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1. EINLEITUNG 1

1. EINLEITUNG

Im Gegensatz zu Prokaryoten (Eubakterien und Archaebakterien) besitzen eukaryotische Zellen einen
Zellkern. Franz Bauer (1802) war der erste, der dieses Zellorganell beschrieben hat (Dundr und
Misteli, 2001). Im Jahre 1825 entdeckte Jan Evangelista Purkinje in Hihneroozyten transparente
flussigkeitsgefiillte Kugeln, welche er vesicula germinativa (Keimblaschen, germinal vesicles) nannte
(Purkinje, 1830). Wenige Jahre spéter fand Robert Brown &hnliche aber kleinere Vesikel in

Pflanzenzellen und gab ihnen den Namen ,,nucleus” (Kern) (Brown, 1833).

1.1. Der Zellkern

In eukaryotischen Zellen ist die Transkription im Zellkern von der Translation im Zytoplasma
raumlich getrennt. Dies ermdglicht die Regulierung der Genexpression sowie der Qualitatskontrolle
der Transkripte. Allerdings stellt die Kernhlle fir Molekule eine Barriere dar, die meist nur durch
einen energieverbrauchenden Transport tberwunden werden kann. Die Entstehung des Zellkerns gibt

nach wie vor Rétsel auf und ist Gegenstand kontroverser Diskussionen.

1.1.1. Die Entstehung des Zellkerns

Zur Herkunft des Zellkerns gibt es derzeit drei kontrovers diskutierte Hypothesen (Pennisi, 2004):
Eine Hypothese besagt, der Zellkern sei durch die Symbiose eines Archebakteriums in einem gram-
negativen Eubakterium entstanden (Ribeiro und Golding, 1998; Lopez-Garcia und Moreira, 1999).
Vergleichende Genom- und Proteinanalysen zeigten eine Mosaikstruktur der Eukaryotengenome.
Eukaryotengene, die mit Transkription, Replikation, Zellzyklusfunktionen, Zellkernarchitektur oder
Ribosomengenese in Verbindung stehen, sind den Genen von Archebakterien &hnlicher als
entsprechende Bakteriengene. Umgekehrt verhielt es sich mit Genen, die in zytoplasmatische
Funktionen wie Metabolismus, Stressantwort, Entgiftung und Protein- und lonentransport involviert
sind. Sie sind den bakteriellen Genen &hnlicher (Gupta, 1998; Horiike et al., 2004). Die Kernhiille
konnte durch Einstllpungen der Wirtszellmembran entstanden sein, nachdem das Archaebakterium
seine Zellmembran verloren hat (Gupta, 1998).

Eine andere Hypothese geht davon aus, der Zellkern sei bereits vor der Abspaltung der drei grof3en
Reiche Eukaryoten, Archebakterien und Eubakterien entstanden. Die meisten Prokaryoten hatten den
Zellkern jedoch verloren. Tatséchlich existieren Bakterien, die zellkernahnliche Strukturen aufweisen.
Bei Gemmata obscuriglobus, einem Planctomyceten, wurde ein mit einer Doppelmembran
umschlossener Bereich detektiert, welcher RNA und DNA mit RNA- und DNA-prozessierenden
Proteinen enthielt. Neben kernporendhnlichen Strukturen in der Doppelmembran konnten erste
Hinweise auf Nukleoporingene gefunden werden (Pennisi, 2004; Fuerst, 2005).

Die Hypothese der viralen Eukaryogenese geht von einer Entstehung der Eukaryoten durch drei

phyllogenetisch nicht verwandte Organismen aus. Ein lysogenes, Pockenvirus-ahnliches DNA-Virus
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wurde zum Zellkern in der Archea-Wirtszelle, ein a-Proteobakterium zum Mitochondrium. Infolge der
dauerhaften Lysogenie konnte die Komplexitat des Virusgenoms durch Aufnahme von Genen des
Archebakteriums und des a-Proteobakterium erhoht werden, wéhrend das Genom der Wirtszelle und
des Mitochondriumvorldufers reduziert wurde. Diese Hypothese wird durch viele Gemeinsamkeiten
von bestimmten groBen DNA-Viren und den eukaryotischen Zellkernen gestltzt. Beide besitzen zum
Beispiel ein membranumgrenztes DNA-Genom aus linearen Chromosomen mit Telomeren und bilden

MRNAs mit Kappen, die in das Zytoplasma zur Translation ausgeschleust werden (Bell, 2006).

1.1.2. Strukturen desZellkerns

Der Zellkern ist ein hochdynamisches membranbegrenztes Zellorganell und enthalt neben dem
Chromatin weitere Kerndoménen wie Nukleoli und eine Fille von Kernkdrperchen, die durch
technische Verfeinerungen vor allem der Fluoreszenzmikroskopie zunehmend identifiziert und
charakterisiert werden. In der Abbildung 1.1. (Spector, 2001) sind fluoreszenzmikroskopische

Darstellungen ausgewdhlter Zellkernbestandteile gezeigt.
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Abb. 1.1.: Kerndomanen und ihre Darstellung in der |mmunfluoreszenz (Spector, 2001).
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Begrenzt wird der Zellkern von der Kernhille, einer Doppelmembran aus dufierer und innerer
Kernmembran und den Kernporen. Die duBere Kernmembran geht in das endoplasmatische Retikulum
uber und ist oft mit Ribosomen besetzt. Assoziiert mit der inneren Kernmembran ist die Kernlamina,
die aus den Laminen A/C und B besteht. Die Lamine gehéren zur Familie der Intermediarfilamente
und spielen beispielsweise beim Aufbau der Kernhille und bei der Organisation des
Interphasenchromatins eine Rolle (Krohne et al., 2005). Die Kernporenkomplexe (siehe 1.2.1.),
ungefdhr 40 Millionen Kernporen in Xenopus-Oozyten und wenige Tausend in somatischen
Saugerzellen, sind in die Kernhille eingebettet (Scheer et al., 2005). Sie erlauben einen
Stoffaustausch zwischen Kern und Zytoplasma.

Die Chromosomen sind in so genannten Chromosomenterritorien lokalisiert (Cremer et al., 2006). Der
Begriff Chromosomenterritorium geht auf Theodor Boveri (1909) zurtick. Aktive und inaktive Gene
lokalisieren eher an der Oberfliche, nichtkodierende Sequenzen im inneren der
Chromosomenterritorien (Kurz et al., 1996, Verschure et al., 1999). AuBerdem sind genreiche
Chromosomen sowie genreiche Chromosomenabschnitte mehr im Kerninneren, genarmere in der
Peripherie zu finden (Boyle et al., 2001; Sadoni, 1999). Hierzu passt der Befund, dass in weiblichen
Zellen das transkriptionell inaktive X-Chromosom (,,Barr-Kérperchen) in der Zellkernperipherie zu
finden ist (Barr und Bertram, 1949; Lyon, 1961).

Der Nukleolus (siehe 1.3.1.1.) ist der Ort der rRNA-Synthese, rRNA-Prozessierung und
Zusammenbau der Praribosomenuntereinheiten. Er besteht aus dem fibrillaren Zentrum (FC), der
dichten fibrillaren Komponente (DFC) und der granuldaren Komponente (GC) (Scheer und Hock,
1999). In menschlichen Zellen existieren etwa 150 bis 200 Kopien der rDNA im haploiden Genom
(Schwarzacher und Mosgoeller, 2000) an den Nukleolus-Organisator-Regionen (NORS) der
akrozentrischen Chromosomen 13, 14, 15, 21 und 22. Neben seiner Aufgabe als Ribosomenfabrik
nimmt er Aufgaben bei der Kontrolle des Zellzyklus, der Biogenese von Ribonukleoproteinpartikel,
der Regulation von Tumorsupressor- und Onkogenaktivitaten und der Zellalterung wahr (Pederson
und Politz, 2000; Olson und Dundr, 2005).

Die Cajal-Kdrperchen sind benannt nach ihrem Erstbeschreiber, Santiago Ramoén y Cajal (1903), der
sie als kleine spharische Korperchen im Zellkern von Neuronen entdeckte. lhre Aufgabe ist die
Vorbereitung von RNA-Transkriptions- und Prozessierungskomplexen, bevor diese zu den Speckles,
Chromosomen und Nukleolen transportiert werden. Neben vielen anderen Faktoren findet man in den
Cajal-Korperchen p80-Coilin (Andrade et al., 1991; Wu et al., 1994), RNA-Polymerase |, Il und III,
TFIIA (Gall et al.,, 1999), snRNP- und snoRNP-Komponenten sowie Fibrillarin (Gall, 2000).
Aulerdem enthalten Cajal-Kérperchen, die mit den Telomeren assoziiert sind, wahrend der S-Phase
des Zellzykluses die RNA-Komponente hTR und die reverse Transkriptase-Komponente hTERT der
Telomerase (Tomlinson et al., 2006; Jady et al., 2006).

In somatischen Zellen finden sich ungefédhr 25 bis 50 Speckles, auch Spleififaktor-Kompartiment
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genannt, in oder in der Nahe von Cajal-Korperchen. Sie stellen dynamische Strukturen dar und
enthalten SpleilRfaktoren fir pra&-mRNAs. Die zahlreichen B-Snhurposomen in Amphibienoozyten
entsprechen den Speckles in somatischen Zellen (Spector, 2001; Lamond und Spector, 2003, Gall et
al., 2004). B-Snurposomen assoziieren an spezifischen Stellen mit Lampenbirstenchromosomen (Gall
etal., 2004)(siehe 1.4.1.1.).

1.2. Transport durch die Kernporen
Die Kernhille stellt eine wichtige Barriere zwischen Zellkern und Zytoplasma dar, die jedoch Uber
ihre Kernporenkomplexe (NPCs) bidirektional entweder durch Diffusion oder energieabhdngige

Transportprozesse einen Stoffaustausch ermdglicht.

1.2.1. Aufbau der Kernporenkomplexe (NPCs)

Kernporenkomplexe sind supramolekulare Strukturen, die in die Doppelmembran der Kernhiille
eingebettet sind. Sie sind in ihrer Architektur bei Eukaryoten hoch konserviert (Yang et al., 1998),
auch wenn sie wahrend der Metazoenevolution an Komplexitat gewonnen haben. In Hefezellen findet
man kleinere Porenkomplexe von etwa 66 MDa (Rout et al., 2000). Kernporenkomplexe bei
Vertebraten haben eine geschétzte molekulare Masse von 125 MDa (Reichelt et al., 1990). Allerdings
muss man diese Abschatzung kritisch betrachten, da sie mdglicherweise die Masse von
Transportfaktoren und Fracht miteinbezieht (Cronshaw et al., 2002).

Das gegenwartige Konsensusmodell einer Kernpore (Abb. 1.2.) besteht aus einem zentralen Gerist
aus acht Speichen, das zwei koaxiale Ringe aus je acht globuldren Untereinheiten verbindet. Vom
zytoplasmatischen Ring gehen acht etwa 50 Nanometer lange Filamente aus. Am nukleoplasmatischen
Ring hingegen befinden sich acht etwa 75 Nanometer lange Filamente, die in einer Distanz von 30 bis
60 Nanometer eine korbahnliche Struktur ausbilden (Lim et al., 2006a)(Abb. 1.3., Bagley et al.,
2000). Der Zentralkanal ist etwa 90 Nanometer lang und besitzt an seiner engsten Stelle einen
Durchmesser von 45 bis 50 Nanometer (Fahrenkrog und Aebi, 2003; Stoffler et al., 2003). Im
Zentralkanal findet sich oft ein Partikel, das gerade transportiert wird (Fahrenkrog und Aebi, 2003).
Kleine Molekile wie Wasser und lonen passieren den Kernporenkomplex durch freie Diffusion. Der
rezeptorvermittelte aktive Transport in beide Richtungen erlaubt dagegen das Durchtreten selbst
grolRer Transportkomplexe durch die Kernpore. Pro Sekunde finden an jeder Kernpore etwa tausend
Translokationen statt, die Verweildauer eines Transportkomplexes in der Kernpore betragt
durchschnittlich 10 Millisekunden (Yang et al., 2004). Daneben spielen der Kernporenkomplex und
seine Proteine eine Rolle beispielsweise bei der Regulation der Genexpression, der
Chromatinorganisation, der Chromosomenanordnung und der Apoptose (Fahrenkrog et al., 2004;
Fahrenkrog, 2006). Der Kernporenkomplex selbst ist eine dynamische Struktur, die sensibel auf die

Umgebungsbedingungen und auf chemische Effektoren reagiert. So kénnen zum Beispiel durch
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Glukokortikoide eine Erweiterung der Pore bin hin zur Ausbildung einer Riesenpore mit einem

Durchmesser von 300 Nanometern verursachen (Kastrup et al., 2006).
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Abb. 1.2.: Konsensusmodell einer Kernpore (Fahrenkrog et al., 2004).
Das Modell wurde von D. Stoffler mithilfe eines Programms entworfen, das von D. Stoffler und M. Sanner (The
Scripps Research Institute, La Jolla, California, USA) entwickelt wurde.

Abb. 1.3.: Kernporen einer Xenopus-Oozyte vom Zytoplasma aus (links) und vom Kern aus (rechts)
fotografiert (Bagley et al., 2000).

1.2.2. Der Kernporenkomplex besteht aus Nukleoporinen

Der Kernporenkomplex besteht aus etwa 30 verschiedenen Kernporenproteinen, den Nukleoporinen.
Wegen der Achtfach-Radidrsymmetrie der Kernporenkomplexe liegen sie in einem Vielfachen von
acht vor (Rout et al., 2000; Cronshaw et al., 2002). In Kernporenkomplexen der Hefe sind die meisten
Nukleoporine symmetrisch auf der zytoplasmatischen und nukleoplasmatischen Halfte verteilt,

wéhrend bei Vertebraten einige Nukleoporine asymmetrisch lokalisieren (Griffis, 2003). Bestimmte
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Nukleoporine sind innerhalb des Kernporenkomplexes mobil, manche Nukleoporine sind auch an
Lokalisationen auferhalb der Kernporenkomplexe zu finden (Fahrenkrog und Aebi, 2003). Fur die
Nukleoporine Nup50, Nup98, Nup153, Nup214/CAN und Rael wurde bereits eine Shuttelaktivitét
festgestellt (Nakielny et al., 1999; Griffis et al., 2002; Fahrenkrog und Aebi, 2003; Griffis et al.,
2004). Die  Kernporenkomplexe beinhalten auch integrale = Membranproteine, die
Porenmembranproteine (POMS). Bei Vertebraten gibt es zwei Proteine mit Transmembrandoménen,
das Protein POM121 und das Protein gp210 (Tran und Wente, 2006). Die Nukleoporine formen
innerhalb des Kernporenkomplexes Subkomplexe (Abb. 1.4., Lim und Fahrenkrog, 2006).

(a) (b) —
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Abb. 1.4.: Lage der Nukleoporinsubkomplexe (a) und bekannte Interaktionen (b) (Lim und Fahrenkrog,
2006).

In (b) sind mit schwarzen Linien Interaktionen von Nukleoporinen innerhalb der Subkomplexe gezeigt. Blaue
Linien stellen die Interaktionen zwischen den Subkomplexen dar, die gestrichelte Linie zeigt Interaktionen, die
auf Homologe in Hefe basieren.

Der aus neun verschiedenen Nukleoporinen ohne FG-Wiederholungen bestehende Nup107-160-
Komplex (Nup107, Nup160, Nup133, Nup96, Nup75, Nup43, Nup37, Sehl, Sec13) stellt den Kern
des zentralen Stutzgeristes dar und ist essentiell fiir die Ausbildung eines Kernporenkomplexes
(Harel et al., 2003; Walther et al., 2003). Er liegt in 16 Kopien vor, jeweils acht Kopien auf beiden
Seiten der Mittelebene (Fahrenkrog et al., 2004). AuRerdem bietet er an der Kernseite des
Kernporenkomplexes Bindungsstellen fir das hochdynamische Korbprotein Nup153, das wiederum
das Nukleoporin Tpr an den Korb verankert (Hase und Cordes 2003). Weitere Komplexe mit
symmetrisch verteilten Nukleoporinen sind der Nupl55-Komplex (Nupl155, Nup98, Nupl70), der
Nup93-Komplex (Nup93, Nup205, Nupl88, Nup35) und der Nup62-Komplex (Nup62, Nup58,
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Nup54, Nup45) (Lim und Fahrenkrog, 2006). An der zytoplasmatischen Seite der Kernporen
lokalisieren der Komplex aus Nup214/CAN und Nup88 und das Nukleoporin Nup358/RanBP2 (Tran
und Wente 2006). Das Ran-GTPase-aktivierende Protein Ran-GAP bindet durch eine kovalente
Modifizierung mit einem kleinen ubiquitinartigen Peptid, dem SUMO-1 (,,Small Ubiquitin-Related
Modifier*), an Nup358/RanBP2 (Mahajan et al., 1997).

Zu Beginn der Mitose, am Ubergang von der Prophase zur Prometaphase, dissoziieren die
Kernporenkomplexe, und die Nukleoporine liegen einzeln oder in Subkomplexen gebunden vor.
Nukleoporine des Nup107-160-Komplexes assoziieren mit den Kinetochoren wéhrend der Zellteilung.
Nup358/RanBP2 bindet mit RanGAP an Kinetochoren und spezifischen Stellen der mitotischen
Spindel. Im Gegenzug dazu finden sich die Spindel-Checkpoint-Proteine Madl und Mad2 in der
Interphase am Kernporenkomplex. Am Ende der Mitose wird der Kernporenkomplex durch
sequenzielle Zusammenlagerung der Nukleoporine wieder aufgebaut. Zuerst werden POM121,
Nup153, Nup358/RanBP2 und die Nukleoporine des Nup107-160 Subkomplexes rekrutiert, dann der
Nup62-Komplex, gefolgt von Nup214/CAN und Nup88, und schliellich Tpr und gp210 (Hetzer et al.,
2005).

B-Faltblatter, a.-Helices und Coiled-Coil-Domanen sind Hauptfaltungen in Nukleoporinen (Lim und
Fahrenkrog, 2006). Etwa ein Drittel der Nukleoporine (Nup358/RanBP2, Nup214/CAN, Nupl53,
POM121, Nup98, Nup62, Nup58, Nup54, Nup50, Nup45, NLPI) (Cronshaw et al., 2002) besitzen
Doméanen mit FG (Phenylalanin-Glycin)-, GLFG (Glycin-Leucin-Phenylalanin-Glycin)-, oder FxFG
(Phenylalanin-Aminosdure  mit  kleiner  oder  polarer  Seitenkette-Phenylalanin-Glycin)-
Wiederholungen, die die Interaktion von Nukleoporinen mit den l6slichen Transportfaktoren
vermitteln (Fahrenkrog und Aebi, 2003). GLFG-Nukleoporine kommen auf beiden Seiten des
Kernporenkomplexes vor, manche FG-Nukleoporine sind ausschlieflich auf der Zytoplasmaseite, und
manche FxFG-Nukleoporine nur auf der Kernseite des Porenkomplexes zu finden (Bayliss et al.,
2002). Es wurde gezeigt, dass Nukleoporine mit FG-Wiederholungen der zytoplasmatischen
Filamente (Nup358/RanBP2 und Nup214/CAN) und der nukledren Korbstruktur (Nupl53 und
Nup98) in vitro lésliche Transportfaktoren binden kénnen (Powers et al., 1997).

Nup153 ist mit der aminoterminalen Domane am nukleoplasmatischen Ring und mit der zentralen
Zinkfingerdoméne am distalen Ring der nukledren Korbstruktur der Kernpore verankert. Die
carboxyterminale, etwa 40 FG-Wiederholungen enthaltende Domane besitzt im Kernporenkomplex
jedoch eine groRe Beweglichkeit. Sie kann sowohl entlang des Korbbereiches, und sogar in der
zytoplasmatischen Peripherie der zentralen Pore gefunden werden (Fahrenkrog et al., 2002). Nup153
ist sowohl an Export- als auch Importprozessen beteiligt und interagiert mit Transportkomplexen (Lim
et al., 2006a). Ein ahnliches Verhalten wurde fiir das Nup214/CAN beschrieben (Paulilo et al., 2005).
Nup98, ein mobiles Nukleoporin mit GLFG-Wiederholungen (Powers et al., 1997), ist auf beiden

Seiten des Kernporenkomplexes lokalisiert (Griffis et al., 2003). Daneben findet man Nup98,
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vermittelt durch die GLFG-Domane, in intranukledren Kérpern, den so genannten GLFG-Kernkdrpern
(Griffis et al., 2002).

Sowohl Nup153 als auch Nup98 spielen eine Rolle beim Export von verschiedenen RNA-Klassen
exklusive der tRNA (Powers et al., 1997; Ullman et al., 1999). Interessanterweise lief} sich durch die
Hemmung der RNA-Polymerase I- und ll-abhéngigen Transkription der dynamische Austausch von
Nup153 und Nup98 im Kernporenkomplex vermindern. Zwar ist unklar, wie die Transkription mit
Nup153 und Nup98 verkniipft ist. Denkbar ist jedoch, dass sich die Nukleoporine im Rahmen des
RNA-Exportes von der Pore entfernen, entweder weil sie mit dem RNP-Komplex assoziieren oder
weil sie durch einen Porenumbau den Durchtritt des RNP-Partikels ermdéglichen (Griffis et al., 2004).

Eine andere Subfamilie von Nukleoporinen zeichnet sich durch WD (Tryptophan-Asparaginséaure)-
Wiederholungen aus (ALADIN, p42, p37, RAEL, Sehl) (Cronshaw et al., 2002). WD-
Wiederholungen sollen die Zusammenlagerung von grofRen Multiproteinkomplexen vermitteln (Smith
et al., 1999). Eine mdgliche Funktion im Kernporenkomplex wére die Ausbildung von Subkomplexen
oder von Transportkomplexen.

Weitere Motive in Nukleoporinen sind coiled-coil Doménen (Tpr, Nup214, Nup93, Nup88, Nup62,
Nup58, Nup54, Nup45, Nup43), Zinkfinger (Nup358/RanBP2, Nupl153, NLPI) oder Leucinzipper-
Motive (Nup358/RanBP2, Tpr, Nup214, Nup205). Die Nukleoporine Nup358/RanBP2 und Nup50

weisen eine Ran-Bindungsdoméne auf (Cronshaw et al., 2002).

1.2.3. Der Transport durch die Kernporen wird durch Transportfaktoren ver mittelt
Aktiver Transport durch die Kernporen kommt durch die Bindung von Transportfaktoren an ihr
Substrat und die darauf folgenden transienten Interaktionen des Transportfaktors mit Nukleoporinen
zustande. Transportfaktoren lassen sich in Importine und Exportine unterteilen und gehéren
groftenteils zur evolutionar konservierten Importin-p-Familie. Der riesigen Vielfalt an verschiedenen
Transportsubstraten steht eine nur geringe Bandbreite an Transportfaktoren gegentber. Dieses
Problem ist aber durch verschiedene Klassen an Transportsignalen geldst, die als
Kernlokalisationssignale (,,Nuclear Localization Sgnal“, NLS) und Kernexportsignale (,,Nuclear
Export Sgnal“, NES) subsumiert werden konnen. Die Transportfaktoren erkennen diese Signale und
binden daran.

Eine wichtige regulatorische Rolle spielt hierbei die GTPase Ran (siehe 1.2.7.). Ran liegt im Zellkern
bevorzugt als Ran-GTP, im Zytoplasma jedoch als Ran-GDP vor. Importine binden im Zytoplasma an
das Kernlokalisationssignal des zu transportierenden Substrates. Durch Importin-Nukleoporin-
Interaktionen gelangt der Importkomplex in den Zellkern. Dort bindet Ran-GTP an das Importin, was
zu einer Dissoziation des Substrates vom Importin flhrt. Das Importin wird nun zuriick in das
Zytoplasma gebracht. Exportine hingegen binden im Zellkern an Kernexportsignale der zu

exportierenden Substrate und an Ran-GTP. Durch Interaktion des Exportins mit den Nukleoporinen
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kommt es zum Transport in das Zytoplasma. Nach der Ran-GTP-Hydrolyse zu Ran-GDP dissoziiert
der Exportkomplex (Pemberton und Paschal, 2005).

Transportfaktoren der Importin-p-Familie bestehen aus etwa 18 bis 20 tandemartigen
Sequenzwiederholungen, den so genannten HEAT-Wiederholungen (HEAT: Huntingtin,
Elongationsfaktor 3, PR65/A-Untereinheit der Proteinphosphatase 2A, Lipidkinase TOR). Jede
HEAT-Wiederholung setzt sich aus zwei antiparallelen a-Helices zusammen, die mit einem flexiblen
Zwischenstiick verbunden sind. Insgesamt bilden die HEAT-Wiederholungen zwei Bdgen. Die
Flexibilitat dieser Strukturen ermdglicht die Bindung der Transportfaktoren an unterschiedliche
Bindungspartner (Conti et al., 2006). Der Exportfaktor TAP, der den Export von mMRNA vermittelt,
gehort ebenso wie der Kerntransportfaktor 2 (NTF2) fir den Import von Ran-GDP nicht der Importin-

B-Familie an. Eine Ubersicht Giber die humanen Transportfaktoren ist in Tabelle 1.1. dargestellt.

Transportfaktor Substrat
Substrate mit lysinreichen NLSs via Importin-a;
Import Karyopherin-p1/Importin- UsnRNPs via Snurportin; Replikationsprotein A via RIPa;
Proteine mit argininreichen NLSs
Karyopherin-p2/Transportin 1 | hnRNPA1, Histone, TAP, ribosomale Proteine
Transportin SR SR-Proteine
Transportin 2 HuR
Importin 4, 5, 9 Histone, ribosomale Proteine
. HIV RTC, H1, Glukokortikoidrezeptor, ribosomale
Importin 7 .
Proteine
Importin 8 SRP 19
Importin 11 UbcM2, rpL12
NTF2 Ran-GDP
Export CRM1/Exportinl Substrate mit leucinreichen NESs, Snurportin
Exportin-t tRNA
CAS Karyopherin-o/Importin-o
Exportin 4 elF5A
Exportin 5 pra-microRNA, tRNA, eEF1A
Exportin 6 Profilin, Aktin
Exportin 7 p50Rho-GAP, 14-3-38
TAP MRNA
Import/Export | Importin 13 Import: Rbm8, Ubc9, Pax6; Export: elF1A
unbekannt RanBP6, 16, 17

Tab. 1.1.: Transportfaktoren und ihre Substrate (Nakielny und Dreyfuss, 1999; Bohnsack et al., 2002;
M osammapar ast und Pemberton, 2004; Pemberton und Paschal, 2005).
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Transportfaktoren binden mit hydrophoben Aminoséuren an ihrer Oberflache an den Phenylalaninring
der FG-Wiederholungen in Nukleoporinen (siehe 1.1.2.). TAP (Braun et al., 2002), Exportin-t
(Kuersten et al., 2002), Importin-B (Bednenko et al., 2003) und der Kerntransportfaktor 2 (NTF2)
(Morrison et al., 2003) besitzen zwei, MTR2 (Senay et al., 2003) drei Bindungsdomanen flr FG-
Wiederholungen. Doménen mit FG-Wiederholungen sind im nativen Zustand ungefaltet, das heif3t, sie
besitzen keine definierte Sekundarstruktur (Denning et al., 2003). Durch die hohe Flexibilitat und
Mobilitat sollen ungefaltete Proteine schnell mit mehreren Bindungspartnern gleichzeitig assoziieren
und dissoziieren, was gut in das Bild einer effizienten Passage von Komplexen aus Transportfaktor
und Substrat passt (Fahrenkrog et al., 2004). Zur Art der Transportbarriere existieren verschiedene
Modelle. So wurde der Begriff der virtuellen Schranke gebildet. Makromolekiile bewegen sich durch
Diffusion. Ist die Mdglichkeit der Bewegung in viele Richtungen gegeben, ist die Entropie hoch. Je
groler ein Molekul ist, umso weniger wahrscheinlich ist das Durchtreten des Kernporenkomplexes,
da hier die Entropie sehr stark vermindert ist. Die FG-Nukleoporine tragen zu dieser entropischen
Barriere mit bei, da sie den fiir die Diffusion bendtigten Platz einengen (Rout et al., 2003). Fir das
Modell der Polymerbdirsten (,,Polymer Brush“)- Barriere sollen bereits wenige FG-Nukleoporine
ausreichen. Die flexiblen FG-Doménen bilden dabei eine birstenartige Transportbarriere, wobei
Transportkomplexe durch Interaktion mit den FG-Nukleoporinen eingefangen werden (Lim et al.,
2006b). Dies passt zur Beobachtung, dass bei Reduktion von FG-Nukleoporinen und der Erzeugung
eines minimalen Kernporenkomplexes die Permeabilitdat nicht nachlésst (Strawn et al., 2004).
Dagegen geht das Siebmodell von einer stabilen, dreidimensionalen Interaktion von FG-
Nukleoporinen aus, die in einer gelartigen Eigenschaft miindet. Die Maschen kénnen nur von kleinen
Molekiilen durch Diffusion durchdrungen werden. GréRere Molekiile benétigen einen
Transportfaktor, der durch die Interaktion mit FG-Nukleoporinen das Maschenwerk aufbricht (Frey et
al., 2006).

1.2.4. Transportsubstrate werden an ihren Transportsignalen erkannt

Transportsubstrate werden von der Transportmaschinerie anhand ihrer Transportsignale, der
Kernlokalisationssignale (NLSs) und Kernexportsignale (NESSs) erkannt.

Die Kernlokalisationssignale werden entweder direkt von einem Importfaktor erkannt oder durch
Adapterproteine, die ihrerseits an den Importfaktor binden. Die Importin-p-Adapterproteine Importin-
a, Snurportin bzw. RIPo erkennen klassische NLSs, U snRNPs bzw. das Replikationsprotein A
(Nakielny und Dreyfuss, 1999). Klassische NLSs bestehen aus einer kurzen Folge basischer
Aminoséauren [(K/R),¢], wie sie zuerst im Simian virus 40 (SV40) large-T Antigen gefunden wurden
(Kalderon et al., 1984). Sie kdnnen auch zweigeteilt als [(K/R),-X10.12-(K/R)3] vorliegen. Ein Beispiel
hierfur ist das NLS im Nukleoplasmin, das sich aus zwei kurzen lysinreichen Sequenzen mit zehn

dazwischen liegenden separierenden Aminoséuren zusammensetzt (Robbins et al., 1991). Diese
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klassischen NLSs enthalten als basische Aminosauren eher Lysin als Arginin und werden von
Importin-o. erkannt. Daneben gibt es auch argininreiche NLSs, die direkt von Importin-p gebunden
werden, wie zum Beispiel im HIV-1-Rev, sowie andere nicht klassische Kernlokalisationssignale,
deren Charakterisierung noch aussteht.

Das bestcharakterisierte Exportsignal ist das hydrophobe leucinreiche NES, wie es bei HIV-1-Rev
oder dem Proteinkinaseinhibitor (PKI) zu finden ist (Fischer et al., 1995; Wen et al., 1995).
Leucinreiche NES werden vom Exportfaktor CRM1 (,,Chromosome Maintenance Region Protein® 1)
erkannt (Fornerod et al., 1997).

SchlieBlich existieren Sequenzen, die sowohl NLS als auch NES beinhalten, wie die M9-Sequenz des
hnRNP Al (Michael et al., 1995). Diese Sequenzen werden nukleozytoplasmatische Shuttelsignale
(NSS) genannt (Michael, 2000). Einige Beispiele fir Import- und Exportsignale sowie fur

Shuttelsequenzen sind in Tabelle 1.2. aufgelistet.

Import Protein Kernlokalisationssignal (NLS)

Klassische NL Ss lysinreich, werden von Importin-o erkannt

SV-40 large-T Antigen | PKKKRKYV (einteiliges NLS) (Kalderon et al., 1984)

Nukleoplasmin KRPAATKKAQAKKKK (zweigeteiltes NLS) (Robbins et al., 1991)
argininreiche NLSs werden von Importin-B erkannt
HIV-1 Rev RQARRNRRRRWR (Truant und Cullen, 1999)
Export Protein Kernexportsignal (NES)
leucinreiche NESs Konsensus: L-x(2,3)-[LIVFM]-x(2,3)-L-x-[L 1] (Bogerd et al., 1996)
Rev (HIV-1) 73-LPPLERLTL-83 (Fischer et al., 1995)
PKI (Ratte) 37-LALKLAGLDI-46 (Wen et al., 1995)
Aktin 171-LPHAIMRLDLA-181 (Cullen, 1998)
TFIHIA (Xenopus) 326-SLVLDKLTI-336 (Fridell et al., 1996)
bidirektional | Protein bidirektionale Shuttelsequenz: NLS und NES
M9 (Michael et al., 1995):
hnRNP Al
268-NQSSNFGPM KGGNFGGRSSGPYGGGGQYFAKPRNQGGY -306
KNS (Michael et al., 1997):
hnRNP K
338-GFSADETWDSAIDTWSPSEWQMAY-361
HNS (Fan und Steitz, 1998a):
HuR

205-RRFGGPVHHQAQRFRFSPMGVDHMSGLSGVNVP-237

Tab. 1.2.;: Beispidle fir Import- und Exportsignale und Shuttelsignale.
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1.2.5. Kernimport

Klassische Kernlokalisationssignale werden von Importin-a erkannt. Importin-a besitzt eine spezielle
Bindungstasche fur das Kernlokalisationssignal. Zehn Armadillo-Wiederholungen, in denen jeweils
40 Aminosduren in drei Helices angeordnet sind, formen eine taschenartige Superhelix (Conti et al.,
1998; Kobe, 1999). Importin-a fungiert als Adapterprotein zwischen Importsubstrat und Importin-g,
an dessen Carboxyterminus es bindet. Argininreiche nichtklassische Kernlokalisationssignale werden
direkt von Importin-p erkannt.

Wéhrend des Transportes durch den Kernporenkomplex interagiert Importin-f mit den FG-haltigen
Nukleoporinen, allerdings nur in Abwesenheit von Ran-GTP (Bayliss et al., 2000). Das Nukleoporin
Nup50 kann gleichzeitig an Importin-a und Importin-p binden und so die Affinifit v on Importin-o zu
Importin-p erh6hen (Fahrenkrog et al., 2004). Neuere Studien mit Depletion von Nup358/RanBP2 als
Bestandteil der zytoplasmatischen Filamenten und Nup214/CAN haben gezeigt, dass hierdurch der
Import nur geringfligig beeintrachtigt wird (Hutten und Kehlenbach, 2006). Nup153, das an der
nucleoplasmatischen Seite des Kernporenkomplexes zu finden ist, wird von Importin-f starker als die
anderen Nukleoporine gebunden. Im Zellkern angekommen, bindet Ran-GTP an den Aminoterminus
von Importin-f, was durch Konformationsanderung zum Abldsen von Importin-o flihrt. Importin-B
inhibiert die intrinsische GTPase-Aktivitat von Ran (Gorlich et al., 1996) und verhindert die GTPase-
Aktivierung durch das Ran-GTPase-aktivierende Protein 1 (RanGAP1) (Floer und Blobel, 1996).
Importin-p wird mit Ran-GTP, Importin-a mit dem Exportfaktor CAS (,,Cellular Apoptosis
Susceptibility”) in das Zytoplasma zuriicktransportiert. Daneben gibt es noch eine Reihe anderer

Importwege, die Importfaktoren mit den entsprechenden Substraten sind in Tabelle 1.1. zu sehen.

1.2.6. Kernexport

Proteine mit leucinreichen Kernexportsignalen, darunter viele Shuttelproteine, werden Ran-abhéngig
Uber den Exportfaktor CRM1 exportiert. Da RNA immer an Proteine gebunden exportiert wird,
werden auch ribosomale RNAs, U snRNAs und bestimmte zellulare RNAs uber diesen Exportweg
transportiert (Cullen, 2003).

CRM1 bindet neben dem Exportsubstrat auch Ran-GTP. Die Bindung von Ran oder von
Exportsubstrat an CRML1 soll zu einer Konformationsanderung fiihren, die die Ausbildung eines
stabilen Komplexes aus CRM1, Ran und Exportsubstrat fordert (Petosa et al., 2004). AulRerdem soll
das Kernprotein RanBP3 die Interaktion zwischen CRM1und dem RanGTP bzw. dem Exportsubstrat
stabilisieren und den CRM1-vermittelten Proteinexport férdern (Englmeier et al., 2003). RanBP3
formt mit CRM1 einen Komplex, der eine hohere Affinitat zu Ran und einem Exportsubstrat hat als
CRM1 alleine (Lindsay et al., 2001). Des Weiteren kann CRM1 nur in Anwesenheit von Ran-GTP an
den p62-Komplex und an Nup214/CAN binden. Nup214/CAN an der zytoplasmatischen Seite des

Kernporenkomplexes scheint als Endpunkt fiir den Export mit CRM1 entscheidend zu sein (Hutten,
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2006). Nup358/RanBP2, Bestandteil der zytoplasmatischen Filamente, ist mit Ran-GAP assoziiert und
kann in vitro CRM1 binden. Es konnte eine wichtige Rolle zum Beispiel bei der Dissoziation des
Exportkomplexes oder als Auffangpunkt fir freies CRM1 darstellen.

Daneben gibt es weitere Exportwege, die unter Beteiligung von Exportfaktoren der Importin-f-
Familie und Ran-GTP stattfinden (siehe Tabelle 1.1.), eine Ausnahme hiervon stellt der Export des
GroRteils der zellularen mRNA dar. Er verlduft mit den Faktoren TAP/NXT1.

1.2.6.1. Export von rRNA

Die 28S, 18S und 5,8S rRNA wird von der RNA-Polymerase | im Nukleolus synthetisiert, die
5S rRNA von der RNA-Polymerase 11l im Nukleoplasma. Die 28S, 5,8S und 5S rRNA wird in die 60S
Untereinheit, die 18S rRNA in die 40S Untereinheit eingebaut. Die Untereinheiten werden
anschlieRend separat Uber den Exportfaktor CRM1 unter Beteiligung von Ran-GTP in das Zytoplasma
transportiert. Das Shuttelprotein NMD3 (,,Nonsense Mediated Decay*) wird zur 60S-Untereinheit
rekrutiert, wenn diese reif fur den Export ist. NMD3 besitzt carboxyterminal ein basisches NLS und
ein leucinreiches NES, und stellt den Adapter zwischen der groRen Ribosomenuntereinheit und
CRML1 dar (Johnson et al., 2002). Das Adapterprotein, das das Signal fur den Export der kleinen
Untereinheit bereitstellt, ist noch nicht identifiziert. Die Ribosomenuntereinheiten gelangen
wahrscheinlich mittels Diffusion zu den Kernporen (Politz et al., 2003). Eventuell wird ein kleiner
Teil der kleinen Ribosomenuntereinheiten (etwa 10 Prozent) assoziiert mit Aktin und Kernmyosin
aktiv zu den Kernporen transportiert (Cisterna et al., 2006).

In Amphibienoozyten wird die 5S rRNA in das Zytoplasma transportiert und dort gelagert, um mit
Beginn der Vitellogenese in den Zellkern importiert und in die 60S Untereinheit eingebaut zu werden
(siehe 1.3.3.). Die 5S rRNA bildet zusammen mit dem oozytentypischen Transportfaktor 1A
(TFIIA) den 7S rRNP-Komplex, der aufgrund des leucinreichen Exportsignals von TFIHIA (Fridell,
1996) wahrscheinlich mittels CRM1 in das Zytoplasma transportiert wird.

1.2.6.2. Export von U snRNA

Die snRNPs (kleine nukledre Ribonukleoprotein-Komplexe) U1, U2, U4/6 und U5 spielen eine
kritische Rolle beim Spleiflen der prai-mRNA. In Eukaryoten werden die U snRNA-Komponenten im
Zellkern synthetisiert und mit Ausnahme von U6 snRNA in das Zytoplasma transportiert. U1, U2, U4
und U5 snRNA werden von der RNA-Polymerase 11 trankribiert und kotranskriptionell mit einer m’G-
Kappe versehen, die als Exportsignal fungiert. Die m’G-Kappe wird vom Kappenbindungskomplex
(,Cap binding complex“, CBC) erkannt, der aus den Proteinen CBP 20 und CBP 80 besteht
(lzaurralde et al., 1995). Da weder CBP 20 noch CBP 80 uber ein leucinreiches Kernexportsignal
verfiigen, fungiert das Protein PHAX (phosphorylierter Adapter fir den RNA-Export) als Adapter.
CRML1, Ran-GTP und PHAX binden an den U snRNA-gebundenen CBC (Ohno et al., 2000). Nach
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dem Transport durch den Kernporenkomplex zerfallt der Transportkomplex infolge der Hydrolyse der
Ran-GTP-Komponente und der Dephosphorylierung von PHAX. PHAX wird in den Zellkern
importiert und steht nach der Phosphorylierung wieder als Adapter zur Verfigung. Die shRNAs U1,
U2, U4 und U5 besitzen eine Sm-Bindungsstelle. Sie binden im Zytoplasma die so genannten Sm-
Proteine (B, B’, D1, D2, D3, E, F, G) und fur jedes U snRNP spezifische Proteine. Nach der
Zusammenlagerung der Sm-Doméne wird die m’G Kappe zur m;G-Kappe hypermethyliert. Die reifen
U snRNPs werden anschlieBend mit dem Adapterprotein Snurportin und Importin-p in den Kern
importiert. U6 snRNA wird von der RNA-Polymerase Il transkribiert, besitzt keine m’G-Kappe
sondern eine vy-Methylphosphat-Kappe und keine Sm-Bindungsstelle. U6 wird nicht in das
Zytoplasma transportiert (Fischer et al., 1993).

1.2.6.3. Export von tRNA

Die pra-tRNA wird durch die RNA-Polymerase 1l synthetisiert und im Zellkern posttranskriptionell
stark modifiziert. Alle tRNAs werden am 5’-Ende durch die RNAse P bearbeitet. Am 3’-Ende werden
die Uracilreste durch die CCA-Sequenz ersetzt, die bei allen reifen tRNAs zu finden ist. AuBerdem
werden viele Basen modifiziert. Einige tRNAs besitzen in der Antikodonschleife ein Intron, das durch
Spleien entfernt werden muss (Cullen, 2003). Der tRNA-Exportmechanismus selektioniert daher
vermutlich fur reife tRNAs. Neben einer korrekten Prozessierung der 5’-und 3’-Enden spielt hier
mdglicherweise die Aminoazylierung, die nur an reifen tRNAs stattfindet, eine Rolle (Lund und
Dahlberg, 1998; Sarkar et al., 1999). Die tRNA kann Uber zwei verschiedene Exportwege aus dem
Kern transportiert werden. Exportin-t bindet in Anwesenheit von Ran-GTP direkt und spezifisch an
reife tRNA (Arts et al.,, 1998; Kutay et al., 1998). Auferdem bindet Exportin-t spezifische
Nukleoporine und shuttelt zwischen Kern und Zytoplasma. Daneben wird tRNA, wie der
Translationselongationsfaktor 1A (eEF1A), auch mit Exportin 5 exportiert. Hierbei bindet eEF1A
indirekt Uber die tRNA an Exportin 5 (Bohnsack et al., 2002).

1.2.6.4. Export zellularer mRNAs

Die Mehrzahl der zellularen mRNAs wird Ran-unabhdngig durch das Heterodimer aus TAP und
NXT1 exportiert und nicht mit Transportfaktoren der Importin-B-Familie (Clouse et al., 2002). Im
Hefesystem entspricht TAP dem Mex67p, der Kofaktor NXT1 oder pl5 funktionell dem Mtr2p
(Katahira, 1999). TAP (Tip-assoziiertes Protein) wird auch NXF1 (,Nuclear Export Factor 1)
genannt und gehért wie NXF2 und NXF3 zur NXF-Familie, und nicht zur Importin-p-Familie. TAP
wird ubiquitar in allen Zellen und Geweben exprimiert, wahrend die Expression von NXF2 und NXF3
gewebespezifisch ist. TAP, NXF2 und NXF3 kdénnen mit NXT1/p15 Heterodimere bilden (Yang,
2001). Durch die Bildung eines Heterodimers aus TAP und dem kleinen Kofaktor NXT1/p15 wird die
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Nukleoporinbindung und das nukleozytoplasmatische Shutteln von TAP deutlich gesteigert (Wiegand
etal., 2002).

TAP besteht aus einer aminoterminalen leucinreichen Region (LRR), einer zentralen Domane, welche
eine dem Importrezeptor NTF2 dhnliche Sequenz zeigt, und einer carboxyterminalen Domane mit
einer ubiquitinassoziierten Faltung (UBA). Die UBA-Domane ist wichtig fir die Interaktion mit den
Nukleoporinen, und daher flr den nukleozytoplasmatischen Export. Die zentrale Doméne vermittelt
die Interaktion mit dem Kofaktor NXT1/p15. Allerdings gibt es Hinweise darauf, dass die NXT1-
Bindungsdomane auch an Nukleoporine binden kann (Cullen, 2003).

Identifiziert wurde TAP als zelluldrer Exportfaktor beim Export der Mason-Pfitzer-Monkey-Virus
(MPMV)-RNA (Griter et al., 1998), die nicht mithilfe von CRM1 exportiert wird. Einfache
Retroviren wie MPMV kodieren flr ein so genanntes konstitutives Transportelement (CTE) (Bray et
al., 1994). TAP bindet mit seiner LRR-Region an diese CTE-RNA (Liker et al., 2000). Durch einen
Exzess von CTE konnte selektiv der Export zellularer mRNAs geblockt werden, was auf einen
gemeinsamen Transportweg hindeutete (Pasquinelli et al., 1997).

mRNAs haben auRer einer 5’-m’G-Kappe und einem 3’-poly(A)-Schwanz keine offensichtliche
gemeinsame RNA-Sequenz oder RNA-Struktur. Dennoch scheint in injizierten Oozyten keine dieser
beiden Modifikationen kritisch fir den mMRNA-Export zu sein (Jarmolowski, 1994). In
Injektionsexperimenten bei Xenopus-Oozyten wurden mRNAs, die gespleit werden mussten,
effizienter exportiert als die jeweiligen intronlosen mMRNAs (Luo und Reed, 1999). Dies deutet auf
eine Verflechtung von Spleillprozessen und Transport hin. Allerdings scheint Spleilen per se
ebenfalls nicht essentiell fir den Export zu sein (Cullen 2003).

Die carboxyterminale Domane (CTD) der grofiten Untereinheit der RNA-Polymerase Il stellt eine
Plattform fur diverse Transkriptions- und mRNA-prozessierende Faktoren dar. Proteine, die an der
posttranskriptionellen Prozessierung, dem Export, der subzelluldren Lokalisation, Translation und der
Stabilitat mitwirken, binden bereits an die entstehende pra&-mRNA. Aber die Proteinzusammensetzung
dieser mRNP-Komplexe ist einem laufenden Wandel unterworfen. Ist die pra-mRNA mit einer
monomethylierten Kappe versehen, bindet der kappenbindende Komplex (CBC) an die pra-mRNA
und die carboxyterminale Doméane (CTD) der gréfiten Untereinheit der RNA-Polymerase 1l. Dieser
kappenbindende Komplex ist fiir das Spleiflen, Entkappen und die Translation sowie fiir den mRNA.-
Abbau im Kern erforderlich (Proudfoot, 2002; Aguilera, 2005).

Der evolutionédr konservierte Transkriptions-Export-Komplex (TREX) stellt eine Schlusselfigur im
MRNA-Export dar. Er besteht aus zwei Hauptkomponenten, dem stabilen THO-Komplex und den
MRNA-Export-Proteinen UAP56 und Aly/Ref. Bei Séugetieren rekrutiert THO die putative
ATPase/RNA-Helikase UAP56 und das Ref (RNA-Export Faktor)-Protein Aly/Ref wéhrend des
spaten Spleilstadiums zur mRNA (Reed und Chang, 2005). Das Shuttelprotein Aly ist Teil des so

genannten Exon-Verbindungskomplexes (,,Exon Junction Complex, EJC), der Proteine enthélt, die
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beim Spleiflen, dem Export und dem Nonsense-vermittelten mRNA-Abbau beteiligt sind (Sommer
und Nehrbass, 2005). Durch RNA-Interferenz-Experimente in Drosophila-Zellen konnte gezeigt
werden, dass TAP, NXT1 und UAP56 essentiell fir den mRNA-Export sind, die bekannten
Komponenten des Exon-Verbindungs-Komplexes, inklusive Aly, jedoch nicht (Gatfield und
Izarraulde, 2002). In Mikroinjektionsexperimenten mit Xenopus-Oozyten hingegen aktivierte Aly den
MRNA-Export und interagierte in vitro direkt mit TAP (Zhou et al., 2000; Rodrigues et al., 2001). Mit
Antikdrpern gegen Aly konnte der Export sowohl gespleifdter als auch intronloser mRNAs inhibiert
werden (Rodrigues et al., 2001). Daneben kénnen auch Proteine der SR (Serin-Arginin-reichen)-
Proteinfamilie mit TAP interagieren. SR-Proteine sind SpleiR3faktoren, die an Exonsequenzen der préa-
MRNA binden und SpleiBosomen zu den flankierenden 5°- und 3’-Spleif3stellen rekrutieren. Nach
dem Spleifien bleiben die SR-Proteine an der RNA gebunden (Huang und Steitz, 2001; Huang et al.,
2003; Reed und Chang, 2005). In Abbildung 1.5. ist ein Modell fir die Verflechtung von Splei3en
und Export der mRNA, in Abbildung 1.6. ein Schema fiir die Rekrutierung von Exportfaktoren und

Faktoren des EJC-Komplexes zur mRNA zu sehen.

© B
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nucleus

cytoplasm

Abb. 1.5.: Modell fur die Verflechtung von Spleif3en und Export der mRNA in M etazoen (Reed und Hurt,
2002).

A: UAP56 und Aly assoziieren mit dem SpleiBosom, SR-Proteine mit den Exons. B: Das mRNP wird mit
Heterodimeren aus Tap und pl5 exportiert. Aly ist das verbindende Protein zwischen dem Exon-
Verbindungskomplex (EJC) und Tap-p15. C: Die Exportfaktoren dissoziieren vom mRNP nach dem Export in
das Zytoplasma.
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Abb. 1.6.: EJC- und Exportfaktor-Rekrutierung (nach Sanford und Cacer es, 2004).

Ein groRer Unterschied zwischen dem Export, der durch einen Exportfaktor der Importin-R-Familie
vermittelt wird und dem mRNP-Transport stellt die GroRe der Transportkomplexe dar (Cole und
Scarcelli, 2006). Transportkomplexe mit einem Exportfaktor aus der Importin-B-Familie scheinen
durch den Kernporenkanal zuféllig durch Diffusion zu wandern, wobei sie mit den FG-Nukleoporinen
viele aufeinander folgende Kontakte eingehen. Der limitierende Faktor soll hierbei das Entkommen
der Transportkomplexe aus dem Kanal sein (Yang et al., 2004). Wahrend die mRNPs sich zwar
innerhalb des Zellkerns zwischen dem Chromatin durch Diffusion fortbewegen, bis sie innerhalb von
Sekunden Kernporenkomponenten kontaktieren (Politz et al., 1999; Politz et al., 2006), ist eine
Passage durch die Kernporen mittels Diffusion aufgrund ihrer Konfiguration und GréRe schwer
vorstellbar. Eine Entfaltung der Struktur ist notwendig, wenn sie durch den Kernporenkomplex passen
sollen (Cole und Scarcelli, 2006). Unter den groBten mRNPs finden sich beispielsweise die
Balbianiring-mRNPs von Chironomus tentans, die etwa doppelt so groR wie der Durchmesser eines
Kernporenkomplexes sind. Diese mRNPs gehen mit ihrem 5’-Ende zuerst durch den
Kernporenkomplex, kontaktieren die Korbstruktur, treten anschliefend durch den Zentralkanal
hindurch und werden von Ribosomen gebunden, wenn sie aus dem Kernporenkomplex austreten
(Daneholt, 2001).

Das in Eukaryoten hochkonservierte Shuttelprotein Dbp5 (DEAD-Box-Protein 5) gehért zur Familie
der DEAD (D-E-A-D: Asp-Glu-Ala-Asp)-Box-Proteine, die mit Energie aus der ATP-Hydrolyse
doppelstrangige RNA entwinden und gebundene Proteine von der RNA entfernen kénnen (Tseng et
al., 1998; Rocak et al., 2004; Fairman et al., 2004). Dbp5 wird durch Nup214/CAN zu den
zytoplasmatischen Filamenten der Kernporenkomplexe rekrutiert (Hodge et al., 1999; Schmitt et al.,
1999). Die ATPase-Aktivitit von Dbp5 wird in vitro durch Glel und dem Kofaktor
Inositolpolyphosphat (InsPg) stimuliert (Weirich et al., 2006; Alcazar-Roméan et al., 2006). Das
Shuttelprotein Glel ist ein fir den mRNA-Export essentieller Faktor, der ebenfalls an den
zytoplasmatischen Filamente der Kernporenkomplexe lokalisiert ist (Strahm et al., 1999; Kendirgi et
al., 2003). Dbp5 wird bereits ab der friihen Transkription am 5’-Ende der Balbianiring-mRNP
gefunden und bleibt dort bis zum Transport in das Zytoplasma (Zhao et al., 2002). Wird Dbp5 an
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zytoplasmatische Nukleoporine gebunden, kdnnte es als molekularer Motor dienen und die RNA in
das Zytoplasma ziehen, wéhrend es multiple Proteinmolekiile entfernt (Cole und Scarcelli, 2006).

Die Mehrzahl der zellularen mRNAs wird zwar (ber den TAP-vermittelten Exportweg in das
Zytoplasma befordert, bestimmte zellulare mMRNAs werden jedoch CRM1-vermittelt exportiert. Unter
Beteiligung des Shuttelproteins HUR (siehe 1.2.8.3.) ist dies fiir die c-fosmRNA gezeigt worden
(Brennan et al., 2000). Anhaltspunkte gibt es auch fir einen CRMZ1-vermittelten Export von
Interferon-al-mRNA (Kimura et al., 2004). Das Shuttelprotein NXF3 besitzt, anders als TAP, ein
leucinreiches Exportsignal, das direkt mit CRM1 interagieren kann (Yang et al., 2001). Obwohl noch
keine spezielle mRNA gefunden wurde, die NXF3 als Exportfaktor bendtigt, kann NFX3 in vivo an
MRNA binden und diese exportieren. Mdoglicherweise stellt NXF3 einen gewebespezifischen

Exportfaktor fur den Transport von mRNA (ber CRM1 dar.

1.2.6.5. Export von HIV-1 mRNA

Charakteristisch fur Retroviren ist die Fahigkeit, ihr RNA-Genom in DNA umzuschreiben. Ein
Vertreter der Retrovirusfamilie ist das humane Immundefizienzvirus (HIV). In einem Viruspartikel
sind zwei RNA-Genome verpackt. Das Genom ist etwa 9 kb groR. HIV kann nicht-teilende
Makrophagen und T-Zellen infizieren. Nach Bindung an CD4-Rezeptoren kommt es zur Virus-
Zellmembran-Fusion, wodurch das Virus-Core in die Wirtszelle eindringt.  Der
Préintegrationskomplex formiert sich und wird in den Zellkern transportiert, woran mehrere
Virusproteine wie Integrase, MA, Vpr und eine durch die reverse Transkription entstehende
dreistrangige DNA-Zwischenform entscheidend beteiligt sind (Sherman und Greene, 2002). Die
Virus-DNA wird in das Wirtsgenom eingebaut und als Provirus bezeichnet. Die DNA kodiert fiir vier
Gag (,,Group Soecific Antigen)-Proteine [MA (Matrix), CA (Kapsid), NC (Nukleokapsid), p6], zwei
Env (,,Envelope)-Proteine [SU (,,Surface” oder gpl120, TM (,, Transmembrane) oder gp41], drei Pol
(,,Polymerase)-Proteine [PR (Protease), RT (reverse Transkriptase), IN (Integrase)] und sechs
zusétzliche Proteine (Vif, Vpr, Nef, Tat, Rev, Vpu) (Frankel und Young, 1998).

Nach Transkription der Virus-DNA durch die zellulare RNA-Polymerase Il wird die RNA doppelt
gespleillt und wie die zellulare mMRNA mit TAP/NXT1 in das Zytoplasma befordert. Diese komplett
gespleilten, 2 kb grolen mRNAs kodieren fiir die so genannten friihen viralen Proteine Tat, Nef und
Rev (Cullen, 1998). Rev besitzt ein argininreiches Kernlokalisationssignal und wird mit Importin- in
den Zellkern gebracht. Dort bindet es mit dem argininreichen RNA-Bindungsmotiv, das zugleich als
Kernlokalisationssignal fungiert, an das Rev-Response-Element (RRE, Nukleotide 7362-7596),
welches in der nicht gespleillten 9 kb groRen sowie in der einmal gespleiten 4 kb groRen mRNA
enthalten ist, in der komplett gespleifiten mRNA jedoch fehlt (Malim et al., 1990). Die 4 kb und 9 kb
groflen mRNAs kodieren fiir die so genannten spaten Virusproteine, aulerdem stellt die ungespleifite
9 kb RNA das Genom neuer Viren dar. Das RRE liegt im env-Gen (Malim et al., 1989) und formt eine
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Sem-Loop-Struktur (Malim et al., 1990). Zunéchst bindet ein Rev-Molekil an das RRE, wodurch die
Anlagerung weiterer Rev-Molekile geférdert wird (Malim und Cullen, 1991). Rev besitzt ein
leucinreiches Kernexportsignal (Fischer et al., 1995), das als Prototyp flr den Export mithilfe des
Exportfaktors CRM1 gilt. Ran-GTP (Askjaer et al., 1998), der zellulare Kofaktor elF5A
(eukaryotischer Initiationsfaktor 5A)(siehe 1.2.8.2.) und Aktin sind ebenfalls beim Export beteiligt
(Hofmann et al., 2001). Neben elF5A wurde hRIP/Rab (humanes nukleoporindhnliches Rev-
interagierendes Protein/Rev-Aktivierungsdomane-bindendes Protein) als zellularer Kofaktor fur den
Export der HIV-RNA beschrieben (Bogerd et al., 1995). Eine schematische Darstellung des HIV-1
MRNA-EXxportes ist in Abb. 1.7. zu sehen (Cullen, 1998).
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Abb. 1.7.: HIV-1 mRNA-Export (modifiziert nach Cullen, 1998).

Aulerdem wurde ein zelluldres Protein der DEAD (D-E-A-D: Asp-Glu-Ala-Asp)-Box-Familie, DDX3
(DEAD-Box-Protein 3), identifiziert, das in vivo sowohl mit CRM1 als auch mit Rev interagieren
kann. DDX3 ist ein nukleozytoplasmatisches Shuttelprotein, das auch an der zytoplasmatischen Seite
des Kernporenkomplexes lokalisiert ist. DEAD-Box-Helikasen benitzen Energie, die aus der
Hydrolyse von ATP frei wird, um RNA-Strukturen aufzuwinden und um Proteine von RNA
abzuldsen. Da es beim Rev-vermittelten HIV-mRNA-Export, nicht aber beim zellularen Proteinexport

eine Rolle zu spielen scheint, kdnnte es an der Umformung von mRNA-Exportkomplexen beteiligt
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sein. Ob und in welcher Weise DDX3 auch beim zellularen CRM1-vermittelten RNA-Export
mitwirkt, muss noch geklart werden (Yedavalli et al., 2004, Cullen, 2005). In Abb. 1.8. ist der Export
von zelluldrer mMRNA und HIV-1 mRNA gegentbergestellt (Cullen, 2005).

Transcription and processing

HNucheus

Abb. 1.8.: Export von zellularer mRNA und HIV-1 mRNA (Cullen, 2005).

In a ist ein exportkompetentes zelluldres Transkript mit Tap, NXT1 und der RNA-Helikase Dbp5 gezeigt.
Waéhrend des Transportes durch die Kernpore kommt es zum Umbau des mRNP durch das am mRNP und/oder
am Kernporenkomplex gebundene Dbp5, wobei eine Reihe von Faktoren vom mRNP entlassen werden und in
den Zellkern importiert werden. In b ist die HIV-1 mRNA mit den Faktoren Rev, CRM1 und der Helikase DDX3
gezeigt.

1.2.7. Energie beim Transport durch die Kernporen

Die Ras-verwandte GTPase Ran spielt beim nukleozytoplasmatischen Transport eine entscheidende
Rolle. Ran liegt im Zellkern bevorzugt als Ran-GTP und im Zytoplasma als Ran-GDP vor. Diese
Asymmetrie fiuhrt zu einem Gradienten, der den Transport Uber die Kernporen durch die
Zusammenlagerung und Dissoziation der Transportkomplexe steuert (Joseph, 2006).

Im Zellkern fiihrt die Bindung von Ran-GTP an einen Importkomplex zur Dissoziation der Importine
von ihrem Transportsubstrat. Importin-3 wird nun mit Ran-GTP in das Zytoplasma
zurucktransportiert. Ran-GTP bindet ebenfalls im Zellkern in Anwesenheit eines Exportsubstrates mit
hoher Affinitat an den Exportfaktor (Weis, 2003). Nach dem Export in das Zytoplasma wird Ran-GTP
durch GTP-Hydrolyse in Ran-GDP Uberflhrt. Ran hat eine geringe intrinsische GTP-Hydrolyse- und
Nukleotidaustauschaktivitit. Diese Reaktionen kdnnen enzymatisch katalysiert werden (Quimby und
Dasso, 2003). Das zytoplasmatische Ran-Bindungsprotein 1 (RanBP1) bindet mit seiner Ran-
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Bindungsdoméane an Ran-GTP und steigert so die Hydrolyse durch das Ran-GTPase-aktivierende
zytoplasmatische Protein Ran-GAP um ein Vielfaches (Bischoff et al., 1995). Infolge der Hydrolyse
kommt es zur Dissoziation der Exportkomplexe. Ran-GDP wird mit dem Kerntransportfaktor 2
(NTF2) in den Zellkern gebracht. Das Homodimer NTF2 bindet mit einer hydrophoben Tasche an
Ran-GDP und an Phenylalanine von Nukleoporinen mit XFXFG-Wiederholungen, wie Nup62 (Allen
et al, 2000). Im Zellkern wird Ran-GDP mithilfe des Ran-Nukleotid-Austauschfaktors
RanGEF/RCC1 (,,Regulator of Chromosome Condensation 1“) in die GTP-gebundene Form
tberfiihrt. RanGEF/RCCL ist Uber die Histone H2A und H2B an Chromatin gebunden, was zu einer
Verstarkung der Nukleotidaustauschaktivitdt um das Doppelte fuhrt (Nemergut et al., 2001). Eine
Ubersicht tiber den Ran-Zyklus ist in Abbildung 1.9. zu sehen.
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Abb. 1.9.: Ubersicht tiber die Beteiligung von Ran-GDP und Ran-GTP beim Import und Export (Quimby
und Dasso, 2003).
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1.2.8. Export von CD83 mRNA

1.2.8.1. Dendritische Zellen und der CD83 Oberflachenrezeptor

Dendritische Zellen (DCs) sind die starksten antigenprasentierenden Zellen des Immunsystems. Sie
sensibilisieren Helfer- und Killer-T-Lymphozyten und agieren dabei als natlrliches Adjuvans bei der
T-Zell-vermittelten Immunitét. Intrazellulare Antigene werden in Peptide zerlegt und Gber MHCs
(,,Major Histocompatibility Complexes*) der Klasse | prasentiert. Diese werden von zytotoxischen T-
Zellen erkannt, welche eine so gekennzeichnete Zelle téten kénnen. Extrazellulare Antigene werden
endozytotisch aufgenommen, prozessiert und Gber MHCs der Klasse Il présentiert. Diese werden von
T-Helferzellen erkannt (Banchereau und Steinman, 1998). CD83 (,,Cluster of Diversity” 83), ein etwa
45 kDa groRes Glykoprotein der Immunglobulinsuperfamilie, ist ein  Oberflachenrezeptor auf reifen
dendritischen Zellen, in einem geringen Ausmall wird CD83 auch auf der Oberflache aktivierter
Lymphozyten exprimiert (Zhou et al., 1992; Zhou und Tedder, 1995). Da CD83 auf unreifen
dendritischen Zellen nicht zu finden ist, stellt es den besten Marker fur reife dendritische Zellen dar
(Zhou und Tedder, 1996). Unreife DCs nehmen in peripheren Geweben Antigene auf, besitzen aber
noch keine voll ausgebildete Fahigkeit, T-Zellen zu stimulieren. Nach entsprechenden Anreizen in
Form von Antigenen oder Zytokinen kommt es auf dem Weg zu den T-Zell-haltigen Zonen der
peripheren Lymphknoten zur Reifung (Dieu et al., 1998). Bei dendritischen Zellen spielt CD83 eine
wichtige Rolle bei der T-Zell-vermittelten Immunitat (Lechmann et al., 2001). Im Serum gesunder
Personen findet man geringe Mengen l6sliches CD83 (Hock et al., 2001). Bei Patienten mit
bestimmten hamatologischen Neoplasien wie chronisch lymphatischer Leukamie und
Mantelzelllymphomen oder rheumatischer Arthritis kommt es zu erhdhten Serumspiegeln (Hock et
al., 2004; Hock et al., 2006). Losliches CD83 ist in der Lage, die DC-vermittelte T-Zell-Aktivierung

zu inhibieren (Lechmann et al., 2001).

1.2.8.2. Der eukaryotische I nitiationsfaktor 5A (el F5A) ist an der Reifung dendritischer
Zdlen beteiligt

1.2.8.2.1. Der eukaryotische Initiationsfaktor 5A (el F5A)

Der eukaryotische Initiationsfaktor 5A (elF5A) (Smit-McBride et al., 1989a) ist ubiquitér in
Eukaryoten exprimiert (Gordon et al., 1987). Er ist auch in Archebakterien zu finden (Bartig et al.,
1992). elF5A ist das einzige bislang bekannte Protein mit der Aminoséure Hypusin (N -(4-amino-2-
hydroxybutyl)-L-Lysin) (Park et al., 1982). Diese Modifikation entsteht als posttranslationelle
Modifikation durch zwei Enzymreaktionen an der Aminosédure Lysin an Position 50. Zuerst katalysiert
die Desoxyhypusinsynthase den Transfer einer 4-Aminobutylgruppe von Spermidin auf die

e-Aminogruppe  von  Lysin.  AnschlieBend erfolgt die  Hydroxylierung durch die
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Desoxyhypusinhydrolase (Xu und Chen, 2001). In Eubakterien existiert ebenfalls ein dem elF5A sehr
ahnliches Protein, das allerdings nicht hypusinmodifiziert ist (Kyrpides und Woese, 1998). Eine Rolle
von elF5A bei der Translationsinitiation wurde zunédchst angenommen, weil elF5A aus der
ribosomengebundenen Fraktion isoliert werden und in einem in-vitro-Experiment die Synthese von
Methionyl-Puromycin stimulieren konnte (Benne et al., 1978; Park 1989; Smit-McBride et al.,
1989b). Allerdings konnte eine direkte Korrelation zwischen elF5A und der generellen
Proteinsynthese nicht bestatigt werden, denn die Proteinsynthese kam trotz elF5A-Funktionsverlust
nicht zum Erliegen (Kang und Hershey, 1994).

elF5A st essentiell fiir das Uberleben der Zelle und fiir die Zellproliferation, dennoch ist die
physiologische Funktion von elF5A weitgehend unklar (Xu et al., 2004). Hinweise erhofft man sich
aus der Charakterisierung von Bindungspartnern. elF5A besitzt mit den basischen Aminosauren um
das Hypusin und einer dem RNA-Bindungsmotiv des prokaryotischen Kalteschockproteins CspA
ahnlichen Doméne eine zweigeteilte RNA-Bindungsstelle (Kim et al., 1998, Peat et al., 1998).
Aulerdem findet sich carboxyterminal eine leucinreiche Doméne fiir Proteininteraktionen (Liu et al.,
1997). In vitro kann elF5A an das Rev-Response-Element (RRE) von HIV-1, U6 RNA (Liu et al.,
1997) sowie weiteren RNA-Sequenzen mit den Konsensusmotiven UAACCA und AAAUGU binden
(Xu und Chen, 2001; Xu et al, 2004). Daneben sind bereits Interaktionen mit der
Desoxyhypusinsynthase (Lee et al., 1999), der Transglutaminase Il (Singh et al., 1998), Syntenin (Li
et al., 2004), L5 (Schatz et al., 1998), HIV-1-Rev (Ruhl et al, 1993), CRML1 (Rosorius et al., 1999),
Exportin 4 (Lipowsky et al., 2000), Aktin und den Nukleoporinen Nup214/CAN, Nup153, Nup98 und
Nup62 (Hofmann et al., 2001) beschrieben. Auflerdem konnte gezeigt werden, dass elF5A
hypusinabhangig und unter Beteiligung von RNA 80S-Ribosomen und assoziierte Proteine binden
kann (Jao und Chen, 2006; Zanelli et al., 2006).

1.2.8.2.2. el F5A und Kernexport

In somatischen Sédugerzellen und in Xenopus-Oozyten befindet sich elF5A sowohl im Zellkern als
auch im Zytoplasma. Bemerkenswert ist aber die Anreicherung an der nukleoplasmatischen Seite der
Kernhlle, insbesondere an den nukledren Filamenten der Kernporenkomplexe (Rosorius et al., 1999).
Wichtige Hinweise auf die Beteiligung von elF5A bei Transportprozessen resultieren auch aus
Bindungsstudien. So wurde elF5A als zelluldarer Bindungspartner der HIV-1-Rev-trans-
Aktivierungsdomane (Ruhl et al., 1993) und des Exportfaktors CRM1 (Rosorius et al., 1999)
identifiziert. elF5A ist essentiell flr die Anreicherung von Rev im Zytoplasma (Ruhl et al., 1993).
elF5A-Antikorper (Schatz et al., 1998; Elfgang et al., 1999) und elF5A-Mutanten (Bevec et al., 1996;
Elfgang et al., 1999) sind in der Lage, den Export von Rev und somit die HIV-1-Replikation zu
blockieren. Der Export von elF5A in das Zytoplasma bendtigt Energie und ist durch den CRM1-
Inhibitor Leptomycin B hemmbar (Rosorius et al., 1999). Allerdings scheint elF5A nicht generell
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beim CRM1-vermittelten Export von Proteinen mit leucinreichen Exportsignal beteiligt zu sein. Der
Export des Proteinkinaseinhibitors (PKI) verlauft zwar mithilfe seines leucinreichen Exportsignals
tiber den CRM1-Exportfaktor, wird aber durch elF5A-Antikdérper oder -Mutanten nicht beeinflusst
(Elfgang et al., 1999).

In Vertebraten wurde ein Exportfaktor aus der Importin-B-Familie identifiziert, Exportin 4, an den
elF5A tausendmal starker binden soll als an CRM1 (Lipowsky et al., 2000). Im Gegensatz zur
Interaktion mit CRM1 soll hierfur jedoch die Hypusinylierung essentiell sein. Allerdings ist noch
unklar, ob elF5A mit weiteren Exportsubstraten oder alleine tber Exportin 4 beférdert wird, und

welche Aufgabe das Uber Exportin 4 transportierte elF5A im Zytoplasma wahrnimmt.

1.2.8.2.3. el F5A in dendritischen Zellen

Die Expression von elF5A ist wahrend der Reifung dendritischer Zellen stark erhéht und spiegelt die
Expression des CD83-Oberflachenrezeptors wider. Durch die Behandlung von dendritischen Zellen
mit dem Hypusininhibitor GC7 (N'-guanyl-1,7.diaminoheptan) wurden CD83-Transkripte im Zellkern
angereichert und so die Oberflachenexpression von CD83 unterbunden. Hieraus wurde geschlossen,
dass die Hypusinmodifikation und somit elF5A erforderlich fir die nukleozytoplasmatische

Translokation und die Oberflachenexpression von CD83 sein kdnnte (Kruse et al., 2000).

