um eine normale Organisation und
Funktion des Zellkerns zu gewahrleisten. Im Gegensatz dazu resultiert eine vergleichbare
Reduktion des vermutlich mit dem dLBR interagierenden Lamin DmO in Kulturzellen und
wahrend der Embryogenese von Drosophila melanogaster durch RNAi oder durch P-
Element Insertionen im kodierenden Gen in einer erheblichen Veranderung der Morphologie
des Zellkerns und dem Arrest der Entwicklung (111.1.10.3, Lenz-Béhme et al., 1997). Auch die
Untersuchungen der Depletion des Ce-Lamin von C. elegans sowie der Lamine B1 und B2 in
Saugerzellen belegen, dass B-Typ Lamine essentiell fir die Integritdt der Kernhdlle sind, da
auch deren Depletion die Morphologie der Kernhtille nachteilig beeinflusst und die Apoptose
der Zellen oder den Arrest der Entwicklung zur Folge hat (Liu et al., 2000; Harborth et al.,
2001; Cohen et al., 2002; Ubersicht in Gruenbaum et al., 2003).

Wie bereits erwahnt, scheint die Depletion des dLBR durch RNAi keinen sichtbaren,
nachteiligen Einfluss zu haben. Es ist noch nicht bekannt, ob der dLBR ein essentielles
Protein darstellt. Die Untersuchungen der P-Element Insertionslinie 11341 zeigen zwar, dass
die Insertion dieses P-Elementes 990 Basenpaare vor dem Translationsstart des dLBR in
den homozygoten Tieren lethal ist, es konnte jedoch keine veranderte Expression des dLBR
festgestellt werden. Auch der ,Rough-Eye“-Phanotyp der homozygoten Fliegen ist ein sehr
haufig zu beobachtender Phanotyp. Es ist daher nicht eindeutig nachzuweisen, ob die P-
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Element Insertion die Expression des dLBR in der Fliege tatsachlich beeinflusst oder ob der
Phanotyp auf die Stérung der Expression eines benachbarten Genes zurlckzuflihren ist.

Die Vermutung, dass der dLBR in der embryonalen Entwicklung nicht essentiell zu sein
scheint, wie die Depletion des Proteins durch RNAI in der frihen Embryogenese zeigen
konnte, wird durch die beschriebenen Mutationen im humanen LBR Gen sowie Mutationen
im homologen ichtyosis Genlocus der Maus bekraftigt. Die autosomal rezessive Form der
Mutation im LBR kodierenden Gen des Menschen wurde als Hydrops-ectopic calcification-
“‘moth-eaten” (HEM) oder Greenberg skeletale Dysplasie beschrieben (Waterham et al.,
2003), wahrend die klassische ,Pelger Huét Anomalie* die heterozygote Form reprasentiert
(Hoffman et al., 2002; Gastearena et al., 1999). Die betroffenen Mause und menschlichen
Individuen weisen ein geno- und phanotypisch ahnliches Erscheinungsbild auf, einschlieRlich
einer verstarkten pranatalen Mortalitatsrate (in ca. 40 — 50% der Mause), sowie schwere
Entwicklungsdefekte die zu Stérungen der enchondralen Knochenbildung und des
Langenwachstums der Knochen (Chondrodystrophie) und zur Ausbildung eines
Wasserkopfes fuhren. Westernblot- und immunfluoreszenmikroskopische Analysen zeigen
eine starke Reduktion der Expression des LBR; ein verklrztes Protein, das eventuell
dominant negativ agieren kénnte, wurde nicht nachgewiesen. Wahrend in den meisten
Zellen eine zwar reduzierte, aber dennoch normale Lokalisation und Verteilung des LBR in
der inneren Kernhille nachgewiesen werden konnte, manifestiert sich die Mutation in den
heterozygoten Individuen vor allem in einem veranderten Erscheinungsbild der
lymphoblastoiden Zellen: Die Zellen weisen eine mehrlappige Morphologie und eine
verstarkte Kondensation des Chromatins auf (Horn et al., 2000; Trajovski et al., 2002; Shultz
et al., 2003; Waterham et al., 2003). Eine derartige, veranderte Morphologie der Zellen und
Verteilung des Chromatins konnte in den dLBR depletierten Zellen von Drosophila nicht
beobachtet werden. Wie aber lassen sich diese phanotypischen Unterschiede zwischen der
Depletion des dLBR in dem Invertebraten Drosophila und der Manifestation der
beschriebenen Symptome in Maus und Mensch erklaren? Eine Spekulation erwachst aus
der Tatsache, dass die carboxyterminale Domane des dLBR im Gegensatz zum LBR des
Menschen keine enzymatische Aktivitat einer Sterol C14 Reduktase aufweist. Da vermutet
wird, dass das klinische Erscheinungsbild der HEM und PHA vor allem auf die gestorte
funktionelle Aktivitat der carboxyterminalen Domane des LBR zurlickzufiihren ist, ist es
eventuell mdglich, dass durch die Depletion des dLBR in Drosophila die Lipidsynthese,
verglichen mit der der Vertebraten, nicht beeinflusst wird. Die Einordnung der HEM und der
PHA in die Gruppe der klassischen humanen Erbkrankheiten, deren phanotypische
Erscheinungsbilder sich sehr ahneln und alle auf Defekte in der Sterolbiosynthese
zurtickzufiihren sind, bekraftigen die Vermutung, dass die zu beobachtenden Phanotypen,
die durch Mutationen im LBR Genlokus verursacht werden, ausschlieBlich auf die Stérung
des Sterolstoffwechsels zurlckzufiihren sind. Inwieweit die aminoterminale Domane des
LBR, die ebenfalls mit einer Vielzahl nuklearer Proteine zu interagieren vermag, an der
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Manifestation dieser Erkrankungen beteiligt ist, ist noch nicht bekannt. Auch die Frage, ob
der dLBR funktionell im Lipidstoffwechsel involviert ist, ist noch zu klaren.

IV.3. Identifizierung und Charakterisierung der beiden Bocksbeutel
Isoformen von Drosophila melanogaster

Im Rahmen meiner Diplomarbeit ist es mir gelungen, durch die Suche mit der konservierten
LEM-Domane der beiden Proteine MAN1 von Caenorhabditis elegans und LAP2[ von Danio
rerio (Accession Nummern: NP496944, CAC86206) das Gen CG9424 zu identifizieren, dass
nach publizierten Daten der Gendatenbank von Drosophila melanogaster (Flybase:
http/:flybase.bio.indiana.edu/) fur ein LEM-Doménen Protein, welches als Bocksbeutel
bezeichnet wird, kodieren sollte, dass in seiner aminoterminalen Region uUber ein
konserviertes LEM-Motiv sowie eine putative Transmembrandomane nahe des
Carboxyterminus verfiigen sollte. Der Vergleich der Sequenzierung des EST-Klones
LD45742 (Accession Nummer: Al513462; Celera Genetics; Invitrogen), der die gesamte
cDNA des Gens CG9424 enthalten sollte, mit der in den Gendatenbanken publizierten
Sequenz zeigte die Existenz eines zusatzlichen Splice-Donor und Splice-Akzeptor im
carboxyterminalen Bereich des Gens CG9424 auf. Das von dieser cDNA synthetisierte
Protein zeichnete sich durch das Fehlen der carboxyterminalen Transmembrandoméne aus.
Die auffallige Diskrepanz zwischen der Lokalisation des endogenen Bocksbeutel in der
indirekten Immunfluoreszenz und der Expression des verkiirzten Polypeptids als GFP-
Fusionsprotein fuhrte zur Annahme, dass in Drosophila melanogaster eventuell zwei
Isoformen des Gens CG9424 exprimiert werden.

Im Rahmen dieser Arbeit habe ich die eventuell vorhandene zweite Isoform, deren Sequenz
der von Celera Genetics publizierten Sequenz entsprechen sollte und die Uber eine
potentielle Transmembrandomane verfugt, ndher charakterisiert und mit der verkirzten
Isoform verglichen werden.

Durch RT-PCR Analysen konnte bestatigt werden, dass von dem Gen Bocksbeutel durch
Prozessierung zwei Isoformen synthetisiert werden, die sich durch die Existenz einer
Transmembrandomane unterscheiden. Unter anderen Genen, die flr Proteine mit LEM-
Doméanen kodieren, konnten ahnliche Splei-Varianten nur fir die Lamina-assoziierten
Polypeptide (LAPs) beschrieben werden (Berger et al., 1996, Schoft et al., 2003; Ubersicht in
Gruenbaum et al., 2003).

Die Expression der beiden Bocksbeutel Isoformen als GFP-Fusionsproteine in transfizierten
Kulturzellen konnte zeigen, dass sich die Lokalisation der beiden Proteine in Abhangigkeit
ihrer carboxyterminalen Region unterscheidet: Wahrend die verkurzte 351 Aminosauren
lange B-Isoform im Nukleoplasma der transfizieren Zellen verteilt vorlag, konnte bei der die
potentielle Transmembrandomane aufweisende, 399 Aminosauren langen a-Isoform eine
Lokalisation in der Kernperipherie beobachtet werden.
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Die unterschiedliche Lokalisation der beiden als GFP Fusionsproteine exprimierten
Isoformen deutet darauf hin, dass die nukleoplasmatische Domane des Bocksbeutel kein
zusatzliches Lokalisationssignal, welches fir die Lokalisation des Proteins in der inneren
Kernmembran ausreichend ist, aufweist. Im Gegensatz zu anderen integralen
Membranproteinen, wie dem Lamin B Rezeptor des Menschen, der ein zusatzliches
Lokalisationssignal in der nukleoplasmatischen Domane aufweist, welches ebenfalls fur die
Lokalisation des Proteins in der inneren Kernmembran ausreichend ist (Smith und Blobel,
1993; Soullam und Worman, 1993; Ellenberg et al., 1997), scheint die
Transmembrandoméne flr die Lokalisation und Retention der a- Isoform in der inneren
Kernmembran essentiell zu sein.

V.4 Expressionsmuster der beiden Bocksbeutel Isoformen

Die Immunlokalisationen und Extraktionsstudien fihrten zu der Annahme, dass die a-lsoform
die dominierende exprimierte Isoform in den untersuchten Kulturzelllinien zu sein scheint.
Die Expression der a-Isoform scheint jedoch nicht in allen Zellen gleichmaRig zu sein. In den
embryonalen Zelllinien Drosophila Schneider S2 und Schneider S2R+ konnte eine
unterschiedlich starke Farbung der Kernhiille durch die Bocksbeutel Antikérper beobachtet
werden. Wahrend viele Zellen nur eine sehr schwache Farbung der Kernperipherie
aufwiesen, war in Zellen, die sich in der spaten Telophase oder Cytokinese befanden, eine
verstarkte Kernmembranfarbung zu beobachten. Im Gegensatz zu den embryonalen
Zelllinien konnte in der differenzierten Zelllinie Kc167 sowie in Whole mount Praparaten von
Ovariolengewebe aus Drosophila (Urban, 2001) eine wesentlich starkere Farbung der
Kernperipherie in allen Zellen beobachtet werden. Wahrend somit die a-lsoform in allen
untersuchten Kulturzelllinien und Geweben exprimiert zu werden scheint, konnte eine
eindeutige Expression der B-lsoform nicht nachgewiesen werden. Obwohl die RT-PCR
Analysen sowie die Sequenzierung des EST-Klones belegen, dass die verkirzte Isoform in
Drosophila exprimiert wird, ist eine Lokalisation des Bockbeutel-8 in der Immunfluoreszenz
nicht eindeutig zu bestimmen. Die Expression der B-Isoform als GFP-Fusionsprotein deutet
darauf hin, dass dieses Protein im Nukleoplasma lokalisiert ist. Mit den Antikdrpern aller vier
Antiseren, ebenso wie mit den affinidtsgereinigten Antikbrpern, war eine schwache
cytoplasmatische und nukleoplasmatische Farbung zu beobachten, es ist allerdings
schwierig zu bestimmen, ob diese Farbung auf die Expression der B-Isoform, der a-lIsoform
oder auf eine unspezifische Kreuzreaktion der Antikdrper zurlckzuflhren ist. Es ist nicht
auszuschlielten, dass die Expression des Bocksbeutel-f auf spezifische Zellen, Gewebe
oder Entwicklungsstadien beschrankt ist. Da sich auch das Expressionsmuster der a-Isoform
in den untersuchten Kulturzelllinien zu unterscheiden scheint, kdnnte man vermuten, dass
beide Bocksbeutel Isoformen gewebe- oder entwicklungsspezifisch exprimiert werden. Die
gewebe-spezifische Expression konnte bereits flr andere Kernmembranproteine,
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einschlielllich einiger Isoformen der Lamina-assoziierten Polypeptide 2 (LAP2, Lang et al.,
1999; Schoft et al., 2003) und keimbahn- oder entwicklungsspezifisch exprimierten Laminen
(Alsheimer et al., 1999; Hofemeister et al., 2002; Ubersicht in Gruenbaum et al., 2003;
Krohne, 1998) nachgewiesen werden.

IV.5 Vergleich der beiden Bocksbeutel Isoformen mit anderen LEM-
Domanen Proteinen

Homologe der LEM-Domanen Proteinfamilie finden sich in den Invertebraten Drosophila wie
auch C. elegans, allerdings konnten die LAP2 Proteine bisher nur in Vertebraten identifiziert
werden. Interessanterweise zeigen die beiden Bocksbeutel Isoformen einige
Gemeinsamkeiten zu den LAP2 Proteinen der Vertebraten. Sowohl die Isoformen des
Bocksbeutel, als auch die Isoformen der LAP2 Proteine weisen in ihrer aminoterminalen
Domane ein hoch konserviertes LEM-Motiv auf und entstehen durch differenziertes
SpleiRen. Auch die Lokalisation der Lamina-assoziierten Polypeptide 2 unterscheidet sich,
wie die der beiden Bocksbeutel Isoformen, sehr stark in Abhangigkeit der unterschiedlichen
carboxyterminalen Region. Wahrend die Proteine, die Uber eine Transmembrandomane
verfugen, wie die alternativ gespleildten Isoformen LAP2(3, y, & und € des Menschen, in der
inneren Kernmembran des Zellkerns lokalisiert sind, liegen die beiden Isoformen LAP2 a und
¢ des Menschen im Nukleoplasma unter Aussparung des Nukleolus vor (Dechat et al., 2000).
Eine weitere auffallige Gemeinsamkeit konnte das Expressionsmuster darstellen. Einige
Isoformen der LAP2 Proteine werden gewebe- und entwicklungsspezifisch synthetisiert,
beispielsweise wird das LAP2w in Xenopus laevis und Danio rerio nur in den frihen
Entwicklungsstadien exprimiert (Lang et al.,, 1999; Schoft et al., 2003). Da, wie schon
erwahnt, sich das Expressionsmuster der Bocksbeutel Isoformen von anderen, ubiquitar
exprimierten Membranproteinen, wie dem Lamin DmO oder dem LBR stark unterscheidet, ist
anzunehmen, dass sich auch diese LEM-Domanen Proteine in ihrer Expression
unterscheiden. Obwohl die Bocksbeutel Isoformen hinsichtlich ihrer Struktur und ihrem
Expressionsmuster denen der LAP2 Proteine scheinbar sehr ahnlich sind, zeigen
Sequenzvergleiche der a-Isoform des Bocksbeutel mit verschiedenen LAP2 Proteinen, wie
dem LAP2B von Danio rerio (ZLAP2[) oder LAP2( von Rattus norvegicus (LAP2[), eine nur
sehr geringe Ahnlichkeit (Aminosduren 1 - 399 des a-Bocksbeutel: 16,8 % Identitat mit
ZLAP2B; 16,3 % Identitat mit LAP2p).

Es wird angenommen, dass die LAP2 Proteine vermutlich erst spater in der Entwicklung
auftraten, wo durch die zunehmende Komplexitat des Zellkerns zusatzliche Proteine
erforderlich wurden. Wahrend die LEM-Doméanen Proteine Emerin und MAN1 auch in
Invertebraten wie C. elegans identifiziert wurden, konnten sowohl in Drosophila, als auch in
C. elegans bisher keine Homologen der LAP2 Proteine gefunden werden.
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Betrachtet man die Bedeutung der in der fruhen Embryonalentwicklung exprimierten LAP2-
Isoformen, beispielsweise das LAP2w von Xenopus laevis und Danio rerio, so fallt auf, dass
diese beiden Isoformen vermutlich an dem raschen Aufbau der Kernhiille beteiligt sind. In
den spateren Entwicklungsstadien werden diese frih exprimierten Isoformen durch die
somatischen Isoformen der LAP2 Proteine ersetzt. Die Kernteilungen in den syncytialen
frihen Embryonalstadien von Drosophila melanogaster scheinen dagegen weniger komplex
zu sein als die der Vertebraten, was die Hypothese bekraftigen wirde, dass die LAP2
Proteine erst mit der wachsenden Komplexitat des Zellkerns auftreten.

Es stellt sich natlrlich die Frage, mit welchen bereits identifizierten LEM-Domanen Proteinen
anderer Spezies die Bockbeutel Isoformen verglichen werden kdnnen. Zwei weitere, relativ
gut charakterisierte Proteine dieser Familie stellen MAN1 und Emerin dar.
Sequenzvergleiche zeigen jedoch, dass die Ahnlichkeit der Bocksbeutel Proteine auch mit
MAN1 und Emerin sehr gering ist. Auch die vergleichende Genom-Analyse schlie3t diese
beiden Proteine als Homologe vermutlich aus, da in Drosophila die beiden potentiellen LEM-
Doménen Proteine, kodiert durch die Gene CG3167 und CG3748, eine deutlich hdhere
Ahnlichkeit mit MAN1 und Emerin aufweisen. Die Suche nach LEM-Domanen Proteinen in
Drosophila zeigt noch ein weiteres potentielles LEM-Domanen Protein; das durch das Gen
CG8679 kodierte Protein weist eine groRe Ahnlichkeit zum lem-3 von C. elegans auf. Ob
diese drei Proteine tatsachlich mit den schon charakterisieten MAN1 und lem-3 verwandt
sind, muss noch geklart werden. Eine genaue Einordnung der neuen LEM-Doméanen
Proteine Bocksbeutel-a und - ist somit noch nicht mdglich, die molekulare Charakterisierung
der drei neuen potentiellen LEM-Doméanen Proteine, kodiert durch die Gene CG3167,
CG8679 und CG3748, kdnnte zum besseren Verstandnis dieser Proteinfamilie beitragen.

47 399
Bocksbeutel-o ‘

147 351
Bocksbeutel-3 | | |

L 47 406
Otefin L | |

3 47 647
CG3167 [ H || |

403 447 704

CG8679 | I H

12 56 442

CG3748

Abb. 85: Schematische Darstellung der LEM-Domanen Proteine (Bocksbeutel-a, Bocksbeutel-,
Otefin) und der potentiellen LEM-Doménen Proteine (CG3167, CG8679, CG3748) von Drosophila
melanogaster. Die LEM-Domanen sind hellgrau, die potentiellen LEM-Domanen sind dunkelgrau, und
die (potentiellen) Transmembrandomanen bzw. hydrophoben Segmente (Otefin) sind schwarz
markiert. Die Zahlen geben die Positionen der Aminosauren bezlglich der Lage im gesamten Protein
an.
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IV.6 Mogliche biologische Funktionen der Bocksbeutel Isoformen

Die Bocksbeutel a-lsoform zeigt einige Gemeinsamkeiten mit anderen LEM Domanen
Proteinen. Obwohl durch die Immunprazipitations-Studien keine direkte Interaktion des
Bocksbeutel mit Lamin Dm0 nachgewiesen werden konnte, scheint die korrekte Lokalisation
des Lamin Dm0 sowie eine intakte Lamina dennoch fur die Retention der a-Isoform des
Bocksbeutel in der inneren Kernmembran essentiell zu sein. Auch fiir die Retention der LEM-
Domanen Proteine Otefin, Emerin (Harborth et. al., 2001; Gruenbaum et al., 2002) und
MAN1 (Liu et al., 2003) sind Kernlamine essentiell. Ebenso gemeinsam ist allen diesen
Proteinen, dass deren Depletion durch RNAI scheinbar nicht essentiell fir die strukturelle
Integritdt der Kernhille in Kulturzellen zu sein scheint. Es ist noch nicht geklart, ob die
beiden bisher identifizierten LEM-Domanen Proteine Otefin und Bocksbeutel bzw. die noch
nicht naher charakterisierten potentiellen LEM-Domanen Proteine Uberlappende Funktionen
in Drosophila Gbernehmen. Untersuchungen der LEM-Doméanen Proteine MAN1 und Emerin
in C. elegans konnten zeigen, dass die Reduktion eines der beiden LEM-Domanen Proteine
durch RNAIi kaum sichtbare Effekte zur Folge hatte, wahrend die gleichzeitige Depletion von
Emerin und MAN1 in dem Arrest der Embryogenese resultierte (Gruenbaum et al., 2002; Liu
et al.,, 2003). Es wird vermutet, dass auch LEM-Domanen Proteine anderer Organismen
Uberlappende Funktionen haben.

IV.7 Identifizierung und  Charakterisierung des  Barrier-to-
Autointegration Factor (dBAF) von Drosophila melanogaster

Fir zwei Mitglieder der LEM-Domanen Proteinfamilie, LAP2 und Emerin, konnte eine direkte
Interaktion mit einem kleinen, DNA-bindenden Protein, dem Barrier-to-Autointegration Factor
(BAF) nachgewiesen werden (Lee et al., 2001; Haraguchi et al., 2001; Shumaker et al.,
2001; Segura-Totten et al., 2002). Es wird jedoch vermutet, dass BAF auch mit anderen
LEM-Domanen Proteinen interagiert und so das Chromatin mit der inneren Kernmembran
und indirekt mit der Kernlamina vernetzt (Segura-Totten et al., 2002). Da auch die von mir
identifizierten Isoformen des Bocksbeutel von Drosophila melanogaster in ihrer
gemeinsamen aminoterminalen Region eine LEM Domane aufweisen, kdnnten auch diese
beiden Proteine potentielle Interaktionspartner des ebenfalls in dieser Arbeit
charakterisierten Drosophila BAF darstellen. Eine direkte Interaktion dieser beiden Proteine
konnte jedoch mit den durchgefiuihrten Immunprazipitationen nicht nachgewiesen werden.
Auch die Depletion des Bocksbeutel hatte keinen Effekt auf die intrazellulare Lokalisation
des dBAF und vice versa.

Die Depletion des dBAF durch RNAI in Kulturzellen und wahrend der frihen Embryogenese
scheint ebenfalls die Morphologie des Zellkerns, die Lokalisation anderer nuklearer Proteine
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sowie die Lebensfahigkeit der Kulturzellen und der mikroinjizierten Embryonen nicht zu
beeinflussen. Interessanterweise konnte bei den dBAF dsRNA transfizierten Zellen keine
gleichmaRige Reduktion beobachtet werden. Die immunfluoreszenzmikroskopischen
Untersuchungen zeigen, dass stets eine kleine Menge des Proteins mit der Kernhiille
assoziiert blieb. Dieser Anteil des endogenen dBAF kdénnte ausreichend sein, um eine
normale Organisation und Funktion des Zellkerns zu gewahrleisten. Die Vermutung, dass
dBAF in der frihen Embryogenese vermutlich dennoch nicht essentiell ist, zeigen erst
kirzlich publizierte Daten der Arbeitsgruppe von Kazuhiro Furukawa, die nachweisen
konnten, dass Drosophila dBAF Null Mutanten fahig sind, sich bis zum Ubergang des
larvalen zum pupalen Entwicklungsstadien zu entwickeln (Furukawa et al., 2003).

V.8 Perspektiven

Wie bereits erwahnt, konnte in den letzten Jahren eine Vielzahl neuer Proteine der inneren
Kernmembran und deren Interaktinonspartner in Vertebraten identifiziert werden. Die
intensive Erforschung der Zusammensetzung der Kernhille konnte entscheidend zum
Verstandnis des komplexen Aufbaus, sowie deren Funktion und Assoziierung mit
humangenetischen Erbkrankheiten beitragen. Bis auf die bereits recht gut charakterisierten
beiden Kernlamine (Lamin Dm0, Lamin C) und dem LEM-Domé&nen Protein sowie die beiden
Proteine Germ-Cell Less (GCL) und Young Arrest (YA) waren dagegen keine weiteren
Membranproteine des Invertebraten Drosophila melanogaster bekannt.

Im Rahmen dieser Arbeit sowie meiner Diplomarbeit war es mir moglich, weitere neue
Membranproteine, einschlielllich des dLBR, der beiden lIsoformen Bocksbeutel-a und
Bocksbeutel-B, sowie deren potentielle Interaktionspartner, der Barrier-to-Autointegration
Factor (dBAF) in Drosophila melanogaster zu identifizieren. Durch die molekulare
Charakterisierung dieser Proteine konnten neue Erkenntnisse Uber das Expressionsmuster,
die Bindungseigenschaften und die potentiellen biologischen Funktionen von
Kernmembranproteinen sowie die Komplexitdt der Kernlamina in Drosophila gewonnen
werden. Die so erworbenen Informationen wurden in einer schematischen Darstellung der
Kernhille von Drosophila zusammengetragen. Die noch nicht naher charakterisierten
potentiellen Interaktionen, die sich auf die schon intensiv erforschten Bindungen homologer
oder ahnlicher Proteine in Vertebraten beziehen, sind mit einem Fragezeichen
gekennzeichnet.
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Nuclear pore
Cytoplasm complgx

Jonor, 2003

Abb. 86: Schematische Darstellung der Kernhlle und des angrenzenden Chromatins von Drosophila
melanogaster.

Der Nachweis, dass der dLBR uber keine Sterol C14 Reduktase verfugt, fuhrt zu der Frage,
ob der dLBR noch in der Lipidsynthese von Drosophila involviert ist. Wie schon erwahnt, ist
bekannt, dass hoch konservierte Proteine in Invertebraten und Vertebraten im Lauf der
Evolution verschiedene Funktionen im Lipidstoffwechsel ibernommen haben. Ergdnzende
Studien zur enzymatischen Aktivitdt des dLBR koénnten eine potentielle Funktion der
carboxyterminalen Domane des dLBR in der Lipidbiosynthese aufzeigen.

Falls der dLBR uUber keine enzymatische Aktivitdt mehr verfugen sollte, koénnte die
biologische Funktion der aminoterminalen Domane, unabhangig von der enzymatischen
Aktivitdt untersucht werden, wodurch wichtige Erkenntnisse bezlglich der vielfaltigen
Funktionen des LBR und dessen Assoziation mit den humangenetischen Erkrankungen
erlangt werden konnten. Bisher wird angenommen, dass die gestérte enzymatische Aktivitat
der carboxyterminalen Domane des menschlichen LBR die bedeutendste Ursache fir die
Manifestation der Erbkrankheiten PHA und HEM ist. Inwieweit die Funktion der an
zahlreichen Interaktionen beteiligten aminoterminalen Domane des LBR fiur die
Auspragungen der beiden Erkrankungen eine Rolle spielt, ist nicht bekannt.

Die Charakterisierung der erwahnten Gene CG3167 (putatives MAN1 Homolog), CG8679
(putatives lem-3 Homolog) und CG3748 (putatives Emerin Homolog) kénnte zum besseren
Verstandnis der Komplexitat der Kernhulle von Drosophila beitragen. Durch kombinierte
Depletierung dieser potentiellen LEM-Domanen Proteine, sowie der LEM-Domanen Proteine
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Bocksbeutel und Otefin durch RNA interference kénnten potentielle, Uberlappende
Funktionen der Mitglieder der LEM-Familie untersucht werden und so weitere Erkenntnisse
Uber die Funktion dieser Membranproteine und ihrer Interaktion mit der Kernlamina
gewonnen werden. Auch durch die spezifische Depletierung von Bocksbeutel-a und
Bocksbeutel-B kénnten wichtige Erkenntnisse Uber die Expression der beiden Isoformen und
ihre biologische Bedeutung gewonnen werden. Durch die Herstellung eines a-spezifischen
Antikorpers konnte die Expression dieser Isoform gesondert untersucht werden.

Fir beide Bocksbeutel Isoformen konnten noch keine Bindungspartner eindeutig identifiziert
werden, da aber anzunehmen ist, dass diese beiden Proteine, wie auch die LEM-Domanen
Proteine der Vertebraten, sowohl mit Laminen, als auch mit BAF interagieren, wurde die
Analyse dieser potentiellen Interaktionen erheblich zum Verstandnis des Aufbaus sowie der
Funktion der Kernlamina und ihrer Beteiligung an vielfaltigen zellularen Prozessen beitragen.
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V. Material und Methoden

V.1 Material

V.11 Gerate
Brutschrank CO,-Auto-Zero Heraeus-Holding, Hanau
Brutschrank UNI INCU Uni-Equip Kraupa, Martinsried

Feinwaage Satorius Typ: H110
Axiophot Stereo
IM35

Fluoreszenzmikroskop
Umkehrmikroskop

Gaschromatographisches,
massenspektrometrisches
Analysegerat

Gewebekulturschalen

Graphitblotkammer

Heizblock fiir 1,5ml Eppendorfgefale

Heizplatte mit Magnetriihrer IKA-Combimac RCT
Kipp-Schittler: Heidolph Typ REAX3
Konfokales Laser Scanning Mikroskop TCS, SP

Laborwaagen
PJ 3600 Delta Range

Lichtmikroskop (Zellkultur)

Netzgerate
CONSORT E 455
CONSORT E 734

PCR-Gerat: Progen, FM13585

PH-Meter, Typ pH 523

Photometer

Sequenzierer: ABI PRISM'?310 Genetic Analyser

Sterile Bank: Steril GARD Hood Class llI
Temperierter Schittler: SM 25
Thermocycler: Thermodux
TiefkUhlschrank -20°C

TiefkUhltruhe -86°C Freezer

Vortex Genie 2
Wasseraufbereitungsanlage Milli-Q UF Plus
Wasserbad: Typ W 270, 100°C
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Satorius GmbH,Géttingen
Zeiss, Oberkochen
Zeiss, Oberkochen

GC 860, Fisons Instruments MD800
Thermo Finnigen, Frankreich

Greiner Labortechnik

LMS; bezogen Uber A. Hartenstein, Wiirzburg

bezogen uUber A. Hartenstein, Wurzburg

Bachhofer Laboratoriumsgerate, Reutlingen

bezogen Uber A. Hartenstein, Wiirzburg

Leica, Mlinchen

Mettler, Giel3en
Leitz, Wetzlar

Bezogen Uber Hartenstein, Wurzburg

bezogen Uber Progene, Wertheim
WTW
Eppendorf, Hamburg

Perkin Elmer, Applied Biotems GmbH,
Weiterstadt

Muiller Labortechnik, Windhagen
Buhler, Tlbingen

Progene, Wertheim

Privileg, Quelle

Forma Scientific, Labotect, Gottingen
Bender und Hohbein AG, Zirich
Millipore, Witten

bezogen Uber A. Hartenstein
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Zentrifugen
Kihlbare
Laborzentrifuge
Minifuge RF

Tischzentifuge 5415 D
Ultrazentrifuge LB-70

Universal K2S

V.1.2 Verbrauchsmaterialien

E.Z.N.A.® Plasmid Miniprep Kit I
MEGAscript™ High Yield Transcription Kit
Nitrocellulose

Protein A-Sepharose CL-4B

Roéntgenfilme, Kodak X-Omat AR

Seakem Agarose

QIlAquick Gel Extraktion Kit

QlAgen Plasmid Miniprep/Midiprep-Kit
SMARTTMcDNA Synthese construction kit

Taq DyeDeoxy Terminator cycle sequencing
kit / DNA labelling kit

TNT-system; coupled in vitro translation and
transcription kit

TOPO TA cloning®Kit

Whatman-Papier

Heraeus-Holding, Hanau

Heraeus-Holding, Hanau
Eppendorf

Beckman Instr. Inc., Fullerton USA
Hettich, Tuttlingen

PEQLAB Biotechnologie GmbH, Erlangen
Ambion, Huntingdon, UK

Schleicher und Schuell, Dassel
Pharmacia, Biotech

Sigma, Deisenhofen

Biozym, BIOzym Diagnostik Oldendorf
QlAgen, Dusseldorf

QlAgen, Dusseldorf

CLONTECH laboratories, Inc

MBI, Fermentas, St Leon-Roth

Promega, Madison, WI, USA

Invitrogen, Groningen, Niederlande

Schleicher und Schuell, Dassel

Sofern nicht anders vermerkt, wurden samtliche Chemikalien und Lésungsmittel von den Firmen
AppliChem (Darmstadt), Difo Laboratioreis (Detroitl, Merck (Darmstadt), Roth (Karlsruhe), Serva
(Heidelberg) und Sigma (Deisenhofen) bezogen. Sie wurden, wenn nétig, in Analysenqualitat
verwendet. Die Losungen zum Waschen oder Spillen in Alkohol sowie Methanol fir Farbe-,
Entfarbelésungen und Blotpuffer wurden in technischer Qualitat bezogen und verwendet.

V1.3 Haufig verwendete Puffersysteme und Medien
Farbeldsung fur Polyacrylamidgele: 0,2 % Coomassie R
40 % Methanol
8 % Essigsaure
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Entfarbeldsung: 20 % Methanol
7 % Essigsaure

Elutionspuffer (Proteinaufreinigung)

Puffer A: 6 M Guanidin Hydrochlorid
0,1 M NaH2P04
0,01 M Tris/NaOH
pH 8,0
Puffer B: 8 M Harnstoff
0,1 M NaH,PO,
pH 8,0
Puffer C: 8 M Harnstoff
0,1 M NaH,PO,
pH 6,3
Puffer D: 8 M Harnstoff
0,1 M NaH2P04
pH 5,9
Puffer E: 8 M Harnstoff

0,1 M NaH,PO,

LB-Medium (11) 10 g NaCl
5 g Hefeextrakt
10 g Bacto-Trypton
ph 7,0
LB-Agar (11) 10 g NaCl
5 g Hefeextrakt
10 g Bacto-Trypton
15 g Bacto Agar
ph 7,0

Antibiotika werden dem gegebenfalls in folgenden Enkonzentrationen zugeflugt:
100 pg/ml Ampicillin

25 pg/ml Kanamycin
12,5 pg/mi Chloramphenicol
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Mowiol 10 g Mowiol
40 ml PBS, pH 8,0
16h rihren

20 ml Glycerin
16 h rihren, nicht I16sliche Bestandteile sedimentieren

1 xPBS 137 mM NaCl
3 mM KCI
1,5 mM KH,PO4

7 mM NazHPO4
pH:7,2-7,4

0,5 x PBS 68,5 mM NaCl
1,5 mM KCI
0,75 mM KH2P04

3,5 mM NazHPO4
oH: 7274

Probenpuffer (nach Laemmli 1970) 60 mM Tris; pH 6,8
2 % SDS
10 % Glycerin

10 % DTT (0,1M)
0,1 % Bromphenolblau

Semitrockenblot-Puffer

Puffer 1: 25 mM Tris, pH 10,4 in 20% Methanol
Puffer 2: 300 mM Tris, pH 10,4 in 20% Methanol
Puffer 3: 25 mM Tris, pH 9,4

40 mM Norleucin
SDS-PAGE Elektrodenpuffer (11) 2,8 g Tris

2,0 g SDS
14,3 g Glycin

SDS-PAGE Losung A 60,0 g Acrylamid
1,6 g N,N’-Bisacrylamid
ad 200 ml H,O
SDS-PAGE Losung B 18,17 g Tris/HCI, pH 8,8
0,4 g SDS
ad 100 ml H,O

166



V. Material und Methoden

SDS-PAGE Lésung C 6,06 g Tris/HCI, pH 8,8
0,4 g SDS
ad 100 ml H,O
SDS-PAGE nach Thomas und Kornberg, 1975
SDS-PAGE Elektrodenpuffer (11) 6 g Tris

1,0 g SDS
28,7 g Glycin

SDS-PAGE Lésung A 30,0 g Acrylamid
0,15 g N,N"-Bisacrylamid
ad 100 ml H,O
SDS-PAGE Losung B 36,14 g Tris/HCI, pH 6,8
0,4 g SDS
ad 100 ml H,O
SDS-PAGE Losung C 9,09 g Tris/HCI, pH 8,8
0,4 g SDS
ad 100 ml H,O
TBST: 140 mM KCI

0,3 % Tween 20

10 mM Tris/HCI
pH 8,0

TBST++: 540 mM NaCl
0,3 % Tween 20
10 mM Tris/HCI
0,1 % Triton-X-100
pH 8,0

2 xTSS 20 % PEG 4000 (Roth)

10 % DMSO (Dimethylsulfoxid
70 mM MgSO, oder MgCl,

Harnstoffpuffer (V.1.3.1) 8 M Harnstoff
1,5 mM KH,PO,
mM Na,HPO,
1 mM Trypsin-Inhibitor

1 mM PMSF
pH: 7,2
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Tritonpuffer (V.1.3.2)

Immunprazipitationspuffer (V.1.3.3)

Extraktionspuffer von Kulturzellen
(V.1.34)

1,0
100
10

_ A

150
20

0,5
150
50

0,2

%
mM
mM
mM
mM
mM
mM

%
mM
mM
mM
mM

%
mM
mM
mM
mM

Triton X-100
NaCl

Na,HPO,

EDTA

EGTA
Trypsin-Inhibitor
PMSF

pH: 7,0

Triton X-100
NaCl

Tris
Trypsin-Inhibitor
PMSF

pH: 7,4

Triton X-100
NaCl

Tris
Trypsin-Inhibitor
PMSF

pH: 7,4

Drosophilapuffer fiir die Praparation von Gewebestiicken

Drosophilapuffer (V.1.3.5)

MEGAscript™-Transkription

ATP-Ldsung
CTP-Lésung
GTP-Lésung
UTP-Lésung

Lithiumchloridlésung

70
5
1,5
20
10
5
115

75
75
75
75

7,5
50

mM
mM
mM
mM
mM
mM
mM
mM

mM
mM
mM
mM

mM
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NaCl

KCI

CaCl,
MgCl,
NaHCO;
Trehalose
Saccharose

HEPES
pH: 7,2

LiCl
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RNA-Probenpuffer 18
95
0,025
0,025
0,025
Zellkultur:

mM
%
%
%
%

Komplettmedium fiir Xenopus-A6 Kulturzellen (150 ml)

18,5 ml H,O
1,5 ml  Penicillin/Streptomycin:

EDTA
Formamid
Xylencyanol
Bromphenolblau
SDS

Stammlésung: 10.000 U/ml; Endkonzentration: 100 U/ml

1,5 ml  L-Glutamin

Stammlésung: 200 mM; Endkonzentration: 2 mM

15 ml FCS

113,5 ml  DMEM (Dulbecco’s modified eagle’s medium; Eurobio, Biotechnology

Komplettmedium fiir Ceropithecus COS-7 Kulturzellen (150 ml)

1,5 ml  Penicillin/Streptomycin:

Stammlésung: 10.000 U/ml; Endkonzentration: 100 U/ml

1,5 ml  L-Glutamin

Stammlésung: 200 mM; Endkonzentration: 2 mM

15 ml FCS

132 ml  DMEM (Dulbecco’s modified eagle’s medium; Eurobio, Biotechnology

Komplettmedium fiir Drosophila Kulturzellen (100 ml)

1,0 ml  Penicillin/Streptomycin:

Stammlésung: 10.000 U/ml; Endkonzentration: 100 U/ml

1,0 ml  L-Glutamin

Stammlésung: 200 mM; Endkonzentration: 2 mM

10 ml FCS

88 ml  Schneider’s Drosophilamedium; Life Technologies, Karlsruhe

Transfektionsreagens (A6-Zellen): Roti®-Fect (Roth, Karlsruhe)

Transfektionsreagens (Schneider-Zellen): Effectene™ Reagent (QIAGEN, Diisseldorf)

Hefemedien und Lésungen

CM-Hefe-Selektionsmedium (complete minimal medium)

2,0
2,0
8.0
0.6
20,0

Q Q@ @ Q@ @
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Dropout Pulver ohne Uracil
Hefe Stickstoff Basis
Ammoniumsulfat

CaCl, * 2 H,O

Glukose

ad 11 H,O
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YPD-Vollmedium

10,0 g Hefeextrakt
20,0 g Bakto-Trypton

0,6 g CaCl, * 2 H,O
20,0 g Glukose

ad 11 H,O
YAPD-Medium

10,0 g Hefeextrakt
20,0 g Bakto-Trypton

0,6 g CaCl, * 2 H,0O
20,0 g Glukose

0,1 g Adeninhemisulfat

ad 11 H,O

V1.4 Kulturzellen und Fliegenstamme

Im Rahmen dieser Arbeit wurden folgende Zelllinien verwendet:

XLKE-A6 Nierenepithelzelllinie von Xenopus laevis
kultiviert bei 27°C, 5% CO,

COS-7 Nierenzelllinie von Ceropithecus aethiops
kultiviert bei 37°C, 5% CO,

S2 Primarkultur 20 — 24h alter Embryonen von Drosophila melanogaster
kultiviert bei 27°C, 0% CO,

S2R* Primarkultur 20 — 24h alter Embryonen von Drosophila melanogaster
kultiviert bei 27°C, 0% CO,

KC167 Von Haematocyten abgeleitete Zelllinie von Drosophila melanogaster
kultiviert bei 27°C, 0% CO,

Im Rahmen dieser Arbeit wurde mit folgenden Fliegenstdmmen von Drosophila melanogaster
gearbeitet:

Wildtyp Berlin Bloomington Drosophila Stock Center, Indiana, USA
P-Element 11341 Bloomington Drosophila Stock Center, Indiana, USA
BL-5702 Bloomington Drosophila Stock Center, Indiana, USA
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V1.5 Enzyme

Enzym Konzentration Erkennungssequenz und Schnittstelle

_ . 5-G'AATT C-3
EcoRI 10 units/pl Puffer O™ (10x) 3.CTTA AIG .5
Kpn | 10 units/ul | Puffer Kpn | (10x) g ST(CB ;’; g g ] g

, 5-CATATG-3
Nde | 10 units/pl Puffer Nde | (10x) 3-GTATAC-5

, R 5-C'TCGAG-3
Xho | 10 units/pl Puffer R (10x) 3-GAGCT:C-5

. . 5-GC'GGCCGC-3
Not | 10 units/pl Puffer O” (10x) 3.CGCCGGCG-5

_ 5-GAGCT'C-3
Sacl 10 units/yl Puffer Sac | (10x) 3-C;TCGAG-5

_ 5-‘GATC -3
Sau 3Al 10 units/ul Puffer B (10x) 3. CTAG:-5

N I .

Cfol 10 units/pl Puffer B (10x) g: ST((:;(C;: g : g

Sonstige Enzyme
Expand High Fidelity System
Taqg DNA Polymerase
T4 DNA Ligase

Calf Intestine Alkaline Phosphatase

V.1.6 Antikorper

ADL 67 Antigen:
Herkunft:
Verdunnung:

Bezogen uber:

ADL 84 Antigen:
Herkunft:
Verdlinnung:

Bezogen uber:

ADL 195 Antigen:
Herkunft:
Verdinnung:

Bezogen uber:

Boehringer, Mannheim
MBI-Fermentas
MBI-Fermentas

MBI-Fermentas

Drosophila melanogaster Lamin Dmg
Maus, monoklonal

Blot: 1:5000

Dr. Nico Stuurmann

Drosophila melanogaster Lamin Dmj
Maus, monoklonal

IF: 1:10

Dr. Nico Stuurmann

Drosophila melanogaster Lamin Dmg
Maus, monoklonal

IF: 1:10

Dr. Nico Stuurmann
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Anti-GFP

dBAF

Bocksbeutel

Bocksbeutel

Fibrillarin (72B9)

Lamin Dm0

Lamin C

dLBR

dLBR

mAb 414

Antigen:
Herkunft:

Verdlnnung:

Bezogen:

Antigen:
Herkunft:

Verdlnnung:

Antigen:
Herkunft:

Verdiinnung:

Antigen:
Herkunft:

Verdunnung:

Antigen:
Herkunft:

Verdunnung:

Antigen:
Herkunft:

Verdlnnung:

Antigen:
Herkunft:

Verdlnnung:

Antigen:
Herkunft:

Verdiinnung:

Antigen:
Herkunft:

Verdunnung:

Antigen:
Herkunft:

Verdunnung:

Bezogen:

Green Fluorescence Protein

Maus, monoklonal

IF: 1:200

Blot: 1: 2000

Roche Diagnostics GmbH, Mannheim

D. melanogaster Barrier to Autointegration Factor

Meerschweinchen, polyklonal
IF: 1:1000
Blot: 1:1000

Drosophila melanogaster Bocksbeutel
Meerschweinchen, polyklonal

IF: 1:1000

Blot: 1:1000

Drosophila melanogaster Bocksbeutel
Maus, polyklonal

IF: 1:1000

Blot: 1:1000

Fibrillarin
Maus, monoklonal
IF: 1:50

Drosophila melanogaster Lamin Dmjg
Meerschweinchen, polyclonal

IF: 1:500

Blot: 1:500

Drosophila melanogaster Lamin C
Meerschweinchen, polyclonal

IF: 1:500

Blot: 1:500

Drosophila melanogaster Lamin B Rezeptor
Meerschweinchen, polyclonal

IF: 1:1000

IF: 1:1000

Drosophila melanogaster Lamin B Rezeptor
Maus, polyclonal

IF: 1:1000

IF: 1:1000

Nukleoporin

Maus, monoklonal

IF: 1:1000

Roche Diagnostics GmbH, Mannheim
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Otefin Antigen: Drosophila melanogaster Otefin
Herkunft: Meerschweinchen, polyklonal
Verdlnnung: IF: 1:500
RGS Antigen: His-Tag (6 Histidine)
Herkunft: Maus, monoklonal
Verdinnung: Blot: 1:1000
Bezogen: Quiagen
a-Tubulin Antigen: a-Tubulin
Herkunft: Maus, monoklonal
Verdunnung: Blot: 1:20.000
Bezogen: Sigma, T-5168
X223 Antigen: Xenopus laevis Lamin B,
Herkunft: Maus, monoklonal
Verdunnung: IF: 1:300
Ziege IgG; anti Maus; gekoppelt mit Meerettich-Peroxidase 1:10000 Dianova, Hamburg
Zi IgG; anti M hwein; gek It mit M ttich- ,
|ege. gG; anti Meerschwein; gekoppelt mit Meerettic 1:10000 Dianova, Hamburg
Peroxidase
Ziege IgG; anti Maus; gekoppelt mit TexasRed 1:100 Dianova, Hamburg
Ziege 1gG; anti Meerschwein; gekoppelt mit TexasRed 1:100 Dianova, Hamburg
Ziege 1gG; anti Maus; gekoppelt mit Cy2 1:100 Dianova, Hamburg
V1.7 Bakterienstamme, Hefestamme und Vektoren
Bakterienstamme:
XL 1-Blue Stratagene, Heidelberg
Top 10 One Shot Invitrogen, Karlsruhe
BL21 codon plus Stratagene, Heidelberg
Hefestdmme:
erg24:: LEU2 his3A200 leu2A1 Zur Verfligung gestellt von Dr. Martin Bard, Indiana

trp1A63 ade2-101 lys2-801 ura3-52  University Purdue University Indianapolis, USA

Vektoren:
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Bluescript (SK)
pCR 2.1-TOPO
pET 21a(+)
pEGFP-C2
pEGFP-N1
pYX212

Stratagene, Heidelberg

Invitrogen, Karlsruhe

Novagen, Merck KGaA, Darmstadt

CLONTECH Laboratories GmbH, Heidelberg
CLONTECH Laboratories GmbH, Heidelberg

Zur Verfugung gestellt von Dr. Kathrin Schrick, Tibingen
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V.2 Methoden

V.21 Molekularbiologische Methoden
V.2.1.1 Prazipitation und Reinigung von DNA

V.2.1.1.1 Prazipitation von DNA durch Natriumacetat / Ethanolfallung

Zur Prazipitation von DNA, die sich in wassriger Losung befindet, werden dieser 1/10 Volumen 3M
Natrium-Acetat (pH 4,6) und 2,5 Volumen Ethanol (100%) zugefligt und 30 min bei -70°C inkubiert.
Der Ansatz wird 20 - 30 min bei 11.000 g zentrifugiert, der Uberstand entfernt und die prazipitierte
DNA durch Zugabe von 250 pl EtOH (70%) und anschlieBendem Zentrifugieren (10 min; 11.000 g,
gereinigt. Der Uberstand wird entfernt und das Sediment an der Luft getrocknet.