1.2.8.2.4. Therapeutische M 6glichkeiten fir den Einsatz von Hypusininhibitoren

Die Entwicklung von Hypusininhibitoren kénnten neue antivirale Therapiemdglichkeiten eréffnen.
Ein neuer Desoxyhypusin-Hemmer (CNI-1493) wurde bereits viel versprechend an peripheren
Blutmonozyten von HIV-1 infizierten Patienten getestet. Die Virusreplikation konnte deutlich gesenkt
werden, wobei in Zellkulturen kein offensichtlicher Viabilitatsnachteil zu Tage getreten ist (Hauber et
al., 2005). Hypusininhibitoren koénnten auch fir die Therapie BCR-ABL-positiver Leuk&mien
interessant werden. Durch eine Philadelphia-Translokation t(9;22)(q34;q11) wird ein BCR/ABL-
Fusionsgen mit der Expression eines Onkogens mit Tyrosinkinaseaktivitat generiert. Der selektive
Tyrosinkinaseinhibitor Imatinib (STI1571, Glivec (Novartis)) kann die Tyrosinkinaseaktivitat durch
Blockade der ATP-Bindungsstelle der Tyrosinkinase hemmen. Durch  differentielle
Proteinexpressionsanalysen in einer BCR-ABL-positiven Zelllinie mit und ohne Imatinibbehandlung
konnte eine verminderte Expression von elF5A nach Gabe des Tyrosinkinaseinhibitors beobachtet
werden. Des Weiteren filhrten Hypusininhibitoren (Ciclopirox, CPX; N'-guanyl-1,7.diaminoheptan,
GC7) zu einem selektiven antiproliferativen Effekt in BCR-ABL-positiven Zellen. Der Effekt konnte
durch die Kombination mit Imatinib gesteigert werden. Ein grof3es Problem bei der Therapie mit
Imatinib  stellt die Entwicklung von Resistenzen dar. Hypusininhibitoren wirkten in
Zellkulturversuchen jedoch auch in Imatinib-resistenten Zellen antiproliferativ (Balabanov et al.,
2007).
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1.2.8.3. Das Shuttelprotein HuR, ein Mitglied der ELAV-Familie, bindet an CD83
MRNA und beeinflusst die CD83-Oberflachenexpression

1.2.8.3.1. HUR stabilisiert Transkripte mit AU-reichen Sequenzelementen

HuR gehort zu einer Familie RNA-bindender Proteine, die mit dem ELAV Protein (,,Embryonic
Lethal Abnormal Vision) in Drosophila melanogaster verwandt ist. Die Proteine der ELAV-Familie
sind in Vertebraten hoch konserviert (Good, 1995). Beim Menschen sind vier Vertreter dieser ELAV-
Familie bekannt. HuR, auch HUA genannt, wird in allen Geweben exprimiert (Ma et al., 1996),
wahrend HuC und HuD (Szabo et al., 1991) neuronenspezifisch sind, und HuB (auch Hel-N1 genannt)
sowohl in Neuronen als auch in Geschlechtsorganen exprimiert wird (Levine et al., 1993; Antic et al.,
1997). Bei Xenopus laevis konnten ebenfalls vier elav-dhnliche Gene identifiziert werden. Eine
Expression von EIrA (,,ELAV-related-Protein A) wurde in allen Geweben detektiert, wahrend EIrC
und EIrD nur im Gehirn und EIrB sowohl im Gehirn als auch in den Geschlechtsorganen
nachgewiesen werden konnten (Good, 1995). Alle Hu-Proteine und ihre Xenopus-Aquivalente
besitzen drei klassische RNA-Erkennungs-Motive (,,RNA Recognition Motif“, RRM) (Brennan und
Steitz, 2001; Good 1995).

Eine wichtige posttranskriptionelle Regulation der Genexpression stellt die Stabilitdt der mRNA dar
(Wickens et al., 1997). Die Transkripte vieler so genannter Early Response Gene (ERGS), die fur
Zytokine, Lymphokine und Protoonkogene kodieren, sind im Gegensatz zu Transkripten von
Haushaltsgenen sehr instabil. Sie beinhalten ndmlich in der 3’ untranslatierten Region (3’-UTR) cis-
aktive Sequenzelemente, die so genannten AU-reichen Elemente (ARE) (Caput et al., 1986; Shaw und
Kamen, 1986). AU-reiche Elemente kdnnen je nach ihrer Sequenz und ihrer Abbaucharakteristik in
drei Klassen eingeteilt werden (Chen und Shyu, 1995; Brennan und Steitz, 2001). Klasse | ARE findet
man hauptsachlich in Transkripten von Protoonkogenen wie zum Beispiel c-fos. Sie bestehen aus ein
bis drei Kopien von AUUUA-Pentameren, eingebettet in uracilreiche Regionen. Klasse 1l ARE
kommen meist in mRNAs von Zytokinen vor, wie zum Beispiel bei Transkripten des Granulozyten-
Monozyten-koloniestimulierenden Faktors (GM-CSF). Sie besitzen mindestens zwei Uberlappende
Kopien der Nonamersequenz UUAUUUA(U/A)(U/A) (Lagnado et al., 1994), ebenfalls eingebettet in
uracilreiche Regionen. Bei Klasse Il ARE, wie zum Beispiel bei Transkripten von c-jun, fehlt das
typische AUUUA-Motiv. Dort existieren aber uracilreiche Sequenzen. Bei ARE der Klasse | und 1l
erscheinen im Gegensatz zu ARE der Klasse Il intermedidre Degradationsprodukte mit poly-A-
Schwanzen.

HuR bindet an AU-reiche Elemente aller drei ARE-Klassen (Myer et al., 1997; Brennan und Steitz,
2001) und fuhrt zur Stabilisierung der Transkripte (Fan und Steitz 1998b; Peng et al., 1998). Es stellt
somit einen Gegenspieler zu den destabilisierend wirkenden Proteinen hnRNP D (,,Heterogenous
Nuclear Ribonucleoprotein“ D, auch AUF1 genannt) (Loflin et al., 1999) sowie KSRP (Chen et al.,
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2001; Gherzi et al., 2004) und Tristetraprolin (TTP)(Lai et al., 1999; Lai et al., 2000) dar. Wichtig fur
die Bindung von HUR an AREs sind seine RNA-Erkennungsmotive 1 und 2 (RRM 1 und 2), wéhrend
HuR gleichzeitig mit dem dritten RNA-Erkennungsmotiv (RRM 3) an den polyadenylierten Schwanz
der mRNAs bindet (Ma et al., 1997).

1.2.8.3.2. HUR ist ein Shuttelprotein

HuR ist vorzugsweise im Zellkern lokalisiert (Fan und Steitz, 1998b), shuttelt aber zwischen Zellkern
und Zytoplasma mithilfe einer HuR-nukleozytoplasmatischen-Shuttelsequenz (HNS), die in der
Scharnierregion zwischen dem zweiten und dritten RNA-Erkennungs-Motiv liegt (Fan und Steitz,
1998a). Der basische Sequenzbereich (205-RRFGGPVHHQAQRFRF-220) besitzt mit den Argininen
(kursiv gekennzeichnet) Ahnlichkeiten zu einem klassischen zweigeteilten Kernlokalisationssignal,
das aus zwei Clustern der basischen Aminosauren Arginin und Lysin mit einem Spacer von zehn
Aminoséduren besteht. Deletionsexperimente haben gezeigt, dass das erste Arginin-Cluster der HNS
far den Import in den Zellkern essentiell ist. Im Gegensatz zu den klassischen NLSs ist die
Kernlokalisationsaktivitait der HNS jedoch abhangig von der transkriptionellen Aktivitat der
Polymerase Il (Peng et al., 1998; Fan und Steitz, 1998a). Die HNS dhnelt in ihrem Verhalten den
Shuttelsequenzen M9 von hnRNP Al (Michael et al., 1995) und der Shutteldoméane von hnRNP K
(Michael et al., 1997), welche ebenfalls nach Transkriptionshemmung im Zytoplasma anreichern. Die
Shuttelsequenz HNS enthélt ein bislang unbekanntes Kernexportsignal (Fan und Steitz, 1998a).

Es sind vier Bindungspartner fiir HuR identifiziert worden, Set a, Set B, PP32 und APRIL (,,Acidic
Protein Rich In Leucine™). Alle vier dieser Proteine besitzen einen langen sauren Carboxyterminus,
der mit der Scharnierregion und der RRM3 des HuR interagiert. Set a und Set B sind mbglicherweise
Spleifvarianten (Brennan er al., 2000). Sie binden an Histon/DNA-Komplexe und formen die
Chromatinstruktur in vitro um (Okuwaki und Nagata, 1998). Bei einer Variante einer akuten
undifferenzierten Leukdmie ist das Gen fir Set mit dem Gen fir Nup214/CAN durch eine
Translokation fusioniert (von Lindern et al., 1992). Set a, Set  und PP32 sind als Phosphatase 2A-
Inhibitoren beschrieben (Li et al., 1996; Saito et al., 1999). PP32 und APRIL zeigten eine nukleédre
Lokalisation. Sie besitzen mehrere leucinreiche HIV-1-Rev-NES-ahnliche Sequenzen und zeigen
dhnlich wie HuR Shuttelaktivitit. Der Export von PP32 und APRIL, nicht aber von HuR, konnte
durch den CRM1-Inhibitor Leptomycin B (LMB) gehemmt werden. Es wurde allerdings gezeigt, dass
HuR in Abwesenheit von LMB nur mit zytoplasmatischer polyadenylierter RNA vernetzt werden
konnte, wahrend in Anwesenheit von LMB RNA im Zellkern und im Zytoplasma an HuUR gebunden
war. (Brennan et al., 2000). Nach Hitzeschock war der Kernexport von HUR ebenfalls Leptomycin-
sensibel (Gallouzi et al., 2001). Dies legt die Vermutung nahe, dass mindestens zwei Exportwege fur
HuR existieren. Einerseits CRM1-unabhédngig mithilfe der Shuttelsequenz HNS, andererseits CRM1-

abhangig unter Beteiligung von Bindungspartnern mit leucinreichen  Exportsignalen.
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Hitzeschockprotein 70 (Hsp70)-Transkripte besitzen ein ARE der Klasse Ill, das nach Hitzeschock
mit HUR interagiert. Erste Hinweise deuteten auf einen CRM1-abhéngigen Export von Hsp70 mRNA
nach Hitzeschock, weshalb dem HuR eine Rolle als Exportadapter beim Export dieser Transkripte,
vermutlich mit APRIL und PP32 zugeschrieben wurde (Gallouzi et al., 2001). Ein CRM1-abhangiger
Hsp70 mRNA-Export lie} sich jedoch nicht bestatigen (Gallouzi et al., 2001, Retraction in part,
2003).

1.283.3. HuR bindet an die CD83 mRNA und beanflusst die CDS83-

Oberflachenexpression

CD83-Transkripte besitzen kein erkennbares ARE in der 3’-UTR. Dennoch konnte innerhalb der
kodierenden Sequenz ein neues cis-aktives RNA-Element (Nukleotide 466-615) gefunden werden,
welches mit HuR interagiert. Dieses HuR-Response-Element (HRE) oder cis-aktive
posttranskriptionelle regulatorische Element (PRE) formt eine Stem-Loop-Struktur aus. Die Bindung
von HuR an CD83-Transkripte beeinflusst jedoch nicht deren Stabilitat. Durch Knockdown von HUR
mit Interferenz-RNA  konnte die de-novo-Synthese von CD83 wund somit die CD83-
Oberflachenexpression verhindert werden. Die CD83-Transkripte wurden im Zellkern angereichert.
Eine Anreicherung von CD83 mRNA im Zellkern resultierte ebenfalls nach einer Blockade des
CRM1-vermittelten Exportweges. Vermutlich fungiert HuR auch im Falle der CD83-Transkripte als
Exportadapter, welcher mdglicherweise bereits kotranskriptionell rekrutiert wird (Prechtel et al.,
2006).

1.2.9. Transkription und Export sind miteinander gekoppelt

In Hefezellen konnte die interessante Beobachtung gemacht werden, dass besonders aktive Gene in
die Zellkernperipherie lokalisieren und mit Transportfaktoren der Importin-3-Familie und
Nukleoporinen assoziieren (Casolari et al., 2004). Im Allgemeinen spielt die Zellkernperipherie
jedoch eine Rolle beim ,,Gene Silencing®. Dennoch sind Transkription, Prozessierung der RNA und
ihr Transport zur Translationsmaschinerie miteinander verflochten (siehe 1.2.6.4.). Die
Proteinzusammensetzung an der RNA passt sich dabei den jeweiligen Gegebenheiten an. Verlauft die
Maturation der Transkripte nicht regelrecht, wird die RNA letztendlich im Zellkern retiniert (Reed,
2003). Manche Proteine, wie das Dbp5 (siehe 1.2.6.4.) binden bereits kotranskriptionell an die RNA
und begleiten die RNA bis in das Zytoplasma. Bestimmte Proteine sind an mehreren Prozessen
beteiligt. Beispielsweise spielt Kernaktin sowohl bei der Transkription aller drei RNA-Polymerasen,
als auch beim Export verschiedener RNA-Klassen eine Rolle. Im Folgenden soll die Transkription
verschiedener RNA-Klassen sowie der Einfluss von Aktin und Myosin bei der Transkription erlautert

werden.
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1.3. Die Transkription

1.3.1. Die RNA-Polymerase | -abhéngige Transkription im Nukleolus

1.3.1.1. Der Nukleolusist der Ort der RNA-Polymerase | -abhéngigen Transkription

In menschlichen somatischen Zellen sind etwa 300-400 rRNA-Gene in zehn Nukleolus-Organisator-
Regionen (NORs) an den akrozentrischen Chromosomen 13, 14, 15, 21 und 22 zu finden. In der
spaten Telophase bilden sich um diese rDNA Nukleolen aus, die wéhrend der Interphase persistieren
und sich auflésen, wenn die Zelle in die Mitose eintritt (Lam et al., 2005). Manche Bestandteile des
RNA-Polymerase I-Transkriptionssapparates bleiben wahrend der Mitose an den NORs gebunden.
Die Struktur des Nukleolus ist weitgehend von seiner Aufgabe als Ribosomenfabrik bestimmt, da die
Herstellung der Ribosomenuntereinheiten ein vektorieller Prozess ist (Olson und Dundr, 2005).
Menschliche Nukleolen weisen eine typische Aufteilung in drei Kompartimente auf. Diese
Dreiteilung soll sich erst spét in der Evolution bei den Amnioten aus einer Zweiteilung entwickelt
haben (Thiry und Lafontaine, 2005). Dennoch konnte bei amplifizierten Nukleolen von Xenopus-
Oozyten ebenfalls eine Dreiteilung gesehen werden (Mais und Scheer, 2001). Eine blasse Struktur
bildet das fibrillare Zentrum (FC). Es enthalt die RNA-Polymerase I, DNA-Topoisomerase | und den
Transkriptionsfaktor UBF (,,Upstream Binding Factor®) (Scheer und Weisenberger, 1994). Das
fibrillare Zentrum ist partiell oder komplett umgeben von einer Schicht mit dichtem fibrésen Material,
der sogenannten dichten fibrillaren Komponente (DFC). Hier ist neben Transkriptionsfaktoren auch
das Protein Fibrillarin zu finden, welches in die Prozessierung und Modifikation von pra-rRNA und
bei der Zusammenlagerung von rRNA mit ribosomalen Proteinen eine Rolle spielt (Tollervey et al.,
1993). FC und DFC sind eingebettet in die granuldare Komponente (GC), die angereichert ist mit
ribosomalen Proteinen und Faktoren fiir den Zusammenbau der Ribosomenuntereinheiten (Huang,
2002). Nukleolen konnen von einer Schicht kondensiertem Chromatin, dem perinukleoldrem
Chromatin, umgeben sein, das manchmal weit in den Nukleolus hineinreicht (Thiry und Lafontaine,
2005).

Bis heute ist der Ort der rDNA-Transkription Gegenstand kontroverser Diskussionen. Die Meinungen
gehen zwischen der Lokalisation der Transkription im FC, an der Grenze von FC und DFC und im
DFC auseinander (Huang, 2002; Thiry und Lafontaine, 2005).

Mit den so genannten Miller-Spreitungen (Miller und Beatty, 1969) kann die rRNA, die gerade an
transkriptionell aktiven rDNA-Templates synthetisiert wird, als christbaumartige Struktur dargestellt
werden. Zehn bis 14 Nanometer groRe Partikel, die RNA-Polymerase | enthalten, liegen dicht
aufeinander folgend an der rDNA. Von ihnen gehen die entstehenden rRNA-Transkripte aus, die an
ihrem 5’-Ende ein 25 Nanometer grofles Endknduel aus pra-rRNA-Prozessierungskomplexen tragen
(Scheer und Weisenberger, 1994).
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Fur die Ribosomenbiosynthese im Nukleolus sind Transkriptionsprodukte der RNA-Polymerasen I, I
und 111 erforderlich. Die RNA-Polymerase | transkribiert die 28S, 18S und 5,8S rRNA im Nukleolus,
die RNA-Polymerase Il die 5S rRNA und verschiedene kleine RNAs aufierhalb des Nukleolus. Die
RNA-Polymerase Il stellt die Transkripte fir die Translation ribosomaler Proteine her. Eukaryotische
80S Ribosomen setzen sich aus der groen 60S (28S, 5,8S und 5S rRNA) und der kleinen 40S (18S
rRNA) Untereinheit zusammen. Beide Untereinheiten zusammen beinhalten ungeféhr 80 ribosomale

Proteine.

1.3.1.2. Die RNA-Polymerase | -abhangige Transkription

Die 28S, 18S und 5,8S rDNA st als Transkriptionseinheit organisiert. Die Transkriptionseinheiten
sind durch intergenische Spacer voneinander getrennt. Die rDNA-Transkriptionseinheit besitzt neben
der Information flir den 18S-5,8S-28S-rRNA-Prékursor Sequenzelemente flir die Regulierung der pra-
rRNA-Transkription wie Promoter, Enhancer, Spacer Promoter, Replikationsstart und
Transkriptionsterminatoren (Grummt, 2003). Die Organisation einer rDNA-Transkriptionseinheit ist
in Abb. 1.10. zu sehen.
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Abb. 1.10.: Organisation einer rDNA-Transkriptionseinheit

IGS: intergenischer Spacer; ENH: Enhancer; SP: Spacer; SPT: Spacer Promoter; UCE: ,,Upstream Core
Element; Core: Core Promoter; 5’ETS: 5’ externer transkribierter Spacer; ITS 1 und 2: interner trankribierter
Spacer; Term: Transkriptionsterminator. Modifiziert nach RaSka, 2003; Copenhaver et al., 1994.

Der Promoter besteht aus einem ,,Start Ste Proximal Core Promoter* (CP) und einem ,,Upstream
Control Element“ (UCE). Die Bildung des Prainitiationskomplexes erfordert die Bindung des
Upstream-Bindungsfaktor (UBF) und des TIF-1B/Selektivitatsfaktor 1-Proteinkomplexes (SL1; in der
Maus TIF-IB (Transkriptionsinitiationsfaktor IB) genannt) an den Promoter. Die Tandem-HMG-
Boxen erlauben einem einzigen Dimer von UBF die DNA so zu verbiegen, dass der ,,Core Promoter*
und das ,,Upstream Control Element™ in unmittelbare Nachbarschaft gebracht werden (Abb. 1.11.)(A;
Bazett-Jones et al., 1994; Moss und Stefanovsky, 2002). Der TIF-IB/SL1-Komplex besteht aus
TATA-bindendem Protein (TBP) und drei RNA-Polymerase I-spezifischen TBP-assoziierten Faktoren
TAF 48, TAF,68/63 und TAF,95/110, die den Promoter erkennen (Comai et al., 1992, Eberhard et al.,
1993, Heix et al., 1997). Die Rekrutierung des RNA-Polymerase I-Holoenzymkomplexes an den
rDNA-Promoter kommt durch die Interaktion von UBF mit PAF53 (polymeraseassoziierter Faktor
53), einer der 14 Untereinheiten der RNA-Polymerase |, und der Interaktion von TIF-IB/SL1 mit TIF-
IA zustande (Seither et al., 1997). TIF-1A ist das Sdugerhomolog zum Hefeprotein Rrn3p, einem
regulatorischen Faktor, der mit initiationskompetenten Untereinheiten der RNA-Polymerase |
assoziiert (Bodem et al., 2000). Wichtig fir die Bindung von TIF-IA an die RNA-Polymerase | und
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somit fir die Transkriptionsaktivierung ist die Phosphorylierung von TIF-1A am Serin 649 durch die
ribosomale S6-Kinase (Zhao, 2003).

Der RNA-Polymerase I-Holoenzymkomplex beinhaltet Faktoren, die fur die Transkriptionsinitiation,
die Reifung der rRNA, die Chromatinmodifikation oder der DNA-Reparatur eine Rolle spielen. Ein
Bestandteil dieses Multienzymkomplexes ist der TFIIH-Proteinkomplex, der essentiell bei der

Transkription von proteinkodierenden Genen und der DNA-Reparatur ist (Grummt, 2003).

Abb. 1.11.: Die Bildung des Polymer ase | -I nitiationskomplexes.

UBF verbiegt die DNA so, dass der ,,Core Promoter* (CP) und das ,,Upstream Control Element” (UCE) in
unmittelbare Nachbarschaft gebracht werden (A; nach Moss und Stefanovsky, 2002). In B ist der Polymerase I-
Initiationskomplex zu sehen (Moss und Stevanovski, 2002; Grummt, 2003).

1.3.2. Die RNA-Polymerase | I -abhangige Transkription

Die Eukaryoten-DNA ist in so genannten Nukleosomen organisiert. Je zwei Histone H2A, H2B, H3
und H4 bilden ein Oktamer, um das die DNA in eindreiviertel Windungen gewickelt ist, was 146
Basenpaaren entspricht (Wolffe, 1992). Diese Organisation resultiert in der Unterdriickung der
Transkription. Nach der Entfernung der Histonoktamere von der TATA-Box und der Startstelle
aktiver Gene  (Boeger et al, 2004) kann sich der RNA-Polymerase II-
Transkriptionsinitiationskomplex an nackten DNA-Molekdlen aufbauen (Boeger et al., 2005).

Die RNA-Polymerase Il-Transkriptionsmaschinerie besteht aus den drei Komponenten Polymerase,
generelle Transkriptionsfaktoren und Mediatorkomplex. Die aus zwdlf Untereinheiten bestehende
RNA-Polymerase Il kann die RNA synthetisieren und besitzt aulerdem eine Fehlerkorrekturfunktion.
Sie stellt die Plattform fiir die Anlagerung anderer Komponenten dar. Die fiinf generellen
Transkriptionsfaktoren TFIIB, D, E, F und H erkennen den Promoter und entwinden die Promoter-
DNA. Der aus 20 Untereinheiten bestehende Mediatorkomplex (Kornberg, 2005; Roeder, 2005)
tibermittelt regulatorische Informationen von aktivierenden und unterdriickenden Proteinen an die
RNA-Polymerase Il. Der Mediatorkomplex selbst kann nicht an spezifischen DNA-Sequenzen binden,
er interagiert direkt mit der RNA-Polymerase Il. Die eukaryotische Transkription kann prinzipiell in
funf Schritte eingeteilt werden: Ausbildung des Préninitiationskomplexes, Transkriptionsinitiation,

Vorbereitung zur Ablésung vom Promoter, Ablésung vom Promoter und Transkriptverlangerung
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(Kugel und Goodrich, 2002).

Fur die Ausbildung des Préinitiationskomplexes (PIC) wird ein DNA-Template, die RNA-Polymerase
I, die flnf generellen Transkriptionsfaktoren und der Mediatorkomplex bendtigt. TFIID besteht aus
einem TATA-bindenden Protein (TBP) und ungefahr zehn TBP-assoziierten Faktoren (TAFs). Nach
der Bindung des TBP an die TATA-Box wird TFIIB an den DNA-TBP-Komplex angelagert. TFIIB
kann auch an das basale Repressorelement (BRE) binden, eine Sequenz, die in manchen
Promoterregionen unmittelbar upstream der TATA-Box zu finden ist und die basale Transkription
unterdriickt. Durch die Bindung von unphosphorylierter RNA-Polymerase 1l und TFIIF wird der
Komplex aus DNA-TBP und TFIIB stabilisiert. TFIIF besteht aus zwei groflen (TFH /RAP74) und
zwei Kkleinen (TFIIB/RAP30) Untereinheiten, die mit der Template-DNA interagieren. Dann werden
TFIIE und anschlieBend TFIIH zum Préinitiationskomplex rekrutiert. TFIIE besteht ebenfalls aus zwei
grofRen (TFIIEn) und zwei kleinen (TFIIEB) Untereinheiten und formt Promoterkontakte aus. TFIIH
besteht aus neun Untereinheiten, und besitzt drei katalytische Zentren, zwei ATP-abhangige DNA-
Helikasen und eine Cyklin-abhangige Proteinkinase. Neben seiner Rolle bei der Transkription wirkt
TFIIH auch bei der DNA-Reparatur.

Die grofite Untereinheit der RNA-Polymerase |l besitzt eine carboxyterminale Domane (CTD) mit der
Heptapeptidwiederholung [Tyr-Ser-Pro-Thr-Ser-Pro-Ser]. Die CTD spielt eine Schlusselrolle in der
Regulation der Transkriptionsinitiation und der Koordination der kotranskriptionellen mRNA-
Prozessierung, die durch CTD-Kinasen moduliert wird. Eine CTD-Phosphatase recycelt die
phosphorylierte Polymerase (Woychik und Hampsey, 2002).

Nach der Bildung des Prainitiationskomplexes werden die ersten drei Nukleotide des Transkriptes
produziert. Dann formt sich ein stabiler Komplex, der eine RNA mit einer Lange von vier
Nukleotiden enthdlt und die Promoterabldsung vorbereitet. Diese stabilen Komplexe vollziehen die
Ablésung vom Promoter wéhrend der Knlpfung der vierten bis vierzehnten Phosphodiesterbindung
(Kugel und Goodrich, 2002).

1.3.3. Die RNA-Polymerase | I 1-abhangige Transkription

Die RNA-Polymerase Il ist die grofite der RNA-Polymerasen und besitzt 17 Untereinheiten
(Schramm und Hernandez, 2002). Sie produziert kurze nichttranslatierte RNAs wie 5S rRNA, tRNA,
7SL RNA (eine essentielle Komponente des Signalerkennungspartikels), 7SK RNA (reguliert die
RNA-Polymerase Il-Transkription), MRP, U6 und H1 RNA-Molekile (posttranskriptionelle
Prozessierung der rRNA, mRNA bzw. tRNA). Die RNA-Polymerase Ill transkribiert ebenfalls die
SINE-Gene (White, 2005).

Die interne Kontrollregion der 5S DNA besteht aus drei Promoterelementen, der Box A, Box C und
einem dazwischen liegenden Element (Christensen et al., 1991). Der Transkriptionsfaktor 1A

(TFIIA) bindet mit den Zinkfingermotiven an die interne Kontrollregion (siehe 1.3.3.1.) und bildet
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zusammen  mit  den  Transkriptionsfaktoren ~ TFIIIB  und TFIIC einen  stabilen
Transkriptionsinitiationskomplex, der von der RNA-Polymerase 1l erkannt wird (Wolffe und Brown,
1988). Neu synthetisierte 5S rRNA interagiert kurzfristig mit dem Protein La, das in der Termination
von RNA-Polymerase IlI-Transkripten eine Rolle spielt (Gottlieb und Steitz, 1989). Anschlielend
bildet die 5S rRNA mit dem ribosomalen Protein L5 den 5S RNP-Komplex, der im Nukleolus in die
60S-Ribosomenuntereinheit eingebaut wird (Steitz et al., 1988).

In Amphibienoozyten weist die 5S DNA Besonderheiten auf. Xenopus-Oozyten enthalten drei Arten
von 5S rRNA-Genen, ndmlich zwei Klassen von 5S rRNA-Genen vom Oozyten-Typ (20.000 ,,major
oocyte”“ und 1300 ,trace oocyte” 5S rRNA-Gene pro haploidem Genom) und eine Klasse von
5S rRNA-Genen vom somatischen Typ (400 ,,somatic” 5S rRNA-Gene pro haploidem Genom). Die
oozytentypischen Gene unterscheiden sich von den somatischen Genen in sechs Nukleotiden und den
Spacern. Oozytentypische 5S rRNA-Gene sind hauptsachlich wahrend der Oogenese aktiv, wéhrend
somatische 5S rRNA-Gene sowohl wéhrend der Oogenese, der Embryogenese und in somatischen
Zellen transkribiert werden (Wolffe und Brown, 1988).

In prévitellogenen Oozyten wird die oozytentypische 5S rRNA als Bestandteil der 7S oder 42S
Ribonukleoproteinkomplexe (7S RNPs, 42S RNPs) im Zytoplasma gelagert. Die 7S RNPs bestehen
aus je einem Molekil 5S rRNA und TFIIIA (Joho et al., 1990). Die 42S RNPs setzen sich aus der
5S rRNA, den Proteinen p43 und p50, sowie tRNAs im molekularen Verhaltnis von 1:1:2:3
zusammen und liegen in unreifen Oozyten als Tetramer vor (Picard et al., 1980). Das Protein p43
besitzt wie sein Verwandter TFIIIA neun Zinkfinger, bindet im Gegensatz zu TFIIIA aber nur an die
5S rRNA, nicht an die 5S rDNA (Joho et al., 1990). Das Protein p50 dagegen interagiert mit den
tRNA-Molekilen und ist mit dem Elongationsfaktor 1a verwandt (Mattaj et al., 1987). Mit Beginn der
Vitellogenese wird TFIHIA zunehmend vom ribosomalen Protein L5 aus den 7S RNPs verdréangt. Der
5S RNP-Komplex aus 5S rRNA und L5 wird in den Zellkern importiert und in den amplifizierten
Nukleolen in die 60S Ribosomenuntereinheit eingebaut (Allison et al., 1991). Wie TFIIIA bindet L5
an die 5S rRNA. Wéhrend die TFIlIA-Bindung an 5S rRNA hochspezifisch ist und bereits durch den
Austausch eines einzigen Nukleotids gestort werden kann, toleriert L5 jedoch gewisse strukturelle
Veranderungen der 5S rRNA (Guddat et al., 1990). Der Anteil der 42S RNPs nimmt ebenfalls mit
Beginn der Vitellogenese drastisch ab (Dixon und Ford, 1982a,b).

Die Gene fiir die tRNAs beinhalten ebenfalls interne Promotoren, die vom groRen DNA-bindenden
Transkriptionsfaktor TFHIC erkannt werden. TFIIC rekrutiert TFHIB zum Promoter. Die RNA-
Polymerase 111 wird von TFIIC (ber die Startseite der Transkription platziert (White, 2004).

1.3.3.1. Der Transkriptionsfaktor I11A (TFIITA)
Der Transkriptionsfaktor 1A (TFIIA) gehort strukturell zur grofen Superfamilie der

Genregulationsproteine (Berg und Shi, 1996). Er besteht aus einer carboxyterminalen
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Schwanzdoméne und neun Cys,His,-Zinkfingerdoménen (Miller et al., 1985), deren Zink fur die
Proteinfunktion essentiell ist (Hanas et al., 1983). Bei Mammaliern und Amphibien sind strukturelle
und funktionelle Bereiche konserviert, der Xenopus-TFIIIA kann funktionell humanen TFIIA
ersetzen und umgekehrt (Moorefield und Roeder, 1994; Hanas et al., 2002).

In Saugern wird vermutlich nur eine Form von TFIIIA synthetisiert (Hanas et al., 2002). Bei Xenopus
laevis existiert TFIIIA jedoch in zwei Isoformen: eine Isoform wird in somatischen Zellen exprimiert,
eine um 22 Aminosauren am Aminoterminus kirzere Form in Oozyten (Kim et al., 1990; Ogilvie und
Hanas 1997). Die oozytentypische Form von TFIIIA wird in der friihen Oogenese in hohen Mengen
hergestellt, die Konzentration sinkt aber bis zum Ende der Oogenese stark ab (Shastry et al., 1984).
TFIIA nimmt in den Oozyten zwei Funktionen wahr. Einerseits ist TFIIIA notwendig fur die RNA-
Polymerase Ill-abhdangige 5S rRNA-Transkription. Es bindet an die interne Kontrollregion der
5S rDNA (Engelke et al., 1980), welche fiir die Transkriptionsinitiation wichtig ist (Sakonju et al.,
1980). Die interne Kontrollregion besteht aus drei Promoterelementen, der Box A, Box C und einem
dazwischen liegenden Element (Christensen et al., 1991). Die drei aminoterminalen Zinkfinger von
TFHIA binden stark das Promoterelement Box C, wahrend die Zinkfinger sieben bis neun mit der Box
A, und die Zinkfinger vier bis sechs mit dem dazwischen liegenden Promoterelement interagieren
(Lee et al., 2006). Zusammen mit den Transkriptionsfaktoren TFIIIB und TFIIC formt TFIIA einen
stabilen Transkriptionsinitiationskomplex, der von der RNA-Polymerase |11 erkannt wird (Wolffe und
Brown, 1988). Wahrend der frilhen Xenopus-Oogenese aktiviert TFIIIA so die Transkription grofer
Mengen 5S rRNA, bevor andere ribosomale Komponenten verfugbar sind.

Andererseits bindet der oozytentypische TFIIIA an die oozytentypischen 5S rRNA-Transkripte und
formt den 7S RNP-Komplex (Honda und Roeder, 1980; Pelham und Brown, 1980; Allison et al.,
1995). Die 5S rRNA wird durch ihre charakteristische Sekundarstruktur von TFIHA erkannt. Obwohl
TFINA Uber die gesamte Zinkfingerregion Kontakte zur 5S rRNA ausbildet, sind vor allem die
zentralen Zinkfinger vier bis sechs fur die Bindung entscheidend (Theunissen et al., 1998). Da TFIIIA
in der carboxyterminalen Schwanzdoméne ein Exportsignal besitzt, welches funktionell das
Exportsignal von HIV-1-Rev ersetzen kann (Fridell et al., 1996), gelangt der 7S RNP-Komplex
vermutlich unter Beteiligung des Exportfaktor CRM1 und Ran-GTP in das Zytoplasma. Die 7S RNP-
Partikel werden im Zytoplasma gelagert, weil Kernimportsignale durch die Bindung von TFIIIA an
die 5S rRNA maskiert sind (Rudt und Pieler, 1996; Wischnewski et al., 2004). Wenn die Synthese der
anderen ribosomalen Komponenten mit Beginn der Vitellogenese in den Oozyten stark ansteigt, wird
neben der synthetisierten 5S rRNA vom somatischen Typ auch die im Zytoplasma gespeicherte 5S
rRNA vom Oozytentyp flir die Ribosomenbiogenese im Nukleolus benétigt. Da nun die Konzentration
von L5 rapide ansteigt, wird TFIHA durch L5 ersetzt. Es bildet sich der 5S RNP-Komplex aus L5 und
5S RNA, der durch die Interaktion mindestens eines der drei Kernlokalisationssignale von L5 mit der

Kernimportmaschinerie in den Kern transportiert wird (Rudt und Pieler, 2001)(siehe auch 1.3.3).
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1.3.4. Aktin und Myosin

Aktin und Myosin wurden 1861 von Willy Kiihne als Aktomyosin entdeckt. 1939 wurde die ATPase-
Aktivitdt von Myosin durch Vladimir Engelhardt und Militza Lyubimova gefunden. Aktin selbst
konnte 1941-1942 von Bruno Straub, llona Banga und Albert Szent-Gyorgyi aus Skelettmuskelextrakt
isoliert werden (Pederson und Aebi, 2003; Pederson und Aebi, 2005). Erst gegen Ende der 1960er
Jahre wurde auch in anderen Zellen so genanntes nichtmuskuléres Aktin und Myosin gefunden
(Hatano und Oosawa, 1966; Adelman und Tayler, 1969; Ishikawa et al., 1969).

1.3.4.1. Kernaktin

Aktin ist eines der hdufigsten Proteine der Zelle. In hoheren Eukaryoten existieren drei Aktin-
Isoformen. Das a-Aktin ist muskelspezifisch, wahrerfil -Aktin und y-Aktin in allen Zelltypen
exprimiert werden und auch im Zellkern vorkommen. Obwohl Aktin und Myosin in isolierten
Zellkernen nachgewiesen werden konnten, glaubte man zunéchst eher an eine zytoplasmatische
Kontamination (Comings und Harris, 1976; Pederson und Aebi, 2003). Dann wurde allerdings die
Anwesenheit von Aktin in Zellkernen von Xenopus-Oozyten demonstriert, wobei eine
zytoplasmatische Kontamination durch die rasche Handisolation einzelner sauberer Zellkerne nahezu
ausgeschlossen werden konnte. Allerdings stand dem nun gegeniiber, dass es sich bei Oozyten um
spezielle Zellen handele. Aktin wurde in Oozyten sowohl in frei diffusibler globuldrer Form sowie als
filamentdrer Bestandteil des so genannten nukleoplasmatischen Gels gefunden. Unter bestimmten
Isolationsbedingungen formt Aktin im Zellkern ndmlich ein Gel, das auch Chromosomen, Nukleolen
und andere Kernstrukturen enthalt (Clark und Merriam, 1977; Clark und Rosenbaum, 1979). An
Molchoozyten wurden diese Beobachtungen bestétigt (Gounon und Kasenti, 1981).

Das globuldre Polypeptid Aktin ist 42 kDa groR und besitzt eine ATP-Bindungsstelle in Form einer
Furche. ATP-gebundene Aktinmonomere kénnen als globuldre Form (G-Aktin) oder zu Filamenten
verkniipft (F-Aktin) vorliegen (Bettinger et al., 2004). Weitere wichtige Merkmale von Aktin sind die
Bindung an Myosin und DNAse (Grummt, 2006). Phalloidin bindet spezifisch an Aktinfilamente ab
einer FilamentgréfRe von sieben Monomeren (Visegrady et al., 2005). Mit fluoreszenzgekoppeltem
Phalloidin konnten in somatischen Zellen nur Strukturen des Zytoplasmas angefarbt werden, was
zunéchst ebenfalls gegen die Existenz von nukledrem Aktin sprach. Allerdings konnte durch die
Applikation von Phalloidin in Amphibienoozyten eine Verfestigung des Kerninhaltes erreicht werden
(Gounon und Karsenti, 1981; Scheer et al., 1984). Mit dem monoklonalen Aktinantikdrper 2G2
gelang jedoch bei der Fixierung somatischer Zellen mit Formaldehyd die Aktindarstellung in einem
punktuellen Farbemuster im Zellkern (Gonsior et al., 1999). Dies deutete darauf hin, dass 2G2 ein
Aktinepitop erkennt, welches im F-Aktin verdeckt ist. Ein anderer monoklonaler Antikorper, 1C7
(Schoenenberger et al., 2005) gegen Dimere (,,Lower Dimer®, LD)(Millonig et al., 1988) erkennt

unpolymerisiertes Aktin im Zytoplasma und nukledres Aktin, allerdings mit einem anderen
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Fluoreszenzmuster als bei der Verwendung von 2G2-Antikérpern. Vermutlich bildet Aktin im
Zellkern von somatischen Zellen keine langen filamentéren Strukturen wie im Zytoplasma, sondern
liegt als Monomer vor oder formt Dimere und andere hochdynamische atypische Polymere
(McDonald et al., 2006), die von Phalloidin nicht gebunden werden.

Die Aktinfilamente im Zytoplasma werden mit zusétzlichen Proteinen in Strukturen organisiert, die
die typischen zytoplasmatischen Aufgaben von Aktin wahrnehmen. Aktin ist im Zytoplasma zum
Beispiel wichtig fur den intrazellularen Transport, der Zellmobilitit, der Zelladh&sion und der
Zytokinese (Pederson und Aebi, 2003). Zunachst wurde eine Beteiligung von Aktin auBerhalb dieser
typischen zytoplasmatischen Aufgaben bei nukledaren Prozessen gemeinhin abgelehnt, obwohl bereits
richtungweisende Ergebnisse prasentiert wurden. So konnte zum Beispiel nach Injektion von
Aktinantikérpern in Pleurodeles-Oozyten die Transkription von Lampenbirstenchromosomen
unterdriickt (Scheer et al., 1984) und in Xenopus-Oozyten die Chromosomenkondensation verhindert
werden (Rungger et al., 1979).

Neben Aktin wurde seither eine Vielzahl von aktinverwandten Proteinen aus der evolutionar hoch
konservierten und alten Aktinfamilie identifiziert (Goodson und Hawse, 2002). Mittlerweile ist eine
Beteiligung von B-Aktin in Chromatin-umformenden Komplexen, bei RNA-Polymerase I-, 11- und I11-
abhangiger Transkription (siehe 1.3.4.3.) und beim nukleozytoplasmatischen Transport von RNA und
Proteinen akzeptiert. So berichtete eine Arbeitsgruppe, dass filamentéres Kernaktin eine tragende
Rolle beim Rev-CRM1 vermittelten Export intronhaltiger HIV-1 gag mRNA spielen soll (Kimura et
al., 2000). Allerdings lokalisiert Kernaktin, vermutlich in einer Form aus kurzen Polymeren an
Kernhillen von Xenopus laevis-Oozyten an der nukleoplasmatischen Seite der Kernporenkomplexe
und den nukledren Filamenten. Dartber hinaus interagiert es mit dem Exportkofaktor elF5A (siehe
1.2.8.2.) und dem Nukleoporin Nup62, und ist als Kofaktor sowohl an CRM1- als auch an TAP-
vermittelten Exportprozessen beteiligt (Hofmann et al., 2001). Des Weiteren bindet Aktin an das
hrp36, dem Chironomus tentans-Homolog des heterogenen nukledren Ribonukleoprotein hnRNP Al
in Sdugern, und begleitet so die Balbianiring-mRNA von ihrem Transkriptionsort in das Zytoplasma
(Percipalle et al., 2001).

Aktin selbst shuttelt zwischen Zytoplasma und Zellkern. Dabei gelangt es entweder durch passive
Diffusion (Bohnsack et al., 2006) oder unter bestimmten Bedingungen mit dem aktinbindenden
Protein Cofilin, das ein Kernlokalisationssignal enthalt, aktiv in den Zellkern (Pendleton et al., 2003).
Exportiert wird es mit dem Exportfaktor Exportin 6 und Profilin als Kofaktor (Stliven et al., 2003).
Aktin selbst weist ein leucinreiches Kernlokalisationssignal auf, aber es wird kontrovers diskutiert, ob
Aktin tatsachlich CRM1-vermittelt exportiert werden kann (Wada et al., 1998; Stiven et al., 2003).
Bei Stress oder Hitzeschock kommt es zur Anreicherung von Aktin im Zellkern. Mdglicherweise ist
nichtfilamentares Aktin bei der Ausbildung eines Kernskeletts beteiligt, das sich nach Hitzeschock
ausdehnt und dadurch einen hoheren Bedarf an Aktin besitzt (Wasser und Chia, 2000). In der Tat gibt
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es Hinweise auf ein Kernskelett durch filamentdres Aktin in Oozyten. So exprimieren Xenopus-
Oozyten im Gegensatz zu Eiern oder somatischen Zellen kein Exportin 6, was zu einer Anreicherung
von Aktin im Zellkern fiihren soll. Dieses Aktin soll im Zellkern an der Ausbildung eines
stabilisierenden dreidimensionalen Netzwerks beteiligt sein, das aufgrund der enormen Grofe des
Zellkerns erforderlich ist. Im Gegensatz zu somatischen Zellkernen nimmt das Chromatin in
Oozytenkernen einen nur geringen Raum ein, wahrend mRNAs, Ribosomen und andere spéter bei der
Entwicklung gebrauchte Proteine angereichert werden (Bohnsack et al., 2006). Als weitere denkbare
Funktion eines solchen weit reichenden Netzwerkes, welches verschiedene Kernbestandteile und
Kernporenkomplexe verbindet, wurde die Wirkung als Diffusionsleitwerk vorgeschlagen (Kiseleva et
al., 2004).

Weil Aktin im Zytoplasma nahezu immer mit Myosin assoziiert ist, lieferte der fehlende Nachweis
von Myosin im Zellkern ebenfalls ein Argument gegen das nukledre Vorkommen von Aktin. Mit
Verzogerung wurde jedoch auch die Kernlokalisation von Myosin, vor allem von Myosin | realisiert
(Nowak et al., 1997; Pestic-Dragovich et al., 2000), und die Aufklarung der Funktion, vor allem bei

Transkriptionsprozessen, vorangetrieben.

1.3.4.2. Kernmyosin

Die Myosinfamilie umfasst mittlerweile 18 Myosinklassen, basierend auf der Sequenz ihrer
katalytischen Domanen (Berg et al., 2001). Zundchst war nur das konventionelle Myosin vom Typ Il
bekannt. Die konventionellen doppelkopfigen Myosine formen eine bipolare Filamentstruktur und
ermdglichen ein Entlanggleiten von Aktinfilamenten in Muskelzellen. Das erste unkonventionelle
Myosin wurde in der Amobe Acanthamoeba castellani entdeckt (Pollard und Korn, 1973). Da dieses
Myosin nur einen Kopf besa und keine Filamente formte, wurde es Myosin | genannt. Myosine der
Klasse | existieren beim Menschen in 7 Isoformen, Myosin A, B, C, D, E, F und G. Das Myosin IC
(friher Myosin If genannt; Gillespie et al., 2001) war das erste unkonventionelle Sdugermyosin, das
aus Rindernebennieren isoliert wurde (Barylko et al., 1992; Reizes et al., 1994). Es zeigt einen
charakteristischen Aufbau der so genannten schweren Myosinkette. Im aminoterminalen Myosinkopf
befinden sich ATP- und aktinbindende katalytische Domanen. Die anschlieende Halsregion besteht
aus drei 1Q (Isoleucin-Glutamin)-Motiven mit der Konsensussequenz 1Q-XXX-RG-XXX-R, die reich
an hydrophoben und positiv geladenen Aminoséuren sind (Bahler und Rhoads, 2002). Diese Region
stellt die Bindungsstelle fur die leichten Ketten dar, im Falle von Myosin | sind dies Calmoduline. Die
schwere Kette von Myosin IC kann bis zu drei leichte Ketten binden. Der carboxyterminale
Myosinschwanz ist bei den unkonventionellen Myosinen sehr variabel und wohl mit der Funktion
verkniipft. Der Myosin IC-Schwanz ist reich an basischen Aminoséuren, enthélt aber kein bislang
bekanntes Bindungsmotiv. Ein Rezeptor fir Myosin IC konnte ebenfalls bislang nicht identifiziert

werden (Barylko et al., 2005). Aber es gibt Hinweise darauf, dass Myosin IC mit den
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nichtkatalytischen Domaéanen durch elektrostatische Wechselwirkungen an negativ geladene
Phospholipide binden kann. Dies wurde sowohl fir die Schwanzdoméane (Doberstein und Pollard,
1992; Reizes et al., 1994) als auch fiir die Halsdoméane beschrieben, sofern sie nicht mit Calmodulin
besetzt war (Hirono et al., 2004).

Myosin IC konnte in einer Vielzahl von S&ugergeweben nachgewiesen werden und lokalisiert
bevorzugt in der Zellperipherie, an der Plasmamembran sowie in der Fihrungspartie wandernder
Zellen. Besonders erwéhnenswert ist die Lokalisation an der Spitze wachsender Neuriten (Wagner et
al., 1992). Myosin IC zeigt nicht die typische Filamentstruktur wie Aktinfilamente, sondern ein eher
punktuelles Muster. In der Zellperipherie findet sich eine Kolokalisation mit Aktin. Auffallend war
auch die Beobachtung, dass sich Myosin IC in teilenden Zellen nicht in der Teilungsfurche anreichert
(Ruppert et al., 1995).

Eine spezielle Funktion Ubt Myosin IC beim Glucosetransport aus. Insulin stimuliert die
Glukoseaufnahme in Muskelzellen und Adipozyten. Dabei soll Insulin auf zwei verschiedene Wege
die Translokation des Glucosetransporters 4 (GLUT4) von intrazellularen Membranen zur
Zelloberflache bewirken. Einerseits wird tber den Aktinregulator N-WASP eine Polymerisation von
kortikalem Aktin ausgeldst (Jiang et al., 2002). Andererseits soll auch Phosphatidylinositol-3-Kinase
eine Umformung von Aktinfilamenten bewirken, mit denen GLUT4-Vesikel assoziieren (Khayat et
al., 2000). An Aktinfilamente gebundenes Myosin IC ist in die Exozytose der GLUT4-Vesikel
involviert, nachdem diese vermutlich mit Kinesin entlang der Aktinfilamente zur Zellperipherie
transportiert wurden (Bose et al., 2004; Barylko et al., 2005).

Aulerdem ist Myosin IC bei der Translokation von lonenkandlen und damit assoziierter
Transduktionskomplexe beteiligt, die in den Membranen der Stereozilien von Haarzellen im Innenohr
sitzen. Diese Komplexe befinden sich nahe der Spitze der Stereozilien und sind mit benachbarten
Stereozilien durch flexible Linkerproteine verbunden. Andererseits sind die lonenkandle in eine
Struktur eingebettet, an die ungefédhr 100 bis 200 Molekile von Myosin IC gebunden sind. Diese
Myosin IC-Molekile verbinden somit die Transduktionskomplexe mit Aktinfilamentblndel in den
Stereozilien. Nach Stimulierung werden die Stereozilien gebogen und die Linkerproteine gestreckt,
was zur Offnung der lonenkandle filhrt. Die Myosinmolekille gleiten in Richtung
Aktinfilamentspitzen am  Stereozilium entlang nach unten und ziehen dabei die
Transduktionskomplexe mit sich. Die Folge ist eine Entspannung der Linkerproteine und somit der
Verschluss der lonenkanéle. Diese so genannte Adaptation dient zur Verhinderung einer verlangerten
Antwort auf einen Reiz. Nach Beendigung des Reizes nehmen die Stereozilien wieder ihre aufrechte
Position ein und die Myosinmolekiile wandern unter ATP-Verbrauch in Richtung Stereozilienspitzen,
wodurch der Transduktionskomplex wieder in die Ausgangsstellung gezogen wird (Gillespie und Cyr,
2004; Barylko et al., 2005).

Bereits seit den 1970er Jahren gab es Anhaltspunkte fur eine Existenz von Myosin im Zellkern
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(Hauser et al., 1975; Douvas et al., 1975; Milankov und De Boni, 1993). Eine friihe Beobachtung des
Kernmyosins wurde zum Beispiel in Pleurodeles-Oozyten beschrieben. Hier wurden nach
Phalloidingabe Aktinblndel im Nukleoplasma beobachtet, die mit nicht néher charakterisierten
Partikeln beladen waren. Wahrend Aktinantikdrper die Biindel und die Partikel anfarbten, konnten mit
einem Myosinantikdrper hauptsachlich die Partikel dargestellt werden (Gounon und Karsenti, 1981).

Schlieflich wurden berzeugende Beweise fur die Anwesenheit von Kernmyosin aus der Myosin I-
Familie in Sdugerzellen geliefert (Nowak et al., 1997). Das Myosin IC-Gen der Maus liegt auf
Chromosom 11 und besteht aus 13 Exons sowie zwei zusatzlichen, upstream des Exon 1gelegenen
Exons (Exon -2 und Exon -1). Exon 1 beinhaltet die Translationsstartstelle fir das zytoplasmatische
Myosin IC. Das Exon -2 findet sich in der 5’-untranslatierten Region der Maus-Myosin IC-cDNA. Als
Spleilvariante stellt bei Kernmyosin IC jedoch das Exon -1 eine zusétzliche Translationsstartstelle
upstream des Startkodons fur das zytoplasmatische Myosin IC bereit. Die dadurch resultierenden
zusétzlichen 16 Aminosauren am Aminoterminus werden teilweise von Exon -1 (Aminosaure eins bis
sechs) und von Exon 1 (Aminosaure sieben bis 16) kodiert. Diese 16 Aminosauren scheinen das
Protein in den Zellkern zu dirigieren (Pestic-Dragovich et al., 2000). AuBer in den spéten Phasen der
Spermatogenese wurde in allen Geweben Kernmyosin IC detektiert. Auffallend war eine hohe
Expression in Lungengewebe, was auf eine moglicherweise gewebespezifische Funktion hinweist.
Datenbankenanalysen ergaben ein Fehlen von Kernmyosin bei Drosophila, C. elegans und dem
Urchordaten Ciona intestinalis. Im Gegensatz dazu scheint es bei Vertebraten weit verbreitet, was auf
eine Generierung des Kernmyosingens wahrend der Vertebratenevolution hinweist (Kahle et al.,
2007).

1.3.4.3. Aktin und Myosin wirken bel der Transkription

Bereits 1969 wurde vermutet, dass Kernaktin in die Transkription involviert ist (Lane, 1969). Mehrere
Labore berichteten tber Interaktionen von Aktin mit der RNA-Polymerase 1l (Jockusch et al., 1974;
Smith et al., 1979; Egly et al., 1984). 1984 wurde die essentielle Beteiligung von Aktin bei der RNA-
Polymerase ll-abhangigen Transkription demonstriert. Die Mikroinjektion von Aktinantikorpern und
bestimmten Aktin-bindenden Proteinen in Pleurodeles-Oozyten verursachte eine Retraktion der
lateralen transkriptionsaktiven Schleifen und eine drastische Verkirzung der Achsen von
Lampenbirstenchromosomen. Die RNA-Polymerase | und Ill-abhéngige Transkription war davon
allerdings nicht betroffen. Darlber hinaus konnte nach Transkriptionshemmung die Ausbildung eines
massiven Aktinnetzwerkes um die Lampenbirstenchromosomen beobachtet werden (Scheer et al.,
1984).

Auch Kernmyosin IC ist in die RNA-Polymerase Il-abhangige Transkription involviert. Kernmyosin
kolokalisiert in somatischen Zellen mit der RNA-Polymerase Il und lasst sich gemeinsam mit der

grofRen Untereinheit der RNA-Polymerase Il aufreinigen (Pestic-Dragovich et al., 2000; Hofmann et
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al., 2006b). Durch Aktivierung von Lymphozyten nach einer Hungerphase kommt es zur
Umverteilung von Kernmyosin vom Heterochromatin zu transkriptionell aktiven Bereichen (Kysela et
al., 2005). In menschlichen Zellen liel? sich sowohl in vitro als auch in vivo die RNA-Polymerase 1l-
abhangige Transkription mit Kernmyosinantikdrper inhibieren (Hofmann et al., 2006b). Aktin und
Myosin scheinen aber unterschiedliche Aufgaben bei der Transkription wahrzunehmen. Im Gegensatz
zu Myosin scheint Aktin bei der Bildung des Préinitiationskomplexes notwendig zu sein (Hofmann et
al., 2004; Hofmann et al., 2006b). Myosin hingegen aktiviert den Prainitiationskomplex, da die
Transkription der initialen Nukleotide durch Kernmyosinantikérper gehemmt werden konnte
(Hofmann et al., 2006b).

Wie bereits in 1.1.2. erwadhnt, liegen genreiche Chromosomenabschnitte oder aktive
Chromosomenbereiche im Kerninneren, wahrend genarme und inaktive Chromosomenabschnitte in
der Peripherie zu finden sind. Der aktive Transport von Chromosomenabschnitten in das Kerninnere
im Rahmen der Transkriptionsaktivierung geschieht durch eine Wechselwirkung zwischen Aktin und
Myosin, und zwar unabhdngig von deren Beteiligung bei der Transkription. Versuche mit
verschiedenen Aktinmutanten haben gezeigt, dass hierbei nicht Aktinmonomere, sondern Filamente
beteiligt sind (Chuang et al., 2006). Inaktive Chromosomenabschnitte sind mit Histonen besetzt, was
die Interaktion von Kernmyosin mit der DNA verhindern kénnte. Nach Genaktivierung kénnte die
DNA fir die Myosinschwanzdoméne zugéanglich und die Chromosomenregion entlang von
Aktinschienen in das Kerninnere bewegt werden (Hofmann et al., 2006a).

Bei der RNA-Polymerase Ill-abhéngigen Transkription scheint  -Aktin ebenfalls beteiligt zu sein. Es
bindet an die grofite RNA-Polymerase IlI-Untereinheit und ist in vivo an Promotersequenzen von aktiv
transkribierten U6-Genen lokalisiert. Auflerdem war 3 -Aktin in einem in-vitro-Experimenten eine fur
die Transkription essentielle Komponente (Hu et al., 2004; Philimonenko et al., 2004).

Erste Hinweise gibt es ebenfalls auf eine Beteiligung von Kernmyosin IC bei der RNA-Polymerase
Ill-abhdngigen Transkription. Kernmyosin wurde an 5S rRNA- und 7SL-Genen, jedoch nicht an
tRNA-Genen gefunden (Grummt, 2006).

Gut charakterisiert ist der Einfluss von Aktin und Kernmyosin bei der RNA-Polymerase I-abhangigen
Transkription ribosomaler Gene im Nukleolus.

Aktin ist bei der rDNA-Transkription in einer polymeren Form beteiligt. Phalloidin und
Jasplakinolide zum Beispiel, welche die Ausbildung von Aktinifilamenten férdern, konnten die RNA-
Polymerase I-abhangige Transkription nicht hemmen. Im Gegensatz dazu zeigten Cytochalasin D und
Latrunculin B, welche mit der Aktinpolymerisierung interferieren, einen starken inhibitorischen
Effekt auf die pra-rRNA-Synthese (Ye et al., 2008).

Wihrend Aktin an die RNA-Polymerase | unabhdngig von deren Funktionszustand assoziiert ist, liegt
Kernmyosin IC an den Transkriptionsinitiationsfaktor TIF-1A gebunden vor und interagiert nur mit

der transkriptionsaktiven Polymerase (Philimonenko et al., 2004). TIF-IA interagiert sowohl mit der
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RNA-Polymerase | und dem TATA-bindenden Faktor TIF-IB/SL1, was flir die Ausbildung des
Transkriptionsinitiationskomplexes am rDNA Promoter erforderlich ist. TIF-IA dissoziiert aus dem
Polymerasekomplex wéhrend der friihen Elongation. Mit Antikdrpern gegen Aktin und Kernmyosin
konnte die Transkription in vitro sowohl bei der Verwendung von DNA als auch von Chromatin
inhibiert werden. Aktin und Kernmyosin IC sind daher unabhéngig von Chromatinumformung oder
Verankerung der Transkriptionsmaschinerie an der Transkription beteiligt. Sie scheinen dabei
allerdings erst in einem auf die Transkriptionsinitiation folgenden Schritt essentiell zu sein, denn die
Transkription der ersten drei Nukleotide konnte weder durch eine Aktin- oder Myosindepletion
beeinflusst werden (Philimonenko et al., 2004; Percipalle et al., 2006). Aufgrund der nicht
nachweisbaren Beteiligung von Myosin bei der Transkriptionsinitiation ist die Bedeutung der
Assoziation von Myosin mit TIF-1A weiterhin unklar.

Kurzlich konnte gezeigt werden, dass die Assoziation von Aktin und Kernmyosin mit der rDNA und
dem Polymerase I-Apparat die Motorfunktion von Kernmyosin IC benétigt. Kernmyosinmutanten mit
einer Defizienz in der ATPase-Aktivitdt oder Aktinbindung waren nicht in der Lage, mit der
Polymerase | zu interagieren und ihre Assoziation mit der rDNA war stark beeintrachtigt.
Experimente mit motordefizienten Kernmyosin IC-Mutanten haben dabei ergeben, dass die
Motoraktivitdt von Kernmyosin nicht fur die Rekrutierung der Polymerase | zum rDNA-Promotor,
sondern bei der Transkriptionselongation eine Rolle spielen soll (Ye et al., 2008).

Die Basis fur die Transkriptionselongation stellen ATP-abhédngige chromatinumwandelnde Komplexe
dar, die das Chromatin und die Nukleosomen modifizieren. Aktin und aktinverwandte Proteine sind in
vielen solchen Komplexen enthalten. Kernmyosin IC wurde als Bestandteil von B-WICH identifiziert,
eine hochmolekulare Komponente des chromatinumformenden Komplexes WICH (,,WSTF-ISWI-
Chromatin Remodeling Complex“). Der Komplex B-WICH, der mit der RNA-Polymerase |
interagieren kann, sitzt entlang des gesamten ribosomalen Gens und aktiviert die Postinitiationsphasen
der Transkription. Kernmyosin verankert mdglicherweise durch eine Interaktion mit dem an die
Polymerase gebundenen Aktin den Komplex B-WICH an die ribosomalen Gene (Percipalle et al.,
2006). In Abb. 1.12. ist Aktin und Kernmyosin IC im Polymerase I-Transkriptionskomplex
dargestellt.

hromatin-
modifiers

-

i

Abb. 1.12.: Schematische Darstellung von Aktin und Kernmyosin IC im Polymerase |-
Transkriptionskomplex (nach Grummt, 2006).
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Aktin und Myosin tben mdglicherweise sowohl strukturelle und eine katalytische Funktionen bei der
Transkription aus.

In  Chromatinimmunprézipitationsexperimenten mit bestimmten Kernmyosinantikdrpern konnte
sowohl Kernmyosin am Promoter als auch in der kodierenden rDNA-Sequenz préazipitiert werden,
wahrend andere Antikorper nur in der Lage waren, am Promoter gebundenes Kernmyosin IC zu
prazipitieren (Philimonenko et al., 2004; Percipalle et al., 2006; Ye et al., 2008). Hieraus wurde der
Schluss gezogen, Kernmyosin liege im Initiationskomplex in einer anderen Konformation vor als im
Elongationskomplex. Mdaglicherweise triggert die Interaktion von Kernmyosin mit Aktin eine
Konformationsanderung, die den Ubergang des Polymerase I-Komplexes von der Initiationsphase in
die Elongationsphase fordert (Ye et al., 2008).

Die Polymerase besitzt bereits selbst eine Motorfunktion. Wahrend ihrer Arbeit pausiert sie oder
wandert im Rahmen ihrer Fehlerkorrekturfunktion sogar riickwarts. In einer Modellvorstellung wurde
Aktin und Myosin die Funktion eines Aktin-Myosin-Hilfsmotors zugeschrieben, welcher zum
Beispiel als Starthilfe nach einer Transkriptionspause zum Einsatz kommt. Um Kraft zu generieren,
kénnte sich laut dieser Modellvorstellung Myosin mit seiner Schwanzdomane am negativ geladenen
DNA-Rickgrat verankern und mit seiner Kopfdoméne an Aktin binden (Lanerolle et al., 2005). Diese
Modellvorstellung konnte jedoch bislang noch nicht bestdtigt werden. Experimente mit der
Uberexpression  einer ~ Kernmyosinmutante  ohne  Schwanzdoméne und  nachfolgende
Chromatinimmunprazipitation (ChIP) mit Polymerase I-Antikérpern RPAL116 erbrachten zwar
reduzierte Level von Polymerase | sowohl am Promoter als auch in der transkribierten Region. Die
Interaktion dieser Kernmyosinmutante mit der Polymerase | selbst schien jedoch nicht beeintrachtigt.
Allerdings konnte auch dargestellt werden, dass die Kernmyosinmutante ohne Schwanzdoméne im
Gegensatz zu motordefizienten Kernmyosinmutanten starker als wildtypisches Kernmyosin an alle
rDNA-Regionen gebunden war (Ye et al., 2008).

1.4. Xenopus laevis

Xenopus laevis (Abb. 1.13.), der zungen- und zahnlose glatte Krallenfrosch wurde friher fir
Schwangerschaftstests verwendet, weshalb der Frosch auch als Apothekerfrosch bezeichnet wurde.
Das im Urin von Schwangeren enthaltene Choriongonadotropin filhrte zum Ablaichen weiblicher
Tiere oder zur Spermatorrhoe mannlicher Tiere. Der Morgenurin einer potentiell schwangeren Frau
wurde hierzu in den dorsalen Lymphsack am Froschbein injiziert. Kam es nach 12 bis 24 Stunden
zum Ablaichen oder zur Spermatorrhoe, konnte man von einer Schwangerschaft der getesteten Frau
ausgehen. In den 1960er Jahren wurde dieser so genannte Hogben-Schwangerschaftstest durch
immunologische Verfahren ersetzt (Gurdon und Hopwood, 2000). In Tabelle 1.3. die Einordnung von

Xenopus laevisim Tierreich zu sehen.
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Abb. 1.13.: Weibliches Exemplar eines Xenopus laevis.

Reich Landwirbeltiere (Tetrapoda)

Klasse Amphibien/Lurche (Amphibia)
Unterklasse Lissamphibia

Ordnung Froschlurche (Anura)
Unterordnung Mesobatrachia

Uberfamilie Zungenlose (Pipoidea)
Familie Zungenlose (Pipidae)

Unterfamilie Dactylethrinae
Gattung Krallenfrosche (Xenopus)
Art Glatter Krallenfrosch
(Xenopus laevis)

Tab. 1.3.: Einordnung von Xenopus laevis (Francois Marie Daudin, 1802) im Tierreich.

1.4.1. Besonder heiten der Oozyten von Xenopus laevis

Das Ovar von Xenopus laevis enthélt insgesamt ungefédhr 30 000 Oozyten in sechs Oozytenstadien
und kann durch eine Operation am andsthesierten Frosch gewonnen werden. Die GroRRe der Oozyten
reicht von etwa 50 Mikrometer im pravitellogenen Stadium | bis zu 1,2 Millimeter im reifen Stadium
VI (Dumont, 1972). Ein wichtiger Faktor fiir die GroRenzunahme wéhrend der ungeféhr drei Monate
dauernden Oogenese ist die Einlagerung von Dotterproteinen. Aufgrund der Dottereinlagerung
vergroRert sich wahrend der Vitellogenese das Zytoplasma stérker als der Zellkern. Wahrend der
Embryogenese werden die Dotterproteine degradiert und die Aminosauren fir die Proteinsynthese
verwendet (Evans und Kay, 1991).

Der Zellkern einer reifen Oozyte misst bis zu 0,4 Millimeter im Durchmesser und hat damit ein etwa
10°-fach gréReres Volumen als der Zellkern einer somatischen Zelle. Die Oozyten befinden sich in der
Prophase der ersten meiotischen Teilung. Sie werden nach Ablauf des Leptotan, Zygotén, Pachytén
und frihen Diplotan arretiert (Gall et al., 1991). Neben den haploiden 18

Lampenbirstenchromosomen befinden sich im Zellkern bis zu 1500 amplifizierte Nukleolen mit
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extrachromosomaler rDNA, 50 bis 100 Cajal-Kérperchen und Tausende von B-Snurposomen (Gall et
al., 2004). Wahrend somatische Zellen wenige Tausend Kernporenkomplexe besitzen, sind es bei
Xenopus-Oozyten etwa 40 Millionen. Die Oozyten lassen sich manuell in die Kompartimente
Zytoplasma, Zellkernhiille und Kerninhalt auftrennen (Scheer et al., 2005). Daher bieten sich

Xenopus-Oozyten inshesondere flr Transport- und Transkriptionsstudien an.

1.4.1.1. Lampenbir stenchromosomen

Walter Flemming beschrieb 1882 die Riesenchromosomen im Keimbldschen des mexikanischen
Axolotls, Ambystoma mexicanum. Wenige Jahre spdter prégte Rickert (1892) den Begriff
»Lampenburstenchromosomen* bei der Untersuchung von Zellkernen des Hais Pritiurus.

Die 18 Lampenburstenchromosomen von Xenopus laevis bestehen aus Bivalenten zu je zwei
Chromatiden, da die DNA-Replikation in der Oozyte bereits stattgefunden hat. Im Vergleich zu
Salamandern sind die Lampenbirstenchromosomen bei Xenopus laevis kurz und besitzen
verhaltnisméaRig kleine Schleifen (,Loops’) (Abb. 1.14), welche Regionen mit aktiver Transkription
darstellen. In diesen Bereichen sind die Schwesterchromatiden voneinander getrennt und extrem
gestreckt. Die Schleifen bestehen aus einer DNA-Achse, an der die RNA-Polymerase 1l zu finden ist,
und einer Matrix aus wachsenden RNA-Transkripten und assoziierten Proteinen. In der
Phasenkontrastmikroskopie liefern diese Ribonukleinkomplexe das charakteristische Schleifenbild.
Die Verbreiterung der Matrix entlang einer Schleife spiegelt die wachsenden Transkripte entlang der

Transkriptionseinheit wider (Gall et al., 2004).

J i [

Abb. 1.14.: Lampenbr stenchr omosomen von Xenopus laevis. Eichstrich 10 um.

An etwa 90 spezifischen Stellen an den Lampenbirstenchromosomen findet Transkription durch die
RNA-Polymerase Il statt. Diese Schleifen sind allerdings in der Phasenkontrastmikroskopie schlecht
darstellbar, da die Transkripte nur sehr kurz und die Menge der assoziierten Proteine gering ist
(Murphy et al., 2002).

Die Praparationsergebnisse fir die Xenopus-Lampenbirstenchromosomen sind stark von der

hormonellen Situation des Frosches abhangig (Gall et al.,, 1991). Transkriptionell aktive
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Chromosomen sind zwar bereits bei Oozyten des Stadiums | zu finden (Hill und MacGregor, 1980).
Fir die Praparationen von Lampenbirstenchromosomen sind jedoch die Oozyten im Stadium IV gut
geeignet. Der Zellkern erreicht hier bereits seine maximale GroRe, die Transkription ist noch im
Gange, wéhrend die vielfaltigen Verénderungen im Zuge der Reifung noch nicht begonnen haben. In
den ersten Stunden nach der Oozytenentnahme kontrahieren sich die Chromosomen und ziehen ihre
Schleifen ein. Nach etwa 18 Stunden im Oozytenmedium sind die transkriptionell aktiven Schleifen

der Lampenbiirstenchromosomen aber wieder ausgebildet (Wu und Gall, 1997).

1.4.1.2. Amplifizierte Nukleolen

Da das haploide Genom von Xenopus laevis nur eine Nukleolus-Organisator-Region (NOR) besitzt,
missten in der Oozyte vier NORs die Synthese der rRNA bewerkstelligen. Eine schnell wachsende
somatische Zelle stellt zehn bis 100 Ribosomen pro Sekunde her, eine Xenopus-Oozyte ungeféahr
300 000 (Scheer, 1973). Um diesen riesigen Bedarf an Ribosomen fir die Embryogenese zu decken,
entstehen wahrend des Pachytan zirkuldare Molekile extrachromosomaler Kopien an rDNA, die als
Fokus fir die Ausbildung so genannter amplifizierter Nukleolen dienen (Gall et al., 2004). Daher
enthalten Xenopus-Oozyten 22 bis 35 pg rDNA zusétzlich zu den 12 pg chromosomaler DNA, was
etwa 2 Millionen zusatzlicher rRNA-Genen entspricht. Jeder der 1000 bis 1500 amplifizierten
Nukleolen enthélt etwa zwischen 500 und 11 000 rRNA-Gene (Mais und Scheer, 2001).

Nach Spreitung des Oozytenkerninhaltes konnen die Nukleolen dargestellt werden (Abb. 1.15.).
Lichtmikroskopisch lassen sich ein Kortex und eine Kernregion (,,Core”) abgrenzen. Im Nukleolus-
Kern ist das fibrillare Zentrum mit der rDNA, der RNA-Polymerase | und dem RNA-Polymerase |-
spezifischen Transkriptionsfaktor UBF (,,Upstream Binding Factor“) sowie die dichte fibrillare

Komponente (DFC) mit dem Markerprotein Fibrillarin lokalisiert. Die Form des Nukleolus-Kerns

variiert zwischen kompakten Aggregaten und einem perlenschnurartigen Aussehen, das an eine
Halskette erinnert (Wu und Gall, 1997; Mais und Scheer, 2001). Der Kortex stellt die granulére
Komponente (GC) dar (Mais und Scheer, 2001). Hier ist das nukleoldre Proteine B23 zu finden
(Kneissel et al., 2001).

Abb. 1.15.: Amplifizierte Nukleolen von Xenopus laevis. Eichstrich 5 um.
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1.4.1.3. Mitochondriale Wolke (Balbiani-K or per)

Die mitochondriale Wolke, auch Balbiani-Kdrper genannt, ist ein zytoplasmatisches Organell, das in
Oogonien und in pravitellogenen Xenopus-Oozyten (Stadium I) zu finden ist. Es wurde erstmalig 1845
in Spinnenoozyten entdeckt, spédter dann in einer Vielzahl von Oozyten von Invertebraten und
Vertebraten. Im Gegensatz zu der Maus ist es auch in menschlichen Oozyten vorhanden (Kloc und
Etkin, 2005). Lokalisiert ist dieses sphérische Organell in Kernnéhe, aber auf der Seite der Oozyte,
die spater zum vegetativen Pol wird. Bestandteile der mitochondrialen Wolke sind etwa eine halbe
Million Mitochondrien, mehrere hundert Keimgranula und einige lokalisierte RNAs, die in den
Keimgranula, in deren Peripherie oder auBerhalb der Keimgranula zu finden sind.