V.2.1.1.2 Reinigung von DNA durch Chlorofom / Phenol Extraktion

Zur Reinigung genomischer DNA wird diese mit Phenol/Chloroform extrahiert. Die sich in wassriger
Lésung befindende DNA wird mit 40 ul 3M Natriumacetatlésung und 500 pl Phenol versetzt, durch
Invertieren vermischt und flr 2 min bei 11.000 g zentrifugiert. Die untere, organische Phase wird
vorsichtig entfernt und die verbleibende wassrige Phase mit 500 uyl CHCls/Isopentanol (CIA) versetzt.
Die Lésung wird durch Invertieren gemischt und far 10 sec bei 11.000 g zentrifugiert, wodurch sich
zwei klare Phasen bilden, die durch eine weile Interphase getrennt ist. Die untere, organische Phase
wird erneut entfernt und die verbleibende wassrige Phase mit 500 pl CIA versetzt und fir 2 min bei
11.000 g zentrifugiert. Der wéassrige Uberstand wird vorsichtig entfernt und in ein steriles Eppendorf-
Gefal Uberfuhrt, anschlielend wird die DNA mit Ethanol (100%) gefallt und das Sediment mit Ethanol
(70%) gewaschen. Das Sediment wird in 50 pl TE-Puffer geldst.

V.2.1.2 Isolation und Nachweis von DNA

V.21.2.1 Prinzip der Plasmidisolation

Das Prinzip der Plasmidisolation basiert auf der Lyse der Bakterien in alkalischem Medium und der
nachfolgenden Trennung der DNA von den Ubrigen Zellbestandteilen durch Adsorption der DNA an
einer Kieselgelmembran unter hoher Salzkonzentration.

Die Isolation erfolgt in 3 Schritten:

e Abzentrifugieren der Bakterien und Resuspension; Lyse der Bakterien; Abtrennung der
geldsten DNA von den anderen Zellbestandteilen durch Zentrifugation

e Adsorption der DNA an die Kieselgelmembran

e Waschen und Eluieren der Plasmid-DNA
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Fir die Praparation der Plasmid-DNA wurden im Rahmen dieser Arbeit die
saulenchromatographischen Methode von QlAgen und Peglab angewendet. Die Plasmidisolation
erfolgte nach den mitgelieferten Protokollen der Handblcher und wird an dieser Stelle nicht weiter
erlautert.

V.2.1.2.2 Auftrennung von DNA durch Agarose-Gelelektrophorese

Agarose-Gelelektrophorese

Die Elektrophorese macht von der Eigenschaft geladener Substanzen Gebrauch, in einem
elektrischen Feld zum ihrer Ladung entgegengesetzten Pol zu wandern. Gréf3enunterschiede
zwischen DNA-Molekilen sind leicht feststellbar, da ihre Restriktionsfragmente durch
Gelelektrophorese aufgetrennt und sichtbar gemacht werden kénnen.

Je nach Lange der DNA-Fragmente empfehlen sich folgende Agarosekonzentrationen:

Agarosekonzentration in % effiziente Auftrennung
0,6 1-20 Kb
0,9 0,5-7 Kb
1,2 0,4-6 Kb
1,5 0,2-3 Kb
2,0 0,1-2 Kb

Im Rahmen dieser Arbeit wurden im Wesentlichen 1% Agarosegele verwendet.

Wird ein elektrischer Strom durch das Gel geschickt, wandert jedes negativ geladene DNA-Fragment
in Richtung der Anode, mit einer Geschwindigkeit, die umgekehrt proportional zum Logarithmus
seines Molargewichts ist. (Einheit: 1 Kb— Langeneinheit, die 1000 Basen(paare) eines
einzel(doppel)strangigen Nucleinsduremolekiils entspricht; 1 Kb ~ 0,34 ym Lange und einer Masse
von ca.660 Kd.) Um die DNA sichtbar zu machen, wird dem Gel Ethidiumbromid zugesetzt, das nach
seiner Bindung an die DNA intensiv unter UV-Licht fluoresziert.

Agarosegel 1%: 0,4 g Agarose
40 ml 1xXTAE Puffer
1yl Ethidiumbromid (c = 10 ng/ml)

Das Agarose-Puffergemisch wird aufgekocht, wenn sich die Agarose vollstandig gelost hat, abgekihlt
und nach dem Zufligen des Ethidiumbromids in den vorbereiteten Gelschlitten gegossen. Nach 30 min
ist das Gel erstarrt und kann in der Gelkammer mit den vorbereiteten Proben beladen werden. Die
Gelelektrophorese erfolgt 1-2 h bei 50-70 Volt.

Referenz DNA

Die Grofle der aufgetrennten DNA-Fragmente wird anhand eines separat aufgetragenen
GroRenstandards ermittelt. Im Rahmen dieser Arbeit wurde Lambda DNA/EcoRI+Hindlll bzw.
GeneRuler™100bp DNA Ladder Plus als GréRenstandard verwendet.
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Lambda DNA/EcoRI+Hindlll GeneRuler™100bp DNA Ladder Plus
21226 bp 3000 bp
2000 bp
5148 / 4973 bp 1500 bp
4277 bp 1200 bp
3530 bp 1031 bp
900 bp
2027 / 1904 bp 800 bp
1584 bp 700 bp
1330 bp 600 bp
500 bp
983 bp 400 bp
831 bp 300 bp
564 bp 200 bp
125 bp 100 bp

Gelelektrophoretische Konzentrationsbestimmung

Mit dieser Methode kann die DNA-Konzentration lediglich geschatzt werden. Neben dem DNA-
Fragment, dessen Gro3e zu schatzen ist, wird ein DNA-Fragment bekannter Konzentration (im
Rahmen dieser Arbeit: 100 ng linearisierter Bluescript-Vektor) im Agarosegel aufgetrennt. Die
Intensitat der jeweiligen Banden kann dann unter UV-Licht verglichen werden.

V.2.1.2.3 Extraktion von DNA aus Agarosegelen

Die Extraktion erfolgt mit Hilfe des ,QlAquick Gel Extraktions Kit“ von QlAgen. Das zu isolierende
DNA-Fragment wird mit einem sauberen Skalpell nach der gelelektrophoretischen Auftrennung aus
dem Agarosegel ausgeschnitten und in ein Eppendorf-Gefall berflihrt. Die DNA wird in diesem
Verfahren zunachst aus dem Gel geldst und an eine Kieselgel-Membran gebunden. Da die Adsorption
stark pH abhangig ist, enthalt der Puffer QG eine hohe Salzkonzentration und einen pH-Wert < 7,5,
um eine effiziente Adsorption (95%) der DNA an die Membran zu erreichen.

Nachdem die DNA an die Membran gebunden hat, werden in einem Waschschritt mit dem
ethanolhaltigen Puffer PE unerwinschte Primer und Verunreinigungen wie Salze, Enzyme,
ungebundene Nukleotide, Agarose, Ethidiumbromid und andere Detergenzien ausgewaschen, da
diese nicht an die Kieselgelmembran binden und nach der Zentrifugation durch die Saule laufen und
verworfen werden kdénnen.

Nach dieser Reinigung kann die DNA aus der Saule eluiert werden. Da die Effizienz wie die
Adsorption stark salzkonzentrations- und pH-abhangig ist, enthalt der Elutionspuffer EB, im Gegensatz
zur Adsorption, eine niedrige Salzkonzentration und einen basischen pH-Wert (pH 8,5). Die Elution
erfolgt mit EB-Puffer oder Wasser.

Die detailierte Durchfuhrung entspricht dem zum Kit gehdérigen Protokoll und wird hier nicht ndher
erlautert. Samtliche bendtigten Lésungen und Materialien sind im Lieferumfang enthalten.
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V.2.1.3 DNA-Sequenzierung nach Sanger

Die im Rahmen dieser Arbeit verwendete DNA-Sequenzierung beruht auf der Didesoxymethode von
Sanger (Sanger et al, 1977). Die Methode macht von der Mdglichkeit Gebrauch, mit Hilfe der DNA-
Polymerase von einem Primer aus einen neuen, komplementaren DNA-Strang zu synthetisieren. Die
Synthese erfolgt in Gegenwart von Nukleotidtriphosphaten, denen in niedriger Konzentration 2°,3’-
Didesoxynukleotide (ddNTP’s), d.h. Nukleotide, deren 3’-Hydroxylgruppe an der Desoxyribose fehlt,
beigefliigt sind. Im Rahmen dieser Arbeit verwendeten System (Taq Dye deoxyTM Terminator
Sequenzing-Kit; Applied Biosystems, Weiterstadt) sind die ddNTPs (A, C, G, T) mit unterschiedlichen
Fluoreszenzfarbstoffen markiert, so dass sie sich durch ihre spezifische Fluoreszenz nachweisen
lassen. Die veranderten Nukleotide bewirken bei ihrem Einbau einen Abbruch der DNA-Synthese, da
wegen der fehlenden 3'OH-Gruppe der Desoxyribose keine neue Phosphodiesterbindung zu einem
weiteren Nukleotid geknlpft werden kann. Der Einbau der Desoxynukleotide erfolgt zufallsgeman, so
dass eine Mischung von neu synthetisierten DNA-Strangen unterschiedlicher Lange entsteht. Die
Fragmente werden gelelektrophoretisch aufgetrennt und mittels eines Lasers nachgewiesen. Die
Fluoreszenz-Signale werden mit Hilfe eines Computers ausgewertet.

V.2.1.3.1 Auswahl der Primer fiir die Sequenzierung
Die meisten zu sequenzierenden DNA-Fragmente befanden sich im Rahmen dieser Arbeit im
pBluescript bzw. pCR®2.1-Topo -Vektor. Der Vektor besitzt beidseits der ,multiple cloning site*

spezifische Primer-Bindungsstellen fiir die im TOPO TA Cloning kit mitgelieferten Primer.

Primer flr pBluescript

T3 Primer : 5- AATTAACCCTCACTAAAAGGGG - 3
T7 Primer: 5- GTAATACGACTCACTATAGGGC - &
Primer fir pCR®2.1-Topo:

M13 Forward(-20): 5- GTAAAACGACGGCCAG - &

M13 Reverse: 5- CAGGAAACAGCTATGAC - 3

Alle anderen Primer, die im Rahmen dieser Arbeit verwendet werden, wurden von Roth (Karlsruhe)
speziell angefertigt.

V.2.1.3.2 Sequenzierungsreaktion

Das verwendete Sequenzierungskit enthalt bereits alle wesentlichen Komponenten (Tag-Polymerase,
M92+-haltiger 10x PCR-Puffer, dNTPs, markierte ddNTPs). Die spezifischen Komponenten (DNA,
spezifische Primer) werden entsprechend der jeweiligen Reaktion noch hinzugefugt.

Reaktionsansatz: 300 ng DNA
3 ul Reaktionslésung
100 nM spezifische Primer
mit ddH,O auf 10 ul auffillen
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Die Komponenten werden zusammengefiigt und durchlaufen in einem Thermocycler folgende 25
Zyklen:

1. Schritt Denaturierung der DNA96°C 30 sec
2. Schritt Annealing der Primer 50°C 15sec
3. Schritt Elongation 60°C 4 min

Die entstandenen DNA-Fragmente werden durch Zufliigen von 10 pl Natriumacetat (3M, pH 4,9), 90 pl
ddH,0 und 250 ul absoluten Ethanols prazipitiert und zweimal mit 70% Ethanol gewaschen, um noch
vorhandene dNTPs und ddNTPs zu entfernen. Das getrocknete DNA-Sediment wird in 25 pl TSR
(Template Supression Reagent; Perkin EImer, Rodgau) aufgenommen, fiir 2 min bei 90°C denaturiert
und anschlieRend bei 4°C bis zur Sequenzierung aufbewahrt.

V.2.1.3.3 Sequenzauswertung

Die Sequenzauswertung erfolgt durch ein von der Genetic Computer Group (GCG, Madison, USA)
entwickeltes Softwarepaket. Die ermittelten Sequenzen werden auf Sequenzierfehler Uberprift und
analysiert.

V.2.1.4 DNA Amplifikation durch die Polymerase Kettenreaktion (PCR)

Die PCR ermdglicht die selektive Amplifikation eines bestimmten, durch zwei Oligonukleotide (Primer)

definierten Nukleinsaurebereiches. Die PCR beruht auf der Synthese von DNA-Sequenzen an einer

Einzelstrangnukleinsdure, die zwischen zwei vorgegebenen Oligonukleotidprimern liegen.

Temperaturstabile DNA-Polymerasen (z.B. die Tag-Polymerase, isoliert aus dem Bakterium ,Thermus

aquaticus®) gestatten auf einfache Weise die Durchfiihrung wiederholter DNA-Synthese- und

Denaturierungszyklen der neusynthetisierten DNA-Doppelstrange.

Jeder Zyklus besteht aus drei Schritten:

(1) In jedem Reaktionszyklus wird durch kurze Hitzebehandlung die DNA-Doppelhelix denaturiert.

(2) Wahrend des Abkiihlens hybridisieren die im Uberschuss vorliegenden beiden Primer spezifisch
mit ihren komplementaren Sequenzen der zu amplifizierenden DNA. Diese Primer bilden das 5’-
Ende der neu zu synthetisierenden Komplementarstrange.

(3) Wahrend der anschliefenden Elongationsphase synthetisiert die DNA-Polymerase vom Primer
aus den komplementdren Strang durch spezifisches Anfiigen der zugefigten vier
Desoxyribonucleosid-Triphosphate.

Nach einem wiederholten Denaturierungsschritt (1) dienen nun die beiden neu synthetisierten
Fragmente ihrerseits als Matrize. Durch die Verdoppelung der DNA nach jedem Reaktionsdurchlauf
kommt es so zu einer exponentiellen Anreicherung des gewiinschten DNA-Fragmentes (2"). Es
werden in der Regel 20-30 Zyklen durchlaufen.

V.2.1.4.1 Auswahl der PCR-Primer

Es ist darauf zu achten, dass beide Primer eine ahnliche Schmelztemperatur aufweisen, die Gber
50°C liegen sollte, um eine unspezifische Bindung der Primer und somit eine Amplifikation von
unspezifischen DNA-Fragmenten zu verhindern. Zur Ermittlung der Schmelztemperatur wurde
folgende empirische Formel gewahlt:
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Tu=4xZ(G,C)+2xXZ (AT)-5

Ebenso ist darauf zu achten, dass die Primer nicht mit sich selbst hybridisieren kdnnen, um so eine
Amplifikation der Primer wahrend der PCR Reaktion zu verhindern.

Um das Einklonieren in einen spezifischen Vektor zu erméglichen, werden die Primer so gewahlt,
dass das entstehende PCR-Produkt an beiden Seiten geeignete Schnittstellen fiir spezifische
Restriktionsenzyme aufweist.

V.2.1.4.2 Amplifikationsreaktion

Ansatz: 1 ul DNA (0,1ug/ul)
1 pl Primer | (100 pmol/pl)
1 pl Primer 11 (100 pmol/ul)
1 pl ANTP-Mix (10mM)
5 ul 10 x Puffer ohne MgCl,
5 pl MgCl, (25mM)
1 yl Tag-Polymerase (5U/ul) bzw. High Fidelity Polymerase (3,5U/ul)

add 50 pl ddH,0

Da die Reaktion fiir jede verwendete Template-DNA sowie fiir die spezifischen Primer unterschiedlich
ist, werden die Reaktionsbedingungen flr jeden Versuchsansatz optimiert (Annealing-Temperatur,
Konzentration der Template-DNA, Konzentration der Primer, Zeiten der einzelnen Reaktionsschritte).
Die Komponenten werden in ein PCR-Gefalt gegeben und durchlaufen im Thermocycler folgende 20-
30 Reaktionszyklen:

96°C - 2min (Denaturierung)

96°C - 2min (Denaturierung)
>50°C - 1 min (Annealing) —" 20 - 30 Zyklen
72°C - 1 min (Elongation) —

72°C -10 min  (verlangerte Elongation)

Nach Beendigung der PCR wird die DNA in Probenpuffer aufgenommen und (ber ein praparatives
Gel gereinigt.

V.2.1.5 DNA Modifizierung durch Enzyme

V.2.1.5.1 Schneiden von DNA mit Restriktionsendonucleasen

Restriktionsendonukleasen erkennen spezifische Basensequenzen in einer DNA-Doppelhelix und
schneiden beide Strdnge der Helix an spezifischen Stellen. Die biologische Aufgabe der aus
Prokaryoten isolierten Restriktionsenzyme besteht im Abbau fremder DNA-Molekile. Die zelleigene
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DNA wird nicht abgebaut, da die jeweiligen Erkennungsstellen durch Methylierung vor den
Restriktionsenzymen geschitzt sind. Viele Restriktionsenzyme erkennen spezifische Sequenzen von
4-8 Basenpaaren und spalten in dieser Region in jedem Strang eine Phosphodiesterbindung. Eine
Eigenschaft der meisten dieser Schnittstellen ist die zweifache Rotationssymmetrie (erkannte
Sequenzen: Palindrome). Beim Schneiden der DNA entstehen abhangig vom jeweiligen Enzym kurze,
Uberstehende Einzelstrangabschnitte (,sticky ends®), welche die glatte Verbindung von 2
doppelstrangigen DNA-Fragmenten ermoglichen, sofern beide Fragmente mit der gleichen
Restriktionsendonuclease erzeugt wurden oder stumpfe Enden (,blunt ends), bei denen die
Schnittstellen in beiden Strangen der DNA an der gleichen Stelle liegen.

Im Rahmen dieser Arbeit wurden die Enzyme sowie ihre jeweiligen Puffersysteme von MBI-Fermentas
(St. Leon Roth) bezogen. Die jeweils einzusetzenden Puffer sowie die entsprechende Restriktions-
sowie Denaturierungstemperatur werden in diesem System angegeben. Da sich die zu wahlenden
Puffer- und Temperaturbedingungen voneinander unterscheiden koénnen, ist bei einer
Doppelrestriktion der DNA zu beachten, dass zuerst die Restriktion mit einem der beiden Enzyme
durchgefihrt wird. Ein kleines Aliquot der DNA wird daraufhin gelelektrophoretisch aufgetrennt, um die
Vollstandigkeit der Restriktion zu kontrollieren. Das Enzym wird durch Erhitzen inaktiviert und die DNA
gefallt (V.2.1.1), um die Salze zu entfernen. AnschlieRend erfolgt die Restriktion mit dem zweiten
Enzym. Die Inkubationsdauer betragt in der Regel 1 - 2 h, bei niedrig konzentrierten Enzymen kann
die Restriktion auch tber Nacht durchgefiuhrt werden. Die Enzyme werden in Konzentrationen von 1 -
4 Einheiten (units) pro ug DNA eingesetzt, unter optimalen Salz- und Temperaturbedingungen
schneidet eine Einheit des Enzyms in einer Stunde 1 pg DNA. Fir analytische Untersuchungen
werden 0,1-0,5 ug DNA, fiir praparative Ansatze werden 0,5 - 5 ug DNA eingesetzt.

V.2.1.5.2 Ligation von DNA-Molekiilen

Durch die Methode der Ligation kénnen DNA-Fragmente kovalent verbunden werden, wenn die
Fragmente Uberlappende Enden mit jeweils komplementaren Sequenzen, wie sie in der Restriktion
erzeugt wurden, besitzen. So Idsst sich ein gewunschtes DNA-Fragment mit einem linearisierten
Vektor verbinden, sofern beide mit denselben Restriktionsenzymen geschnitten wurden.

Bei der Ligation von DNA-Fragmenten in einen Vektor sollte das Verhaltnis zwischen der Zahl der
eingesetzten Fragmentmolekule und des linearisierten Vektors mindestens 3:1 betragen.
Ligationsansatz: pl DNA-Fragment

pl Vektor-DNA

pl DNA-T4-Ligase (1 unit/pl)
pl 10x Ligationspuffer

N A< X

add 20 pl dd H,0O

Die Ligation erfolgt fiir 1-2 h bei Raumtemperatur oder tiber Nacht bei 16°C.
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V.21.6 Extraktion von genomischerDNA aus Fliegen

Die Extraktion von DNA aus Fliegen erfolgt in folgenden Schritten:

—_

o o~ w

. Homogenisierung:
Entfernung der Proteine:
DNA-Prazipitation:
Waschen der DNA:
Lésen der DNA:

Entfernung der RNA:

Reinigung der DNA:

Homogenisierungspuffer:

V.21.7

Extraktion von RNA

50 Fliegen werden in 0,5 ml Homogenisierungspuffer versetzt
und bei 4°C in einem Glaspotter homogenisiert.

Das Homogenat wird fir 30 min bei 68°C inkubiert und die
Proteine durch Zugabe von 75 ul Kaliumacetatlésung (8M)
bei 4°C prazipitiert.

Die wassrige Phase wird mit 1ml Ethanol (100%) versetzt.
Das DNA Prazipitat wird mit 1ml Ethanol (70%) gewaschen.
Das DNA-Prazipitat wird in 360 ul TE-Puffer gelost.

Die RNA wird durch Zugabe von 1ul RNase A (10mg/ml) und
Inkubation bei 37°C fur 10 min degradiert.

Die DNA wird durch Extraktion mit Phenol-Chloroform
gereinigt.

100 mM  Tris
100 mM EDTA
100 mM  NaCl
0,5 % SDS

pH: 7,5

Die Extraktion von RNA aus Kulturzellen oder Geweben wurde mit dem gebrauchsfertigen Reagenz
peqGOLD TriFast™ der Firma peqlab nach dem mitgelieferten Protokoll durchgefiihrt. Die Extraktion
erfolgt Uber die optimierte Guanidinisothiocyanat / Phenol-Methode, die auf der Einschritt-
Flussigphasen-Separation basiert. Mit dieser Methode ist es mdglich, nicht-degradierte RNAs sowohl
aus kleinen, als auch aus gro3en Probenmengen zu gewinnen. Die enthaltene Lésung (Gesamt-RNA
einschliellich mRNA und rRNA) ist frei von DNA und Proteinen.

Die RNA-Extraktion erfolgt in folgenden Schritten, die detaillierte Durchfiihrung ist dem mitgelieferten
Protokoll zu entnehmen und wird hier nicht naher erlautert:

1

a b WN

. Homogenisierung:

. Phasentrennung:

. RNA-Prazipitation:
. Waschen der RNA:
. Lésen der RNA:

2 Drosophila Larven (3. Larvenstadium ~ 50 mg) werden mit 1,0
ml peqGOLD TriFast™ homogenisert.

Zugabe von 200 ul Chloroform.

Die wassrige Phase wird mit 500 pl Isopropanol versetzt.

Das RNA Prazipitat wird mit 1ml Ethanol (75%) gewaschen.

Das RNA-Prazipitat wird in 20yl DEPC-H,O (+ 40U RNase-
Inhibitor) geldst.

Die so gewonnene RNA kann fiir Verfahren wie cDNA-Synthesen, RT-PCR-Reaktionen und in vitro

Translationen weiterverwendet werden.
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V.2.1.8 cDNA Synthese

Die cDNA-Synthese macht Gebrauch von der Fahigkeit der Reversen Transkriptase (isoliert aus dem
mouse-mamma-leukédmie-Virus), mRNA in eine single-strand (ss) DNA umzuschreiben.

Die im Rahmen dieser Arbeit hergestellte cDNA wurde mit Hilfe des SMART™cDNA Synthese
construction kit (CLONTECH laboratories, Inc.) nach der Methode der LD-PCR (long-distance PCR),
(LD-PCR; Barnes et al., 1994), synthetisiert. Von gro3em Vorteil ist die geringe Mindestmenge an
RNA, die eingesetzt werden muss (50 ng RNA oder 25 ng polyA'RNA). Samtliche benédtigten
Materialen und Lésungen sind im Lieferumfang enthalten.

Prizip der cDNA Synthese:

Der modifizierte oligo (dt) Primer (CDS Il / 3'PCR-Primer) bindet am 3’ Ende der mRNA, die Reverse
Transkriptase synthetisiert den Erststrang. Das SMART IIITMOIigo-nukIeotid (Switching Mechanism At
5 End of RNA Transkript) fungiert als kurzes Template am 5 Ende der mRNA. Wenn die Reverse
Transkriptase das 5’ Ende der mRNA erreicht hat, wechselt das Enzym vom mRNA-Template-Strang
und synthetisiert die komplementare Basenfolge zum SMART IIITM-OIigonukIeotid. Das Resultat ist
eine einzelstrangige cDNA, die das komplementdre 5 Ende der mRNA enthdlt sowie die
komplementare Sequenz zum SMART IIITM-OIigonukIeotid am 5’ Strang, welches im nachsten Schritt
der Reaktion (Zweit-Strang-cDNA-Synthese) als universelle ,priming site” (SMART-anchor) wahrend
der Amplifikation in der LD-PCR dient.

V.2.1.8.1 Erststrangsynthese

Die Komponenten der Erststrang-cDNA-Synthese werden bei 4°C in einem sterilen Eppendorfgefafy
zusammengeflugt.

Reaktionsansatz: 0,025 — 0,5 ug poly A'/RNA
1 ul SMART II1™-Oligonukleotid
1 ul CDS 1l / 3’ PCR-Primer

add 5 pl dd H,O

Die Komponenten werden vorsichtig gemischt und fir 2 min bei 72°C erhitzt. Nachdem der
Reaktionsansatz auf Eis abgekuhlt wurde, wird er kurz bei 10.000 g zentrifugiert, um eventuell
kondensierte Reaktionsldsung am Boden des Eppendorfgefalles zu sammeln. Es werden folgende
Komponenten hinzugeflgt:

2,0 yl 5x First-Strand-Puffer

1,0 I DTT (20mM)

1,0 pl ANTP-Mix (10mM)

1,0 yl MMLV-Reverse Transkriptase (200 u/pl)

Die Komponenten werden gemischt und 1h fir 42°C im Thermocycler inkubiert. Danach wird der

Ansatz erneut auf Eis abgekihlt und ein Aliquot von 2 pl fir die Zweitstrang-Synthese (cDNA
Amplifikation durch LD-PCR) entnommen.
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V.21.8.2 Zweitstrangsynthese

Es werden folgende Komponenten in einem sterilen Eppendorfgefal} zusammengeflgt:

Reaktionsansatz: 2 yl First-Strand cDNA

80 pl dd H,0O
10 pl 10x cDNA PCR-Puffer
2 pl dNTP-Mix
2 ul 5’ Primer
2yl CDS 111/ 3 PCR-Primer
2 pul 50x Advantage cDNA Polymerase Mix

100 pl
Die Komponenten werden gemischt und durchlaufen im Thermocycler folgende 18 — 20
Reaktionszyklen:
Amplifikationsprotokoll: 95°C - 1 min
95°C - 15sec —| 18-20 Zyklen
68°C - 6min -

Um die Volistandigkeit der cDNA Synthese zu Uberprifen, wird ein Aliquot von 5 ul gel-
elektrophoretisch aufgetrennt. Die cDNA sollte als ,Schmier® von 0,1-4 Kb sichtbar sein.

V.21.9 Transkription

V.2.1.9.1 Gekoppelte in vitro Transkription und Translation

Fir die zellfreie Transkription und Translation wurde im Rahmen dieser Arbeit das TNT® Coupled
Reticulocyte Lysate System (Promega, Madison, WI, USA) verwendet. Die Kopplung der Transkription
und Translation ermdglicht die Synthese von Proteinen in vitro und den gleichzeitigen Einbau einer
radioaktiv markierten Aminosaure (z.B. g Methionin) zur spateren Detektion des Proteins.

Ansatz
12,5 ul TNT® Reticulocyten Lysat
1,0 ul TNT® Reaktionspuffer
0,5 ul TNT® RNA Polymerase (SP 6, T3 oder T7)
0,5 1] Aminosauremix ohne Methionin (1 mM)
2,0 ul %3-Methionin (1000 Ci/mmol und 10 mCi/ml)
0,5 pl RNasin® Ribonuklease Inhibitor (40 units/ul)

0,5 Mg Template DNA
add 25 pl ddH,0

Der Ansatz wird 2h im Wasserbad bei 30°C inkubiert.
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V.2.1.10 Klonierung

Allgemeine Klonierung in Vektoren

Bei der Klonierung wird ein DNA-Fragment, das ein interessantes Gen enthalt, in das gereinigte DNA-
Genom eines sich selbst replizierenden genetischen Elements, meist ein Plasmid oder Virus-
integriert. Ein Virus oder Plasmid, das in dieser Weise eingesetzt wird, bezeichnet man als
Klonierungsvektor.

Jeder Vektor zeichnet sich durch eine Reihe spezifischer Eigenschaften aus, so dass die Wahl des
Vektors von der Anwendung der Klonierung abhangt. Klonierungsvektoren besitzen eine Reihe von
spezifischen DNA-Sequenzelementen, die die Klonierung erméglichen:

e Polylinkerregion (MCS = multiple cloning site) mit verschiedenen Restriktionsschnittstellen, die
das Einfuigen fremder DNA-Inserts ermoglichen.

e Primerbindungsstellen zur direkten Sequenzanalyse der klonierten DNA-Sequenzen.

o Promoterregionen, die eine Initiation einer RNA-Synthese an definierten Promoterregionen mit
spezifischen RNA-Polymerasen gestatten.

¢ Antibiotikaresistenzgene zur Identifizierung einer erfolgreichen Transformation, bzw. andere
Méglichkeiten zur Identifizierung.

Die Klonierungsvektoren werden zundchst mit einem Restriktionenzym geschnitten, so dass
linearisierte DNA-Molekiile entstehen. Die zellulare DNA wird mit dem gleichen Enzym geschnitten
und die dabei entstehenden Restriktionsfragmente werden mit den linearisierten Plasmiden gemischt,
mit denen sie Uber ihre komplementaren Enden zu rekombinierten DNA-Ringen verschmelzen. Diese
rekombinanten Molekdle, in denen die Abschnitte der Fremd-DNA eingebaut sind, werden dann mit
dem Enzym DNA-Ligase kovalent ringférmig geschlossen. Die Plasmide werden in kompetente
Bakterienzellen durch Transformation eingeschleust. Wenn diese Zellen wachsen und sich teilen
(Verdopplung der Zellzahl = logarithmisches Wachstum), replizieren sie auch die rekombinanten
Plasmide, und es entstehen in riesiger Zahl Kopien der Plasmide.

Um transformierte Bakterien von nicht transformierten zu unterscheiden, tragen die Vektoren Gene fur
Antibiotikaresistenzen (z.B. Ampicillin oder Tetracyklin). Lasst man die Bakterien in anti-
biotikahaltigem Medium wachsen, Uberleben nur die Bakterien, die ein Plasmid aufgenommen haben,
da nur die resistent gegen das Antibiotikum sind. Die Kolonien werden mit sterilen Zahnstochern
aufgenommen und zu grof3en Kulturen herangeziichtet.

TOPO®TA-Klonierung

Das TOPO TA cloning®Kit (Invitrogen, Groningen, Niederlande) bietet die Mdglichkeit der direkten
Insertion eines Tag-Polymerase amplifizierten PCR-Produktes in einen Klonierungsvektor.

Der Klonierungsvektor (pCR®II-TOPO® bzw. pCR®2.1-TOPO®) liegt linearisiert vor, mit einem
einzelnen 3’- Thymidin (T)-Uberhang und kovalent gebundener Topoisomerase |. Die Tag-Polymerase
addiert ein einzelnes Deoxy-Adenosin (A) an die 3' -Enden des PCR-Produktes, wodurch eine
effiziente Ligation in den Vektor mdglich ist. Die kovalent am Vektor gebundene Topoisomerase |
(isoliert aus dem Vaccinia-Virus) bindet im Reaktionsablauf an die Duplex-DNA an spezifischen
Regionen und schneidet die Phosphodiesterbindung nach der Basenabfolge: 5-CCCTT an einem
Strang. Die dabei frei werdende Bindungsenergie wird fur die kovalente Verknlpfung des 3’-Phosphat
des geschnittenen Strangs mit dem Tyrosyl-Uberhang (Tyr-274) der Topoisomerase | genutzt. Die
Phospho-Tyrosyl-Verkniipfung zwischen DNA und dem Enzym wird darauf durch die 5 -Hydroxy-
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Gruppe des orginalgeschnittenen Strangs angegriffen; dies hat die Umkehrung der Reaktion und die
Freisetzung der Topoisomerase | zur Folge.

Die TOPO TA cloning® Reaktion wurde nach dem Protokoll durchgefiihrt, welches ebenso wie alle
bendtigten Komponenten sowie Bakterien im Lieferumfang des TOPO TA cloning®Kits enthalten sind
und wird hier nicht weiter erlautert.

V.2.1.11 Herstellung kompetenter Zellen

Im Rahmen dieser Arbeit wurden kompetente XL-1Blue Bakterien (nach der Methode von Chung,
Niemela und Muller, 1989) hergestellt. Die Bakterienzellwande werden durch dieses Verfahren so
verandert, dass die Bakterien unter bestimmten Bedingungen in der Lage sind, Fremd-DNA aus dem
umgebenden Medium aufzunehmen.

LB-Medium und 2 x TSS werden im Verhaltnis 1:1 gemischt und der pH wird auf 6,5 eingestellt. Diese
Losung wird steril filtriert und in Fraktionen von 5 ml aliquotiert und bei -20°C gelagert. 100 ml LB-
Medium werden mit 2 ml einer Ubernachtkultur der XL-1Blue Bakterien angeimpft. Wenn die Bakterien
die logarithmische Wachstumsphase erreicht haben (zu messende OD bei 600 nm: 0,3 - 0,4), wird die
Kultur in einem sterilen Zentrifugengefald bei 1000 g flir 10 min sedimentiert. Das Sediment wird in
1/40 Volumen (~ 2,5 ml) eiskaltem LB/TSS resuspendiert. Die Bakterien kdnnen nun in 100 - 200 pl
Fraktionen aliquotiert werden. Nachdem sie in flissigem Stickstoff schockgefroren wurden, kénnen sie
bei —70°C aufbewahrt werden.

V.2.1.12 Herstellung von Agarplatten

Agarplatten fiir Escherichia coli
Im Rahmen dieser Arbeit wurden LB-Agarplatten verwendet. Zur Herstellung wird frisch autoklavierter

LB-Agar auf ca. 50°C abgeklhlt und in sterile Plastikpetrischalen (10 cm) gegossen, so dass der
Agar ca. 1/3 des Volumens der Petrischale ausfiillt. Nach dem Trocknen (2 Tage bei RT) werden die
Agarplatten bis zur Verwendung bei 4°C gelagert. Zur Herstellung von antibiotikahaltigen Agarplatten
wird dem auf 50 °C abgekihlten Agar das Antibiotikum in der entsprechenden Konzentration
hinzugeflgt. Im Rahmen dieser Arbeit wurden Ampicillin (100 ug/ml Endkonzentration) Kanamycin (25
pg/ml Endkonzentration) und Chloramphenicol (12,5 ug/ml Endkonzentration) verwendet.

Agarplatten fiir Saccharomyces cerevisiae

Im Rahmen dieser Arbeit wurden Agarplatten aus Minimalmedium sowie aus Vollmedium verwendet.
Der Agar wird durch Erhitzen gel6st und die sterilfiltrierten Nahrstoffe sowie die Glucose nach kurzem
Abkuhlen hinzugefligt, um dem Karamellisieren der Glucose und der Zerstérung der Aminosauren
vorzubeugen. Nach dem Trocknen (2 Tage bei RT) werden die Agarplatten bis zur Verwendung bei
4°C gelagert.

V.2.1.13 Transformation

Die Aufnahme von Fremd-DNA in ein Bakterium oder eine Hefezelle wird als Transformation
bezeichnet. Damit die Fremd-DNA bei der Transformation nicht abgebaut wird, muss sie ringférmig
vorliegen (Plasmid-DNA) und bendtigt einen Replikationsstartpunkt, der von der Bakterien- oder
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Hefezelle erkannt wird. Zusatzlich tragt die Plasmid-DNA meistens eine Antibiotikaresistenz, um eine
Selektion der erfolgreich transformierten Bakterien zu ermdglichen. Neben Antibiotikaresistenzen
tragen die Plasmide zur Transformation von Hefezellen zusatzliche Selektionsmarker, mit denen
Auxothrophien in Hefen komplementiert werden kénnen.

Transformation von Saccharomyces cerevisiae

Zur Transformation der im Rahmen dieser Arbeit verwendeten Hefen wurden die Standard-
Transformation nach Gietz und Woods (1994) angewendet. Diese Methode basiert auf der Tatsache,
dass Alkali-Kationen Hefezellen zur Aufnahme von DNA kompetent machen kdnnen. Nach Inkubation
der Hefezellen in gepuffertem Lithiumacetat, wird die zu transformierende DNA zusammen mit einer
Lachsspermien-DNA, die als ,Carrier-DNA* fungiert, in die Zelle transportiert. Die Aufnahme der DNA
wird durch das Reagenz Polyethylenglykol (PEG) und durch einen Hitzeschock verstarkt. Im
Anschluss an die Transformation werden die Hefezellen auf Selektionsmedium ausplattiert.

Standardtransformation nach Gietz und Woods (1994):
Verwendete Lésungen:

50 % (w/v) Polyethylenglykol, MW 3350 in H,O, sterilfiltriert
1™ Lithiumacetat, in H,0, sterilfiltriert
100 mM Lithiumacetat, in H,0, sterilfiltriert
20 mg/ml ssSS - DNA (Lachsspermien DNA)

Der gewilinschte Hefestamm wird in YPAD-Vollmedium bei 30°C unter leichtem Schitteln bis zu einer
ODggo von 0,6 — 1,0 herangezogen. Ein Aliquot von 10 ml wird fur 5 min bei 4°C und 1000 g
sedimentiert. Der Uberstand wird verworfen und das Sediment in 1 ml Lithiumacetat (100 mM)
resuspendiert, 5 min bei 30°C inkubiert und in Aliquots von 100 pl bei 1000 g fir 2 min zentrifugiert.
Der Uberstand wird verworfen und das Sediment mit den Reagenzien in folgender Reihenfolge
Uberschichtet:

240yl PEG (50% wiv)
36 yul  Lithiumacetat 1M
25yl ssSS-DNA (2 mg/ml)
~5pul  Plasmid-DNA (100 ng — 5 pg)
45yl ddH,O

Der Ansatz wird fir 1 min gevortext, 20 min bei 42°C inkubiert und anschlieend fiir 2 min bei 500 g
zentrifugiert. Der Uberstand wird verworfen, das Sediment in 100 — 200 ul ddH,O resuspendiert und
auf Selektionsplatten ausgestrichen. Die Platten werden zum Schutz vor Austrocknung mit Parafilm
umwickelt und bei 30°C im Brutschrank fir 2-5 Tage inkubiert.

Transformation von Escherichia coli

Die zu transformierenden kompetenten Bakterien werden auf Eis aufgetaut und die Plasmid-DNA (10 -
100 ng Endkonzentration) oder die halbe Menge eines Ligationsansatzes hinzugefugt. Der Ansatz
wird nach vorsichtigem Mischen 30 min auf Eis inkubiert. Danach werden die Bakterien fiir 30 - 40 sec
einem Hitzeschock von 37°C ausgesetzt und anschliefiend auf Eis abgekuhlt. Nach Zufligen von 1 ml
LB-Medium werden die Bakterien fir 60-90 min bei 37°C auf dem Schittler inkubiert. Die
Bakteriensuspension wird sedimentiert, der Uberstand verworfen und das Sediment in 100 l
antibiotikahaltigem LB-Medium resuspendiert. Jeweils 50 pl der Suspension werden auf einer
antibiotikahaltigen Agarplatte ausplattiert und Giber Nacht bei 37°C inkubiert. Am nachsten Tag sollten
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sich deutliche Bakterienkolonien gebildet haben. Einzelkolonien kdnnen mit einem sterilen
Zahnstocher aufgenommen und zum Animpfen von Ubernachtkulturen z.B. fiir Plasmidpraparationen
verwendet werden.

V.2.1.14 Kultivierung von Saccharomyces cerevisiae

Im Rahmen dieser Arbeit wurde die Bierhefe Saccharomyces cerevisiae sowohl in Flissigmedium (bei
30°C, unter leichtem Schiitteln) als auch auf Agarplatten kultiviert. Zur Kultivierung wurden die beiden
Vollmedien YAPD- und YPD verwendet. Der eingesetzte Hefestamm erg24 zeichnet sich durch eine
Defizienz fur die Synthese von Uracil aus, d.h. er ist nicht fahig, in Minimalmedium, welches aus
Glucose, verschiedenen Salzen und Spurenelementen besteht, zu wachsen. Durch Transformation
mit dem Hefeexpressionsvektor pYX212, welcher die Uracil-Auxotrophie komplementiert, kdnnen sich
nur die Transformanten in diesem Medium vermehren und so selektiert werden. Zur Lagerung der
Hefestamme bei -70°C wird 1 ml einer spaten logarithmischen oder frihen stationaren Hefe-
Flissigkultur mit 210 pl Glycerin (86%, steril filtriert) versetzt, gemischt und in fliissigem Stickstoff
schockgefroren. Die Hefestdmme kénnen so bei -70°C in 15% Glycerin mehr als funf Jahre lang
gelagert werden.

V.2.1.15 RNA interference (RNAI)

Die Synthese doppelstrangiger Ribonukleinsduren sowie deren Einsatz in der Zellkultur von
Drosophila melanogaster basiert auf der Methode von Clemens et al., 2000. Verschiedene kodierende
DNA-Fragmente, deren endogene mRNAs durch RNA interference degradiert werden sollen, werden
durch die Polymerase-Ketten-Reaktion amplifiziert. Die zur Synthese verwendeten Primer setzen sich
aus der Bindungsstelle der T7-Polymerase und der spezifischen kodierenden Sequenz zusammen.
Das amplifizierte PCR-Produkt wird fiir die Transkription in den pCR®II-TOPO Vektor ligiert und mit
dem Restriktionsenzym EcoRIl, dessen Erkennungssequenzen sich beidseitig der multiplen
Klonierungstelle befinden, isoliert. Die linearisierten DNA-Fragmente koénnen flir die modifizierte
Transkription mit dem MEGAscriptTM High Yield Transcription Kit der Firma Ambion eingesetzt
werden. Samtliche benétigten Enzyme und Losungen sind im Lieferumfang enthalten.

V.2.1.15.1 MEGAscript™ - Transkription

Die Komponenten der MEGAscript™ — Transkription werden bei 4°C in einem steriles Eppendorfgefal
zusammengeflgt.

Reaktionsansatz:

2 ul ATP-Losung

2yl CTP-Lésung

2yl GTP-Lésung

2yl UTP-Lésung

2 ul 10 x Reaktionspuffer

8 ul lineariserte cDNA (500-1000 ng)
2 ul Enzym - Mix
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Der Transkriptionsansatz wird fur 4 - 24 h bei 37°C inkubiert. Um die Reinheit der einzelstrangigen
RNA zu erhéhen, wird die cDNA wird durch Inkubation mit DNase (15 min; 37°C) degradiert.

V.2.1.15.2 Lithium-Chlorid Féallung und Hybridisierung

Die Lithium-Chlorid Fallung ist eine effektive Methode zur Reinigung der einzelstrangigen RNA von
ungebundenen Nukleotiden, Proteinen sowie Transfer-RNAs.

Dem Transkriptionsansatz werden 30 pyl ddH,O und 25 pl Lithium-Chlorid-LOsung zugefligt. Nach
einer Inkubationszeit von 45 min bei -20°C wird die RNA durch Zentrifugation bei 4°C sedimentiert.
Das Sediment wird mit Ethanol (70%) gewaschen, fir 10 min getrocknet und in 20 pl ddH,O
resuspendiert. Die einzelstrangigen RNA-Molekile werden fiir 5 min bei 95°C im Wasserbad inkubiert
und durch konstante Abklhlung bei Raumtemperatur hybridisiert.

Die erhaltene doppelstrangige RNA kann zur Transfektion von Kulturzellen oder zur Mikroinjektion in
Embryonen von Drosophila melanogaster eingesetzt werden.

V.2.2 Proteinbiochemische Methoden

V.2.21 Expression rekombinanter Proteine in E. coli

Mit Hilfe des pET-Expressionssystems (Novagen) kdénnen Proteine im bakteriellen System
synthetisiert und anschlieRend aufgereinigt werden. Vor der Klonierungsstelle des Zielgens befindet
sich ein starker T7-Promoter. Im nicht induzierten Zustand ist die Zelle nicht in der Lage, vom Zielgen
das gewilnschte Protein zu exprimieren, da der codierende Genabschnitt unter der Kontrolle des
lacUV5-Promoters steht, welcher durch den vorhandenen lac-Repressor reprimiert wird. Durch den
Transfer des Plasmides in eine Wirtszelle (z.B. BL21), die eine chromosomale Kopie des T7-RNA-
Polymerase Gens enthalt, welches ebenfalls unter der Kontrolle des lacUV5-Promoters steht, kann die
Expression des gewiinschten Proteins durch Zugabe von IPTG (Isopropylthio-B-Galaktosid) induziert
werden. Das IPTG inaktiviert den Repressor und der Promoter wird freigegeben. Am 3’Ende der
Klonierungsstelle befinden sich das Startcodon und eine kurze, fur sechs Histidine codierende
Sequenz (sog. HIS-Tag), mit deren Hilfe das exprimierte Protein isoliert und gereinigt werden kann.

Durchfiihrung:
Mit einem sterilen Zahnstocher werden Klone der transformierten Bakterien in eine 50 ml LB-Kultur

(+Antibiotikum) Ubertragen. Die Kultur wird bei 37°C Uber Nacht auf dem Schdttler inkubiert. Am
nachsten Tag wird eine frische 200 ml Kultur (LB-Medium +Antibiotikum) mit 10 — 20 ml der
Ubernachtkultur angeimpft und bei 37°C auf dem Schittler inkubiert, bis die Bakterien die
logarithmische Wachstumsphase erreicht haben (Zu messende OD bei 600 nm: 0,5 - 0,7). Als nicht
induzierte Kontrolle wird 1 ml der Kultur abgenommen, abzentrifugiert und in 40 yl SDS-Probenpuffer
aufgenommen. Der Bakterienkultur wird nun IPTG (Endkonzentration: 1mM; IPTG-Stamml&sung:
1000mM) hinzugefugt. Dieses inaktiviert den Repressor und gibt so den Promoter frei, wodurch die
Proteinexpression induziert wird. Die Bakterien werden erneut fiir 4 - 5h bei 37°C auf dem Schiittler
inkubiert, danach wird 1 ml der Kultur abgenommen, abzentrifugiert und in 40 ul Probenpuffer fiir die
SDS-PAGE aufgenommen; Diese Probe stellt die induzierte Kontrolle dar. Um die Proteinexpression
zu Uberprifen, werden jeweils 10 pl der Kontroll-Probe und der IPTG-induzierten Probe
gelelektrophoretisch aufgetrennt. Die Bakterienkultur wird fir 15 min in der LB-70 Ultrazentrifuge bei
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5000 g abzentrifugiert, der Uberstand verworfen und das Sediment bis zur weiteren Verwendung bei —
20°C eingefroren.

V.2.2.2 Reinigung des rekombinanten Proteins

Die Reinigung des rekombinanten Fusionsproteins erfolgt mit Hilfe des histidinreichen
carboxyterminalen Endes (HIS-Tag) durch Nickel-Chelat Affinitdtschromatographie. Durch die
carboxyterminale Gruppe von sechs Histidinen wird dem Protein die Bindung an immobilisierte Ni%*
Kationen ermdglicht. Diese sind Uber NTA (Nitrilotriessigsaure), einem Chelatbildner, an das
Saulenmaterial, das aus Agarose besteht, gekoppelt. Durch dieses Verfahren lasst sich das
Fusionsprotein selektiv von den lbrigen bakteriellen Proteinen isolieren und durch die nachfolgenden
Waschschritte reinigen. Nach der Reinigung wird das Protein durch Zugabe von Puffern verschiedener
pH-Werte eluiert.

Durchfiihrung:
Auf eine Saule wird ca. 2 ml Sdulenmaterial (Ni-NTA-Resin; Qiagen) gegeben und mit reichlich Puffer

A gewaschen. Es ist darauf zu achten, dass die Saule nicht austrocknet. Das Fusionsprotein befindet
sich nach der Expression mit allen Ubrigen bakteriellen Proteinen im Bakteriensediment. Das
Bakteriensediment wird in 20 ml Puffer A resuspendiert und die Suspension bei Raumtemperatur fir
1h gerlhrt. Die Proteine I6sen sich wahrend dieser Zeit von den Ubrigen bakteriellen Bestandteilen,
die beim anschlieRenden Zentrifugieren (15 min; 10.000rpm; 4°C) sedimentiert werden. Der
proteinhaltige Uberstand wird auf die vorbereitete Nickelsdule aufgetragen. Die bakteriell exprimierten
Fusionsproteine binden dber ihre Histidine an das Nickelchelat und kdnnen so von den ubrigen
bakteriellen Proteinen isoliert werden. Da der pH-Wert, bei dem das Fusionsprotein eluiert wird,
unbekannt ist, werden auf die Saule nacheinander Puffer, deren Zusammensetzung identisch ist, die
sich jedoch in ihrem pH-Wert unterscheiden, aufgetragen und die eluierten Fraktionen in
Eppendorfgefalien aufgefangen. Die gebundenen Proteine werden folgendermalen eluiert:

10 ml Puffer B
12 ml Puffer C
20 ml Puffer D
10 ml Puffer E

Die eluierten Fraktionen konnen bei —20°C aufbewahrt werden. Die Konzentration und Reinheit der
Aligots wird mit Hilfe der SDS-PAGE ermittelt.