In reifen Xenopus-Oozyten gibt es bestimmte RNAs, die am vegetativen oder animalen Kortex
angereichert sind. Viele der am vegetativen Kortex lokalisierten RNAs, zum Beispiel Xcat2-, Xdazl-
und Xpat-Transkripte, sind mit den so genannten Keimplasmainseln assoziiert, die bei der Teilung
ungleich in wenige Tochterzellen verteilt werden. Aus diesen Zellen werden primordiale Keimzellen
(Housten und King, 2000). Vegetative RNAs aulerhalb dieser Keimplasmainseln spielen eine
wichtige Rolle bei der Entwicklung von Endo- und Mesoderm. In Xenopus-Oozyten existieren zwei
Wege, um die RNA zum vegetativen Kortex zu bringen. Der so genannte frilhe Lokalisierungsweg
oder METRO (,Message Transport Organizer”) fir die Keimplasma-RNAs benitzt die
mitochondriale Wolke als Vehikel. Die Keimplasma-RNAs gelangen ohne aktive Bewegung und ohne
Beteiligung von Mikrotubuli durch Diffusion zur mitochondrialen Wolke, wo sie eingefangen werden.
Fur das Einfangen der RNAs soll ein Netzwerk aus endoplasmatischem Retikulum (ER)
verantwortlich sein, das die mitochondriale Wolke durchzieht (Chang et al., 2004). Bislang konnte
aber noch kein Protein identifiziert werden, das die Interaktion dieser RNAs mit dem ER vermittelt.
Eine Modellvorstellung besagt, dass sich mit Beginn der Vitellogenese die mitochondriale Wolke
ausdehnt und in viele Fragmente zerbricht, die mit der Zeit kleiner werden und zum vegetativen
Kortex wandern. Dort werden die Fragmente mit Aktin- und Zytokeratinfilamenten verankert und zu
den so genannten Keimplasmainseln (Wilk et al., 2004). Eine neuere Ansicht geht davon aus, dass
Keimgranula und lokalisierte RNAs in der mitochondrialen Wolke zunéchst randomartig angeordnet
sind, dann aber zunehmend an der vegetativen Spitze der mitochondrialen Wolke, der METRO-
Region (,,Message Transport Organizer“-Region), aggregieren. Wenn sich mit Beginn der
Vitellogenese die mitochondriale Wolke ausdehnt, werden Keimgranula und lokalisierte RNAs
zunehmend in Richtung vegetativen Kortex verlagert und schliefflich dort verankert. AnschlieRend
zerbricht die mitochondriale Wolke (Wilk et al., 2004).

Der spate Transportweg fiir die anderen RNAs, wie zum Beispiel Vgl oder VegT, lauft mit
Beteiligung von Mikrotubuli und Kinesinen ab und startet erst, wenn die mitochondriale Wolke

bereits den Kortex erreicht hat.
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1.5. Zielsetzung der Arbeit

Das ubiquitar exprimierte Protein elF5A trégt als bislang einziges bekanntes Protein die Aminosaure
Hypusin (Park et al., 1982; Gordon et al.,, 1987). Es spielt eine essentielle Rolle bei der
Zellproliferation (Xu et al., 2004) sowie als Kofaktor beim HIV-1-Rev vermittelten RNA-Export
(Ruhl et al., 1993). Die Entwicklung von Hypusininhibitoren kénnten neue antivirale (Hauber et al.,
2005) und antileuk&dmische (Balabanov et al., 2007) Therapiemdglichkeiten eréffnen. Die zelluldre
Funktion von elF5A ist jedoch noch weitgehend unklar. Daher ist die Aufklarung der zellularen

Funktion von elF5A von grof3er Bedeutung.

1.5.1 Export von CD83 mRNA

Durch die Behandlung dendritischer Zellen mit einem Hypusininhibitor wurde die
Oberflachenexpression des Oberflachenrezeptors CD83 in reifen dendritischen Zellen verhindert und
die CD83 mRNA im Zellkern angereichert (Kruse et al., 2000; Prechtel et al., 2006). Hieraus wurde
vermutet, der CD83 mRNA-Export konnte ebenfalls elF5A-abhangig ablaufen. Deshalb soll der
nukleozytoplasmatische Export von CD83 mRNA mithilfe von Xenopus laevis-Oozyten naher
untersucht werden. Xenopus laevis-Oozyten kdnnen durch eine Operation in grofler Menge gewonnen
werden. Die Oozyten zeichnen sich auflerdem durch eine hohe Anzahl an Kernporenkomplexen aus
und lassen sich aufgrund ihrer GroRe durch Mikroinjektion manipulieren und manuell in Zellkern-
und Zytoplasmafraktion trennen. Um die Ergebnisse aus dem Modellsystem Xenopus-Oozyte auf
humane dendritischen Zellen Ubertragen zu kénnen, sollen zu allen am Export potentiell beteiligten

humanen Faktoren Xenopus-Homologe zugeordnet werden.

1.5.2. Export von oozytentypischem Transkriptionsfaktor 111A (TFIT1A) in Oozyten von

Xenopus laevis

Als Bindungspartner von elF5A wurde in Xenopus-Oozyten der oozytentypische Transkriptionsfaktor
A (TFIHIA) identifiziert (Doktorarbeit W. Hofmann, 2002). TFIIA ist sowohl bei der RNA-
Polymerase Ill-abhangigen Transkription von 5S rRNA (Engelke et al., 1980, Wolffe und Brown,
1988) als auch an deren nukleozytoplasmatischen Export und der Lagerung im Zytoplasma beteiligt
(Wischnewski et al., 2004). Wie das HIV-1-Rev besitzt TFIIIA ein leucinreiches Exportsignal (Fridell
et al., 1996). Aufgrund der Parallele zwischen dem HIV-1-Rev vermittelten HIV-1-mRNA-Export und
dem TFIIIA-vermittelten 5S rRNA-Export soll der Export von TFIHIA analysiert werden,

insbesondere im Hinblick auf eine Beteiligung von elF5A als Kofaktor.
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1.5.3. Funktion von Kernmyosin IC bel Transkription und Kernexport

Als weiterer Interaktionspartner von elF5A wurde Aktin beschrieben (Hofmann et al., 2001).
Kernaktin ist bereits seit langerer Zeit Gegenstand intensiver Forschung. Es ist sowohl an
Transkriptions- als auch an nukleozytoplasmatischen Exportprozessen beteiligt (Scheer et al., 1984;
Hofmann et al., 2001). Im Gegensatz dazu wurde die Existenz des Aktinpartners Myosin im Kern erst
vor kurzem realisiert (Nowak et al., 1997). Weil Amphibienoozyten entscheidende Erkenntnisse zur
Aufklarung von Kernaktinfunktionen geliefert haben (Scheer et al., 1984; Hofmann et al., 2001),
bietet sich daher das Modellsystem Xenopus-Oozyte fiir die Analyse von Kernmyosinaufgaben an.
Neben der besonderen Eignung fur Exportstudien stellen Xenopus-Oozyten mit ihren amplifizierten
Nukleolen und den Lampenbirstenchromosomen auch geeignete Objekte zu Transkriptionsversuchen
dar. Nach der Identifizierung des Kernmyosin IC bei Xenopus laevis sollen Antikérper gegen dieses
Protein hergestellt werden. Anschliellend soll eine Beteiligung von Kernmyosin bei Transkriptions-

und Exportprozessen gepriift werden.
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2. MATERIAL

2.1. Biologisches M aterial

211 . Tiere

» Xenopus laevis:
Weibliche afrikanische Krallenfrosche wurden entweder aus einer stidafrikanischen Schlangenfarm
(Nasco, South African Snake Farm, Fish Hoek, Cape Province, Sudafrika) oder aus institutseigener

Nachzucht bezogen.

2.1.2. Zdlinien
> HelLa-Kulturzellen:

Bei den Hela-Zellen handelt es sich um eine menschliche Ephithelzellinie, die 1951 aus dem
Zervixkarzinom der Patientin Henriette Lack in Baltimore gewonnen wurde. Die Kultur erfolgte in
DMEM mit 10 % Prozent FCS, 1 % L-Glutamin, 1 % Penicillin/Streptomycin bei 37°C und 5 % CO..

» XTC-Zellen:

Die Fibroblasten-Zellinie XTC (,, Xenopus laevis Tissue Culture”) stammt aus Xenopus laevis. Die
Kultur erfolgte mit RPMI 1640-Medium mit 20 % FCS, 2 % L-Glutamin, 1 % Penicillin/Streptomycin
bei 26°C und 5 % CO.,.

» XIKE-A6 Kulturzellen:

XIKE-A6B-Zellen stammen aus Nierenepithelgewebe von Xenopus laevis (,,Xenopus laevis Kidney
Epithelium”, line A6, American Type Culture Collection). Sie wurden in DMEM mit 15 % Aqua
bidest, 10 % FCS, 1 % L-Glutamin und 1 % Penicillin/Streptomycin bei 26°C und 5 % CO, kultiviert.

2.1.3. Bakterienstamme

» E. coli TOP10 F One Shot (Invitrogen, Karlsruhe):

Diese Bakterien wurden zur Transformation des pCR 2.1 TOPO-Vektors verwandt.

» E. coli XL1-blue (Stratagene, Heidelberg):

Diese Bakterien wurden zur Transformation von Plasmiden in Ligationsansatzen verwandt.
» E. coli BL21CodonPlusTM(DE3)-RIL (Stratagene, Amsterdam):

Dieser Bakterienstamm besitzt eine verminderte Proteaseaktivitdt und zusétzliche Kopien seltener

tRNA-Gene, wodurch eine verbesserte Proteinexpression erreicht werden kann.
» E. coli M15 (Qiagen, Hilden):

Dieser Bakterienstamm wurde fiir die Proteinexpression aus pQE-Vektoren entwickelt.
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2.1.4. Antikor per
2.1.4.1. Primare Antikor per
Antikor per Herstellung Tier Bezugsquelle
a-BrdUTP monoklonal Maus Roche, Mannheim
a-BrdUTP polyklonal Schaf Abcam, Cambridge
a-BSA monoklonal Maus Sigma-Aldrich, Deisenhofen
a-CRM 1 Peptid Japan polyklonal Kaninchen J. Hauber, Hamburg
(Kudo et al., 1997)
a-Digoxigenin (AP) polyklonal Schaf Roche, Mannheim
a-el F5A #1a,2a,33,8,9,11,22 polyklonal Kaninchen J. Hauber, Hamburg
a-Emerin monoklonal Maus H. Zentgraf, Heidelberg
a-GST polyklonal Kaninchen Sigma-Aldrich, Deisenhofen
a-Hisb monoklonal Maus H. Zentgraf, Heidelberg
a-TFIIA #17, 37 monoklonal Maus H. Zentgraf, Heidelberg
a-Kernmyosin | C #42, 54 monoklonal Maus H. Zentgraf, Heidelberg
(Xenopus laevis)
(XNM |C #42, 54)
a-Kernmyosin | C gp30 polyklonal | Meerschwein Seqglab, Géttingen
(Xenopus laevis)
(XNM IC gp30)
a-Kernmyosin IC polyklonal Kaninchen P. de Lanerolle, Chicago
(Homo sapiens) (Nowak et al., 1997)
(NM 1C)
ELAV 065 polyklonal Kaninchen J. Hauber, Hamburg
a-Nukleoporin mAB 414 monoklonal Maus Roche, Mannheim
a-Nukleoporin 62 (GP62) polyklonal | Meerschwein Lourim et al., 1996
a-Polymerase | : 57/299 polyklonal Mensch U. Scheer, Wiirzburg
a-Polymerasel: S18 polyklonal Mensch U. Scheer, Wiirzburg
(Reimer et al., 1987a)
a-Polymerasell: H 14 monoklonal Maus U. Scheer, Wiirzburg
(Bregman et al., 1995)
a-Fibrillarin: 72 B9 polyklonal Mensch U. Scheer, Wiirzburg
(Reimer et al., 1987b)
a-Fibrillarin: S4 polyklonal Mensch U. Scheer, Wiirzburg
(Reimer et al., 1987b)
a-B23 (NO185, Ascites) monoklonal Maus M. Schmidt-Zachmann,

Heidelberg (Kneissel et al.,
2001)

Tab. 2.1.; Primére Antikorper.
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o1

2.1.4.2. Sekundéare Antik6rper

Antikor per gegen gekoppelt mit Bezugsquelle
Maus Peroxidase Jackson ImmunoResearch
Texas Red Jackson ImmunoResearch
Cy3 Jackson ImmunoResearch
Cy2 Jackson ImmunoResearch
FITC Jackson ImmunoResearch

6 nm Kolloidalgold

Jackson ImmunoResearch

12 nm Kolloidalgold

Jackson ImmunoResearch

Ultra-Small Gold

Aurion

Kaninchen Peroxidase

Jackson ImmunoResearch

Texas Red

Jackson ImmunoResearch

6-nm-Kolloidalgold

Jackson ImmunoResearch

12 nm-Kolloidalgold

Jackson ImmunoResearch

M eer schwein Peroxidase Jackson ImmunoResearch
Texas Red Jackson ImmunoResearch

Mensch Peroxidase Jackson ImmunoResearch
Texasred Jackson ImmunoResearch

Schaf Texasred Jackson ImmunoResearch

Tab. 2.2.: Sekundére Antikor per.

Die Antikdrper der Firma Jackson ImmunoResearch wurden {iber Dianova (Hamburg) bezogen.

2.1.4.3. Subklassenspezifische Antikdr per fir den Ochterlony-Test
Kaninchen a-Maus-1gG1, -1gG2a, -19G2b, -1gG3, -IgM (MB Biomedicals)

2.1.3.4. | sotyp-Kontrollantik 6r per
» gereinigtes Maus IgM, Sigma-Aldrich (Deisenhofen)
» gereinigtes Kaninchen 1gG, Sigma-Aldrich (Deisenhofen)
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2.2. Molekularbiologisches M aterial

2.2.1. Plasmidvektor en

2.2.1.1. Plasmid zum Uberpriifen der chemischen Kompetenz von Bakterien
> pUC-Vektor (Invitrogen, Karlsruhe)

e Antibiotikaresistenz: Ampicillin

2.2.1.2. Plasmid fur dieKlonierung von PCR-Produkten
> pPCR 2.1 TOPO-Vektor (Invitrogen, Karlsruhe):

Der Vektor ermdglicht eine Klonierung von PCR-Produkten mit einem 3'-Uberhang aus

Desoxyadenosin. Der Vektor liegt bereits in linearisiertem Zustand vor und besitzt einen 3'-Uberhang
aus Thymidin. Das Enzym Topoisomerase | besitzt Ligaseaktivitat und ist kovalent an die offenen 3'-
Enden des Vektors gebunden. Nach Integration des PCR-Produkts in den Vektor dissoziiert das
Enzym. Uber den T7-Promotor ist eine in-vitro-Transkription moglich.

o Antibiotikaresistenz: Ampicillin und Kanamycin

lacZo ATS . o . .
M13 Reverse Primer | Hmld 11l H,:Ir. | ..anI:I BamH 5‘1:_ |

CAE GAR RCA ECT AIZ RCE ATG ATIT ACE CCA AGCD TIG GTA 06 AGC TCOE GAT CCR CTA
GIC CTT TGT COGR TAC TG TRC TaAz TED 66T TOG AARC CAT GGC TOG AGT CTAR &GT GAT

Bst¥ | EcoR E:ulzl?

I |
GCC EC0C AGT GTE TG GAR TIC GCC JTT PG EEC FARR TTC TGO
Tz OGE TCA CRC GRC CIT RAZ CGG EPh.PcRIﬁﬁduﬂtTTC 0 CIT RAGC RCGE

16
LYEE]
H e
H ot
[NEF]
i
i
]
r

E-:xf? v Bsi‘.ill Mul:nrl Xflm | stll :I{ba | :!upl.; |
AGR TAT CCA TCR CAC TGErx O CCG CTIC GRG CTART GCA TCT ARGR G&E COC RAT TOE (CCC TAT
ICT ATA GGT AGT GI& ACC &COC GEC GAG CTC GTR OGT AGR TCT CCC G&E TTA AGC |GGE ATA
+.
T7 Promoter W13 Forward (-20) Primer
AGT EALF TCG TAT TAC AAT TCR|CTIG GCC &GTC &TT TIA & OGT CET GAC TGE AR AAC
\\\ ICAR CTC AGC ATR ATE TTA AGT |GAC CGE CRAG TR AAT T &CA &CA CTé ACC OTT TTIG

Abb. 2.1.: Multiple Klonierungsstelleim pCR 2.1 TOPO-Vektor.
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2.2.1.3. Bakterielle Expressionsvektoren

> pGEX-5X-1, pGEX-5X-2, pGEX-5X-.3 (Amersham Pharmacia Biotech):

Die pGEX-Expressionsvektoren enthalten ein lac-1-Gen fir die Repression der Genexpression. Die
Genexpression kann mittels Laktose oder Laktoseanaloga (z. B. IPTG) induziert werden. Das Gen fur
die Glutathion-S-Transferase (GST, aus Shistosoma japonicum, 26 kDa) steht unter der Kontrolle des
tac-Promoters und enthdlt ein Startkodon, eine Ribosomenbindungsstelle und einen lac-Operator. Die
einklonierte cDNA wird C-terminal an GST fusioniert. Die Aufreinigung erfolgt iber den GST-Anteil

des Fusionsproteins. Eine enzymatische Abspaltung des GST (iber die Erkennungssequenz des Faktor

Xa ist mdglich.

e Antibiotikaresistenz: Ampicillin

Eactor Xa pGEX-5X-1 (27-4584-01)
e Gl GGg 1] Glu Phe Pro GgTEEACTC Glu Arg Pro His

Asp
ATC GAA T CG GEG ATC CCC GaA TTC CCG ; GAIG CCG CAT C GAC TGA
L
I—l— i i Fiw | “Siop codons
BamH | BooR I Bl Not | top
Factor pGEX-5X-2 (27-4585-01)
s Glu G mwlay la Pro Gly lle Pra Gl Ser Thr Ala Ala Ala Ser
ATC GAA GGT CGT GGGATC ccx: A A1T0|CC Tc:a. ACIT c GCG GCC GCA TCG TGA
Stop codon
BamH | Emm‘—'s,l Sl " e Mot | o

pGEX-5X-3 (27-4586-01)
le Gu Gly AmgllGly lle Pro Arg Asn Ser Amg Val Asp Ser Ser Gl Arg lle val The Asp

ATC GAA GGT CGT G’IQG ATC CiDC AGG AAT T'I:IC CGG IGTC C-RG-l TCG AGC C CGCATC GTG ACT GAC TGA

{
Smai " Sall Sy Natl

‘ BamH | EcoR |

SIop £000NE

Tthi11 |
Aatll

,@;@

— e
}\ e AWN |
‘h\\_\_‘-\_‘_

/ BR322
F ori

Abb. 2.2.: Multiple Klonierungsstelleim pGEX-Vektor.

psnm:.aummupr T'L
__Pstl
pGEX
\ ~4900 bp
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> pQC-His6 (von H. Zentgraf, Heidelberg, zur Verfiigung gestellt):

Der prokaryotische Expressionsvektor pQC-His6 ist abgeleitet vom pQE-8-Vektor (Qiagen) und
besitzt einen Phagen-T5-Promotor, eine synthetische Ribosomenbindungsstelle und zwei lac-
Operator-Sequenzen, welche die Bindung des lac-Repressors verstarken. Da carboxyterminal sechs
Histidine angehéngt werden, darf bei der Klonierung von cDNA in den pQC-His6 kein terminales
Stopkodon eingefiigt werden. Die Klonierung erfolgt ber die Enzymschnittstellen BamHI und
Hindlll, die Expression erfolgt in XL1-blue- oder M15-Bakterien.
e Antibiotikaresistenz: Ampicillin
Aufbau des pQC-His6:

Basenpaar 1 bis 120: aus dem pQE-8-Vektor (Basenpaar 1 bis 120)
Basenpaar 120 bis 168: pQC-His6
Basenpaar 168 bis 3424: aus dem pQE-8-Vektor (Basenpaar 172 bis 3427)

e Kilonierungsstelle im pQC-His6:

BamHI Hindll1
ATG AGA GGA TCC GGA AAG CTT CAC CAT CAC CAT CAC CAT TAA
M R G S G K L H H H H H H *

2.2.1.4. Eukaryotische Expressionsvektoren

In eukaryotischen Systemen wurden Expressionsvektoren verwandt, die einen Zytomegalovirus
(CMV)-Promoter enthalten.

» pcDNA3 (Invitrogen, Karlsruhe):

Der pcDNA3-Vektor erlaubt neben der eukaryotischen Expression eines Proteins ohne fusionierte

Sequenz auch eine in-vitro-Transkription.

o Antibiotikaresistenz: Ampicillin; Selektion eukaryotischer Zellen: Neomycin (G418)

* There is an ATG upstream A-150228

of the Xba | site. Bsml

Abb. 2.3.: Multiple Klonierungsstelleim pcDNA3-Vektor.
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> pPEGFP-N1, pEGFP-N2, pPEGFP-N3 (BC Biosciences Clontech, Heidelberqg):

Die pEGFP-Vektoren wurden zur Expression grun fluoreszierender Fusionsproteine benutzt.

Carboxyterminal an die einklonierte cDNA wird EGFP (,,Enhanced Fluorescent Protein” aus
Aequorea victoria) exprimiert.

e Antibiotikaresistenz: Kanamycin; Selektion eukaryotischer Zellen: Neomycin (G418)

MCS

CHW IE

PV pEGFP-N1
4.7 kb

SV40 ori fl
P p ori

Svao, Al
Dralll
Stu |
Multiple Klonierungsstelle (, Multiple Cloning Site, MCS) von pEGFP-N1:
1 [{1}] 11 (3 1 ] BBl i1 L] CEFP
& CTA GGG CTA CCG GAC TCA GAT CTC GAG CTC AAG CTT CGA ATT CTG CAG TCG AGG GTA CCG CGE GCC CGG GAT CCA CCG GTC GCC ACC ATE 6T6
Nhe | Ecod7 lll Bglll  Xkol S Hind Il EcoRl Pstl  Sall  Kpol Apal BamH | Agel
Sac | Accl Asprizl \ Bspizol Xmal
Ecinall Sacll Sma |
Multiple Klonierungsstelle (M CS) von pEGFP-N2:
- £ B i1 2 £i41 B61 ] £ EGFP
GC TAG CGC TAC CGG ACT CAGATC TCG ABC TCA AGC TTC GAA TTC TEC AGT CBA D5 TAC CAC GEE CCC GGA ATC CAC CBE LG GTC GOC ACC ATE GTE
Nie| Ecod7lll Bglll Xhol » . Hind Il Ecof | Pstl  Sall  Kpal Apa | % Bamil | Exl
Sacl Aecl Azl Beplm | Xmal
il Acc| AspTigl sp1a0 |
Ech3all Sac IF Sma |
Multiple Klonierungsstelle (M CS) von pEGFP-N3:
2] (1} B11 21 B B4 BE1 EE1 il EGFP
- - - - - - - - - —_—
BCTAGE BCT ACC GEACTC ABA TCT CGA GCT CAAGCTTCE AATTET GCA GTC GAC GATALC GOE GEC COG BEA TOC ATC GCC ACC ATE BTE
Nia T Ecod? Il Bolll Xbal N\ Hid Il Eco | Pstl  Sall  Kpnl Apal * Bamh | Xem|
Sacl Accl Asprig| | Bspizn | Xmal
Ezhaall Sac |l Sma |

Abb. 2.4.: Multiple Klonierungsstelleim pEGFP-Vektor.
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2.2.1.5. Plasmide mit einklonierter DNA

Protein Plasmid mit einklonierter DNA

TFIHIA, pGEX-TFIIIA-volle Lange

Oozytentyp pQC-His6-TFIlIA-volle Lange

Xenopus laevis pPGEX-TFIIIA-NES mit GG-Linker

Kernmyosin IC IMAG p998H2113318G3 (RZPD)

Xenopus laevis pTOPO-XNM IC trunc, pQC-His6-XNM IC trunc

pTOPO-XNM IC-N-terminus, pGEX-XNM IC N-terminus,
PEGFP-XNM IC-N-terminus

ElrA pTOPO-elrA,
Xenopus laevis pQC-His6-elrA, pEGFP-elrA
XAPRIL IMAGpP998D1812173Q3 in pPCMV-SPORT6 (RZPD)
Xenopus laevis PGEX-XAPRIL-ANLS
PEGFP-XAPRIL volle Lange
XPP32 IMAGP998A04929Q3 in pPCMV-SPORT6 (RZPD)
Xenopus laevis pQC-His6-XPP32-ANLS
PEGFP-XPP32-volle Lénge
XPO1 pQC-His6-XPO1-volle Lénge

Xenopus laevis

Tab. 2.3.: Plasmide mit einklonierter DNA.
RZPD: Deutsches Ressourcenzentrum fir Genomforschung
A: Deletion

Von J. Hauber und A. Prechtel, Hamburg, zur Verfiigung gestellt:

Protein Plasmid mit einklonierter DNA
el F5A pGEX-elF5A
CD83 pcDNA3-CD83 SL2, pcDNA3-CD83 volle Lange

pcDNA3-CD83 volle Lange-ASL2
pcDNA3-CD83 SL2 wobble, pcDNA3-CD83 SL2 wobble volle Lange

Tab. 2.4.: Plasmide mit einklonierter DNA (J. Hauber, A. Prechtel, Hamburg).
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2.2.2. Oligonukleotide

Alle Oligonukleotide wurden von der Firma biomers (Ulm) bezogen.

Der Oligo-dT-Primer fir die reverse Transkription wurde von der Firma Promega (Mannheim) oder

MBI Fermentas (St. Leon-Rot) bezogen.

2.2.2.1. Insertprimer
Primer Bemerkung verwendete Zielvektor Sequenz Tm
Schnittstelle

XNM IC (Kernmyosin I C), Xenopus laevis

XNM IC Aminoter minus, 16 Aminosduren

XNMyoC-f -5° Startkodon Hindlll pEGFP-N1 | 5°-ttgaagcttacgatgaagtacagagcagcg-3° 64°C

XNMyolC-r-3° Hindlll pEGFP-N1 | 5°-ccgaagctttaaggcactttccatggtgac-3 67°C

XNMyoC-f-5° Startkodon mit EcoRl aus | pCR-TOPO | 5'-ttgaagcttacgatgaagtacagagcagcg-3 64°C
pCR-TOPO pGEX-5.1

XNMyolC-r-3° mit EcoRl aus | pCR-TOPO | 5°-ccgaagctttaaggcactttccatggtgac-3 67°C
pCR-TOPO pGEX-5.1

XNM [ C verkurztes Protein, 240 aminoter minale Aminosauren

XNMyoC-f-5° Startkodon HindlIl pQC-His6 5°-ttgaagcttacgatgaagtacagagcagcg-3° 64°C

XMyoC-r-3 Hindlll pQC-His6 5°-tgcaagcttatcaagacccagacggcgaa-3 70°C

Transkriptionsfaktor [11A (TFI11A), Oozytentyp, Xenopus laevis

TFII1A volleLange

TF3AfI-f-5° Startkodon BamHI pQC-His6 5°-tgtggatccgctgaaggagagatgggagag-3° 70°C

TF3Afl-r-3° volle Lange, Hindlll pQC-His6 5°-cttaagcttttgtatagttaatttatctagaa-3° 51°C

kein Stopkodon

ElrA, Xenopus laevis, Aquivalent zu HUR

ElrA volleLange

elrA-f-3° Startkodon BamH]I pQC-His6 5°-aggggatccaagatgtctaacggttatgaaga-3 65°C

pEGFP-N3
elrA-r-5° volle Léange, BamHI pQC-His6 5°-agcggatcctttgtgtgacttgetggtttt-3° 68°C
kein Stopkodon pEGFP-N3
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Primer

Bemerkung

verwendete
Schnittstelle

Zielvektor

Sequenz

Tm

XAPRIL, Xenopus laevis, mogliches Aquivalent zu APRIL

XAPRIL volleLange

X-APR5° Startkodon BamHI pEGFP-N3 | 5'-aacggatccagcaagatggacatgaaa-3° 64°C
X-APR 3 kein Stopkodon | BamHI pPEGFP-N3 | 5°-gtcggatccatcctcttcgtcaccttca-3° 63°C
XAPRIL mit deletiertem Kernlokalisationssignal
XAPRIL-GST-5" | Startkodon BamHI pGEX-5.1 | 5'-aattggatccagatggacatgaaa-3 56°C
XAPRIL-GST-3" | NLS deletiert Xhol pGEX-5.1 5°-tttctcgagtttgccagattettctte-3° 59°C
XPP32, Xenopus laevis, mogliches Aquivalent zu PP32
XPP32 mit deletiertem Kernlokalisationssignal
XPP325° Startkodon BamHI pEGFP-N3 | 5'-agtggatcccgcagaatggacatgaagaa-3° 68°C
XPP32tr-3"Hind NLS deletiert Hindlll pQC-His6 5°-cttaagcttttcccegtgttc-3° 52°C
XPP32 volle Lange
XPP325° Startkodon BamHI pEGFP-N3 | 5'-agtggatcccgcagaatggacatgaagaa-3° 68°C
X-PP32 3° kein Stopkodon | BamHI pEGFP-N3 | 5°-tttggatccgtcatcatcttcccectegt-3° 70°C
XPO1, Xenopus laevis, Aquivalent zu CRM L/exportinl
XPO1volleLange
XPO1F1-5° Startkodon BamHI pQC-His6 5"-aaaggatccatgccagcaattatgacc-3 63°C
XPO1R1-3 kein Stopkodon | Hindlll pQC-His6 5"-taaaagcttgtcgcacatttcttcagg-3 61°C
Tab. 2.5.: Insertprimer.
Tm: Schmelztemperatur des Primers.
2.2.2.2. Sequenzierprimer

Primer Sequenz forward 5° Tm Sequenzreverse 3 m
M13 (pCR-TOPO) 5’-gtaaaacgacggccagtg-3° 49°C | 5°-ggaaacagctatgaccatga-3° 47°C
pEGFP-N 5°-taggcgtgtacggtggg-3° 50°C | 5’-ccgtttacgtcgeegt-3° 50°C
pGEX: 5°-gcgaccatcctccaaaat-3° 50°C | 5'-tttcaccgtcatcaccga-3° 50°C
pQC-His6: 5°-gagcggataacaatttcacac-3 49°C | 5'-aatccagatggagttctgagg-3° 50°C

Tab. 2.6.: Sequenzierprimer.
Tm: Schmelztemperatur des Primers.
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2.2.3. RNA
Folgende RNA wurde durch in-vitro-Transkription gewonnen:
» CD83 SL2, CD83 SL2 waobble, CD83 volle Lénge, CD83 volle Lange ASL2, CD83 volle
Lange SL2 wobble
Fiir die Markierung der RNA wurde entweder Digoxigenin-UTP oder *P-UTP verwandt.

2.2.4. Proteine

> BSA Sigma-Aldrich (Deisenhofen)
> 1gG gereinigtes Kaninchen 1gG, Sigma-Aldrich (Deisenhofen)
> IgM gereinigtes Maus IgM, Sigma-Aldrich (Deisenhofen)

Folgende Proteine stammen aus eigener Aufreinigung:
» GST, GST-XAPRIL-ANLS, GST-elF5A, GST-XPP32-ANLS, GST-TFIIIA-NES,
GST-XNM IC-N-Terminus
» elrA-His6, Ran-His6, TFII1A-His6, XNM IC-trunc-His6, XPO1-His6,
XPP32-ANLS-His6

Folgende Proteine wurden von J. Hauber, Hamburg, zur Verfiigung gestellt:
» HuR-His, GST-HIV-1-Rev-NES

2.2.5. Enzyme
» ,.Calf Intestine Alkaline Phosphatase” (CIAP): MBI Fermentas (St. Leon-Rot)

» Polymerasen:
» Tag- und Pfu-Polymerase: MBI Fermentas (St. Leon-Rot) und institutseigene Herstellung

» Phusion High-Fidelity DNA Polymerase: Finnzymes, New England Biolabs (Frankfurt)

» T3-Polymerase, T7-Polymerase, SP6-Polymerase: MBI Fermentas (St. Leon-Rot)

> Restriktionsendonukleasen:

Alle Restriktionsenzyme wurden von der Firma MBI Fermentas (St. Leon-Rot) bezogen.

Verwandt wurden die Restriktionsenzyme:

» BamHI 5...G"GATCC...3
> EcoRlI 5...GMAATTC...3
> Hindlll 5...AMAGCTT...3
» Smal 5...CCC"GGG...3
» Xbal 5...T"CTAGA...3
» Xhol 5...C"TCGAG...3
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» Reverse Transkriptase MMuLV RNAse H Minus (50 U/ul): Promega (Mannheim) oder MBI
Fermentas (St.Leon-Roth)

» Ribonuklease-Inhibitor (RNAsin): MBI Fermentas (St. Leon-Rot)

» T4-DNA-Ligase: MBI Fermentas (St. Leon-Rot)

2.2.6. Kits

BigDye Terminator Cycle Sequencing Ready Reaction Kit (ABI)
DIG RNA Labeling Kit von (Roche, Mannheim)

E.Z.N.A. Plasmid Miniprep Kit, PEQLAP (Erlangen)

E.Z.N.A. Gelextraktions Kit, PEQLAP (Erlangen)

peqGOLD TriFast (PEQLAB, Erlangen)

Phenol-Chloroform-Isoamylalkohol (Invitrogen, Karlsruhe)

Y

Reverse Transkription (Promega, Mannheim)
Reverse Transkription (MBI Fermentas, St. Leon-Roth)
TOPO TA Cloning Kit, Invitrogen (Karlsruhe)

T7 in-vitro-Transkriptions-Kit von Promega (Mannheim)

YV V V V V VYV V V V

2.2.7. Marker

2.2.7.1. GroRRenmarker fur die DNA-Gelelektrophorese
> ADNA molecular weight marker 111 (ADNA - Eco Rl + Hind 1Il) (MBI Fermentas):
564, 831, 947, 1375, 1584, 1904, 2027, 3530, 4268, 4973, 5148, 21226 bp

> FastRuler DNA Ladder, Middle range (MBI Fermentas, St. Leon-Rot):
100, 400, 850, 2000, 5000 bp

> MyoBP-Ladder (institutseigene Herstellung):
71,122, 343, 648, 745, 1143, 2334, 3030, 4468 bp

2.2.7.2. Molekulargewichtsmarker fur SDS-PAGE
> Precision Plus Protein Sandards-Dual Color von BIO-RAD, Miinchen:
10, 15, 20, 25, 37, 50, 75, 100, 150, 250 kDa
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> “High”-und “Low- Range”’- Marker, BIO-RAD, Miinchen:

“High-Range”-Marker “Low-Range’ -Marker Molekulargewicht in kDa
Myosin 200,000
b-Galactosidase 116,250
Phosphorylase B Phosphorylase B 97,400
BSA BSA 66,200
Ovalbumin Ovalbumin 45,200
Karbonat-Anhydrase 31,000
Trypsin-Inhibitor 21,500
Lysozym 14,400

Tab. 2.7.: “High” - und “Low- Range” - Marker, BIO-RAD, M linchen.

2.3. Chemikalien

Soweit nicht anders erwahnt, wurden alle Chemikalien in Analysequalitat von folgenden Firmen
bezogen: Applichem (Darmstadt), Merck (Darmstadt), Roth (Karlsruhe), Serva (Heidelberg), Sigma-
Aldrich (Deisenhofen):

2.4. Material fur die Zelkultur
Gewebekulturplatten, Petrischalen und Stripetten wurden bezogen von Corning Costar (Bodenheim),
15- und 50 ml- Zentrifugenréhrchen von Sarstedt (Nimbrecht), Zellkulturmedien und Zusétze von

Gibco Invitrogen (Karlsruhe), Trypsin 250 von Difco.

2.5. Verbrauchsmaterialien

Verbrauchsmaterialien wurden grofteils Uber Hartenstein (Wirzburg) oder Noras (Wirzburg)

bezogen.

CnBr-aktivierte Sepharose 4B Amersham Biosciences (Uppsala)
Einbettmedium fur Gefrierschnitte Leica (Nussloch)
Femtotips-Injektionsnadeln Eppendorf (Hamburg)
Glutathion-Sepharose-4B Amersham Biosciences (Uppsala)
Kapillaren zur Schmelzpunktbestimmung Hirschmann, Gber Noras (Wirzburg)
Mehrwellobjekttrager Marienfeld (Lauda-Kdnigshofen)
Microcon YM-10 Millipore

Mikroloader Eppendorf (Hamburg)

Nickel NTA Agarose QIAgen (Hilden)

Nitrocellulose Schleicher und Schuell (Dassel)
Nylonmembran QIAgen (Hilden)

Pasteurpipetten Roth (Karlsruhe)
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Réntgenfilm Cronex 5
Whatman-Papier

Verstarkerfolien

2.6. Gerate

Biophotometer

Brutschrank, CO,-Auto-Zero
Gelelektrophoresekammern
Drehtisch Reax 2

Drehtisch Rotary mixer

Drystar Geltrockner
Elektronenmikroskop Zeiss EM 10
Waage DeltaRange PB3002
Feinwaage Mettler AC 100
Fluoreszenzmikroskop Axiophot Stereo
HBO050 mit Quecksilberlampe
Graphit-Blotkammer

Heizblock

Heizplatte IKA Combimag RCT
Homogenisator RW20
Kaltlichtquelle KL 1500
Kippschuttler WS5

Konfokales Laser Scanning Mikroskop
TCS SP2

Kryostat-Mikrotom 2800 Frigocut
Mikroinjektionsgerét
Mikroinjektor 5242
Mikromanipulator
Mikromanipulator
Mikroschmiede

Minifuge RF

Netzgerate

Omnifuge 2.0 RS

pH-Elektrode

pH-Meter pH 525

Sonifier B12

AGFA
Schleicher und Schuell (Dassel)
Dr.Gool}

Eppendorf (Hamburg)

Hereus-Holding (Hanau)

BIO-RAD (Miinchen)

Heidolph, ber Hartenstein (Wirzburg)

tber Hartenstein (Wirzburg)

H. Holzel GmbH, tber Hartenstein (Wrzburg)

Zeiss (Oberkochen)
Mettler (Dusseldorf)
Mettler (Dusseldorf)

Zeiss (Oberkochen)
LMS, lber Hartenstein (Wirzburg)

Liebisch, Gber Hartenstein (Wiirzburg)

Janke & Kunkel, Giber Hartenstein (Wirzburg)

Schott

Laborgeratebau Edmund Bihler (Tubingen)

Leica

Reichert-Jung, Leica (Nussloch)
Biochem Laborbedarf (Mannheim)
Eppendorf (Hamburg)

Brinkmann Instrumentenbau (Mannheim)
Leitz (Wetzlar)

Bachofer Laboratoriumsgeréate (Reutlingen)

Hereus Sepatech (Hanau)

Fischer (Heidelberg)

Hereus (Hanau)

tber Hartenstein (Wrzburg)

WTW, lber Hartenstein (Wiirzburg)
Branson Sonic Power Company,

Heinemann (Schwabisch Gmind)
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Stereolupe Wild M8

Sterile Werkbank BSB 6A
Tischzentrifuge ,,Mikroliter
Ultramikrotom
Umkehrmikroskop Wilovert
UV-Stratalinker

UV-Lampe

Vortexer GLW L46
Wasserbad Thermomix 1441
Zentrifuge Biofuge A
Zentrifuge Minifuge GL

Leica

Gelaire Flow Laboratories

Hettich

RMC (Tuson, USA)

Hund, Wetzlar

Stratagene EUROPE, Amsterdam, Holland

Bachofer Laboratoriumsgerate (Reutlingen)

Braun
Heraeus (Hanau)

Heraeus (Hanau)

2.7. Computer programme und I nter net-Seiten

2.7.1. Programme

Adobe Photoshop CS Version 8.0.1
Betriebssystem Microsoft Windows XP

Microsoft Word 2000
Microsoft Powerpoint
Chromas version 1.45
Bioedit

Oligo.exe structure version 3.4

2.7.2. Internetseiten
Blast (Altschul et al., 1990)

clustalw (Thompson et al., 1994)

ExPASY

Google
Resourcen-Center
NCBI

Oligo Calculator
RasMol Version 2.6.
Reverse Complement
Pubmed

Primer3

Unibibliothek Wirzburg
Webcutter

http://www.ncbi.nlm.nih.qov/BLAST/

http://www.ebi.ac.uk/clustalw/

http://expasy.org

http://www.google.de

http://www.rzpd.de

http://www.nchi.nlm.nih.gov/

http://www.pitt.edu/~rsup/OligoCalc.html

http://bioinformatics.org/sms/rev_comp.html

http://www.nchi.nlm.nih.gov/

http://frodo.wi.mit.edu/cqi-

bin/primer3/primer3_www.cgi

http://www.bibliothek.uni-wuerzburg.de/

http://rna.lundberg.qu.se/cutter2/
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2.8. Datenbank-Eintragsnummern

Protein

Accession number und Genlnfo I dentifier (Nucleotide)

Myosin |A Homo sapiens

NM_005379 GI1:29544746

Myosin | B Homo sapiens

NM_012223 GI:44889480

Myosin |C Homo sapiens

NM_033375 G1:46485767

Myosin ID Homo sapiens

NM_015194 GI:51100973

Myosin |E Homo sapiens

NM_004998 GIl:55956915

Myosin | F Homo sapiens

NM_012335 GIl:27544940

Myosin |G Homo sapiens

NM_033054 GI:54873626

Myosin IC Xenopus laevis

EF026164 Gl: 117667424, EB724387 GI:95004021

Kernmyosin | C Mus musculus

AY007255 GI:11067001

Kernmyosin | C Homo sapiens

AC100748 GI1:21306865; NM_033375 GI:46485767,
BU859310 GI:24044302

KernmyosinIC
Rattus norvegicus

NM_023092 GI:12831208

Kernmyosin | C Bostauris

DV924751 GI1:82981079

Kernmyosin | C Gallus gallus

DR427647 G1:68329663

Kernmyosin IC
Xenopus laevis

BCO77774 GI1:50416439

Kernmyosin IC
Xenopus tropicalis

DNO006063 G1:58849703

Aktin Homo sapiens

NM_001101 GI1:50516088

Aktin Xenopus laevis

AF079161 GI:3348130

HuUR Homo sapiens

U38175 GI:1022960

Elr A Xenopus laevis

U17596 GI:608536

APRIL Homo sapiens

NM_006401 GI:5454087

XAPRIL Xenopuslaevis

BC073408 G1:49118408

PP32 Homo sapiens

NM_006305 GI:20127493

XPP32 Xenopus laevis

BC060336 GI:37805186

CRM 1 Homo sapiens

NM_003400 GI:53759152

EXP1 Mus musculus

BC062912 G1:38566275

XPO1 Xenopus laevis

BCO070550 GI:47125109

CD83 Homo sapiens

BC030830 Gl: 21410826

XRan Xenopus laevis

AB030945 GI:6729159

Ran Homo sapiens

BC004272 GI:13279085

RanBP3 Xenopus laevis

BC072034 GI:48734617

RanBP3 Homo sapiens

NM_007320 GI:6466461

TFI11A-Oozytentyp/somatisch
Xenopus laevis

Protein
P03001 GlI: 2851464

5S rDNA-Oozytentyp
Xenopus laevis

J01898 GI:176337

5S rDNA-somatisch
Xenopus laevis

J01899.1 GI:176340

Tab. 2.8.: Datenbank-Eintragsnummern. Accession number und Genlnfo Identifier (Nucleotide)
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3. METHODEN

3.1. Flussigkultur von Bakterien

Ubernachtkulturen wurden in 10 bis 30 ml LB-Medium durch Animpfen mit einer gepickten
Bakterienkolonie oder einem Aliquot aus einer Glycerinkultur angelegt. Zur Selektion wurde ein
entsprechendes Antibiotikum zugesetzt. GréRere Volumina LB-Medium, 100 bis 500 ml, wurden in
Erlmeyerkolben mit einem Aliquot aus einer Ubernachtkultur angeimpft. Die Inkubation erfolgte im
Bakterienschdittler bei 37°C.

LB (Luria-Bertami)-Medium: 10g Bacto Trypton (Gibco)
59 Hefeextrakt (Gibco)
5g NaCl

ad 1000 ml mit bidestilliertem Wasser auffillen; pH 7,4

Das LB-Medium wurde autoklaviert.

Antibiotika-Stammlsungen: Ampicillin: 100 mg/ml in bidestilliertem Wasser
Kanamycin: 50 mg/ml in bidestilliertem Wasser
Tetracyclin: 5 mg/ml in Ethanol 100 % zur Analyse

Antibiotika-Endkonzentrationen: Ampicillin: 100 pg/ml

Kanamycin: 50 pg/ml
Tetracyclin: 15 pg/ml

3.2. Anlegen von Glycerinkulturen

Fur die Archivierung von Bakterien wurden Glycerinkulturen angelegt. Hierzu wurde 150 pl Glycerin
zu 850 pl einer Bakterien-Flussigkultur pipettiert und gut durchmischt. Die Lagerung erfolgte bei
-70°C. Zur Herstellung einer Flissigkultur aus archivierten Bakterien wurden mit einer sterilen

Pipettenspitze Bakterien abgekratzt und in Medium Gberfhrt.

3.3. Plasmidisolation

Die Plasmidisolation erfolgte entweder nach dem modifizierten Protokoll fur die DNA-Isolation mit
alkalischer Lyse (Koul et al., 1997) oder unter Verwendung des Plasmidisolationskits nach den
Angaben des Herstellers (E.Z.N.A. Plasmid Miniprep Kit, PEQLAB, Erlangen, Deutschland).

3.3.1. Plasmidisolation mit alkalischer Lyse (Koul et al., 1997)
Ein Milliliter einer Bakterien-Ubernachtkultur wurde mit 10 000 x g fiir eine Minute abzentrifugiert.

Das Pellet wurde in 100 pl Lésung 1 resuspendiert. Nach Zugabe von 200 pl Lésung 2 wurde das
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Reaktionsgefd? mehrmals invertiert, anschlieBend 150 pl Lésung 3 zugegeben und das
Reaktionsgefall vorsichtig geschiittelt. Der Zelldebris wurde eine Minute lang bei 10 000 x g
abzentrifugiert und der Uberstand in ein neues ReaktionsgefaR tberfiinrt. Danach wurde ein Volumen
eiskalter absoluter Ethanol zum Uberstand zugegeben, durch Invertieren gemischt und die Plasmide
sofort bei 10 000 x g fiir finf Minuten sedimentiert. Der Uberstand wurde abgenommen, das Sediment

zehn Minuten lang getrocknet und in 50 pl bidestilliertem Wasser gelost.

Losung 1. 50 mM Glukose
10 mM EDTA, pH 8,0
25 mM Tris-HCI, pH 8,0

Spatelspitze  RNAse A

Ldsung 2: 0,2N NaOH
1% SDS

Ldsung 3: 60 mi Kaliumacetat 5 M
11,5 ml Eisessig
28,5 ml ddH,O

3.3.2. Plasmidisolation mit dem Plasmidisolationskit (PEQL AB, Erlangen)

Der Plasmidisolationskit kombiniert eine modifizierte alkalische Lyse mit der selektiven und
reversiblen DNA-Bindungseigenschaft einer Silikamembran. 5 bis 10 ml Bakterien einer Flussigkultur
wurden pelletiert und mit 250 ul der Losung 1 gut resuspendiert. AnschlieRend wurde 250 pul Lésung
2 aufpipettiert und das Reaktionsgefall mehrmals invertiert. Auf das nun klare Lysat wurde 300 pl
Losung 3 zugegeben und nach dem Invertieren sofort fiir zehn Minuten und 10 000 x g bei
Raumtemperatur das nun flockige Prézipitat abzentrifugiert. Der Uberstand wurde durch eine Saule
mit einer Silikamembran fir eine Minute bei 10 000 x g zentrifugiert. AnschlieRend wurde die Séaule
mit 500 pl High-bind-Puffer und 750 pl Waschpuffer gewaschen. Nach einer einminitigen
Trockenzentrifugation erfolgte die Plasmidisolation aus der S&ule mit 50 bis 100 pl sterilem

bidestillierten Wasser.

3.4. Konzentrationsbestimmung von Nukleinsauren

Die Bestimmung der DNA- und RNA-Konzentration erfolgte gegen den Leerwert photometrisch bei
einer Wellenldnge von 260 Nanometer (Biophotometer, Eppendorf, Hamburg, Deutschland). Eine
ODg6 von 1 entspricht etwa 50 pg/ml DNA oder 40 pg/ml RNA. Die Absorption bei 280 Nanometer
zeigt die Verunreinigung durch Proteine, bei 230 Nanometer durch Peptide, aromatische

Verbindungen und Kohlehydrate an. Aus den Quotienten konnte die Reinheit beurteilt werden.
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Doppelstrdngige DNA sollte einen Quotienten ODg0/ODyg Von mindestens 1,8 und OD,g/OD53, VON
mindestens 2,2 aufweisen, RNA von 2,0 bzw. 2,2.

3.5. Féllung der DNA mit Natriumacetat und Ethanol

Zur Féllung der DNA wurde ein zehntel Volumen 3 M Natriumacetat pH 5,2 und 2,5 Volumina
absoluter Ethanol zur Analyse zugegeben. Optional erfolgte die Fallung bei —20°C fiir zwei Stunden
oder bei -70°C fur 30 Minuten. Anschlieend wurde bei 4°C fir 15 Minuten und 12 000 x ¢
zentrifugiert, der Uberstand abgenommen und das Sediment zweimal mit 70-prozentigem Ethanol
gewaschen. Der Uberstand wurde jeweils nach der Zentrifugation fiir finf Minuten bei 4°C und
12 000 x g abgenommen. Nach Lufttrocknen fur zehn Minuten konnte das Sediment in gewlnschtem

Puffer oder Wasser aufgenommen werden.

3.6. DNA-Gelelektrophorese

Durch das negativ geladene Phosphoribose-Riickgrat bewegt sich die DNA in einem elektrischen Feld
zur positiv geladenen Anode. Bei der DNA-Gelelektrophorese werden DNA-Fragmente nach ihrer
GroRe aufgetrennt, wobei aber auch die Konformation der DNA die Wandergeschwindigkeit
beeinflusst. Ringférmig geschlossene DNA wandert umso schneller, je groRer ihre Verwindungszahl
ist. Linearisierte DNA wandert schneller als entspannte ringférmige DNA. Je nach erwarteter
FragmentgroRe wurde 0,5 bis vier Prozent Universalagarose in DNA-Elektrophoresepuffer
aufgekocht. Nach dem Abkuhlen der Agarose auf ungefahr 50°C wurde Ethidiumbromid mit einer
Endkonzentration von 0,2 mg/ml zupipettiert, die Agarose in den Gelschlitten eingeftllt und der
Kamm eingesetzt. Nach Erstarren des Gels wurde die Gelkammer mit Elektrophoresepuffer gefullt
und der Gelschlitten eingesetzt. Der Grofienmarker und die DNA-Proben wurden mit Laufpuffer und
Lauffrontmarker versetzt und in die Taschen einpipettiert. Die Gelelektrophorese erfolgte bei 100 V
(10 V/cm) (TAE-Puffer, TBE-Puffer) oder bei bis zu 500 V (50 V/cm) (SB-Puffer) zur Anode. Unter
UV-Licht waren die DNA-Banden durch Interkalation von Ethidiumbromid in die DNA sichtbar.

TAE-Puffer (50x) 2M Tris
50 mM EDTA
1M Eisessig
pH 8,5
TBE — Puffer (10x): 890 mM Tris
890 mM Borsaure
20 mM EDTA

pH 8,2
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SB-Puffer (Natriumborat-Puffer) (20x) (Brody et al., Biotechnique 2004):
8¢ NaOH (200 mM)
45¢ Borséure
ad 1000 ml mit bidestilliertem Wasser
pH 8,0 - 8,5 (mit Borséure)

DNA-Probenpuffer (10x): 50 % (v/v)  Glycerin
0,4 % (w/v)  Bromphenolblau

0,4 % (w/v)  Xylenzyanol

in 10 x TBE
Ethidiumbromid-Stammldsung: 10 mg/mi
Adgarosekonzentration:
Agarosekonzentration in % optimaler Trennbereich
0,3 5-60 kb
0,6 2-20kb
0,8 1-10kb
1,0 0,5-8kb
1,2 0,4-6kb
15 0,2-3kb
2,0 0,1-2kb

Tab. 3.1.: Agarosekonzentration und optimaler Trennbereich.

DNA-Langenmarker: ADNA molecular weight marker 111 (MBI Fermentas)
FastRuler DNA Ladder, Middle Range (MBI Fermentas)
MyoPB-Ladder (institutseigene Herstellung)

3.7. DNA-Sequenzierung

Sequenzierungen wurden nach der Kettenabbruch-Methode von Sanger und Coulson (1977)
durchgefuhrt. Durch den Einbau eines fluoreszenzmarkierten Didesoxy-Nukleotids (ddNTP) kann die
DNA-Polymerase kein weiteres Desoxy-Nukleotid (ANTP) mehr anfuigen und es kommt somit zum
Kettenabbruch. Da der Einbau zuféllig erfolgt, entstehen DNA-Fragmente unterschiedlicher Lénge.
Dem Premix (Big Dye Terminator Cycle Sequencing Ready Reaction Kit, ABI), bestehend aus
dNTPs, ddNTPs (A: R6G, griin; T: ROX, rot; C: TAMRA, gelb; G: R110, blau), Polymerase, Puffer
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und Magnesiumchlorid, wurde die zu sequenzierende DNA und das entsprechende Oligonukleotid
beigefiigt. Nach der Sequenzier-PCR wurde die DNA geféllt, getrocknet, in 25 pl TSR (,, Template
Supressor Reagent™) resuspendiert, nach einer Inkubationszeit von zwei Minuten bei 95°C in
SequenziergefaRe Gberfiihrt und bis zur Sequenzierung in 4°C gelagert. Alternativ wurde die DNA
nach dem Fallen in 25 pl Hidi geldst und ohne Erhitzen in SequenziergefaRe Uberfiihrt. Die DNA-
Fragmente wurden in einer Gelmatrix nach ihrer Gro3e aufgetrennt. Durch die Laseranregung wurde
je nach Farbstoffmarkierung des ddNTP eine charakteristische Wellenlange emittiert, detektiert und

mit einer entsprechenden Software verrechnet.

Standard-Sequenzierreaktion: 200 ng zu sequenzierende DNA
10 bis 30 pMol Primer
2 Ul Premix (bzw. 5 pl Premix)
ad 10 pl HPLC-Wasser (bzw. ad 20 pl)

Sequenzierprimer: siehe 2.2.2.2.

Standard-Sequenzier-PCR:

Zyklus Schritt Zeit Temperatur
1 Initiale Denaturierung 1 min. 96°C
2-25 Denaturierung 30 sek. 96°C
Primer Annealing 15 sek. 48°C
Elongation 4 min. 60°C
26 Kihlung 4°C

Tab. 3.2.; Standard-Sequenzier-PCR.

3.8. RNA-Extraktion
3.8.1. RNA-Extraktion mit pegGOLD TriFast (PEQLAB)
Der Vorteil bei der Verwendung des TriFast-RNA-Extraktionskits liegt darin, dass aus derselben

Probe sowohl RNA als auch DNA und Proteine (3.26.) isoliert werden kdnnen.

3.8.1.1. RNA-Extraktion aus Oozyten

Gesamtoozyten, Zytoplasma oder Oozytenkerne wurden mit wenig 3:1-Medium in 1 ml TriFast
tberfuhrt und homogenisiert. Pro vier Gesamtoozyten oder Zytoplasma wurde 1 ml TriFast verwandt.
Zur besseren Prazipitation der geringen RNA-Menge aus Oozytenkernen wurde 70 pg Glykogen
zugesetzt. Konnten die Proben nicht sofort weiterverarbeitet werden, wurden sie vor Zugabe von

Chloroform bei -70°C gelagert. Wurden die Proben sofort verarbeitet, wurde fiinf Minuten bei
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Raumtemperatur zur Dissoziation der Proteine von der RNA inkubiert, 200 pl Chloroform zupipettiert
und durch Schutteln gemischt. Nach einer funfminitigen Inkubation bei Raumtemperatur wurde bei
12 000 x g fur funf Minuten zentrifugiert. Die obere wéssrige Phase, welche die RNA enthielt, wurde
in ein neues Reaktionsgefal Gberfuhrt und die RNA mit 0,5 ml Isopropanol gefallt. Hierzu wurde die
waéssrige Phase zehn Minuten bei Raumtemperatur in Isopropanol zur Analyse inkubiert und
anschlieRend fiir zehn Minuten bei 4°C und 12 000 x g zentrifugiert. Der Uberstand wurde verworfen
und das Sediment zweimal mit 70-prozentigem Ethanol zur Analyse gewaschen. Es erfolgte eine
Lagerung der Probe in 70-prozentigem Ethanol bei -20°C bis zur Weiterverwendung. Nach
Zentrifugation bei 12 000 x g fir finf Minuten wurde der Uberstand abgenommen, das Sediment zehn
Minuten bei Raumtemperatur getrocknet und in den entsprechenden Puffer oder in RNAse-freies

Wasser aufgenommen.

3.8.1.2. RNA-Extraktion aus adharenten somatischen Zellen

Adhérente somatische Zellen wurden in Petrischalen (Durchmesser 60 mm) kultiviert. Das
Zellkulturmedium wurde abgenommen und 2 ml TriFast auf die Zellen aufpipettiert.

Die Zellen wurden durch mehrmaliges Aufziehen mit der Pipette lysiert. Das weitere Prozedere wurde

wie in 3.8.1.1. beschrieben durchgefihrt.

3.8.2. RNA-Extraktion mit Phenol-Chlor of or m-1soamylalk ohol

Gesamtoozyten, Zytoplasma oder Oozytenkerne wurden in 3:1-Medium aufgenommen, zu gleichen
Teilen mit Phenol-Chloroform-Isoamylalkohol (Verhaltnis 25:24:1) versetzt und homogenisiert. Zur
besseren Prazipitation der geringen RNA-Menge aus Oozytenkernen wurde 70 pg Glykogen
zugesetzt. Nach einer finfmindtigen Inkubation bei Raumtemperatur zur Dissoziation der Proteine von
der RNA wurde fiinf Minuten bei 12 000 x g zentrifugiert. Die wassrige obere Phase, die die RNA
enthielt, wurde in ein neues Reaktionsgefall tberfihrt und zu gleichen Teilen mit Chloroform
gemischt. Nach einer funfmindtigen Inkubation bei Raumtemperatur wurde fiunf Minuten bei
12 000 x g zentrifugiert. Die obere Phase wurde wiederum in ein neues Reaktionsgefal Gberfiihrt und
die RNA mit Isopropanol zur Analyse bei -20°C (iber Nacht gefallt. Nach der Sedimentierung bei
12 000 x g fur zehn Minuten wurde die RNA zweimal mit 70-prozentigem Ethanol zur Analyse
gewaschen, das Sediment zehn Minuten bei Raumtemperatur getrocknet und in den entsprechenden

Puffer oder in RNAse-freies Wasser aufgenommen.

peqGOLD TriFast (PEQLAB, Erlangen): gebrauchsfertig

Phenol-Chloroform-Isoamylalkohol (Invitrogen, Karlsruhe): gebrauchsfertig

Glykogen-Stammlésung: 7 mg/ml




3. METHODEN 71

3.9. Reverse Transkription
Die reverse Transkriptase ist ein Enzym mit der Eigenschaft, RNA in DNA umzuschreiben. Die so
entstandene cDNA (,,complementary” DNA) enthalt im Gegensatz zur genomischen DNA keine

Intronsequenzen.

3.9.1. Reverse Transkription mit dem M-MuLV Reverse Transkriptase RNAse H Minus
Kit (Promega, Mannheim)

Fur einen Ansatz wurden 1 pg RNA auf 11 pl mit Aqua bidest aufgefullt, fir drei Minuten bei 70°C
denaturiert und anschlieBend komplettiert mit:

+1pl RNAse-Inhibitor (MBI Fermentas)

+4pl  Reverse-Transkriptase-Puffer (enthalt bereits MgCl,) (Promega)

+ 1l Nukleotid-Mix (10 mM je dNTP, MBI Fermentas)

+1pl  Oligo-dT-Primer (Promega)

+2pl  reverse Transkriptase M-MuLV (Promega)

Der Ansatz wurde eine Stunde bei 37°C und anschlielend fiinf Minuten bei 95°C inkubiert und bis zur

weiteren Verwendung bei -20°C gelagert.

3.9.2. Reverse Transkription mit dem RevertAid H Minus First Strand cDNA Synthesis
Kit (MBI Fermentas, St. Leon-Roth)

Fur einen Ansatz wurde 10 ng bis 5 pg RNA und 1 pl Oligo-dT-Primer (MBI Fermentas) in ein
Reaktionsgefal auf Eis pipettiert und mit RNAse-freiem Wasser auf ein Gesamtvolumen von 12 pl
aufgefiillt. Der Ansatz wurde finf Minuten lang bei 70°C inkubiert, anschlieBend auf Eis abgekiihlt,
kurz abzentrifugiert und komplettiert mit:

+1pl  RiboLock Ribonukleaseinhibitor (20 U/ul, MBI Fermentas)

+4pl  Reaktionspuffer (5 x)

+2ul Nukleotid-Mix (10 mM je dNTP, MBI Fermentas)

Nach einer Inkubation fir funf Minuten bei 37°C wurde 1 ul der reversen Transkriptase (RevertAid H
Minus M-MuLV RT, 200 U/ul) zupipettiert und bei 42°C fur 60 Minuten inkubiert. Die Reaktion
wurde durch eine Inkubation bei 70°C fur zehn Minuten gestoppt und der Ansatz bis zur weiteren

Verwendung bei -20°C gelagert.

3.10. Polymerase-K etten-Reaktion (PCR)

Mithilfe der Polymerase-Ketten-Reaktion l&sst sich durch den Einsatz wvon spezifischen
Oligonukleotiden (Primer) ein bestimmter DNA-Abschnitt vervielféltigen. Die PCR besteht aus den
Komponenten  Denaturierung,  Hybridisierung  der  Oligonukleotide  (Annealing)  und
Strangverlédngerung (Elongation). Bei der Denaturierung werden die Doppelstrdnge der DNA in

Einzelstrdnge zerlegt. Beim Annealing binden spezifischen Oligonukleotide, welche die zu
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vervielféltigende DNA-Sequenz umrahmen, an ihre komplementire Sequenz auf der DNA.
AnschlieBend baut eine thermostabile DNA-Polymerase ausgehend wvon den Primern den

komplementéren Strang auf.

3.10.1. Primerdesign und PCR

Die Primer (siehe 2.2.2.) wurden mithilfe der Programme Oligo und Primer3 entworfen und von der
Firma biomers (UIm) bezogen. Beim Entwerfen der Primer wurde auf ein ausgewogenes Verhéltnis
von GC-Gehalt zu AT-Gehalt geachtet. Am 3"-Ende wurden repetitive Sequenz vermieden. Weiterhin
wurden die Primer nach Mdglichkeit so konzipiert, dass Primer eines Primerpaares nicht mit sich
selbst oder dem anderen Primer hybridisieren oder Schleifen bilden konnten. An die so gefundene
Primersequenz wurde die entsprechende Schnittstelle flir Restriktionsenzyme und zusatzlich geniligend
flankierende Nukleotide angefligt, um ein effektives Schneiden des Enzyms zu ermdglichen. Nun
wurde geprift, ob das Leseraster eingehalten wurde und die komplementdre Sequenz nur einmal in der

eingesetzten DNA vorhanden war.

Die Schmelztemperatur wurde mit dem Programm ,,Oligocalculator* berechnet oder nach der Formel
Tm=2°C-(A+T)+(G+C) abgeschatzt.

Die Annealingtemperatur fur eine PCR mit der Tag- oder Pfu-Polymerase wurde zundchst 5°C unter
der Schmelztemperatur angesetzt und bei unspezifischer Amplifikation schrittweise erhéht. Wurde ein
Primerpaar mit verschiedenen Annealingtemperaturen verwandt, wurde die Hybridisierungszeit
gesplittet und zuerst die Temperatur fur den Primer mit der héheren Annealingtemperatur eingestellt,
dann die niedrigere Hybridisierungstemperatur. Wurden mit dem Primer Schnittstellen eingefugt, so
wurde fur die Berechnung der Annealingtemperatur in den ersten funf Zyklen die Schmelztemperatur
der nicht komplementdren Nukleotide der Schnittstellensequenz abgezogen. Fir eine PCR mit der
Phusion-Polymerase wurde bei Primern mit einer Ldnge U(ber 20 Nukleotiden eine
Annealingtemperatur von 3°C ber der Schmelztemperatur des Primers mit der niedrigeren
Schmelztemperatur gewahlt. Fur Primer bis 20 Nukleotiden Lange wurde als Annealingtemperatur die
Schmelztemperatur des Primers mit der niedrigeren Schmelztemperatur eingestellt.

Tag- bzw. Pfu-Polymer ase Standar d-PCR-Ansatz (50 pl):

5ul Polymerase-Puffer (10 x)
3l (1-5pul) Magnesiumchlorid (25 mM) (Taq, Pfu) oder
Magnesiumsulfat (25 mM) (Pfu)
1l Nukleotid-Mix (10 mM je dNTP)
mind. 1 Molekdl Template (DNA)
je 0,5 ul 5°-Oligonukleotid (10 pMol/ul) und 3°-Oligonukleotid (10 pMol/ul)

1l Tag-Polymerase (5 Units/ul) (keine Fehlerkorrektur, A-Uberhang am 3'-Ende
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des PCR-Produkts) oder
Pfu-Polymerase (2,5 Units/pl) (Fehlerkorrektur)
ad 50 pl Wasser (rein, DEPC behandelt)

Der Ansatz wurde auf Eis in ein 0,2 ml PCR-Reaktionsgefal pipettiert und die Polymerase zum

Schluss hinzugeftgt.

Standard-PCR-Programm im Thermocycler:

Zyklus Schritt Zeit Temperatur
1 Initiale Denaturierung 2 min. 96°C (94-96°C)
2-35 (33-40) Denaturierung 30 sek. 96°C (94-96°C)
Primer Annealing 30 sek. Primer-abhéngig

bzw. 2 x 15 sek.

Elongation je nach Lange des Amplifikats 72°C
Tag: 1000 Basen/Minute
Pfu: 500 Basen/Minute

36 Finale Elongation 10 min. 72°C

37 Kihlung 4°C

Tab. 3.3.; Tag- bzw. Pfu-Polymer ase Standard-PCR.

Phusion DNA-Polymer ase (Finnzymes, New England Biolabs, Frankfurt) Standard-PCR-Ansatz
20 pl):

4 ul High Fidelity Polymerasepuffer incl. MgCl, (5 x)
0,4 ul Nukleotid-Mix (10 mM je dNTP)
0,4 ul cDNA (40 ng)
0,2 ul 5°-Oligonukleotid (10 pMol/ul)
0,2 pl 3"-Oligonukleotid (10 pMol/ul)
0,6 pl DMSO
0,2 ul Phusion (2 Units/pl, glatte Enden)
ad 20 pl Wasser (rein, HPLC-Wasser oder DEPC behandelt)

Der Ansatz wurde auf Eis in ein 0,2 ml PCR-Reaktionsgefal pipettiert und die Polymerase zum

Schluss hinzugeflgt.
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Standard-PCR-Programm im Thermocycler:

Zyklus Schritt Zeit Temperatur

1 Initiale Denaturierung 30 sek. 98°C

2-35 (33-40) Denaturierung 10 sek. 98°C

Primer Annealing 15 sek. (10 — 30 sek.) Primer-abhéngig
Elongation Fragment-abhéngig 72°C
15 sek. pro 1 kb
36 Finale Elongation 5 min. 72°C
37 Kihlung 4°C

Tab. 3.4.: Phusion-Polymer ase Standard-PCR.

3.11. Gelextraktion

Die Extraktion von DNA-Fragmenten erfolgte aus TAE-gepufferten Agarosegelen (siehe 3.6.) mithilfe
eines Gelextraktionskits nach den Angaben des Herstellers (E.Z.N.A. Gelextraktions Kit, PEQLAP,
Erlangen).

Die gewiinschte DNA-Bande wurde unter mdglichst wenig UV-Exposition aus dem Gel
ausgeschnitten und in ein zuvor abgewogenes Reaktionsgefal? berfiihrt. Nach Wiegen des Gelstlicks
wurde ein Gelvolumen Bindepuffer zupipettiert und die Gelstiicke bei 55°C komplett gelést. Nun
wurde die Ldsung durch eine Zentrifugationssédule mit einer Silikamembran flr eine Minute bei
10 000 x g zentrifugiert. Die DNA bindet reversibel an diese Membran. Nach zweimaliger Inkubation
mit Waschpuffer flr drei Minuten einer Zentrifugation sowie einer Trockenzentrifugation wurde die
DNA mit sterilem, bidestillierten Wasser aus der Séule eluiert. Hierfir wurden fir die erste Elution
30 ul und fur die zweite Elution 20 ul verwandt. Zur Kontrolle der Gelextraktion wurde ein Aliquot
von 2 pl der ersten Fraktion und von 3 pl der zweiten Fraktion auf ein Agarosegel aufgetragen und

eine Gelelektrophorese durchgefihrt.

3.12. Schneiden der DNA mit Restriktionsendonukleasen

Bakterien besitzen Restriktionsendonukleasen, um sich vor Fremd-DNA zu schitzen.
Restriktionsenzyme schneiden DNA an definierten Sequenzen. Je nach Restriktionsenzym entstehen
glatte (,,blunt ends”) oder kohdsive Enden (,,sticky ends™).
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Restriktionsendonukleasen:

Restriktionsenzym Puffer Temperatur Units/ug DNA fir die
Uber nachtinkubation
BamHI BamHI-Puffer 37°C 0,5
EcoRI EcoRI-Puffer 37°C 0,2
Hindlll Puffer R 37°C 0,1
Smal 1 x TANGO-Puffer 30°C 0,2
Xba 1 x TANGO-Puffer 37°C 0,1
Xhol Puffer R 37°C 0,1
BamHI + HindllI 2 X TANGO-Puffer 37°C
EcoRI + Xhol Puffer O 37°C

Tab. 3.5.: Restriktionsendonukleasen.

Standard-Ansatz fiir einen Verdau mit Restriktionsenzymen:

1 g DNA
2 ul Restriktionspuffer (passend zum Enzym, MBI Fermentas)
1l Restriktionsenzym (10 Units/pl, MBI Fermentas)(siehe 2.2.5.)

ad 20 pl mit Aqua bidest.

Der Ansatz wurde bei 37°C (Smal 30°C) fiir ein bis vier Stunden inkubiert. Bei einer Inkubation tber
Nacht wurden nach Angaben des Herstellers zwischen 0,1 bis 0,5 Units/ug DNA verwendet. Die
Hitzeinaktivierung der Restriktionsenzyme erfolgte bei 85°C fir 15 Minuten.

Sollte eine DNA-Sequenz mit zwei Restriktionsenzymen geschnitten werden, wurde der Verdau
entweder sequenziell durchgefihrt und die DNA zwischen den einzelnen Enzymreaktionen geféllt.
Konnten beide Enzymen in einem gemeinsamen Restriktionspuffer ausreichende Aktivitat entfalten,

wurde der Verdau gleichzeitig nach den Empfehlungen des Herstellers durchgefiihrt.

3.13. Klonierung von DNA-Fragmenten in Plasmide

DNA-Fragmente wurden gerichtet oder ungerichtet in Plasmide einkloniert. Bei der gerichteten
Klonierung besaRen Insert und Plasmid zwei unterschiedliche flankierende Schnittstellen. Dadurch
war die Einbaurichtung des Insert in das Plasmid festgelegt. Bei der ungerichteten Klonierung wurde
mit nur einem Restriktionsenzym hydrolysiert. Das Insert konnte in zwei Orientierungen in das
Plasmid ligiert werden. Die Orientierung wurde mit einer PCR oder einem Restriktionsenzymverdau
Uberprift. Bei der ungerichteten Ligation wurde zur Verhinderung der Autoligation eine
Dephosphorylierung der Plasmide durchgefiihrt. PCR-Produkte konnten direkt in den pCR 2.1 TOPO-

Vektor einkloniert werden.