V.2.2.3 Fallung von Proteinen

V.2.2.3.1 Chloroform-Methanol-Fallung

Zu den Aliquots der zu fallenden Proteine wird das dreifache Volumen H,O, das vierfache Volumen
Methanol sowie das einfache Volumen Chloroform gegeben, kraftig geschuttelt und der Ansatz fur 1
min bei 11.000 g zentrifugiert. Es bilden sich zwei Phasen, an deren Grenze (Interphase) sich das
denaturierte Protein befindet. Die obere Phase wird vorsichtig abgenommen und verworfen. Dem
verbliebenen Ansatz, der sich aus der chloroformhaltigen unteren Phase und der proteinhaltigen
Interphase zusammensetzt, wird das dreifache Volumen Methanol (bezogen auf die Ausgangsldsung)
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hinzugefugt, wodurch sich Methanol und Chloroform vermischen und keine Phasengrenzen mehr
entstehen. Die Losung wird fir 1 — 2 min bei 11.000 g zentrifugiert, wodurch die Proteine sedimentiert
werden. Der Uberstand wird verworfen, das Sediment luftgetrocknet und je nach weiterer
Verfahrensweise (SDS-PAGE; Immunisierung) weiterbearbeitet.

V.2.2.3.2 Fallung mit Trichloressigsaure (TCA)

Zu einem Aliquot von 500 pl wird 125 pl TCA (100%) gegeben, gemischt, fir ca. 3 h bei 4°C inkubiert
und danach bei 10.000 g fiir 10 min zentrifugiert. Der Uberstand wird abgenommen und das Sediment
1 x mit 300 pl TCA (5%), 1 x mit 1 ml Aceton (90%) und 1 x mit Aceton (100 %) gewaschen und
danach luftgetrocknet. Die so gefallten Proteine kénnen entweder bei -70°C gelagert oder direkt
weiterbearbeitet werden.

V.2.2.4 Eindimensionale SDS-Polyacrylamid Gelelektrophorese (SDS-PAGE)

Mit dieser Methode werden Proteine in denaturierter Form in einem diskontinuierlichen Gelsystem
aufgetrennt. Das SDS-Polyacrylamidgel setzt sich aus dem Sammelgel und dem Trenngel zusammen.
Sie unterscheiden sich in ihrer Acrylamidkonzentration und in ihrem pH-Wert. Wahrend im Sammelgel
im angelegten elektrischen Feld eine lokale, starke Konzentration der Proteine bewirkt wird, werden
die Proteine im sich anschlielenden Trenngel gemal ihrer molekularen Masse aufgetrennt. Die
Auftrennung erfolgt mit Hilfe des Detergenz SDS, das durch seine eingebrachte sehr stark negative
Ladung die Eigenladung der Proteine Uberdeckt, so dass alle Proteine zum positiven Pol des
elektrischen Feldes wandern. Zusétzlich dient das SDS dazu, die Proteine in ihrer gestreckten Form
zu bewahren.

V.2.2.41 Vorbereitung der Proben

Die Proben werden in Eppendorfgefalen in SDS-Probenpuffer (nach Laemmli, 1970) resuspendiert
und flr 5 min bei 97°C erhitzt, wodurch die Proteine denaturiert werden. Anschlielend werden die
Proben kurz zentrifugiert, um eventuell noch vorhandene unlésliche Bestandteile zu sedimentieren.

V.2.2.4.2 Zusammensetzung der Gele

Die Angaben sind jeweils in ml und ausreichend fiir acht Minigele:
Zusammensetzung des Trenngels:

Acrylamidkonzentration 6 % 8 % 10 % 12 % 18 %
Lésung A 6,0 8,0 10,0 12,0 18,0
Losung B 7,5 7,5 7,5 7,5 7,5
H,O 16,4 14,4 12,4 10,4 4.4
TEMED 0,01 0,01 0,01 0,01 0,01
10 % APS 0,4 0,4 0,4 0,4 0,4
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Zusammensetzung des Sammelgels:

Lésung A: 1,3 ml
Lésung B: 25 ml
H20: 6,2 ml
TEMED: 0,01 ml
10 % APS: 04 ml

V.2.2.4.3 Aufbau der Gelapperatur und GieRen des Gels

Die 2 grundlich gereinigten Glasplatten werden aufeinander gelegt, wobei sie an den beiden seitlichen
Randern durch 2 Abstandshalter getrennt sind. Die Unterseite wird mit Klebeband und 0,5%
Agaroseldosung abgedichtet. Nach dem Erstarren werden die Komponenten des Trenngels
zusammengeflgt und bis zu einer Hohe von ca. 5 cm gegossen. Das Trenngel wird sofort mit H,O
Uberschichtet, um einer ungleichmafRigen Polymerisation am oberen Rand vorzubeugen. Nachdem
das Trenngel auspolymerisiert ist, wird das H,O entfernt und ein Kamm mit 12 Taschen in den oberen,
leeren Bereich der Glasplatten eingefiigt. Mit einer Pipette wird das frisch hergestellte Sammelgel
eingeflllt. Nach dessen Polymerisation werden das Klebeband sowie der Kamm vorsichtig entfernt
und das Gelsystem in die Gelkammer eingespannt. Die vorbereiteten Proben werden in die Taschen
geladen. Durch AnschlieRen der oberen Kammer an die Kathode, der unteren an die Anode und
Anlegen einer konstanten Stromstarke von 20 mA wird die Elektrophorese gestartet. Nach ca. 1,5 h,
wenn die Bromphenolblaubande fast die Agaroseschicht erreicht hat, wird die Elektrophorese
gestoppt und das Gel aus den Glasplatten genommen. Das Sammelgel wird verworfen und das
Trenngel mit Coomassie-Blau gefarbt oder fiir einen Westernblot oder eine Autoradiographie
weiterverwendet.

V.2.2.4.4 Referenzproteine
Zur Bestimmung der Molekulargewichte der aufgetragenen Proteine werden in einer Spur Proteine

bekannter Masse als Referenzproteine aufgetragen.
Im Rahmen dieser Arbeit wurden folgende Referenzproteine verwendet:

Referenzproteine: Myosine 205 kD
R-Galactosidase 116 kD
Phosphorylase b 97 kD
Albumin, (Rinderserum) 66 kD
Albumin, (HGhnerei) 45 kD
Carboanhydrase 29 kD
Trypsin-Inhibitor 20 kD
a-Lactalbumin 14 kD

V.2.2.4.5 Coomassiefarbung und Trocknen des Gels

Die Farbung der Proteine erfolgt fir 20 min unter stdndigem Schutteln in der Coomassie-Farbelésung.
Danach wird das Gel in der Entfarbelésung, die mehrere Male gewechselt wird, entfarbt. Zur
Aufbewahrung wird das Gel zwischen Einmachfolie und Whatman-Papier auf dem Geltrockner
getrocknet.
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V.2.2.5 Fluorographie

Bei der in vitro Transkription / Translation werden die neu synthetisierten Proteine durch den Einbau
einer radioaktiv markierten Aminosaure markiert. Im Rahmen dieser Arbeit wurde **S Methionin
verwendet. Die Empfindlichkeit der Autoradiographie kann durch im Polyacrylamidgel geldste
Fluorophore erheblich gesteigert werden. Im Rahmen dieser Arbeit wurde das Fluorophor PPO
verwendet.

Das Polyacrylamidgel wird tber Nacht entfarbt und zweimal fir 30 min unter leichtem Schitteln in
Dimethylsulfoxid (DMSO) und anschlieBend fir 3 h in PPO/DMSO (Rotifluoreszint D) inkubiert,
wodurch das Gel vollstédndig entfarbt wird. Das Gel wird zweimal fir 30 min im doppelten Volumen
ddH,O inkubiert, wodurch die Fluorophore ausfallen. Zum Trocknen wird das Gel auf ein feuchtes
Filterpapier gelegt, mit Frischhaltefolie bedeckt und fiir 1 h auf dem Geltrockner getrocknet. Nach dem
Abkuhlen des Gels wird ein Rontgenfilm aufgelegt und die Kassette bei — 70°C Gber Nacht inkubiert.

V.2.2.6 Ubertragung von Proteinen aus Polyacrylamidgelen auf
Nitrocellulose-Membranen (Western Blot)

Bei diesem Verfahren werden die Proteine, die in einem Polyacrylamidgel aufgetrennt wurden, auf
eine Nitrozellulosemembran transferiert. Die Proteine, die durch die SDS-Anlagerung eine stark
negative Ladung erhalten haben, wandern durch das Anlegen einer entsprechend gepolten Spannung
aus dem Gel auf die Nitrozellulosemembran. Durch dieses Verfahren ist es mdglich, mit Hilfe von
entsprechenden Antikorpern einzelne, an die Nitrozellulose gebundene Proteine zu identifizieren. Im
Rahmen dieser Arbeit wurde der Semitrockenblot verwendet.

Aufbau:

Es werden achtzehn gleich groRe Blatt Whatmanpapier zurechtgeschnitten, die an den Randern ca. 1
cm groRer sind als das zu blottende Gel selbst. Die Nitrozellulosemembran sollte eine dem Gel
entsprechende Gréflke haben. Auf die Graphitplatte werden neun Blatter Whatmanpapier, die in Puffer
drei getrankt wurden, gelegt. Darauf werden das in Puffer drei getrankte Gel und die in Puffer eins
getrankte Nitrozellulose gelegt. Damit sich zwischen den einzelnen Lagen keine Luftblasen bilden,
wird zwischendurch vorsichtig mit einem Glasstab tber den Blotaufbau gerollt. Uber die Nitrozellulose
werden drei in Puffer eins getrankte sowie sechs in Puffer zwei getrankte Blatter Whatmanpapier
gelegt. Zum Schluss wird die obere Graphitplatte aufgelegt und die Apparatur eventuell mit einem
Gewicht beschwert, um einen gleichmaRigen Transfer der Proteine zu gewahrleisten.

Anode I | Graphitplatte

3 x Whatman-Papier (Puffer2)
6 x Whatman-Papier (Puffer1)
Nitrozellulose (Puffer1)

Gel (Puffer3)

9 x Whatman-Papier (Puffer3)
Kathode I | Graphitplatte

Abb. 87: Schematische Darstellung des Aufbaus eines Semitrockenblots
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Farben der transferierten Proteine mit Ponceau S

Nach dem Transfer werden die Proteine mit Ponceau S angefarbt. So lassen sich eventuell
vorhandene Stérungen (z.B. durch Luftblasen) und Unregelmafigkeiten im Laufverhalten der Proteine
erkennen. Die Referenzbanden werden mit einem Stift nachgezogen, um beim spateren Entwickeln
des Blots die ungefahre apparente molekulare Masse des Proteins abschatzen zu kdnnen. Die
Nitrozellulosemembran wird flir ca. 5 Sekunden in der Farbelésung geschwenkt und danach mit
Wasser entfarbt. Die Nitrozellulose kann nun fir das immunologische Nachweisverfahren
weiterverwendet werden.

V.2.2.7 Immunologisches Proteinnachweisverfahren durch ECL

Spezifische Antikdrper kénnen als biochemische Sonden verwendet werden, um bestimmte Proteine
nach ihrer Fraktionierung durch Gelelekrophorese in Polyacrylamidgelen zu identifizieren. Diese
Methode der ,indirekten Immunocytochemie® ist sehr empfindlich, da der primare Antikérper in der
Regel auch auf der Nitrozellulose immobilisierte Proteine erkennt. Der spezifische primare Antikérper
erkennt bestimmte Epitope des gesuchten Proteins. Der sekundare Antikérper, der gegen konstante
Regionen des primaren Antikdrpers gerichtet ist, die nicht fir die Antigenerkennung verantwortlich
sind, ist kovalent mit einem Markermolekdil verbunden, das leicht nachweisbar ist; im Rahmen dieser
Arbeit wurden sekundare Antikdrper verwendet, die an das Enzym Peroxidase (isoliert aus
Meerrettich) gekoppelt wurden.

Um ein unspezifisches Binden der Antikérper zu verhindern, werden die unspezifischen
Bindungsstellen vor der Antikorperinkubation abgesattigt. Im Rahmen dieser Arbeit wurde hierfir eine
Lésung aus 5% (w/v) Magermilchpulver in TBST verwendet. Die Absattigung erfolgt bei 4°C Uber
Nacht. Am darauf folgenden Tag erfolgen die Antikérperinkubationen. Zunachst erfolgt die Inkubation
(1h) mit dem spezifischen Primarantikérper (Spezifische Verdinnung in 5% (w/v) Magermilchpulver in
TBST)) unter leichtem Schwenken. Um nicht gebundene Antikdrper zu entfernen, wird die
Nitrozellulose dreimal mit TBST gewaschen. Der an Peroxidase gekoppelte Sekundarantikdrper wird
ebenfalls 1h lang inkubiert (Verdinnung: 1:10000 in 5% (w/v) Magermilchpulver in TBST). Danach
erfolgen wieder drei Waschschritte mit TBST. Die weiteren Arbeiten erfolgen in der Dunkelkammer bei
Rotlicht. Zur Detektion des gebundenen Antikérpers wird das ,enhanced chemiluminescence-System*
(ECL) von Amersham verwendet. Die beiden Komponenten des Systems werden in einer frischen 1:1-
Losung zusammengefigt, dies hat eine chemische Reaktion der Substanz ,Luminol“ mit der Substanz
,Perhydrol® zur Folge, die durch das anwesende Enzym Peroxidase katalysiert wird. Die Reaktion
fuhrt zur Emission von Licht, dessen Intensitdt zur Schwarzung eines aufgelegten Rontgenfilms
ausreicht. Die Chemilumineszenz erreicht ihr Maximum nach zehn Minuten und dauert ca. eine
Stunde an.

Durchfihrung:

Herstellung einer frischen 1:1 Mischung der beiden Komponenten, in der die Nitrozellulose 1 min lang
inkubiert wird. Anschlief3end wird die Nitrozellulose faltenfrei in Haushaltsfolie eingewickelt und auf die
proteintragende Seite ein Rontgenfilm aufgelegt. Die Exposition betragt in der Regel 1 - 10 min,
abhangig von der Signalstarke. Der Roéntgenfilm wird sofort entwickelt, fixiert und nach 30 min
Wasserung im Trockenschrank getrocknet.
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V.2.2.8 Entfernen von spezifisch gebundenen Antikorpern von der
Nitrozellulose

Damit eine bereits mit ECL entwickelte Nitrozellulosemembran erneut fiir eine Antikérperinkubation
verwendet werden kann, mussen bereits gebundene Antikdrper entfernt werden. Die Bindung des
Antikdrpers an sein Epitop kann durch Waschschritte im sauren Milieu aufgehoben werden, da unter
diesen pH-Bedingungen die Affinitat des AntikOrpers zu seinem spezifischen Epitop sehr schwach ist.
Durchfihrung:
Die Nitrozellulose wird 10 min in TBST inkubiert. AnschlieBend erfolgen zwei Inkubationsschritte in
Glycinpuffer fir die Dauer von jeweils 30 min, wodurch die gebundenen Antikérper abgewaschen
werden. Anschliefend wird die Nitrozellulose fir 10 min in TBST inkubiert. Die weitere Behandlung
entspricht der einer frisch geblotteten Nitrozellulose.
Glycinpuffer: 200 mM Glycin

200 mM NaCl pH: 2,3

V.2.2.9 Herstellung von polyklonalen Antikorpern

Zur Antikoérperproduktion wird einem Meerschweinchen, einer Maus (oder einem anderen Tier) das
entsprechende Antigen mehrere Male in bestimmten Zeitabschnitten injiziert und spater das
antikdrperreiche Serum gesammelt. Dieses Antiserum enthalt eine heterogene Mischung von
Antikorpern, jeder von einem anderen B-Lymphozyten (antikdrper-produzierende Zelle) hergestellt.
Dieses Serum wird als polyklonales Antikdrperserum bezeichnet. Die unterschiedlichen Antikérper
erkennen verschiedene Epitope des spezifischen Antigens und koénnen zur ldentifizierung des
Antigens nach seiner Auftrennung durch Gelelektrophorese in Polyacrylamidgelen verwendet werden.

Immunisierung von Mausen und Meerschweinchen

Es werden drei Immunisierungen durchgefuhrt, deren Abstand jeweils drei Wochen betragt. Die
Gewinnung des Serums erfolgt acht Tage nach der dritten Immunisierung.

Fir die Immunisierungen von einem Meerschweinchen (oder drei Mausen) werden jeweils 100 ug (50
ug) des Proteins in 50 pl (25 pl) ddH,O rehydriert und in 50 yl (25 pl) Harnstofflésung (8M, PBS
gepuffert) gelést. Nach der Zugabe von weiteren 600 pl (50 ul) H,O werden die Proben fir 10 min auf
Eis inkubiert. Der Losung wird 700 pl (100 pl) Freud'sches Adjuvants hinzugefligt und griindlich
gemischt, bis eine stabile Emulsion entstanden ist. Flir die erste Immunisierung wird komplettes
Adjuvants, fur alle weiteren Immunisierungen inkomplettes Adjuvants verwendet. Die Injektion der
Tiere erfolgt unter Betdubung mit Ether subcutan in den Nackenbereich (Meerschweinchen) oder im
Bereich der hinteren Extremitaten (Mause).

Gewinnung des Serums

Fir die Gewinnung des Serums werden die Tiere mit Ether betaubt. Mit einer scharfen Schere wird die
Halsschlagader durchtrennt und das herausrinnende Blut wird Uber einen Trichter in einem
Falconrohrchen aufgefangen. Nach einer Inkubationszeit von 2h bei Raumtemperatur wird es zur
Inkubation tber Nacht in den Kiihlraum bei 4°C gestellt. Am nachsten Tag wird der Blutkuchen durch
Zentrifugation fir 20 min bei 5000 rpm in der Minifuge RF (Heraeus) sedimentiert. Das Uberstand wird
abgenommen, in ein neues Falconréhrchen tberfuhrt und erneut fir 10 min bei 5000 rpm zentrifugiert.
Das gewonnene Serum wird aliquotiert und bei —70°C aufbewahrt.
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V.2.2.10 Affinitatsreinigung der Antikorper

Das gewonnene Serum der Meerschweinchen und Mause enthalt neben den gewlnschten
Antikdrpern viele andere Bestandteile des Blutes, sowie eine Vielzahl von Antikdrpern, die nicht
spezifisch fir das immunisierte Protein sind. Um die Antikorper, die spezifisch gegen das Protein
gerichtet sind, welches fur die Immunisierung eingesetzt wurde, von den vielféltigen anderen
Bestandteilen des Serums zu isolieren, wird eine Affinitétsreinigung der Antikérper durchgefuhrt. Das
fur die Immunisierung eingesetzte Protein (=Ligand) wird bei diesem Verfahren an ein bestimmtes
Tragermaterial gekoppelt, im Rahmen dieser Arbeit wurde hierfir CNBr-aktivierte Sepharose
(Pharmacia, Biotech) verwendet. Der Ligand wird unter bestimmten pH- und Salzbedingungen an die
CNBr-aktivierte Sepharose gekoppelt. Nach der Kopplung wird das Serum der CNBr-aktivierte
Sepharose+Ligand hinzugefligt. Die Antikdrper, die gegen den gekoppelten Liganden gerichtet sind,
binden am Ligand. Alle nicht gebundenen Antikérper und anderen Bestandteile des Serums werden in
den folgenden Waschschritten entfernt. Durch eine Veradnderung des pH-Wertes in den folgenden
Elutionsschritten wird die Bindung der Antikbrper an den Liganden wieder aufgehoben, und die
affinitatsgereinigten Antikdrper kdnnen isoliert werden.

Lésungen:
Kopplungs-Puffer 0,2M NaHCO;
05M NaCl
pH 8,3
Wasch-Puffer 0,1M Na-Acetat
05M NaCl
Wasch-Puffer (Sepharose) 2 xPBS
0,1 % Triton in 2 x PBS
0,3 M NaClin 2 x PBS
1x PBS
Elutionspuffer 0,5M NaCl
10 mM Glycin
pH 2,3
Neutralisations-Puffer 100 mM Na,HPO,
pH 9,2
HCI-Ldsung 1 mM
Glycerin-Lésung 0,2M
NaNs-Losung in PBS 0,01 %

Vorbereitung der CNBr-aktivierten Sepharose:

Die Menge der vorzubereitenden Sepharose richtet sich nach der Menge des Proteins (=Ligand), das
fur die Affinitatsreinigung eingesetzt werden soll (Die Kopplungskapazitat der gequollenen Sepharose
betragt 25 - 60 mg/ml Sepharose). Die getrocknete Sepharose wird in einer 1 mM HCI-Lésung
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aufgenommen und im gequollenen Zustand auf eine Saule Uberfiihrt. Die Sepharose wird vorsichtig
mit 40 ml der 1 mM HCI-Lésung gewaschen und in ein 2 ml Gefa® dberfuhrt.

Kopplung des Liganden:

Das zu koppelnde Protein wird in Kopplungspuffer aufgenommen und geldst. Die Proteinldsung wird
zu der CNBr-aktivierten Sepharose gegeben und bei 4°C Uber Nacht unter Rotation inkubiert. Am
nachsten Tag werden die verbliebenen freien reaktiven Gruppen durch Zugabe von 0,2 M Glycin (4h,
RT) abgesattigt. Nach der Inkubationszeit wird die Sepharose 1 x mit Waschpuffer (0,1 M Na-acetat;
0,5 M NaCl) und 5 x mit Kopplungspuffer gewaschen.

Bindung der Antikdrper:

Zur Bindung der Antikdrper wird das Serum zur Sepharose gegeben und unter Rotation fur 3h
inkubiert. Nach der Bindung der Antikérper werden alle nicht gebundenen Bestandteile des Serums
durch die folgenden Waschschritte entfernt: Die Sepharose wird nacheinander mit zweimal PBS;
0,1% Triton in 2 x PBS; 0,3 M NaCl in 2 x PBS; und 1 x PBS gewaschen.

Eluierung der Antikoper:

Die Eluierung erfolgt in 1,5 ml Eppendorfgefalen. Zur Eluierung der Antikérper wird ca. 300 ul des
glycinhaltigen Elutionspuffers hinzugefliigt und die Sepharose vorsichtig fiir 30 sec invertiert. Da die
Affinitdt eines Antikérpers zu seinem Epitop im sauren Milieu sehr schwach ist, kann er durch
Erniedrigung des pH-Wertes entfernt werden. Danach wird die Sepharose fiir 30 sec bei 200 - 500 g
zentrifugiert, der Uberstand abgenommen und in 150 pl Na,HPO, (100 mM)-Puffer tberfiihrt. Dieser
Schritt wird 4 x wiederholt. Die Sepharose kann in 0,01% NaN;-Lésung in PBS bei 4°C aufbewahrt
werden. Um die Stabilitat der Antikdrper zu gewahrleisten, wird den eluierten Antikdrpern BSA
(1mg/ml Endkonzentration) hinzugeflgt.

V.2.2.11 Herstellung eines Gesamtproteinextraktes aus Kulturzellen

Zur Herstellung eines Gesamtproteinextrakies aus Kulturzellen werden die dafir gezlichteten
Kulturzellen durch Pipettieren vorsichtig von der Oberflache der Zellkulturflasche geldst, in ein steriles
Falconréhrchen Uberflhrt und bei 500 g fir 10 min sedimentiert. Das Sediment wird zweimal mit 1 x
PBS gewaschen, in Extraktionspuffer (V.1.3.4) resuspendiert und fir 20 min bei 4°C unter Rotation
inkubiert. Zur Trennung der geldsten Proteine von den restlichen Bestandteilen der Kulturzellen wird
der Ansatz fiir 20 min bei 11.000 g und 4°C zentrifugiert. Der Uberstand, der die geldsten Proteine
enthalt, wird abgenommen und im fliissigen Stickstoff schockgefroren. Der Gesamtproteinextrakt kann
nun bei -70°C flr langere Zeit aufbewahrt werden.

Im Rahmen dieser Arbeit wurden zur Herstellung eines Gesamtproteinextraktes Drosophila
melanogaster Schneider S2 und Kc167 Kulturzellen verwendet.

V.2.2.12 Proteinauftrennung durch Saccharose-Gradienten-Zentrifugation

Bei der Saccharose-Gradienten-Zentrifugation kdnnen Gesamtproteine von Kulturzellen nach ihrer
Form und GréRe bzw. ihrem Radius aufgetrennt werden.

Zur Herstellung eines kontinuierlichen Saccharose-Gradienten werden zwei verschieden konzentrierte
Saccharose-L6sungen (5 bzw. 30% in Extraktionspuffer mit 0,5% Triton X-100) in ein System zweier
verbundener Kammern gefillt. Der ableitende Schlauch wird an ein Beckmann-Zentrifugenréhrchen
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angeschlossen und die Ldsungen unter stdndigem RuUhren in das Roéhrchen gefillt. Die zwei
verschiedenen Saccharose-Lésungen werden durch die Verbindung der beiden Kammern gemischt
und bilden im Zentrifugenréhrchen einen kontinuierlichen Saccharose-Gradienten von 30 bis ca. 10%.
Auf die oberste Schicht des Zentrifugenrohrchens wird vorsichtig 1 - 1,5 ml des
Gesamtproteinextraktes aus Kulturzellen bzw. 100 pg Immunglobulin G (in 1 ml Extraktionspuffer) zur
Bestimmung des Sedimentationskoeffizienten geschichtet und fir 18 h bei 10.000 g (Beckmann
Zentrifuge, Rotor SW41) zentrifugiert. Der Saccharose-Gradient wird mittels einer Pumpe in 500 pl
Aliquots fraktioniert. Die Proteine werden mit TCA geféllt und die luftgetrockneten Sedimente in SDS-
Probenpuffer aufgenommen. Der Nachweis der fraktionierten Proteine erfolgt durch indirekte
Immunocytochemie nach Auftrennung der Proteine durch SDS-PAGE und Transfer auf Nitrocellulose.

5% 30%

Abb. 88: Versuchsanordnung zur Herstellung eines kontinuierlichen Saccharose-Gradienten

V.2.2.13 Extraktion von Proteinen

Durch Extraktionen koénnen die biochemischen Eigenschaften von Proteinen untersucht werden.
Dadurch kann unterschieden werden, ob das Protein als integrales Membranprotein vorliegt, an
Membranen des Karyo-/Cytoskeletts assoziiert ist, oder ob es frei im Karyo-/Cytoplasma verteilt ist.

V.2.2.13.1 Extraktion von Proteinen durch Harnstoff

Durch die Extraktion mit Harnstoff werden Proteine so entfaltet, dass keine hydrophoben
Wechselwirkungen mehr mdglich sind. Da alle Proteine bis auf integrale Membranproteine in Losung
gehen, fihrt der Verlust des stlitzenden Proteinanteils zur Vesikulierung der Membranen. Die
integralen Membranproteine werden mit den Membranen sedimentiert, wahrend sich durch die
Aufhebung der hydrophoben Wechselwirkungen die meisten Proteine nach der Zentrifugation im
Uberstand befinden.

Die zur Extraktion gezlchteten Kulturzellen werden in ein steriles Falconrbhrchen Gberfihrt,
sedimentiert und zweimal mit inkomplettem Kulturmedium und einmal mit 1x PBS gewaschen. Das
Sediment wird in 750 uyl 8 M Harnstoff-Puffer (V.1.3.1) resuspendiert und bei Raumtemperatur 10 min
inkubiert. Zur Fraktionierung werden die Zellen nach der Inkubation 45 min bei 100.000 g und 4°C der
Beckmann Ultrazentrifuge zentrifugiert. Dabei sollten sich Membranen und geldste Proteine
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voneinander trennen. Der Uberstand wird mit Methanol/Chloroform gefallt und in SDS-Probenpuffer
aufgenommen. Das Sediment der Zentrifugation wird einmal mit Harnstoff-Puffer gewaschen und
ebenfalls in SDS-Probenpuffer aufgenommen. Beide Fraktionen werden in proportionalen Mengen
durch SDS-PAGE aufgetrennt, auf Nitrocellulose transferiert und durch indirekte Immunocytochemie
nachgewiesen.

V.2.2.13.2 Extraktion von Proteinen durch Triton X-100

Durch die Extraktion mit Triton X-100 werden die Lipidanteile der Membranen geldst, wodurch die
Membranen zerstort werden und als Lipidmicellen vorliegen. Integrale Membranproteine bleiben in
den Membranpartikeln gebunden und befinden sich nach der Zentrifugation mit den sehr leichten
Lipidmicellen im Uberstand, wéhrend Proteine, die ein polymeres Netzwerk bilden, sedimentiert
werden.

Die zur Extraktion gezlchteten Kulturzellen werden in ein steriles Falconrbhrchen dberfihrt,
sedimentiert und zweimal mit inkomplettem Kulturmedium und einmal mit 1x PBS gewaschen. Das
Sediment wird in 750 pl Triton-Puffer (V.1.3.2) resuspendiert und 10 min bei 4°C inkubiert. Zur
Fraktionierung werden die Zellen nach der Inkubation 45 min bei 100.000 g und 4°C der Beckman
Ultrazentrifuge zentrifugiert. Der Uberstand wird mit Methanol/Chloroform gefallt und in SDS-
Probenpuffer aufgenommen. Das Sediment der Zentrifugation wird einmal mit Triton-Puffer
gewaschen und ebenfalls in SDS-Probenpuffer aufgenommen. Beide Fraktionen werden in
proportionalen Mengen durch SDS-PAGE aufgetrennt, auf Nitrocellulose transferiert und durch
indirekte Immunocytochemie nachgewiesen.

V.2.2.14 Immunprazipitation

Bei der Immunprazipitation handelt es sich um eine Affinitdtschromatographie. Ein spezifischer
Ligand, z.B. ein Antikorper, der kovalent an eine Gelmatrix gebunden wird, bindet an das fir ihn
spezifische Protein. Hierflr kdnnen Proteine eines Gesamtproteinextraktes aus Kulturzellen oder in
vitro synthetisierte Proteine eines Transkriptions/Translationsansatzes eingesetzt werden. Die
gebundenen Proteine kdnnen durch bestimmte Wasch- und Elutionsbedingungen gereinigt werden.
Um die Interaktion von Proteinen in vitro zu untersuchen, wird eine Sonderform der
Immunprazipitation, die Co-lImmunprazipitation durchgefiihrt, bei der nicht nur das an den spezifischen
Liganden gebundene Protein, sondern auch dessen Bindungspartner nachgewiesen werden kénnen.
Als Gelmatrix wurde Protein-A-SepharoseR CL-4B (Pharmacia Biotech) verwendet. Die Bindung an
die Fc-Region der Immunglobuline wird tGber durch CNBr gebundenes Protein A vermittelt. Es werden
insbesondere IgG, aber auch IgM und IgA gebunden, deren variablen F_,-Regionen die Bindung mit
den spezifischen Antigenen vermitteln.

Vorbereitung der Protein-A-Sepharose und Kopplung der Antikérper

Fir jede Immunprazipitation werden 5 - 10 mg Sepharose und 2 - 3 yl Serum (IgG) eingesetzt. Die
Sepharose wird in 1 x PBS vorgequollen, 5 min bei 500 g zentrifugiert und insgesamt 3 x mit 1 x PBS
gewaschen. Der Uberstand wird verworfen und die Sepharose in 60 pl 1 x PBS resuspendiert.

Um eine unspezifische Bindung der Proteine eines Gesamtproteinextraktes aus Kulturzellen zu
vermeiden, werden die mit Immunprazipitationspuffer (V.1.3.3) extrahierten Proteine zu einem Aliquot
der Sepharose gegeben und 30 min bei 4°C inkubiert. Zur Sedimentation unspezifisch gebundener
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Proteine wird der Ansatz fiir 5 min bei 500 g und 4°C zentrifugiert. Der Uberstand wird abgenommen
und bis zur Bindung an den Primarantikorper Bei 4°C aufbewahrt.

Zur Kopplung des Antikérpers werden 2 — 3 ul Serum zur Protein-A-Sepharose gegeben und fir 2 h
auf Eis inkubiert, dabei wird die sich absetzende Sepharose immer wieder durch vorsichtiges
Pipettieren resuspendiert. Nach der Bindung des Antikdrpers wird die Sepharose 3 x mit 1 x PBS und
2 x mit Immunprazipitationspuffer gewaschen. Zur Bindung der spezifischen Proteine werden 1 ml des
vorinkubierten Proteinextraktes (Proteinkonzentration 30 — 35 mg/ml) bzw. vitro synthetisierte Proteine
eines Transkriptions/Translationsansatzes zur Sepharose gegeben und 2 h bei 4°C unter Rotation
inkubiert. Um unspezifische Proteine von der Sepharose zu entfernen, wird der Ansatz nach der
Inkubationszeit fiir 5 min bei 500 g zentrifugiert und 4 x mit Immunprazipitationspuffer und 1 x mit PBS
gewaschen. Der Uberstand wird vollstandig abgenommen und das Sediment der Sepharose in SDS-
Probenpuffer aufgenommen. Zur Kontrolle wird die Immunprazipitation mit einem Ansatz ohne
Antikorper durchgefinhrt.

V.2.2.15 Kernrekonstitution und Chromatin Bindung in vitro

Interphasischer Eiextrakt ist in der Lage, um Chromatin herum eine Kernhille sowie Annulate lamellae
(cytoplasmatische Membranstapel, die Elemente der Kernporen enthalten) auszubilden. Zur
Untersuchung der Fahigkeit von Proteinen, an Chromatin zu binden, wird der interphasische Eiextrakt
durch Zentrifugationen und Inkubation bei 80°C fraktioniert. Anndhernd alle I|8slichen Proteine,
einschlieR®lich der Kernlamine und Proteine der Kernporenkomplexe werden sedimentiert. Der
Uberstand enthalt das fir die Dekondensation des Spermienchromatins notwendige Chaperon
Nukleoplasmin. Im Rahmen dieser Arbeit wurden Eiextrakt und Spermien von Xenopus laevis
verwendet. Die Praparation von Spermien sowie die Herstellung des interphasischen Eiextraktes,
dessen Anreicherung (S, Uberstand) und Fraktionierung durch Hitzebehandlung, wurden nach der
Methode, beschrieben in Gajewski and Krohne, 1999 durchgefuhrt. Die Spermien und der Syy
Uberstand wurden von der Arbeitsgruppe von Prof. Dabauvalle zur Verfiigung gestellt.

Um die Bindung von Proteinen an Chromatin zu untersuchen, werden die bakteriell exprimierten und
gereinigten Proteine mit Methanol/Chloroform gefallt und in ddH,O (Endkonzentration: 1 - 2ug/ul)
resuspendiert. Den geldsten Proteinen wird der hitzebehandelte Eiextrakt (S,q0) hinzugefugt und die
Ansatze werden fur 5 min bei 4°C inkubiert. Die unldslichen Bestandteile werden durch Zentifugation
bei 10.000 g und 4°C fir 10 min sedimentiert. Der Halfte des Uberstandes werden Spermien (20.000
Spermien/ul Syp0) zugefugt, die andere Halfte wird als Kontrolle verwendet. Beide Ansatze werden fur
90 min bei Raumtemperatur inkubiert. Nach der Inkubationszeit werden die Ansatze 1:3 mit Salz-
Puffer (50mM KCI, 2.5 mM MgCl,, 1mM DTT, pH 7,2) vermischt und bei 10.000 g und 4°C fir 10 min
zentrifugiert. Die Uberstande konnen direkt weiter verwendet oder bei -70°C gelagert werden. Die
Sedimente werden mit Puffer gewaschen und ebenfalls bei -70°C gelagert. Beide Fraktionen werden
in proportionalen Mengen durch SDS-PAGE aufgetrennt, auf Nitrocellulose transferiert und durch
indirekte Immunocytochemie nachgewiesen.

V.2.2.16 Herstellung eines Hefe-Proteinextraktes

Vermehrung und Vorbereitung der Hefezellen
Der zu analysierende Hefestamm wird Uber Nacht in YPAD-Medium bei 30°C im Rundschittler
angezogen. Von dieser Kultur wird eine frische 25 ml-Flussigkultur (YPAD-Medium) angelegt und mit
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1 ml angeimpft. Die Hefe wird bis zum Erreichen einer ODgoo von 0,7 — 1 kultiviert, in ein 50 ml Falcon-
Réhrchen Gberfuhrt und bei 1000 g fur 5 min zentrifugiert. Das Sediment wird 1 ml H,O gewaschen
und die Hefezellen aufgeschlossen.

Aufschluss der Hefezellen mit Glasperlen

Zur Herstellung eines Hefe-Proteinextraktes missen zunachst die Zellwande der Hefezellen
aufgeschlossen werden. Das Hefe-Sediment wird in 1 ml H,O resuspendiert und bei 1500 g fir 1 min
zentrifugiert. Das Sediment wird in 0,5 ml eiskaltem SDS-Probenpuffer (Laemmli, Zusatz von 0,5 mM
PMSF und 0,5 mM Benzamidin) resuspendiert und zu 0,5 ml Glasperlen gegeben. Zum Aufschluss
der Zellwande wird der Ansatz 4 x fir 45 sec gevortext, zwischen diesen Schritten werden die
Hefeextrakte flir 30 sec auf Eis abgekihlt. Zur Sedimentation der Glasperlen sowie groRer
Zellbestandteile wird der Ansatz fiir 5 min bei 11.000 und 4°C zentrifugiert. Der Uberstand wird
abgenommen und fir die SDS-PAGE eingesetzt.

V.2.3 Zellkulturmethoden

V.2.3.1 Kultur von Drosophila melanogaster Zellen

V.2.3.1.1 Kultivierung von Drosophila melanogaster Schneider S2 Zellen, S2R+ Zellen
und Kc167 Zellen

Die Zellen werden in 50 ml Kulturflaschen, 35mm-Schélchen zur Transfektion oder in einer 24-Loch-
Platte im Brutschrank unter konstanter Temperatur (27°C) unter Ausschluss von CO, gehalten. Um
eine ausreichende Nahrstoffversorgung der Zellen zu gewahrleisten, wird das verbrauchte
Kulturmedium alle 2 Tage durch frisches Medium ersetzt. Das alte Medium wird abgesaugt und durch
6 ml frisches Medium ersetzt.

V.2.3.1.2 Teilen von Drosophila Schneider S2 Zellen, Kc167 Zellen und Anlegen einer
neuen Flasche

Die Zellen werden, wenn sie eine Konfluenz von ca. 80 % erreicht haben, geteilt. Das Medium der zu
teilenden Flasche wird abgesaugt. Um die Zellen zu vereinzeln werden 6 ml Komplettmedium zu den
Zellen gegeben und die Zellen durch vorsichtiges Pipettieren resuspendiert. Zum Anlegen einer neuen
Kulturflasche wird 1ml dieser Zellsuspension in eine neue Flasche udberfihrt und mit 5 ml
Komplettmedium aufgefillt. Das Medium wird am nachsten Tag durch 6 ml frisches Komplettmedium
ersetzt, um eine ausreichende Versorgung der Zellen mit Nahrstoffen zu gewahrleisten.

V.2.3.1.3 Teilen von Drosophila S2R+ Zellen und Anlegen einer neuen Flasche

Die Zellen werden, wenn sie eine Konfluenz von ca. 80 % erreicht haben, geteilt. Das Medium der zu
teilenden Flasche wird abgesaugt. Zum Waschen der Zellen werden vorsichtig 4 ml PBS hinzugefligt
und wieder abgesaugt. Zum Abldsen der Zellen wird 1 ml der Trypsinldsung auf die Zellen gegeben
und die Kulturflasche etwas geschwenkt, um das Ablésen der Zellen zu verfolgen. Nach ca. 15 - 20
min haben sich die Zellen vom Boden der Kulturflasche gelést. Um die Zellen zu vereinzeln werden 5
ml Komplettmedium zu den Zellen gegeben und die Zellen durch vorsichtiges Pipettieren
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resuspendiert. Zum Anlegen einer neuen Kulturflasche werden 2 — 2,5 ml dieser Zellsuspension in
eine neue Flasche Uberflihrt und mit 4 ml Komplettmedium aufgefillt. Das Medium wird am nachsten
Tag durch 6 ml frisches Komplettmedium ersetzt, um eine ausreichende Versorgung der Zellen mit
Nahrstoffen zu gewahrleisten.

V.2.3.2 Kultur von Xenopus laevis XLKE-A6 Zellen und Ceropithecus
aethiops COS-7 Zellen

V.2.3.2.1 Kultivierung von Xenopus A6 und Ceropithecus COS-7 Zellen

Die Zellen werden in 50 ml Kulturflaschen oder in 35mm-Schalchen zur Transfektion im Brutschrank
unter konstanter Temperatur (27°C) und einer CO,-Konzentration von 5 % gehalten. Um eine
ausreichende Nahrstoffversorgung der Zellen zu gewahrleisten, wird das verbrauchte Kulturmedium
alle 2 Tage durch frisches Medium ersetzt. Das alte Medium wird abgesaugt und durch 6 ml frisches
Medium ersetzt. Die Kultivierung der COS-7 Zellen erfolgt wie bei den A6 Zellen, allerdings werden die
Saugerzellen bei einer konstanten Temperatur von 37°C und 5% CO, gehalten.

V.2.3.2.2 Teilen von Xenopus A6-Zellen und Ceropithecus COS-7 Zellen und Anlegen
einer neuen Flasche

Die Zellen werden, wenn sie eine Konfluenz von ca. 80 % erreicht haben, geteilt. Das Medium der zu
teilenden Flasche wird abgesaugt. Zum Waschen der Zellen werden vorsichtig 2 ml PBS hinzugefugt
und wieder abgesaugt. Zum Abldsen der Zellen wird 1 ml der Trypsinldsung auf die Zellen gegeben
und die Kulturflasche etwas geschwenkt, um das Abldsen der Zellen zu verfolgen. Nach ca. 1-1,5 min
haben sich die Zellen vom Boden der Kulturflasche gelost. Um die Zellen zu vereinzeln werden 5 ml
Komplettmedium zu den Zellen gegeben und die Zellen durch vorsichtiges Pipettieren resuspendiert.
Zum Anlegen einer neuen Kulturflasche werden 1,5 ml dieser Zellsuspension in eine neue Flasche
Uberfihrt und mit 4,5 ml Komplettmedium aufgefillt. Das Medium wird am nachsten Tag durch 6 ml
frisches Komplettmedium ersetzt, um eine ausreichende Versorgung der Zellen mit Nahrstoffen zu
gewabhrleisten.

V.2.3.3 Transfektion von Kulturzellen

Unter der Transfektion versteht man das Einschleusen von Fremd-DNA in Eukaryotenzellen. Fiur das
Einschleusen von doppelstrangiger RNA in Kulturzellen wird im Rahmen dieser Arbeit ebenfalls der
Begriff der Transfektion verwendet. Die eingeschleusten Plasmide besitzen neben einem
prokaryotischen Replikationsstart zur Vermehrung in Bakterien auch einen eukaryotischen, um
ebenfalls eine Expression in eukaryotischen Zellen zu gewahrleisten. Die im Rahmen dieser Arbeit
verwendeten eukaryotischen Vektoren codieren fir das grin-fluoreszierende Protein GFP (green
fluorescent protein), welches aus der Qualle Aequorea victoria isoliert wurde. Die codierende Sequenz
fur das GFP befindet sich vor (pEGFP-C2) oder hinter (pEGFP-N1) der multiplen Klonierungsstelle
des Vektors, so dass es am carboxyterminalen oder aminoterminalen Ende des Fusionsprotein
exprimiert wird. Das GFP absorbiert Licht der Wellenlange 488 nm und emittiert es bei 507 nm,
wodurch es im Fluoreszenzmikroskop auf seine Intensitat und seinen Einfluss auf die Zelle untersucht
werden kann.
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Im Rahmen dieser Arbeit wurden, abhangig von der Kulturzelllinie, die Transfektionen mit den
Reagenzien Effectene (Qiagen, Disseldorf) oder Roti®-Fect (Roth, Karlsruhe) durchgefihrt. Beide
Reagenzien kondensieren die DNA der Zelle in kompakte Komplexe und bewirken mittels Endocytose
deren Aufnahme in Kulturzellen. Die Transfektionsrate ist im Allgemeinen bei den Xenopus A6 Zellen
wesentlich héher als bei den Drosophila Schneider S2-Zellen.

V.2.3.3.1 Transfektion der Drosophila melanogaster Schneider-S2 Zellen
Vorbereiten der Deckglaschen

Zur Transfektion werden frisch autoklavierte Deckgldschen, deren Durchmesser 12 mm betragt,
verwendet. Mit einer sterilen Pinzette werden 4 Deckglaschen auf den Boden einer Petrischale (35
mm Durchmesser) gedriickt und 1,5 ml Komplettmedium hinzugefligt. Zur Transfektion werden 0,5 ml
— 1 ml der Zellen hinzugefiigt (ca. 1-3x10° Zellen; Diese Angabe bezieht sich auf eine Konfluenz der
Ausgangsflasche von ca. 80 %). Die Petrischalen werden mit Parafilm umwickelt und so luftdicht
verschlossen. Die Zellen werden 12-24 h im Brutschrank kultiviert und das alte Medium am n&chsten
Tag vorsichtig durch neues Medium ersetzt. Haben die Zellen eine Konfluenz von 30-50 % erreicht,
kann die Transfektion durchgefihrt werden.

Transfektion der Drosophila melanogaster Schneider S2 Zellen mit Effectene™

Zur Transfektion wird eine Konzentration der zu transfizierenden DNA von 2 pg eingesetzt. Die DNA
sollte in 10-15 pl 10 mM Tris-HCI, pH 8,5 gel6st sein. Die DNA wird vor der Verwendung flr 15 min
auf 72°C erhitzt, um eventuell vorhandene Mikroorganismen in der DNA-LAsung abzutéten. In einem
Eppendorfgefal wird EC-Puffer (QIAGEN) zu der DNA gegeben, so dass das Endvolumen 150 pl
betragt. Es werden 16 pl des Enhancers hinzugefugt und vorsichtig gemischt (das Verhaltnis von DNA
zu dem Enhancer sollte 1 ug DNA zu 8 pl Enhancer betragen). Die Mischung wird 5 min bei
Raumtemperatur inkubiert. Nach der Inkubationszeit werden 20 pl Effectene™ Reagenz hinzugeflgt.
Die Mischung wird fiir 10 sec geschittelt und danach fur 10 min bei Raumtemperatur inkubiert. Das
Kulturmedium der fur die Transfektion vorbereiteten Zellen wird abgesaugt und die Zellen werden
vorsichtig mit Medium (ohne Serum) gewaschen. Danach werden 2 ml Komplettmedium hinzugefiigt.
1 ml des Komplettmediums wird zu dem Transfektionsansatz gegeben. Dieser wird tropfenweise auf
die Zellen gegeben. Die Petrischalen werden mit Parafilm luftdicht umwickelt und Uber Nacht im
Brutschrank kultiviert. Am nachsten Morgen wird das alte Kulturmedium durch 2,5 - 3 ml frisches
Kulturmedium ersetzt, um eine ausreichende Nahrstoffversorgung der Zellen zu gewahrleisten.

V.2.3.3.2 Transfektion der Xenopus A6-Zellen

Vorbereiten der Deckgldschen

Zur Transfektion werden frisch autoklavierte Deckglaschen, deren Durchmesser 12 mm betragt,
verwendet. Mit einer sterilen Pinzette werden 4 Deckglaschen auf den Boden einer Petrischale (35
mm Durchmesser) gedriickt und 1,5 ml Komplettmedium hinzugefiigt. Es werden 0,5 ml — 1 ml
trypsinbehandelter Zellen hinzugefigt (ca. 1-3x10° Zellen; diese Angabe bezieht sich auf eine
Konfluenz der Ausgangsflasche von ca. 80 %). Die Zellen werden 12-24 h im Brutschrank kultiviert
und das alte Medium am nachsten Tag vorsichtig durch neues Medium ersetzt. Haben die Zellen eine
Konfluenz von 50-80 % erreicht, kann die Transfektion durchgefuhrt werden.
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Transfektion der Xenopus A6 Zellen mit Rotifect

Zur Transfektion wird eine Konzentration der zu transfizierenden DNA von 5 pg eingesetzt. Die DNA
sollte in 10-15 pl 10 mM Tris-HCI, pH 8,5 geldst sein. Die fir die Transfektion bendtigte DNA wird 10-
15 min bei 70°C erhitzt, um eventuell vorhandene Bakterien abzutbten, vorsichtig wieder abgekihit
und in 60 pl Medium (ohne Serum und Antibiotika) aufgenommen. Eine Mischung von 10 pl Rotifect
und 60 yl Medium (ohne Serum und Antibiotika) wird vorbereitet, und die beiden Ansatze werden 30
min bei Raumtemperatur inkubiert. Danach werden 0,8 ml Medium (ohne Serum und Antibiotika) der
DNA/Rotifect-Mischung hinzugefugt, so dass das Gesamtvolumen ca. 940 ul betragt. Das
Kulturmedium der fur die Transfektion vorbereiteten Zellen wird abgesaugt, und die Zellen werden 2 x
vorsichtig mit je 1 ml PBS gewaschen. Zur Transfektion wird die DNA/Rotifect/Medium-Mischung
vorsichtig hinzugefligt, und die Zellen werden fir 6h bei 27°C im Brutschrank inkubiert. Danach
werden 2 ml Komplett-Medium hinzugefiigt, und die Zellen werden Uber Nacht im Brutschrank
kultiviert. Am nachsten Morgen wird das alte Kulturmedium durch 2,5 - 3 ml frisches Kulturmedium
ersetzt, um eine ausreichende Nahrstoffversorgung der Zellen zu gewahrleisten.