76 3. METHODEN

3.13.1. Klonierung von PCR-Produkten in den pCR 2.1 TOPO-Vektor

Durch die terminale Transferaseaktivitit der Tag-Polymerase wird ein 3'-Uberhang aus
Desoxyadenosin an das PCR-Produkt angehéngt. Der pCR 2.1 TOPO-Vektor (siehe 2.2.1.2.) liegt
linearisiert vor und besitzt einen 3 -Uberhang aus Thymidin. Mithilfe der kovalent an die offenen 3'-
Enden des Vektors gebundenen Topoisomerase wird das PCR-Produkt in den Vektor ligiert. Wurde
fur die PCR die Pfu-Polymerase oder die Phusion-Polymerase verwandt, wurde das PCR-Produkt
zunéchst gefallt oder gelextrahiert und anschlieBend mithilfe der Tag-Polymerase ein dATP

angehangt.

Ansatz fir eine Anfligung von dATP:

16 pl Template (Pfu- oder PHUSION-PCR-Produkt)
2 ul Tag-Polymerase-Puffer (10 x)
3l (1-5pul) Magnesiumchlorid (25 mM)

0,4 ul Nukleotidmix (10 mM je dNTP)
1l Tag-Polymerase (5 Units/pl)

Der Ansatz wurde bei 72°C fir 15 Minuten inkubiert.

Ansatz fiir eine TOPO-Ligation:

1l Salt Solution (Invitrogen)
0,5 ul pCR 2.1 TOPO-Vektor (Invitrogen)
2 ul PCR-Produkt

Der Ansatz wurde gemischt, bei Raumtemperatur fur funf Minuten inkubiert, zu einem Aliquot
chemisch kompetenter E. coli TOP10F oder XL1-blue pipettiert und vorsichtig gemischt. Nach einer
Inkubation von 30 bis 45 Minuten auf Eis wurde der Hitzeschock fir 45 Sekunden bei 42°C
durchgefuhrt und der Ansatz sofort wieder fur flnf Minuten auf Eis gestellt. Nach Zugabe von 250 pl
vorgewarmtem SOC-Medium (Invitrogen) oder LB-Medium erfolgte die Ausbildung der
Antibiotikaresistenz bei 37°C fir 30 Minuten (Ampicillinresistenz) oder 60 Minuten
(Kanamycinresistenz). Der Ansatz wurde auf einer Agarplatte mit Ampicillin oder Kanamycin
ausgestrichen und die Platte bei 37°C iber Nacht bebriitet.

3.13.2. Dephosphorylierung eines Plasmids

Wird zur Linearisierung eines Plasmids nur ein Restriktionsenzym verwandt, wird bei der Ligation
eines Inserts in dieses Plasmid die Selbstligation des Plasmids favorisiert. Um dies zu verhindern,
wurden die Schnittstellen dephosphoryliert, da die Ligase phosphorylierte Enden fir eine Ligation
bendtigt. Hierzu wurde dem Restriktionsverdauansatz in den letzten 30 Minuten 0,5 pl CIAP (,,Calf
Intestine Alcalic Phosphatase”, MBI, Fermentas) zupipettiert. Die Inaktivierung erfolgte bei 85°C fir
15 Minuten.



3. METHODEN 7

Alternativ. wurde das Plasmid nach dem Restriktionsenzymverdau geféllt und anschlieRend

dephosphoryliert.

3.13.3. Ligation
Die DNA-Ligase kann DNA-Fragmente durch Phosphodiesterbindungen miteinander verknlpfen.
Plasmid und Insert wurden mit denselben Restriktionsenzymen geschnitten, so dass die Fragmente

entweder komplementire DNA-Uberhange oder glatte Enden besaRen.

Standard-Ligationsansatz (20 pl):

100 ng Plasmid
mindestens dreifache Menge an Insert
2 ul T4-DNA-Ligase-Puffer (incl. ATP, MBI Fermentas)
1l T4-DNA-Ligase
ad 20 pl Agua bidest

Der Ansatz wurde entweder 60 Minuten bei Raumtemperatur oder tiber Nacht bei 16°C inkubiert. Die

Inaktivierung erfolgte bei 85°C fiir 15 Minuten.

3.14. Herstellung chemisch kompetenter Bakterien

Kompetente Bakterien sind in der Lage, Fremd-DNA aufzunehmen. Durch Modifikation der
Lipiddoppelschicht, die die Bakterien umgeben, kdnnen sie chemisch kompetent gemacht werden
(Chung et al., 1989).

Zunéchst wurden tetracyclinresistente E. coli-Bakterien, welche kompetent gemacht werden sollten,
auf eine Agarplatte mit Tetracyclin ausplattiert. Eine Kolonie wurde aufgenommen und eine
Flussigkultur mit Tetracyclin angelegt. 100 ml Flussigkultur wurden bei 37°C unter Schiitteln bis zu
einer ODgy von 0,3 bis 0,4 inkubiert. Nach Pelletieren der Kultur bei 4000 Umdrehungen pro Minute
und 4°C fiir zehn Minuten wurde das Pellet im Kdihlraum in 2,5 ml TSS aufgenommen, ohne
Schédumen resuspendiert und sofort in Aliquots zu 100 pl schockgefroren. Die Lagerung der

kompetenten Bakterien erfolgte bei -70°C.

TSS (,, Transformation and Storage Solution®):
LB-Medium
10 % (w/v) PEG 3000
5% (v/v) DMSO
50 mM MgCl,
pH 6,5
» sterilfiltrieren, Lagerung bei -20°C
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3.14.1. Testen der Bakterien auf chemische Kompetenz

Zum Testen der Bakterien auf chemische Kompetenz wurde eine Transformation (siehe 3.15.) mit
10 pg und 100 pg pUC-Vektor (siehe 2.2.1.1.) durchgefiihrt. Der Transformationsansatz wurde auf
ampicillinhaltige Agarplatten ausplattiert, bei 37°C (ber Nacht bebritet und die gewachsenen

Kolonien ausgezahlt.

3.15. Transfor mation

Damit die DNA bei der Transformation nicht abgebaut wird, muss sie als ringférmiges DNA-Molekil
vorliegen und einen Replikationsstartpunkt besitzen, der von der Bakterienzelle erkannt werden kann.
Die fur die Transformation in E. coli-Stdimme XL1 blue, M15, BL21 und TOP10F (siehe 2.1.3.)
verwandten Plasmide tragen Antibiotikaresistenzgene zur Selektion erfolgreich transformierter
Bakterien.

100 pl kompetente Bakterien wurden auf Eis aufgetaut, mit den zu transformierenden Plasmiden
gemischt und 30 bis 60 Minuten auf Eis inkubiert. Nach dem Hitzeschock bei 42°C flr 45 Sekunden
wurden die Bakterien sofort fur flinf Minuten auf Eis gestellt. Anschliefend wurde 900 pl LB-Medium
zupipettiert und die Bakterien zur Ausbildung der Antibiotikaresistenz bei 37°C im Schiittler
inkubiert. Flr die Ausbildung der Ampicillin-Resistenz wurde 30 Minuten, fur die Kanamycin-
Resistenz 60 Minuten inkubiert. Mit einem in Ethanol getauchten und abgeflammten Drigalski-Spatel
wurde jeweils ein Volumen von zehn bzw. 90 Prozent des Transformationsansatzes auf

Selektionsagarplatten ausgestrichen. Die Platten wurden kopftiber bei 37°C Gber Nacht inkubiert.

3.15.1. Anlegen von Abklatschplatten

Auf der Selektionsplatte wurden mit dem Transformationsansatz auch freies Insert oder Plasmide ohne
Insert ausgestrichen. Dies kann beim Testen der Kolonien mittels PCR zu falsch positiven Ergebnissen
fihren. Daher wurden einzelne Bakterienkolonien auf eine weitere Selektionsplatte mit einem
nummerierten Raster tberfiihrt und bei 37°C inkubiert. VVon dieser Platte wurden Bakterien fiir eine

PCR oder fir Flussigkulturen abgenommen.

3.15.2. Test der Bakterienklone nach Transformation

Mittels Restriktionsverdau oder Kolonie-PCR wurde gepruft, ob die Bakterien ein Plasmid
aufgenommen haben, und ob dieses Plasmid ein Insert in der richtigen Orientierung enthalt.

Fur den Restriktionsverdau wurde zundchst eine Flissigkultur angelegt und die Plasmide aus den
Bakterien isoliert. Das Insert wurde aus dem Plasmid mit dem entsprechenden Restriktionsenzym
(siehe 2.2.5. und 3.12.) herausgeschnitten und der Ansatz gelelektrophoretisch aufgetrennt. Zur
Prifung der Orientierung des Inserts wurde ein Restriktionsenzym ausgewéhlt, welches eine
Schnittstelle sowohl innerhalb des Inserts als auch innerhalb des Plasmids besitzt. Anhand der

FragmentgrofRen konnte eine Aussage uber die Orientierung des Inserts gemacht werden.
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Far die Prifung der Orientierung mittels PCR wurden jeweils 5°- oder 3'-Primer flir Vektor und Insert
kombiniert. Je nach Auftreten oder Fehlen eines amplifizierten Fragments in der anschlielenden
Gelelektrophorese konnte die Orientierung des Inserts im Plasmid festgestellt werden. Fir die
Kolonie-PCR wurden Bakterien von der Abklatschplatte mit der Pipettenspitze aufgenommen und in
einem PCR-Reaktionsansatz resuspendiert. Der Reaktionsansatz wurde als ,,Master-Mix* angesetzt,
wobei ein Ansatz zu 50 pl (siehe 3.10.1.) fiir drei Reaktionen ausreicht (je Reaktion 16 pl). Nach der

PCR mit den spezifischen Insert-Primern wurde eine Gelelektrophorese durchgeftihrt.

3.16. Transfektion von somatischen Zellen mit Effectene (QIAGEN)

Mit dem ,Effectene Transfection Reagent“, einer nicht-liposomalen Lipidrezeptur, kann auch in
Anwesenheit von Serum eine hohe Transfektionsrate in somatischen Zellen erreicht werden. Die DNA
wird durch Interaktion mit einem Verstarker kondensiert. Gibt man nun Effectene dazu, bilden sich
kondensierte Effectene-DNA-Komplexe. Diese werden mit Zellkulturmedium gemischt und direkt auf
die Zellen gegeben.

Die Zellen wurden am Tag vor der Transfektion in Petrischalen (Durchmesser 35 mm) mit sterilen
Deckgléschen (Durchmesser 12 mm) ausgesat und bis zu einer Konfluenz von 40 bis 80 Prozent
kultiviert. Pro Schale wurde 0,4 pug Plasmid-DNA mit DNA-Kondensationspuffer auf ein Endvolumen
von 100 pl aufgefillt und 3,2 ul Verstarker zupipettiert. Nach einer Inkubation von zwei bis fiinf
Minuten bei Raumtemperatur wurde 10 pl Effectene zugegeben und gut gemischt. Bei der
anschlieBenden Inkubation fiir finf bis zehn Minuten bei Raumtemperatur formten sich die
Transfektionskomplexe. 600 pl Zellkulturmedium wurde nun mit dem Transfektionsansatz gemischt
und auf die Zellen aufgetropft. Nach 18 Stunden wurde das Medium gewechselt. Die Deckgléschen
wurden nach 24 beziehungsweise 48 Stunden entnommen, die Zellen fixiert, permeabilisiert und die
DNA mit Hoechst (siehe 3.31.1.1.4.) gegengefarbt. Nach Eindeckeln in Mowiol erfolgte eine
Auswertung mittels Fluoreszenzmikroskopie (siehe 3.35.).

3.17. Herstellung von markierter RNA durch in-vitro-Transkription

Um das Transportverhalten einer mRNA beziehungsweise von bestimmten Strukturelementen
innerhalb der mRNA zu studieren, wurde die RNA markiert und in Zellen injiziert. Grundlage fiir die
in-vitro-Transkription waren Plasmide mit Promotersequenzen fir eine RNA-Polymerase und einer
inserierten DNA-Sequenz als Template. VVor der in-vitro-Transkription erfolgte eine Linearisierung
des Plasmids am 3'-Ende des Inserts mit dem entsprechenden Restriktionsenzym sowie eine Fallung
der DNA mit Natriumacetat und Ethanol.

3.17.1. Markierung der RNA mit Digoxygenin
Die RNA kann nicht-radioaktiv mit Digoxygenin (DIG) Uber den Einbau von DIG-UTP markiert
werden. Hierzu wurde der DIG RNA Labeling Kit von Roche (Mannheim) verwandt.
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Standardansatz fiir eine in-vitro-Transkription in einem 1,5 ml Reaktionsgefal auf Eis:

1pg linearisierte DNA (in Wasser)

2l Transkriptionspuffer (10 x)

2l NTP-Markierungsgemisch, enthdlt auch DIG-UTP

1ul  RNAse-Inhibitor

2l RNA-Polymerase (T7, T3 oder SP6)

auf 20 ul mit RNAse-freiem Wasser aufflllen.
Die Transkription erfolgte bei 37°C fiir zwei Stunden. Anschliefend wurde die Reaktion mit 2 pl
EDTA-L6sung (0,2 M, pH 8,0) gestoppt. Die markierte RNA wurde mit Lithiumchlorid und Ethanol
(siehe 3.17.3.) gefallt.

3.17.2. Radioaktive Markierung der RNA mit *2P

RNA kann radioaktiv mit *P-UTP markiert werden. Die Halbwertszeit von **P betragt 14,28 Tage.
Alle Arbeiten miissen in einem zugelassenen Radioaktivlabor durchgefiihrt werden. Zur Abschirmung
der Strahlung wurde Eis, Plexiglas und Blei verwandt. Flr die in-vitro-Transkription wurde das

»Riboprobe in vitro Transcription System™ von Promega verwandt.

Standardansatz fiir eine in-vitro-Transkription mit **P-UTP:

2,25 pl linearisierte DNA (0,2 bis 1pg/pl in Wasser)
2,5 ul Transkriptionspuffer
1ul DTT, 100 mM
0,6 pl RNAse-Inhibitor
0,55 ul ATP, CTP, GTP (10 mM)
1,3 ul UTP (10 mM, 1:100 verdinnt mit RNAse-freiem Wasser)
2,5 ul 2p-UTP (10 pCi/pl)
0,7 ul RNA-Polymerase (T7, T3 oder SP6)

Die Transkription erfolgte fir zwei Stunden bei 37°C. AnschlieBend wurde 15 Minuten bei 37°C mit
0,5 pul DNAse zum Verdau des DNA-Templates inkubiert und die RNA mit Lithiumchlorid und
Ethanol gefallt.

3.17.3. Féllen der RNA mit Lithiumchlorid und Ethanol

Zum Faéllen der RNA wurde ein zehntel des Volumen an 4 M Lithiumchlorid und 2,5 Volumina
absoluter Ethanol zur Analyse, vorgekihlt bei -20°C, zugegeben. Die Fallung erfolgte fir zwei
Stunden bei -20°C oder fiir 30 Minuten bei -70°C. Anschlieend wurde bei 4°C fur 15 Minuten und
12 000 x g zentrifugiert, der Uberstand abgenommen und das Sediment zweimal mit 70-prozentigem
Ethanol gewaschen. Nach Lufttrocknen fur zehn Minuten wurde die RNA in RNAse-freiem Wasser

aufgenommen und eventuell ein Aliquot fur die photometrische Konzentrationsbestimmung
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entnommen. AnschlieRend wurde 1 pl RNAse-Inhibitor zupipettiert.

3.18.1. RNA-Gelelektrophor ese mit Agar osegelen

DIG-UTP-markierte RNA wurde in Xenopus-Oozyten mikroinjiziert. Anschliefend wurde die RNA
aus zehn Zellkern- oder Zytoplasmafraktionen isoliert (siehe 3.8.) und in RNA-Probenpuffer
aufgenommen. Nach finfminitigem Erhitzen bei 65 bis 70°C wurde die RNA langsam abgekuhlt und
der Beladungspuffer zupipettiert. Fir 40 ml ein- bis vierprozentiges Agarosegel wurde die Agarose in
33,2 ml Elektrophoresepuffer aufgekocht. Nach dem Abkuhlen auf ungefdhr 50°C wurde 6,8 ml
Formaldehyd (37 %) zugegeben und das Gel in den Gelschlitten eingegossen. Die Elektrophorese
erfolgte bei 10 V/cm. Die RNA wurde entweder durch Férbung in einem Ethidiumbromidbad sichtbar

gemacht oder mittels Northern-Blot auf eine Nylonmembran (ibertragen.

RNA-Elektrophorese-Puffer: 20 mM Mops
5mM Natriumacetat
1mM EDTA
pH 7,0 lichtgeschiitzt aufbewahren
RNA-Agarose-Gel: 1,25 % Agarose in RNA-Elektrophoresepuffer
17% Formaldehyd
RNA-Probenpuffer: 120 pl Formamid
90 pul RNA-Elektrophoresepuffer
40 pl Formaldehyd
Beladungspuffer (10 x): 50 % Glycerin
0,4 % Bromphenolblau
0,4 % Xylenzyanol
1mM EDTA
pH 8,0

3.18.1.1. Northern-Blot

Durch einen Kapillarblot kann RNA aus dem Gel auf eine Nylonmembran transferiert werden. Die
RNA kann dann anhand von Sonden oder mithilfe Digoxigeninmarkierung immunologisch detektiert
werden. Nach der Elektrophorese wurde das RNA-Agarosegel dreimal fur funf Minuten in
bidestilliertem Wasser gewaschen und fur zehn Minuten in 20 x SSC &quilibriert. Die RNA wurde
tiber Nacht durch einen Kapillarblot mit 20 x SSC auf eine Nylonmembran (Quiabrane) geblottet.
Hierzu wurde (ber einer Glasschale mit 20 x SSC eine Glasplatte platziert. Auf diese wurde

angefeuchtetes Filterpapier so gelegt, dass beide Uberhdngenden Enden Kontakt zum 20 x SSC in der
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Glasschale bekamen. Das Gel wurde mit der Vorderseite nach unten auf das Filterpapier gelegt und
die Gelrédnder mit Folie abgedichtet. Auf das Gel wurde eine Nylonmembran aufgelegt, darauf zwei
Filterpapiere und ein Stapel saugfahiger Zellstoff. Der Blot wurde mit einem Gewicht auf einer
Glasplatte beschwert. Nach dem Blotten iber Nacht wurde die Nylonmembran zweimal kurz mit
2 x SSC gewaschen und die RNA im Stratagene UV Crosslinker mit der Funktion ,,Autocrosslink” an

die Membran vernetzt. AnschlieBend wurde die Membran erneut kurz in 2 x SSC gewaschen.

20 x SSC: 3M NaCl
0,3M Natriumcitrat
pH 7,0

3.18.1.2. Detektion

Die Detektion der Digoxigenin-markierten RNA erfolgte immunologisch mithilfe eines gegen
Digoxigenin gerichteten Antikorpers. An diesen ist alkalische Phosphatase gekoppelt. Die RNA kann
entweder mit einer nachfolgenden enzymkatalysierten Farbreaktion oder mit einer Chemilumineszenz
und der Belichtung eines Rontgenfilms nachgewiesen werden.

Nach dem Vernetzen der RNA auf der Nylonmembran wurde diese 30 Minuten in Puffer 2 geblockt
und anschliefend 30 Minuten mit anti-Digoxigenin-Alkalische Phosphatase- Konjugat (a-DIG-AP,
Roche) bei Raumtemperatur inkubiert. Danach wurde dreimal fir finf Minuten in Puffer 1 gewaschen.
Wurde die Membran mit Nitroblau-Tetrazoliumsalz (NBT) und 5-Brom-4-chlor-3-indolyl-phosphat
(BCIP) in Puffer 3 im Dunkeln inkubiert, entstand ein unléslicher blauvioletter Niederschlag an der
Position der mit Antikdrpern markierten RNA.

Fir die Detektion der RNA durch Chemilumineszenz wurde die Membran zunéchst finf Minuten in
Agquilibrierungspuffer und dann finf Minuten in ,DNA Thunder Chemiluminescence Reagent
geschwenkt. AnschlieBend wurde die Membran in eine lichtdurchldssige Folie eingeschlagen. In der
Dunkelkammer wurde ein Rontgenfilm aufgelegt und durch die Photonenemission bis zu 48 Stunden
lang belichtet.

Losungen zur Detektion der RNA:

Puffer 1: 100 mM Tris-HCI, pH 7,4

150 mM NaCl
Puffer 2: 1% Blocking Reagenz in Puffer 1
Puffer 3: 100 mM Tris-HCI, pH 9,5

100 mM NaCl

50 mM MgCl,

Puffer 1 und 3 wurden autoklaviert.
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a-DIG-AP (Roche): 1:5000 in Puffer 1
NBT: 50 mg/ml; in 70 % Dimethylformamid
BCIP: 50 mg/ml; in 100 % Dimethylformamid
Férbel6sung: 10 ml Puffer 3

66 pul NBT

33l BCIP

DNA Thunder CDP-Sar Chemiluminescence Reagent (Perkin Elmer): gebrauchsfertig
Aquilibrierungspuffer: 100 mM Tris-HCI pH 9,5
150 mM NaCl

3.18.2. RNA-Acrylamid-Gelelektrophorese

Glasplatten wurden wie fir die Protein-Gelelektrophorese beschrieben (siehe 3.20) vorbereitet. Das
Acrylamidgel wurde bis zum oberen Ende der Glasplatten eingegossen und der Kamm luftblasenfrei
eingesetzt. Die Polymerisierung erfolgte Uber Nacht bei Raumtemperatur. Nach luftblasenfreiem
Einsetzen in die Elektrophoreseapparatur wurde eine Vorelektrophorese fiir 30 Minuten durchgefthrt.
32p-markierte RNA wurde in Xenopus-Oozyten mikroinjiziert. AnschlieBend wurde die RNA aus zwei
bzw. finf Zellkern- oder Zytoplasmafraktionen isoliert (siehe 3.8.) und in RNA-Probenpuffer
aufgenommen. Die RNA-Proben wurden mit Beladungspuffer versetzt und fir fiinf Minuten auf 65°C
erhitzt. Vor dem Beladen des Gels wurden die Taschen ausgespilt. In freie Geltaschen wurde
Beladungspuffer mit Blaumarker pipettiert. Die Elektrophorese erfolgte bei 40 mA, bis das

Xylenzyanol, welches bei etwa 100 Basen l4uft, etwa drei Viertel der Gelstrecke zurtickgelegt hat.

TBE — Puffer (10x): 890 mM Tris
890 mM Borsdure
20 mM EDTA
pH 8,2
Gel-Stammlgsung: 8 M Harnstoff
6 % Acrylamid
(aus einer 30 %igen Losung Acrylamid:Bisacrylamid 29:1)
10 % TBE 10x
RNA-Gelladepuffer: 10 % TBE 10x
10 % Glycerin

8M Harnstoff
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Blaumarker: Bromphenolblau (lila-blau) und Xylenzyanol (tirkis) in RNA-Gelladepuffer

Zusammensetzung eines 6 %igen RNA-Acrylamidgels:

60 ml Gel-Stammlésung

230 pl APS (10 %)

60 pl TEMED
Elektrophoresepuffer: 1x TBE

3.18.2.1. Autoradiographie

Nach der Gelelektrophorese wurde das RNA-Acrylamidgel auf Filterpapier im Vakuumtrockner
getrocknet. Zur Strahlungsabschirmung wurde eine Plexiglasplatte aufgelegt. AnschlieRend wurde das
Gel in eine bleibeschichtete Belichtungskammer mit Verstérkerfolien (Dr. GooR) platziert und ein
Rontgenfilm aufgelegt. Die Belichtung erfolgte bei -70°C. Der RoOntgenfilm wurde in der

Dunkelkammer entwickelt und fixiert.

3.19. Herstellung rekombinanter Proteinein Bakterien

Die Herstellung rekombinanter Proteine in E. coli - Bakterien kann mittels IPTG (Isopropyl-R-D-
thiogalactopyranosid) induziert werden. In ein prokaryotisches Expressionsplasmid wurde die cDNA-
Sequenz fiir ein gewiinschtes Protein oder einen Proteinabschnitt in die Klonierungsstelle einkloniert
und das Plasmid in einen fir die Proteinexpression geeigneten E. coli-Bakterienstamm transformiert
(siehe 3.15). Aus einer Plasmid enthaltenden Bakterienkolonie oder einer Bakterien-Glycerinkultur
wurde zunichst eine Ubernachtkultur angelegt. AnschlieRend wurde mit dieser Kultur eine
Flissigkultur von 200 bis 500 ml angeimpft und bis zu einer ODgy von 0,4 bis 0,6 kultiviert und IPTG
in einer Konzentration von 0,1 mM bis 1 mM zugesetzt. Vor Zugabe des IPTG ist durch die Bindung
des lac-Repressor-Tetramers an den lac-Operator die Proteinexpression des rekombinanten Proteins
unterdrlickt. Das Laktoseanalogon IPTG, welches selbst nicht verstoffwechselt wird, bindet an den
lac-Repressor und wirkt dort als allosterischer Effektor. Mit der Konformationsidnderung des
Repressors &ndert sich nun auch seine Affinitdt zur DNA-Bindungsstelle. Folglich kommt es zur

Bindung der RNA-Polymerase und zur Transkription und Translation.

Nach zwei bis finf Stunden Kultivierung bei 37°C im Bakterienschittler wurde die Flissigkultur
pelletiert, der Uberstand dekantiert, autoklaviert und das Pellet bei -20°C bis zur Aufreinigung der
rekombinanten Proteine (siehe 3.19.1. und 3.19.2) gelagert. Jeweils vor Zugabe von IPTG und am
Ende der Proteinexpression wurde ein Aliquot der Bakterien entnommen, pelletiert, in SDS-
Probenpuffer aufgekocht und die Proteinexpression mittels SDS-PAGE (SDS-Polyacrylamid-
Gelelektrophorese) und Coomassie-Farbung tberpruft.
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3.19.1. Aufreinigung von GST -gekoppelten Proteinen

Mithilfe einer Glutathion-Sepharose als Saulenmatrix kdnnen rekombinante GST-Fusionsproteine aus
Bakterienlysaten aufgereinigt werden. GST (Glutathion-S-Transferase) bindet an das Glutathion der
Sepharose. Mit reduziertem Glutathion wird kompetitiv das Fusionsprotein aus der Séule abgelst.
Glutathion-Sepharose 4B wurde flr flinf Minuten bei 4°C und 500 x g sedimentiert und dreimal mit
PBS gewaschen. Pro 100 ml Bakterienkulturansatz wurde 50 pl abzentrifugierte S&ulenmatrix
eingesetzt. Je 100 ml Bakteriensediment wurde in 1 ml Resuspendierungspuffer resuspendiert und mit
2,6 ul MnClI (1 M), 26 pl MgCl, (1 M) und einer Spatelspitze Lysozym aus Huhnereiweil3 versetzt.
Nach einer Inkubationszeit von 15 Minuten auf Eis wurde zum Aufschluss der Bakterienzellen
dreimal 20 Sekunden lang sonifiziert. Anschliefend wurde NaCl in einer Endkonzentration von 0,5 M
und Triton in einer Endkonzentration von 1 % (v/v) zugegeben und die Suspension zehn Minuten auf
Eis gestellt. Danach erfolgte eine Zentrifugation flir zehn Minuten bei 4°C und 13 000 x g.

Je ein Aliquot des Uberstands und des Sediments wurde auf ein Proteingel aufgetragen. Zeigte sich
das Protein in der Sedimentfraktion, mussten zun&chst die Einschlusskérperchen mit einem
Harnstoffpuffer aufgeschlossen werden (siehe 3.19.1.1.). Befand sich das aufzureinigende Protein im
Uberstand, wurde dieser auf die vorbereitete Siulenmatrix aufpipettiert. Die Bindung der GST-
Fusionsproteine an die Saule erfolgte fur eine Stunde bei 4°C auf dem Drehtisch. Nach der
Zentrifugation bei 500 x g und 4°C fiir funf Minuten wurde der nicht gebundene Uberstand entfernt
und die Saule mit 1 ml Waschpuffer 1 und danach dreimal mit Waschpuffer 2 gewaschen. Eluiert
wurde dreimal mit 50 pl Elutionspuffer, wobei jeweils zehn Minuten auf dem Drehtisch inkubiert und
nach der Zentrifugation fiir filnf Minuten bei 500 x g und 4°C der Uberstand mit dem eluierten GST-
Fusionsprotein abgenommen wurde. Das Eluat wurde tber Nacht bei 4°C gegen PBS dialysiert.

Proteinaseinhibitormix (nach Dhadialla und Raikhel, 1990)(alle Reagenzien von SERVA,
Heidelberg):

1 mM Benzamidin
1mM EDTA
2 ug/ml Aprotinin
2 ug/ml Antipain
2 pug/ml Chymostatin
2 pg/ml Leupeptin
2 pg/ml Pepstatin (in DMSO lésen)

Der Proteinaseinhibitormix wurde als 100 x Konzentrat angesetzt und in -20°C gelagert.

PMSE: 100 mM in Methanol
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PBS: 140 mM
2,7mM
10 mM
1,8 mM
pH 7,4

Resuspendierungspuffer: PBS
1mM
1:100

Elutionspuffer: 50 mM
150 mM

15 mM

3.19.1.1. Aufschluss von Einschlusskor perchen

NaCl
KCI
Na,HPO,
KH,PO,

PMSF

Proteinaseinhibitormix

Tris
NaCl
Glutathion

Um die Einschlusskorperchen aufzuschlieBen, wurde je 100 ml Bakteriensediment in 4 ml

Harnstoffpuffer resuspendiert und 30 Minuten bei 4°C unter leichtem Ruhren inkubiert. AnschlieRend

wurde 30 Minuten bei 4°C und 13 000 x g zentrifugiert und der Uberstand zur Entfernung des

Harnstoffs gegen PBS dialysiert. Die Dialyse erfolgte schrittweise zundchst gegen 6 M, 4 M, 3 M, 2 M

und 1 M Harnstoff in PBS und anschlief’end gegen PBS ohne Harnstoff. Nach der Zentrifugation des

Dialysats bei 13 000 x g und 4°C fir 15 Minuten konnte der Uberstand auf die vorbereitete

Sdulenmatrix aufgetragen werden (siehe 3.19.1.).

Harnstoffpuffer: 50 mM Tris-HCI pH 8,0
50 mM KCI
8M Harnstoff
1mM DTT
1mM PMSF
Dialysel6sung: PBS siehe 3.19.1.

Harnstoffkonzentrationen: 6 M, 4 M,3M,2M,1 M

3.19.2. Aufreinigung von His-gekoppelten Proteinen

Rekombinante His-markierte Fusionsproteine kénnen mit einer speziellen Saulenmatrix, der Nickel

NTA-Agarose, aus Bakterienlysaten aufgereinigt werden. Das Hexahistidintag bindet an das

immobilisierte Metall Nickel. Ist eine Aufreinigung unter nicht denaturierenden Bedingungen nicht

erfolgreich, wird sie unter denaturierenden Bedingungen wiederholt.
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3.19.2.1. Aufreinigung unter nicht denaturierenden Bedingungen

Fur die Saule wurden 2 ml Nickel NTA-Agarose (QIAgen) eingesetzt, was einem Sdaulenvolumen von
1 ml entsprach. Die S&ule wurde mit 7 ml Lysepuffer aquilibriert. Das Bakteriensediment wurde im
flnffachen Eigenvolumen Lysepuffer pH 7,8 resuspendiert und zum kompletten Aufbrechen der
Bakterien dreimal 20 Sekunden mit Ultraschall behandelt. Die Suspension wurde zehn Minuten bei
10 000 x g zentrifugiert und der Uberstand zur Proteinreinigung auf die aquilibrierte Nickel-NTA-
Agarosesdule pipettiert. Die S&ule durfte nicht trocken laufen oder durch den Pipettiervorgang
aufgewirbelt werden. In die Elutionsfraktionen wurde ein zehntel Volumenanteil 1 M Tris-HClI,

pH 9,5 zur Neutralisierung zugegeben, um saure Hydrolyse zu vermeiden.

Elutionsschema:

Saule 2ml Ni-NTA-Agarose Saulenvolumen 1 ml
Lysepuffer pH 7,8 7ml
Probe Uberstand nach Lyse Durchlauf wird gesammelt
Waschpuffer pH 6,0 5ml Eluat 6,0
Waschpuffer pH 5,5 1ml Eluat 5,5
Waschpuffer pH 5,0 1mi Eluat 5,0
Waschpuffer pH 4,5 1ml Eluat 4,5
Waschpuffer pH 4,0 1ml Eluat 4,0
Waschpuffer pH 3,5 1mi Eluat 3,5
Waschpuffer pH 3,0 1mi Eluat 3,0
Lysepuffer pH 7,8 13 ml Spiilen der Séule

Tab. 3.6.: Aufreinigung von His-gekoppelten Proteinen unter nicht denaturierenden Bedingungen.
Elutionsschema fiir die Aufreinigung von His-gekoppelten Proteinen.

Die Sdule wurde 30 Minuten mit 0,5 M NaOH inkubiert, anschlieBend in 30-prozentigem Ethanol

aufgenommen und bei 4°C aufbewabhrt.

Waschpuffer: Lysepuffer ohne Triton, + 10 % Glycerin
pH-Werte: 6,0-55-50-45-4,0-35-3,0
Lysepuffer: 50 mM NaH,PO,
300 mM NaCl
1% Triton

pH 7,8
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3.19.2.2. Aufreinigung unter denaturierenden Bedingungen

Fur die Saule wurden 2 ml Nickel NTA-Agarose (QIAgen) eingesetzt, was einem Saulenvolumen von
1 ml entsprach. Die S&ule wurde mit 7 ml Denaturierungspuffer aquilibriert. Das Bakteriensediment
wurde pro Gramm Sediment in 5 ml Denaturierungspuffer pH 8,0 resuspendiert und zum kompletten
Aufbrechen der Bakterien dreimal 20 Sekunden mit Ultraschall behandelt. Danach wurde entweder
eine Stunde bei Raumtemperatur oder Uber Nacht bei 4°C unter leichter Bewegung inkubiert. Die
Suspension wurde zehn Minuten bei 10 000 x g zentrifugiert und der Uberstand zur Proteinreinigung
auf die aquilibrierte Nickel-NTA-Agarosesaule pipettiert. Die Saule durfte nicht trocken laufen oder
durch den Pipettiervorgang aufgewirbelt werden. In die Elutionsfraktionen ab pH 6,3 wurde ein
zehntel des Volumenanteils an 1 M Tris-HCI, pH 9,5 zur Neutralisierung zugegeben, um saure

Hydrolyse zu vermeiden.

Alternativ wurde das Bakteriensediment in 5 ml Waschpuffer pH 8.0 pro Gramm Sediment
aufgenommen, mit Ultraschall behandelt und wie oben beschrieben inkubiert. Nach der Zentrifugation
wurde der Uberstand auf die mit Waschpuffer pH 8,0 &quilibrierte Saule gegeben. Nach dem
Durchlaufen der Probe wurde die Saule mit Waschpuffer pH 8,0 gesplilt.

Elutionsschema:

Saule 2ml Ni-NTA-Agarose Saulenvolumen 1ml
Denaturierungspuffer pH 8,0 7ml
Probe Uberstand nach Lyse Durchlauf wird gesammelt
Denaturierungspuffer pH 8,0 10 ml 10-faches Saulenvolumen
Waschpuffer pH 8,0 5ml 5-faches Saulenvolumen
Waschpuffer pH 6,3 5ml 5-faches Saulenvolumen
Elutionspuffer A pH 5,9 3ml Eluat 5,9
Elutionspuffer A pH 4,5 3ml Eluat 4,5
Elutionspuffer B 7ml Eluat B

Tab. 3.7.: Aufreinigung von His-gekoppelten Proteinen unter denaturierenden Bedingungen.
Elutionsschema fiir die Aufreinigung von His-gekoppelten Proteinen.

Die Séule wurde 30 Minuten mit 0,5 M NaOH inkubiert und anschlieRend in 30-prozentigem Ethanol

aufgenommen und bei 4°C aufbewahrt.

Zum Entfernen des Harnstoffs aus dem Eluat 5,9 und Eluat 4,5 wurde gegen PBS dialysiert. Die
Dialyse erfolgte schrittweise zundchst gegen 6 M, 4 M, 3 M, 2 M und 1 M Harnstoff in PBS und
anschliel3end gegen PBS ohne Harnstoff.
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Denaturierungspuffer: 6 M Guanidinhydrochlorid
0,1 M Na,HPO, x 2 H,0
0,01 M Tris-HCI
pH 8,0
Waschpuffer: 8 M Harnstoff
0,1 M Na,HPO, x 2 H,0
0,01 M Tris-HCI

pH-Werte: 8,0und 6,3

Elutionspuffer A: Waschpuffer
pH-Werte: 5,9und 4,5

Elutionspuffer B: 6 M Guanidinhydrochlorid
02M Essigsaure
PBS: siehe 3.19.1.
Dialysepuffer: Harnstoffkonzentrationen: 6 M, 4 M, 3 M, 2 M, 1 M in PBS
Neutralisierungspuffer: 1M Tris-HCI, pH 9,5

3.19.3. Bestimmung der Proteinkonzentration

Fur die Bestimmung der Proteinkonzentration stand die Proteinbestimmung nach Bradford (BIORAD,
durchgefuhrt nach den Angaben des Herstellers) zur Verfligung. Eine schnelle und kostengunstige
Mdoglichkeit zur Abschétzung der Proteinkonzentration konnte durch Proteingelelektrophorese (siehe
3.20.) geliefert werden. Ein Protein unbekannter Konzentration wurde in mehreren Verdinnungsstufen
aufgetragen. Bovines Serumalbumin (BSA) wurde in einer Verdinnungsreihe mit bekannten
Konzentrationen ebenfalls auf das Gel aufgetragen. Nach Anfarbung der Proteine im Gel mit
Coomassie konnte aufgrund der Bandenstirke und Vergleich mit der BSA-Verdunnungsreihe die

Konzentration des Proteins abgeschatzt werden.

BSA-Verdinnungsstufen: 0,1pg-0,25ug-0,5u9-1,0p0-2ug-51g-10pg in PBS
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3.20. Eindimensionale Protein-SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophor ese

Proteingemische wurden unter denaturierenden Bedingungen nach ihrem Molekulargewicht
aufgetrennt. Hierfur wurde das Gel- und Puffersystem nach Thomas und Kornberg (1975) mit einer
Acrylamidkonzentration von neun, zw6lf und 18 Prozent benutzt.

Ornstein und Davis haben 1964 die diskontinuierliche Gelelektrophorese beschrieben (Ornstein, 1964;
Davis, 1964). 1967 wurde die Verwendung von SDS bei der Gelelektrophorese publiziert (Shapiro
1967). Laemmli hat die diskontinuierliche Gelelektrophorese mit der Verwendung von SDS
kombiniert (Laemmli, 1970). Thomas und Kornberg (1975) haben die von Laemmli beschriebene
Methode modifiziert.

Die diskontinuierliche Gelelektrophorese zeichnet sich durch die Verwendung eines groBmaschigen
Sammelgels und eines engmaschigen Trenngels aus. Der Probenpuffer und das Sammelgel beinhalten
Tris-HCI (pH 6,8), die Puffer in der Elektrophoresekammer Tris-Glycin (pH 8,8) und das Trenngel
Tris-HCI (pH 8,8). Wird Strom an das Gelsystem angelegt, bilden Chloridionen im Sammelgel das so
genannte ,,Leition“, Glycin das ,,Folgeion“. Im sauren Milieu liegt Glycin ungeladen vor. Zwischen
,Leit- und Folgeion* bildet sich eine elektrische Feldstarke aus, die im Bereich des ,,Folgeions“ hoher
ist als im Bereich des ,,Leitions”“. Hier ordnen sich die Proteine an. Treffen die Proteine auf das
Trenngel, werden sie abgebremst und an der Oberflache des Trenngels konzentriert. Das alkalische
Milieu des Trenngels favorisiert die lonisation von Glycin. Glycinat Uberholt die Polypeptide und
wandert im Trenngel direkt hinter den Chloridionen.

Denaturierte Proteine binden SDS und werden dadurch negativ geladen. Durch die Uberdeckung der
Eigenladung der Proteine ist nun eine Auftrennung nach der GréRe mdéglich. SDS bewirkt aufRerdem
eine Entfaltung von Peptidketten. Disulfidbriicken kdnnen mit reduzierenden Thiolverbindungen, zum
Beispiel Mercaptoethanol oder Dithiothreitol, geldst werden.

Zwei Glasplatten wurden mit Ethanol gereinigt, die Abstandhalter seitlich dazwischengelegt, mit
Klemmen fixiert und mit 0,5 Prozent Agarose in Wasser abgedichtet. Die Unterseite der Platten des
Minigel-Systems wurden zuvor von aufen mit Klebestreifen versehen und zwischen die Platten eine
etwa 0,5 cm hohe Agaroseschicht gegossen. Das Trenngel wurde wie unten angegeben hergestellt.
TEMED und APS wurden am Ende dazugegeben. Ammoniumpersulfat stellt freie Radikale fur die
Polymerisation von Acrylamid und Bisacrylamid zur Verfiigung, TEMED Kkatalysiert die Bildung der
freien Radikale und beschleunigt so die Polymerisation. Das Trenngel wurde bis etwa 0,5 cm
unterhalb der spéteren Taschen gegossen und mit bidestilliertem Wasser (berschichtet. Nach der
Polymerisation des Trenngels wurde das Wasser entfernt, das Sammelgel aufgegossen und der Kamm
luftblasenfrei eingesetzt. Nach Polymerisierung des Sammelgels wurde die untere Kammer der
Elektrophoresekammer mit Puffer geflllt und die Platten nach Entfernung des Klebestreifens
beziehungsweise des unteren Abstandhalters luftblasenfrei eingesetzt. Nach Fullung der oberen

Kammer mit Puffer wurde der Kamm entfernt.



3. METHODEN 91

Geféllte Oozytenproteine wurden bei 4 000 Umdrehungen pro Minute fur zehn Minuten
abzentrifugiert, der Uberstand dekantiert und das Sediment getrocknet. Das Sediment, die
Molekulargewichtsmarker oder andere verwendete Proteine wurden in SDS-Probenpuffer
aufgenommen, bei 95°C fiir funf Minuten gekocht, abzentrifugiert und in die Geltaschen einpipettiert.
In die Taschen konnten im Minigelsystem maximal 25 pl, bei groBen Gelen bis 100 pl eingebracht
werden. In leere Taschen wurde zur Markierung der Lauffront Bromphenolblau in Probenpuffer
aufgetragen. Im Minigelsystem erfolgte die Auftrennung der Proteine bei einer Stromstdrke von
40 mA pro Gel, bei groRen Gelen tiber Nacht bei einer Stromstarke von 7 bis 11 mA.

Nach Entfernung von Sammelgel und Agaroseschicht konnte das Gel entweder fiir den Western-Blot
(siehe 3.20.1.) oder eine Anfarbung der Proteine im Gel verwendet werden. Flr eine Anférbung der
Proteine im Gel wurde mindestens zwei Stunden bei Raumtemperatur in der Coomassie-Férbelésung
inkubiert und anschlieend ber Nacht entfarbt. Alternativ wurde das Gel mit PAGE blue (MBI
Fermentas) nach den Angaben des Herstellers gefarbt. Danach wurde das Gel entweder auf
Filterpapier im Vakuumtrockner oder zwischen Einmachfolie eingespannt getrocknet oder fiir eine

Silberfarbung weiterverwendet.

Zusammensetzung des Trenngels:

2 Minigele 2grol3e Gele
12% 18% 12% 18%

A 4 ml 6 ml 16 ml 24 ml
B 2,5ml 2,5ml 10 ml 10 ml
ddH,0 3,4 mi 1,4ml 13,7 ml 5,7 ml
TEMED 3,33 ul 3,33 ul 13,33 pl 13,33 pl
APS 100 pl 100 pl 400 pl 400 pl
Tab. 3.8.: Zusammensetzung des Trenngelsfir 2 Minigele und 2 grof3e Gele.
Zusammensetzung des Sammelgels:

2 Minigele 2grole Gele
A 0,65 ml 1,3ml
C 1,25 ml 2,5 ml
ddH,O 3,1 mil 6,2 ml
TEMED 5ul 10 ul
APS 150 pl 300 pl

Tab. 3.9.: Zusammensetzung des Sammelgels fir 2 Minigele und 2 grof3e Gele.
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Lodsungen fir SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese:

A

30 % Acrylamid-Bisacrylamid-L&sung fiir das Trenngel

30¢g Acrylamid
0,15¢g Bisacrylamid
ad 100 ml ddH,0; filtrieren

30 % Acrylamid-Bisacrylamid-L&sung fiir das Sammelgel

30¢g Acrylamid
08¢ Bisacrylamid
ad 100 ml ddH,0
Trenngelpuffer
3M Tris-HCI pH 8,8
0,4 % SDS

Sammelgelpuffer
0,75 M Tris-HCI pH 6,8
0,4 % SDS

Ammoniumpersulfat (APS): 10 % in ddH,O

Elektrophoresepuffer

50 mM Tris-HCI
0,38 M Glycin
0,1% SDS
pH 8,8
Férbel6sung
0,1% Serva Blau R 250 (entspricht Coomassie Brillant Blue),
20 % Methanol
7,5% Essigséure
alternativ: PAGE blue (MBI Fermentas, St. Leon-Roth)
Entférbeldsung
20 % Methanol

75 % Essigséure
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H SDS-Probenpuffer:

60 mM Tris-HCI pH 6,8
5% SDS
10 % Glycerin
10 % R-Mercaptoethanol

Bei hohem Eigenvolumen der zu l6senden Probe wurde der SDS-Probenpuffer als 2 x Probenpuffer
angesetzt.

Molekulargewichtsmarker: High range und Low range (BioRad)

Precision Plus Protein Sandards-Dual Color (BioRad)

3.20.1. Western-Blot

Proteine kdnnen aus dem Gel mit einem Elektroblot-Verfahren (Kyhse-Andersen, 1984; Towbin et al.,
1979) auf eine Nitrozellulosemembran tbertragen werden. AnschlieRend kénnen ein immunologischer
Nachweis spezifischer Proteine oder Bindungsstudien mittels Overlay-Blot-Assay durchgefihrt
werden. Nach elektrophoretischer Auftrennung der Proteine wurden das Trenngel, die Nitrozellulose
und 18 Whatman-Filterpapiere in GelgroRe in den jeweiligen Puffern &quilibriert. Im Graphitblotter
wurden die Proteine bei einer Stromstiarke von 0,8 mA/cm? Gelflache in 1,5 Stunden auf eine

Nitrozellulosemembran geblottet. Der Blot wurde luftblasenfrei nach folgendem Schema aufgebaut:

obere Platte - Kathode -

9 Lagen Whatman, Puffer 3
Acrylamidgel Puffer 3
Nitrozellulose Puffer 1

3 Lagen Whatman Puffer 1

6 Lagen Whatman Puffer 2
untere Platte + Anode +

Tab. 3.10.: Aufbau eines Wester n-Blots.

Zum Anfarben der Molekularmarkerbanden, zum UberprUfen des Transfers sowie zur
Beladungskontrolle wurde die Nitrozellulosemembran in Ponceau S angefarbt und mit bidestilliertem
Wasser gewaschen. Die Nitrozellulosemembran wurde in Folie eingeschlagen und eingescannt. Dann
wurden die Markerbanden abgeschnitten und getrocknet. Die Membran mit den aufgetragenen Proben
wurde auf der proteinhaltigen Seite mit Bleistift markiert, die duRere untere Ecke abgeschnitten und in
TBST entférbt.
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Puffer 1: 25 mM Tris-HCI pH 10,4
20 % Methanol
Puffer 2: 300 mM Tris-HCI pH 10,4
20 % Methanol
Puffer 3: 25 mM Tris-HCI, pH 9,4
40 mM DL-Norleucin
20 % Methanol

3.20.2. Renaturierung von Proteinen nach denaturierender SDS-Gelelektrophorese

Da die SDS-Gelelektrophorese unter denaturierenden Bedingungen durchgefiihrt wurde, mussten in
manchen Féllen die Proteine renaturiert werden, um von Antikérpern erkannt zu werden. Hierfur
wurde entweder das Trenngel nach Gelelektrophorese oder die Nitrozellulose nach Western-Blot flr

zwei Stunden bei Raumtemperatur in Renaturierungspuffer inkubiert.

Renaturierungspuffer: 10 mMTris-HCI
4 mMHarnstoff
2mM EDTA
50 mMNacCl
0,1 mMDTT (nach pH-Adjustierung dazugeben)
pH 7,4

3.20.3. Immunblot

Nach dem Transfer von Proteinen auf eine Nitrozellulosemembran konnen einzelne Proteine mit
spezifischen Antikorpern dargestellt werden. Zum Abséttigen unspezifischer Bindungsstellen wurde
die Nitrozellulosemembran je nach Priméarantikorper fir eine oder zwei Stunden bei Raumtemperatur
oder Uber Nacht bei 4°C mit Magermilch oder Bayley's inkubiert. AnschlieBend erfolgte die
Inkubation mit dem priméren Antikdrper fur eine Stunde bei Raumtemperatur (siehe Tab. 3.11.).
Ungebundene Antikérper wurden durch mehrmaliges Waschen entfernt. Danach wurde mit dem
sekunddaren, Meerrettichperoxidase-gekoppelten Antikorper (siehe Tab. 3.11.) fir eine Stunde bei
Raumtemperatur inkubiert und erneut griindlich gewaschen.

Die Detektion erfolgte mit dem ,,Enhanced-Chemical-Luminescence Detektionssystem™ (ECL,
Amersham Buchler, Braunschweig oder Peglab, Erlangen) nach Angaben des Herstellers. Das in der
Detektionslésung enthaltene Luminol wird unter alkalischen Bedingungen nach Zugabe von
Wasserstoffperoxid und chemischen Verstarkern durch die Kkatalytische Aktivitat der

Meerrettichperoxidase oxidiert und in einen angeregten Zustand versetzt. Bei Ubergang des Luminols
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in den Grundzustand wird Energie in Form von Photonen frei. Die maximale Emission wird nach finf
bis 20 Minuten erreicht, die Halbwertszeit betrdgt 60 Minuten.

Die Detektitionslosung wurde auf die Nitrozellulosemembran aufgetragen. Nach einer Minute wurde
die Detektionslosung von der Membran entfernt und die Membran in eine lichtdurchlassige Folie
eingeschlagen. In der Dunkelkammer wurde ein Rontgenfilm auf die Membran aufgelegt. Nach der
Belichtung durch emittierte Photonen wurde er entwickelt und fixiert. Die belichtete Stelle erschien als
Schwérzung.

Alternativ wurden die Losungen fiir die Chemilumineszenz selbst hergestellt (www.laborjournal.de-
Labortrick-Tipp #81) und wie unten angegeben gemischt. Nach einer Inkubation fiir zwei Minuten bei

Raumtemperatur wurde der Rontgenfilm zur Belichtung aufgelegt.

TBS: 140 mM NaCl
10 mM Tris-HCI pH 7,4
TBST: TBS + 0,05 % Tween 20

Losungen zur Abséttigung der Nitrozellulose:

5% Magermilchpulver in TBS, pH 7,4
10%  Magermilchpulver in TBST, pH 7,4
10% Bayley'sin TBST

Chemilumineszenz-Reagenzien:

Enhanced-Chemical-Luminescence Detektionssystem (Amersham, Braunschweig oder Peglab,
Erlangen): Losung 1/L6sung 2 1:1

Chemilumineszenz-Reagenzien aus eigener Herstellung (www.laborjournal.de-Labortrick-Tipp #81):

ECL-A: 200 ml 0,1 M Tris-HCI (pH 8,6)
50 mg Luminol (Sigma)
Lagerung: 4°C

ECL-B: 11 mg para-Hydroxycoumarinséure (Sigma)
in 10 ml DMSO
Lagerung: dunkel, RT

ECL-C: HzOz (30 %)
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Gebrauchsfertige Mischung:

Antikdrper:

1mlECL-A + 0,3pulECL-C + 100 pl ECL-B

Priméare Antikér per Abséattigung Antikor per- Sekundar antikor per
dilution und in 10 % Mager milch
Inkubationszeit in TBST
a-BSA 10 % Magermilch/TBST 1h RT a-Maus-POD
2 hRT/4°C UN 1:1000in TBST 1:5000

a-el F5A #1a, 9, 11

10 % Magermilch/TBST
2hRT/4°C UN

1h RT
1:1000 in TBST

o-Kaninchen-POD
1:10000

a-el F5A #2a, 33, 8

10 % Magermilch/TBST
2hRT/4°C UN

1h RT
1:5000 in TBST

o-Kaninchen-POD
1:10000

a-ELAV 065 10 % Magermilch/TBST 1h RT a-Kaninchen-POD
2 h RT/ 4°C UN 1:500in TBST 1:10000
a-GST 10 % Magermilch/TBST 1h RT a-Kaninchen-POD
2 h RT/ 4°C UN 1:1000 in TBST 1:10000
a-His6 5 % Magermilch in TBS 1h RT a-Maus-POD
1 Stunde RT 1:50in TBS 1:5000
a-Kernmyosin IC #42 | 5 % Magermilch in TBS 1h RT a-Maus-POD
(Xenopus laevis) 1h RT pur 1:5000
a-Kernmyosin IC #54 | 5 % Magermilch in TBS 1h RT a-Maus-POD
(Xenopus laevis) 1hRT pur 1:5000
a-Kernmyosin IC 10 % Magermilch/TBST 1h RT a-Meerschwein-POD
gp30 2 Stunden RT/ 4°C UN 1:25in TBST 1:10000
(Xenopus laevis)
a-Kernmyosin IC 10 % Magermilch/TBST 1h RT a-Kaninchen-POD

(Homo sapiens) 2 hRT/4°C UN 1:2000in TBST | 1:10000
a-TFITTA 5 % Magermilch in TBS 1h RT a-Maus-POD
(Xenopus laevis) 1hRT pur 1:5000

Tab. 3.11.: Primére und sekundéare Antikor per fiir den mmunblot.
Abséttigungsbedingungen und Dilution der primaren und sekundadren Antikdérper. Die Inkubation der
Nitrozellulosemembran mit den primédren und sekunddren Antikorpern erfolgte jeweils fir eine Stunde bei

Raumtemperatur.
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3.20.3.1. Entfernung gebundener Antikor per

Eine proteinbeladene Nitrozellulose konnte wiederholt fir den Immunblot verwandt werden, wenn
bereits gebundene Antikdrper von der Nitrozellulose entfernen wurden. Hierfir wurde die Membran
fur 30 Minuten bei 50°C in Entfernungspuffer unter Bewegung inkubiert. Anschliefend wurde sie
mehrmals in grofRen Volumina TBST gewaschen. Nach erneutem Absattigen konnte wieder mit einem
Primarantikorper inkubiert werden. In der Regel reichte fiir die erneute Abséttigung eine um die Hélfte

reduzierte Zeitspanne aus.

Entfernungspuffer (,,Sripping Buffer*): 62,5 mM Tris-HCI, pH 6,7
100 mM B-Mercaptoethanol
2% SDS

3.21. Herstellung von Antikérpern

3.21.1. Herstellung von monoklonalen Antikérpern

Die Herstellung der monoklonalen Antikorper gegen den Aminoterminus des Xenopus laevis
Kernmyosin IC erfolgte in Kooperation mit H. Zentgraf, DKFZ Heidelberg. Immunisiert wurde mit
dem Fusionsprotein XNMtrunc-His (Tab. 2.3.; Abb. 4.3.3.). Es besteht aus den aminoterminalen 240
Aminosduren des Kernmyosin IC mit einem carboxyterminalen Hexahistidintag, ist ungeféahr 25 kDa
grof? und wurde unter denaturierenden Bedingungen mit der Nickel NTA-Agarose aufgereinigt. Einer
vier bis sechs Wochen alten Maus wurden 10 bis 100 pg Antigen pro Immunisierungsschritt subkutan

auf beide FuBrucken injiziert.

Tag O: Gesamtvolumen 100 ul, 50 % Adjuvans complete
Tag 4 und 6/7: Gesamtvolumen 100 pl; ohne Adjuvans
Tag 7/8: Entnahme der Kniekehlenlymphknoten nach Genickbruch der Maus

Die Kniekehlenlymphknoten wurden in RPMI ohne Zusétze Uberfiihrt, von Fettresten befreit, mit
einem Spritzenkolben zerrieben und abzentrifugiert. SP2/0-Mausmyelomzellen wurden zwei zu eins
mit den Lymphknotenzellen gemischt und zentrifugiert (150 x g fiir zehn Minuten bei
Raumtemperatur). Auf das Pellet wurde innerhalb einer Minute 1,5 ml PEG aufgetropft und die
Zellsuspensium dabei langsam mit einer Pipettenspitze gertihrt. Nach einer weiteren Minute wurden
jeweils innerhalb einer Minute 1 ml, 3 ml, 8 ml und nochmals 8 ml RPMI ohne Zusétze zugegeben
und dabei die Suspension vorsichtig geschwenkt. Nach einer weiteren Zentrifugation wurden die
Zellen in Ausplattiermedium in einer Konzentration von 3 x 10° Zellen pro ml resuspendiert und je
200 ul in eine Vertiefung einer 96-Well-Platte pipettiert. Nach einer Inkubation von vier bis sieben
Tagen bei 37°C und funf Prozent CO, wurde der Uberstand abgenommen und getestet. Die aus der

Fusion von B-Zellen und Myelomzellen entstandenen Hybridomazellen besitzen die Eigenschaft,
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Antikorper gegen das immunisierte Protein in das Zellkulturmedium zu produzieren und sind

immortal.

SP2/0-Medium: RPMI mit 10 % FCS, 1 % Penicillin/Streptomycin, 1 % NEAA (,,Non
Essential Amino Acids®), 1 % L-Glutamin, 0,5 % Natriumpyruvat;
Inkubation bei 37°C und 5 % CO,

Ausplattierungsmedium: RPMI mit 10 % FCS, 1 x HAT und 24 uM Mercaptoethanol

Teilweise wurde zum Zellkulturtberstand Raffinose in einer Konzentration von 20 mg/ml vor dem

Einfrieren zugesetzt.

Raffinose-Stammldsung: 200 mg/ml

3.21.1.2. Bestimmung der Antikor per-Subklasse (Ouchterlony-Test)

Die Subklasse der monoklonalen Antikorper wurde nach Ouchterlony und Nilsson (1978) durch
doppelte Inmundiffusion bestimmt. Objekttrdger wurden mit Aceton gereinigt und ein Prozent
Agarose in PBS aufpipettiert. Nach dem Erstarren der Agarose wurde eine Rosette mit einem
zentralen und sechs &ulleren Lochern eingestanzt. In das Zentralloch wurde 20 pl des monoklonalen
Antikorpers und in die duBeren Locher 20 pl der subklassenspezifischen Antikdrper pipettiert. Das
nicht beladene Loch wurde mit PBS gefullt. Nach 30 Minuten wurde nochmals je 20 pl der Antikorper
zugegeben und der Ansatz Uber Nacht in einer feuchten Kammer bei Raumtemperatur inkubiert.
AnschlieBend wurde 48 Stunden ohne Bewegung mit PBS gewaschen. Dann wurde der
Agarosestreifen mit verdunnter Coomassie-Féarbelosung (eins zu finf in PBS) gefarbt und mit

Entfarber entfarbt. Anhand der Prazipitationslinie konnte die Antikdrper-Subklasse abgelesen werden.

PBS: siehe 3.19.1.
Aagaroseldsung: 1 % Agarose in PBS
Coomassie-Férbeldsung: siehe 3.20.
1:5inPBS
Entféarbeldsung: siehe 3.20.

Subklassenspezifische Antikorper:
Kaninchen a-Maus-1gG1, -1gG2a, -19G2b, -1gG3, -IgM (MB Biomedicals) 1 : 4 in PBS
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3.21.2. Herstellung polyklonaler Antikorper
Die Herstellung des polyklonalen Antikorpers erfolgte durch die Firma Seglab (Gottingen).
Gereinigtes Peptid mit der Sequenz CMKYRAAAPAIDGVRVT wurde mehrmals in zwei

Meerschweinchen injiziert und das Serum gewonnen.

3.21.2.1. Affinitatsreinigung

Mithilfe der Affinitatsreinigung kénnen spezifische Antikorper aus einem Serum angereichert werden.
Ein Peptid oder Polypeptid mit entsprechendem Epitop wird an eine Saulenmatrix gebunden.
AnschlieBend werden nicht besetzte Bindungsstellen abgeséttigt, die Saule mit dem antikérperhaltigen

Serum inkubiert und die Antikérper aus der Sdule eluiert.

3.21.2.1.1. Beladen der CNBr-aktivierten Sepharose

Das zu bindende Protein wurde tiber Nacht bei 4°C gegen Bindungspuffer dialysiert und anschlielend
bei 12 000 x g fur zehn Minuten abzentrifugiert. Zunéchst wurde 100 mg CNBr-aktivierte Sepharose
4B (Amersham Biosciences) abgewogen, in 10 ml Quellungspuffer aufgenommen und fir 15 Minuten
bei Raumtemperatur inkubiert. Danach wurde die Sepharose bei 500 x g und 4°C fiir funf Minuten
pelletiert. Der Uberstand wurde verworfen und das Pellet bei Raumtemperatur fir zehn Minuten in
10 ml Bindungspuffer inkubiert. Die Sepharose wurde wie oben beschrieben sedimentiert und mit
5 mg Protein in Bindungspuffer versetzt. Die Bindung des Proteins an die Sepharose geschieht fiir
zwei Stunden bei Raumtemperatur oder (ber Nacht bei 4°C auf dem Rollertisch. Nach der
Zentrifugation bei 500 x g und 4°C fir finf Minuten wurde das nicht gebundene Protein abgenommen
und die Sepharose mit 10 ml Abséattigungspuffer fir zwei bis vier Stunden bei Raumtemperatur auf
dem Rollertisch inkubiert. Anschlielend erfolgten mehrere Waschschritte, dazwischen wurde die
Sepharose jeweils bei 500 x g, 4°C und flinf Minuten sedimentiert. Die beladene Saule kann in PBS

bei 4°C fiir vier bis acht Wochen gelagert und mehrmals fur eine Affinitatsreinigung verwandt

werden.

PBS: siehe 3.19.1.
Quellungspuffer: 1 mM HCI
Bindungspuffer: 500 mM NaCl

250 mM NaHCO;
pH 8,8 mit Na,CO,

Absattigungspuffer: 200 mM Glycin in Bindungspuffer
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Waschpuffer 1: 100 mM Natriumacetat
500 mM NaCl

pH 4 mit Essigsdure

Waschpuffer 2: 0,5% Triton in PBS
Waschpuffer 3: 0,1% Triton in PBS
Waschpuffer 4: 500 mM NaCl in PBS
Phosphatpuffer: 10 mM Na,HPO, (basisch)
10 mM NaH,PO, (sauer)

der basische Puffer wird als Grundlage genommen und mit dem

sauren Puffer bis zum pH von 7,4 titriert

Trennpuffer: 3M KSCN in Phosphatpuffer
Waschschema:

Waschschema: alternatives Waschschema:
Bindungspuffer 10 ml Bindungspuffer 10 ml
Waschpuffer 1 10 ml Waschpuffer 1 10 ml
Bindungspuffer 10 ml Bindungspuffer 10 ml
Waschpuffer 1 10 ml Waschpuffer 1 10 ml
Bindungspuffer 10 ml Bindungspuffer 10 ml
Waschpuffer 1 10 ml Waschpuffer 1 10 ml

Bindungspuffer 10 ml

Waschpuffer 1 10 ml

Bindungspuffer 10 ml

Waschpuffer 1 10 ml
Waschpuffer 2 10 ml
Waschpuffer 3 10 ml
Waschpuffer 4 10 ml
Trennpuffer 5ml

sofort zentrifugieren

PBS 10 ml PBS 10 ml

PBS 10 ml PBS 10 ml

PBS 10 ml PBS 10 ml

Tab. 3.12.: Waschschritte bei der Affinitéatsreinigung.
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3.21.2.1.2. Affinitatsreinigung

Die beladene Saule wurde vor Gebrauch dreimal mit PBS gewaschen, wobei nach jedem Waschschritt
bei 500 x g, 4°C und finf Minuten zentrifugiert wurde. Nach Zugabe des antikdrperhaltigen Serums
wurde zwei Stunden bei Raumtemperatur und/oder Uber Nacht bei 4°C auf dem Rollertisch inkubiert
und danach die Sepharose sedimentiert. Das nicht gebundene Serum wurde abgenommen und die
Sdule noch viermal mit PBS gewaschen. Zur Elution wurde die Sepharose in ein 1,5 ml
Reaktionsgefal uberfiihrt und mit einem S&ulenvolumen Elutionspuffer gut resuspendiert. Nach einer
Inkubation von fiinf Minuten bei Raumtemperatur auf dem Drehtisch wurde die Sepharose
sedimentiert und der Uberstand vorsichtig abgenommen. Um einer sauren Hydrolyse vorzubeugen,
wurde ein zehntel des Volumens Neutralisationspuffer zum Uberstand pipettiert. Insgesamt wurden
acht Elutionsfraktionen gewonnen. Die S&ule wurde mehrmals mit PBS gewaschen und bis zur

weiteren Verwendung bei 4°C gelagert.

Elutionspuffer: 100 mM Glycin in H,O oder PBS
pH 2,5

Neutralisationspuffer: 1M Tris-HCI
pH 9,5

3.22. Overlay-Blot-Assay

Ziel des Overlay-Blot-Assay ist es, Interaktionspartner eines Proteins zu identifizieren. Der Overlay-
Blot-Assay wurde wie in Lounsbury et al. (1994) beschrieben mit Modifizierungen durchgefihrt.
Zunéchst wurden Proteine durch SDS-Gelelektrophorese aufgetrennt und auf eine Nitrozellulose-
Membran geblottet. Anschlieend erfolgte die Inkubation der auf der Nitrozellulose gebundenen

Proteine mit Fusionsproteinen oder Zellysaten.

Nach der Gelelektrophorese wurden die Proteine auf eine Nitrozellulosemembran transferiert und tber
Nacht bei 4°C im Renaturierungspuffer inkubiert. AnschlieBend erfolgte eine Inkubation im
Bindungspuffer fir 30 Minuten bei Raumtemperatur. Die Membran wurde nun mit GST-
Fusionsproteinen (4 pg/ml), GST (4 pg/ml) oder Zellysaten in Bindungspuffer unter Zusatz von
100 uM GTP fur eine Stunde bei Raumtemperatur inkubiert. Zum Entfernen unspezifischer
Bindungen wurde nun finfmal je funf Minuten mit Bindungspuffer und zweimal fur finf Minuten mit
TBST gewaschen. Nach erneutem Absattigen der Nitrozellulose fiir eine Stunde bei Raumtemperatur
mit zehn Prozent Magermilchpulver in TBST erfolgte der Nachweis gebundener Proteine mit einer

Immunreaktion (siehe 3.20.3).
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Renaturierungspuffer: 20 mM Mops
100 mM Natriumacetat
5mM Magnesiumacetat
0,25 % Tween
10 % Magermilchpulver
5mM DTT (nach pH-Adjustierung dazugeben)
pH 7,1
Bindungspuffer: 20 mM Mops
100 mM Kaliumacetat
5mM Magnesiumacetat
1% Tween
5mM DTT (nach pH-Adjustierung dazugeben)
pH 7,1

3.23. Zdlkultur

Somatische Monolayerzellen wurden in Zellkulturmedium kultiviert (siehe 2.1.2.). Bei Konfluenz
wurde das Medium abgenommen, die Zellen mit PBS gespiilt und bis zu ihrem Ablésen in 1 ml
Trypsin inkubiert. Der Trypsinverdau wurde mit 5 ml Zellkulturmedium geblockt und 300 bis 700 pl

der Zellsuspension in eine Petrischale (35 mm Durchmesser) mit frischem Zellkulturmedium ausgesat.

PBS: siehe 3.19.1.
Abldsepuffer: 0,06 % Trypsin 250 (Difco)
0,02 % EDTA

in PBS, sterilfiltrieren

3.24. Trennung von Zellkern und Zytoplasma somatischer adhérenter Zellen

Kulturzellen der Zellinien HeLa, A6 und XTC wurden in groRen Petrischalen bis zur Subkonfluenz
kultiviert. Das Zellkulturmedium wurde abgegossen und die Zellen mit TKM-Puffer gewaschen. Die
Zellen wurden mit einem Gummischaber von Schalenboden abgeldst und mit TKM-Puffer in
Zentrifugenréhrchen tberfihrt. Die Zellsuspension wurde bei 1000 Umdrehungen fir fiinf Minuten
bei 4°C sedimentiert. Das Sediment wurde in 10 ml eisgekihltem Lysepuffer aufgenommen und zehn
bis 40 Minuten zum Schwellen der Zellen auf Eis inkubiert. Das Aufbrechen der Zellen erfolgte mit
einem sterilen Glas-Teflon-Homogenisator. Die Effizienz wurde lichtmikroskopisch kontrolliert. Die
Suspension wurde dann in einem Zentrifugenrohrchen bei 3000 Umdrehungen pro Minute bei 4°C fiir

zehn Minuten zentrifugiert. Zur Bestimmung der Zellkernzahl wurde ein Aliquot in einer Neubauer-
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Zahlkammer ausgezahlt. Das Zellkernsediment wurde je 10° Zellkerne in 20 ul SDS-Probenpuffer
(siehe 3.20.) aufgenommen und aufgekocht. Der zytoplasmahaltige Uberstand wurde in sechsfachem

Volumen Aceton gefallt, abzentrifugiert und ebenfalls in Probenpuffer aufgenommen und aufgekocht.
TKM-Puffer: 70 mMKCI
3 mMMgCl,

10 mMTris-HCI, pH 7,2

Lysepuffer: 10 mMTris-HCI, pH 7,2
0,5 MMPMSF

Formel zur Berechnung der Zellkernzahl nach Zahlung mit der Neubauer-Zahlkammer:

(Zellzahl 4 groBe Quadrate : 4) x 10* x Verdiinnungsfaktor x \Volumen in ml = Zellkernzahl

Zur Berechnung der Zellkernzahl wurden 10 pl der Suspension in eine Neubauer-Z&hlkammer
einpipettiert. Jeweils alle 16 kleinen Quadrate der vier grofRen Quadrate wurden mdaanderférmig
ausgezahlt. Dabei wurden alle Zellkerne, welche auf der linken und oberen Begrenzungslinie eines

kleinen Quadrates lagen, diesem Quadrat zugerechnet.

3.25. Entnahme von Xenopus laevis-Ovar

Ein Xenopus laevis-Weibchen wurde fir 15 bis 20 Minuten in MS 222 (Serva) narkotisiert und auf Eis
gelegt. Durch einen ungeféhr einen Zentimeter groRen Schnitt im Unterbauch wurde ein Teil des
Ovars entnommen und in Barth-Medium oder OR2-Medium aufbewahrt. Die Wunde wurde mit zwei
Einzelknopfnahten geschlossen und der Frosch bis zu seinem vollstandigen Erwachen aus der Narkose
mit feuchten Tichern bedeckt. Danach wurde er noch Gber Nacht von seinen Artgenossen separiert in

einem Aquarium gehalten.