V.2.3.3.3 Vorbereitung transfizierter Kulturzellen fiir die SDS-PAGE

Das Zellkulturmedium der transfizierten Zellen wird vorsichtig abgesaugt, und die Zellen werden 2 x
mit PBS gewaschen. Danach werden sie 1 x mit %2 konzentriertem PBS gewaschen. Zu den Zellen
wird 1 ml Ethanol (100%) gegeben. Nach einer Inkubationszeit von 10 min werden die Zellen mit
einem Gummischaber abgeldst und in ein Eppendorfgefald Uberflhrt. Die Zellen werden 5 min bei
2000 rpm zentrifugiert, der Uberstand wird verworfen, und das Sediment 1 x mit 1 ml Ethanol (100%)
gewaschen. Zur Dehydrierung wird dem Sediment 1 ml Aceton (100%) hinzugefiigt und 5 min bei
2000 rpm zentrifugiert. Der Uberstand wird verworfen, und das getrocknete Sediment bei —70°C
eingefroren oder in 30 yl Probenpuffer aufgenommen und fir 5 min bei 97°C erhitzt.

V.2.3.3.4 RNA-Transfektion von Drosophila melanogaster Kulturzellen

Die angewandte RNA-Transfektionsmethode wurde in Anlehnung an das Protokoll (Clemens et al,
2000) durchgefiihrt. Im Rahmen dieser Arbeit wurden fir die Transfektion folgende Kulturzelllinien von
Drosophila melanogaster verwendet:

Schneider S2 Zellen

Kc167 Zellen

Schneider S2R+ Zellen
Durchfiihrung:
Die fur die RNA-Transfektion kultivierten Zellen werden vorsichtig vom Boden der Kulturflasche gelost,
in ein steriles 15 ml Zentrifugenréhrchen Gberfihrt und fir 5 min bei 1000 rpm (Hettich Universal/K2S)
sedimentiert. Das Sediment wird in 10 ml Kulturmedium (ohne Serum und Antibiotika) resuspendiert,
und die Zellzahl durch Zahlung mit der Neubauer Zahlkammer bestimmt. Hierfir werden von der
Zellsuspension 100 ul in der Zahlkammer ausgewertet. Es werden 3 Zahlungen durchgeflihrt, deren
Mittelwert als Richtwert fur Zellzahl pro Milliliter angibt (Zellzahl pro ml = n x 10%; n = Anzahl der
ausgezahlten Zellen pro Quadrat). Die Zellsuspension wird mit Medium (ohne Serum und Antibiotika)
entsprechend verdiinnt, so dass die Endkonzentration der Zellen in Lésung 0,75 — 1,00 x 10° fir
immunfluoreszenzmikroskopische Untersuchungen oder 0,5 x 10° fiir proteinbiochemische
Untersuchungen betragt.
Far jeden RNA-Transfektionsansatz werden 2 x 1 ml der Zellsuspension verwendet und in 2 Bereiche
einer 6-Lochplatte gegeben. Der Zellsuspension des 1. Bereiches wird die zu transfizierende
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doppelstrangige RNA zugefiigt, so dass eine Endkonzentration von 37 nM vorliegt. Dies entspricht bei
einer dsRNA von 700 Basenpaaren Lange 15 pg RNA. Der 2. Bereich stellt die Kontrolle dar. Die 6-
Lochplatte wird 1 min durch kreisende Bewegungen kraftig geschittelt und 30 min bei
Raumtemperatur inkubiert. Nach der Inkubationszeit werden den Ansatzen je 3 ml Komplettmedium
zugefugt, die Platte mit Parafilm luftdicht verschlossen und fir 24 h bei 27°C im Brutschrank inkubiert.
Fir die proteinbiochemische Analyse werden die Zellen fir 72 — 96 h im Brutschrank inkubiert. Das
Kulturmedium wird 24 h nach der Transfektion durch frisches Komplettmedium ausgetauscht, um die
Nahrstoffversorgung der Kulturzellen zu gewahrleisten. Fir die Analyse der transfizierten Zellen am
Immunfluoreszenzmikroskop wird nach 24 h eine 24 Lochplatte mit frisch autoklavierten Deckglaschen
(12 mm Durchmesser) vorbereitet. Mit einer sterilen Pinzette wird 1 Deckglaschen auf den Boden
jedes Loches gedriickt und 1,5 — 2 ml Komplettmedium hinzugefligt. Die Zellen der beiden Ansatze
der RNAi-Transfektion werden vorsichtig vom Boden der 6-Lochschale gel6ést und entsprechend der
Anzahl der zu analysierenden Tage auf die Deckglaschen der 24-Lochschale aufgeteilt. Die Schale
wird mit Parafilm luftdicht verschlossen und fiir 1 — 5 weitere Tage im Brutschrank inkubiert. Nach 2 h
haben sich die Kulturzellen auf den Deckglaschen angesiedelt und kdnnen bereits zur Analyse der
Transfektionsrate verwendet werden. Die Analyse der Transfektionsrate erfolgt im Allgemeinen 24, 48,
72, 96, 120 und 144 h nach der Transfektion. Die Deckglaschen werden hierfiir aus der 24-Lochplatte
entnommen, fixiert und fir die Analyse am CLSM vorbereitet. Die proteinbiochemische Analyse der
Transfektionsansatze erfolgt 72 bzw. 96 h nach der Transfektion. Die Kulturzellen werden vorsichtig
vom Boden der 6-Lochplatte geldst, in ein 15 ml Zentrifugenréhrchen Gberfihrt und die Zellzahl durch
Zahlung mit der Neubauer-Zahlkammer bestimmt. Die Zellen werden sedimentiert und mit SDS-
Probenpuffer versetzt, so dass die Zellzahl 125.000 / 10 ul betragt. Fir die SDS-PAGE werden je
125.000 Zellen des Transfektionsansatzes sowie des Kontrollansatzes verwendet.

V.2.3.4 Vorbereitung der Drosophila Kulturzellen fiir die SDS-PAGE

Die Kulturzellen (Konfluenz von 90 — 100 %) werden vorsichtig vom Boden der Kulturflasche gel6st
und in ein 15 ml Zentrifugenréhrchen Uberfihrt. Die Zellen werden 5 min bei 1000 rpm zentrifugiert,
der Uberstand verworfen und das Sediment 2 x mit Kulturmedium (ohne Serum und Antibiotika)
gewaschen. Das Sediment wird in 100 pyl SDS-Probenpuffer resuspendiert. Fir die SDS-PAGE
werden Aliquots von 5 — 10 pl eingesetzt.

V.2.3.5 Einfrieren und Auftauen von Kulturzellen

Zur Lagerung bei -70°C oder in flissigem Stickstoff werden die entsprechenden Kulturzellen durch
Trypsinbehandlung oder Pipettieren abgeldst, in Komplettmedium aufgenommen und in ein steriles
Zentrifugenrdhrchen Uberfihrt. Die Zellen werden schonend fir 5 min bei 1000 rpm (Hettich
Universal/K2S) sedimentiert und in Einfriermedium (7ml Komplettmedium, 2 ml FCS, 1 ml DMSO)
aufgenommen und in 1,5 ml Kryoréhrchen uberfihrt. DMSO verhindert bei langsamer Abkihlung die
Auskristallisierung des in den Zellen vorhandenen Wassers. Da es auch als starkes Zellgift wirkt,
werden die Kryoréhrchen sofort in eine Einfrierbox (NalgeneT'\’I Cryol C Freezing Container) tberfuhrt
und die Box bei -70°C eingefroren. Das in der Einfrierbox befindliche Isopropanol verhindert ein zu
schnelles Abkuhlen der Zellen und beugt somit der Kristallisierung vor.

Zum Auftauen der Zellen werden die Kryordhrchen im Wasserbad inkubiert. Die Zellsuspension wird
sofort nach dem Auftauen in ein steriles 15 ml Zentrifugenréhrchen mit 5 ml Komplettmedium
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Uberfiihrt. Die Lésung wird bei 1000 rpm fir 5 min zentrifugiert und der Uberstand mit dem Zellgift
DMSO sofort entfernt. Das Sediment wird in 6 ml Komplettmedium resuspendiert und in eine
Kulturflasche Uberfiihrt. Die Zellen werden entsprechend den Bedingungen der spezifischen Zelllinie
Uber Nacht im Brutschrank inkubiert. Am nachsten Tag wird das Nahrmedium abgesaugt und durch
frisches ersetzt, um eine ausreichende Nahrstoffversorgung der Zellen zu gewahrleisten und letzte
Ruckstande des DMSO zu entfernen.

V.24 Licht- und elektronenmikroskopische Methoden

V.2.4.1 Herstellung der Praparate fiir die Inmunfluoreszenz

V.2.4.1.1 Herstellung von Quetschpraparaten von Drosophila melanogaster

Zur Herstellung von Quetschpraparaten von Embryonen und werden zunachst mehrere Objektrager
zum Entfetten fir 2 min in Aceton gelegt und anschlielend trocken gerieben. Mit einer sauberen
Pinzette wird das embryonale oder larvale Gewebe auf einen Objekttrager gelegt, liberschissiges
Medium entfernt und mit einem runden Deckglas bedeckt. Durch leichtes Andriicken des Deckglases
werden die Zellen auf dem Objekttrager verteilt. Das Praparat wird auf einen auf -70°C gekuhlten
Metallblock gelegt und auf diese Weise schockgefroren. Nach ca. 10 sec wird mit einer Rasierklinge
das Deckglas abgesprengt und das Praparat an der Luft getrocknet.

V.2.41.2 Methoden der Fixierung von Kulturzellen, embryonalen und larvalen
Gewebe von Drosophila melanogaster

Um die Expression und Lokalisation spezifischer Proteine von Kulturzellen und embryonalen und
larvalen Geweben analysieren zu kénnen, missen die Zellen fixiert werden, um die Zellstrukturen zu
stabilisieren und zu permeablisieren. Im Rahmen dieser Arbeit wurden verschiedene Methoden der
Fixierung angewendet, abhangig von der Ldslichkeit der zu untersuchenden Proteine und davon, ob
eine Antikérperinkubation mit anschlieRender Dauerfixierung des Praparates durchgefiihrt werden
sollte, oder die Zellen nur einmalig fir Aufnahmen am CLSM verwendet werden sollten.

Fixierung mit Methanol/Aceton

Diese Fixierungsmethode wurde im Rahmen dieser Arbeit zur Analyse aller nicht I6slichen Proteine
(z.B. integrale Membranproteine, membranassoziierte Proteine) angewendet. Die mit Kulturzellen
bewachsenen Deckglaschen werden kurz in 1 x PBS gewaschen, um restliches Kulturmedium zu
entfernen, 5 min bei -20°C in Methanol fixiert und zur Dehydrierung 1 min bei -20°C in Aceton
inkubiert. Die Deckglaschen werden sofort in 1 x PBS Uberfinhrt.

Fixierung mit Formaldehyd/Triton X-100

Diese Fixierungsmethode wurde im Rahmen dieser Arbeit zur Analyse aller IGslichen Proteine
verwendet. Die mit Kulturzellen bewachsenen Deckglaschen bzw. das embryonale oder larvale
Gewebe von Quetschpraparaten wird 20 min in 3% Formaldehyd/PBS fixiert. Zur Entfernung des
Formaldehyds werden die Praparate 2 x 5 min in 1 x PBS gewaschen. Zur Permeabilisierung der
Zellmembranen werden die Praparate 5 min in 0,3% Triton X-100/PBS inkubiert. Abschlielend
werden die Praparate 2 x 5 min in 1 x PBS gewaschen.
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Fixierung mit Glutaraldehyd

Bei dieser Methode der Fixierung wird die Zelle in ihrem urspriinglichen, nicht entwasserten Zustand
erhalten. Da sie keine Antikorperinkubation zuldsst, kann sie nur zur einmaligen Analyse von
exprimierten GFP-Fusionsproteinen am CLSM herangezogen werden. Die Glutaraldehydfixierung
stellt somit eine geeignete Methode dar, um die Auswirkungen des GFP-Fusionsproteins auf die
Morphologie der Zelle zu untersuchen. Artefakte, die durch die oben genannten Fixierungsmethoden
und durch eine Antikoperinkubation mdglicherweise auftreten koénnen, konnen bei der
Glutaraldehydfixierung ausgeschlossen werden.

Die transfizierten Kulturzellen werden kurz in 1 x PBS gewaschen und 15 min mit einer
Glutaraldehydmischung inkubiert. Dazu wird einer Lésung im Verhaltnis 1:1 aus 1 x PBS und 2,5%
Glutaraldehyd mit lonen (2,5% Glutaraldehyd; 50 mM Cacodylat pH 7,2; 50 mM KCI; 2,5 mM MgCI2)
hergestellt. Nach der Inkubationszeit werden die Zellen mit 1 x PBS gewaschen und kdnnen bis zur
Verwendung bei 4°C in 1 x PBS gelagert werden. Zur Analyse am CLSM werden die Deckglaschen
aus dem 1 x PBS entnommen und mit 50% Glycerin in 1 x PBS eingebettet.

V.2.4.2 Selektive Permeabilisierung mit Digitonin

Die Permeabilisierung mit Digitonin ist abhangig vom Cholesteringehalt der Membranen. Wahrend
unter den gewahlten Bedingungen die Plasmamembran der Zelle bereits permeabilisierbar ist, bleibt
die Kernmembran intakt, und das Nukleoplasma sowie die innerer Kernmembran sind bei einer
anschliellenden Antikorperinkubation fiir die Antikdrper nicht zuganglich.

Durchfihrung:
Die auf Deckglaschen kultivierten Zellen werden mit 3% Formaldehyd/PBS fixiert. Die Halfte der

Deckglaschen wird als Kontrolle fir 10 min mit 0,1% Triton X-100 in PBS bei Raumtemperatur
permeabilisiert, die andere Halfte wird fir 5 min bei 4°C mit 40 mg/ml Digitonin in PBS inkubiert. Die
Deckglaschen werden zweimal fir je 4 min PBS gewaschen und fur die Antikdrperinkubation
verwendet.

V.2.4.3 Antikorperinkubation

Die fixierten, mit Zellen beschichteten Deckglaschen, Objekttrager oder Gewebe von
Quetschpraparaten werden kurz in 1 x PBS gewaschen. Zur Absattigung unspezifischer
Bindungsstellen werden die Praparate vor Beginn der Antikérperinkubation mit 0,5% BSA/PBS fur 5
min in einer feuchten Kammer inkubiert. Anschlielend erfolgt die Inkubation mit dem primaren
Antikorper. Die Antikdper werden entsprechend den Angaben in 0,5% BSA/PBS verdinnt. Nach
Ablauf der Inkubationszeit von 30 min werden die Praparate 2 x 5 min in 1 x PBS gewaschen. Es folgt
die Inkubation mit dem sekundaren, an einen Fluoreszenzfarbstoff (Texas Red, DTAF oder Cy2)
gekoppelten Antikérper, der entsprechend den Angaben in 0,5% BSA/PBS verdinnt wurde. Die
Inkubationszeit betragt ebenfalls 30 min, wobei 10 min vor deren Ende der Fluoreszenzfarbstoff
Hoechst in einer Verdinnung von 1:1000 in 0,5% BSA/PBS zugeflgt wird. Dieser interkaliert mit der
DNA, wodurch die Zellkerne lokalisiert werden kénnen. Nach Ablauf der Inkubationszeit werden die
Praparate 2 x 5 min in PBS gewaschen, fir 2 min in technischem Ethanol dehydriert und anschlie3end
in noch feuchtem Zustand in Moviol (Hoechst, Frankfurt) eingebettet. Die Praparate konnen bei 4°C
aufbewahrt werden und sind bis zu 6 Monate lang haltbar.
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V.2.4.4 Herstellung von whole-mount Praparaten von Drosophila
melanogaster

Praparation und Fixierung von Ovariolen

Adulte, weibliche Fliegen von Drosophila melanogaster werden mit CO, betdubt und der Kopf sowie
die Fligel werden mit einer feinen Schere abgetrennt. Die Fliegen werden in Drosophilapuffer
(V.1.3.5) Uberfuhrt und die Ovariolen vorsichtig mit einer Uhrmacherpinzette entnommen. Die
praparierten Ovariolen werden ein eine Schale mit PBS Uberfuhrt. Zur Fixierung werden die Ovariolen
zunachst fur 15 min in 3% Formaldehyd / PBS fixiert und dann fir weitere 15 min in 3% Formaldehyd /
1% Triton / PBS inkubiert. AnschlieRend folgen zwei Waschschritte zu je 5 min in 1% Triton/ 0,5%
BSA / PBS. Zur Permeabilisierung der Zellmembranen werden die Ovariolen in 1% Triton / PBS
Uberfuhrt und fir 30 min inkubiert.

Antikérperinkubation

Im Anschluss an die Fixierung erfolgt die Inkubation mit dem primaren Antikérper bei 4°C Gber Nacht.
Der Antikdper wird entsprechend den Angaben in V.1.6 in 1% BSA / PBS verdunnt. Am folgenden Tag
werden die Ovariolen fir 3 h in 1% BSA / PBS gewaschen. Zur Fixierung der primaren AntikOper
werden die Ovariolen fir 15 min in 3% Formaldehyd / PBS inkubiert. Anschlielend folgen zwei
Waschschritte zu je 20 min in 1% BSA / PBS, danach werden die Praparate fir 3 h mit dem
sekundaren Antiképer in vorgegebener Verdinnung inkubiert. Nach dieser Inkubationszeit wird der
Fluoreszenzfarbstoff Hoechst (Verdiinnung: 1:500 in 1% BSA / PBS) hinzugefiigt und fir 1 h inkubiert.
Zum Waschen werden die Ovariolen Uber Nacht in BSA / PBS tberfihrt. Am néchsten Tag werden die
Ovariolen in eine Mischung aus einem Volumenanteil PBS und einem Volumenanteil Glycerin (100%)
Uberfihrt. Auf einen gesauberten Objekttrager wird ein Tropfen PBS/Glycerin gegeben und die
Ovariolen darin eingebettet. Das Praparat wird vorsichtig mit einem Deckglas zugedeckt und bis zum
Mikroskopieren bei 4°C aufbewahrt.

V.2.4.5 Analyse am konfokalen Laser Scanning Mikroskop

Die fluoreszenzmikroskopische Analyse von Zellpraparaten am CLSM (Confocal Laser Scanning
Microscope, Typ TCS SP; Leica, Minchen) bietet die Mdglichkeit zur Untersuchung von Praparaten
verschiedener Dicken. Molekile unterschiedlicher Ebenen des Praparates erzeugen haufig mehrere
Ubereinander liegende Bilder. Die elektronische Bildverarbeitung des CLSM macht es mdglich, in
einem dicken Praparat eine ausgewahlte Ebene zu fokussieren, wahrend Fluoreszenzsignale, die
unter- und oberhalb der Fokusebene liegen, ausgeblendet werden. Damit wird ein klarer, optischer
Ausschnitt abgebildet. Anstatt wie in der gewohnlichen Fluoreszenzmikroskopie die gesamte Probe zu
beleuchten, fokussiert der Laser des CLSM immer nur einen einzelnen Punkt in einer bestimmten
Ebene. Die vom Praparat emittierte Fluoreszenz wird gesammelt und zu einem Bild
zusammengesetzt. Die Uber das Mikroskop-System direkt in das verwendete Computersystem
eingescannten Aufnahmen wurden im Rahmen dieser Arbeit mit Hilfe des Software-Programmes
Leica TCS NT Version 1.6.587 (Leica microsystems Heidelberg GmbH) bearbeitet. Im Rahmen dieser
Arbeit wurden GFP-Fusionsproteine sowie Texas-Red-, DTAF- und Cy2- markierte Strukturen
untersucht. Die Bearbeitung der aufgenommenen Bilder erfolgt Uiber das Computergraphikprogramm
Adobe Photoshop.
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V.2.4.6 Analyse am Zeiss Axiophot Stereo Fluoreszenzmikroskop

Zur Analyse der mit dem Fluoreszenzfarbstoff Hoechst markierten DNA transfizierter Zellen oder
embryonaler und larvaler Gewebe wurde das Zeiss Axiophot Stereo Fluoreszenzmikroskop
verwendet. In der Tabelle sind die Anregungswellenlangen fir die Detektion der entsprechend
markierten Strukturen, sowie der Wellenldngenbereich des emittierten Lichts aufgefuhrt. Die
Bearbeitung der aufgenommenen Bilder erfolgt Uber das Computergraphikprogramm Adobe
Photoshop.

GFP DTAF Cy2 Texas Red
Anregungswellenlange 488 nm 492 nm 490 nm 568 nm
Maximum des emittierten | 520 nm 568 nm 508 nm 570-580 nm
Lichts

V.2.4.7. Vorbereitung 24h alter Embryonen von Drosophila melanogaster fir
die elektronenmikroskopische Fixierung

Im Rahmen dieser Arbeit wurden mikroinjizierte, 24 h alte Embryonen verwendet. Da die Embryonen
nach der Mikroinjektion fest am Objekttrager haften und mit Voltaf-Ol (iberschichtet sind, miissen sie
mit grofRer Sorgfalt prapariert werden. Die Embryonen werden mit einer Uhrmacherpinzette
abgehoben und 2 x in H,O gewaschen, um alle Reste des Ols zu entfernen. Zur Praparation wird ein
Objektrager mit einem Tropfen 1% Agaroseldésung versehen. Nachdem der Tropfen erstarrt ist,
werden die Embryonen in der Mitte des Agarosetropfens platziert und mit einem weiteren Tropfen der
Agaroseldsung beschichtet.

Um ein Eindringen der Fixierungslésungen in das embryonale Gewebe zu ermdglichen, werden die
Embryonen mit einer ausgezogenen Pasteurpipette angestochen. Der vollstandig erstarrte
Agaroseblock wird mit einem sauberen Skalpell zu einem kleinen Wurfel getrimmt; die Embryonen
sollten sich in seiner Mitte befinden.

V.2.4.8 Fixierung mit Glutaraldehyd und Osmiumtetroxid

Durch die Fixierung mit Glutaraldehyd werden die Aminosauren der Proteine miteinander vernetzt und
so die Abstande der Molekiile im Praparat fixiert. Die Erh6hung des Kontrastes eines Praparates
erfolgt durch die Inkubation mit Osmiumtetroxid und alkalischen Schwermetallsalzlésungen. Das
Osmiumtetroxid erniedrigt durch Anlagerung an Doppelbindungen die Valenzstufe der Atome von acht
auf sechs, wodurch es zu einer Schwéarzung des Praparates kommt. Im Rahmen dieser Arbeit wurde
dieses Fixierungsverfahren bei Embryonen von Drosophila melanogaster angewendet.

Durchfiihrung:

Die im Agaroseblock fixierten Embryonen werden fir 5 min bei 4°C in einer 2,5% gepufferten
Glutaraldehydlésung inkubiert und anschlieend 1 x mit 50 mM Cacodylatpuffer gewaschen. Das
Praparat wird fir 2 h bei 4°C in 1% OsO,, 0,1% Glutaraldehyd, 0,2 M Cacodylat fixiert. Nach 5
Waschschritten zu je 5 min in H,O erfolgt die Kontrastierung mit 0,5% Uraaylacetat bei 4°C Uber
Nacht. Im Anschluss an die Kontrastierung erfolgt die Entwasserung des Praparates.
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Entwéasserung:
Die sich an die Fixierung mit Glutaraldehyd anschlieRende Entwasserungsreihe wird auf Eis

durchgefiihrt. Nach jedem Entwéasserungsschritt wird der Uberstand vorsichtig abgenommen.
Aufsteigende Ethanolreihe:

30 min 50 % Ethanol
30 min 70 % Ethanol
30 min 90 % Ethanol
30 min 96 % Ethanol
30 min 100 % Ethanol
30 min 100 % Ethanol
30 min 100 % Ethanol

Fir die Epon-Einbettung von mit Glutaraldehyd-fixierten Embryonen werden im Anschluss an die
Ethanolreihe drei Inkubationsschitte in Propylenoxid zu je 30 min auf Eis durchgeflhrt.