Oozytenaufbewahrungsmedien:

OR2-Medium (Wallace et al., 1973):

82,5 mM NaCl
2,5mM KCI
1,0 mM CaCl,
1,0 mM MgCl,
50mM HEPES

pH 7.8
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Modifiziertes Barth-Medium (Gurdon, 1991):

90 mM NaCl
1mM KCI
0,8 mM MgSO, x 7 H,0
0,3mM Ca(NOs), x 4 H,O
0,4 mM CaCl, x 2 H,0
2mM NaHCO;
10 mM HEPES
Phenolrot als pH - Indikator
pH 7,6

Narkoseldsung:

MS 222 (Aminobenzoesaure-ethylester-methansulfat) 0,2 % in Leitungswasser

3.25.1. Manuelle I solation von Oozytenkompartimenten und Fallung der Proteine

Xenopus laevis-Oozyten wurden mit Uhrmacherpinzetten defollikuliert. Gesamtoozyten wurden mit
3:1-Medium in ein Reaktionsgefdl3 tberfiihrt, mit einem Homogenisator zerkleinert und in einer
Tischzentrifuge bei 10 000 Umdrehungen pro Minute fiir fiinf Minuten zentrifugiert. Der Uberstand
mit den l6slichen Proteinen wurde in Aceton aufgenommen. Kerne, Kernhillen und Zytoplasma
wurde manuell aus den Oozyten gewonnen wie in Krohne und Franke (1983) beschrieben. Fur die
Féallung von Proteinen aus Zellkern und Zytoplasma wurde Kernisolationsmedium in zwei
Uhrglasschélchen so eingefullt, dass die Flussigkeitsoberflache nach oben gewdlbt war. Die Oozyte
wurde mit Uhrmacherpinzetten aufgerissen und der Kern aus der Oozyte gerollt. Alternativ wurde,
wenn maglich, mit der Pinzette ein zentrales Loch in den animalen Pol gestochen, wodurch der Kern
aus der Zelle austrat. Mit der Kerntransferpipette wurde der Oozytenkern luftblasenfrei in das zweite
Uhrglasschélchen Gberfiihrt, Zytoplasmareste abgewaschen und direkt in eiskaltes Ethanol Gberfuhrt.
Das Zytoplasma wurde mit der Oozyten-Transferpipette aufgenommen und in einem Reaktionsgefal
mit 10 000 Umdrehungen pro Minute fur funf Minuten zentrifugiert. Anschlielend erfolgte die
Fallung des Uberstandes in Aceton. Zur Gewinnung von Kernhiille und Karyoplasma wurden zunachst
Kerne in Kernisolationsmedium isoliert und mit der Kerntransferpipette in ein Uhrglasschalchen mit
Kernhullenisolationsmedium tberfiihrt. Mit einer selbst hergestellten Kernhllenpipette, deren Lumen
etwas Kleiner ist als der Kerndurchmesser, wurde der Kern aufgenommen. Dabei loste sich die
Kernhille vom Karyoplasma. Kernhille und Karyoplasma wurden getrennt in eiskaltem Ethanol
gesammelt. Die Féllung der Oozytenproteine erfolgt entweder bei -20°C iber Nacht oder bei -70°C fiir

zwei Stunden.



3. METHODEN 105

Kernisolationsmedium (3:1-Medium): 75 mM KCI
25 mM NaCl
10 mM Tris-HCI, pH 7,4

Kernhillenisolationsmedium (3:1-Medium + MgCl.,): 75 mM KCI
25 mM NaCl
10 mM MgCl,

10 mM Tris-HCI, pH 7,4

Fir die Fallung der Proteine aus Zellkern, Kernhiille, Karyoplasma:
100 % Ethanol zur Analyse, eiskalt

Féallung Proteine aus Gesamtoozyten oder Zytoplasma:

100 % Aceton zur Analyse, eiskalt, sechs- bis achtfaches Probenvolumen

3.26. I solation von Proteinen mit peqGOLD TriFast (PEQLAB, Erlangen)

Mit dem TriFast-Reagenz kann aus derselben Probe sowohl RNA als auch DNA und Proteine isoliert
werden. Die Proteinextraktion erfolgt nach Abnahme der RNA-haltigen wéssrigen Phase (siehe
3.8.1.1.) und DNA-Prazipitation.

Wie in 3.8.1.1. beschrieben, wurde die wissrige RNA-haltige Phase komplett abgenommen. Ubrig
blieb die Phenol- und Interphase, welche die DNA und die Proteine enthielt und bei 4°C (iber Nacht
gelagert werden konnte. Pro Milliliter TriFast wurde die DNA mit 0,3 ml absolutem Ethanol
prazipitiert. Nach mehrmaligem Invertieren wurde die Probe fiir drei Minuten bei Raumtemperatur
gelagert. Dann wurde die DNA bei 2 000 x g und 4°C fir funf Minuten sedimentiert. Im Sediment
befand sich die DNA, der Phenol/Ethanol-Uberstand enthielt die Proteine und wurde in ein neues
Reaktionsgefal tiberfuhrt. Durch Zugabe von 1,5 ml Isopropanol und Inkubation fur zehn Minuten bei
Raumtemperatur wurden die Proteine prézipitiert. AnschlieBend wurde fir zehn Minuten bei
12 000 x g und 4°C zentrifugiert. Der Uberstand wurde entfernt und das Proteinpellet dreimal mit 2 ml
0,3 M Guanidinhydrochlorid in 95-prozentigem Ethanol gewaschen. Nach jeweils 20 Minuten bei
Raumtemperatur wurde bei 7 500 x g und 4°C fur funf Minuten zentrifugiert. Danach wurde das
Proteinsediment in 2 ml absolutem Ethanol gevortext, 20 Minuten bei Raumtemperatur inkubiert und
erneut bei 7 500 x g und 4°C fir finf Minuten zentrifugiert. In Guanidinhydrochlorid oder in Ethanol
kénnen die Proben kurzfristig bei 4°C oder langere Zeit bei -20°C gelagert werden. Der Ethanol wurde
vollstdndig entfernt, das Proteinpellet getrocknet, in SDS-Probenpuffer (siehe 3.20.) aufgenommen
und bei 95°C aufgekocht.

pegGOLD TriFast (PEQLAB, Erlangen): gebrauchsfertig
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Guanidinhydrochlorid: 0,3 M in 95 % Ethanol

SDS-Probenpuffer: siehe 3.20.

3.27. Behandlung von Zellen mit Actinomycin D (AMD)

Actinomycin D fluhrt zur Hemmung der Transkription durch Bindung an die doppelstrangige DNA,
zur Segregation der Nukleolen und zur Retraktion der lateralen transkriptionsaktiven Schleifen bei
Lampenbirstenchromosomen in Amphibienoozyten. Es wurde somatischen XTC-Zellen in einer
Konzentration von 0,05 pg/ml fiir zwei bis drei Stunden zugesetzt. Oozyten wurden in 10 bis 20 pg/ml

fur mindestens zwei Stunden inkubiert.

Actinomycin D (Sigma) Stammlésung: 100 pg/ml

3.28. Behandlung von Zellen mit L eptomycin B

Mit Leptomycin B kann der CRM1-vermittelte Export gehemmt werden. Leptomycin B (LMB) ist
eine Substanz mit antifungalen und antibiotischen Eigenschaften, die dariiber hinaus auch in der
Tumortherapie eingesetzt wird. Es bindet kovalent durch sein a,B-ungesattigtes 6 -Lakton an die
Sulfhydrylgruppe von Cystein an Position 528 des CRM1 (Kudo et al., 1997; Kudo et al., 1999).
Folglich kann Ran-GTP und Exportsubstrat nicht mehr an CRM1/Exportinl binden, weshalb der
Export unterbunden wird. Somatische Zellen wurden mit Leptomycin B in einer Konzentration von
20 nM im Zellkulturmedium fir zwei Stunden inkubiert. Oozyten wurden in 200 nM Leptomycin B
fur zwei Stunden eingelegt. Wurden die Zellen mikroinjiziert, so wurden sie bis zur Fixierung bzw. im

Falle der Oozyten bis zur Trennung von Kern und Zytoplasma in Leptomycin B gelagert.

Leptomycin B Stammlésung: 10 uM in PBS

3.29. Mikroinjektion in Xenopus laevis-Oozyten

Xenopus laevis-Oozyten lassen sich leicht gewinnen und aufgrund ihrer GréRe gut manipulieren und
mikroinjizieren. Injiziert wurden zum Beispiel RNA oder Proteine, deren Exportverhalten getestet
werden sollten, oder inhibierende Antikdrper. Oozyten lassen sich nach der Injektion manuell in die
Zellkern- und Zytoplasmafraktion trennen.

Defollikulierte Oozyten wurden entweder vor der Injektion in den Zellkern zentrifugiert und somit
anhand des Zellkernabdrucks an der Oozytenmembran die Lage des Zellkerns sichtbar gemacht. Fur
die Zentrifugation wurden Oozyten auf einem grobmaschigen Netz in Petrischalen platziert. Die
Zentrifugation erfolgte auf Trégerplatten bei 1200 Umdrehungen pro Minute, 16°C und geringer
Beschleunigung und Bremse (Stufe 2) fur acht bis 25 Minuten. Alternativ wurden die Oozyten tief in

den animalen Pol injiziert, wobei der Injektionslosung zur optischen Kontrolle der Farbstoff
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Dextranblau (Fischer et al., 1999) beigemengt wurde. Zur immunologischen Kontrolle der
Injektionsgenauigkeit wurde den Injektionslésungen BSA in einer Konzentration von 1 mg/ml
zugesetzt.

Mikroinjektionsnadeln wurden aus Glaskapillaren zur Schmelzpunktbestimmung mit einer
Mikroschmiede selbst hergestellt. Durch Anbringen von Eichstrichen im Millimeterabstand entstand
eine Skalierung in 50 Nanoliter-Schritten. Mithilfe des Mikromanipulators wurde in den Oozytenkern
ein Volumen von 25 Nanoliter (ein halber Teilstrich), in das Zytoplasma ein Volumen von
50 Nanoliter (ein Teilstrich) injiziert. Proteine wurden in PBS, RNA in RNAse-freiem Wasser
(GIBCO) dilutiert. Nach einer gewissen Inkubationszeit wurden die Oozyten in 3:1-Medium manuell
in Zellkern und Zytoplasma getrennt oder eine Spreitung (3.33.) durchgefiihrt. Fir die RNA-Isolation
wurden Zellkerne oder Zytoplasma direkt in TriFast oder Phenol-Chloroform-Isoamylalkohol
uberfiihrt (siene 3.8.). Die Zellkernproteine wurden in Ethanol, die Zytoplasmaproteine in Aceton
gefallt (siehe 3.25.1.).

PBS: siehe 3.19.1.
Dextranblau (Serva) : 10 mg/ml
BSA: 1 mg/ml
Bromuridin: 100 mM

Injizierte Fusionsproteine:

GST-TFIIIA-NES 1 mg/ml
GST-REV-NES 1 mg/ml
TFHIA-His 0,5 mg/ml

Injizierte Antikorper:

a-elF5A

a-ELAV 65

a-XNM IC #42 0,07 mg/ml
a-XNM IC #54 0,07 mg/ml
IgG, IgM 0,07 mg/ml

Injizierte RNA:
CD83 volle Lange-Dig

CD83 volle Lénge mit gewobbelter SLII-Region-Dig
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CD83 mit deletierter SLI1I-Region-Dig
CD83 SLII-*P
CD83 SLII-gewobbelt-**P

3.30. Mikroinjektion in somatische Zellen

Somatische Zellen wurden ({ber Nacht auf autoklavierten und Poly-L-Lysin-beschichteten
Deckglaschen (siehe 3.31.1.1.1.) oder Fragmenten von Mehrwellobjekttrédgern kultiviert, welche in der
Mitte mit einem Diamantenstift kreisrund eingeritzt waren. Die Injektionsobjekte wurden in
Petrischalen (60 mm Durchmesser) Uberfiihrt. Eine Mikroinjektionskaniile (Femtotips, Eppendorf,
Hamburg) wurde mit 1,5 ul Injektionslésung beladen und in die Halterung eingeschraubt. Nach
Offnen der Stickstoffflasche wurden die entsprechenden Injektionsdruckwerte mit den
Regulationskndpfen eingestellt. Um ein Verstopfen der Kanile zu vermeiden wurde ein permanenter
Druck (P3) an die Kaniile angelegt. Nach Einstechen der Mikroinjektionskaniile in den Zellkern einer
somatischen Zelle wurde mit einem Fuf3pedal ein Injektionsdruck (P2) aufgebaut. Kam es zum
Verstopfen der Kanile, konnte sie mithilfe eines erhéhten Druckes (P1) und durch Séaubern der
Nadelspitze am Deckgldschenrand wieder durchgangig gemacht werden. Alternativ wurde der Druck
P3 auf einen permanenten Injektionsdruck eingestellt. Die Zellen wurden bis zur Weiterverarbeitung

im Brutschrank kultiviert.

Injektionsdriicke:

Druckventil alternativ
P1 3000-3500 hPa 3500 hPa
P2 70-500 hPa (Injektionsdruck) 500 hPa
P3 40-120 hPa 70-130 hPa (Injektionsdruck)

Tab. 3.13.: Injektionsdr ticke fur die Mikroinjektion in somatische Zellen.

Injizierte Fusionsproteine:

XPP32-His mit deletiertem Kernlokalisationssignal

XAPRIL-His mit deletiertem Kernlokalisationssignal

Injizierte Antikorper:
o-XNM IC #54 0,1 mg/ml
IgM 0,1 mg/ml
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3.31. Immunfluor eszenz

3.31.1. Immunlokalisation von Proteinen

Das Verteilungsmuster von Proteinen in Zellen, einzelnen Zellkompartimenten oder auf
Gefrierschnitten kann mithilfe spezifischer Antikorper dargestellt werden. Hierzu wird die indirekte
Immunfluoreszenz angewandt. Nach Fixierung und Permeabilisierung der Zellen erkennt der
spezifische primédre Antikorper sein Epitop an dem zu untersuchenden Protein. Der sekundére
Antikorper ist mit einem Fluoreszenzfarbstoff gekoppelt und bindet an die konstante Region des
Primdrantikorpers. Bei Anregung mit Licht einer bestimmten Wellenldnge entsteht eine
charakteristische Fluoreszenz. Das Fluoreszenzverteilungsmuster entspricht der Lokalisation des zu

untersuchenden Proteins.

3.31.1.1. Immunfluoreszenz in somatischen Zellen
Somatische Zellen wurden fiir die Immunfluoreszenz auf sterilen, mit Poly-L-Lysin vorbehandelten
Glasdeckglaschen (12 mm Durchmesser) angeziichtet. Je nach Antikorper wurden die somatischen

Zellen mit Methanol/Aceton zur Analyse oder mit Paraformaldehyd/Triton behandelt.

3.31.1.1.1. Beschichtung der Deckglaschen mit Poly-L-Lysin

Durch die Beschichtung von Deckgldschen mit Poly-L-Lysin erhalten die Zellen eine bessere Haftung
auf der Glasoberflache. Die Deckglaschen wurden in 70-prozentigem Ethanol sterilisiert und
getrocknet. Anschlieend wurden die Deckgldschen fur finf Minuten mit Poly-L-Lysin (Sigma)
beschichtet und zweimal mit PBS gewaschen, weil Poly-L-Lysin im Zellkulturmedium

proliferationshemmend wirken kann.

PBS: siehe 3.19.1.
Poly-L-Lysin: Stammldsung: 1 mg/mlin sterilem PBS
gebrauchsfertige Ldsung: 0,1 mg/ml in sterilem PBS

3.31.1.1.2. Fixierung mit Methanol/Aceton

Die zellbewachsenen Deckglaschen wurden kurz in PBS gewaschen und die Zellen flir zehn Minuten
in Methanol (-20°C) und vier Minuten in Aceton zur Analyse (-20°C) permeabilisiert und fixiert.
AnschlieBend wurden die Deckglaschen luftgetrocknet. Alternativ wurden die Zellen in
Methanol/Aceton zur Analyse (Verhaltnis eins zu eins) fir zehn bis 30 Minuten bei -20°C

permeabilisiert und fixiert.

PBS: siehe 3.19.1.
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3.31.1.1.3. Fixierung mit Parafor maldehyd

Zwei Prozent Paraformaldehyd wurde unter Erwdarmung auf 60°C in PBS gelost und auf
Raumtemperatur abgekihlt. Nach dem Waschen der zellbewachsenen Deckglédschen mit PBS erfolgte
die Fixierung mit Paraformaldehyd fiir zehn Minuten bei Raumtemperatur. Anschliefend wurden die
Zellen kurz in PBS gewaschen und mit 0,1 Prozent Triton in PBS fur finf Minuten permeabilisiert.
Alternativ erfolgte die rasche Fixierung in vier Prozent Paraformaldehyd und die Permeabilisierung
mit 0,05 Prozent Triton fir zehn Minuten oder 0,2 Prozent Triton fir drei Minuten. Nach dem
Waschen der Deckglaschen in PBS wurde entweder direkt die Antikdrperinkubation angeschlossen
oder noch mit 100 mM Glycin in PBS fur zehn Minuten inkubiert und mit ein Prozent BSA in PBS fiir
20 Minuten abgesattigt.

Fixierungspuffer: 2 % Paraformaldehyd in PBS
4 % Paraformaldehyd in PBS

Permeabilisierungspuffer: 0,05 % Triton in PBS
01 % Triton in PBS
0,2 % Triton in PBS
Glycinpuffer: 100 mM Glycin in PBS
Abséttigungspuffer: 1% BSA in PBS

3.31.1.1.4. Antikor perinkubation

Nach der Fixierung der Zellen mit Methanol/Aceton oder Paraformaldehyd schloss sich die
Antikdrperinkubation an. Die Deckglaschen wurden in eine feuchte Kammer Gberfiihrt und mit 30 pl
in PBS dilutiertem Primarantikdrper inkubiert. Die Konzentration wurde experimentell ermittelt und
betrug in der Regel das Zehnfache der Konzentration fir den Immunblot. Die Inkubationszeit betrug
in der Regel 30 Minuten bei Raumtemperatur. Nach zweimaligem Waschen in PBS flr finf Minuten
zur Entfernung unspezifisch gebundener Antikorper wurde der Sekundarantikdrper in der vom
Hersteller empfohlenen Konzentration aufgebracht. Der  Sekunddrantikdrper —war  mit
Fluoreszenzfarbstoffen Texas Red, FITC oder Cy2 gekoppelt. Nach zehnminiitiger Inkubationszeit
wurde ein Tropfen Hoechst 33258 (Hoechst, Frankfurt) zur Farbung der DNA zupipettiert und weitere
zehn Minuten inkubiert. AnschlieBend wurde dreimal fiir funf Minuten in PBS gewaschen. Nach einer
einmindtigen Dehydrierung in Ethanol wurden die Zellen luftgetrocknet und mit Mowiol auf einen
Objekttrager aufgebracht. Die Auswertung erfolgte am Fluoreszenzmikroskop (Zeiss)(siehe 3.35.)

oder am konfokalen Laserscan Mikroskop (Leica)(siehe 3.36.).
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Hoechst 33258 (Hoechst):

Stammlésung:

gebrauchsfertige Losung:

5 mg/ml
13,3 pg/mlin PBS

PBS: siehe 3.19.1.
PrimarantikOrper:
Antikor per Fixierung Verdinnungund | Sekundér-

I nkubationszeit antikor per
a-B23 (NO185, Ascites) PFA/Triton 1:100; 30 min a-Maus
a-CRM 1 Peptid Japan PFA/Triton 1:20; 30 min a-Kaninchen
a-Fibrillarin: 72 B9 PFA/Triton 1:25; 30 min a-Mensch
a-Fibrillarin: S4 PFA/Triton 1: 500; 30 min a-Mensch
a-Hisb PFA/Triton 1:5; 30 min a-Maus
o-Kernmyosin | C #42 PFA/Triton pur; 30 min a-Maus
(Xenopus laevis)
a-Kernmyosin |C #54 PFA/Triton pur; 30 min a-Maus
(Xenopus laevis)
a-Kernmyosin | C gp30 PFA/Triton 1: 30 (aufkonzen- | a-Meerschwein
(Xenopus laevis) Methanol/Aceton trierter AK); 30 min
a-Kernmyosin IC PFA/Triton 1:200; 30 min a-Kaninchen
(Homo sapiens)
a-Nukleoporin mAB 414 PFA/Triton 1:100; 30 min a-Maus
a-Nukleoporin 62 gp62 PFA/Triton 1:1000; 30 min a-Meerschwein
a-Polymerase|: 57/299 PFA/Triton 1:500; 30 min a-Mensch
a-Polymerasel: S18 PFA/Triton 1:500; 30 min a-Mensch
a-Polymerasell: H 14 PFA/Triton 1:100; 90 min a-Maus
Tab. 3.14.: Primérantikor per fur die lmmunfluoreszenz in somatischen Zellen.
Sekundérantikorper:

Antikor per gegen gekoppelt mit Verdinnung

Maus Texas Red 1:100
Cy2 1:50
FITC 1:50

Kaninchen Texas Red 1:100

M eer schwein Texas Red 1:50

Mensch Texas Red 1:100

Tab. 3.15.: Sekundarantikérper fur die lmmunfluoreszenz in somatischen Zellen.
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Mowiolpuffer: 140 mM NaCl
2,7 mM KCI
10 mM Na,HPO,

pH 8,0 mit KH,PO,

Mowiol-Einbettmedium: 50 Mowiol 4088 (Sigma)
+ 40 ml Mowiolpuffer
16 Stunden bei RT rihren
+20 ml Glycerin wasserfrei

16 Stunden bei RT rihren, 15 min. 12 000 U/min

Uberstand portionsweise bei -20°C lagern

3.31.1.1.5. Immunkolokalisation von Proteinen in somatischen Zellen

Die Kolokalisation von Proteinen in somatischen Zellen wurde mithilfe der Doppelimmunfluoreszenz
geprift. Dies war aber nur mdglich, wenn die beiden verwendeten Primérantikorper aus verschiedenen
Tieren generiert wurden und die beiden benutzten Sekunddrantikdrper nicht mit demselben
Fluorochrom markiert waren. Zundchst wurden die Zellen wie in 3.31.1.1.2.und 3.31.1.1.3.
beschrieben fixiert. Die Antikdrperinkubation erfolge wie in 3.31.1.1.4. beschrieben. Zuerst wurde der
Primarantikorper gegen das eine zu lokalisierende Protein appliziert, anschliefend der passende
Sekundérantikdrper. Dann wurde mit dem Primdrantikérper gegen das zweite zu testende Protein
inkubiert und ein Sekundarantikérper mit einem anderen Fluorochrom gewahlt. Zwischen den
einzelnen Antikorperinkubationen erfolgten je zwei funfminutige Waschschritte mit PBS zur

Entfernung ungebundener und unspezifisch gebundener Antikdrper.

3.31.1.2. Anfertigung von Ovar -Gefrier schnitten

Fur die Immunfluoreszenz konnten von Xenopus laevis-Ovar Gefrierschnitte hergestellt werden. Vor
der Gefriermikrotomie wurde das Ovar entweder in Methylbutan oder nach Sucrosebehandlung in
Einbettmedium schockgefroren. Zum Einfrieren von Ovar in Methylbutan wurden von Xenopus
laevis-Ovar Kleine, etwa 0,5 mal 0,5 Zentimeter grof3e Stlicke abgeteilt, kurz auf Whatman-Papier
abgerolit und auf Parafilm in Methylbutan schockgefroren. AnschlieBend wurden die Ovarstlcke bei -
70°C in Methylbutan bis zum weiteren Gebrauch gelagert.

Alternativ wurden kleine Stiicke (0,4 x 0,4 cm) von Xenopus-Ovar in 30 Prozent Sucrose in PBS
eingelegt und drei Stunden bzw. Uber Nacht auf einem Rollertisch bei 4°C inkubiert, bis die
Ovarstiicke abgesunken sind. AnschlieBend wurde die Sucrose zehn Minuten lang in Waschldsung bei
4°C ausgewaschen. Nach kurzer Inkubation in purem Einbettmedium wurden die Ovarstiicke mit
Einbettmedium in Gelatinekapseln oder Alufoliehlilsen Gberfiihrt und in Flissigstickstoff

schockgefroren. Die Lagerung bis zum weiteren Gebrauch erfolgte bei -70°C.
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PBS: siehe 3.19.1.
Sucroseldsung: 30 % in PBS
Waschlésung: Einbettmedium/PBS 1:1
Einbettmedium fir Gefrierschnitte (Leica): gebrauchsfertig

Fur Immunfluoreszenzen wurden Gefrierschnitte mit einem Kryostat-Mikrotom bei -25°C hergestelt.
Die eingefrorenen Ovarstiickchen wurden mit einem Tropfen Einbettmedium (Leica Instruments) auf
dem Obijekttisch befestigt. Die 7 um dicken Schnitte wurden durch Aufdriicken mit einem
acetongereinigten Objekttrager aufgenommen und luftgetrocknet. Die Qualitat der Schnitte wurde im

Umkehrmikroskop Gberprdft.

3.31.1.3. Immunfluor eszenz auf Ovar-Gefrier schnitten

Die Gefrierschnitte (siehe 3.31.1.2.) wurden nach dem Lufttrocknen zehn Minuten in Aceton bei -
20°C fixiert und bei Raumtemperatur nochmals bei Raumtemperatur luftgetrocknet. Anschlielend
erfolgte die Inkubation mit dem Primér- und Sekundérantikorper wie bei der Immunfluoreszenz in
somatischen Zellen.

Alternativ wurden die Schnitte nach dem Lufttrocknen zehn Minuten mit vier Prozent
Paraformaldehyd in PBS fixiert und anschlieBend zehn Minuten mit 100 mM Glycin in PBS inkubiert.
Danach erfolgte eine Abséttigung mit ein Prozent BSA in PBS fir 20 Minuten bei Raumtemperatur.
Die Prdparate wurden in diesem Fall nicht luftgetrocknet, sondern nach Waschen in PBS fir die

Inkubation mit dem Primar- und Sekundarantikdrper weiterverwendet.

Primarantikorper:

Antikor per Fixierung Verdinnungund | Sekundérantikorper

I nkubationszeit

a-CRM 1 Peptid Japan Aceton 1:20; 30 min a-Kaninchen
a-el F5A #2a,3a,8,22 Aceton 1:500; 30 min a-Kaninchen
a-el F5A #9,10,11,23,24 Aceton 1:100; 30 min a-Kaninchen
a-Kernmyosin | C #42 PFA pur; 30 min a-Maus

(Xenopus laevis)

o-Kernmyosin | C #54 Aceton pur; 30 min a-Maus

(Xenopus laevis)

a-Kernmyosin I C gp30 Aceton 1:30; 30 min a-Meerschwein
(Xenopus laevis)

a-Nukleoporin 62 gp62 Aceton 1:1000; 30 min a-Meerschwein
ao-TFIIA #17 Aceton 1:1;30min a-Maus
o-TFIITA #37 Aceton pur; 30 min a-Maus

Tab. 3.16.: Priméarantikor per fur die Immunfluoreszenz auf Oozyten-Gefrier schnitten.




114 3. METHODEN

Sekundarantikorper:

Antikdr per gegen gekoppelt mit Verdinnung
Maus Texas Red 1:100
Cy2 1:50
Kaninchen Texas Red 1:100
M eerschwein Texas Red 1:50

Tab. 3.17.: Sekundérantikor per fur die lmmunfluoreszenz auf Oozyten-Gefrier schnitten.

Hoechst 33258 (Hoechst): Stammldsung: 5 mg/ml
gebrauchsfertige Losung: 13,3 pg/mlin PBS
Mowiol: siehe 3.31.1.1.4.

3.32. Bromuridintriphosphat-Einbau

Mithilfe des Bromuridintriphosphat (BrUTP)-Einbaus kann die Transkription sichtbar gemacht
werden. Durch Doppelimmunfluoreszenzen (siehe 3.31.1.1.5.) oder durch Mikroinjektionsexperimente
mit inhibierenden Antikorpern kénnen Hinweise auf eine Beteiligung von spezifischen Proteinen bei

der Transkription gewonnen werden.

3.32.1. Bromuridintriphosphat-Einbau in somatische Zellen

Der Bromuridintriphosphat (BrUTP)-Einbau in somatische Zellen wurde wie in Hock et al. (1998)
beschrieben  durchgefiihrt.  A6-Kulturzellen  wurden auf  Poly-L-Lysin  vorbehandelten
Mehrwellobjekttragern (Marienfeld) kultiviert. Nach der Mikroinjektion wvon Antikdrpern
(Kernmyosinantikdrper #54) oder Kontrollantikdrpern (Isotypkontrolle IgM) wurde 40 Minuten bei
37°C inkubiert. Die Objekttrager wurden kurz in PBS gewaschen und mit 0,1 Prozent Triton in PBS
fiir eine Minute permeabilisiert. Nach kurzem Waschen in PBS erfolgte die Aquilibrierung fiir zwei
Minuten mit Transkriptionspuffer. Dieser wurde nun mit Zellstoff abgesaugt, der Transkriptionsansatz
aufpipettiert und fir zehn Minuten bei Raumtemperatur in einer feuchten Kammer inkubiert.

Erfolgte die Transkription unter Zugabe von 25 pg/ml a-Amanitin (Sigma-Aldrich, Deisenhofen), so
wurde die Polymerase Il und Il gehemmt, nur die Transkription durch die Polymerase | wurde
dargestellt.

Nach kurzem Waschen in PBS erfolgte die Fixierung mit zwei Prozent Paraformaldehyd in PBS.
AnschlieBend wurde dreimal fir funf Minuten in PBS gewaschen und fir finf Minuten mit 0,1
Prozent Triton in PBS permeabilisiert. Als primérer Antikorper wurde ein Antikorper gegen BrdUTP,
welcher auch BrUTP erkennt, eingesetzt und fiir eine Stunde bei Raumtemperatur in einer feuchten

Kammer inkubiert. Danach wurde dreimal fir funf Minuten in PBS gewaschen und mit dem
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Sekundérantikdrper in einer feuchten Kammer inkubiert. Nach 20 Minuten wurde ein Tropfen Hoechst
zupipettiert und weitere zehn Minuten inkubiert. Es folgten drei funfminitige Waschschritte mit PBS
und eine einminutige Dehydrierung in 100-prozentigem Ethanol. Nach Lufttrocken wurde auf die
Mehrwellobjekttrager ein Deckglédschen mit Mowiol aufgebracht. Die Auswertung erfolgte am

Fluoreszenzmikroskop (siehe 3.35).

Transkriptionspuffer: 100 mM KCI
5mM MgCl,
0,5mM EGTA, pH 8,0
1 mM PMSF
25 % Glycerol
50 mM Tris-HCI pH 7,4
5 U/ml RNAsin

BrUTP-Transkriptionsansatz:

Der Transkriptionsansatz wurde als fiinffach-Ansatz vorbereitet und mit Transkriptionspuffer auf eine

einfache Arbeitskonzentration verdinnt.

0,4 mM BrUTP (Roche), Stammldsung 100 mM in dH,0

0,5mM CTP, GTP, ATP (MBI Fermentas), Stammlésung 100 mM

25 pg/mi a-Amanitin, Stammlésung 1 mg/ml in PBS
5U/ml RNAsin (MBI), Stammldsung 40 U/ul

Antikérper:

Primar - Fixierung Verdinnung und Sekundar - Verdinnung und
antikor per I nkubationszeit antikérper I nkubationszeit
o-BrdUTP PFA/Triton 1:10; 60 min a-Maus Cy3 1:100; 30 min
a-BrdUTP PEA/Triton 1:50; 60 min a-Schaf Texas Red 1:50; 30 min

Tab. 3.18.: Antikorper fur den Nachweisvon BrUTP in somatischen Zellen.

Hoechst 33258 (Hoechst): Stammldsung: 5 mg/mil

gebrauchsfertige Losung: 13,3 pg/mlin PBS

Mowiol: siehe 3.31.1.1.4.
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3.32.2. Bromuridintriphosphat-Einbau in Oozyten

Fur den Bromuridintriphosphat (BrUTP)-Einbau in Oozyten wurden Zellen der Stadien IV und V
defollikuliert. Aliquots wurden mit Actinomycin D in einer Konzentration von 10 bis 20 pg/ml fiir
mindestens zwei Stunden inkubiert oder mit Kernmyosinantikbrper #42 oder #54 oder
Isotypkontrollantikérper IgM in einer Konzentration von je 0,07 mg/ml mikroinjiziert. Nach einer
Inkubation von mindestens zwei Stunden wurden 50 nl BrUTP in das Zytoplasma injiziert. Nach funf
bis 20 Minuten wurde die Spreitung durchgefiihrt (siehe 3.33.). Nach Zentrifugation und Fixieren der

Préparate wurde das eingebaute Bromuridin mit einem Antikdrper nachgewiesen.

Hoechst 33258 (Hoechst): Stammldsung: 5 mg/ml
gebrauchsfertige Ldsung: 13,3 pg/mlin PBS
Mowiol: siehe 3.31.1.1.4.
Antikdrper:
Primar- Fixierung Verdunnung und Sekundar - Verdunnung und
antikor per I nkubationszeit antikor per I nkubationszeit
a-BrdUTP PFA/Triton 1:50; 60 min a-Schaf Texas Red 1:50; 30 min

Tab. 3.19.: Antikoérper fur den Nachweisvon BrUTP in Oozyten.

3.33. Praparation von Lampenbir stenchromosomen

Die Préaparation von Lampenburstenchromosomen erfolgte nach Gall (1991) mit Modifikationen. Fur
die Herstellung der Chromosomenkammern wurden Glasdeckglédschen (Durchmesser 18 Millimeter)
mit heiRem Paraffin unter Plexiglasplattchen (25 x 35 Millimeter, mit einem 7 mm groRen zentralen
Loch) befestigt. Das Ovar eines weiblichen Xenopus laevis wurde wie unter 3.25. beschrieben
entnommen und in Barth-Medium oder OR2-Medium (siehe 3.25.) bei 18 bis 22°C (ber Nacht
gelagert.

In einigen Fallen wurden Oozyten vor der Praparation mit Antikdrpern oder Bromuridin mikroinjiziert
(siehe 3.29.). Die Kernisolation erfolgte bei manuell defollikulierten Oozyten des Stadiums IV und V
in Isolationsmedium. Mit der Kerntransferpipette wurde der Kern von Zytoplasmaresten gesaubert und
sofort in ein Uhrglasschalchen mit Spreitungsmedium 0berfiihrt, kurz gespilt und mit reichlich
Spreitungsmedium in  eine vorgekihlte Chromosomenkammer einpipettiert. Mit  zwei
Uhrmacherpinzetten wurde die Kernhlle aufgerissen und der Kerninhalt ausgeschiittet. Die Spreitung
erfolgte fur 30 Minuten auf Eis. Die Chromosomenkammer wurde mit einem Deckglédschen und

Rubber Cement (Fixogum) verschlossen. Nach Qualitatskontrolle am Umkehrmikroskop (16er
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Objektiv) erfolgte die Zentrifugation auf Trégerplatten. Zentrifugiert wurde fiir 20 Minuten bei 10°C
mit 2500 Umdrehungen pro Minute, Beschleunigung und Bremse auf Stufe 4. Danach wurde das
Fixogum abgezogen und das Deckgléschen seitlich von der Chromosomenkammer geschoben.

Zur Fixierung wurde die Chromosomenkammer fur eine Stunde senkrecht in Fixierungspuffer gestellt.
AnschlieRend wurden die Deckglédschen mit den Préparationen mit einer Rasierklinge entfernt. Nach
kurzem Waschen in PBS erfolgte die Inkubation mit dem Primdrantikérper fiir eine Stunde bei
Raumtemperatur in einer Feuchtkammer. Die Deckglaschen wurden zweimal funf Minuten mit PBS
gewaschen und mit dem Sekund&rantikérper fir 20 Minuten inkubiert. Nach Zupipettieren eines
Tropfens DNA-Farbstoff Hoechst wurde fur weitere zehn Minuten inkubiert. Nun erfolgten drei
Waschschritte mit PBS fir je flinf Minuten. Alternativ wurde anstatt Hoechst der DNA-Farbstoff
DAPI verwandt. Dieser wurde beim letzen Waschschritt zugesetzt. Die Einbettung der feuchten

Préparate erfolgte in Mowiol oder in 50 Prozent Glycerin in PBS.

Isolationsmedium (5:1-Medium + PO,): 83 mM KCI
17 mM NaCl
6,5 mM Na,HPO,
3,5mM KH,PO,
pH 7,0
Spreitungsmedium (1/4 5:1-Medium + PO,): 21 mM KCI
4 mM NaCl
1,6 mM Na,HPO,
0,9 mM KH,PO,
0,1% Formaldehyd
pH 7,0
Fixierungspuffer: 2 % Paraformaldehyd in PBS
PBS: siehe 3.19.1.

Hoechst 33258 (Hoechst):

Stammldsung: 5 mg/ml

gebrauchsfertige Losung: 13,3 pg/ml in PBS
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Primarantikorper:

Antikor per Verdinnung Sekundar antikor per
a-BrdUTP 1:50 a-Schaf
a-Emerin pur a-Maus
a-Kernmyosin | C #54 pur a-Maus
(Xenopus laevis)

a-Polymerasell: H 14 1:100 a-Mensch

Tab. 3.20.: Priméarantikor per fir die Immunfluor eszenz auf Lampenbir stenchr omosomen.

Sekundérantikorper:

Antikor per gegen gekoppelt mit Verdinnung
Maus Texas Red 1:100
Cy2 1:50
Mensch Texas Red 1:100
Schaf Texas Red 1:50

Tab. 3.21.: Sekundérantikor per fur die lmmunfluoreszenz auf Lampenbuir stenchromosomen.

3.34. Immunfluoreszenz in amplifizierten Nukleolen aus Xenopus-Oozyten

Die Isolation, Fixierung und Immunfluoreszenz erfolgte im Wesentlichen wie in Mais und Scheer

(2000) beschrieben (siehe auch 3.33.). Fir die Isolation wurde aus frischem Ovar Oozyten der Stadien

IV und V defollikuliert. In einigen Fallen fand eine Vorbehandlung der Oozyten mit Actinomycin D

(siehe 3.27.) und/oder eine Mikroinjektion mit Antikdrpern und Bromuridin (siehe 3.29.) statt.

Manchmal wurde zur Stabilisierung der Nukleolen und Cajal-Kdérperchen dem Spreitungsmedium

0,5 mM MgCl, zugesetzt. In diesem Fall wurde ein Fixierungspuffer mit 1 mM MgCl, angesetzt.

Primérantikorper:

Antikor per Verdinnung Sekundar antikor per
0-B23 (NO185, Ascites) 1:100 a-Maus
a-Fibrillarin: 72 B9 1:25 a-Mensch
a-Fibrillarin: S4 1:500 a-Mensch
a-Kernmyosin | C #42 pur a-Maus
(Xenopus laevis)

a-Kernmyosin | C #54 pur a-Maus
(Xenopus laevis)

a-Polymerase|: 57/299 1:500 a-Mensch
a-Polymerasel: S18 1:500 a-Mensch

Tab. 3.22.: Priméarantikor per fur die Immunfluoreszenz in amplifizierten Nukleolen.
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Sekundéarantikorper:

Antikor per gegen gekoppelt mit Verdinnung
Maus Texas Red 1:100
Cy2 1:50
FITC 1:50
Mensch Texas Red 1:100

Tab. 3.23.: Sekundarantikoérper fur die lmmunfluoreszenzin amplifizierten Nukleolen.

3.35. Fluor eszenzmikroskopie

Fluorochrommarkierte Antikérper kénnen mit der Fluoreszenzmikroskopie dargestellt werden.
Fluorochrome absorbieren Licht eines flr sie charakteristischen Wellenlangen-bereichs
(Anregungsspektrum). Mit der Lichtenergie werden Elektronen auf ein hoheres Energieniveau
gehoben. Beim Riicksprung in das Grundniveau emittiert das Elektron ein Photon. Das abgestrahlte
Licht (Emissionsspektrum) ist langwelliger als das Anregungslicht.

Zellen, Gefrierschnitte, Lampenburstenchromosomen und amplifizierte Nukleolen wurden wie in
3.16., 3.31., 3.32., 3.33. und 3.34. beschrieben vorbereitet und das Farbemuster mit dem
Fluoreszenzmikroskop Axiophot Stereo (Zeiss) analysiert. Zur Dokumentation wurden mit einer

digitalen Kameraeinheit Aufnahmen gemacht und in Adobe Photoshop bearbeitet.

3.36. Konfokale L aser scan Mikroskopie

Bei der Laserscan Mikroskopie wandert ein Laser zeilenweise Uber das Préparat und regt mit seinem
Licht die Fluorochrome an. Im Gegensatz zum Fluoreszenzmikroskop konnen gezielt
Fluoreszenzsignale aus der fokusierten Ebene dargestellt werden, wéhrend die Signale tber und
unterhalb der Fokusebene ausgeblendet werden. Die emittierte Fluoreszenz wird detektiert und zu
einem Bild verrechnet. Zellen, Lampenburstenchromosomen und amplifizierte Nukleolen wurden wie
in 3.31., 3.33. und 3.34 beschrieben vorbereitet und mit dem konfokalen Laserscan Mikroskop TCS

SP2 (Leica) ausgewertet. Die Bilder wurden mit Adobe Photoshop nachbearbeitet.

Laser:

Laser Anregungswellenlénge Fluorochrom
Blaulaser 405 nm Hoechst, DAPI
Argonlaser 488 nm FITC, Cy2
Orangelaser 561 nm Texas Red, Cy3

Tab. 3.24.: Laser fur die konfokale L aser scan Mikroskopie.
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3.37. Elektronenmikroskopie

3.37.1. Einbettung von mikroinjizierten Oozyten in Epon

Die Einbettung von mikroinjizierten Oozyten erfolgte wie in Mais und Scheer (2000) beschrieben.
Oozyten der Stadien IV und V wurden aus Xenopus laevis-Ovar defollikuliert und mikroinjiziert. Nach
einer Inkubation fir drei Stunden bei 18 bis 20°C wurden die Oozyten in 2,5 Prozent Glutaraldehyd
mit lonen fiir mindestens drei Stunden auf Eis fixiert. AnschlieRend wurden die Oozyten viermal fir je
drei Minuten mit 0,2 M Cacodylat-Puffer und viermal je drei Minuten mit bidestilliertem Wasser
gewaschen. Nun erfolgte die Postfixierung mit zwei Prozent Osmium fiir mindestens eine Stunde auf
Eis. Danach wurden die Oozyten viermal je drei Minuten mit bidestilliertem Wasser gewaschen. 0,5
Prozent Uranylacetat, lichtgeschitzt aufbewahrt, wurde fiir flinf Minuten bei 12 000 Umdrehungen pro
Minute abzentrifugiert und auf die Oozyten pipettiert. Die Inkubation erfolgte (iber Nacht bei 4°C. Die
Oozyten wurden abermals viermal je drei Minuten mit Wasser auf Eis gewaschen und mit einer
Alkoholreihe dehydriert. Hierzu wurden die Oozyten jeweils zweimal fiir mindestens 15 Minuten in
50-, 70- und 96-prozentigem Alkohol auf Eis und dreimal 15 Minuten mit 100-prozentigem Alkohol
bei Raumtemperatur inkubiert. Dann wurden die Oozyten dreimal fir 20 Minuten bei Raumtemperatur
in Propylenoxid und ein bis zwei Stunden in eine Mischung aus gleichen Teilen Propylenoxid und
Epon eingelegt. Uber Nacht erfolgte die Inkubation in einem Gemisch aus einem Teil Propylenoxid
und drei Teilen Epon. Am néachsten Tag wurden die Oozyten in frisches Epon eingelegt und das Epon
nach zwei Stunden nochmals erneuert. Nach Einbringen eines Papierstreifens mit der

Préparatekennzeichnung erfolgte die Aushértung fiir mindestens zwei Tage im Brutschrank bei 60°C.

Mikroinjektionsldsung: Kontroll-IgM oder aXNM IC #54 (0,07 mg/ml)
Cacodylatpuffer: 0,05 M Cacodylsdure Na-Salz Trihydrat
2,5 % Glutaraldehyd mit lonen: 5ml Glutaraldehyd 25 %
2,5ml KCI 1M
1,25 ml MgCl, 0,1M
41,21 mi 0,05 M Cacodylatpuffer
pH 7,2
Osmiumtetroxid: 2% 0s0, in 0,05 M Cacodylatpuffer

Uranylacetat: 0,5% Uranylacetat in bidest. Wasser
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Epon-L0Osung A: 1ml=1,077¢g
50 ml DDSA
31 ml Epon 812 (Serva, Heidelberg)
Epon-L6sung B: 1ml=1212¢g
44,5 ml MNA
50 ml Epon 812
Epon-Gemisch: 4: 3 (wiw)
24,69 Epon-Losung A
20,89 Epon-Ldsung B
0,8 mi DMP-30 (Lésung C)

3.37.2. Immungoldlokalisation

3.37.2.1. Immungoldlokalisation auf handisolierten Kernhillen und Einbettung in Epon

Unter Plexiglasplattchen (25 x 35 Millimeter, mit einem 7 mm groRen zentralen Loch) wurden
Glasdeckglaschen (Durchmesser 18 Millimeter) mit Wachs befestigt. Zehn Kernhiillen aus Xenopus
laevis-Oozyten wurden in die Kammer einpipettiert und anschlieRend auf Tragerplatten flr flnf
Minuten bei 4°C mit 1000 Umdrehungen pro Minute, Beschleunigung und Bremse auf Stufe 4
zentrifugiert.

Alternativ wurden auch 10 Kerne in die Kammer einpipettiert, mit Pinzetten zerquetscht und wie die
Kernhtllen zentrifugiert. Nach der Zentrifugation wurden die Deckglaschen vorsichtig mit einer
Rasierklinge abgel6st und die Flussigkeit abgesaugt. Nun erfolgte eine Inkubation mit dem ersten
Antikdrper fur 90 Minuten bei Raumtemperatur in einer Feuchtkammer. Anschlieend erfolgten zwei
Waschschritte mit PBS fiir je finf Minuten. Der goldgekoppelte Sekundarantikorper wurde eine
Stunde lang bei Raumtemperatur in einer Feuchtkammer inkubiert.

Nach erneutem zweimaligem Waschen mit PBS erfolgte die Fixierung in 2,5 Prozent Glutaraldehyd
mit lonen fiir 30 Minuten. Anschliefend wurde kurz in Cacodylatpuffer gewaschen und mit zwei
Prozent Osmiumtetroxid fiir 30 Minuten postfixiert. Nach vorsichtigem Waschen in bidestilliertem
Wasser erfolgte eine Dehydrierung der Praparate tber eine aufsteigende Alkoholreihe (50, 70, 90, 96,
100 Prozent) fiir je finf Minuten bei 4°C und fiir zweimal fiinf Minuten mit absolutem Ethanol bei
Raumtemperatur. Die Deckglaschen mit den Kernhillen wurden vier Stunden lang in ein Epon-
Propylengemisch und anschlielend zweimal in frisches Epon eingelegt. Nach Anfertigung der
Eponkapseln erfolgte die Aushértung des Praparates (siehe 3.37.3.)
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PBS: siehe 3.19.1.
Cacodylatpuffer: siehe 3.37.1
2,5 % Glutaraldehyd mit lonen: siehe 3.37.1
Osmiumtetroxid: siehe 3.37.1
Epon-Gemisch: siehe 3.37.1

Primérantikorper:

Antikor per Dilution in PBS Sekundar antikor per
a-CRM 1 Peptid Japan 1:10 a-Kaninchen
a-el F5A #22 1:500 a-Kaninchen
a-Kernmyosin | C #54 pur a-Maus
(Xenopus laevis)

a-TFIA #17/2 1:1 a-Maus

Tab. 3.25.: Priméarantikor per fir die Elektronenmikroskopie.

Sekundarantikorper:

Antikdr per gegen gekoppelt mit Verdinnung
Maus 6-nm-Kolloidalgold 1:20
12-nm-Kolloidalgold 1:20
Kaninchen 6-nm-Kolloidalgold 1:20
12-nm-Kolloidalgold 1:20

Tab. 3.26.: Sekundarantikorper fur die Elektronenmikroskopie.

3.37.3. Anfertigung der Eponkapseln
Gelatinekapseln wurden mit Epon gefullt und ein Zettel mit der Préparatekennzeichnung eingebracht.
Die Deckglaschen wurden auf einen mit Alufolie Uberzogenen Objekttrager gelegt und die

Gelatinekapseln mit der Offnung nach unten auf die Deckglaschen gestiirzt. Das Ausharten des Epons
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erfolgte fur 48 Stunden bei 60°C. Danach konnte nach Zurechtschneiden der berstehenden
Deckglaschenrander und Schockgefrieren in Flissigstickstoff das Deckglédschen mit Luftdruck
abgesprengt werden. Die Schnittfliche wurde pyramidenférmig angetrimmt und konnte nun im

Ultramikrotom geschnitten werden.

3.37.4. Anfertigung der Ultradinnschnitte und Kontrastierung

Die Ultradiinnschnitte wurden am Ultramikrotom mit einer Schnittdicke von 30 bis 80 Nanometer
hergestellt und auf Pioloform F beschichteten Kupfernetzchen (Typ 50 und 75, Durchmesser drei
Millimeter, VECO Industrieprodukte GmbH, Solingen-Hohscheid) aufgebracht und luftgetrocknet.
Fur die Kontrastierung erfolgte eine Inkubation fir 20 Minuten bei Raumtemperatur mit Uranylacetat.
AnschlieBend wurde in CO,-freiem, abgekochten bidestillierten Wasser gut gespult und in der
Bleicitratldsung nach Reynolds fur zehn Minuten inkubiert. Hierfir wurden die Bleicitrattropfen auf
Parafilm pipettiert und NaOH-Platzchen daneben gelegt. Um das Bleicitrat vor dem CO, aus der
Atemluft zu schiitzen, wurde das Netzchen auf den Bleicitrattropfen gelegt und die Tropfen mit einer
Petrischale abgedeckt. Danach wurde erneut gut mit abgekochtem bidestillierten Wasser gewaschen

und luftgetrocknet. Die Prdparate wurden mit einem EMZ10-Elektronenmikroskop von Zeiss

ausgewertet.
Uranylacetat: 2% Uranylacetat in Ethanol
Bleicitrat nach Reynolds (1963): 1,33 ¢ Bleinitrat
1,76 ¢ Natriumcitrat
8 ml NaOH 1N

auf 50 ml mit abgekochtem bidestillierten

Wasser auffullen

3.37.5. Transmissions-Elektronenmikroskopie

Bei der Elektronenmikroskopie wird als Strahlenquelle ein Elektronenstrahl verwandt. Eine V-férmige
Kathode wird im Vakuum auf ungefédhr 2 000°C erhitzt, wobei Elektronen ausgesandt werden. Die
Elektronen werden im Vakuum auf ihrem Weg zur Anode stark beschleunigt. Die Préparate werden in
den Strahlengang eingebracht, wodurch die Elektronen abgelenkt werden und auf einem Bildschirm
ein Abbild des Préparates entsteht.

Die Netzchen mit den Préparateschnitten wurden in den Strahlengang eines EMI10
Elektronenmikroskopes von Zeiss eingeschleust. Zur Dokumentation wurden EM-Plattenfilme
(Kodak) belichtet und anschlieBend mit Tetenal Schnellfixierer fixiert. Die Negative wurden mit hoher
Auflésung (1000-1200 dpi) eingescannt und mit Adobe Photoshop bearbeitet.
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4. ERGEBNISSE

4.1. Export von CD83 mRNA
Reife dendritische Zellen exprimieren an ihrer Oberfliche den Oberflachenrezeptor CD83. Die
nukleozytoplasmatische Translokation der CD83 mRNA kann durch Hypusininhibitoren gehemmt

werden, was eine Beteiligung des einzig bekannten hypusinhaltigen Proteins beim Export vermuten

lasst (Kruse et al, 2000).

Innerhalb der kodierenden Sequenz des CD83-Transkriptes findet sich ein Bereich, der eine Stem-
Loop-Konfiguration ausbildet und mit dem Protein HuR interagiert (Prechtel et al., 2006). Dieser
Bereich wird daher HuR-Response-Element (HRE), oder auch posttranskriptionelles regulatorisches
Element (PRE) oder Stem-Loop-2-Element (SL2) genannt. HuR ist ein ubiquitér exprimiertes Mitglied
der ELAV-Familie (,,Embryonic Lethal Abnormal Vision) RNA-bindender Proteine (Ma et al., 1996).
Es bindet an AU-reiche Bereiche in der 3’-untranslatierten Region bestimmter mRNAs und fiihrt zur
Stabilisierung der RNA (Fan et al, 1997). Hierbei wirkt es den destabilisierenden AUF-Proteinen
entgegen. Im Falle der CD83 mRNA fiihrt eine Bindung an das HuR-Response-Element jedoch nicht
zu einer Stabilisierung (Prechtel et al., 2006). Des Weiteren kann HuR an die Proteine APRIL und
PP32 binden, welche beide leucinreiche Exportsignale beinhalten und mit CRMI interagieren

(Brennan et al, 2000).

4.1.1. Das HuR-Response-Element (HRE) ist fiir den Export von CD83-Transkripten
essentiell
Die kodierende Sequenz von CD83 mit der Lokalisation des HuR-Response-Element (HRE) und die

untranslatierten Bereiche sind in Abb. 5.1. im Anhang gezeigt.

Zunéchst sollte liberpriift werden, ob das HuR-Response-Element (HRE) in der kodierenden Sequenz
von CDS3 fiir den Export essentiell ist. Dazu wurden durch in-vitro-Transkription Digoxigenin-UTP
oder **P-UTP-markierte CD83 mRNA-Konstrukte hergestellt. Neben der gesamten wildtypischen
Sequenz (CD83 Wildtyp) wurden Transkripte produziert, bei denen das HRE entweder deletiert
(CD83 AHRE) oder durch eine so genannte gewobbelte Sequenz ersetzt wurde (CD83 HRE-wobble).
Die HRE-RNA ist in der Lage, eine Stem-Loop-Form auszubilden. Daher wurden bei der gewobbelten
Sequenz die Nukleotide der HRE-Sequenz so ausgetauscht, dass die Tripletts zwar fiir dieselben

Aminosduren kodierten, aber eine Stem-Loop-Konfiguration nicht mehr moglich war.
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Die verschiedenen mRNA-Konstrukte wurden in Zellkerne von Xenopus-Oozyten injiziert. Nach 30
Minuten wurde die RNA aus Zellkern- und Zytoplasmafraktion getrennt isoliert. Die markierte RNA
wurde nach der Gelektrophorese entweder durch Belichtung eines Rontgenfilmes oder nach

Northernblot durch eine Farbreaktion nachgewiesen.

Wie in Abb. 4.1.1. dargestellt, wurde nur die Wildtyp-CD83 mRNA exportiert. Die Transkripte mit
der HRE-Deletion oder der Stem-Loop-defizienten Variante wurden im Zellkern retiniert. Dies spricht
dafiir, dass das HuR-Response-Element mit seiner charakteristischen Sekundarstruktur essentiell fiir

den nukleozytoplasmatischen Export der CD83-Transkripte ist.

cD83 cD83 CD83
Wildtyp  HRE-wobble AHRE
N C N C N C
BSA- (S e

Abb. 4.1.1.: Das HuR-Response-Element (HRE) ist fiir den Export der CD83 mRNA essentiell.
Verschiedene mRNA-Konstrukte fiir die gesamte kodierende Sequenz des Oberflichenrezeptors CD83 wurden
mit BSA zur Injektionskontrolle in den Zellkern manuell defollikulierter Oozyten injiziert. Das HuR-Response-
Element (HRE) der CD83-HRE-wobble-mRNA nimmt im Gegensatz zum Wildtyp keine Stem-Loop-2-
Konfiguration an, fiihrt aber zur identischen Aminosduresequenz. Bei der Deletionsvariante CD83 AHRE fehlt
das HuR-Response-Element. Nach 30 Minuten wurden die Oozyten in Zellkern- und Zytoplasmafraktion
getrennt und jeweils sowohl eine RNA- und Proteinisolation durchgefiihrt. Die RNA wurde mit einem
einprozentigen RNA-Agarosegel aufgetrennt und auf eine Nylonmembran iibertragen. Die injizierte RNA wurde
nach Immundetektion mit Digoxigenin-Antikérpern mit einer Farbreaktion dargestellt. Die wildtypische CD83
mRNA wurde im Gegensatz zu CD83 HRE-wobble und CD83 AHRE mRNA exportiert. In der unteren Reihe ist
der Immunblot mit BSA-Antikérpern zur Injektionsgenauigkeit gezeigt. N: Zellkernfraktion; C:
Zytoplasmafraktion.
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4.1.2. HuR, elF5A und CRM1 sind am Export von CD83 mRNA beteiligt

Das HuR-Response-Element der CD83 mRNA interagiert mit HuR und ist fiir den Export essentiell
(Prechtel et al., 2006). HuR und sein Xenopus-Homolog ElrA werden vom Antikdrper ELAV 065
erkannt. Daher wurde gepriift, ob durch die Mikroinjektion von ELAV 065-Antikérper der Export von
CD83-HRE inhibieren werden kann. Fiir diese Versuche wurden Transkripte eingesetzt, die nur aus
der HRE-Sequenz oder der gewobbelten HRE-Sequenz bestanden. In den Kontrolloozyten wurden
HRE-Transkripte exportiert, HRE-wobble-Transkripte hingegen verblieben im Zellkern (Abb. 4.1.2.,
Spur 2 und 3). Nach Mikroinjektion von ELAV 065-Antikdrpern wurde auch der Export der HRE-
Transkripte weitgehend unterbunden (Abb. 4.1.2., Spur 5 und 6).

Die Beteiligung von elF5A am Export wurde ebenfalls mit inhibierenden elF5A-Antikorpern getestet.
Auch nach Mikroinjektion von elF5SA-Antikérpern wurden HRE-Transkripte nicht mehr in das
Zytoplasma transportiert (Abb. 4.1.2., Spur 7 und 8).

Da ELAV- und elF5A-Antikorper den Export von HRE-Transkripte aus dem Zellkern unterbinden
konnten, wurde eine Beteiligung von HuR und eIF5A am Export von CD83 mRNA vermutet.

Kontrolle +ELAV 065-Antikérper +oelF5A
1 2 3 4 5 6 7 8

CD83-HRE- — -8 -8
CD83-HRE-wobble- — B8 — #%

. -CD83-HRE

t B — -BSA
K N C K N C N c

Abb. 4.1.2.: Der Export der CD83-HRE-RNA (HRE-Domiine) wird durch ELAV 065-Antikérper und
elF5A-Antikorper inhibiert.

Zunéchst wurden Isotypkontrollantikérper (Spur 1-3), Antikorper gegen HuR (ELAV 065-Antikorper)(Spur 4-
6) oder elF5A-Antikorper (Spur 7 und 8) in den Zellkern injiziert. Eine Stunde spéter wurde radioaktiv
markierte CD83-HRE-RNA (HRE-Doméne) in manuell defollikulierte Oozyten mikroinjiziert. Nach 30 Minuten
wurde die RNA aus gesamten injizierten Oozyten (K), aus den Kernfraktionen (N) und Zytoplasmafraktionen
(C) isoliert und mit einem sechsprozentigem Acrylamidgel aufgetrennt und die radioaktive injizierte RNA durch
die Schwirzung eines Rontgenfilms nachgewiesen. Zur Injektionskontrolle wurde neben Dextranblau CD83-
HRE-wobble (Spur 1-6) oder BSA (Spur 7 und 8) mikroinjiziert. CD83-HRE-wobble (diinner Pfeil) wird wie
BSA nicht exportiert (Spur 2, 5 und 7). Das Stem-Loop-konfigurierte HuR Response Element (HRE)(dicker
Pfeil) wird im Gegensatz zum gewobbelten HRE in das Zytoplasma transportiert (Spur 1-3). Sowohl ELAV-
Antikdrper (Spur 4-6) als auch elF5A-Antikérper (Spur 7 und 8) konnten den Export des Stem-Loop-
konfigurierten HRE hemmen. Die markierte Bande (*) stellt vermutlich ein Degradationsprodukt des CD83-
HRE dar.
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Es wurde beschrieben, dass die Inkubation einer ektop CD83-expremierenden COS-Nierenzellinie mit
dem CRM1-Inhibitor Leptomycin B eine Anreicherung von CD83 mRNA im Zytoplasma blockieren
konnte (Prechtel et al., 2006). Aus diesem Grunde wurden die Oozyten ebenfalls mit Leptomycin B
vorbehandelt und anschlieend der Export der CD83-HRE analysiert. Tatsidchlich wurde CD83-HRE
im Zellkern angereichert (Abb. 4.1.3., vergleiche Spur 2 und 3 mit Spur 4 und 5), wodurch auch im
Oozytensystem ein Hinweis fiir eine Beteiligung von CRM1 beim Export von CD83 mRNA gefunden

werden konnte.

-LMB +LMB
1 2 3 4 )

CD83-HRE- |

C N C

Abb 4.1.3.: Der Export der CD83-HRE-RNA (HRE-Domiine) wird durch Leptomycin B (LMB) inhibiert.
Manuell defollikulierte Xenopus-Oozyten wurden eine Stunde lang in Barth-Medium ohne (Spur 2 und 3) und
mit Leptomycin B (200 nM) (Spur 4 und 5) inkubiert. Radioaktiv markierte wurde in Oozytenkerne injiziert.
Nach 30 Minuten wurde die RNA aus der Kern- und Zytoplasmafraktion isoliert auf ein sechsprozentiges RNA-
Acrylamidgel aufgetragen und mittels Autoradiographie nachgewiesen. Spur 1 zeigt die radioaktiv markierte
CDS83-HRE-RNA aus zwei injizierten Oozyten. Bei den Leptomycin B-behandelten Oozyten ist eine
Anreicherung der markierten CD83-HRE-RNA im Zellkern zu sehen (Spur 2). K: Kontrolle, radioaktiv
markierte CD83-HRE-RNA aus zwei gesamten injizierten Oozyten; N: radioaktiv markierte CD83-HRE-RNA
aus der Zellkernfraktion; C: radioaktiv markierte CD83-HRE-RNA aus der Zytoplasmafraktion. Als optische
Injektionskontrolle wurde Dextranblau in den Injektionsansatz gegeben.

4.1.3. Am Export von humaner CD83 mRNA beteiligte Faktoren haben Homologe bei
Xenopus laevis

In dieser Arbeit wurde das Exportverhalten humaner CD83 mRNA in Xenopus laevis-Oozyten
untersucht. ElrA ist als Xenopus-Homolog zu HuR bereits beschrieben (Good, 1996). EIrA zeigt auf
dem Proteinlevel 92 % Identitdit zu HuR (sieche Abb. 4.1.6.). HuR besitzt zwei exportrelevante
Bindungspartner, APRIL und PP32. Neben einem noch nicht bekannten Transportweg wird HuR
vermutlich mit Hilfe von CRM1 sowie APRIL und/oder PP32 exportiert. Da solche Proteine fiir
Xenopus laevis noch nicht beschrieben wurden, sollten bioinformatisch potentielle Homologe fiir
APRIL und PP32 identifiziert werden. In Abbildung 4.1.4. und 4.1.5. sind die humanen Proteine und
deren Xenopus-Kandidaten dargestellt. Neben den klassischen Kernlokalisationssignalen weisen alle
Proteine mehrere leucinreiche Sequenzbereiche auf, die Ahnlichkeiten mit einem leucinreichen

Exportsignal besitzen.
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APRIL MDMKRRIHLELRNRTPAAVRELVLDNCKSNDGKIEGLTAEFVNLEFLSLINVGLISVSNL 60
XAPRIL MDMKKRIHLELRNRTPSDVRELVLDNCRAHEGKIEGLTAEFVNLEFLSLINVLLMSVSNL 60
KKK s KXXXRKRKKKKK s Khhhhhhh ks s s s khkhh kA AAXXXXXXXXXRARX K s KKK KK
APRIL PKLPKLKKLELSENRIFGGLDMLAEKLPNLTHLNLSGNKLKDISTLEPLKKLECLKSLDL 120
XAPRIL PKLPKLKKLELSDNRISGGLDVLAEKLSNLTHLNLSGNKIKDISTLEPLKKFETLKSLDL 120

KAk khkAkhkhkhkkhkhhkokhkhkhk hhkkhkkhohkhhkhh KdhkhAkhkhkhAkhkhhkhhoehkhkhAkhkhhAkhkbkhAkhk ek *hkAkkhk

APRIL FNCEVTNLNDYRESVFKLLPQLTYLDGYDREDQEAPDSDAEVDG--VDEEEEDEEGEDEE 178
XAPRIL FNCEVTNLNDYRESVFKLLPQLTYLDGYDREDKEAPDSDAEADGDGVDEEEEDEEGEEEE 180

Ak khk Ak Ak hhAhkhhAhkhhAhkhhAhkhhAhkhkhAkhkhkkhAhh ke kA XA xA kA Ak K% kAR hkA ARk AKXk Ak o« kKk

APRIL DEDDEDGEEEE--FDEEDDEDEDVEGDEDDDE---VSEEEEEFG----LDEEDE--DEDE 227
XAPRIL EDEEEEGEEEEDVDDEDDDEDEEELAEEDDEEDGSGEEEEEDFGHDGEVDEEDDEDDEEE 240
cee ek s Kok ok ok ok KK KXKXKK L kokok ek LKk ok ok sk ok ckkokk s kok ek
|
APRIL DEEEEEGGKGEKRKRETDDEG--EDD 251
XAPRIL DEEEEESGKGEKRKRDTDDEGDEEDD 266

khkkhkhkkk Kkkhkhkkkhkhkkk o kkkkk * Kk

Abb. 4.1.4.: Sequenzvergleich von APRIL bei Homo sapiens und Xenopus laevis.

Die Aminosduresequenz von humanem APRIL und Xenopus-APRIL (XAPRIL) ist zu 80 Prozent identisch
(identische Aminosduren sind grau unterlegt). Der Sequenzvergleich wurde mit clustalW durchgefiihrt.
Mogliche leucinreiche Kernexportsignale (Position 63-71, 87-95, 112-120) sind unterstrichen und fett gedruckt
(Konsensussequenz LxxLxxLxL wobei L durch ILV,F,M ersetzt sein darf und rot gekennzeichnet ist). Das
klassische Kernlokalisationssignal, bestehend aus Arginin und Lysin (Position 238-241 bzw. 252-255), ist fett
und kursiv dargestellt. Die Phosphorylierung des Threonin an Position 244 soll den nukleozytoplasmatischen
Export von APRIL triggern (Fries et al., 2007). Das Threonin an Position 244 von APRIL ist fett gedruckt und
mit einem Pfeil gekennzeichnet.

PP32 MEMGRRIHLELRNRTPSDVKELVLDNSRSNEGKLEGLTDEFEELEFLSTINVGLTSIANL 60
XPP32 MDMKKRIHLELRNRTPADVKELVLDNCRSKEGKIEGLTDEFEGLEFLSTINVCLSSIANL 60

Kok oekhhkhkkhkhkhAkhkhkkhkkhkkohkhkkhAkhkhkkhkhhkkh Kkhkeoehkkhkhohkhkhkhkhkhkhh *hkkhkhkhkkhkhkk *oekkkhkhk

PP32 PKLNKLKKLELSDNRVSGGLEVLAEKCPNLTHLNLSGNKIKDLSTIEPLKKLENLKSLDL 120
XPP32 PKLNKLKKLELSDNNISGGLEVLAEKCPNLTHLNLSGNRIKDLSTIEPLKKLEHLKSLDL 120

KAk kA KAAhhAkAhkhkkhAkhkhkk o hhhkAdAAdA A A dA A A hA A hkhAh Ak k e khhk Ak hk Ak A r kA hkk ko kAKX khk

PP32 FNCEVTNLNDYRENVFKLLPQLTYLDGYDRDDKEAPDSDAEGYVEGLDDEEEDEDEEEYD 180
XPP32 FNCEVTINLNDYRENLFKLLPQLTYLDGYDRDDKEAPDSDAEGYVEGLDDDEDDEDEDDYD 180

KA AAKAA A AR A kA Kk e kA AR A AR A AR A AR A AR A A A A A Ak Ak A kA A A kA A Ak ek e kA Kk ko o kK%

PP32 EDAQVVEDEEDEDEEEEGEEEDVSGEEEEDEEGYNDGEVDDEEDEEELGEEERGOKRKRE 240

XPP32 EDVPPGEEGEDDDDEEEGEEEEVSGEEEEDEDASREGEED-EGDEE----AEHGEKRKRD 235
**' *: **:*:*******:*********:. .:** *x kK kK%K *:*:****:

PP32 PEDEGEDDD 249

XPP32 ODDEGEDDD 244

e Kk kA Kk kK

Abb. 4.1.5.: Sequenzvergleich von PP32 (Homo sapiens) und dem Xenopus-Aquivalent XPP32.

Die Aminosduresequenz von humanem PP32 und dem Xenopus-Aquivalent XPP32 ist zu 81 Prozent identisch
(identische Aminoséuren sind grau unterlegt). Der Sequenzvergleich wurde mit clustalW durchgefiihrt.
Mogliche leucinreiche Kernexportsignale (Position 63-71, 112-120) sind unterstrichen und fett gedruckt
(Konsensussequenz ~ LxxLxxLxL ~ wobei Leucine rot gekennzeichnet sind). Das klassische
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Kernlokalisationssignal, bestehend aus Arginin und Lysin (Position 235-238 bzw. 231-234), ist fett und kursiv
dargestellt.
Nun wurden zu allen moglicherweise am CD83 mRNA-Export beteiligten menschlichen Proteinen

bioinformatisch Xenopus-Aquivalenten ermittelt (Tab. 4.1.). Fiir jedes menschliche Protein aufer
CD83 konnte ein Xenopus-Aquivalent zugeordnet werden. Auf dem Proteinlevel weisen XAPRIL und
XPP32 zu ihrem humanen Pendant 80 bzw. 81 Prozent Identitdt auf. Die Rate dhnlicher Aminoséuren
lag bei 89 Prozent fiir APRIL und XAPRIL und 91 Prozent fiir PP32 und XPP32. Humanes HuR und
Xenopus-ElrA haben 92 Prozent identische Aminosduren, humanes CRM1 und das Xenopus-Protein
XPO1 97 Prozent, humanes Ran und das Xenopus-Aquivalent XRan 98 Prozent, B-Aktin von Mensch
und Xenopus 99 Prozent und eIlF5A beider Spezies 100 Prozent identische Aminosduren. Das Protein

RanBP3 von Mensch und Xenopus zeigt 69 Prozent identische und 84 Prozent dhnliche Aminoséuren.

Homo sapiens Xenopus laevis identische AS ahnliche AS
CRMI1/Exportinl XPOl1 97 % 98 %
Ran XRan 98 % 99 %
RanBP3 RanBP3 69 % 84 %
elF5A elF5A 100 % 100 %
3-Aktin B-Aktin 99 % 100 %
HuR ElrA 92 % 95 %
APRIL XAPRIL 80 % 89 %
PP32 XPP32 81 % 91 %

Tab 4.1.: Vergleich der Aminosiduresequenzen von humanen Proteinen, die beim Export von CD83
mRNA maoglicherweise eine Rolle spielen, mit den Homologen bei Xenopus laevis.

Die Proteine besitzen zwischen 69 und 100 % identische und zwischen 84 und 100 % &hnliche Aminosduren
(AS). Fiir das humane Protein CD83 konnte mit Datenbankanalysen kein entsprechendes Protein bei Xenopus
laevis identifiziert werden. Die Sequenzvergleiche wurden mit clustalW durchgefiihrt. Sie sind im Anhang in
Abb. 5.2. (CRM1/Exportinl/XPO1), 5.3. (Ran), 5.4. (RanBP3), 5.5. (eIF5A), 5.6. (B-Aktin), bzw. in Abb. 4.1.6.
(HuR/ElrA), 4.1.4. (APRIL/XAPRIL) und 4.1.5. (PP32/XPP32) zu sehen.

4.1.4. Leucinreiche Sequenzen bei HuR, APRIL, PP32 und den Xenopus-Homologen
Als néchstes sollten leucinreiche Exportsignale von ElrA, XAPRIL und XPP32 anhand der
Konsensussequenz gefunden werden. Die Sequenz [LIVFM]-X(2-3)-[LIVFM]-X(2-3)-[LIVFM]-X-

[LIVFM] subsumiert leucinreiche Exportsignale (la Cour et al., 2004). Das leucinreiche Exportsignal
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von HIV-1-Rev stellt den Prototyp dieser Exportsignale dar. Sowohl bei HuR und EIrA, als auch bei
APRIL und XAPRIL sowie PP32 und XPP32 konnten leucinreiche Sequenzen gefunden (Tab. 4.2.).
Die leucinreiche Konsensussequenz lautete hierfiir [LIF]-XX-L-XX-L-X-L. In leucinreichen
Exportsignalen treten neben den Leucinen unter anderem héufig die Aminosduren Glutaminséure (E),
Asparaginsiure (D) und Serin (S) auf. In der Tat fanden sich diese Aminosduren in den leucinreichen
Sequenzbereichen von HIV-1-Rev, APRIL, XAPRIL, PP32 und XPP32, nicht jedoch bei HuR oder
ElrA (Tab. 4.2.).