Epon Einbettung:
Nach der Entwasserung werden die Praparate in einer 1:1 Mischung aus Propylenoxid und Epon bei

Raumtemperatur Uber Nacht inkubiert. Am nachsten Tag erfolgen 3 Inkubationsschritte in Epon mit
1/50 Volumen DMP-30 (Beschleuniger) zu je 2 h. Danach wird die Suspension im gedffneten Gefa
durch Inkubation bei 60°C flr 3-4 Tage ausgehartet.

V.2.4.9 Anfertigen der Ultradiinnschnitte

Zur Vorbereitung der Schnittflache wird der Praparateblock in einen Halter gespannt, der in einem
Untersatz unter der Stereolupe befestigt wird. Wahrend des sog. Trimmens wird das Epon um das
Praparat mit einer Rasierklinge entfernt, so dass eine pyramidenférmige Schnittflache mit einer
Kantenlange von ca. 0,5 mm entsteht. Der Eponblock wird in ein Ultramikrotom eingespannt. Mit
einem Glasmesser werden einige Semidiinnschnitte angefertigt, die nach dem Ubertragen auf einen
Objektrager unter dem Lichtmikrosop betrachtet werden kdnnen. Wenn die Schnittebene flir einen
Ultradiinnschnitt geeignet ist, wird der Harzblock wieder eingespannt und das Glasmesser gegen ein
Diamantmesser ausgetauscht, mit dem die Ultradiinnschnitte angefertigt werden. Die Dicke der
Schnitte betragt 60 — 80 nm. Die Schnitte werden auf ein mit Pioloform beschichtetes Nickelnetz
Ubertragen und getrocknet. Zur Aufbewahrung werden die Kupfernetze in eine ,Grid-Box“ gelegt.

V.2.4.10 Aufnahmen am Zeiss EM 10 und Entwicklung der Negative

Die Analyse am Transmissions-Elektronenmikroskop diente im Rahmen dieser Arbeit zur
Untersuchung der Morphologie der Zellen mikroinjizierter Embryonen. Zur Erhéhung des Kontrastes
werden die Schnitte erst mit Uranylacetat (in EtOH) und anschlief3end mit Bleicitrat gefarbt.

Die elektronenmikroskopischen Aufnahmen wurden mit einer eingebauten Kamera mit automatischer
Belichtungssteuerung hergestellt. Die Planfiime (Kodak) werden mit dem EM-Negativentwickler
Kodak-D19 (Kodak) entwickelt. Danach werden die Filme im Tetenal Schnellfixierbad fixiert. Von den
Negativen werden mit einem VergrolRerungsapparat (Focomat; Durst, Brixen) Positivabziige auf
Fotopapier (Brovira Speed, Harten 1-5; Agfa, Leverkusen) hergestellt. Die Abziige werden in Neutol
Positiventwickler (Agfa) entwickelt und im Fixierbad fiir Positive (Tetenal Fixiersalz; Agfa) fixiert.
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V.25 Spezifische Methoden fir die Arbeit mit Drosophila
melanogaster

V.2.5.1 Haltung von Drosophila melanogaster

Die Haltung von Drosophila melanogaster erfolgt auf einem Standardmedium folgender
Zusammensetzung:

1 I Wasser

180 g Maisgrief3

10 g Sojamehl

18,5 g Cenovis (Bierhefe)
7,5 g Agar-Agar

40 g Diamalt

40 g Zuckerrliibensirup
1 TL Nipagin

Die Haltung der Stammlinien erfolgte bei 25°C, auch die Kreuzungen wurden bei 25°C durchgefihrt.
Zur Gewinnung von Eiablagen wurde ein spezielles Medium aus Agar und Apfelsaft verwendet. Zur
Stimulation der Eiablage wurden die Platten kurz vor der Verwendung mit Hefe bestrichen.

V.25.2 Kreuzungen

Durch Kreuzung von Fliegen unterschiedlichem Genotyp ist die gezielte Selektion eines gewlnschten
Genotyps moglich. Fir die gezielten Einzelkreuzungen werden frisch geschlipfte, stets jungfrauliche
Fliegen gleichen Alters verwendet, um einen einheitlichen Genotyp in der nachfolgenden Generation
zu erhalten.

V.2.5.3 Stabilisierungschromosomen

Mutationen wurden in stabilisierten, heterozygoten Stammlinien gehalten. Mit Hilfe von
Stabilisierungschromosomen wird ein Crossing over zwischen den beiden homologen Chromosomen
wirksam ausgeschlossen. Im Rahmen dieser Arbeit wurden fir das 2. Chromosomenpaar der
Balancer CyO-In(2LR)0 sowie der CyO/GFP-Balancer (Rudolph et al., 2000) verwendet. Eine
ausfuhrliche Beschreibung der verwendeten Mutationen ist in Lindsley und Zimm (1992) zu finden.

V.2.5.4 Inverse PCR zur Lokalisation des Insertionsortes von PZ-Elementen

Die Lokalisation des Insertionsortes von P-Elementen kann mit spezifischen Primern flr das 5- oder
3-Ende des integrierten P-Elementes bestimmt werden. Die genomische DNA wird mit
unterschiedlichen Restriktionsenzymen, deren Schnittstellen sich in 5’- oder 3’-Orienierung bezlglich
des P-Elementes befinden, geschnitten, wodurch Fragmente entstehen, die genomische DNA und
/oder Sequenzen des P-Elementes enthalten. Die Fragmente werden durch Ligation zirkularisiert und
die genomischen Bereiche, die sowohl einen Teil der Region des P-Elementes, als auch die
angrenzende Region der genomischen DNA aufweisen, mit den spezifischen Primern amplifiziert. Die
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Basenabfolge der spezifischen PCR-Produkte kann nach der Sequenzierung mit den Datenbanken
verglichen werden, und der Lokalisationsort des integrierten P-Elements durch den Vergleich der
Analyse der angrenzenden genomischen Region bestimmt werden. Im Rahmen dieser Arbeit wurden
die spezifischen Primer fir das PZ-Element verwendet (Pry2/Pry1; Plac4/Plac1). Als
Restriktionsendonukleasen wurden Sau 3Al und Cfol verwendet.

5 PZend 3’PZend

Sau3A | Sau3A |
Cfo Cfo

Pry1
\Q\ | Pyt Pry2

Plac1 Plac4
— —>

Inverse
terminal
repeat

Inver se
! terminal
repeat

Sa“|3A|CIfoI Sau|3AI C{o |

Abb. 89: PZ — Element: Lage von Schnittstellen und spezifischen Primern

Durchfiihrung:
Die isolierte und gereinigte genomische DNA der zu untersuchenden P-Elementlinie wird in zwei

separaten Restriktionen mit den Endonukleasen Sau 3Al oder Cfol flir 3 h bei 37°C inkubiert.

Ansatz: 17 ul genomische DNA
2 pl Puffer (NEB Sau 3Al oder BRL1 10x Puffer)
2 ul Sau 3Al oder Cfol
1 yl RNase A (20pg/ml)
0,5 yl BSA (100x) bei der Restriktion mit Sau 3Al

Die Inaktivierung der Restriktionsenzyme erfolgt durch Inkubation fir 20 min bei 65°C

Die durch die Restriktion entstandenen Fragmente werden bei 4°C Uber Nacht ligiert. Dabei bilden
sich unterschiedliche zirkularisierte DNA-Fragmente, die sowohl genomische DNA, als auch den
genomischen Bereich der P-Element Insertion enthalten kdnnen.

Ansatz: 20 pl der Restriktion der genomischen DNA
10 pl T4-DNA Ligase Puffer (10x)
2 yl T4-DNA Ligase
58 pl dd H2O

Der Ligationsansatz wird mit Ethanol geféllt (V.2.1.1.1) und aufgereinigt. Die aufgereinigten DNA-
Fragmente werden in der folgenden PCR mit den fir das P-Element spezifischen Primern ampilifiziert,
wodurch die zirkularen Fragmente amplifiziert werden, die den 5’- bzw. 3’-Bereich des P-Elementes
sowie einen Teil der genomischen DNA beinhalten. Fir jeden der folgenden Ansatze wurde die PCR
nach folgenden Ansatz und Temperaturprofil durchgefihrt.

Ansatze: Sau 3Al, Pry-Primer
Cfol, Pry-Primer
Sau 3Al, Plac-Primer
Cfol, Plac-Primer
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PCR-Ansatz Temperaturprofil (30 Zyklen)
10,0 i DNA (aus Ligation) 94 °C 3 min

50 ul 10 x Puffer ohne MgCI2 94 °C 30 sec

5,0 ul MgCI2 (25mM) 60 °C 30 sec

1,0 ul dNTP’s (10mM) 72 °C 2 min

2,5 ul Primer Pry2 oder Plac4 (20uM) 72 °C 10 min

2,5 ul Primer Pry1 oder Plac1 (20uM)
0,5 ul Taqg-Polymerase (5U/pl)
24,5 ul dd H20

Die amplifizierten PCR-Produkte werden anschliefend gelelektrophoretisch aufgetrennt und durch
Gelextraktion isoliert. Durch Sequenzierung der DNA-Fragmente mit den fir die PCR eingesetzten
Primern wird die Basenabfolge ermittelt und mit den entsprechenden Datenbanken verglichen.

V.2.5.5 Mikroinjektion

Zur Eiablage werden Fliegen der Stammlinie Wildtyp Berlin flr einen Zeitraum von 2 h auf die mit Hefe
bestrichenen Eiablageplatten gesetzt. Das Vorgelege wird verworfen und die Fliegen alle 30 min auf
neue Platten umgesetzt. Die so gewonnenen Eier werden sofort fir die Mikroinjektion vorbereitet, da
sie zum Zeitpunkt der Mikroinjektion nicht alter als 1 h sein sollten. Die Vorbereitungen sowie die
Mikroinjektion werden bei 18°C durchgefihrt, wodurch die Embryogenese verzdgert wird. Die Eier
werden von den Platten entfernt und in einer Kollektorvorrichtung durch Inkubation fiir 45-60 sec mit
einer wassrigen Natriumhypochloritldsung (7%) dechorionisiert. Die mit H,O gewaschenen und
dechorionisierten Eier werden auf einen Gitternetzfilter Ubertragen und in posteriorer Ausrichtung
aufgereiht. Nach dem Aufreihen werden die Eier auf einen mit n-Heptan Kleber bestrichenen
Objekttrager Ubertragen und zur Fixierung in einer Schale mit trockenem Silicagel fir 30 min inkubiert.
Das Trocknen ermdglicht die Injektion zusatzlicher Flissigkeit in den Embryo. Die Injektionsnadel wird
in dieser Zeit unter dem Mikroskop auf die gewiinschte Lange gekirzt, so dass der Durchmesser
ungefahr ¥4 des posterioren Pols des Embryos betragt. Die Injektionsnadel wird unter dem Binokular
mit dem zu injizierenden Plasmid oder der dsRNA geflllt. Die fixierten Embryonen werden mit Voltalef
10S-0l beschichtet und mit dem posterioren Pol zur Injektionsnadel weisend auf dem Objekttisch
ausgerichtet. Die Mikroinjektion wird unter dem Mikroskop durchgefiihrt, indem die Injektionsnadel
fokussiert, die Vitellinmembran des Embryos durchstof3en und die Injektionsldsung mit leichtem Druck
in den Embryo gespritzt wird. Alle Embryonen, die nicht erfolgreich injiziert werden konnten, werden
mit der Nadel zerstort, um ihre weitere Entwicklung zu verhindern. Die Objekttrager werden in einer
feuchten Kammer bei 18°C inkubiert und die Embryonen nach 24 h bzw. die sich entwickelnden
Larven nach 48 h analysiert.

V.2.6 Gaschromatographische und massenspektrometische
Untersuchungen

Im Rahmen dieser Arbeit wurden Intermediate des Sterolstoffwechsels von transformierten Hefezellen
mit Hilfe eines Gaschromatographen-Massenspektrometers (GC/MS) untersucht. Dieses Gerat ist die
Kopplung eines Massenspektometers mit einem Gaschromatographen.
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In einem Gaschromatographen werden gasférmige Substanzen in ihre Komponenten aufgetrennt. Das
zu analysierende verdampfbare Fliissigkeitsgemisch wird in einer heizbaren Trennsaule verdampft.
Mit Hilfe eines Tragergases als mobile Phase werden die Substanzen in der Saule chromatographisch
aufgetrennt. Die getrennten Substanzen erreichen so nacheinander das Ende der der Saule und
kénnen durch einen Detektor gemessen und als Peaks am Computer angezeigt werden. Nach der
gaschromatographischen Auftrennung werden die Substanzen am Ende der Saule direkt in einen
Massenspektrometer geleitet, wo sie der Reihe nach ionisiert und ihre relativen Molekulmassen
bestimmt werden kénnen. Das Massenspektrometer erzeugt aus der Substanz gasférmige lonen und
trennt diese nach ihrem Verhéltnis von Masse zu Ladung auf. Das so entstandene Massenspektrum
gibt Auskunft dariiber, welche lonen bei der lonisierung der Substanz in welcher relativen Menge
entstanden sind.

Im Rahmen diese Arbeit wurden die Sterole von transformierten Hefezellen untersucht. Da jedes
Sterol bei der massenspektrometrischen Auftrennung ein bestimmtes Fragmentierungsmuster
erzeugt, wurden die Sterole durch den Vergleich mit einer Spektrenbibliothek identifiziert.

V.2.6.1 Vorbereitung von transformierten Hefezellen

Zur gaschromatographischen / massenspektrometrischen Analyse missen die Sterole aus den
transformierten Hefezellen isoliert werden.

Durchfihrung:
100 ml YPAD-Medium werden mit den transformierten Hefezellen angeimpft und bei 30°C auf dem

Rundschdttler inkubiert, bis eine OD600 von 0,6 erreicht ist. Die Hefezellen werden bei 2000 g und
4°C far 5 min sedimentiert. AnschlieRend folgen zwei Waschschritte mit je 45 ml 0,1 M
Kaliumphosphatpuffer (pH 7,4), der mit Ethanol (1% vol/vol) versetzt wurde und ein Waschschritt mit
45 ml 0,1 M Kaliumphosphatpuffer. Das Hefesediment wird in methanolischer 40% KOH L&sung,
welche mit Pyrogallol versetzt wurde, resuspendiert. Die Lésung wird in einem Rundkolben, der mit
einem RuUckflusskihler verbunden ist bei 90°C 1h lang erhitzt, wodurch die Hefezellen verseift
(hydrolytische Spaltung) werden. Die Zellkomponenten, die eine Estergruppe (z.B. Fette) tragen,
werden durch die Inkubation mit KOH hydrolytisch gespalten; aus Fetten entstehen Glycerin und die
Kaliumsalze der entsprechenden Fettsduren. Nach dem AbklUhlen des Gemisches erfolgt die
Extraktion der Sterole mit n-Hexan, wodurch sich 2 Phasen bilden. Die untere, wassrige Phase wird
abgelassen und die farblose obere, sterolhaltige Phase in ein kleines Gefal} fir die GC/MS Analyse
Uberfuhrt. Durch die Begasung mit Stickstoff verflichtigt sich ein Teil des Lésungsmittels und die
Sterole werden in der Lésung konzentriert, die am GC/MS analysiert werden kann.

V.2.6.2 GC/MS Analyse von transformierten Hefezellen

Die im Rahmen dieser Arbeit durchgefiihrten GC/MS Analysen wurden mit dem GC 8060, Fisons
Instruments MD800 (Thermo Finnigen, Frankreich) durchgefihrt. Der Injektor hatte eine Temperatur
von 250°C. Es wurde folgendes Temperaturprogramm durchlaufen: Die Saule (DB5 MS mit 250um
Durchmesser und 0,25um Schichtdicke) wurde von 60°C auf 300°C in einem Intervall von 5°C/min
aufgeheizt, wobei 300°C 10min lang konstant gehalten wurden. Als Tragergas wurde Helium
verwendet, das mit einem konstanten Druck von 90kPa die Saule durchfloss. Zum lonisieren wurden
70eV benutzt. Die GC/MS Analyse wurde am Lehrstuhl fir Pharmazie und Lebensmittelchemie
(Universitat Wirzburg) von Prof. Schreier durchgefiihrt.
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VII.

VII1.

Abb.
APS
AS
BAF
bp
BSA
ca.
CLSM
dd
ddNTP
DMSO
dsRNA
DTT
DNA
ECL
EDTA

MCS
mg

min
miRNA
mi

mM
mRNA

Anhang

Abkiirzungen

Abbildung

Ammoniumpersulfat

Aminosaure
Barrier-to-Autointegration Factor
Basenpaare

Rinderserumalbumin

circa

Confocal Laser Scanning Microscope
bidestiliert

2’,3’-Didesoxynukleotid
Dimethylsulfoxid

doppelstrangige Ribonukleinsaure
Dithiotreitol
Desoxyribonukleinsaure
Enhanced Chemiluminescence
Ethyldiamintetraessigsaure
Endoplasmatisches Reticulum
Fotales Kalberserum

Gramm bzw. Standardwert der Erdbeschleunigung
Green Fluorescent Protein
Stunde

Immunfluoreszenz

Immunglobulin
Immunprazipitation
Isopropyl-R-D-thiogalactopyranosid
Liter

Lamin assoziiertes Polypetid
Lamin B Rezeptor

Kilodalton

Meter

Molar

Milli-Ampere

multiple cloning site

Milligramm

Minute

microRNA

Milliliter

Millimolar

messenger RNA
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NPC
nm
oD
PAGE
PCR
PMSF
PBS
RdRp
RISC
RNA
RNAI
rpm
RT
SDS
sec
stRNA
TEMED
Tris

Vol
wiv

Mikro

Nuclear pore complex (Kernporenkomplex=
Nanometer

Optische Dichte

Polyacrylamid Gelelektrophorese
Polymerase Ketten Reaktion
Phenylmethylsulfonylfluorid
Phosphatgepufferte Salzlésung
RNA-dependend RNA-Polymerase
RNA-induced Silencing Complex
Ribonukleinsaure

RNA interference

Umdrehungen pro Minute (rounds per minute)
Raumtemperatur
Natriumdodecylsulfat

Sekunde

Small Temporal RNA
N,N,N",N"-Tetramethylendiamin
Tris-(hydrothymethyl)-aminoethan
Unit

Volt

Volumen

Gewicht pro Volumen

230



VII. Anhang

VIil.2 Verwendete Primer

Drosophila Lamin B Rezeptor

dLBR (1-741) pBluescript SK
Upstream-Primer: 5= TTT TCT AGA ATG CAG CAC TCG CCG AGC A - 37
Downstream-Primer: 5°- TTT GGA TCC TTA GTA GAC CCT GGG CAG G - 3~

dLBR (17-334) pEGFP N1
Upstream-Primer: 5°- AAC TCG AGA TGC AGG CAC GTT TTT TCG ACC GCA ATT - 3°
Downstream-Primer: 5"- TTG GTA CCC TGG CCG TAC AGC TCC ATGTC - 3~

dLBR (17-262) pET21a
Upstream-Primer: 5°- AAC ATA TGC GTT TTT TCG ACC GCA ATT CAT ACA C - 3~
Downstream-Primer: 5°- AAC TCG AGA CGC TTG GAG GAC TTC TCA TCG TCG - 3~

dLBR (1-741) pYX212
Upstream-Primer: 5°- TTT GAA TTC ATG CAG CAC TCG CCG AGC A - 3~
Downstream-Primer: 5°- TTT CTC GAG TTA GTA GAC CCT GGG CAG G - 3~

Drosophila Bocksbeutel-a

Bocksbeutel-a (1-399) pBluescript SK
Upstream-Primer: 5°- AAC TCG AGA ATG TCG GAC CTT TCT TAC CT - 3~
Downstream-Primer: 5°- AAT CTA GAT CAG GCG TTG GGT GTC AAT ACC ACG TAC - 3~

Bocksbeutel-a (1-399) pEGFP-N1

Upstream-Primer: 5'- AAC TCG AGA ATG TCG GAC CTT TCT TAC CT - 3°

Downstream-Primer: 5°- AAG GTA CCG CGT TGG GTG TCA ATA CCA CGT ACA CCA TGG
TGG CCA GCA TCA C - 3~

Bocksbeutel (30-176) pET21a
Upstream-Primer: 5°- AAA CAT ATG ACG GAC AGC ACC CGC AGC GTC - 3°
Downstream-Primer: 5°- AAA CTC GAG CTG GTC AAC TTC GCG TGT GTA - 3°

Bocksbeutel-a (Fragment: Nukleotide 261-1094) pET21a

Upstream-Primer: 5°- GCA GGA CGC ACT AGC AGC AA - 37

Downstream-Primer: 57— CAC CAT GGT GGC CAG CAT CAC TGA CAC TAC CAA TAT TAA
GTA GAA TTT GAG ATT - 37
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Bocksbeutel-a (Fragment: Nukleotide 826-1094) pET21a

Upstream-Primer:

Downstream-Primer:

Drosophila Bocksbeutel-f§

Bocksbeutel-B (1-351) pBluescript KS
Upstream-Primer: 5°- AAT CTA
Downstream-Primer: 5°- TTG GAT
Bocksbeutel-B (1-351) pEGFP-C2

Upstream-Primer: 57— AAT CTA
Downstream-Primer: 5°- TTG GAT
Bocksbeutel-B (1-351) pEGFP-N1

Upstream-Primer: 5°- AAC TCG

Downstream-Primer: 5—- TTG GTA

GAA
CCT

GAA
CCT

AGA
CCT

TGT
CAC

TGT
CAC

ATG
GAC

Drosophila Barrier-to-Autointegration Factor

dBAF (1-80) pET21a
Upstream-Primer: 5°- AAC ATA
Downstream-Primer: 5°- AAC TCG

dBAF (2-80) pEGFP-C2
Upstream-Primer: 5°- AAC TCG

Downstream-Primer: 5"—- AAG GTA

dBAF (1-80) pEGFP-N1
Upstream-Primer: 57— AAC TCG

Downstream-Primer: 5—- TTG GTA

TGT
AGA

AGG
CCT

AGA
CCA

CGG
AGA

TCG
TAC

ATG
AGA
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CGG
TGA

CGG
TGA

TCG
ACA

GCA
ACT

GGC
AAG

TCG
ACT

5°- CCG ACC ACC GCA GTA AAC
5°- CAC CAT GGT GGC CAG CAT
GTA GAA TTT GAG ATT - 3°

ACC
CAC

ACC
CAC

GAC
GAG

CAT
CCT

ACA
AAC

GGC
CCT

AC

CAC TGA CAC TAC CAA TAT TAA

TTT
AGA

TTT
AGA

CTT
GTT

CGC
CGC

TCG
TCC

ACA
CGC

3

CTT
GGT

CTT
GGT

TCT
TTC

AGA
ACC

CAG
TCG

TCG
ACC

ACC
TTT

ACC
TTT

TAC
TAG

AAC
AAT

AAA
CAC

CAG
AAT

TGG
CTA

TGG
CTA

CTG
CCA

ACA
CGT

CAC
CAA

AAA
CGT

ACA CGT -

GCC AG -

ACA CGT -

GCC AG -

G - 37
GC - 37

GGA - 37

TGA GAC AG -

A - 37

3

3

3

3

3

TCG TTG A - 3~

TGA G -
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RNAi-Primer

Jeder der eingesetzten Primer setzt sich aus der T7 Polymerase Bindungsstelle

5°- GAA TTA ATA CGA CTC ACT ATA GGG AGA - 3’

gefolgt von der spezifischen Sequenz zusammen:

dLBR (RNAI)

Upstream-Primer: 5°- CCC AGT CCA AGC AGC CCA GCC - 3~
Downstream-Primer: 5°- GCA AAG GCA CCC ACC ACT CGT - 3~
Bocksbeutel (RNAI)

Upstream-Primer: 5°- TCG GAC CTT TCT TAC CTG GAC - 3~
Downstream-Primer: 5°- TTG GCG AAA TGG GTG AAG AAA GTT - 3~
dBAF (RNAI)

Upstream-Primer: 5°- ATG TCG GGC ACA TCG CAG AAA - 3°
Downstream-Primer: 5°- CAA GAA CTC CTC GCA CCA ATC - 3~
Otefin (RNAI)

Upstream-Primer: 5°- ATG GCC GAT GTG GAC GAT TTT GAT - 3°
Downstream-Primer: 5°- ACC GGT GCT GGG TTG CTC GCA TA - 3~
Lamin DmO (RNAI)

Upstream-Primer: 5°- ATG TCG AGC AAA TCC CGA CGT - 3~
Downstream-Primer: 57— GCG ACT GCT TCA ACT TGG CAT C - 3~
Lamin C (RNAI)

Upstream-Primer: 5°- ATG TCA GCA CGC CGC GTC - 3~
Downstream-Primer: 5°- TCA CCA GTT CCT GGA GCG A - 3~
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