Protein LXXLXXLXL
HIV-1-Rev LPPLERLTL
H. s. HuR INTLNGLRL
X. 1. EIrA INTLNGLRL
H. s. APRIL LPKLKKLEL---LPNLTHLNL---LECLKSLDL
X.1l. XAPRIL LPKLKKLEL---LSNLTHLNL---FETLKSLDL
H. s. PP32 LNKLKKLEL----—--- //------ LENLKSILDL
X.1. XPP32 LNKLKKLEL--—-—---- //---—-—- LEHLKSLDL

Tab. 4.2.: Vergleich verschiedener leucinreicher Sequenzen in den humanen Proteinen HuR, APRIL und
PP32 und ihren Xenopus-Homologen mit dem Prototyp im HIV-1-Rev-Protein.

Die leucinreichen Sequenzen der humanen und der Xenopus-Proteine sind &hnlich aufgebaut wie das
Exportsignal des HIV-1-Rev. Die leucinreichen Sequenzbereiche der Proteinpaare (HuR-ElrA, APRIL-
XAPRIL, PP32, XPP32) sind nahezu identisch. Leucine bzw. deren Substitute sind rot gekennzeichnet, die in
leucinreichen Exportsignalen ebenfalls haufig vorkommenden Aminosduren Glutaminsédure (E), Asparaginsdure
(D) und Serin (S) sind blau markiert.

HuR soll nur nach Interaktion mit APRIL oder PP32 in der Lage sein, mit dem Exportrezeptor fiir
leucinreiche Sequenzen, CRM1, exportiert zu werden (Brennan et al., 2000). Dennoch enthdlt HuR
selbst eine leucinreiche, HIV-1-Rev-NES &dhnliche Sequenz. Um die Lage dieser Sequenz bei HuR und
ElrA zu lokalisieren, wurde ein Sequenzvergleich von HuR und ElrA durchgefiihrt und die drei RNA-
Erkennungsmotive (RRM1, RRM2, RRM3) sowie die bekannte Shuttelsequenz HNS eingezeichnet.
Hierbei zeigte sich, dass die leucinreiche Sequenz innerhalb des ersten RNA-Erkennungsmotives liegt
(Abb. 4.1.6.). Leucinreiche Exportsignale formen oft eine a-Helix aus, zumindest am Aminoterminus
(la Cour et al., 2004). Daher wurde eine dreidimensionalen Modellierung von HuR/EIrA zur
Darstellung von Sekundérstrukturen durchgefiihrt (Abb. 4.1.7.). In der Tat zeigte sich am

Aminoterminus der leucinreichen Sequenz von HuR/EIrA eine a-Helix.
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HuR weist zwar Merkmale eines leucinreichen Exportsignals auf. Es fehlen jedoch die haufig in

diesen Sequenzen vorkommenden Aminosduren Glutaminsaure (E), Asparaginsidure (D) und Serin (S)

(Tab. 4.2.). AuBerdem liegt der leucinreiche Sequenzbereich innerhalb eines Bindungsmotivs.

ElrA
HuR

ElrA
HuR

ElrA
HuR

ElrA
HuR

ElrA
HuR

ElrA
HuR
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Abb. 4.1.6.: Lage von leucinreicher, NES-ihnlicher Sequenz und HNS bei HuR und EIrA.
Die RNA-Bindungsmotive sind in rot dargestellt. RRM 1: AS 21-94; RRM 2: AS 107-182; RRM 3: AS 245-
318. In blau ist die HuR-Shuttel-Sequenz (HNS) markiert. Mit den kursiven und unterstrichenen Argininen (AS
205-219) besitzt dieser Sequenzbereich Ahnlichkeiten mit einem zweigeteilten Kernlokalisationssignal. Der
Sequenzvergleich wurde mit clustal W durchgefiihrt.
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Abb. 4.1.7.: Dreidimensionales Modell von HuR/ElrA. Am Aminoterminus der leucinreichen Sequenz
befindet sich eine a-Helix.

Die dreidimensionale Darstellung von HuR/EIrA erlaubt die Analyse von Sekundérstrukturen. Die leucinreiche
Sequenz (a) ist an ihrem Aminoterminus Teil einer a-Helix (ILE 78, ASN 79, LEU 81). Die Aminosauren der
leucinreichen Sequenz sind beschriftet. In b, ¢ und d sind verschiedene Ansichten der RNA-Erkennungsmotive 1
und 2 und die Lage der leucinreichen Sequenz (Pfeil) zu sehen.

4.1.5. XAPRIL und XPP32 werden CRM1-vermittelt exportiert

Der CRM1-Inhibitor Leptomycin B fiihrt zur Hemmung des Exports von Substraten mit leucinreichen
Exportsignalen. XAPRIL und XPP32 besitzen sowohl ein Kernlokalisationssignal als auch
Kernexportsignal. Daher musste zunéchst die Lokalisation der Proteine bestimmt werden. Hierzu
wurde die kodierende Sequenz fir ElrA, XAPRIL und XPP32 in einen eukaryotischen
Expressionsvektor einkloniert. Die Lokalisation der resultierenden GFP (griin fluoreszierendes
Protein)-Fusionsproteine in somatischen Xenopus-Zellen konnte per Fluoreszenzmikroskopie
bestimmt werden (Abb. 4.1.8.). Sowohl ElrA, als auch XAPRIL und XPP32 lokalisieren vorwiegend

im Zellkern.

EIrA-EGFP

XAPRIL-EGFP

XPP32-EGFP
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Abb. 4.1.8.: EGFP-Fusionsproteine von EIrA (a), XAPRIL (b) und XPP32 (c) sind im Zellkern von XTC-
Zellen lokalisiert. Da jedes Fusionsprotein sowohl Kernexportsignale als auch Kernlokalisationssignale enthilt,
tiberwiegt der Kernimport. Eichstrich 10 pm.

Um nur den Export von XAPRIL und XPP32 darzustellen, wurde das C-terminal liegende
Kernlokalisationssignal  deletiert (XAPRIL-ANLS, XPP32-ANLS). Bakterien wurden mit
Expressionsvektoren mit der kodierenden Sequenz fiir diese Import-inkompetenten Proteine
transfiziert und die Proteinexpression mittels IPTG induziert. Anschlieend wurden die Proteine GST-
APRIL-ANLS und XPP32-ANLS-His6 aus dem Bakterienlysat aufgereinigt. Somatische A6-Xenopus-
Zellen wurden mit und ohne CRM1-Inhibitor Leptomycin B (LMB) inkubiert und mit XPP32-ANLS-
His6 in den Kern mikroinjiziert. Nach zwei Stunden wurden die Zellen fixiert und das Histidin-
markierte XPP32-ANLS mit Histidin-Antikorpern nachgewiesen. Wiahrend bei den nicht mit LMB
behandelten Zellen XPP32-ANLS-His6 im Zytoplasma detektiert werden konnte, konnte Gegensatz

dazu bei den leptomycinbehandelten Zellen XPP32-ANLS-His6 nur im Kern und nicht im Zytoplasma

nachgewiesen werden. Hieraus wurde gefolgert, dass der nukleozytoplasmatische Export von XPP32-

ANLS-His6 durch CRM1 vermittelt wird.

XPP32-ANLS -LMB g merge

XPP32-ANLS +LMB g merge

Abb. 4.1.9.: Der Export von XPP32 ist durch Leptomycin B (LMB) hemmbar.

Das Kernlokalisationssignal von XPP32 wurde deletiert und ein Fusionsprotein XPP32-ANLS-His6 hergestellt.
A6-Zellen wurden fiir zwei Stunden ohne (a) oder mit LMB (b) inkubiert und das Fusionsprotein in den
Zellkern injiziert. Nach zwei Stunden Inkubation wurden die Zellen fixiert und eine Immunfluoreszenz mit
Histidin-Antikorpern durchgefiihrt. Ohne Leptomycin B kam es zum Export des Proteins in das Zytoplasma (a),
in Anwesenheit von LMB wurde der Export unterbunden (b). Eichstrich 10 um.

Dieses Experiment wurde ebenfalls mit GST-XAPRIL-ANLS wiederholt. Aufgrund der starken
Hintergrundfarbung konnte das exogen applizierte GST-XAPRIL-ANLS in der Immunfluoreszenz
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jedoch nicht zufrieden stellend dargestellt werden. Injektionsversuche mit Xenopus-Oozyten blieben

ebenfalls erfolglos.

Um dennoch eine Aussage iiber eine Interaktion von XAPRIL mit CRM1 treffen zu kénnen, wurde ein
Overlay-Blot-Assay durchgefiihrt. Rekombinantes Histidin-markiertes Xenopus-CRM1 wurde auf eine
Nitrozellulose transferiert und mit GST-XAPRIL inkubiert. Weil GST (Glutathion-S-Transferase) fiir
unspezifische Bindungen bekannt ist, wurde als Kontrolle CRM1 mit GST inkubiert. Das gebundene
GST bzw. GST-XAPRIL wurde immunologisch durch GST-Antikérper nachgewiesen. Wie in Abb.
4.1.10. zu sehen, trat zwar eine unspezifische Bindung von GST an CRMI1 auf (Spur 1 und 3).
Allerdings band deutlich mehr GST-XAPRIL (Spur 2 und 3) als Kontroll-GST an CRM1. Somit kann

von einer Interaktion von XAPRIL mit CRM1 ausgegangen werden.

GST GST-XAPRIL GST GST-XAPRIL
G;P G;P Oo-E;trakt Oo-E;trakt
A 1 2 3 4
116-
o7- . B - - — -CRM1
66- —— ——— *
45- .
B
Q7. | — e — s  -CRM1-Beladungskontrolle

Abb. 4.1.10.: XAPRIL interagiert mit CRM1.

Das aufgereinigte Fusionsprotein CRM1-His6 wurde nach SDS-PAGE auf eine Nitrozellulose transferiert. Die
Nitrozellulose wurde mit rekombinantem GST (Spur 1 und 3) oder GST-XAPRIL (Spur 2 und 4) mit Zusatz
von Energie (GTP)(Spur 1 und 2) oder Oozytenextrakt (Spur 3 und 4) inkubiert. AnschlieBend wurde
gebundenes GST bzw. GST-XAPRIL durch spezifische Antikorper nachgewiesen (A). Es band deutlich mehr
GST-XAPRIL als Kontroll-GST an CRM1. GST-APRIL hat auch an Degradationsprodukte (*) von CRM1
gebunden. Zur Beladungskontrolle wurde die Nitrozellulose mit dem CRM1 mit Ponceau S angeférbt (B). Am
linken Rand ist der Molekulargewichtsmarker in kDa gezeigt.

4.1.6. EIrA ist ein Interaktionspartner von elF5A

Es ist bekannt, dass beim Export von HIV-RNA das Shuttelprotein Rev einerseits an das Rev-
Response-Element der HIV-RNA, andererseits an das Protein eIF5A bindet (Ruhl et al., 1993; Liu et
al., 1997). Wie in 4.1.2. dargestellt, wurden sowohl elF5A als auch das HuR-Homolog EIrA als
essenticlle Faktoren beim Export der CD83-HRE-RNA identifiziert. Da ElrA an das HuR-Response-
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Element der CD83 mRNA bindet und elF5A ebenfalls bei dessen Export beteiligt ist, sollte nun
gepriift werden, ob ElrA und eIF5A miteinander interagieren kdnnen.

Hierzu wurde wiederum ein Overlay-Blot-Assay durchgefiihrt. Rekombinantes GST-eIF5A oder GST
alleine wurde mit ElrA auf der Nitrozellulose inkubiert. Wie in Abb. 4.1.11. zu sehen, band mehr

GST-elF5A (Spur 2 und 4) als Kontroll-GST (Spur 1 und 3) an EIrA.

GST GST-elF5A GST GST-elF5A
+ + + +
GTP GTP Oo-Extrakt Oo-Extrakt
A 1 2 3 4
66- . -
45-
31-
21- \
B 45- taes :
- — — s -EIrA-Beladungskontrolle

31-

Abb. 4.1.11.: ElrA interagiert mit eIFSA.

Das aufgereinigte Fusionsprotein ElrA-His6 wurde nach SDS-PAGE auf eine Nitrozellulose transferiert. Die
Nitrozellulose wurde mit rekombinantem GST (Spur 1 und 3) oder GST-eIF5A (Spur 2 und 4) mit Zusatz von
Energie (GTP)(Spur 1 und 2) oder Oozytenextrakt (Spur 3 und 4) inkubiert. AnschlieBend wurde gebundenes
GST bzw. GST-elF5A durch spezifische Antikdrper nachgewiesen (A). Es band mehr GST-eIF5SA als Kontroll-
GST an ElrA-His6. Zur Beladungskontrolle wurde das ElrA-His6 durch einen Immunblot mit ELAV 065-
Antikorper detektiert (B). Am linken Rand ist der Molekulargewichtsmarker in kDa gezeigt.

Es wurde beschrieben, dass elF5A eine tausendfach hohere Affinitét fiir den Exportrezeptor Exportin
4 im Vergleich zu CRM1 besitzen soll. Allerdings soll fiir den Export von eIF5A via Exportin 4 die
Hypusinmodifikation eine essentielle Rolle spielen (Lipowsky et al., 2000). Im Gegensatz dazu ist die
Interaktion mit dem Exportrezeptor CRM1 nicht abhingig von der Hypusinmodifikation (Rosorius et
al., 1999; Hoffmann et al., 2001). Daher sollte nochmals tiberpriift werden, ob im Xenopus-System
eine Interaktion von nicht hypusinyliertem eIFSA und CRM1 moglich ist. Im Overlay-Blot-Assay
wurde rekombinantes GST-eIFSA oder GST alleine mit CRM1 auf der Nitrozellulose inkubiert. Wie
in Abb. 4.1.12. zu sehen, band mehr GST-eIF5A als Kontroll-GST an CRM1. Eine Interaktion von

nicht hypusinyliertem elF5A mit CRM1 kann daher angenommen werden.
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GST GST-elF5A GST GST-elF5A
+ + + +
GTP GTP Oo-Extrakt Oo-Extrakt
A 1 2 3 4
116-
97- - —_ - s -CRM1
66- S %
45-
B
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Abb. 4.1.12.: eIF5A interagiert mit CRM1.

Das aufgereinigte Fusionsprotein CRM1-His6 wurde nach SDS-PAGE auf eine Nitrozellulose transferiert. Die
Nitrozellulose wurde mit rekombinantem GST (Spur 1 und 3) oder GST-eIFSA (Spur 2 und 4) mit Zusatz von
Energie (GTP)(Spur 1 und 2) oder Oozytenextrakt (Spur 3 und 4) inkubiert. AnschlieBend wurde gebundenes
GST bzw. GST-elF5A durch spezifische Antikdrper nachgewiesen (A). Es band mehr GST-eIF5A als das
Kontroll-GST an CRM1. GST-eIlF5A hat auch an ein Degradationsprodukt (*) von CRM1 gebunden. Zur
Beladungskontrolle wurde die Nitrozellulose mit dem CRM1 mit Ponceau S angefarbt (B). Am linken Rand ist
der Molekulargewichtsmarker in kDa gezeigt.

4.1.7. Die CD83 mRNA enthilt kein putatives elFSA-Erkennungsmotiv

elF5A kann direkt an RNA binden. Neben der hypusinabhdngigen Interaktion mit dem HIV-Rev-
Response-Element und der U6 RNA in vitro (Liu et al., 1997) wurden Interaktionen mit RNAs mit den
Sequenzmotiven UAACCA und AAAUGU als putative Interaktionselemente beschrieben (Xu und
Chen, 2001; Xu et al., 2004). Die CD83 mRNA (siche Anhang Abb. 5.1.) wurde daraufhin auf diese
Sequenzmotive durchsucht. Weder in der 5°-UTR oder der 3’-UTR, noch in der kodierenden Sequenz
konnte eines dieser beiden Konsensussequenzen gefunden werden. elF5A ist zwar am Export der
CD83 mRNA beteiligt. Die Interaktion von elF5A und CD83 mRNA erfolgt jedoch nicht {iber die
elF5A-Erkennungsmotive UAACCA oder AAAUGU, da diese in den CDS83-Transkripten nicht

vorliegen.

4.2. Export von oozytentypischem Transkriptionsfaktor IIIA (TFIIIA) in Oozyten von
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Xenopus laevis

Als Bindungspartner von elF5A wurde in Xenopus-Oozyten der oozytentypische Transkriptionsfaktor
TFIIIA identifiziert (Doktorarbeit W. Hofmann, 2002). TFIIIA weist Ahnlichkeiten mit dem HIV-1-
Rev-Protein auf. Beide sind in den RNA-Export involviert und besitzen ein leucinreiches
Exportsignal. Das Exportsignal von TFIIIA war in der Lage, das Exportsignal von Rev funktionell zu
ersetzen (Fridell et al., 1996). Es kann daher von einem gemeinsamen Exportweg ausgegangen
werden. TFIITA existiert bei Xenopus laevis in zwei Varianten, einem somatischen TFIIIA und einem
in den Oozyten exprimierten TFIIIA (Kim et al., 1990; Ogilvie und Hanas, 1997). Wéahrend HIV-1-
RNA mithilfe von Rev exportiert wird, ist TFIIIA in frithen Oozytenstadien an der Transkription und
dem Export von 5S rRNA beteiligt. Gemeinsam mit 5S rRNA bildet es den 7S rRNA-Komplex, der im
Zytoplasma gelagert wird. Durch die Interaktion von 5S rRNA an TFIIIA wird nidmlich das
Importsignal des TFIIIA maskiert (Wischnewski et al., 2004). Nach Expression des Proteins L5 und
dessen Export in das Zytoplasma wird TFIIIA zunehmend aus der Bindung an 5S rRNA verdrangt und
5S rRNA zusammen mit L5 in den Kern importiert (Rudt und Pieler, 2001). Der schematische Aufbau
von TFIIIA mit Lage von Exportsignal und Zinkfingermotiven ist im Anhang in Abb. 5.7. gezeigt.
Weil elF5A beim Rev-vermittelten HIV-1-RNA-Export als Kofaktor essentiell beteiligt ist, sollte die

zellulare Funktion von eIlF5A beim TFIIIA-vermittelten Export analysiert werden.

4.2.1. TFIIIA ist an der Kernhiille lokalisiert

Exportrelevante Proteine sind an der Kernhiille lokalisiert. Zunéchst sollte daher die Lokalisation von
oozytentypischem TFIIIA {iberpriift werden. Zu diesem Zweck wurden spezifische monoklonale
Antikorper gegen Xenopus-TFIIIA hergestellt (Diplomarbeit H. Schneider, 2004). In einer
Doppelimmunfluoreszenz auf Oozytengefrierschnitten wurde die Lokalisation von TFIIIA und dem
Kernporenprotein Nup62 dargestellt. Wie in Abb. 4.2.1. zu sehen, lokalisieren TFIIIA und Nup62 an

der Kernhiille von Oozyten.
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Abb. 4.2.1.: Lokalisation von TFIIIA und Nup62 in Xenopus-Oozyten.

Von Xenopus-Ovar wurden Gefrierschnitte hergestellt und eine indirekte Immunfluoreszenz mit Antikdrpern
gegen TFIIIA und Nup62 durchgefiihrt. In a ist eine reife Oozyte, in b eine junge Oozyte gezeigt. Die
Lokalisation von TFIIIA ist in griin, von Nup62 in rot dargestellt, die Kolokalisation in gelb. Die Kernhiille ist
mit einem Pfeil markiert. Antikorper gegen TFIITA und Nup62 binden an der Kernhiille.

Eichstrich 10 pum.

Die Lokalisation von TFIIIA in Oozyten wurde auch im Immunblot iiberpriift. Hierzu wurden die
Proteine aus Zytoplasma, Zellkern und Kernhiille gefallt, mit einer SDS-PAGE aufgetrennt und auf
eine Nitrozellulose iibertragen. TFIIIA konnte im Zytoplasma und im Zellkern nachgewiesen werden
(Abb. 4.2.2. C und N). Dariiber hinaus wurde TFIIIA in der Fraktion der Kernhiillenproteine detektiert
(Abb. 4.2.2. NE).

45- |

31-
21- Wl e
C N NE

Abb. 4.2.2.: Der monoklonale TFIIIA-Antikorper erkennt ein 38 kDa grofies Protein in der Zytoplasma-,
Kern- und Kernhiillenfraktion.

Aus defollikulierten Oozyten wurden Zytoplasma, Kerne und Kernhiillen manuell isoliert und die Proteine
gefillt. Die Proteine wurden auf ein 18 %iges Acrylamidgel aufgetragen und mit einer SDS-PAGE aufgetrennt.
Nach Transfer auf eine Nitrozellulose wurde ein Immunblot mit einem monoklonalen TFIIIA-Antikdrper
durchgefiihrt. TFIIIA, markiert mit einem Pfleil, konnte In der Zytoplasma-, Kern- und Kernhiillenfraktion
nachgewiesen werden (C: Zytoplasma; N: Kerne; NE: Kernhiillen). Die mit einem * gekennzeichnete Bande
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stellt vermutlich ein Degradationsprodukt dar. Am linken Rand sind die Molekulargewichtsmarker in kDa
angegeben.
Aus der Immunfluoreszenz und dem Immunblot konnte die Lokalisation von TFIIIA an der Kernhiille

abgeleitet werden. Eine genauere Beschreibung der Lokalisation ermoglicht jedoch die
Immungoldlokalisation von TFIIIA auf handisolierten Kemnhiillen. Die Kernhiillen wurden vor der
Fixierung und Einbettung in Epon fiir die Elektronenmikroskopie mit einem monoklonalen TFIIIA-

Antikdrper und einem sekundédren goldgekoppelten Antikorper inkubiert. Wie in Abb. 4.2.3.

dargestellt, akkumuliert TFIIIA an den nukleoplasmatischen Filamenten der Kernporenkomplexe.

Abb. 4.2.3.: Lokalisation von TFIIIA an den nukleoplasmatischen Filamenten der Kernporenkomplexe
von Xenopus laevis-Oozyten.

Handisolierte Kernhiillen wurden vor der Einbettung fiir die Elektronenmikroskopie mit einem monoklonalen
Antikorper gegen TFIIIA und anschlieBend mit einem an 6 nm-Kolloidgold-gekoppelten sekundéren Antikérper
inkubiert. Die elektronenmikroskopische Aufnahme zeigt einen Querschnitt durch eine handisolierte Oozyten-
Kernhiille. Ein Teil der Goldpartikel ist mit einem Pfeil markiert. o: &ulere Kernhiillenmembran; i: innere
Kernhiillenmembran. TFIIIA lokalisiert an den nukleoplasmatischen Filamenten der Kernporenkomplexe.
Eichstrich 1 pm.

4.2.2. TFIIA wird mithilfe des Exportrezeptors CRM1 exportiert

Ob der Export von TFIIIA wie vermutet mittels CRM 1-Exportrezeptor verlduft, sollte im Folgenden
iiberpriift werden. Zunéchst wurde in einer Doppelimmunfluoreszenz auf Oozytengefrierschnitten die
Lokalisation von TFIIIA und dem Exportfaktor CRM1 dargestellt. Wie in Abb. 4.2.4. zu sehen,
kolokalisieren TFIIIA und CRM1 an der Kernhiille von Oozyten. Ergénzend hierzu wurde aufgrund
der besseren Diskriminierung eine Immungoldlokalisation von TFIIIA und CRM1 auf handisolierten
Kernhiillen von Xenopus-Oozyten durchgefiihrt. Die Kernhiillen wurden vor der Fixierung und
Einbettung in Epon fiir die Elektronenmikroskopie mit primiren Antikérpern gegen TFIIIA und
CRM1 und sekundéren goldgekoppelten Antikdrpern inkubiert. Sowohl TFIIIA als auch CRM1 waren

an den nukleozytoplasmatischen Filamenten der Kernporenkomplexe lokalisiert (Abb. 4.2.5.).
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TFINA

Abb. 4.2.4.: Lokalisation von TFIIIA und CRM1 in Xenopus-Oozyten.

Von Xenopus-Ovar wurden Gefrierschnitte hergestellt und eine indirekte Immunfluoreszenz mit Antikorpern
gegen TFIIIA und CRMI1 durchgefiihrt. In a ist eine reife Oozyte, in b eine junge Oozyte gezeigt. Die
Lokalisation von TFIIIA ist in griin, von CRM1 in rot, die Kolokalisation in gelb dargestellt. Die Kernhiille ist
mit einem Pfeil markiert. Antikorper gegen TFIIIA und CRM1 binden an der Kernhiille.

Eichstrich 10 pm.

Abb. 4.2.5.: Lokalisation von TFIIIA und CRM1 an Kernporenkomplexen von Xenopus laevis-Oozyten.
Die elektronenmikroskopischen Aufnahmen al, a2 und a3 zeigen Querschnitte durch eine handisolierte
Oozyten-Kernhiille. Vor der Einbettung wurde eine indirekte Immunfluoreszenz mit TFIIIA- und CRMI-
Antikorpern durchgefiihrt. Die sekundiren Antikdrper waren an 6 nm-Kolloidgold (TFIITA; schwarzer Pfeil)
oder 12nm-Kolloidgold (CRMI; weiler Pfeil) gekoppelt. o: duflere Kernhiillenmembran; i: innere
Kernhiillenmembran. TFIIA und CRMI1 lokalisieren an den nukleoplasmatischen Filamenten der
Kernporenkomplexe.
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Eichstrich 1 pm.
Anschlielend wurden Mikroinjektionsversuche durchgefiihrt. Hierzu wurde rekombinantes GST-HIV-

1-Rev-NES-Fusionsprotein als Kontrolle oder GST-TFIIIA-NES-Fusionsprotein in Kerne von
Xenopus-Oozyten injiziert. Zur Hemmung des CRMI1-vermittelten Exportes wurde ein Teil der
Oozyten in Leptomycin B inkubiert. Die Proteine aus Kern- und Zytoplasmafraktion wurden getrennt
gefillt und gelelektrophoretisch aufgetrennt. Nach dem Ubertragen auf eine Nitrozellulose wurde eine
Immundetektion der Fusionsproteine mit GST-Antikorpern durchgefiihrt. Als Injektionskontrolle
wurde der Injektionslésung BSA zugesetzt, welches ebenfalls durch Immundetektion nachgewiesen
wurde. Sowohl GST-HIV-1-Rev-NES (Abb. 4.2.6. A: Spur 1 und 2) als auch GST-TFIIIA-NES (Abb.
4.2.6. Spur 5 und 6) konnten ohne Leptomycin B-Behandlung im Zytoplasma nachgewiesen werden.
Nach Inkubation der Oozyten mit dem CRMI1-Inhibitor Leptomycin B hingegen konnte nur wenig
bzw. kein Fusionsprotein im Zytoplasma nachgewiesen werden (Abb. 4.2.6. A: Spur 3 und 4; B: Spur
7 und 8). Dies liel darauf schlieBen, dass der Export der Fusionsproteine GST-HIV-1-Rev-NES bzw.
GST-TFIIA-NES in das Zytoplasma durch den spezifischen CRM1-Inhibitor Leptomycin inhibiert
werden konnte.

Weil hieraus noch keine Schlussfolgerungen iiber den Export von TFIIIA in seiner vollen Linge
gezogen werden konnte, wurden Oozyten in Barth-Medium mit und ohne Leptomycin B inkubiert. Die
Kerne wurden manuell aus den Oozyten isoliert, die Kernproteine gefdllt und elektrophoretisch
aufgetrennt. Nach Transfer auf eine Nitrozellulosemembran erfolgte der Nachweis des endogenen
TFIIIA mit einem monoklonalen TFIIIA-Antikorper. Wie in Abb. 4.2.6. C zu sehen, reicherte sich
endogener TFIIIA nach Behandlung der Oozyten mit LMB in den Zellkernen von Xenopus-Oozyten
an. Dies deutete darauf ebenfalls darauthin, dass endogener TFIIIA mittels CRM1 aus dem Zellkern
exportiert wird. Aufgrund der Anreicherung von TFIIIA im Zytoplasma von Oozyten und des starken
Signals im Immunblot im Sattigungsbereich konnte keine quantitative Aussage beziiglich des TFIIIA

im Zytoplasma von Oozyten mit und ohne Leptomycinbehandlung getroffen werden.

In einem nédchsten Schritt sollte der Export von rekombinanten TFIIIA-His6 untersucht werden.
Zunichst wurde getestet, ob rekombinantes TFIIIA-His6 exportkompetent ist. Hierzu wurde TFIIIA-
His6-Fusionsprotein aus Bakterien aufgereinigt und in den Kern beziehungsweise in das Zytoplasma
von Xenopus-Oozyten injiziert. Nach manueller Trennung von Zellkernen und Zytoplasmafraktion
wurde das injizierte TFIIIA-His6-Fusionsprotein durch einen Immunblot mit monoklonalen Histidin-
Antikorpern nachgewiesen (Abb. 4.2.7.). Nach der Injektion von TFIIIA-His6 in den Zellkern erfolgte
ein Export in das Zytoplasma. Dagegen kam es nach Injektion des Proteins in das Zytoplasma nicht zu
einem Import. Die Gesamtmenge des jeweils in die Zellkerne oder Zytoplasma injizierten TFIIIA-His6
war identisch. Erstaunlicherweise war im Immunblot aber nur noch ein geringer Teil des in das
Zytoplasma injizierten TFIIIA nachzuweisen. Es ist zu vermuten, dass TFIIIA-His6 im Zytoplasma

degradiert ist.
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Anschlielend wurden Oozyten mit und ohne Leptomycin B inkubiert und exportkompetentes TFIIIA-
His6 mittels Mikroinjektion in den Zellkern eingebracht. Nach manueller Trennung von Zellkernen
und Zytoplasmafraktion wurde ein Immunblot zum Nachweis des TFIIIA-His6 durchgefiihrt. Der
Nachweis von TFIIIA-His6 im Zytoplasma der Kontrolloozyten ohne LMB-Behandlung gelang hier
jedoch nicht, weshalb der Versuch nicht ausgewertet werden konnte. Moglicherweise spielte hier eine

Degradation des zytoplasmatischen TFIIIA-His6 eine Rolle.

HIV-1-REV-NES: LPPLERLTL TFIIIA-NES: SLVLDKLTI
Kontrolle +LMB Kontrolle +LMB
A 1 2 3 4 B 5 6 7 8
31- 31-
- il -GST-Rev- . a— -GST-TFIIIA-
21- NES 21- NES
Al Bl
66- 4 ' -BSA c6- 1B — BSA
N C N C N C N C
C 9 10
100-
75-
50-
37- . -TFIIIA
25-
20-
N N

Abb. 4.2.6.: Der Export von rekombinantem GST-TFIIIA-NES und endogenem TFIIIA ist durch
Leptomycin B (LMB) hemmbar.

Zehn manuell defollikulierte Xenopus-Oozyten wurden eine Stunde lang in Barth-Medium ohne (Spuren 1, 2, 5,
6 und 9) und mit Leptomycin B (200nM) (Spuren 3, 4, 7, 8 und 10) inkubiert. Rekombinantes GST-HIV-1-Rev-
NES (A) oder GST-TFIIIA-NES (B) wurde in Oozytenkerne injiziert. Die leucinreichen Kernexportsignale von
HIV-1-Rev und TFIIIA (Xenopus laevis) sind zum Vergleich gezeigt. Nach 2 Stunden (HIV-1-Rev-NES) bzw.
18 Stunden (TFIIIA-NES) wurde die Kern- und Zytoplasmafraktion isoliert, die Proteine gefdllt und mittels
SDS-PAGE aufgetrennt. Nach Transfer auf eine Nitrozellulosemembran wurde ein Immunblot mit GST-
Antikdrpern (A und B) oder TFIIIA-Antikérpern (C) durchgefiihrt. Der Export von GST-TFIIIA-NES (A)
konnte wie der Export von GST-HIV-1-Rev-NES (B) durch den CRMI-Inhibitor LMB gehemmt werden.
Endogenes TFIIIA (C) reicherte sich nach LMB-Inkubation im Zellkern an.

Bei der Mikroinjektion von GST-HIV-1-Rev-NES und GST-TFIIIA-NES wurde BSA zur Injektionskontrolle
zugesetzt. Der Nachweis erfolgte mittels Immunblot mit BSA-Antikdrpern (A' und B').

N: Kernfraktion; C: Zytoplasmafraktion. Jeweils am linken Rand sind die Molekulargewichtsmarker in kDa
angegeben.
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Abb. 4.2.7.: Das rekombinante TFIIIA-His6-Fusionsprotein ist exportkompetent.

Rekombinantes TFIITA-His6-Fusionsprotein wurde in manuell defollikulierte Xenopus-Oozyten injiziert. Dabei
wurden je 25 nl in 20 Zellkerne (Spur 1 und 2) und je 50 nl in 10 Zytoplasma (Spur 3 und 4) appliziert. Nach 16
Stunden wurde die Kern- und Zytoplasmafraktion isoliert, die Proteine gefdllt und mittels SDS-PAGE
aufgetrennt. Nach Transfer der Proteine auf eine Nitrozellulosemembran wurde ein Immunblot mit einem
monoklonalen Histidin-Antikdrper durchgefiihrt. Das in den Zellkern injizierte TFIIIA-His6-Fusionsprotein
wurde in das Zytoplasma exportiert (Spur 1 und 2). Dagegen konnte nach Injektion des Proteins in das
Zytoplasma kein Import beobachtet werden (Spur 3 und 4). Als optische Injektionskontrolle wurde dem
Injektionsansatz Dextranblau zugesetzt. N: Kernfraktion; C: Zytoplasmafraktion. Am linken Rand ist der
Molekulargewichtsmarker in kDa gezeigt.

4.2.3. eIF5A ist am Export von TFIIIA beteiligt

TFIIIA wurde als Interaktionspartner von eIF5A identifiziert (Doktorarbeit W. Hofmann, 2002).
Inwiefern elF5A jedoch nicht nur beim HIV-1-Rev-vermittelten Export, sondern auch beim TFIIIA-
vermittelten 5S rRNA-Export beteiligt ist, ist noch nicht bekannt. Daher wurde zunéchst die
Lokalisation von TFIIIA und eIlF5A mittels Immunfluoreszenz auf Oozytengefrierschnitten analysiert.

Wie erwartet zeigte sich eine Kolokalisation von TFIIIA und elF5A an der Kernhiille (Abb. 4.2.8.).

Um aber den Einfluss von elF5A beim Export zu ermitteln, wurden einerseits die Interaktion von
TFIIIA mit el[F5SA im Overlay-Blot-Assay tliberpriift und andererseits Mikroinjektionsexperimente mit
elF5A-Antikorpern durchgefiihrt.

TFIIA-His6 wurde fiir den Overlay-Blot-Assay nach SDS-Gelelektrophorese auf eine Nitrozellulose
transferiert und mit GST-eIFSA oder GST inkubiert. Gebundenes GST-eIF5A oder GST wurde
anschliefend durch GST-Antikoérper nachgewiesen (Abb. 4.2.9.). Im Gegensatz zu Kontroll-GST hat
GST-elF5A an TFIIIA-His6 gebunden. Auffillig war auBerdem, dass elF5A bei Inkubation bei
Zugabe von Oozytenextrakt besser an TFIIIA-His6 gebunden hat als nur bei Zugabe von GTP. Dies ist
ein Hinweis darauf hin, dass im Oozytenextrakt enthaltene Faktoren die Bindung von eISFA an

TFIIIA fordern konnen.
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Abb. 4.2.8.: Lokalisation von TFIIIA und eIF5A in Xenopus-Oozyten.

Von Xenopus-Ovar wurden Gefrierschnitte hergestellt und eine indirekte Immunfluoreszenz mit Antikorpern
gegen TFIIIA und elFSA durchgefiihrt. In a ist eine reife Oozyte, in b eine junge Oozyte gezeigt. Die
Lokalisation von TFIIIA ist in griin, von eIlF5A in rot, die Kolokalisation in gelb dargestellt. Die Kernhiille ist
mit einem Pfeil markiert. Antikorper gegen TFIIIA und eIF5A binden an der Kernhiille.

Eichstrich 10 pum.

GST GST-elF5A GST GST-elF5A
+ + + +
GTP GTP Oo-Extrakt Oo-Extrakt

A 1 2 3 4

66-

A o : wee  -TFIIA
31- r

21-

—_— e == _TFl|A-Beladungskontrolle

- r

Abb. 4.2.9.: TFIIIA interagiert mit eIFSA.

Das aufgereinigte Fusionsprotein TFIIIA-His6 wurde nach SDS-PAGE auf eine Nitrozellulose transferiert. Die
Nitrozellulose wurde mit GST (Spur 1 und 3) oder GST-eIF5A (Spur 2 und 4) mit Zusatz von Energie
(GTP)(Spur 1 und 2) oder Oozytenextrakt (Spur 3 und 4) inkubiert. AnschlieBend wurde gebundenes GST oder
GST-elF5A durch spezifische Antikorper nachgewiesen (A). GST-elF5A bindet im Gegensatz zu Kontroll-GST
an TFIIIA-His6. GST-eIF5A bindet in Anwesenheit von Oozytenextrakt (Spur 4) besser an TFIIIA als nur mit
Energiezusatz in Form von GTP. Zur Beladungskontrolle wurde die Nitrozellulose mit dem TFIIIA-His6 mit
Ponceau S angeférbt (B). Am linken Rand ist der Molekulargewichtsmarker in kDa gezeigt.
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SchlieBlich wurde noch die Rolle von elF5A beim Export von GST-TFIIIA-NES und endogenem
TFIIIA durch Mikroinjektionsexperimente getestet. Hierzu wurde zunéchst ein elF5A- oder IgG-
Kontrollantikorper in den Zellkern vorinjiziert. Nach einer Stunde Inkubation erfolgte die Injektion
von GST-TFIIIA-NES. Zwolf Stunden spéter wurden Zellkern- und Zytoplasmafraktionen getrennt
gesammelt und nach Gelelektrophorese auf eine Nitrozellulosemembran transferiert. Der Nachweis
des GST-TFIIIA-NES erfolgte durch einen GST-Antikérper (4.2.10. A). Im Vergleich zur
Kontrollinjektion mit IgG wurde der Export von GST-TFIIIA-NES durch elF5A-Antikorper teilweise
inhibiert (vergleiche Abb. 4.2.10. A: Spur 1 und 2 mit Spur 3 und 4). Daraus lieB sich ableiten, dass
elF5SA nicht nur beim Rev-vermittelten Export, sondern auch beim Export von TFIIIA in Xenopus-

Oozyten als essentieller Kofaktor wirkt.

Um den Einfluss von elF5A beim Export von endogenem TFIIIA zu ermitteln, wurden ebenfalls
elF5A- oder IgG-Kontrollantikérper in den Zellkern vorinjiziert. Nach 3 Stunden wurden die Kerne
isoliert und die Proteine gelelektrophoretisch aufgetrennt. Der Nachweis des endogenen TFIIIA
erfolgte mit TFIIIA-Antikorpern (4.2.10. B). Endogener TFIIIA lieB sich durch die Injektion von
elF5A-Antikdrpern geringfiigig im Zellkern anreichern (Abb. 4.2.10. B: Spur 6).

+1gG +oelF5A +IgG  +oelF5A
A 1 2 3 4 B 5 6
31- ' :
M S e " -GST-TFIIA- 66-
21- NES ;
45- gt - TFIIA
A
66 s m— | c— - BSA 31-

N C N C N N

Abb. 4.2.10.: Der Export von GST-TFIIIA-NES und endogenem TFIIIA wird durch eIFSA-Antikorper
inhibiert.

A: Manuell defollikulierte Oozyten wurden mit rekombinantem GST-TFIIIA-NES und BSA in den Zellkern
injiziert. Eine Stunde zuvor wurden Isotypkontrollantikérper (Spur 1 und 2) oder eIF5SA-Antikorper (Spur 3 und
4) in den Zellkern injiziert. Nach 18 Stunden wurden die Oozyten in Kern- und Zytoplasmafraktion getrennt,
die Proteine gefillt, mittels SDS-PAGE aufgetrennt und auf eine Nitrozellulose transferiert. Im Immunblot mit
GST-Antikorpern zeigte sich eine Hemmung des Exports von GST-TFIIIA-NES durch elF5A-Antikdrper (Spur
3 und 4). Nach der Entfernung der Antikérper wurde ein Immunblot mit BSA-Antikdrpern zur
Injektionskontrolle durchgefiihrt. N: Kernfraktion; C: Zytoplasmafraktion. Die Molekulargewichtsmarker sind
am linken Rand in kDa angegeben.

B: Manuell defollikulierte Oozyten wurden mit IgG oder eIF5A-Antikorper in den Zellkern injiziert. Nach 3
Stunden wurden die Zellkerne manuell aus den Oozyten isoliert und die Kernproteine gefillt. Nach SDS-PAGE
und Westernblot wurde eine Immundetektion mit TFIIIA-Antikdrpern durchgefiihrt. Endogener TFIIIA lie sich
durch die Injektion von eIF5SA-Antikorpern im Zellkern anreichern (Spur 6). N: Kernfraktion.

Die Molekulargewichtsmarker sind am linken Rand in kDa angegeben.
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4.3. Funktion von Kernmyosin IC bei Export und Transkription

Als weiterer Interaktionspartner von elF5A wurde Kernaktin beschrieben (Hofmann et al., 2001).
Kernaktin ist sowohl an Transkriptions- als auch an nukleozytoplasmatischen Exportprozessen
beteiligt (Hofmann et al., 2001; Hofmann et al., 2004). Im Gegensatz zu Kernaktin ist Kernmyosin erst
seit kurzem bekannt (Nowak et al., 1997; Pestic-Dragovich et al., 2000) und in seinen Aufgaben im
Kern daher weniger gut charakterisiert. Weil Amphibienoozyten entscheidende Erkenntnisse zur
Aufklirung von Kernaktinfunktionen geliefert haben (Scheer et al., 1984; Rungger et al., 1979), bietet
sich daher das Modellsystem Xenopus-Oozyte fiir die Analyse von Kernmyosinaufgaben an. Weil
nicht bekannt war, ob bei Xenopus laevis ein Kernmyosin IC existiert, sollte das Protein zunéichst
bioinformatisch aus Gen- und Proteindatenbanken identifiziert werden. Neben der besonderen
Eignung fiir Exportstudien kann in Xenopus-Oozyten an den amplifizierten Nukleolen und den
Lampenbiirstenchromosomen die Transkription sichtbar gemacht werden. Nach der Bereitstellung
geeigneter Antikorper gegen das Xenopus-Kernmyosin sollte eine Beteiligung von Kernmyosin bei

Transkriptions- und Exportprozessen iiberpriift werden.

4.3.1. Identifikation von Kernmyosin IC im Modellorganismus Xenopus laevis

Mittlerweile umfasst die Myosinfamilie 18 Myosinklassen, basierend auf der Sequenz ihrer
katalytischen Doménen (Berg et al., 2001). Beim Menschen gehdren sieben Mitglieder zur der
Myosinklasse I (Myosin IA-IG). Der Sequenzvergleich von Myosin IC des Menschen mit den
Sequenzen der anderen Mitgliedern der Myosin I-Familie ist im Anhang in Abb. 5.9. dargestellt. Bei
der Betrachtung dieses Sequenzvergleiches fiel auf, dass sich Bereiche mit identischen oder dhnlichen
Aminosduren auf die Kopfdoméne konzentrieren. Wahrend das erste 1Q-Motiv der Halsdoméne noch
in allen sieben Vertretern der Myosin-I-Familie auftrat, waren die weiteren zwei 1Q-Motive nur
teilweise vorhanden. Die Schwanzregion differierte bei allen Myosin-I-Mitgliedern. Der Anteil

identischer Aminosduren von humanem Myosin IC mit Myosin IA, IB, ID, IE und IG ist in Tab. 4.3.1.

zusammengestellt.
Myosin IC Homo sapiens verglichen mit identische Aminoséiuren
Myosin [A 41 %
Myosin IB 43 %
Myosin ID 38 %
Myosin IE 35%
Myosin IF 35%
Myosin IG 38 %

Tab. 4.3.1.: Sequenzvergleich des humanen Myosin IC mit den Mitgliedern der Myosin I-Familie.
Nur 35 bis 43 Prozent der Aminosduren des Myosin IC sind mit den anderen Vertretern der Myosinfamilie
identisch. Der Sequenzvergleich wurde mit clustalW durchgefiihrt.
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Bislang war nur humanes und murines Kernmyosin IC bekannt. Der Nachweis von Kernmyosin IC in
weiteren Organismen und die Abschétzung der evolutiondren Konservierung kann Aufschluss iiber die
Relevanz des Proteins geben. Findet es sich in einer Vielzahl von Spezies unterschiedlicher Klassen
und ist ein Protein evolutiondr hoch konserviert, deutet dies auf eine frithe Entstechung sowie eine

grundlegende Funktion hin.

Die Analyse sollte aus der Klasse der Mammalier einen Primaten (Homo sapiens), die Nager-
Modellorganismen Mus musculus und Rattus norvegicus und eine weitere Spezies Bos tauris
(Paarhufer) umfassen. Dariiber hinaus war die Identifikation des Proteins bei den Amphibien Xenopus
laevis und Xenopus tropicalis sowie bei einem Vertreter der Vogel (Gallus gallus) interessant. Des
Weiteren wurden die Modellorganismen Drosophila melanogaster (Insekt) und Arabidopsis thaliana
(Pflanze) mit eingeschlossen. Grundlage fiir die Datenbanksuche war die murine kodierende Sequenz

fiir das Kernmyosin IC (Pestic-Dragovich et al., 2000).

Bei der Maus stellt das Kernmyosin IC eine SpleiBBvariante von Myosin IC dar. Exon 1 beinhaltet die
Translationsstartstelle fiir das zytoplasmatische Myosin IC, das Exon -2 findet sich in der 5’-
untranslatierten Region. Als SpleiBvariante stellt bei Kernmyosin IC jedoch das Exon -1 eine
zusitzliche Translationsstartstelle upstream des Startkodons fiir das zytoplasmatische Myosin IC
bereit. Die dadurch resultierenden zusétzlichen 16 Aminoséduren am Aminoterminus werden teilweise
von Exon -1 (Aminoséure 1 bis 6) und von Exon 1 (Aminosdure 7 bis 16) kodiert (Pestic-Dragovich et
al., 2000). Ein Alignment unter Verwendung der aminoterminalen 48 Nukleotide des murinen
Kernmyosin IC, die fiir diesen Aminoterminus aus 16 Aminosduren kodieren, erbrachte fiir die
meisten untersuchten Organismen kein Ergebnis. Daher wurden zunichst fiir diese Organismen per
DNA-Sequenzanalyse potentielle Myosin IC-Aquivalente gesucht. AnschlieBend wurde die Sequenz
upstream des Startkodons fiir das Myosin IC analysiert. Gegebenenfalls wurde eine weitere
Sequenzanalyse mit den 30 upstream des Startkodons fiir das Myosin IC liegenden Aminosiduren

durchgefiihrt.

Auf diese Weise wurden die Kernmyosinkandidaten fiir Homo sapiens, Rattus norvegicus, Bos tauris,
Gallus gallus, Xenopus laevis und Xenopus tropicalis identifiziert (Abb. 4.3.1.). Es zeigte sich ein zum
murinen Gen &dhnlicher Aufbau. Die Myosin IC-Kandidaten existierten in zwei Variationen, wobei
eine Variante zusétzliche 16 Aminosduren am Aminoterminus aufwies Abb. 4.3.1 und 4.3.3.) Diese 16
Aminosduren wurden wie bei der Maus von zwei verschiedenen Exons kodiert. Fiir Drosophila
melanogaster und Arabidopsis thaliana blieb die Suche nach einem Myosin IC- oder Kernmyosin IC-

Kandidaten erfolglos.
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Exon X-1 Exon 1

Mus musculus atg cgc tac cgg gca tcg gcc ctg ggc agt gac ggg gtt cga gtg acc atg
Homo sapiens ——= ——= == -——— --g -—- i ittt ® TR R
Rattus norvegicus ——= —== ——= ——= --g ——— B T - T —
Bos tauris -——= -——= ——— -——— -—-g -—-— ——— —-— === === == ——= -—g --g --C -—= -——-
Gallus gallus --—- aag —--- a-a -g- g-—-— -ga gca --g —¢- a-- —-t --- -- t t—— ——— ——
Xenopus laevis --- aag --- a-a -—-- g-—-— --t --a -ca -tc -—— -—- a-¢ --g --¢ --—— -—--
Xenopus tropicalis --- aat --- a-a --- g-- --t -¢- -ca -tec -~—— -—- a-¢ -t --¢ -~—— ---
Mus musculus M R Y R A S A L G S D G v R \Y% T M
Homo sapiens - - - - - - - - - - - - - - - - _
Rattus norvegicus - - - - - - - - - - - - - . _ _ _
Bos tauris - - - - - - - - - - - - - - _ _ _
Gallus gallus - K - - G A G A - T N - - - L - -
Xenopus laevis - K - - - A - P A I - - I - - - -
Xenopus tropicalis - K - - - A - P A I - - I - - - -

Abb. 4.3.1.: Multiples Alignment der Nukleotid- und Aminosiuresequenzen

Aminoterminus verschiedener Spezies zeigt die evolutionire Konservierung.
Ausgewdhlt wurden Vertreter der Séugetiere (Maus, Mensch, Ratte, Rind), Végel (Huhn) und Amphibien (zwei
Krallenfroscharten). Grundlegend waren die bereits bekannten murinen Sequenzen. Abweichungen bei den
anderen Spezies wurden unter dem jeweiligen Nukleotid oder der Aminosdure angegeben und fett
gekennzeichnet. Die rot geschriebenen Aminoséuren stellen die basischen Aminosauren Lysin und Arginin dar.
Der Aminoterminus wird von zwei Exons, dem Exon 1 und einem upstream liegenden Exon X-1 kodiert. Das
Startkodon fiir das Kernmyosin IC sowie fiir das Myosin IC ist durch Unterstreichung hervorgehoben. Der
dhnliche Aufbau des Aminoterminus deutet auf seine besondere Bedeutung hin.

des Kernmyosin IC-
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Abb. 4.3.2.: Alignment (clustalW) von Myosin IC und Kernmyosin IC bei Xenopus laevis (X.1.).
Der dargestellte Bereich umfasst einen Teil der 3’UTR, das Startkodon und einen Ausschnitt der
aminoterminalen kodierende Sequenz der Kandidaten fiir Myosin IC (XMIC, rot) und Kernmyosin IC (XNMIC,
schwarz) bei Xenopus laevis. Gleiche Nukleotide sind durch einen schwarzen Strich gekennzeichbnet. Zu dem
vermuteten Kernmyosin IC bei Xenopus laevis konnte eine Sequenz gefunden werden, welche nicht fiir den
Aminoterminus aus 16 Aminosduren kodiert. In der Sequenz fiir den Kernmyosin IC-Kandidaten liegt ein
Startkodon upstream des Startkodons des Myosin IC-Kandidaten (fett gekennzeichnet).
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Nachdem nun der Xenopus-Kandidat fiir das Kernmyosin IC gefunden wurde, erfolgte die
bioinformatische Analyse der Dominen (Abb. 4.3.3. und Abb. 4.3.4.). Aminoterminal befindet sich
eine im Vergleich zum Myosin IC zusétzliche Sequenz von 16 Aminosduren. Daran schlieBt sich die
Myosinkopfdomédne mit einer ATP-Bindungsstelle und einer Aktinbindungsstelle an. In der
Halsregion konnen drei so genannte 1Q-Motive abgegrenzt werden. Der Myosinschwanz enthélt kein
bekanntes Motiv. Rechnerisch wurde das Molekulargewicht fiir das Xenopus laevis-Kernmyosin 1C

auf 120 kDa bestimmt.

Der Sequenzvergleich der Aminosduren von Kernmyosin IC des glatten Krallenfrosches mit dem
humanen und murinen Protein erbrachte jeweils 78 Prozent identische bzw. 95 Prozent dhnliche
Aminosduren (Abb. 4.3.2.). Es kann daher von einer evolutiondren Konservierung ausgegangen

werden.

Multiples Alignment von Kernmyosin IC von Mus musculus, Homo sapiens und Xenopus laevis

M.m 60
H.s 60
X.1 60
*:***:* . **:************************:***********:**:*******
M.m. P 120
H.s. 12 PPHLEF 120
= VI IEI?-I it 2R
**.******** :* *** ************** *'k * Kk . ***** **
ATP
M.m. PERGG 180
H.s. PERGG 180
X.1. SDQVET K 180

****-*****.* ** * % **** . * ER R R R S b e S b I S b I Sh b I Sb b I S b I S b S 4

M.m. E] R 240
.S. E] S I T ER 240
X.1. Y N I L DK 240

KAk AAkKAkA Ak o kA hhAkAhhkhkhh hhAdhAkhkhhAkhkhkrAkhkhhAkhhhkhkhoehkhkhkhkhkhkhkhrkhkhdx *rxkkhhkoo

jas
= 0

M.m. POSK L KALSVIDETEDE IHE 300
H.s. POSHL KALTVIDETEDE IHE 300
X.1. NYO SI N N D QOF 300
*.*.* ********:******* . **:*************::*
M.m. DED: GMEGTT i 360
H.s. NEE N SVEGST ] 360
X.1. SDDH DAT S THK 360
*::: ******** *** * % % * kA hkhkKhkhkKhkhkKhk, (X k Xk kkkhkkkhkkkh*x*%x
M.m. S DAESPSWRSTTVL 420
H.s. S S DVESPSWRSTTNML 420
X.1. ING KSLTY GSDIH IGNASMI 420
***** * *** * % % *** ** * R * Ak hkKhkhkhkhkhkhkhrkhkhxkhhkkhkKhk*k*x%k
M.m. F 480
H.s. F 480
X.1. S Y 480



4. ERGEBNISSE 151

***********************:********** khkkkkkhkkhkkhkkhkkhkkhkkhkhkhkhkhhkkkkkkkx*k

xXm R
n

.m. L P L G i i 540
.S. L H L G T i 540
1. N G 540

Kok ok ok ok ok ke ok k ok ok ok ok ok ok ok ok ok ****:****‘**: Kokkok ok kkkokkokkkokkok  kkxo. kkk

.m. m S 600
.S. i Q 600
1. 600

xR
0

************* ** * *** * x ** khkAkhAkkAkkk kA khkkk Kk kk ok kkk kkKk

tin

- Ak
M.m. 660
X.1. Eu 660

* * ********** **************** ** khkkkkhkk khkhkkhkhkkhkkhkhkk *kAkrkkkxAkkk%x%

jas
)

M.m. P
H.s. P
X.1. TN ERK

khkkkhhk k kk khkkhkkhkhkkhkhke KAIAAIA AKX AR I AR I AhkhAhkhAhkhkkhAhhkekk Keokkokk

TIOxxxRGxxXR TIOxxxRGxxxXR RGxxxR
M. 780
H.s 780
X.1 780
* * k% ******* **:********‘:‘***:***** *:
M

T
[0)

.m. QL 840
.S. QL RN 840
X.1. N 840

M.m. .S-W-Q S-TE.SPRV-SLGSEPI 900
H.s. Q SPRVEOALGSEPI 900
X.1. NAKIJTMENQTL 900
* Kk kkkk **** ** *kkkk k) ************** * Kk Kk Kk :* -**
M.m. PSA 960
H.s. 960
X.1. HNTAY 960
khkk khkhkkhkkhkhkkhkk khkhkhkhkhk *xkkkk R *** ** ******************* ***
M.m. TALSEDRVNNINEN GEp I S 1020
H.s. TALSANRVNSININ GGP T P 1020
X.1. KCE 1 1 EKIHN I T H I P 1020
khkkkkkhkkkkkhkkkkkkkkkk*x e e e kkk KKk K ::* ****.

M.m. il 1044
H.s. i 1044
X.1. S 1044

khkkhkkhkhkkoehkkhkhkkhkkhkhkkoekhAkhAkkkhkhkkk

Abb. 4.3.3.: Multiples Alignment (clustalW) von Kernmyosin IC bei Maus (M.m.), Mensch (H.s.) und
Xenopus laevis (X.1.).

Identische Aminosduren sind jeweils grau unterlegt. Rot gekennzeichnet sind der 16-AS-Aminoterminus des
Kernmyosins und die ATP- und Aktinbindungsstelle in der Kopfdoméine. Fett gekennzeichnet ist die Halsregion
mit den drei IQ-Motiven (IQ-Motiv 1: 717-739 IQ-Motiv, 2: 740-762; 1Q-Motiv 3: 763-785). Die
Konsensusnukleotide sind rot gekennzeichnet. Die rot markierte 240 kennzeichnet das carboxyterminale Ende
eines verkiirzten Kernmyosins, welches im Folgenden zur Immunisierung von Méusen verwandt wurde. In
orange ist die Glutaminséure in Position 407 gekennzeichnet, deren Austausch (E407V) in vitro in einer starken
Aktinbindung und folglich einer verminderten ATP-Hydrolyseaktivitdt resultierte. Dies beeintrichtigte die
Motorfunktion von Myosin, wodurch Aktinfilamente nicht mehr bewegt werden konnten (Kad et al., 2003;
Chuang et al., 2006).
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Kernmyosin IC von verglichen mit identische AS dhnliche AS
Mus musculus Homo sapiens 96 % 99 %
Mus musculus Xenopus laevis 78 % 95 %
Homo sapiens Xenopus laevis 78 % 95 %

Tab. 4.3.2.: Sequenzvergleich des Kernmyosin IC von Mensch, Maus und glattem Krallenfrosch.
Das Kernmyosin IC des glatten Krallenfrosches Xenopus laevis ist dem murinen und dem humanen Protein sehr
dhnlich. Das Kernmyosin IC von Xenopus laevis weist 78 Prozent identische und 95 Prozent dhnliche

Aminosduren zum murinen und humanen Protein auf. Der Sequenzvergleich wurde mit clustalW durchgefiihrt.

Myosin motor domain type I myosin Myosin tail
atg atg
1 17 28 711 854 1040
NH2 — ﬁ COOH
Myosin IC

Nuclear Myosin IC

Abb. 4.3.4.: Schematische Darstellung des Kernmyosin IC und Myosin IC von Xenopus laevis.

Das Kernmyosin IC besitzt im Vergleich zum Myosin IC am Aminoterminus (NH2) zusétzliche 16
Aminosduren. Gezeigt ist ebenfalls die Myosin-Motordoméne (Myosin motor domain type I myosin) und die
Schwanzdoméne (Myosin tail).

4.3.2. Der Aminoterminus von Kernmyosin IC ist fiir die Kernlokalisation
verantwortlich

Im Vergleich zu Myosin IC weist das Kernmyosin IC am Aminoterminus zusétzliche 16 Aminosiduren
auf. Diese Sequenz enthilt jedoch kein bisher bekanntes Kernlokalisationssignal. Allerdings sind drei
basische Residuen zu finden (drei Arginine bei Mensch, Maus, Ratte und Rind sowie zwei Arginine
und ein Lysin bei Krallenfroschen und Huhn; siehe Abb. 4.3.1). Um die Kernlokalisationskapazitit
des 16-Aminosduren langen Aminoterminus zu iiberpriifen, wurde die Sequenz in einen
eukaryotischen EGFP-Expressionsvektor einkloniert und somatische Xenopus-Zellen mit diesem
Plasmid transfiziert. Als Kontrollversuch wurde ein EGFP-Vektor ohne diese Sequenz transfiziert.
Wihrend das Kontroll-EGFP sowohl im Kern als auch im Zytoplasma lokalisierte (Abb. 4.3.5.a), war
das Fusionsprotein aus Aminoterminus und EGFP hauptsichlich im Zellkern zu sehen (Abb. 4.3.5.b).
Daraus konnte geschlossen werden, dass der 16-Aminoséduren lange Aminoterminus des Kernmyosin

IC tatsichlich als Kernlokalisationssignal fungiert.
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XNMIC-NT-EGFP

Abb. 4.3.5.: Der Aminoterminus von Kernmyosin IC ist fiir die nukleiire Lokalisation verantwortlich.
Eukaryotische EGFP-Expressionsvektoren ohne Insert (a) oder mit der kodierenden Sequenz fiir den
charakteristischen Aminoterminus aus 16 Aminosduren des Xenopus-Kernmyosins IC (XNMIC-NT) wurden in
somatische XTC-Zellen durch Transfektion eingebracht. Nach Expression eines fluoreszierenden Proteins
wurden die Zellen fixiert und mittels Fluoreszenzmikroskopie analysiert. Wahrend EGFP alleine (a) sowohl in
Kern als auch Zytoplasma zu finden war, zeigte sich das EGFP-Fusionsprotein mit dem Aminoterminus des
XNMIC im Zellkern (b). Eichstrich 10 pm.

4.3.3. Lokalisation des Xenopus laevis-Kernmyosins IC in somatischen Zellen und
Oozyten

Als néchstes sollte endogenes Kernmyosin IC bei Xenopus mit Antikdrpern nachgewiesen werden.
Hierzu stand zunichst ein polyklonales Serum gegen den Aminoterminus MRYRASALGSDGVRVT
des humanen Kernmyosins IC zur Verfiigung (NM IC; freundlicherweise von P. de Lanerolle,
Chicago, zur Verfiigung gestellt; Nowak et al., 1997; Pestic-Dragovich et al., 2000). Dieser Antikdrper
wurde mittels Immunfluoreszenz (Abb. 4.3.6.) bzw. Immunblot (Abb. 4.3.7.) mit humanen HeLa-
Zellen bzw. HeLa-Zellextrakt getestet.

Wie erwartet zeigte sich in der Immunfluoreszenz eine Lokalisation des humanen Kernmyosin IC im
Zellkern (Abb. 4.3.6. a). Im Zytoplasma trat kein Filamentmuster auf. Im Immunblot wurde neben
Degradationsprodukten ein 120 kDa grofles Protein sowohl im Zellkern als auch Zytoplasma detektiert
(Abb. 4.3.7.).
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Abb. 4.3.6.: Immunfluoreszenz mit dem polyklonalen Serum NM IC in somatischen humanen Zellen und
Xenopus-Zellen.

Somatische humane (HeLa-Zellen) und Xenopus-Zellen (XTC-Zellinie) wurden mit Paraformaldehyd fixiert und
eine indirekte Immunfluoreszenz mit dem polyklonalen Antikdrper NM IC gegen den Aminoterminus des
humanen Kernmyosins IC (MRYRASALGSDGVRVT) durchgefiihrt. In a ist die Farbung der Zellkerne in
humanen Zellen, in b in Xenopus-Zellen zu sehen. Eichstrich 10 um.

1 2 3
200-
116- == | — | | —-NM IC
97- . ® *
66- |
45-
31-
21-
T N C(C

Abb.: 4.3.7.: Der polyklonale Antikorper NM IC erkennt ein 120 kDa grofies Protein in der Kern- und
Zytoplasmafraktion humaner Zellen.

Aus humanen HeLa-Zellen wurden Zellkerne vom Zytoplasma getrennt und die Proteine gefillt. Anschlieend
wurden die Proteine auf ein zwolfprozentiges Acrylamidgel aufgetragen und mittels SDS-PAGE aufgetrennt.
Nach Transfer auf eine Nitrozellulosemembran wurde ein Immunblot mit dem polyklonalen Kernmyosin-
Antikdrper NM IC durchgefiihrt. Kernmyosin IC konnte in der Kern- und Zytoplasmafraktion nachgewiesen
werden (T: Proteinextrakt aus HeLa-Zellen; N: Proteinfraktion aus Zellkernen; C: Proteinfraktion aus dem
Zytoplasma). Die mit einem * gekennzeichneten Banden stellen Degradationsprodukte dar. Am linken Rand ist
der Molekulargewichtsmarker in kDa angegeben.
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Zwar konnte in der Immunfluoreszenz unter Verwendung desselben AntikOrpers in somatischen
Xenopus-Zellen eine Kernfluoreszenz beobachtet werden (4.3.6. b.), an Oozytengefrierschnitten
gelang jedoch keine Darstellung. Da auch im Immunblot mit Zellkernproteinen aus somatischen
Xenopus-Zellen oder aus Oozyten ebenfalls kein Protein entsprechender Grofle nachgewiesen werden
konnte, war folglich die Herstellung von spezifischen Antikdrpern gegen Xenopus-Kernmyosin IC
notwendig. Zur Detektion von Xenopus-Kernmyosin IC sollten nun sowohl polyklonale als auch
monoklonale Antikdrper generiert werden. Fiir die Herstellung polyklonaler Antikorper wurde ein
synthetisiertes Peptid mit dem Aminoterminus des Proteins (CMKYRAPAAAIDGIRVT) zur Injektion
in Meerschweinchen in Auftrag gegeben (Firma Seqlab, Gottingen, Deutschland). Zur Gewinnung
monoklonaler Antikdrper wurde ein verkiirztes Histidin-markiertes Kernmyosin in Bakterien
hergestellt. Hierfiir wurde die RNA aus somatischen XTC-Zellen gewonnen. Nach Umschreiben in
eine cDNA wurde mit spezifischen Primern die Sequenz fiir die aminoterminalen 240 Aminoséuren
amplifiziert (siche Abb. 4.3.3. und 4.3.8.). Diese Sequenz enthilt auch die Information fiir den

Kernmyosin-spezifischen Aminoterminus.

-XNMIC-trunc

Abb. 4.3.8.: Amplifikat von XNMIC-trunc aus der cDNA von XTC-Zellen.

Aus XTC-Zellen wurde die RNA isoliert und mit reverser Transkription in eine cDNA umgeschrieben. Mit
spezifischen Primern wurde die DNA fiir ein verkiirztes 240 kDa groBes aminoterminales Kernmyosin-Protein
amplifiziert. Das PCR-Produkt wurde auf ein einprozentiges DNA-Agarosegel aufgetragen. Am linken Rand ist
der DNA-Léngenmarker in bp gezeigt.

Nach Ligation mit einem prokaryotischen Histidin-Fusionsvektor und Transformation des Plasmids in
einen Bakterienstamm wurde die Proteinexpression induziert (Abb 4.3.9. Spur 1). Das aufgereinigte
verkiirzte 25 kDa groBe Kernmyosin IC- trunc-His6 (Abb. 4.3.9. Spur 2) wurde in eine Maus zur
Antikodrperproduktion injiziert (Prof. H. Zentgraf, DKFZ Heidelberg). Nach Generierung von
Hybridomazellen konnten monoklonale Antikérper im Zellkulturiiberstand abgeerntet werden.
Zunichst wurden die monoklonalen (Abb. 4.3.9. Spur 3 bis 5) und polyklonalen Antikdrper (Abb.

4.3.9. Spur 6 und 7) im Immunblot auf rekombinanten Proteinen getestet.
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Abb. 4.3.9.: Monoklonale und polyklonale Antikorper gegen Xenopus laevis-Kernmyosin IC (XNMIC).
Die generierten Antikorper erkennen rekombinantes XNMIC-trunc-His6.

Ein 25 kDa groBes aminoterminales Teilstiick des XNMIC mit einem His6-Tag wurde in Bakterien nach
Induktion mit IPTG exprimiert (Spur 1), iiber eine Nickel-NTA-Agarosesédule aufgereinigt (XNMIC-trunc-His6;
Spur 2) und zur Immunisierung von Méusen verwandt. Die daraus resultierenden Hybridomazellen lieferten die
monoklonalen Antikdrper XNMIC #54 und XNMIC #42, die das XNMIC-trunc-His6 erkennen (Spur 3 und 5).
Der Antikdrper XNMIC #54 erkennt auch das Fusionsprotein aus GST und den aminoterminalen 16
Aminosduren (GST-NT-XNMIC) (Spur 4).

Auflerdem wurden polyklonale Antikorper generiert. Meerschweinchen wurden mit dem Peptid aus den
aminoterminalen 16 Aminosduren des XNMIC, gekoppelt an ein Zystein, immunisiert. Die polyklonalen
Meerschweinchenantikorper (XNMIC gp30) erkennen sowohl das XNMIC-trunc-His6 (Spur 6) als auch das
GST-NT-XNMIC (Spur 7).

Mit dem monoklonalen Antikdrper XNMIC #42 konnte das 25 kDa grofle XNMIC-trunc-His6
detektiert werden (Abb. 4.3.9. Spur 5). Monoklonale Antikdrper XNMIC #54 (Abb. 4.3.9. Spur 3 und
4) und polyklonale Antikérper XNMIC gp30 (Abb. 4.3.9. Spur 6 und 7) erkannten sowohl das
verkiirzte 25 kDa grofle XNMIC-trunc-His6 (Abb. 4.3.9. Spur 3 bzw. 6) als auch ein rekombinantes
Fusionsprotein aus GST und den aminoterminalen 16 Aminosduren des Kernmyosins (GST-NT-
XNMIC) (Abb. 4.3.9. Spur 4 bzw. Spur 7). Somit liegt das Epitop, das von den monoklonalen
Antikorpern XNMIC #54 oder von polyklonalen Antikérpern XNMIC gp30 erkannt wird, innerhalb
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der 16 aminoterminalen Aminosduren. Dagegen befindet sich das Epitop, an das der monoklonale
Antikdrper XNMIC #42 bindet, auBerhalb des kernmyosinspezifischen Aminoterminus in der

Kopfdoméne.

Die monoklonalen und polyklonalen Antikérper konnten nun fiir die Immunfluoreszenz in XTC-
Zellen und auf Oozytengefrierschnitten eingesetzt werden. In der indirekten Immunfluoreszenz zum
Nachweis des Kernmyosins IC mit dem monoklonalen Antikdrper XNMIC #54 stellte sich in
somatischen Xenopus XTC-Zellen eine Fluoreszenz im Zellkern dar (Abb. 4.3.10. a). Die Fluoreszenz
im Kern zeigte dabei keine homogene, sondern eine punktuelle Verteilung. In einigen Zellen fielen
auBlerdem einzelne Signale im Nukleolus auf. Wéhrend der Mitose schien das Kernmyosin IC nicht

mit den Chromosomen zu assoziieren und sich nicht in der Teilungsfurche anzureichern (Abb.

4.3.10.b).

XNMIC #54

XNMIC #54

Abb. 4.3.10.: Lokalisation von Xenopus-Kernmyosin IC in somatischen XTC-Zellen mit dem
monoklonalen Antikérper XNMIC #54.

Nach Fixierung von somatischen Xenopus-Zellen (XTC-Zellinie) mit Paraformaldehyd wurde eine indirekte
Immunfluoreszenz mit dem monoklonalen Antikérper XNMIC #54 durchgefiihrt. AnschlieBend wurden die
Zellen mit der konfokalen Laserscan-Mikroskopie analysiert. In a ist die piinktchenférmige Farbung der
Zellkerne dargestellt. Weiterhin konnten einzelne Signale im Nukleolus detektiert werden. In b ist eine Mitose
abgebildet. Eichstrich 10 um.
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Auf Oozytengefrierschnitten zeigte sich eine schwache Farbung der Kernhiille (Abb. 4.3.10. a und b)
und ein stirkeres Signal des Balbiani-Korpers (Abb. 4.3.11. b). Der Balbiani-K&rper ist ein
zytoplasmatisches Organell in privitellogenen Xenopus-Oozyten, das neben Mitochondrien auch

sogenannte Keimgranula und einige lokalisierte RNAs enthélt (sieche auch 1.4.1.3.).
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Abb. 4.3.11.: Lokalisation von Xenopus-Kernmyosin IC durch den monoklonalen Antikérper XNMIC #54
an der Kernhiille und im Balbiani-Korper auf Gefrierschnitten von Xenopus-Oozyten.

Von Xenopus-Ovar wurden Gefrierschnitte hergestellt und nach Acetonfixierung eine indirekte
Immunfluoreszenz mit dem monoklonalen Antikérper XNMIC #54 durchgefiihrt. Es zeigte sich eine

Fluoreszenz an der Kernhiille (Pfeile) und am Balbiani Korper (B). Eichstrich 10 pm.

Da in Oozyten eine Lokalisation des Kernmyosins IC an der Kernhiille beobachtet werden konnte
(Abb. 4.3.11.), sollte in somatischen Zellen die Lokalisation von Kernmyosin IC mit einem

Nukleoporin getestet werden.
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In somatischen Xenopus-Zellen wurde daher eine Doppelimmunfluoreszenz mit den Antikdrpern
gegen das Kernmyosin IC (XNMIC #54) und gegen das Nukleoporin Nup62 (gp62) durchgefiihrt.
Mittels konfokaler Laserscan-Mikroskopie wurde das Fluoreszenzmuster analysiert. Es konnte nur
eine diskrete partielle Kolokalisation von Kernmyosin IC und dem Nukleoporin Nup62 an der

Kernhiille gesehen werden (Abb. 4.3.12.).

XNMIC #54

Detail

Abb. 4.3.12.: Lokalisation von Xenopus-Kernmyosin IC und dem Kernhiillenprotein Nup62 in
somatischen XTC-Zellen.

An somatischen XTC-Zellen wurde nach Fixierung mit Paraformaldehyd eine Doppelimmunfluoreszenz mit
dem Kernmyosin IC-Antikdrper XNMIC #54 und dem Antikorper gp62 gegen das Nukleoporin Nup62
durchgefiihrt. Die Zellen wurden mithilfe der Laserscan-Mikroskopie analysiert. Das Kernmyosin IC ist in griin,
das Nukleoporin Nup62 in rot dargestellt. Partiell trat eine Kolokalisation der Proteine (gelb) an der Kernhiille
auf. Eichstrich 10 pm.

Die Immunfluoreszenz mit dem polyklonalen Antikérper XNMIC gp30 zeigte eine feinpunktige
Anfarbung des Zellkerns (Abb. 4.3.13. a). Dariiber hinaus wurden Zellen detektiert, die neben einer
schwachen Kernfluoreszenz eine perinukledre Anreicherung sowie eine Farbung der Zellperipherie
aufwiesen (Abb. 4.3.13. b). Das Muster zeigte aber keine Filamentstruktur, sondern gestaltet sich

ebenfalls punktformig.

In der Mitose (Abb. 4.3.13. c) konnte unter Verwendung des Antikorpers XNMIC gp30 ebenfalls
keine Anreicherung des Kernmyosins IC in der Teilungsfurche beobachtet werden. Der Antikorper

erkannte auf Oozytenschnitten die Kernhiille und die mitochondriale Wolke (Abb.4.3.14.).
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Abb. 4.3.13.: Lokalisation von Xenopus-Kernmyosin IC in somatischen XTC-Zellen mit dem polyklonalen
Antikorper XNMIC gp30.

Somatische Xenopus-Zellen (XTC-Zellinie) wurden mit Methanol/Aceton (a) oder Paraformaldehyd (b-c) fixiert
und eine indirekte Immunfluoreszenz mit dem monoklonalen Antikérper XNMIC gp30 durchgefiihrt. In a ist die
feinpunktige Farbung der Zellkerne in der konfokalen Lasescan-Mikroskopie zu sehen. In b ist eine Zelle zu
sehen, die neben einer Kernfarbung eine perinukledre Anreicherung und eine Darstellung des Proteins in der
Zellperipherie zeigt. Das Muster ist aber nicht filamentds, sondern punktférmig. In Reihe ¢ und d sind Mitosen
zu sehen. Eichstrich 10 um.
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XNMIC gp30

Abb. 4.3.14.: Lokalisation von Xenopus-Kernmyosin IC durch den polyklonalen Antikérper XNMIC gp30
an der Kernhiille und der mitochondrialen Wolke auf Gefrierschnitten von Qozyten.

Von Xenopus-Ovar wurden Gefrierschnitte hergestellt und nach Acetonfixierung eine indirekte
Immunfluoreszenz mit XNMIC gp30 durchgefiihrt. Die Kernhiille ist mit Pfeilen, die mitochondriale Wolke, der
so genannte Balbiani-Korper, mit einem B markiert. Eichstrich 10 um

Im Gegensatz zu den oben beschriebenen Antikérpern XNMIC #54 und XNMIC gp30 erkennt der
monoklonale Antikérper XNMIC #42 nicht den kernmyosinspezifischen Aminoterminus, sondern ein
anderes Epitop im aminoterminalen Myosinkopf (siche auch Abb. 4.3.9.). Die indirekte
Immunfluoreszenz in somatischen Zellen liel daher neben einer schwach ausgeprigten Kernfarbung
vor allem eine filamentartige Fluoreszenz im Zytoplasma erkennen (Abb. 4.3.15.). Bei den Oozyten-
Gefrierschnitten konnte die Kernhiille und ein kleiner Anschnitt der mitochondrialen Wolke

dargestellt werden (Abb. 4.3.16.).

Wie in Abb. 4.3.2. zu erkennen, liegt im Myosinkopf unter anderem die konservierte ATP-
Bindungsstelle. Aus dem Sequenzvergleich von Proteinen der Myosin I-Familie ist zu sehen, dass sich
die einzelnen Isoformen wenig im Myosinkopf, jedoch stark in ihrer Schwanzdoméne unterscheiden
(Abb. 5.8.). Zwar sind bei Xenopus laevis auller dem Myosin IC bislang noch keine weiteren
Isoformen identifiziert, aufgrund des Fluoreszenzmusters muss aber davon ausgegangen werden, dass

der Antikorper XNMIC #42 neben dem Kernmyosin IC weitere Myosine erkennen kann.
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Abb. 4.3.15.: Lokalisation von Xenopus-Kernmyosin IC in somatischen XTC-Zellen mit dem
monoklonalen Antikérper XNMIC #42.

Nach Fixierung von somatischen Xenopus-Zellen (XTC-Zellinie) mit Paraformaldehyd wurde eine indirekte
Immunfluoreszenz mit dem monoklonalen Antikérper XNMIC #42 durchgefiihrt. In a ist eine Zelle in der
Fluoreszenzmikroskopie, in b bei Verwendung von konfokaler Laserscan-Mikroskopie gezeigt. Der Antikorper
erkennt filamentéare Strukturen im Zytoplasma. Eichstrich 10 pm.
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Abb. 4.3.16.: Lokalisation von Xenopus-Kernmyosin IC durch den monoklonalen Antikérper XNMIC #42
an der Kernhiille und der mitochondrialen Wolke auf Gefrierschnitten von Qozyten.

Von Xenopus-Ovar wurden Gefrierschnitte hergestellt und nach Paraformaldehydfixierung eine indirekte
Immunfluoreszenz mit dem monoklonalen Antikérper XNMIC #42 durchgefiihrt. Die Kernhiille ist mit Pfeilen
markiert, die mitochondriale Wolke, der so genannte Balbiani-Kd&rper, mit einem B gekennzeichet.

Eichstrich 10 um.
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Aus der Immunfluoreszenz ergaben sich bereits Hinweise auf eine Lokalisation des Xenopus-
Kernmyosins IC im Zellkern bzw. an der Kernhiille. Dies sollte nun mittels Immunblot verifiziert
werden. Hierfiir wurden manuell Zytoplasma, Zellkerne, Kernhiille und Kerninhalt aus Xenopus-
Oozyten isoliert und die Proteine gefillt. Nach SDS-Gelelektrophorese wurden die Proteine auf eine
Nitrozellulosemembran iibertragen. Mit einer Immundetektion durch den polyklonalen Kernmyosin-
Antikdrper wurde sowohl in der Kernfraktion als auch in der Kernhiillen- und Nukleoplasmafraktion

ein etwa 120 kDa groBes Protein detektiert (Abb. 4.3.17.).
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Abb. 4.3.17.: Der polyklonale Kernmyosin-Antikérper XNMIC gp30 erkennt ein 120 kDa grofies Protein
in der Kern-, Kernhiillen- und Kerninhaltfraktion.

Manuell defollikulierte Oozyten wurden in einzelne Fraktionen getrennt (C: Zytoplasma; N: Kerne; NE:
Kernhiillen; NPL: Kerninhalt). Nach Féllung der Proteine erfolgten die Proteingelelektrophorese und der
Transfer auf eine Nitrozellulosemembran. Die Membran wurde mit dem polyklonalen Kernmyosin-Antikérper
XNMIC gp30 inkubiert. In der Kern-, der Kernhiillen und der Kerninhaltfraktion wurde das Kernmyosin IC als
ein etwa 120 kDa groBes Protein erkannt. Die Bande bei etwa 80 kDa (*) stellt vermutlich ein
Degradationsprodukt dar. Im Zytoplasma wurden weitere Proteine erkannt ([1). Der Molekulargewichtsmarker
ist am linken Rand in kDa angegeben.

Nachdem nun sowohl in der Immunfluoreszenz als auch im Immunblot Kernmyosin an der Kernhiille
detektiert werden konnte, interessierte die genaue Lokalisation von Kernmyosin IC an der Kernhiille.
Zu diesem Zweck wurden manuell isolierte Kernhiillen von Xenopus-Oozyten vor der Einbettung in
Epon mit dem monoklonalen Kernmyosin-Antikdrper XNMIC #54 und einem goldgekoppelten
Sekundérantikorper inkubiert. Elektronenmikroskopisch konnte so Kernmyosin IC an den

nukleozytoplasmatischen Filamenten der Kernporenkomplexe nachgewiesen werden (Abb. 4.3.18.).
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Abb. 4.3.18.: Xenopus laevis-Kernmyosin IC ist an den nukleoplasmatischen Filamenten der
Kernporenkomplexe lokalisiert.

Die elektronenmikroskopische Aufnahme zeigt einen Querschnitt durch eine handisolierte Kernhiille einer
Xenopus-Oozyte. Die Kernhiille wurde vor der Einbettung in Epon mit dem Kernmyosin-Antikdrper XNMIC
#54 inkubiert. Als Sekundérantikorper wurde ein an 12 nm-Kolloidgold gekoppelter Antikorper verwandt. Das
Kernmyosin IC lokalisiert an den nukleoplasmatischen Filamenten der Kernporenkomplexe. o: &ufere
Kernhiillenmembran; i: innere Kernhiillenmembran. Eichstrich 100 nm.

4.3.4. Kernmyosin ist an Exportprozessen beteiligt

Es wurde bereits gezeigt, dass auch Kernaktin an den nukleoplasmatischen Filamenten der
Kernporenkomplexe lokalisiert ist. Des Weiteren war Aktin als essentielle Komponente an diversen
Exportprozessen beteiligt (Hofmann et al., 2001). Kernmyosin konnte bei Xenopus laevis ebenfalls an
der Kernhiille, und zwar an den nukleozytoplasmatischen Filamenten, dargestellt werden (siche Abb.
4.3.18.). Deshalb sollte nun die Beteiligung des Kernmyosins an Exportprozessen untersucht werden.
Hierzu wurden Mikroinjektionsversuche in Xenopus-Oozyten durchgefiihrt. Ein Ouchterlony-Test
erbrachte fiir die monoklonalen Antikorper XNMIC #54 und #42 die Antikorpersubklasse IgM.
Zunédchst wurden die monoklonalen Kernmyosin-Antikorper XNMIC #54 und #42 oder eine
Isotypkontrolle mit unspezifischen IgM-Antikérpern in manuell defollikulierte Oozyten vorinjiziert.

Nach einer Stunde wurde das Fusionsprotein GST-TFIIIA-NES injiziert.

Aufgrund des leucinreichen Kernexportsignals wird das Fusionsprotein GST-TFIIIA-NES CRMI1-
vermittelt exportiert (siche 4.2.2.). Wahrend IgM-Antikorper und der Kernmyosin-Antikérper gegen
den spezifischen Aminoterminus (XNMIC #54) den nukleozytoplasmatischen Export von GST-
TFHIA-NES nicht verhindern konnten, inhibierten Antikorper gegen die aminoterminale Kopfdoméne

(XNMIC #42) den Export dieses Fusionsproteins in das Zytoplasma.
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Abb. 4.3.19.: Der Export von rekombinantem GST-TFIIIA-NES ist durch den Myosinantikorper XNMIC
#42, nicht aber durch den Antikérper XNMIC #54 hemmbar.

Manuell defollikulierte Xenopus-Oozyten wurden mit 0,07 mg Myosinantikérper XNMIC #54 (Spur A3 und
A4) und XNMIC #42 (Spur B3 und B4) oder Isotypkontrollantikérper (Spuren A1, A2, B1 und B2) vorinjiziert.
Nach einer Stunde wurde GST-TFIIIA-NES zusammen mit Dextranblau und BSA zur Injektionskontrolle
injiziert und nach weiteren 15 Stunden die Kern- und Zytoplasmafraktion isoliert, die Proteine gefdllt und
mittels SDS-PAGE aufgetrennt. AnschlieBend wurden die Proteine auf eine Nitrozellulosemembran transferiert
und ein Immunblot mit GST-Antikérpern (A und B) und BSA-Antikorpern (C) durchgefiihrt. Der Export von
GST-TFIITA-NES konnte durch den Myosinantikdrper XNMIC #54 nicht gechemmt werden (A3 und A4). Die
Mikroinjektion des Myosinantikdrpers XNMIC #42 fiihrte jedoch zu einer Retention von GST-TFIIIA-NES im
Zellkern (B3 und B4). N: Kernfraktion; C: Zytoplasmafraktion. Die Molekulargewichtsmarker sind am linken
Rand in kDa angegeben.
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4.3.5. Kernmyosin ist bei der Transkription beteiligt

Kernmyosin IC konnte sowohl in der Immunfluoreszenz als auch im Immunblot im Nukleoplasma
detektiert werden. Kurz nach der Entdeckung des Kernmyosin IC (Nowak et al., 1997) wurde bereits
eine Beteiligung des Kernmyosins bei Transkriptionsprozessen angenommen (Pestic-Dragovich et al.,
2000). Kernmyosin IC kolokalisierte in somatischen Zellen in Immunfluoreszenzexperimenten mit der
RNA-Polymerase II und lieB3 sich durch Immunprézipitation zusammen mit der grolen Untereinheit
der RNA-Polymerase II aus Zellkernen aufreinigen. Des Weiteren konnten Kernmyosin-Antikdrper
die in-vitro-Transkription (Pestic-Dragovich et al., 2000). Daher sollte im Xenopus-System ebenfalls
die Rolle des Kernmyosin IC analysiert werden, da mit den amplifizierten Nukleolen und den

Lampenbiirstenchromosomen in die Transkription Xenopus-Oozyten gut abzubilden ist.

4.3.5.1. Kernmyosin IC ist an der RNA-Polymerase I-abhingigen Transkription im
Nukleolus beteiligt

Die = RNA-Polymerase  I-abhéngige  Transkription  sowie der  Zusammenbau  der
Ribosomenuntereinheiten findet im Nukleolus statt. Kernmyosin IC konnte in der Immunfluoreszenz
im Nukleolus somatischer Zellen beobachtet werden (Abb.4.3.10.). Daher sollte nun zunichst an
somatischen Zellen versucht werden, das Kernmyosin innerhalb des Nukleolus durch

Immunfluoreszenz genauer zu lokalisieren.

Der Nukleolus besteht aus dem fibrilldren Zentrum (FC), der dichten fibrilliren Komponente (DFC)
und der granuliren Komponente (GC). RNA-Polymerase I kann im FC, Fibrillarin im DFC

nachgewiesen werden. Kernmyosin IC kolokalisiert partiell mit der RNA-Polymerase I im Nukleolus

(Abb. 4.3.20. a).

Actinomycin D  blockiert die Transkription, indem es an die DNA bindet. Diese
Transkriptionshemmung duBert sich in Umbauprozessen, die zu einer Segregation von FC, DFC und
GC in drei Doménen fiihren, die viele ihrer origindren Proteine und RNA-Komponenten beinhalten
(Shav-Tal et al., 2005). Nach Transkriptionshemmung mit Actinomycin D (AMD) segregierte
Kernmyosin partiell zusammen mit der Polymerase I (Abb. 4.3.20. b und c¢).

Eine Kolokalisation von Kernmyosin IC mit Fibrillarin konnte nicht beobachtet werden (Abb. 4.3.20.
d und e).
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Abb. 4.3.20.: Doppelimmunfluoreszenz von Xenopus-Kernmyosin IC und nukleoliren Proteinen in
somatischen XTC-Zellen. Die RNA-Polymerase I kolokalisiert partiell im Nukleolus mit Kernmyosin.
Nach Fixierung von somatischen Xenopus-Zellen (XTC-Zellinie) mit Paraformaldehyd wurde eine indirekte
Immunfluoreszenz mit dem monoklonalen Antikérper XNMIC #54 und Antikérpern gegen RNA-Polymerase [
(FC) (a, b und ¢) oder Fibrillarin (DFC)(d und e) durchgefiihrt. Ein Teil der Zellen wurde mit Actinomycin D
(AMD) vorbehandelt (b, d und e). Kernmyosin IC ist in griin, RNA-Polymerase I und Fibrillarin sind in rot
dargestellt. Bei Kolokalisation ergibt sich eine gelbe Farbe. RNA-Polymerase I kolokalisiert mit und ohne
AMD-Behandlung partiell mit Kernmyosin IC im Nukleolus (a, b und c). Fibrillarin dagegen lokalisiert nicht
mit Kernmyosin IC im Nucleolus (d und e). Die Aufnahmen wurden mit konfokaler Laserscan-Mikroskopie
angefertigt. Eichstrich 10 um.

Bestimmte RNA-Polymeraseuntereinheiten und manche Bestandteile der Transkriptionsmaschinerie
bleiben auch wéhrend der Mitose mit den Nukleolus-Organisator-Regionen (NORs) assoziiert (Olson
und Dundr, 2005). Die Verteilung von RNA-Polymerase I und Kernmyosin IC wurde daher in
mitotischen Xenopus-Zellen untersucht. Wéhrend RNA-Polymerase I in vier Regionen, entsprechend
den vier NORs der Xenopus-Zellen, nachgewiesen werden konnte, wurde im Gegensatz dazu

Kernmyosin IC nicht in diesen Regionen NORs beobachtet (Abb. 4.3.21.).
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Abb. 4.3.21.: Doppelimmunfluoreszenz von Xenopus-Kernmyosin IC und RNA-Polymerase I in
Mitosezellen. Kernmyosin ist wihrend der Mitose nicht mit Nukeolus-Organisator-Regionen assoziiert.
Nach Fixierung von somatischen Xenopus-Zellen (XTC-Zellinie) mit Paraformaldehyd wurde eine indirekte
Immunfluoreszenz mit dem monoklonalen Antikdrper XNMIC #54 und Antikdrpern gegen RNA-Polymerase |
(a bis d) durchgefiihrt. Kernmyosin IC ist in griin, RNA-Polymerase I in rot dargestellt. Bei Kolokalisation
ergébe sich eine gelbe Farbe. Die Aufnahmen wurden mit konfokaler Laserscan-Mikroskopie angefertigt.
Eichstrich 10 pm.

Die amplifizierten Nukleolen der Xenopus-Oozyten zeichnen sich in ihrer GroBe, dem hohen rDNA-
Gehalt und ihrer hohen transkriptionellen Aktivitit aus. Die Struktur ist dennoch vergleichbar mit der
Struktur somatischer Nukleolen (Mais und Scheer, 2001). Nach Spreitung des Kerninhalts von
Oozyten sind zahlreiche amplifizierte Nukleolen mit einer so genannten Halskettenstruktur zu sehen,
die in den Kortex eingebettet ist (siche auch 1.4.1.2.). Nachdem Kernmyosin IC in den Nukleolen
somatischer Zellen detektiert werden konnte, wurde nun die Lokalisation von Kernmyosin IC in
amplifizierten Nukleolen untersucht. Kernmyosin IC befand sich in den amplifizierten Nukleolen
hauptsédchlich in der Kernregion, wenngleich es geringfiigig auch im Kortex nachgewiesen werden
konnte (Abb. 4.3.22. a bis ¢). Kernmyosin IC zeigte in der Kernregion eine Kolokalisation sowohl mit
der RNA-Polymerase I (Abb. 4.3.22. a), den durch Bromuridintriphosphat gekennzeichneten
naszierenden Transkripten (Abb. 4.3.22. b) als auch mit Fibrillarin (Abb. 4.3.22. c¢). Kernmyosin

scheint sich sowohl im FC als auch im DFC zu befinden.
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Abb. 4.3.22.: Doppelimmunfluoreszenz von Xenopus-Kernmyosin IC und nukleoliren Proteinen in
amplifizierten Nukleolen. Kernmyosin kolokalisiert partiell mit RNA-Polymerase I, BrUTP-Einbau und
Fibrillarin.

Aus manuell defollikulierten Oozyten wurden die Zellkerne gewonnen und der Kerninhalt gespreitet. Nach
Fixierung mit Paraformaldehyd wurde eine indirekte Immunfluoreszenz mit dem monoklonalen Antikdrper
XNMIC #54 und Antikorpern gegen RNA-Polymerase I (a) oder Fibrillarin (c) durchgefiihrt. Ein Teil der
Oozyten wurde mit Bromuridintriphosphat (BrUTP) mikroinjiziert. Nach Spreitung des Kerninhaltes wurden die
Zellen fixiert und Kernmyosin und BrUTP nachgewiesen (b). Kernmyosin IC (a bis c) ist in griin, RNA-
Polymerase 1 (a), BrUTP (b) und Fibrillarin (c) sind in rot dargestellt. In der Transmissionsaufnahme (a bis c)
sind Nukleolen mit der typischen halskettenartigen Darstellung der Kernregion (FC und DFC) zu sehen, die in
den Kortex (GC) eingebettet ist. Die Kolokalisation von Kernmyosin IC mit RNA-Polymerase I, BrUTP-Einbau
in naszierende Transkripte und Fibrillarin zeigte sich als gelbe Farbe. Die Aufnahmen wurden mit konfokaler
Laserscan-Mikroskopie angefertigt. Eichstrich 5 pm.

Da die Transkriptionshemmung mit Actinomycin D Umbauprozesse verursacht, die zu einer
Segregation von FC, DFC und GC in drei Doménen fiihren, die viele ihrer origindren Proteine und
RNA-Komponenten beinhalten (Shav-Tal et al., 2005), war von Interesse, in welches Kompartiment
Kernmyosin umgelagert wird. Hierzu wurden Oozyten mit Actinomycin D inkubiert und anschlieend
die Nukleolen dieser Oozyten pripariert. Mittels Immunfluoreszenz wurden Kernmyosin IC, RNA-
Polymerase I und Fibrillarin dargestellt. Hier zeigte sich eine Umverteilung von Kernmyosin IC mit

der RNA-Polymerase I und der rDNA (Abb. 4.3.23.).
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Abb. 4.3.23.: Doppelimmunfluoreszenz von Kernmyosin IC und nukleoliren Proteinen in Actinomycin D-
behandelten amplifizierten Nukleolen. Kernmyosin kolokalisiert mit der DNA und der RNA-Polymerase I
nach Transkriptionshemmung.

Manuell defollikullierte Oozyten wurden fiir zwei Stunden mit Actinomycin D (AMD) inkubiert. Anschlieend
wurden die Zellkerne gewonnen und der Kerninhalt gespreitet. Nach Fixierung mit Paraformaldehyd wurde eine
indirekte Immunfluoreszenz mit dem monoklonalen Antikérper XNMIC #54 und Antikdrpern gegen RNA-
Polymerase I (a) oder Fibrillarin (b) durchgefiihrt. Kernmyosin IC (a und b) ist in griin, RNA-Polymerase I (a)
und Fibrillarin (c) sind in rot dargestellt. Die DNA ist mit Hoechst (blau) gegengeférbt. Bei Kolokalisation ergab
sich eine gelbe Farbe. Nach Transkriptionshemmung mit AMD kolokalisiert Kernmyosin IC mit der RNA-
Polymerase I und der DNA. Die Aufnahmen wurden mit konfokaler Laserscan-Mikroskopie angefertigt.
Eichstrich 5 pm.

Die rdumliche Ndhe zur Transkriptionsmaschinerie warf nun die Frage auf, welche Auswirkung die
Depletion des Kernmyosin IC auf die Transkription und die Architektur des Nukleolus zeigt. Die
Injektion von Kernmyosin-Antikdrper sollte hieriiber Aufschluss geben. Amplifizierte Nukleolen, die
nach Injektion von unspezifischen Isotypantikdrpern pripariert wurden (Abb. 4.3.24. a und Abb.
4.3.25. a), zeigten wie Nukleolen aus unbehandelten Oozyten (Abb. 4.3.22. und 4.3.26. a) die typische
Kern- und Kortexstruktur. Fibrillarin (DFC) war um die rDNA (FC) lokalisiert und in den Kortex
(GC) eingebettet.

Zum Vergleich wurde eine Transkriptionshemmung mit Actinomycin D durchgefiihrt (Abb. 4.3.24. ¢
und Abb. 4.3.26. b und c). Zu sehen war hier eine Segregation, wobei die so genannte FC-haltige
Kappe die rDNA und die DFC-haltige Kappe das Protein Fibrillarin enthielt. Teilweise konnte auch
der GC-Korper dargestellt werden (Abb. 4.3.24. ¢ und Abb. 4.3.26. b). Die Inhibition der
Transkription spiegelte sich im fehlenden Bromuridintriphosphat (BrUTP)-Einbau wider (Abb. 4.3.26.

c).
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Die Injektion der Kernmyosin IC-Antikdrper XNMIC #54 (Abb. 4.3.24. b, ¢ und Abb. 4.3.25. b, ¢)
und #42 (Abb. 4.3.24. d und Abb. 4.3.25. d und ¢) verursachte einen massiven Umbau der Nukleolen.
Die Architektur der Nukleolen &dhnelte jedoch nur teilweise der von actinomycinbehandelten
Nukleolen. Wéhrend die DFCs kondensiert wirkten, erschienen die FC-Regionen oftmals noch
aufgelockert (Abb. 4.3.24. und 4.3.25. jeweils b, ¢ und d) und umgaben die DFCs teilsweise
ringformig (Abb. 4.3.24. b und d [rechter Nukleolus] und Abb. 4.3.25. b und d). Einige Nukleolen
erinnerten jedoch an die Segregation transkriptionsgehemmter Nukleolen (Abb. 4.3.24. c und 4.3.25. c
und e). Aufgefallen war auBlerdem ein Abldsen des GC, das bei einigen Nukleolen beobachtet werden

konnte (Abb. 4.3.24. c).

Um sicherzugehen, dass es sich hierbei tatsdchlich um eine sich ablésende GC-Region handelt, wurde
das nukleolédre Protein B23 fluoreszenzmikroskopisch dargestellt. B23 fungiert als Markerprotein fiir
das granuldre Zentrum (GC). Vor der immunfluoreszenzmikroskopischen Darstellung von B23 in
amplifizierten Nukleolen wurden die Antikdrper bei somatischen A6- und XTC-Zellen getestet. In
Abb. 4.3.27. a und c ist die Verteilung von B23 in den somatischen Nukleolen gezeigt. Nach
Transkriptionshemmung durch Actinomycin D kam es zur Umverteilung des Proteins B23 (Abb

4.3.27. b und d).

AnschlieBend wurde die Immunfluoreszenz bei amplifizierten Nukleolen durchgefiihrt. Hierfiir
wurden Nukleolen aus Kontrolloozyten und mit Kernmyosin-Antikorpern injizierten Qozyten isoliert.
Die GC-Region wurde durch den Nachweis des Markerproteins B23 markiert. In der Tat fanden sich
Nukleolen, die einen schmalen GC-Saum aufwiesen (Abb. 4.3.28. b und ¢). Wie in Abb. 4.3.28. ¢ zu

sehen, 16ste sich dieser gerade von dem abgebildeten Nukleolus ab.
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Abb. 4.3.24.: Die Mikroinjektion von Kernmyosin-IC-Antikorpern fiihrte zu massivem Umbau der
amplifizierten Nukleolen. Manuell defollikulierte Xenopus-Oozyten wurden mit den Antikdrpern XNMIC #54
(b und c) und #42 (d) oder Isotypkontrollantikdrper (a) injiziert. Nach drei Stunden wurden die Zellkerne
gewonnen und der Kerninhalt gespreitet. Ein Teil der Zellen wurde nicht injiziert, sondern mit Actinomycin D
(AMD) (e) zur Hemmung der Trankription und der daraus resultierenden Segregation der Nukleolen inkubiert.
Nach Fixierung mit Paraformaldehyd wurde eine indirekte Immunfluoreszenz mit Fibrillarinantikdrpern
durchgefiihrt. Der Kontrollnukleolus (a) zeigt das typische Bild mit Kernregion (FC und DFC) und Kortex
(GC). Fibrillarin (DFC) lokalisiert um die DNA (FC). Nach Transkriptionshemmung durch AMD (e) kam es
zur Segregation. Zu sehen ist in der Phasenaufnahme das FC (DNA), die DFC (Fibrillarin) und bei zwei
Nukleolen auch die GC. Die Kernmyosindepletion fithrte bei zu massivem Umbau der Nukleolen. Die
Aufnahmen zeigen Phasenkontrast- und fluoreszenzmikroskopische Ansichten. Eichstrich 5 pm.
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Abb. 4.3.25.: Die Mikroinjektion von Xenopus-Kernmyosin IC-Antikorper fithrt zu massivem Umbau der
amplifizierten Nukleolen.

Manuell defollikulierte Xenopus-Oozyten wurden mit den Antikdrpern XNMIC #54 (b und c¢) und XNMIC #42
(d und e) oder Isotypkontrollantikorper (a) injiziert. Nach drei Stunden wurden die Zellkerne gewonnen und der
Kerninhalt gespreitet. Nach Fixierung mit Paraformaldehyd wurde eine indirekte Immunfluoreszenz mit
Fibrillarinantikdrper durchgefiihrt. Der Kontrollnukleolus (a) zeigt das typische Bild mit Kernregion (FC und
DFC) und Kortex (GC). Fibrillarin (DFC) lokalisiert um die DNA (FC). Die Kernmyosindepletion fiihrte zu
massivem Umbau der Nukleolen. Die Aufnahmen wurden mit konfokaler Laserscan-Mikroskopie angefertigt.
Eichstrich 5 pm.
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Abb. 4.3.26.: Actinomycin D-Behandlung fiihrt zur Hemmung der Transkription und zur Segregation der
Nukleolen.

Manuell defollikulierte Xenopus-Oozyten wurden ohne (a) oder mit Actinomycin D (AMD) (b und ¢) zur
Hemmung der Transkription sowie der daraus resultierenden Segregation der Nukleolen inkubiert. Ein Teil der
AMD-behandelten Oozyten wurden mit BrUTP mikroinjiziert (c). Nach drei Stunden wurden die Zellkerne
gewonnen und der Kerninhalt gespreitet. Nach Fixierung mit Paraformaldehyd wurde eine indirekte
Immunfluoreszenz mit Fibrillarin- (a und b) oder BrUTP-Antikorper (c) durchgefiihrt. Die Kontrollnukleolen (a)
zeigten das typische Bild mit Kernregion (FC und DFC) und Kortex (GC). Fibrillarin (DFC) lokalisiert um die
DNA (FC). Nach Transkriptionshemmung durch AMD (b) kam es zur Segregation. Zu sehen ist das FC (DNA),
die DFC (Fibrillarin) und die darumliegende GC. Ein BrUTP-Einbau konnte nicht nachgewiesen (c). Die
Aufnahmen wurden mit konfokaler Laserscan-Mikroskopie angefertigt. Eichstrich 5 pm.
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Abb. 4.3.27.: Darstellung des nukleoléiren Proteins B23 durch indirekte Immunfluoreszenz in somatischen
XTC-Zellen.

Nach Fixierung von somatischen Xenopus-Zellen (A6 und XTC-Zellinien) mit Paraformaldehyd wurde eine
indirekte Immunfluoreszenz mit einem Antikdrper gegen das nukleoldre Protein B23 (GC)(a bis d)
durchgefiihrt. Ein Teil der Zellen wurde mit Actinomycin D (AMD) zur Transkriptionshemmung und der daraus
folgenden Segregation der Nukleolen vorbehandelt (b und d). Die Aufnahmen wurden mit konfokaler
Laserscan-Mikroskopie angefertigt. Eichstrich 10 pm.



176 4. ERGEBNISSE

Fibrillarin

Fibrillarin

Fibrillarin

Abb. 4.3.28.: Die Mikroinjektion von Xenopus-Kernmyosin IC-Antikorper fiihrt zu massivem Umbau der
amplifizierten Nukleolen.

Manuell defollikulierte Xenopus-Oozyten wurden mit 0,07 mg Myosinantikérper XNMIC #54 (b und c) oder
Isotypkontrollantikdrper (a) vorinjiziert. Nach drei Stunden wurden die Zellkerne gewonnen und der Kerninhalt
gespreitet. Nach Fixierung mit Paraformaldehyd wurde eine indirekte Doppelimmunfluoreszenz mit Fibrillarin-
und B23-Antikdrpern durchgefiihrt. DNA (FC) ist blau, Fibrillarin (DFC) rot und B23 (GC) griin angeférbt. Die
Aufnahmen zur Darstellung der amplifizierten Nucleolen wurden mit konfokaler Laserscan-Mikroskopie
angefertigt. Die Architektur dieser Nukleolen ist durch DNA (FC), Fibrillarin (DFC) und B23 (GC) dargestellt.
Eichstrich 5 pm.

Der massive Umbau nach Injektion von Kernmyosin IC-Antikérpern wurde an den Nukleolen nach
Spreitung des Nukleoplasma dargestellt. Um die Struktur von Nukleolen auch in situ analysieren zu
konnen, wurden mikroinjizierte OQozyten (IgM-Isotypkontrolle oder Kernmyosin IC-Antikdrper) fiir
die Elektronenmikroskopie prépariert. Die Nukleolen aus Kontrolloozyten wiesen eine
charakteristische Morphologie aus FCs, DFC und GC auf (Abb. 4.3.29. a und b). Im Gegensatz dazu
waren die Nukleolen nach Injektion von Kernmyosin IC-Antikdrper in ihrer Architektur verdndert
(Abb. 4.3.29. c und d). Neben einer Verdichtung von DFC und GC ist auch ein massive Umlagerung
von Material zu erkennen (Abb. 4.3.29. d).
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Abb. 4.3.29.: Die Mikroinjektion von Xenopus-Kernmyosin IC-Antikorper fithrt zu massivem Umbau der
amplifizierten Nukleolen.

Manuell defollikulierte Xenopus-Oozyten wurden mit 0,07 mg Myosinantikérper XNMIC #54 (¢ und d) oder
Isotypkontrollantikdrper (a und b) injiziert. Nach drei Stunden wurden die Zellen fiir die Elektronenmikroskopie
aufbereitet. In der oberen Reihe (a und b) sind zwei amplifizierte Nukleolen mit der charakteristischen
Dreiteilung in FC, DFC und GC zu sehen. Nach Injektion von Kernmyosin IC-Antikdrpern (¢ und d) war eine
Verdichtung von DFC und GC und ein massiven architektonischen Umbau der Nukleolen zu sehen. Eichstrich
Tpm.
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Actinomycin D blockiert die Transkription, indem es an die DNA bindet. Nach Inkubation der
Oozyten mit Actinomycin D spiegelte sich das Erliegen der Transkription in einem fehlenden BrUTP-
Einbau wider (Abb. 4.3.26. c). Die durch Spreitung des Kerninhalts gewonnenen Nukleolen, die mit
Kernmyosin-Antikdrpern injiziert wurden, wiesen im Gegensatz zu Actinomycin D-behandelten
Oozyten eine aufgelockerte FC-Struktur auf (Abb. 4.3.24. und 4.3.25.). Daher stellte sich die Frage, ob
in diesen Nukleolen noch Transkription moglich ist. Zu diesem Zweck wurde fiinf bis 20 Minuten vor
der Spreitung BrUTP in die Oozyten appliziert. Durch eine indirekte Immunfluoreszenz mit einem
BrUTP-Antikérper konnten weiterhin Fluoreszenzsignale in diesen aufgelockerten FC-Strukturen
detektiert werden, hinweisend auf einen Einbau von BrUTP in entstehende Transkripte (4.3.30.). Die
Transkription kam somit nicht zum Erliegen. Allerdings konnte hinsichtlich der Quantitit der
Transkription sowie der Qualitdt der Transkripte keine Aussage gemacht werden. Eine Reduktion der
Transkription sowie das Auftreten verkiirzter oder fehlerhafter Transkripte kann nicht ausgeschlossen

werden.

Bei den amplifizierten Nukleolen handelt es sich um sehr groB3e, komplex aufgebaute Strukturen, die
in einer Anzahl von bis zu 1500 pro Oozyte vorkommen und rege Transkriptionsaktivitdt aufweisen.
In ihrer Summe beherbergen sie eine betrachtliche rDNA- sowie Proteinmasse. In somatischen Zellen
von Xenopus laevis treten hingegen nur bis zu zwei Nukleolen auf. Daher sollte auch in somatischen
Nucleoli die Transkription nach Mikroinjektion von Kernmyosin IC-Antikorper in analysiert werden.
Unter Einsatz von a-Amanitin wurde die RNA-Polymerase II-abhéngige Transkription unterdriickt, so
dass in Kontrollzellen nur die Transkription in den Nukleolen sichtbar war (4.3.31. a und b). Im
Gegensatz zu den amplifizierten Nukleolen konnte bei den somatischen Nukleolen nach Injektion von
Kernmyosin IC-Antikorpern der BrUTP-Einbau inhibiert werden (4.3.31. c). Eine Hemmung der

Transkription gelang somit in den somatischen Nukleolen.
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Abb. 4.3.30.: Die Mikroinjektion von Xenopus-Kernmyosin IC-Antikorpern fiihrt zu massivem Umbau
der amplifizierten Nukleolen, wobei aber noch ein BrUTP-Einbau als Ausdruck der Transkription
moglich war.

Manuell defollikulierte Xenopus-Oozyten wurden mit 0,07 mg Myosinantikérper XNMIC #54 (b und c¢) und
XNMIC #42 (d und e) oder Isotypkontrollantikorper (a) vorinjiziert. Nach 3 Stunden wurden die Zellkerne
gewonnen und der Kerninhalt gespreitet. Nach Fixierung mit Paraformaldehyd wurde eine indirekte
Immunfluoreszenz mit BrUTP-Antikorper durchgefiihrt. Die Kontrollnukleolen (a) zeigen das typische Bild mit
Kernregion (FC und DFC) und Kortex (GC). Im Core fand die Herstellung neuer Transkripte statt, in die
BrUTP eingebaut wurde. Bei Kernmyosindepletion trat ein massiver Umbau der Nukleolen auf (b bis e),
allerdings kam die Transkription nicht zum Erliegen. Die Aufnahmen wurden mit konfokaler Laserscan-
Mikroskopie angefertigt. Eichstrich 5 pm.
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Abb. 4.3.31.: Mikroinjektion von Kernmyosin IC-Antikérpern fithrt zur Hemmung der Transkription in
somatischen Zellen.

Somatische Xenopus-A6-Zellen wurden mit dem Kernmyosin-Antikdrper XNMIC #54 (c¢) oder
Isotypkontrollantikdrper (b) vorinjiziert. Danach wurde ein BrUTP-Einbau unter Zusatz einer a-Amanitin-Dosis
durchgefiihrt, um die RNA-Polymerase I-abhéngige Transkription im Nukelolus sichtbar zu machen. Nach
Fixierung mit Paraformaldehyd erfolgte eine indirekte Immunfluoreszenz mit BrUTP-Antikdrpern. In
Kontrollzellen (a und b) konnte ein BrUTP-Einbau als Ausdruck der Transkription gesehen werden. Im
Gegensatz dazu konnte in Zellen nach Injektion von Kernmyosin IC-Antikdrpern kein BrUTP-Einbau
beobachtet werden (c). Eichstrich 10 pm.

4.3.5.2. Kernmyosin IC ist ein essentieller Faktor bei der RNA-Polymerase II-
abhiangigen Transkription

Nachdem eine Beteiligung von Kernmyosin IC bei der Transkription im Nukleolus nachgewiesen
wurde, sollte nun auch die RNA-Polymerase II-abhédngige Transkription untersucht werden.

Die Transkription der mRNA ist in Xenopus-Oozyten durch die Lampenbiirstenchromosomen sichtbar.
An den lateralen Schleifen dieser Chromosomen findet aktive Transkription statt. Wird die
Transkription inhibiert, resultiert eine Retraktion dieser Schleifen sowie eine Kondensation der
Chromosomen. Diese Effekte konnten bereits durch Verwendung von RNA-Polymerase II-Inhibitoren
und -Antikérpern sowie durch Aktinantikorper beobachtet werden (Scheer et al., 1984).

Zuerst sollte gekliart werden, ob Kernmyosin IC an den Lampenbiirstenchromosomen lokalisiert. Da

unspezifische Signale durch den Einsatz von Antikorpern bei einer Immunfluoreszenz nicht
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ausgeschlossen werden konnen, wurde zur Kontrolle ein monoklonaler Zellkulturiiberstand mit
Antikodrpern gegen das integrale Kernhiillenprotein Emerin eingesetzt. Die Zellkulturiiberstdinde mit
den monoklonalen Antikdrpern gegen Emerin und Kernmyosin IC enthielten vergleichbare
Zellkulturmedium und Zusétze.

Im Gegensatz zur Verwendung des Emerinantikorpers (Abb. 4.3.32. a) konnte mit dem Kernmyosin
IC-Antikorper ein  Fluoreszenzsignal an den transkriptionell aktiven  Schleifen der

Lampenbiirstenchromosomen (Abb. 4.3.32. b) detektiert werden.

Emerin ¢

Abb. 4.3.32.: Kernmyosin IC lokalisiert an den lateralen transkriptionell aktiven Schleifen von
Lampenbiirstenchromosomen.

Xenopus-Ovar wurde gewonnen und 18 Stunden in Oozytenmedium kultiviert. Aus manuell defollikulierten
Oozyten konnten dann die Zellkerne gewonnen und der Kerninhalt gespreitet werden. Nach einer Fixierung mit
Paraformaldehyd wurde eine indirekte Immunfluoreszenz mit monoklonalen Antikoérpern gegen Emerin (a) oder
Kernmyosin IC (XNMIC #54) (b) durchgefiihrt. Im Gegensatz zum Emerinantikorper (a) gelang mit dem
Kernmyosin IC-Antikérper (b) die Darstellung der lateralen Schleifen der Lampenbiirstenchromosomen. Die
Aufnahmen wurden mit konfokaler Laserscan-Mikroskopie angefertigt. Eichstrich 10 pm.

Nachdem Kernmyosin IC an den Lampenbiirstenchromosomen nachgewiesen werden konnte, sollte
das Verteilungsmuster mit dem der RNA-Polymerase II verglichen werden. Wie in Abb. 4.3.33. zu
sehen, zeigten Kernmyosin und RNA-Polymerase II an Lampenbiirstenchromosomen eine
vergleichbare Lokalisation. Beide Proteine waren an den lateralen transkriptionell aktiven Schleifen zu

finden.
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Abb. 4.3.33.: Kernmyosin IC und RNA-Polymerase Il zeigen an Lampenbiirstenchromosomen eine
Lokalisation an den transkriptionell aktiven lateralen Schleifen.

Xenopus-Ovar wurde gewonnen und 18 Stunden in Oozytenmedium kultiviert. Aus manuell defollikulierten
Oozyten konnten dann die Zellkerne gewonnen und der Kerninhalt gespreitet werden. Nach einer Fixierung mit
Paraformaldehyd wurde eine indirekte Immunfluoreszenz mit monoklonalen Antikdrpern gegen Kernmyosin IC
(XNMIC #54) (a) oder RNA-Polymerase II (b) durchgefiihrt. Beide Antikorper erkannten Proteine auf den
lateralen Schleifen der Lampenbiirstenchromosomen. Die Aufnahmen wurden mit konfokaler Laserscan-
Mikroskopie angefertigt. Eichstrich 10 pm.

Als nichstes sollte der Frage nachgegangen werden, ob Kernmyosin in Xenopus-Oozyten mit den
Transkripten proteinkodierender Gene kolokalisiert. Um dies zu kliren, wurde vor der Priparation der
Lampenbiirstenchromosomen  Bromuridintriphosphat  (BrUTP) in  defollikulierte ~ Oozyten
mikroinjiziert. Bei aktiver Transkription wird BrUTP in entstehende Transkripte eingebaut.
AnschlieBend wurden sowohl Kernmyosin IC als auch BrUTP-haltige Transkripte durch eine indirekte
Immunfluoreszenz an den fixierten Lampenbiirstenchromosomen nachgewiesen. Wie in Abb. 4.3.34.
E und F demonstriert, korreliert die Lokalisation von Kernmyosin IC mit den naszierenden

Transkripten.

Da nicht bekannt war, ob Kernmyosin IC auch mit transkriptionsinaktiven Chromosomen assoziiert,
wurde die Lokalisation von Kernmyosin IC an transkriptionsinaktiven Chromosomen analysiert.
Hierzu wurde zunéchst die Transkription mit Actinomycin D gehemmt. In Abb. 4.3.35. ist der Effekt
der Transkriptionshemmung auf die Lampenbiirstenchromosomen zu sehen. Die lateralen Schleifen
bildeten sich zuriick, auflerdem setzte eine Kontraktion der Chromosomen ein, die bei dem
abgebildeten Chromosom noch nicht vollstdndig ausgebildet war. Nach indirekter Immunfluoreszenz

konnte Kernmyosin IC nicht mehr am Chromosom nachgewiesen werden.
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Abb. 4.3.34.: Kernmyosin IC kolokalisiert mit der Transkription proteinkodierender Gene an den
lateralen transkriptionell aktiven Schleifen von Lampenbiirstenchromosomen.

Xenopus-Ovar wurde gewonnen und 18 Stunden in Oozytenmedium kultiviert. Vor der Préparation der
Lampenbiirstenchromosomen wurde BrUTP in defollikulierte Oozyten mikroinjiziert. BrUTP wird in
entstechende Transkripte eingebaut. Nach einer Fixierung mit Paraformaldehyd wurde eine indirekte
Doppelimmunfluoreszenz mit Antikorpern gegen Kernmyosin IC (XNMIC #54) (C) und BrUTP (D)
durchgefiihrt. Kernmyosin IC ist in griin (C) und BrUTP in rot (D) dargestellt. Die Kolokalisation zeigte sich an
der gelben Farbe (E). Die Aufnahmen wurden mit konfokaler Laserscan-Mikroskopie angefertigt.

Eichstrich 10 pm.
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Abb. 4.3.35.: Kernmyosin IC ist nach Transkriptionshemmung nicht mehr am Chromosom nachweisbar.
Xenopus-Ovar wurde gewonnen und 18 Stunden in Oozytenmedium kultiviert. Manuell defollikulierte Oozyten
wurden zwei Stunden lang in Actinomycin D zur Hemmung der Transkription inkubiert. AnschlieBend wurden
die Zellkerne isoliert und der Kerninhalt gespreitet. Nach der Fixierung mit Paraformaldehyd wurde eine
indirekte Immunfluoreszenz mit dem monoklonalen Kernmyosin IC-Antikdrper XNMIC #54 durchgefiihrt. Die
Aufnahmen mit konfokaler Laserscan-Mikroskopie zeigten, dass Kernmyosin IC nach Retraktion der lateralen
Schleifen nicht mehr am Chromosom lokalisiert. Eichstrich 10 pm.

Kernmyosin IC war dhnlich wie RNA Polymerase Il an den lateralen transkriptionsaktiven Schleifen
der Lampenbiirsten lokalisiert wo es mit naszierenden Transkripten kolokalisierte. Nach Hemmung der
Transkription mit Aktinomycin D konnte es war es nicht mehr am Chromosom nachzuweisen. Dies

legte die Vermutung nahe, dass Kernmyosin IC in die mRNA-Transkription involviert sein kdnnte.

Es wurde bereits demonstriert, dass durch die Injektion von Aktinantikdrpern in Amphibienoozyten
eine Retraktion der lateralen transkriptionsaktiven Schleifen und eine Kondensation der Oozyten
erfolgt (Scheer et al., 1984). Diese Effekte dhneln denen nach Transkriptionshemmung durch

Actinomycin D.

Ob Kernmyosin IC-Antikorper ebenfalls in der Lage sind, die Transkription proteinkodierender Genen
zu inhibieren, sollte daher durch Injektionsversuche in Xenopus-Oozyten gepriift werden. Die Oozyten
wurden entweder mit Kernmyosin IC- oder Isotypkontrollantikérpern mikroinjiziert und fiinf Stunden
in  Oozytenmedium  inkubiert.  AnschlieBend wurden die Chromosomen  pripariert.
Lampenbiirstenchromosomen aus den Kontrolloozyten (Abb. 4.3.36. a und c) wiesen multiple laterale
Schleifen auf. Im Gegensatz hierzu fiihrte die Injektion von Kernmyosin IC-Antikérpern (Abb. 4.3.36.

b und d) zu einer Retraktion der lateralen Schleifen und zur Kondensation der Chromosomen.
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Abb. 4.3.36.: Kernmyosin IC-Antikorper fitlhren zur Retraktion der lateralen Schleifen der
Lampenbiirstenchromosomen und zur Kondensation der DNA.

Xenopus-Ovar wurde gewonnen und 18 Stunden in Oozytenmedium kultiviert. Manuell defollikulierte Oozyten
wurden mit 0,07 mg Kernmyosin IC-Antikdrpern XNMIC #54 (Reihe b) und #42 (Reihe d) oder mit
Isotypantikorpern (Reihe a und c) in den Zellkern injiziert. Nach flinf Stunden wurden die Zellkerne isoliert und
der Kerninhalt gespreitet. Die Chromosomen aus Kontrolloozyten (Reihe a und c) wiesen multiple laterale
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Schleifen auf. Dagegen fiihrte die Injektion von Kernmyosin IC-Antikorpern (Reihe b und d) zu einer Retraktion
dieser lateralen Schleifen und zur Kontraktion der Chromosomen. Eichstrich 10 pm.
Ergéinzend hierzu wurde untersucht, ob ein BrUTP-Einbau und damit eine Transkription an den

kernmyosindepletierten Chromosomen noch statt fand. Interessanterweise konnten noch wenige
Schleifen an den Chromosomen detektiert werden, an welchen tatsdchlich Transkription eine noch
moglich war (Abb. 4.3.37.). Da diese Schleifen einerseits sehr kurz, andererseits in Telomerndhe

gelegen waren, konnte es sich daher hierbei um Schleifen mit RNA-Polymerase I1I-abhidngiger tRNA-

Transkription handeln.

Abb. 4.3.37.: Kernmyosin-Antikérper fithren zur Hemmung der Transkription proteinkodierender Gene.
Xenopus-Ovar wurde gewonnen und 18 Stunden in Oozytenmedium kultiviert. Der Kernmyosin IC-Antikérper
XNMIC #54 wurde in die Zellkerne manuell defollikulierter Oozyten injiziert. Nach fiinf Stunden wurde BrUTP
in das Zytoplasma injiziert, nach 15 Minuten die Zellkerne isoliert und der Kerninhalt gespreitet. Nach
Fixierung mit Paraformaldehyd erfolgte eine indirekte Immunfluoreszenz mit einem BrUTP-Antikérper. Die
lateralen Schleifen haben sich bis auf wenige Schleifen (Pfeil) zuriickgebildet. Ein BrUTP-Einbau fand nur noch
in diesen Schleifen statt. Eichstrich 10 pm.
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5.1. Nichttrandatierte Bereiche und kodierende Sequenz von CD83

61
121
181
241
301
361
421
481
541
601
661
721
781
841
901
961
1021
1081
1141
1201
1261
1321
1381
1441
1501
1561
1621
1681
1741
1801
1861
1921
1981
2041
2101
2161
2221
2281
2341
2401

gctcccgcga
gccccct ggg
gaagagagga
gggcaaaat g
act accagct
aacctaagtg
acttttaaga
acactcatca

atgtcgcg
cgccggaggt
at ccgcaggt
t ggagacacc
gttctttcga
gcaact cggg
gcaaggt gat
aat acagagc
ttttcacttg

cggcctccag
gaaggt ggct
tccctacacg
ccaggaagac
cgcccccaat
gacat acagg
cttgagagtg
ggagattgtc
taagtttgca

cttctgctcc
tgct ccgaag
gtctcctggg
cacct caggg
gaaaggccct
tgcactctgc
acaggat gcc
ctgctgctgg
cggct acaga

t gagct gcgc
at gt ggactt
tcaagttatt
gacagcact a
attccctgaa
aggacccgga
ct gcacagcg
ctctggttat
gtatcttccc

ctacagcct g
gccctgcacc
ggagggt ggt
t cat cagaag
gat ccgaaac
t gggcagaga
t aaagaagag
tttctactta
agatttttct

aaagct ggca

t ggaacgagc

ttttctccca

gttacctccc

caaat aagca

tttagggcta

gt gactcctc

acaagacaga

act ggt at ga

gct gaggcet c
gaagat ggca
ccattttctg
tgcttctcca
ttttttcagt
gaat gccccc
gggacatctc
agaaat t gac
gaaggtcctg
attccccagc
tgccacattt
t gaaat ct gt
gggagaagaa
ct gggct gac
tt gagcaagt
gct aat gaag
gaaact ccat
tatccatttc
gtagccttct
gaagcagt ag
tt cacgaagt
ccttcccttc
t aat att agg
ttcatgttat
at aagacttt
cat aat ct gt
tacccat gaa
aaaaaaaaaa

aggggt gt gc
t cct gt gaag
t gggcaggcee
t ggccacctt
cat at aaaag
agct ggcccg
tttgaatttc
agat caagct
ctattactaa
agggtctttt
atttttatat
atctgtagtg
gt cagagagg
ggt gcagt ct
tccttctggt
at cat at acg
tgagtcatta
tcatgttttc
gt aggaattc
cct aacacac
gttgcat gga
ttggtttcca
gagt aaaacg
taaacgtatg
gggat aggaa
acaacgaacc
ctt aaaat ga

ctgtctgtta
tccttcacct
t cgaaaacca
ttcagcgatg
ct at ggt gag
t gacagact c
ctgtgttttg
gt gagacagt
ggagt aat ct
cat ct gggaa
ct at at gt ac
agat agcat t
gt gacaagat
gggt gct cgc
gtctgectttc
t gaaaat t at
tccttget at
cattgtttga
ttttggggaa
t ccaagat at
tgttttagec
aaggcatttt
gat accaagt
cat gt gaaga
aaat gagt aa
cccat gat gt
aagtt aaaaa

gcaggatttc
cact ggagga
cact gaaaac
t cacat gacc
tat gcagct a
at gcagct gg
ct gaggacag
ct gt accagc
gggaaat at t
gt gt acaaag
agacat ccat
tt gt caaaga
gt gaact gac
agagagct at
ccacttgtcc
tccattgtaa
t t gaaaacat
gat gat ggt g
aacaaagaag
gt gaggaagc
ggacacacgg
attgttgget
attgcttgag
tgatttagtg
aagggtgttt
tggttactag
aagtttacct
t aaaaaacat

tgcaggttct
gagaagaat g
at ct ggaagg
acat agcatg
t ct ggt caac
aaaagggt ct
ctgtcctctt
ccagatgttt
t agcaat aat
aaat aacaag
aaagaagcaa
aggttgtgtt
aggcagcctg
tt aat ggccg
cact atctgg
accacaaggc
at aaagcact
ttttggggat
gttaccaaga
caggt ccacg
gagccgct gg
ttcccttatc
ttatatgttc
tttttacctc
ttctgtttta
gcttaat acc
at gt aacaaa
at acaaat aa

tcttcctgaa
agcct acgct
ggat cccacc
aggccact gc
ctcctggaca
t gggaaat at
ctgcatcttg
tacgt ct ggg
ttcctggtgt
t cgat gaact
t aaagaagag
tttctgettt
gacat agaga
gct ggaaat g
gtgcatgatc
tgttgcatgg
atacagattc
gagagggt gc
agcctttcct
gtctgttctt
cagaagggac
aaact t gggc
act gcccccc
tgtcttggct
tattcaactc
tgggtgatta
cctgcactta
aaaaaaaaaa

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
900
960
1020
1080
1140
1200
1260
1320
1380
1440
1500
1560
1620
1680
1740
1800
1860
1920
1980
2040
2100
2160
2220
2280
2340
2400

Abb. 5.1.: 5°- und 3’-untrandatierte Region und kodierende Sequenz von CD83 mit dem HuR-Response-
Element.

Start- und Stopkodon sind fett schwarz hervorgehoben. Das Stem-Loop-konfigurierte HuR-Response-Element
(SL2, HRE, PRE)(nt 466-615)(Prechtel et al., 2006) ist durch rote fette Nukleotide (Bereich 598-747) und
Unterstreichung gekennzeichnet. Das benachbarte Stem-Loop-Element 1 befindet sich von Nucleotid 412-465
(Bereich 544-607)(Prechtel et al., 2006) und ist durch rosafarbene Buchstaben dargestellt. Die 5 -untranslatierte
Region (nt -1 bis -132, Bereich 1-132) ist griin, die 3 -untranslatierte Region (nt *751-*2410, Bereich 751-2410)
blau gekennzeichnet.




188 5. ANHANG

5.2. Proteinsequenzvergleich von CRM /Exportinl/XPO1 bei Homo sapiens (H.s.), Mus

musculus (M.m.) und Xenopus laevis (X.l.)

H. s. 60

M m 60

X, 60
EE R R R I S I S I R R I R R I R R R I R R I I R I R R I R R I R S R S R S I R

H. s. 120

M m 120

X, 120
***************************************: ****************- * k%

H.s 180

M m 180

X | 180
EE R R I I S I S I R R I R R S I R R R I R R kS I R I R R I R R I R S I R R S R S I R I

H. s. 240

M m 240

X, ) 240
**: *******: ER IR IR I S I S S I EE IR SR S I I I Sk I Rk I I R I

H. s. 300

M m E 300

X, 300
**********: ER R IR I S I S R I I I I R S I I I EE IR IR Sk I b S S I I I I

H. s. | 360

M m L 360

X, | 360
*********************************. **: ********: EE IR IR S I I

H. s. P 420

M m 420

X, P 420
*****************************************:********-:* * Kk kk k%

H.s 480

M m 480

X | 480
*************************************************. * k% % ***: * %

LMVB

H. s. 540

M m 540

X 1. 540
:***********************************************************

H's 600

M m 600

X | 600
EE IR R I I S I S I R R I R R S I R R R I R Rk I I S I R R I R R I R S I R S R S I R I

H. s. 660

M m 660

X, 660
EE IR R S I S I S I R R I R R I I R R I R R I I R I R R I R R I I S I R S R S S R

H. s. 720

M m 720

X, 720
EE IR R I S I S I R R I R R S S R R R I R R I I R I R R I R R I S R R S Rk I R I

H.s 780

M m 780

X | 780

R R I R R Sk ke bk O R R R Rk S S S S R S O S S O R R
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H. s. 840

M m 840

X 1. 840
R S S R S O O O R O O

H. s. 900

M m 900

X . 900
******:*********************:****************************:**

H. s. | 960

M m | 960

X . 960
khkkkkhkkhkkhkkhkhkhkkhkhkkhkhkkdkhkkhkkkx*x ********************************.*

H s. P L 1020

M m P | 1020

X . L | 1020
.** ..*:***:*:*:********************************.***********

H s. F | 1071

M m F T, L L 1071

X . S L L 1071

kkkhkk - khkkhkkkkhkkhkhkkkk*x rkkhkkhkks kkkhkkkhk kkhkkkhkkhkhkkhk kkhkhkkkhkhkkhkkhkkhk Kk

Abb. 5.2.: Proteinsequenzvergleich von CRM 1/Exportinl/XPO1 bei Homo sapiens (H.s.), Mus musculus
(M.m.) und Xenopus laevis (X.l.).
Der Sequenzvergleich wurde mit clustalW durchgefiihrt. Rot und Fett markiert ist das Cystein an Position 528, an
dessen Sulfhydrylgruppe Leptomycin B kovalent (Kudo et al., 1997; Kudo et al., 1999).

5.3. Sequenzvergleich von Ran/XRan bel Homo sapiens (H.s.) und Xenopus laevis (X.1.)

X, 1
H. s. 1
X, 61
H. s. 61
X, 121
H. s. 121
X, 181
H.s 181

MAAQGEPQVQFKL VL VGDGGT GKTTFVKRHL TGEFEKKYVATLGVEVHPLVFHTNRGPI K 60
MAAQGEPQVQFKL VL VGDGGT GKTTFVKRHL TGEFEKKYVATLGVEVHPLVFHTNRGPI K 60

R R R S R kI kO bk S R R R R S b S S S R Sk S b Sk R IR S S

FNVWDTAGQEKFGGELRDGYYI QAQCAI | MFDVTSRVTYKNVPNVWHRDLVRVCENI PI VLC 120
FNVWDTAGQEKFGGELRDGYYI QAQCAI | MFDVTSRVTYKNVPNVWHRDLVRVCENI PI VLC 120

R R I R R I ke b ok Ok R R R R S b S S S R R kO Rk S S I R

G\KVDI KDRKVKAKSI VFHRKKNLQYYDI SAKSNYNFEKPFLW.ARKL| GDPNLEFVAMP 180
G\KVDI KDRKVKAKSI VFHRKKNLQYYDI SAKSNYNFEKPFLW.ARKL| GDPNLEFVAMP 180

R R R S R Sk kO bk kR R R Rk S kS S S R Sk S b Sk S S R I O R

ALAPPEVVNDPAL AAQYEQDL QNAQATAL PDEDDDL 216
ALAPPEVVNDPAL AAQYEHDL EVAQTTALPDEDDDL 216

R R I S R R S S S O k- kkkkkhkkhk*k

Abb. 5.3.; Sequenzvergleich von Ran/XRan bei Homo sapiens (H.s.) und Xenopus laevis (X.1.).
Der Sequenzvergleich wurde mit clustalW durchgefiihrt.
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5.4. Sequenzvergleich von RanBP3 bei Homo sapiens (H.s.) und Xenopuslaevis (X.1.)

H s. MADLANEEKPAI APPVFVFQKDKGQKRSAGGSSPEGGEDSDREDGNYCPPVKRERTSSLT 60

X 1. MADLANEEKPAI APPVFVFQKDKGQKRSADDSSPEQ- EDSDRED- SYCPPVKRERTSSFS 58
*****************************.-**** *kkkkk*k .************::

H s. QFPPSQ - - - s s s SEERSSGFRLKPPTLI HGQAPSAGLPSQKP 96

X 1. QFPPSQSVTKNNVFMPSSFCQPSTGNSDSEPEEKCSGFRLKPPTL HGQAPSAGLPSQKP 118
* Kk kk k% -**:-*************************

H s. KEQQRSVLRPAVLQAPQPKAL SQTVPSSGTNGVSL PADCTGAVPAASPDTAAVRSPSEAA 156

X 1. KEQQRSVL RPAVL QAPQUKTFSAPGFSSGTNG! SLSSESS- - - - ASYPDASAVNPS HQ| 174
EE IR IR S I I S S I E S I * - :* . * Kk kkk k. **.::-. *: * % - :*

H s. DEVCAL EEKEPQKNESSNASEEEACEKKDPATQQAFVFGQNLRDRVKL | NESVDEADVEN 216

X 1. NADGDRKDSNAQTESCI VKDI SEDL EQGEQ<TQQSFVFGQNL EDRVKLEVQNNDEK- - - - 230

..... . *** ******* *k k k% -.
H s. AGHPSADTPTATNYFLQYI SSSLENSTNSADASSNKEVFGQNVSERVLSPPKLNEVSSDA 276
X 1. VGSQSI\/DAPAQTNYFLQYI GSSLENSTHKTEAATSKFVFGQNM ERVLSPPKA- EPNSDS 289
*: ******** Kk kkk kK- -:'*::-******** *kkkkkk k% * -**

H s. NRENAAAESGSESPFQEATPEK- - - - - ESLAESAAAYTKATARKCLLEKVEVI TGEEAES 331

X 1. NKENSVL ESESKSAL LENTPEKTNNI SESL VESAAAYTKATAKRCLLEKVEVI TGEESES 349
*:**:. * % *:*.: * * k k% ***-***********::*************:**

H s. NVL QVQCKL FVFDKT SQSVWERGRGL L RLNDVASTDDGTL QSRLVMRTQGSLRLI LNTKL 391

X 1. NVLQ QCKLFVFDKVSQSVWERGRGLLRLNDVASTEDGL L QSRLVMRTQGSLRLI LNTKL 409
****: *********- ********************: * % EE IR IR IR S I I S S R I Sk I I S

H s. WAQMQI DKASEKSI Rl TAVDTEDQGVKVFLI SASSKDTGQL YAALHHRI LALRSRVEQEQ 451

X 1. WAQVQ) DKASEKSI Rl TAVDTEDQGVKVFLI SASSKDTGQLFAAL HHRI LALRSHVEQDV 469
*****************************************: ************: ***:

H s. EAKMPAPEPGAAPSNEEDDSDDDDVL APSGATAAGAGDEGDGQTTGST 499

X 1. EL KGPEPVREVAQSNEED- SDDDDVL TPSGANVGAPGDEEEKLPASST 516

* kK % * Kkkkkx ******* * k Kk *x * %k % .

Abb. 5.4.: Sequenzvergleich von RanBP3 bei Homo sapiens (H.s.) und Xenopus laevis (X.1.).
Der Sequenzvergleich wurde mit clustalW durchgefiihrt.
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5.5. Sequenzvergleich von el F5A bei Homo sapiens, (H.s). und Xenopus laevis (X.1.)

MADDL DFETGDAGASAT FPMQCSAL RKNGFVVLKGRPCKI VEMSTSKTCKHCHAKVHLVG 60
MADDL DFETGDAGASAT FPMQCSAL RKNGFVVLKGRPCKI VEMSTSKTCKHCHAKVHLVG 60

R R R R SRR SRR R R R R R SRR EEREEEREEEREEEEREEEREEEEREEEREEEEREEREREESEERSES

XTI
-

| DI FTGKKYEDI CPSTHNVDVPNI KRNDFQLI G QDGYLS LQDSGEVREDLRLPEGDLG 120
| DI FTGKKYEDI CPSTHNVDVPNI KRNDFQLI G QDGYLS LQDSGEVREDLRLPEGDLG 120

R R R R SRR R R R R R EEREEEREEEREEEEREEEREEEEREEEREEEEREEREREESEERSES

XTI
-

KElI EQKYDCGEEI LI TVLSAMTEEAAVAI KAMAK 154
KElI EQKYDCGEEI LI TVLSAMIEEAAVAI KAMAK 154

khkhkkkhkhkdxhkdkhkhkkhdkrhkdkhkhkhhxhkdkhrhkdhrxhdxkdx

XTI
-e

Abb. 5.5.: Sequenzvergleich von el F5A (Homo sapiens, H.s.) und el F5A (Xenopus laevis, X.1.).

Das Lysin an Position 50 (rot markiert) wird hypusinyliert. Es liegt in einem Bereich mit basischen Aminoséuren
(blau markiert). Die schwarz und fett gedruckten Aminosduren markieren einen leucinreichen Bereich. An
Position 101 liegt ein hochkonserviertes Leucin (Chatterje et al., 2006). Der Sequenzvergleich erfolgte mit
clustalWw.

5.6. Sequenzvergleich von [3-Aktin bei Homo sapiens (H.s.) und Xenopus laevis (X.1.)

Hs. 1 VDDDI AAL VVDNGSGVCKAGFAGDDAPRAVFPS| VGRPRHQGVMVGVGOKDSYVGDEAQS 60
X 1 MVEDDI AAL VVDNGSGVCKAGFAGDDAPRAVFPS| VGRPRHQGVMWGVGQKDSYVGDEAQS 60

R Ik S R Sk ke bk Ok R R R Rk S S S Rk Rk Sk e b S S R

H. s. 61 KRG LTLKYPI EHA VTNWDDIVEKI VWHHT FYNEL RVAPEEHPVL L TEAPLNPKANREKMT 120
X 1. 61 KRG LTLKYPI EHA VTNWDDIVEKI VWHHT FYNEL RVAPEEHPVLL TEAPLNPKANREKMT 120

R R R S R Sk kO bk kR R R Rk S kS S S R Sk S b Sk S S R I O R

H. s. 121 Q MFETENTPAMYVAI QAVLSLYASGRTTG VVDSGDGVTHTVPI YEGYALPHAI LRLDL 180
X 1. 121 Q MFETENTPAMYVAI QAVLSLYASGRTTG VVDSGDGVTHTVPI YEGYALPHAI LRLDL 180

R R S R I Sk O bk Sk R R R Rk S Sk S S S R Sk S b Sk S R R S I R R

H. s. 181 AGRDLTDYLMKI LTERGYSFTTTAEREI VRDI KEKLCYVALDFEQEMATAASSSSLEKSY 240
X 1. 181 AGRDLTDYLMKI LTERGYSFTTTAEREI VRDI KEKLCYVALDFEQEMATAASSSSLEKSY 240

R R S R S Sk O bk Sk R R R R S b S S S R kS b Sk R IR S o o

H. s. 241 ELPDGQVI TI GNERFRCPEALFQPSFLGVESCG HETTFNSI MKCDVDI RKDLYANTVLS 300
X 1. 241 ELPDGQVI TI GNERFRCPEALFQPSFLGVESCG HETTYNSI MKCDVDI RKDLYANTVLS 300

R R I S R Sk e bk O R R R Rk S b S S S R R R S b Sk R R S

H. s. 301 GGTTMYPA ADRMXKEI TALAPSTMKI KI | APPERKYSVW GGSI LASLSTFQQVW SKQ 360
X 1. 301 GGTTMYPA ADRMKEI TALAPSTMKI KI | APPERKYSVW GGSI LASLSTFQQW SKQ 360

R R R S R Sk kO bk kR R R Rk S kS S S R Sk S b Sk S S R I O R

H. s. 361 EYDESGPSI VHRKCF 375
X 1. 361 EYDESGPS|I VHRKCF 375

*khkkkkhhkkikihkkkiikkk

Abb. 5.6.: Sequenzvergleich von 3-Aktin bei Homo sapiens (H.s.) und Xenopus laevis (X.1.).
Der Sequenzvergleich erfolgte mit clustalW.
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5.7. Proteinsequenz des TranskriptionsfaktorsI11A (TFITTA) von Xenopus laevis

1 VAAKVAST SSEEAEGSL VTEGEMCEKAL PVVWYKRYI CSFADCGAAYNKNWKL QAHL CKHT 60

61 GEKPFPCKEEGCEKGFTSLHHL TRHSL THTGEKNFTCDSDGCDL RFT TKANVKKHFNRFH 120
121 NI KI CVYVCHFENCGKAFKKHNQL KVHOF SHT QQL PYECPHEGCDKRFSL PSRL KRHEKV 180
181  HAGYPCKKDDSCSFVGKTWILYLKHVAECHQDL AVCDVCNRKFRHKDYL RDHQKTHEKER 240
241  TVYLCPRDGCDRSYTTAFNLRSH QSFHEEQRPFVCEHAGCGKCFAMKKSL ERHSVVHDP 300
301 E SLASRLTGYl PPKSKEKNASVSGTEKTDSL VKNKPSGTETNGSL VL 360

361 DKLTIQ

Abb. 5.7.; Xenopuslaevis-Transkriptionsfaktor I11A (TFIII1A).

Der somatische TFIIIA ist um 22 aminoterminale Aminoséuren langer (erstes grau unterlegtes Startmethionin) als
der oozytentypische TFIIIA (zweites grau unterlegtes Methionin). Die neun Cys,His,-Zinkfingermotive sind
unterstrichen dargestellt und die Cystin und Histidin-Aminosauren rot bzw. blau markiert. Das Kernexportsignal
liegt carboxyterminal (rot und fett gedruckt). Griin und fett dargestellt ist ein zweigeteiltes klassisches
Kernlokalisationssignal. Die Zinkfinger 3 und 4 sowie 7, 8 und 9 sollen ebenfalls zwei Kernlokalisationssignale
darstellen (Wischnewski et al., 2004).

5.8. Sequenzvergleich der 5S rDNA vom somatischen und Oozyten-Typ bei Xenopus

laevis

som 1  GCCTACGGCCACACCACCCTGAAAGTGOCCGATCTCGTCTGATCTCGGAAGCCAAGCAGG 60
00. 1 e L Ac---- GTA--- 60

som 61  GICGGGCCTGGTTAGTACTTGGATGGGAGACCGOCT GGGAATACCAGGTGTCGTAGECTT 120
00. Bl  mmmmeemmeemeea- o 120

som 121 T 121
00. 121 - 121

Abb. 5.8.: Sequenzvergleich der 5S rDNA vom somatischen (som.) und Oozyten (00)-Typ bei Xenopus
laevis.
Die Sequenz unterscheidet sich an sechs Nukleotidpositionen.
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5.9. Multiples Alignment (clustalW) der Myosin I-Familie des M enschen

Myol A
Myol B
Mol C
Myol D
Mol G
Myol E
Myol F

Myol A
Myol B
Myol C
Myol D
Mol G
Myol E
Myol F

Myol A
Myol B
Myol C
Myol D
Mol G
Myol E
Myol F

Myol A
Myol B
Myol C
Myol D
Mol G
Myol E
Myol F

Myol A
Myol B
Myol C
Myol D
Mol G
Myol E
Myol F

Myol A
Myol B
Myol C
Myol D
Mol G
Myol E
Myol F

----------- VPLLEGSVGVEDLVLLEPLV- EESLLKNLQLRYENKEI YTYI GNVVI SV 48
- - - - MAKMEVKTSLLDNM GVCGDWLLEPLN- EETFI NNLKKRFDHSEI YTYl GSWVI SV 55
-------- MESAL TARDRVGVQDFVLLENFTSEAAFI ENLRRRFRENLI YTYI GPVLVSV 52
---------- VAEQESL EFGKADFVLNMDTVS- MPEFVANLRLRFEKGRI YTFI GEVVWSV 49
---------- VEDEEGPEYGKPDFVLLDQVT- MEDFVRNLQLRFEKGRI YTYI GEVLVSV 49
MGSKGVYQYHWQSHNVKHSGVDDWLL SKI T- ENSI VENLKKRYMDDYI FTYI GSVLI SV 59
MGSK- - ERFHWBHNVK@CNDDM\/LLPQ T- EDAI AANL RKRFI\/DDYI FTYI GSVLI SV 57

* * ** * - * * * % * -k %k

ATP
NPYQQLPI YGPEFI AKYQDYTFYELKPHI YALANVAYQSL RDRDRDQCI LI TGESGSGKT 108
NPYRSLPI YSPEKVEEYRNRNFYEL SPHI FAL SDEAYRSL RDQDKDQCI LI TGESGAGKT 115
NPYRDLQ YSROHVERYRGVSFYEVPPHLFAVADTVYRAL RTERRDQAVM SCESGAGKT 112
NPYKLLNI YGRDTI EQYKGREL YERPPHLFAI ADAAYKAMKRRSKDTCI VI SGESGAGKT 109
NPYQEL PL YGPEAI ARYQGREL YERPPHL YAVANAAYKAMKHRSRDTCI VI SGESGAGKT 109
NPFKQVPYFGEKEI EMYQGAAQYENPPHI YALADNMYRNM | DRENQCVI | SGESGAGKT 119
NPFKQ\/PYFTDREI DLY@:‘AAQYENPPHI YALTDNMYRNIVLI DCEN@VI | SGESGACGKT 117

* % ** . --* **** * * %

EASKLVMBYVAAVCG - KGEQVNSVKEQL L QSNPVLEAFGNAKTI RNNNSSRFGKYMDI E 166
EASKLVMSYVAAVCG - KGAEVNQVKEQL L QSNPVL EAFGNAKTVRNDNSSRFGKYMDI E 173
EATKRLLQFYAETCP- - APERGGAVRDRL L QSNPVL EAFGNAKTL RNDNSSRFGKYMDVQ 170
EASKYI MQYI AAI TNPSQRAEVERVKNM. L KSNCVL EAFGNAKTNRNDNSSRFGKYMDI N 169
EASKHI MQYI AAVTNPSQRAEVERVKDVLLKSTCVL EAFGNARTNRNHNSSRFGKYMVDI N 169
VAAKYI M5YI SRVSG- - GGTKVQHVKDI | LQSNPLLEAFGNAKTVRNNNSSRFGKYFEI Q 177
VAAKYI I\/GYI SKVSG CI-ZEKVQ—IVKDI I L@NPLLEAFGNAKTVRNNNSSRFGKYFEI Q 175

-******* * ** ********

FDFKGSPLGGVI TNYLLEKSRLVKQLKGERNFHI FYQLLAGADEQLLKALKLERDTTGYA 226
FDFKGDPLGGVI SNYLLEKSRVWKQPRGERNFHVFYQLL SGASEEL LNKLKLERDFSRYN 233
FDFKGAPVGGH! LSYLLEKSRVWHQNHGERNFHI FYQLLEGGEEETLRRLGLERNPQSYL 230
FDFKGDP! GGHI NNYLLEKSRVI VQQPGERSFHSFYQLL QGGSEQVL RSLHLQKSLSSYN 229
FDFKGDP! GGHI HSYL LEKSRVL KQHVGERNFHAFYQL L RGSEDKQLHEL HLERNPAVYN 229
FSPGGEPDGGK! SNFLLEKSRVWNMRNPGERSFHI FYQLI EGASAEQKHSLG TS- MDYYY 236
FSRAGEPDOGK! SNFLLEKSRVVI\/Q\IENERNFHI YYQ.LEGASQEQRQNLGLNW PDYYY 234

* * ** *x -****** . ** * % -*** *

YLNH EVSRVDGVD- - - - DASSFRAVQSAMAVI GFSEEE| RQVLEVTSMWLKLGNVLVAD 281
YLSL- DSAKVNGVD- - - - DAANFRTVRNAMQ VGFMDHEAESVLAVVAAVLKLGNI EFKP 288
YLVKGQCAKVSSI N- - - - DKSDWKVWRKALTVI DFTEDEVEDLLS| VASVLHLGNI HFAA 286
Yl HVGAQLKSSI N- - - - - DAAEFRVWADANKVI GFKPEEI QTVYKI LAAI LHLGNLKFW 284
FTHQGAGL NMTVHSAL DSDEQSHQAVTEANMRVI GFSPEEVESVHRI LAAI LHLGNI EFVE 289
YLSLSGSYKVDDI D- - - - DRREFQETLHAM\VI G FAEEQTLVLQ VAG LHLGNI SFKE 292
YLNQSDTYQ\/DGTD - DRSDFGEI’LSAI\/Q\/I G PPS| QQLVLQLVAG LHLGNI SFCE 290

-* ***

EFQASG PASG RDG- RGVREI CEMVGLNSEEVERAL CSRTMETA- - - - KEKVVTALNVM 336
ESRVNGLDESKI KDK- NELKEI CELTG DQSVLERAFSFRTVEAK- - - - QEKVSTTLNVA 343
NEESN- - - - AQVTTE- NQLKYLTRLLSVEGSTLREALTHRKI | AK- - - - GEELLSPLNLE 337

DGDTPLI ENG - - - - - KVWVSI | AELLSTKTDWEKALLYRTVATG- - - - RDI | DKOQHTEQ 334
TEEGCGL QKEGLAVAEEAL VDHVAEL TATPRDLVLRSLLARTVASGG- - - RELI EKGHTAA 346
VGNYAAVESE- - - - - - EFLAFPAYLLG NQDRLKEKLTSRQVDSKWEGKSESI HVTLNVE 346

DGNYARVESV- - - - - - DLLAFPAYLLG DSGRLQEKLTSRKVDSRWEGRSESI NVTLNVE 344

193
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Myol A QAQYARDALAKNI YSRLFDW VNRI NESI KVA CGEK- - - - - KKVMGVLDI YGFEI LEDNS 391
Mol B QAYYARDALAKNLYSRLFSW.VNRI NESI KAQTKVR- - - - - KKVMGVLDI YGFEI FEDNS 398
Myol C QAAYARDAL AKAVYSRTFTW.VGKI NRSLASKDVESPSWRSTTVLGLLDI YGFEVFQHNS 397
Myol D EASYGRDAFAKAI YERLFCW VTRI NDI | EVKNYDTTI HGKNTVI GVLDI YGFEI FDNNS 394
Mol G EASYARDACAKAVYQRL FEW/VNRI NSVVEPRGRDPRRDGKDTVI GVLDI YGFEVFPVNS 406
Mol E QACYTRDALAKAL HARVFDFLVDSI NKAVEKDHEEYN- - - - - - - | GVLDI YGFEI FQKNG 399
Myol F QAAYTRDALAKGLYARLFDFLVEAI NRAI\/Q<PQEEYS ------- | GVLDI YGFEI FQ(NG 397
:***** **:: **::* . :* *******-
Myol A FEQFVI NYCNEKL QQVFI EMTLKEEQEEYKREGQ PWIKVDYFDNG | CKLI EHNQR- - G 449
Mol B FEQFI | NYCNEKLQQ FI ELTLKEEQEEY!I REDI EWTHI DYFNNAI | CDLI ENNTN- - G 456
Myol C FEQFCI NYCNEKLQQLFI ELTLKSEQEEYEAEA AVEEPVQYFNNKI | CDLVEEKFK- - G 455
Myol D FEQFClI NYCNEKL QQLFI QLVLKQEQEEYQREGQ PWKHI DYFNNQI | VDLVEQQHK- - G 452
Mol G FEQFClI NYCNEKLQQLFI QLI LKQEQEEYEREQ TWOSVEYFNNATI VDLVERPHR- - G 464
Mol E FEQFClI NFVNEKLQQ FI ELTLKAEQEEYVQEG RWIPI EYFNNKI VCDLI ENKVNPPG 459
Myol F FEQFClI NFVNEKLQQ FI ELTLKAEQEEYVQEQ RWIPI QYFNNKWCDLI ENKLSPPGI 457
* k% % ** ****** * %k - T **%k **kk*k*k *.* * ::** * . i
Myol A LAM_DEECLRP- - - GVWSDSTFLAKLNQLFSKHGHYESKVTQNAQRQYDHTMGLSCFRI C 506
Mol B LAMLDEECLRP- - - GTVTDETFL EKL NQVCATHQHFESRVSKCSRFLNDTSLPHSCFRI Q 513
Myol C | SI LDEECLRP- - - GEATDL TFLEKLEDTVKHHPHFLT- - HKLADQRTRKSLGRGEFRLL 510
Myol D | Al LDDACIMNV- - - GKVTDEMFL EALNSKL GKHAHFSS- - RKLCASDKI LEFDR- DFRI R 506
Mol G LAVLDEACSSA- - - GTl TDRI FLQTLDTHHRHHLHYTS- - RQLCPTDKTMEFGR- DFRI K 518
Mol E VS| LDDVCATMVHAVGEGADQTLLQKLOQVIQ GSHEHFNS- - - - - - - = - - - - - - WNQGHI | H 505
Myol F VSVLDDVCATVHATGGGADQTLLQKLQAAVGTHEHFNS- - - - - = - = - = - - - - WSAG-VI H 503
e Rk k . * * . % P 3 * - * * - . * .
Myol A HYAGKVTYNVTSFI DKNNDL L FRDL L QAMAKAQHPL L RSL FPEGNPKQ- ASLKRPPTAGA 565
Mol B HYAGKVL YQVEGFVDKNNDL L YRDL SQAMAKASHAL | KSLFPEGNPAK- | NLKRPPTAGS 572
Myol C HYAGEVTYSVTG-L DKNNDL L FRNLKETMCSSKNPI MSQCFDRSEL S- - - DKKRPETVAT 567
Myol D HYAGDVVYSVI G-I DKNKDT L FQDFKRLMYNSSNPVLKNMAPEGKL S| TEVTKRPLTAAT 566
Mol G HYAGDVTYSVEGHI DKNRDFLFQDFKRLLYNSTDPTL RAMAPDGQQDI TEVTKRPLTAGT 578
Mol E HYAGKVSYDVDG-CERNRDVLFMDLI ELMQSSEL PFI KSLFPENLQAD- - KKGRPTTAGS 563
Myol F HYAGKVSYDVSGFCERNRDVLFSDLI ELI\/QTSEQAFLRI\/LFPEKLDGZ)— KKGRPSTAGS 561
******:.*::***- ***:
Aktin
Myol A QFKSSVAI LMKNLYSKSPNYI RCI KPNEHQORGQFSSDL VATQARYLGLLENVRVRRAGY 625
Mol B QFKASVATLMKNLQTKNPNYI RCI KPNDKKAAHI FNEALVCHQ RYLGLLENVRVRRAGY 632
Myol C QFKVSLLQLVEI LQSKEPAYVRCI KPNDAKQPGRFDEVLI RHQVKYLGLLENLRVRRAGE 627
Myol D LFKNSM ALVDNLASKEPYYVRCI KPNDKKSPQ FDDERCRHQVEYLGLLENVRVRRAG- 626
Mol G L FKNSMVALVENLASKEPFYVRCI KPNEDKVAGKL DENHCRHQVAYL GLLENVRVRRAG- 638
Mol E Kl KKQANDLVSTLMKCTPHYI RCI KPNETKKPRDWEESRVKHQVEYLGLKENI RVRRAGY 623
Myol F KI KKQANDLVATLI\/RCT PHY!| RClI KPNETKRPRDWEENRVKHQVEYLGLKENI RVRRAGF 621
. * * * ****** : L. * * k% % ** ******
Myol A AHRQGYGPFLERYRLL SRSTWP- HWNGGDREGVEKVL GEL SMSSCELAFGKTKI FI RSPK 684
Mol B AFRQAYEPCLERYKM.CKQITWP- HWKGPARSGVEVLFNELEI PVEEYSFGRSKI FI RNPR 691
Myol C AYRRKYEAFLQRYKSL CPETWP- TWAGRPQDGVAVL VRHL GYKPEEYKMGRTKI FI RFPK 686
Myol D AFRQTYEKFLHRYKM SEFTWPNHDL PSDKEAVKKL| ERCGFQD- DVAYGKTKI FI RTPR 685
Mol G ASRQPYSRFLLRYKMICEYTWPNHL L GSDKAAVSAL L EQHA. QG- DVAFGHSKLFI RSPR 697
Mol E AYRRI FOQKFLQRYAI LTKATWP- SWOGCEEKQGVL HL L QSVNVDSDQFQL GRSKVFI KAPE 682
Myol F AYRRQ:AKFLQQYAI LTPETWP- R\ARGDERQGV@LLRAVNNEPDQYQV(BTKVFVKNPE 680
. * * % * % % * . .
| XXXRGXXXR
Myol A TLFYLEEQRRLRLQQLATLI QKI YRGWRCRTHYQLMRKSQ - | LI SSWFRGNMXKKCYGK 742
Mol B TLFKLEDLRKQRLEDLATLI QKI YRGWKCRTHFLLMKKSQ - | VI AAWYRRYAQOKRYQQ 749
Myol C TLFATEDAL EVRRQSLATKI QAAVWRGFHWROKFLRVKRSA- - | Cl QSWARGTLGRRKAAK 744
Myol D TLFTLEELRAQWLI RI VLFLOKMARGTLARMRYKRTK- = = = = = = = o m e m e e e e e e - 722
Mol G TLVTLEQSRARLI Pl | VLLLOKAWRGTLARWRCRRLR- - - = == == == cm e m e e e e e - - 734
Mol E SLFLLEEMRERKYDGYARVI QKSWRKFVARKKYVQVREEASDL LLNKKERRRNSI NRNFI 742

Myol F SLFLLEEVRERKFDGFARTI QKAWRRHVAVRKYEEVREEASNI LLNKKERRRNSI NRNFV 740
- % -k . .

- % * -
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Myol A | KASVLLI QAFVRGWKAR- = - = = = = = === === oo oo mmem oo KNYRKYFRSEAAL 773
Mol B TKSSALVI QSYI RGAKARKI LRELKHQKRCKEAVTTI AAYWHGTQVRREYRKFFRANAGK 809
Myol C RKWAAQT] RRLI RGFI LR = = = = = = = === === e o oo mmemmee oo e HAPRC 767
Myol D ~= = AALTI | RYYRRYKVK- = = = = = = =« = = e e e e e oo e 737
Mol G = = Al YTI MRWFRRHKVR: - = = = = = = = = = = = s s s e oo oo 749
Myol E GDY! GVEEHPEL QQFVGKREKI DFADTVTKYDRRFKGVKRDLLLTPKCLYLI GREKVKQG 802
Myol F GDYL GLEERPEL RQFL GKRERVDFADSVTKYDRRFKPI KRDLI LTPKCVYVI GREKVKKG 800
Mol A TLADFI YKSMVQKFLLGLKNNLPSTNVL DKTWPAAPYKCL STANQEL QQL FYQAKCKRFR 833
Mol B KI YEFTLQRI VOKYFLEMKNKMPSL SPI DKNWPSRPYLFLDSTHKELKRI FHLWRCKKYR 869
Myol C PENAFFLDHVRTSFLLNLRRQLP- RNVLDTSWPTPP- PALREASEL LRELClI KNMVKYC 825
Myol D - - - - SYI HEVARRFHGVKT- - - MRDYGKHVKWPSPP- KVL RRFEEALQTI FNRWRASQLI 789
Mol G - - - - AHLAEL QRRFQAARQ- - - PPL YGRDLVW\PL PP- AVL QPFQDTCHAL FCRWRARQLY 801
Myol E PDKGLVKEVLKRKI El ERI LSVSLSTMQDD! FI LHEQEYDSLLESVFKTEFLSLLAKRYE 862
Myol F PEKGQVCEVL KKKVDI QALRGVSLSTRQDDFFI LQEDAADSFLESVFKTEFVSLLCKRFE 860
Myol A DQLSPKQVE! LREKLCASELFKGKK- - - - = == ===~ - - ASYPQSVPI PFCGDYI GLQ - - 877
Mol B DOFTDQQKL| YEEKLEASEL FKDKK- - - - - = = = = = - - - ALYPSSVGQPFQGAYLEI N--- 913
Myol C RS| SPEVKQQL QQKAVASE] FKGKK- - = = === = = = - - - DNYPQSVPRLFI STRLGTD- - - 869
Myol D KSI PASDL PQVRAKVAAVEM_KGQR- - - = = == = = - - - - ADLG - LQRAVEGNYLASKPDT 834
Mol G KNI PPSDVPQl KAKVAAMGALQGLR- - = = === = = - - - - QDG - CRRAWARDYLSSATDN 846
Myol E EKTQKQLPLKFSNTLEL KL KKENWGPWSAGGSRQVQFHQGFGDLAVL KPSNKVLQVSI GP 922
Myol F EATRRPLPL TFSDTLQFRVKKEGWG - - GGGTRSVTFSRGFGDLAVLKVGGRTLTVSVGD 917
Myol A - - - GNPKLQKLKGGEEGP- - - = === - - - - - VLMAEAVKKVNRGNGKTSSRI LLLTKGHVI 922
Myol B - - - KNPKYKKLKDAI EEK- - = = === == - - - I 1 | AEVVNKI NRANGKSTSRI FLLTNNNLL 958
Myol C -~ -El'S-PRVLQALGSEP- - - = === == - - - | QYAVPWKYDRKGYKPRSRQLLLTPNAWY 913
Myol D PQTSGTFVPVANEL KRKDKYM - - - - - - - NVLFSCHVRKVNR- FSKVEDRAI FVTDRHLY 885
Mol G PTASSLFAQRLKTLRDKDGFG- - - - - - - - AVLFSSHVRKVNR- FHKI RNRALLLTDQHLY 897
Myol E GL PKNSRPTRRNTTQNT GYSSGTQNANYPVRAAPPPP- GYHQNGV- - - | RNQYVPYPHAP 978
Myol F GLPKSSKPTRKGVAKGKPRRS- - - - SQAPTRAAPAPPRGVDRNGVPPSARGGPLPLEI M5 973
. * .

Myol A LTDTKK- SQAKI VI GLDNVAGVSVTSLKD- - - - - - - - GLFSLHLSEMSSVGSKGD- FLLV 972
Mol B LADQKS- GQl KSEVPLVDVTKVSVESQND- - - - - - - - GFFAVHLKEGSEAASKGD- FLFS 1008
Myol C | VED- - - AKVKQRI DYANLTG SVSSLSD- - - - - - - - SLFVLHVQR- ADNKQKGD- WLQ 960
Myol D KMDPTKQYKVMKTI PLYNLTGLSVSNGKD- - - - - - - - QLVVFHTKDNKDLI VCLFSKQPT 937
Mol G KL DPDRQYRVNRAVPLEAVTGLSVTSGED- - - - - - - - QLVVLHARGQDDLVWCLHRSRPP 949
Myol E G - SORSNQKSL YTSMARPPL PRQQSTSSDRVSQTPESL DFL KVPDQGAAGVRRQTTSRP 1036
Myol F GGGTHRPPRGPPSTSL GASRRPRARPPSE- - - - - - - HNTEFL NVPDQGVAGMORKRSVGQ 1026
Myol A SEHVI ELLTKMYRAVLDATQRQL TVTVTEKFSVRFKENSVAVKVWQGPAGEDNSKLRYKK 1032
Mol B SDHLI EMATKL YRTTLSQTKQKLNI El SDEFL VQFRQDKVCVKFI QGNQK- NGSVPTCKR 1067
Myol C SDHVI ETLTKT- - - - - ALSANRVNSI NI NQGSI TFAGGPGRDGTI DFTPG- - SELLI TKA 1013
Myol D HESRI GEL VGVLVNHFKSEKRHL QVNVTNPVQCSL HGKKCTVSVETRLNG: - PQPDFTKN 995
Mol G L DNRVGEL VGVL AAHCQGEGRTLEVRVSDC! PLSHRGVRRLI SVEPRPEQ- - PEPDFRCA 1007
Myol E PPAGGRPKPQPKPKPQVPQCKAL YAYDAQDTDEL SFNANDI | DI | KEDPSGWATGRLRGK 1096
Myol F RPVPGVGRPKPQPRTHGPRCRAL YQYVGQDVDEL SFNVNEVI El L VEDPSGWAKGRLHGQ 1086
Myol A KGSHCLEVTVQ- - - - 1043

Mol B KNNRLLEVAVP- - - - 1078

Myol C KNGHLAVVAPRLNSR 1028

Myol D RSGFI LSVPG\- - - - 1006

Mol G RGSFTLLWPSR- - - - 1018

Myol E QGLFPNNYVTKI --- 1108

Myol F EGLFPGNYVEKI - - - 1098

Abb. 5.9.: Multiples Alignment (clustalW) der Myosin |-Familie des M enschen.
Markiert sind ATP- und Aktin-Bindungsstelle in der Kopfdoméne und 1Q-Motive in der Halsregion.
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6. DISKUSSION

In eukaryotischen Zellen stellen Transkription und Translation eine funktionelle Einheit dar, obwohl
die Transkription und die Ribosomengenese rdumlich von der Translation getrennt sind. Die Kernhille
fungiert als Barriere zwischen Zellkern und Zytoplasma, die Uber ihre Kernporenkomplexe
bidirektional Gberwunden werden muss. Dies bietet zum Beispiel den Vorteil zusatzlicher Regulation
der Genexpression sowie der Qualitatskontrolle von Transkripten. Neu synthetisierte RNA-Transkripte
binden entsprechend ihrer RNA-Klasse an Proteine und verlassen den Zellkern iber unterschiedliche
Exportwege. Durch die Analyse des nukleozytoplasmatischen Transportes viraler RNA konnten auch
fur den Kernexport zelluldrer Transkripte wertvolle Erkenntnisse gewonnen werden. Ausgehend von
der Identifizierung des leucinreichen Exportsignals beim HIV-1 kodierten Protein Rev (Fischer et al.,
1995) und des entsprechenden zelluldaren Exportfaktors CRM1 (Fornerod et al., 1997) sind
mittlerweile zahlreiche Proteine bekannt, darunter viele Shuttelproteine, die leucinreiche
Exportsignale besitzen und CRM1-vermittelt exportiert werden. Andererseits filhrte der Nachweis
eines so genannten konstitutiven Transportelements (CTE) bei einfachen Retroviren (Bray et al., 1994)
letztendlich zum Exportfaktor TAP (Griter et al., 1998), der den Export der meisten zelluldren
MRNAs CRM1-unabhéngig vermittelt.

Ein wichtiger zellularer Kofaktor beim HIV-1-Rev-vermittelten Export von spaten HIV-1-
Transkripten via CRML1 ist das zelluldre Protein elF5A (Ruhl et al., 1993). Bemerkenswerterweise
enthalt elF5A eine Hypusinmodifikation, die bislang noch in keinem anderen Protein gefunden wurde.
Die Entwicklung von Hypusininhibitoren kdnnten neue antivirale Therapiemdglichkeiten eroffnen.
Ein neuer Desoxyhypusin-Hemmer (CNI-1493) wurde bereits viel versprechend an peripheren
Blutmonozyten von HIV-1-infizierten Patienten getestet. Die Virusreplikation konnte deutlich gesenkt
werden, wobei in Zellkulturen kein offensichtlicher Viabilitatsnachteil zu Tage getreten ist (Hauber et
al., 2005). Hypusininhibitoren koénnten auch fiir die Therapie BCR/ABL-positiver Leuk&mien
interessant werden. Durch eine Philadelphia-Translokation t(9;22)(g34;q11) wird ein BCR/ABL-
Fusionsgen mit der Expression eines Onkogens mit Tyrosinkinaseaktivitdt generiert.
Hypusininhibitoren (Ciclopirox, CPX; N'-guanyl-1,7.diaminoheptan, GC7) filhrten zu einem
selektiven antiproliferativen Effekt in BCR-ABL-positiven Zellen (Balabanov et al., 2007). Dennoch
birgt eine systemische Therapie Risiken durch die Beeintréchtigung zelluldrer Funktionen von elF5A.

Wiunschenswert ist daher eine gute Kenntnis der zelluldren Bedeutung des elF5A.
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6.1. Die HRE-Sekundéarstruktur und die Proteéine HuR und elF5A werden fir den
CRM 1-ver mittelten Export der CD83 mRNA bendétigt

Der Oberflachenrezeptor CD83 wird auf reifen dendritischen Zellen exprimiert. Wéhrend der Reifung
dendritischer Zellen ist die Expression des hypusinmodifizierten Proteins elF5A stark erhoht. Durch
den Einsatz des Hypusininhibitors GC7 in dendritischen Zellen konnte die CD83 mMRNA im Zellkern
angereichert und folglich die Oberflachenexpression von CD83 verhindert werden. Aufgrund der
Identifikation von elF5A als essentiellen Kofaktor beim Rev-vermittelten HIV-1-RNA-Export wurde
eine Funktion auch beim nukleozytoplasmatischen Transport von CD83 mRNA in Betracht gezogen
(Kruse et al., 2000).

HuR ist ein ubiquitdr exprimiertes Mitglied der ELAV-Familie (,,Embryonic Lethal Abnormal
Vision*) RNA-bindender Proteine (Ma et al., 1996). Es ist beschrieben, dass das Protein HuR bei
bestimmten mMRNAs AU-reiche Sequenzen innerhalb der 3" -untranslatierten Region erkennt und diese
MRNASs stabilisiert (Brennan und Steitz, 2001). HuR interagiert ebenfalls mit der CD83 mRNA, und
zwar innerhalb der kodierenden Sequenz. Dieser Bereich (Nukleotide 466-615) weist eine ausgepragte
Sekundarstruktur auf (Prechtel et al., 2006) und wird daher Sem-Loop-2-Element (SL2), HuR-
Response-Element (HRE) oder auch posttranskriptionelles regulatorisches Element (PRE) genannt.
Allerdings fiihrt die Bindung von HuR an das HuR-Response-Element nicht zu einer Stabilisation der
RNA (Prechtel et al., 2006). Andererseits besitzen zwei der Interaktionspartner von HuR, APRIL und
PP32, leucinreiche Exportsignale. Mittels dieser Interaktionspartner soll HuR beim CRM1-
vermittelten Export von c-fos mMRNA beteiligt sein (Brennan et al., 2000). Aufgrund dieser Daten
wurde ein Komplex mit Transportfunktion aus CD83 mRNA, HuR, CRM1 und mindestens einem der
Proteine APRIL und PP32 vermutet.

Xenopus laevis-Oozyten zeichnen sich neben ihrer leichten Gewinnbarkeit durch eine hohe Anzahl
von Kernporenkomplexen aus. Aufgrund ihrer GréRe lassen sie sich durch Mikroinjektion
manipulieren und manuell in Zellkern- und Zytoplasmafraktion trennen. Daher wurde der Export
humaner CD83 mRNA mithilfe von Xenopus laevis-Oozyten genauer analysiert.

Grundsatzlich muss diskutiert werden, ob sich die Erkenntnisse aus Exportversuchen mit humaner
CD83 mRNA in Xenopus-Oozyten auch auf humane dendritische Zellen ubertragen lassen. Ein dem
CD83 vergleichbares Protein existiert bei Xenopus laevis namlich nicht, Oberdies differiert das
Immunsystem bei Frosch und Mensch. Werden fur Exportstudien einzelne Proteine oder Transkripte
in Oozyten injiziert und deren Exportkinetik untersucht, muss die Anwesenheit aller zum Export
bendtigten Faktoren vorausgesetzt werden. Darlber hinaus sollten diese Xenopus-Proteine in der Lage

sein, humane Proteine oder Transkripte zu erkennen und zu verarbeiten. Je ahnlicher sich Proteine
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verschiedener Spezies in den funktionsrelevanten Bereichen sind, umso groRer ist die
Wahrscheinlichkeit, dass sie das jeweilige Protein der anderen Spezies auch funktionell ersetzen
konnen. Abgesehen von CD83 konnten bei Xenopus laevis Aquivalente zu allen im CD83 mRNP-
Exportkomplex vermuteten Komponenten gefunden werden. Hoch konserviert ist elF5A, dessen
humane Aminosduresequenz mit der Xenopus-Sequenz zu 100 Prozent identisch ist (Tab. 4.1.).
Ebenso wiesen humanes und aus Xenopus stammendes CRM1, Ran, Aktin und HuR jeweils sehr
grolle Homologie auf (97, 98, 99 und 92 Prozent identische Aminosauren). Die bislang unbekannten
Xenopus-Aquivalente fir APRIL und PP32 enthielten immerhin noch 80 bzw. 81 Prozent identische
und 89 bzw. 91 Prozent &hnliche Aminosduren (Tab. 4.1.). Aullerdem zeigte das Kernprotein RanBP3

von Mensch und Xenopus laevis 69 % identische und 84 % &hnliche Aminoséuren (Tab. 4.1.).

Mikroinjektionsexperimente mit Xenopus-Oozyten zeigten einerseits, dass die charakteristische
Sekundarstruktur der CD83-HRE-RNA fiir einen effizienten nukleozytoplasmatischen Export bendtigt
wird (Abb. 4.1.1.; Abb. 4.1.2). Transkripte, die nicht in der Lage waren, eine Sem-Loop-
Konfiguration auszubilden, wurden nicht vom Zellkern in das Zytoplasma transportiert. Andererseits
konnte durch die Injektion von ELAV- und elF5A-Antikdrper oder den Einsatz des CRM1-Inhibitors
Leptomycin B der nukleozytoplasmatische Export von CD83-HRE-Transkripten inhibiert werden
(Abb. 4.1.2. und 4.1.3.). Hieraus konnte eine Beteiligung der Proteine HuR, elF5A und CRM1 am
Export der CD83-HRE-RNA abgeleitet werden.

Obwohl HuR innerhalb seines RNA-Erkennungsmotiv 1 (RRM1) eine leucinreiche HIV-1-Rev-NES-
ahnliche Sequenz aufweist (Abb. 4.1.6.), kann HuR ohne Adapterprotein nicht mittels CRM1
exportiert werden (Brennan et al., 2000). Zwar werden viele leucinreiche Exportsignale durch die
Sequenz [LIVFM]-X(2-3)-[LIVFM]-X(2-3)-[LIVFM]-X-[L1VFM] beschrieben, dennoch fungieren
viele Sequenzen, die in dieses Schema passen, nicht als Exportsignal (la Cour et al., 2004). Oft besteht
das Exportsignal aus einer a-Helix, zumindest im Aminoterminus, was auch fiir die leucinreiche
Sequenz von HuR der Fall ist (Abb. 4.1.7.). Charakteristischerweise finden sich in funktionellen
leucinreichen Exportsignalen neben den Leucinen jedoch gehauft die Aminoséuren Glutaminséure (E),
Asparaginsdure (D) und Serin (S). Wéhrend diese Aminosduren in den leucinreichen Bereichen von
APRIL und PP32 vorkommen, ist keine dieser Aminoséuren innerhalb der leucinreichen Sequenz von
HuR zu finden (Tab. 4.2.). Dies kdnnte der Grund sein, warum die leucinreiche Sequenz bei HuR

nicht als Exportsignal fungiert.

Eine andere mdgliche Erklarung hierfiir kdnnte jedoch auch die Maskierung des Signals durch die
Interaktion des RNA-Erkennungsmotiv 1 des HUR mit Transkripten sein. Ein exzellentes Beispiel fir
eine Maskierung leucinreicher Exportsignale liefert die Telomerase, ein Enzym, das zur de novo

Telomersynthese in der Lage ist. Die funktionsféhige Telomerase setzt sich aus dem RNA-Template
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hTR (humane Telomerase RNA) und der katalytischen Untereinheit hTERT (humane Telomerase
reverse Transkiptase) zusammen. hTERT und sein Bindungspartner 14-3-3 besitzen je eine HIV-1-
Rev-dhnliche leucinreiche Sequenz (hTERT: MRRKLFGVLRL; 14-3-3: IMQLLRDNLTL). Bindet
das Protein 14-3-3 an das hTERT, ist das Exportsignal sowohl des hTERT als auch von 14-3-3
maskiert. Eine Interaktion mit CRML1 ist nun nicht mehr mdglich, weshalb hTERT im Zellkern
verbleibt. Die Interaktion von 14-3-3 mit hTERT reguliert somit posttranslational die

Telomeraseaktivitat (Seimiya et al., 2000).

Mittels RNA-Interferenz-Studien ist es zwischenzeitlich gelungen, Hinweise fur die Beteiligung des
HuR-Bindungspartners APRIL am Export von CD83 mRNA in somatischen Zellen zu liefern (Fries et
al., 2007). Durch Knockdown von APRIL, nicht jedoch von PP32, konnte in COS-Zellen eine
nukleoplasmatische Anreicherung ektoper CD83 mRNA sowie eine verringerte CD83-
Proteinexpression beobachtet werden. In Jurkat-T-Zellen war nach APRIL-Silencing die Menge der
endogenen CD83 Transkripte im Zytoplasma ebenfalls verringert. Des Weiteren konnte eine der drei
leucinreichen Rev-dhnlichen Sequenzen von APRIL als Exportsignal identifiziert werden
(Aminoséauren 109-120, LKKLECLKSLDL)(Fries et al., 2007). AuBerdem soll die Phosphorylierung
des Threonin an Position 244 (Thr***) den nukleozytoplasmatischen Export von APRIL triggern.
Sowohl das Exportsignal als auch die Phosporylierung des Thr?** von APRIL scheinen fiir die CD83-

Expression notwendig zu sein (Fries et al., 2007).

elF5A ist evolutiondr hoch konserviert, es kommt in hypusinylierter Form bei Eukaryoten und
Archebakterien vor (Gordon et al., 1987; Bartig et al., 1992). Dies lasst auf eine alte und grundlegende
Funktion in der Zelle schlielen. Hypusinhaltiges elF5A ist in der Lage, direkt an RNAs zu binden, die
die putativen Interaktionselemente UAACCA und AAAUGU besitzen (Xu et al., 2004). Die CD83
mMRNA enthalt keine dieser beiden Konsensussequenzen (siehe 4.1.7.). Allerdings sind auch RNAs
bekannt, die mit elF5A interagieren und kein putatives elF5A-interagierendes Element aufweisen. Ein
Kennzeichen dieser RNAs ist die Ausformung extensiver Sekundéarstrukturen (Xu et al., 2004). Das
Sem-Loop-konfigurierte Rev-Response-Element der HIV-1-RNA wird hypusinabhéngig von elF5A
gebunden (Liu et al., 1997). Da das CD83-HRE ebenfalls Sem-Loop-Elemente aufweist (Prechtel et
al., 2006), konnte daher die CD83 mRNA trotz des Fehlens eines putativen elF5A-interagierenden
Elements eine Kandidaten-RNA fiir die hypusinabhéangige Bindung darstellen.

Neben CRML1 interagiert elF5A auch mit einem Exportrezeptor aus der Importin-p-Familie, dem
Exportin 4. Im Gegensatz zu CRM1 ist Exportin 4 jedoch nicht in Hefezellen vorhanden. Obwohl
elF5A sehr viel schlechter an CRML1 als an Exportin 4 binden soll (Lipowsky et al., 2000), konnte in
Bindungsexperimenten die Interaktion von elF5A mit CRM1 demonstriert werden (Abb.
4.1.12.)(Rosorius et al., 1999; Hofmann et al., 2001). Eine Hypusinmodifikation war hierfur nicht
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erforderlich. Sowohl in somatischen Zellen (Rosorius et al., 1999) als auch in Oozyten (Hofmann et
al., 2001) konnte der Export eines elF5A ohne Hypusinmodifikation mit dem CRMZ1-Inhibitor
Leptomycin B gehemmt werden. Fir die Bindung von elF5A an den Exportfaktor Exportin 4 soll
Hypusin jedoch erforderlich sein (Lipowsky et al., 2000). In htheren Eukaryoten scheint elF5A somit
sowohl ohne Beteiligung von Hypusin tiber CRM1 als auch hypusinabhéngig mittels Exportin 4 in das

Zytoplasma transportiert zu werden.

Beim Export von CD83-Transkripten sind verschiedene Funktionen des elF5A denkbar:

Zwar steht mit APRIL bereits ein Adapterprotein mit einem leucinhaltigen Exportsignal zwischen
HuR und CRM1 zur Verfligung. Doch um ein effizientes Zerfallen des Exportkomplexes zu
gewahrleisten, weisen leucinreiche Exportsignale nur eine schwache Bindungsaffinitat zu CRM1 auf
(Kutay und Giittinger, 2005). elF5A, dessen Bindungsaffinitit zu CRM1 ebenfalls gering ist
(Lipowsky et al., 2000), konnte durch seine Interaktion sowohl mit dem Exportsubstrat als auch mit

CRML die Bindung des Exportsubstrates an den Exportrezeptor verstarken.

Des Weiteren konnte elF5A zur Stabilisierung des Exportkomplexes fiihren, indem es mit Beteiligung
des Hypusins an die CD83 mRNA bindet und auBerdem mit HuR (Abb. 4.1.11) sowie
hypusinunabhéngig mit CRM1 (Abb. 4.1.10.) interagiert.

Die carboxyterminale Domane von elF5A weist strukturelle Ahnlichkeiten mit dem bakteriellen
Kélteschockprotein CspA auf, daher ware alternativ auch eine Funktion des elF5A als Chaperone
denkbar (Xu et al., 2001), wobei es ein Transkript vom Zellkern in das Zytoplasma bis zu den

Ribosomen begleitet.

Andererseits interagiert elF5A mit Kernaktin, welches generell an Exportprozessen beteiligt zu sein
scheint (Hofmann et al., 2001). Durch elF5A konnte der Exportkomplex eine Bindungsstelle fur
Kernaktin bereitstellen. Ein Modell fur einen solchen potentiellen Exportkomplex ist in Abb. 6.1.
dargestellt.
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Abb. 6.1.: Schematische Darstellung eines méglichen CD83-HRE-RNA-Exportkomplexes.
HuR bindet an CD83-HRE, APRIL, elF5A und CRM1. CRM1 interagiert mit APRIL, elF5A und Ran.
Kernaktin ist ein Bindungspartner von elF5A.

Die Mehrzahl der zellularen mRNAs werden unter Beteiligung der Exportfaktoren TAP/NXT1
exportiert. Um einen effizienten nukleozytoplasmatischen Transport spezieller Transkripte zu
gewahrleisten, wére die Umgehung des reguldaren Exportweges durchaus sinnvoll. Der
Oberflachenrezeptor CD83 ist, ein Kennzeichen reifer dendritischer Zellen, nimmt eine (beraus

wichtige Funktion bei der T-Zell-vermittelten Immunitét ein (Lechmann et al., 2001).

In dieser Arbeit konnte gezeigt werden, dass der Export von CD83-Transkripten jedoch durch den
spezifischen CRM1-Inhibitor Leptomycin B gehemmt werden konnte (Abb. 4.1.3.). Dies steht in
Einklang mit kurzlich veroffentlichten Daten aus Jurkat-T-Zellen (Schutz et al., 2006). Hier konnte
eine Reihe von Transkripten identifiziert werden, welche CRM1-vermittelt exportiert werden, unter
anderem auch CD83 mRNA. Des Weiteren existieren Daten lber den CRM1-abhédngigen Export
spezieller Transkripte, z. B. von c-fos- (Brennan et al., 2000), Cyclooxygenase-2- (Jang et al., 2003)
und Interferon-al-Transkripten (Kimura et al., 2004). Diese Transkripte besitzen in ihrer 3’
untranslatierten Region (3’-UTR) cis-aktive Sequenzelemente, so genannte AU-reiche Elemente
(ARE). HuR bindet an diese AREs und fiihrt zur Stabilisierung der Transkripte (Dixon et al., 2001;
Fan und Steitz 1998b; Peng et al., 1998). Jedoch konnte fir die Interferon-al-Transkripte demonstriert
werden, dass eine Deletion der 3’'UTR den Kernexport dieser mMRNA nicht verhindert (Kimura et al.,
2004). Es ist daher davon auszugehen, dass der Kernexport nicht durch die Bindung von HuR an das
ARE in der 3'UTR vermittelt wird. Mdglicherweise besitzen Transkripte von Early Response Genen
in der kodierenden Sequenz Bereiche mit charakteristischen Sekundérstrukturen oder anderen

charakteristischen Sequenzmotiven, welche den Export vermitteln. Inwiefern HuR neben der
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Interaktion am ARE in der 3'UTR zur Stabilisation auch den Kernexport dieser Transkripte reguliert,

bleibt noch zu klaren.

Des Weiteren scheint HUR neben der Stabilisierung und dem Export von bestimmten Transkripten
auch die Translation zu beeinflussen. So wurde eine erhéhte Expression des Tumorsuppressorgens p53
nach Induktion eines DNA-Schadens durch UVC-Bestrahlung in humanen Koloncarcinomzellen
beschrieben. Dieser Effekt war nicht durch eine verstérkte Transkription, Erhhung der Stabilitit oder
erhohte zytoplasmatische p53 mRNA Level zu erkldren, sondern durch eine Steigerung der
Translation. Ergebnisse aus Bindungsstudien wiesen darauf hin, dass die Steigerung der Translation
durch die Interaktion von HuR an die 3'UTR von p53-Transkripten vermittelt wird (Mazan-Mamczarz
et al., 2003).

6.2. el F5A ist am Export des Transkriptionsfaktors [11A (TFIIIA) in Xenopus-Oozyten
beteiligt

Ein weiterer Hinweis auf eine Beteiligung von elF5A bei bestimmten zellularen RNA-
Exportprozessen kommt aus dem TFIIIA-vermittelten Export der 5S rRNA in Xenopus-Oozyten. Als
Bindungspartner von elF5A wurde in Xenopus-Oozyten der oozytentypische Transkriptionsfaktor 1A
(TFINA) identifiziert (Doktorarbeit W. Hofmann, 2002). Oozytentypischer TFIIIA ist in jungen
Xenopus-Oozyten sowohl bei der RNA-Polymerase Il1-abhangigen Transkription von 5S rRNA als
auch am nukleozytoplasmatischem Export und der Lagerung von 5S rRNA im Zytoplasma beteiligt
(Engelke et al., 1980, Wolffe und Brown, 1988; Wischnewski et al., 2004). TFIIIA besitzt ein
leucinreiches Exportsignal, das funktionell das Exportsignal von HIV-1-Rev ersetzen konnte (Fridell
et al., 1996). Aulerdem war die an BSA-gekoppelte leucinreiche Rev-Aktivierungsdomane in der
Lage, kompetitiv den Export der 5S rRNA zu inhibieren (Fischer et al., 1995).

In Xenopus-Oozyten konnte TFIIIA nach SDS-PAGE und Westernblot in der Fraktion der
Kernhullenproteine nachgewiesen werden (Abb. 4.2.2.). Es lokalisiert an den nukleoplasmatischen
Filamenten der Kernporenkomplexe (Abb. 4.2.3. und 4.2.5.). Die Vermutung, TFIIIA wird aufgrund
seines leucinreichen Kernexportsignales mittels CRM1 transportiert, konnte durch den Einsatz des
spezifischen CRM1-Inhibitors Leptomycin B bestatigt werden. Sowohl ein TFHIA-NES-
Fusionsprotein als auch endogener TFIIIA wurde nach Leptomycin-Gabe im Oozytenkern
angereichert (Abb. 4.2.6.). In Bindungsstudien wurde TFIIIA als Interaktionspartner von elF5A
identifiziert (Hofmann, 2002). Eine Interaktion von TFIIIA und elF5A konnte in dieser Arbeit mittels
Overlay-Blot-Assay bestétigt werden (Abb. 4.2.9.). Dabei zeichnete sich ab, dass elF5A bei Zusatz
von Faktoren aus dem Oozytenextrakt besser an TFIIIA bindet (Abb. 4.2.9.). Uber die Art dieser
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Faktoren kann bislang nur spekuliert werden. Denkbar ist, dass durch die Interaktion von 5S rRNA an
TFIIA die Bindung von elF5A verstarkt wurde. Dies koénnte einerseits durch eine
Konformationsanderung des TFIIIA bewirkt sein, welche die Affinitat zu elF5A erhéht. Andererseits
ist ebenso eine Interaktion der 5S rRNA mit elF5A denkbar, wodurch maéglicherweise der Komplex
aus TFIIA, 55 rRNA und elF5A stabilisiert wird. Da sowohl TFIIA als auch elF5A mit CRM1
interagieren, kdnnte auch die Bindung von CRM1 an das Exportsignal von TFIIIA die Interaktion von
TFIHIA und elF5A beeinflussen.

Es gibt Hinweise dafir, dass das leucinreiche Sequenzmotiv des HIV-1-Rev fiir eine funktionelle Rev-
elF5A-Interaktion benétigt wird (Ruhl et al., 1993). In Bindungsstudien konnte gezeigt werden, dass
elF5A mit HUR (Abb. 4.1.11.) und mit TFIIIA (Abb. 4.2.9.) interagiert, beide Proteine besitzen wie
HIV-1-Rev einen leucinreichen Sequenzbereich. elF5A scheint jedoch nicht an allen CRM1-
vermittelten Exportprozessen von Proteinen mit einem leucinhaltigen Exportsignal beteiligt zu sein.
Denn beim Export des Proteinkinaseinhibitors PKI spielt elF5A offensichtlich keine Rolle, da elF5A-
Antikdrper den GST-PKI-NES-Export in somatischen Zellen nicht hemmen konnten (Elfgang et al.,
1999). Mdoglicherweise ergibt sich diese Diskrepanz aus der Funktion der Proteine. PKI bindet und
exportiert die katalytische Untereinheit der Proteinkinase A, hat aber keine Funktion beim RNA-
Export. HIV-1-Rev, TFIIIA und HuR hingegen sind in einen RNA-Export involviert. Die Vermutung
liegt daher nahe, dass elF5A einen generellen Kofaktor beim CRM1-vermittelten RNA-Export
darstellt.

6.3. Kernmyosin IC ist in Xenopus laevis fur die Transkription ribosomaler und
proteinkodierender  Transkripte essentiell und  beeinflusst  moglicherweise

Exportprozesse

Neben CRM1 (Abb. 4.1.12.), HUR (Abb. 4.1.11.), und TFIIIA (Abb. 4.2.9.) ist Kernaktin ebenfalls ein
Bindungspartner von elF5A (Hofmann et al., 2001). Grundlegende Erkenntnisse fiir die Beteiligung
von Aktin bei der Transkription (Scheer et al., 1984) als auch beim nukleozytoplasmatischen Export
(Hofmann et al., 2001) resultierten aus Experimenten mit Amphibienoozyten. Weil lange Zeit Zweifel
an der Existenz von Aktin und Myosin im Zellkern bestanden, wurden schrittweise viele Argumente
der Kritiker entkréftet. So konnte beispielsweise dem Argument der zytoplasmatischen Kontamination
durch saubere Isolation von Zellkernen aus Amphibienoozyten begegnet werden (Clark und Merriam,
1977). Darlber hinaus gelang durch die Entwicklung neuer Antikorper letztendlich die Darstellung
von Aktin im Zellkern somatischer Zellen (Gonsior et al., 1999). Weiterhin wurden spezielle
Funktionen im Zellkern, wie die Beteiligung bei der Transkription proteinkodierender Gene (Scheer et

al., 1984) und der Chromosomenkondensation (Rungger et al., 1979) entdeckt. Da traditionellerweise
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Aktin und Myosin nur als Motorkomplex akzeptiert wurde, stand mit der Verifizierung von Myosin im
Zellkern (Nowak et al., 1997) schliellich der Aktinpartner zur Verfligung. Weil Amphibienoozyten
entscheidende Erkenntnisse zur Aufklarung von Kernaktinfunktionen geliefert haben, bot sich das

Modellsystem Xenopus-Oozyte daher auch fir die Analyse von Kernmyosinaufgaben an.

Kernmyosin IC gehort zur Myosin I-Familie von nichtfilamentéren, unkonventionellen Myosinen.
Bioinformatisch konnte in dieser Arbeit das Myosin IC und Kernmyosin IC bei Homo sapiens, Mus
musculus, Rattus norvegicus, Bos taurus, Gallus gallus und den Amphibien Xenopus laevis und
Xenopus tropicalis identifiziert werden (Abb. 4.3.1.). Bei Drosophila melanogaster und Arabidopsis
thaliana war es nicht zu finden. Dies steht im Einklang mit einer kiurzlich veroffentlichten Studie
(Kahle et al., 2007). Dort wurde Kernmyosin IC aufler bei den in dieser Arbeit gefundenen
Organismen noch bei Canis familiaris, Danio rerio, Fugu rubripes und Tetraodon nigroviridis
identifiziert werden. Kein passendes Protein konnte beim Urchordaten Ciona intestinalis, bei
Drosophila oder bei C. elegans gefunden werden. (Kahle et al., 2007). Dies lasst darauf schlief3en,
dass Kernmyosin IC wahrend der Vertebratenentwicklung erworben wurde. Der Vergleich der
Aminosduresequenzen von B-Aktin (Tab. 4.1.) bzw. Kernmyosin IC (Tab. 4.3.2.) von Mensch und
glattem Krallenfrosch unterstreicht die hohe Ubereinstimmung der Proteine bei diesen beiden Spezies.
B-Aktin von Mensch und Xenopus laevis zeigten 99 Prozent identische Aminosauren. Kernmyosin 1C
von Mensch und Xenopus laevis wiesen 78 Prozent identische und 95 Prozent ahnliche Aminoséauren

auf.

Kernmyosin IC unterscheidet sich von Myosin IC durch einen zusatzlichen aminoterminalen Bereich
aus 16 Aminosauren. Obwohl dieser 16-Aminosauren lange Aminoterminus kein bislang bekanntes
Kernlokalisationsmotiv beinhaltet, fungiert er dennoch als Kernlokalisationssignal (Abb. 4.3.5.).
Auffallend sind drei basische Residuen an Position 2, 4 wund 14 innerhalb dieser
Aminoterminussequenz. An den Positionen 4 und 14 befand sich in allen bioinformatisch untersuchten
Organismen ein Arginin. Das Arginin an Position 2 bei Mensch, Nagern und Rind ist bei Huhn und
Krallenfroschen durch ein Lysin ersetzt (Abb. 4.3.1.). Die basischen Aminosduren Arginin und Lysin

sind als charakteristische Bestandteile von Kernlokalisationssignalen bekannt.

Es konnten polyklonale und monoklonale Antikdrper gegen das Kernmyosin IC von Xenopus laevis
generiert werden. Polyklonale Antikdrper XNMIC gp30 und monoklonale Antikérper XNMIC #54
erkannten den spezifischen Aminoterminus des Xenopus-Kernmyosin IC (Abb. 4.3.9.) In somatischen
Xenopus-Zellen lokalisierte Kernmyosin IC vorwiegend im Nukleoplasma (Abb. 4.3.10. a; 4.3.13. a).
Allerdings konnte es in manchen Zellen auch im Zytoplasma detektiert werden, wo es keine
Filamentstruktur, sondern ein punktférmiges Muster aufwies (Abb. 4.3.13. b). Angedeutet war

ebenfalls die Lokalisation in der Zellperipherie. Diese Beobachtung im Zytoplasma stimmt mit der
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Verteilung von Myosin IC berein (Wagner et al., 1992; Ruppert et al., 1995). Myosin IC war in
Saugerzellen bevorzugt in der Zellperipherie lokalisiert und zeigte ein eher punktuelles Muster
(Wagner et al., 1992; Ruppert et al., 1995).

Anders war das Bild bei der Verwendung des Kermyosin-Antikdrpers XNMIC #42 (Abb. 4.3.15).
Dessen Epitop befindet sich nicht innerhalb des 16-Aminosduren-Aminoterminus, sondern im
aminoterminalen Bereich des Myosinkopfes (Aminosduren 17 bis 240). In diesem Bereich liegt auch
die ATP-Bindungsstelle (Aminosauren 120 bis 129). Der Antikdrper XNMIC #42 erkennt zwar auch
das Kernmyosin IC (Abb. 4.3.9.). Da aber Kernmyosin IC zur nichtfilamentbildenden Myosin I-Klasse
gehort, ist aufgrund des filamentartigen Farbemusters im Zytoplasma somatischer Zellen anzunehmen,
dass der Antikorper XNMIC #42 neben Kernmyosin IC zusatzlich filamentbildende Vertreter anderer

Myosinklassen detektiert.

Kernmyosin IC konnte in somatischen mitotischen Xenopus-Zellen zwar in der Teilungsfurche
detektiert werden, aber es war dort im Vergleich zu anderen extrachromosomalen Bereichen nicht
angereichert (Abb. 4.3.10. ¢ und 4.3.13. ¢). Fir Myosin IC ist ein @hnliches Verteilungsmuster in
mitotischen S&ugetierzellen beschrieben. Wéhrend sich Myosin IB deutlich in der Teilungsfurche
anreicherte, war Myosin IC dagegen punktférmig in der gesamten sich teilenden Zelle, exklusive der
Chromosomenbereiche, lokalisiert (Ruppert et al., 1995).

Auffallend war in der Immunfluoreszenz mit Antikorpern, die das Kernmyosin IC erkennen, die
Féarbung der so genannten mitochondrialen Wolke in prévitellogenen Xenopus-Oozyten (Abb. 4.3.11.;
4.3.14.; 4.2.16.). Die mitochondriale Wolke, auch Balbiani-K&rper genannt, ist ein zytoplasmatisches
Organell in pravitellogenen Xenopus-Oozyten (Stadium 1). Lokalisiert ist dieses spharische Organell in
Kernndhe auf der Seite der Oozyte, die spater zum vegetativen Pol wird. Die mitochondriale Wolke
besteht aus etwa einer halben Million Mitochondrien, mehreren hundert Keimgranula und einigen
lokalisierten RNAs, die in den Keimgranula, in deren Peripherie oder auBerhalb der Keimgranula zu
finden sind (siehe 1.4.1.3.). In reifen Xenopus-Oozyten sind bestimmte RNAs am vegetativen oder

animalen Kortex angereichert.

In Xenopus-Oozyten existieren zwei Wege, um die vegetative RNA zum vegetativen Kortex zu
bringen. Der so genannte friihe Lokalisierungsweg oder METRO (,,Message Transport Organizer*)
flr die vegetativen Keimplasma-RNAs benitzt die mitochondriale Wolke als Vehikel. Zundchst
gelangen Keimplasma-RNAs ohne aktive Bewegung und ohne Beteiligung von Mikrotubuli durch
Diffusion zur mitochondrialen Wolke, wo sie eingefangen werden. Fir das Einfangen der RNAs soll

ein Netzwerk aus endoplasmatischem Retikulum (ER) verantwortlich sein, das die mitochondriale
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Wolke durchzieht (Chang et al., 2004). Bislang konnte aber noch kein Protein identifiziert werden, das

die Interaktion der Keimplasma-RNAs mit dem ER vermittelt.

Denkbar ist, dass das Kermyosin IC als Bestandteil der Ribonukleinpartikel an die Keimplasma-RNAs
assoziiert. Hinweise fir eine Assoziation von Kernmyosin mit RNA, moglicherweise als Bestandteil
von Ribonukleoproteinkomplexen gibt es bereits. In RNAse- behandelten HelLa-Zellen konnte im
Zellkern im Nukleoplasma und im Nukleolus kaum noch Kernmyosin nachgewiesen werden
(Fomproix und Percipalle, 2004). Aufgrund seiner Eigenschaften, mit der Schwanzdomane
elektrostatisch mit Membranen zu interagieren (Doberstein und Pollard 1992; Reizes et al., 1994),

konnte das Kernmyosin IC durchaus ein Linkerprotein zwischen RNA und ER-Netzwerk darstellen.

Ungeklért ist bislang, durch welchen Mechanismus die mitochondriale Wolke in Richtung Kortex
gezogen wird. Ob das Kernmyosin IC auch hier eine Rolle spielt, ist fraglich. Mittlerweile gibt es zwar
durchaus Hinweise auf eine Motorfunktion von Kernmyosin im Zellkern. Zum einen bei der
Translokation von Chromosomen nach Transkriptionsaktivierung (Chuang et al., 2006), zum anderen
bei der rDNA-Transkription (Ye et al., 2008). Aber in diesen Fallen interagiert Kernmyosin tatséchlich
mit Aktinfilamenten. Mikrofilamente und Mikrotubuli spielen bei der Verlagerung der
mitochondrialen Wolke jedoch keine Rolle (Kloc und Etkin 1995). Dotterschollen und eine sich
vergroRernde Zytoplasmamasse kénnten die mitochondriale Wolke vom Zellkern weg in Richtung
Kortex driicken (Wilk et al., 2004).

Des Weiteren war Kernmyosin IC an den lateralen Schleifen der Lampenbirstenchromosomen von
Xenopus-Oozyten nachweisbar (Abb. 4.3.32, 4.3.33., 4.3.34.). Das Muster dhnelte dem der RNA-
Polymerase 1lI, die ebenfalls an den lateralen, transkriptionell aktiven Schleifen der
Lampenbirstenchromosomen lokalisiert (Abb. 4.3.33.). Wie bereits erwéhnt, konnte in HelLa-Zellen
eine Assoziation von Kernmyosin IC mit RNAse sensitiven Strukturen dargestellt werden (Fomproix
und Percipalle, 2004). In Bestatigung dieser Beobachtung konnte Kernmyosin IC mit den durch
BrUTP-markierten naszierenden Transkripten kolokalisiert werden (Abb. 4.3.35.). Nach Hemmung
der Transkription durch Aktinomycin D waren einerseits die lateralen Schleifen der
Lampenbirstenchromosomen nicht mehr sichtbar, andererseits konnte das Kernmyosin IC nun nicht
mehr an den Chromosomen nachgewiesen werden (Abb. 4.3.35.). Somit ist anzunehmen, dass

Kernmyosin IC zu den aktiven Transkriptionsstellen rekrutiert wird.

Die monoklonalen Antikdrper gegen den spezifischen Aminoterminus bzw. gegen die Kopfdoméane
von Kernmyosin IC fuhrten nach Mikroinjektion in den Zellkern von Xenopus-Oozyten zu einer
kompletten Retraktion der meisten lateralen transkriptionsaktiven Schleifen sowie zu einer
Verkiirzung der Chromosomenachsen (Abb. 4.3.36., 4.3.37). Derselbe Effekt wurde nicht nur nach
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Inkubation mit Transkriptionshemmern (Abb. 4.3.35.; Scheer et al., 1984), sondern auch nach
Injektion von RNA-Polymerase IlI-Antikérpern sowie durch die Injektion von Aktinantikérpern und
bestimmten Aktin-bindenden Proteinen in Pleurodeles-Oozyten beobachtet (Scheer et al., 1984). Da
Antikorper gegen das Kernmyosin IC die mRNA-Transkription unterdriicken konnten, wurde eine
essentielle Rolle des Kernmyosin IC bei der RNA-Polymerase Il-abhangigen Transkription vermutet.
Dies steht im Einklang mit vor kurzem veroffentlichten Daten aus menschlichen Zellkulturzellen.
Nach Mikroinjektion von Kernmyosinantikorpern in HelLa-Zellen konnte die Transkription gehemmt
werden, was sich durch einen fehlenden BrUTP-Einbau in injizierte Zellen &ulRerte. Dariiber hinaus
konnte auch in einem in-vitro-Transkriptionssystem die Beteiligung von Kernmyosin IC bei der RNA-

Polymerase ll-abhangigen Transkription dargestellt werden (Hofmann et al., 2006b).

Aktin und Myosin sind an verschiedenen Stellen im Polymerase Il-abhéngigen Transkriptionsprozess
beteiligt. Die bislang einzige gesicherte Motorfunktion Uben Myosin und Aktin hierbei bei der
Verlagerung von Chromosomenabschnitten nach Transkriptionsaktivierung aus (Chuang et al., 2006).
Dieser aktive Transport von Chromosomenabschnitten in das Kerninnere geschieht durch eine
Wechselwirkung zwischen Aktin und Myosin, und zwar unabhéngig von deren Beteiligung bei der
Transkription. Versuche mit verschiedenen Aktinmutanten haben gezeigt, dass hierbei nicht
Aktinmonomere, sondern Filamente beteiligt sind (Chuang et al., 2006).

Bei der Transkriptionsinitiation nehmen Aktin und Myosin unterschiedliche Aufgaben wahr. Wahrend
Aktin flr die Bildung des Préinitiationskomplexes benétigt wird, ist Myosin fiir den darauffolgenden
Schritt, die Knuipfung der ersten Phosphodiesterbindung, essentiell (Hofmann et al., 2004; Hofmann et
al., 2006b).

An wenigen nicht retrahierten kurzen Schleifen der Lampenbirstenchromosomen war nach Injektion
von Kernmyosinantikdrpern noch eine Transkription mdéglich, welche durch den Einbau von BrUTP
abgebildet werden konnte (Abb. 4.3.38.). Erste Hinweise auf eine Beteiligung von Kernmyosin IC an
der RNA-Polymerase Ill-abhangigen Transkription gibt es bereits, allerdings wurde Kernmyosin nur
an 5S rRNA- und 7SL-Genen, nicht jedoch an tRNA-Genen gefunden (Grummt, 2006). Bei den in
dieser Arbeit gesehenen, durch Kernmyosin IC-Antikérper nicht retrahierbaren Schleifen in
Telomernédhe kdnnte es sich daher um tRNA-kodierende Schleifen handeln. Die RNA-Polymerase |11
ist an etwa 90 spezifischen Transkriptionsstellen an den Lampenbirstenchromosomen von Xenopus
laevis zu finden (Murphy et al., 2002). Die etwa 24 000 5S rRNA-Gene pro haploidem Genom sind in
der Né&he der Telomere der langen Chromosomenarme von 16 der 18 Xenopus-Chromosomen
lokalisiert. Die Verteilung der etwa 7800 bis 9600 tRNA Gene pro haploidem Genom ist weitgehend
unklar, bekannt ist lediglich ein Kluster in der N&he des Telomers des langen Armes eines kurzen

akrozentrischen Chromosoms sowie ein Kluster auf einem anderen Chromosom.
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Die Beobachtung von Kernmyosin IC in Nukleolen von somatischen Xenopus-Zellen (Abb. 4.3.10)
fuhrte zur Analyse von Kernmyosin IC in den amplifizierten Nukleolen der Xenopus-Oozyten.
Wihrend die Struktur der amplifizierten Nukleolen mit der Struktur somatischer Nukleolen
vergleichbar ist (Mais und Scheer, 2000), zeichnen sich die amplifizierten Nukleolen zudem durch
ihre Anzahl, ihre GréRe, den hohen rDNA-Gehalt und ihre hohe transkriptionelle Aktivitat aus. Nach
Spreitung des Kerninhaltes von Oozyten sind zahlreiche amplifizierte Nukleolen mit einer so
genannten Halskettenstruktur, dem Kernbereich aus fibrillarem Zentrum (FC) und dichter fibrillarer
Komponente (DFC), zu sehen, die in den Kortex (GC) eingebettet ist. In amplifizierten Nukleolen
kann die RNA-Polymerase | im FC detektiert werden. Dagegen ist Fibrillarin, welches in die
Prozessierung und Modifikation von pra-rRNA und in die Zusammenlagerung von rRNA mit
ribosomalen Proteinen involviert ist (Tollervey et al., 1993), ein charakteristisches Protein des DFC
(Mais und Scheer, 2001). Kernmyosin IC konnte in dieser Arbeit in den amplifizierten Nukleolen
hauptséchlich in der Kernregion nachgewiesen werden und zeigte hier sowohl eine partielle
Kolokalisation mit der RNA-Polymerase 1, den durch Bromuridintriphosphat gekennzeichneten
naszierenden Transkripten, als auch mit Fibrillarin (Abb. 4.3.22.).

Eine Transkriptionshemmung mit Actinomycin D &uBert sich in einer massiven Kondensation des
rDNA-Chromatins und der Segregation von FC und DFC in Kappen an einem GC-Kdorper, die viele
ihrer origindren Proteine und RNA-Komponenten beinhalten (Shav-Tal et al., 2005). Nach
Transkriptionshemmung mit Actinomycin D segregierte Kernmyosin IC zusammen mit der RNA-
Polymerase | und rDNA (Abb. 4.3.23.). Eine neue Studie hat gezeigt, dass Aktin und Myosin auch
nach Hemmung der Transkription durch Aktinomycin D mit der rDNA assoziieren (Ye et al., 2008).
Die in den amplifizierten Nucleolen gemachte Beobachtung einer Kolokalisation von Kernmyosin IC
und der rDNA spiegelt dies wider (4.3.23.).

Die Darstellung des Kernmyosins IC im Nucleolus unbehandelter und Actinomycin D-behandelter
somatischer Xenopus-Zellen gelang jedoch nicht in jeder Zelle. Dies kénnte am unterschiedlichen
Aktivitatszustand der Zellkulturzellen liegen, wobei Kernmyosin mdglicherweise nur in den
transkriptionell aktivsten Zellen in nachweisbarer Menge im Nukleolus vorlag. In Zellen mit geringer
Transkriptionstétigkeit konnte es mdglicherweise aufgrund der geringen Menge nicht detektiert
werden. Dies ist vereinbar mit der Beobachtung von Kysela et al. (2005), dass die Kernmyosin I1C-
Expression im Gegensatz zur Aktin-Expression nach Stimulation von humanen Lymphozyten aus dem
peripheren Blut mit Phytohdmaglutinin (PHA) stark ansteigt (Kysela et al., 2005).

Die Ribosomengenese ist ein vektorieller Prozess, der von der Transkriptionsstelle bis zu den GCs,
dem Nukleoplasma und schlieflich Cytoplasma verlduft. Wird dieser Prozess an einer Stelle

unterbrochen, werden Intermedidrformen angereichert (Olson und Dundr, 2005). Die Stoérung der



210 6. DISKUSSION

Ribosomenbiogenese spiegelt sich auch optisch in der Nukleolus-Architektur wider. Zudem weil man
aus der Transkriptionshemmung durch Actinomycin D, dass die Segregation schrittweise vonstatten
geht. Zundchst kondensieren die fibrilliren Komponenten und wandern in die Nukleolusperipherie,
dann formen die nukleolaren Komponenten den Zentralkorper und die daran assoziierten Kappen. Im
Zentralkorper befinden sich Proteine, die aus der GC Region stammen, und die teilweise, wie das

Protein B23, progressiv aus dieser Region entlassen werden (Hernandez-Verdun, 2006).

Die Mikroinjektion von Kernmyosinantikérpern in die Zellkerne von Xenopus-Oozyten zeigte
ebenfalls einen dramatischen Effekt auf die Architektur der amplifizierten Nukleolen (Abb. 4.3.24.
und 4.3.25.), der aber nur teilweise an die Segregation Actinomycin D-behandelter Nucleolen
erinnerte. Wéhrend die DFCs kondensiert wirkten, erschienen die FC-Regionen oftmals noch
aufgelockert und umgaben die DFCs meist ringférmig. Bei manchen Nukleolen war eine Ablésung der
GC-Region zu beobachten (Abb. 4.3.28.). Trotzdem konnten mittels BrUTP-Einbau noch naszierende
Transkripte als Ausdruck einer aktiven Transkription in den FC-Regionen dieser amplifizierten
Nukleolen nachgewiesen werden (Abb. 4.3.29.). In somatischen Xenopus-Zellen hingegen konnte
durch die Injektion von Kernmyosinantikorper die RNA-Polymerase I-abhangige Transkription in den
Nukleolen gehemmt werden.

In Mikroinjektionsversuchen mit Aktinantikdrpern in Pleurodeles-Oozyten wurde ebenfalls eine
Hemmung der Transkription proteinkodierender Gene beobachtet, wahrend eine Transkription in den
Nukleolen noch stattfand (Scheer et al., 1984). In somatischen Zellen hingegen konnte durch die
Injektion von Aktinantikdrpern eine BrUTP-Inkorporation im Nukleolus inhibiert werden. In
vielfaltigen Experimenten in vitro und in vitro wurde zudem demonstriert, dass Aktin in der Tat ein
essentieller Bestandteil der RNA-Polymerase I-abhéngigen Trankription darstellt (Philimonenko et al.,
2004, Ye et al., 2008).

Warum die FC-Regionen in den amplifizierten Nukleolen nicht kondensieren, und die Transkription
im Vergleich zu den somatischen Zellen nicht zum Erliegen kommt, ist unklar. Es ist
unwahrscheinlich, dass Aktin und Myosin bei der RNA-Polymerase I-abhangigen Transkription in
somatischen Zellen eine Rolle spielen, nicht aber in den transkriptionell hoch aktiven amplifizierten
Nukleolen. Im Gegensatz zur RNA-Polymerase Il-abhéngigen Transkription scheinen weder Aktin
noch Myosin bei der Transkriptionsinitiation im Nukleolus erforderlich zu sein. Weder die Depletion
von Aktin noch von Myosin konnte die Transkription der ersten drei Nukleotide verhindern
(Philimonenko et al., 2004; Percipalle et al., 2006). Denkbar ist daher, dass die BrUTP-Inkorporation,
die nach Injektion von Kernmyosin-Antikorper in Xenopus-Oozyten noch zu sehen war, auf diese

Trimerherstellung beruht.
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In somatischen Nukleolen von Sdugerzellen wurde auRerdem beobachtet, dass viele Proteine den
Nukleolus durchtreten koénnen, auch solche, die keine Aufgabe im Nukleolus wahrnehmen. Nur
Proteine, die eine Interaktion im Nukleolus eingehen, zeigen eine héhere Verweildauer (Olson und
Dundr, 2005). Die RNA-Polymerase I-Transkriptionsmaschinerie selbst ist ein hochdynamischer
Proteinkomplex. Einzelne Komponenten wandern stdndig zwischen den Transkriptionsstellen, dem
Nukleolus und dem Nukleoplasma. Dabei ist die Zusammenlagerung der Transkriptionsmaschinerie
ein sehr ineffektiver Prozess. Wéhrend die Anlagerung von RNA-Polymerase I-Untereinheiten an
einen rDNA-Promoter mit einer 50 prozentigen Trefferquote noch hoch ist, kommt es nur in ein bis elf
Prozent auch zur Initiation und Elongation. Ein Recycling findet nicht als RNA-Polymerase-
Holoenzymkomplex statt, sondern der Komplex dissoziiert und assoziiert erneut an einer weiteren
Transkriptionsstelle (Dundr et al., 2002). Wéhrend der Mitose bleiben nur bestimmte Faktoren, wie
die rekrutierende Polymerase-Untereinheit RPA43 sowie UBF an den Nukleolus-Organisator-
Regionen. Selbst RNA-Polymerase-Untereinheiten wie RPA16, RPA20, RPA39/40 und RPA194
dissoziieren von den NORs wahrend der Mitose (Chen et al., 2005; Leung et al., 2004). Denkbar ist,
dass in Nukleolen somatischer Zellen und in transkriptionell hochaktiven amplifizierten Nukleolen der
Oozyten bezuglich der Transkriptionseffizienz Differenzen bestehen. Ein verbessertes Recycling der
Transkriptionsmaschinerie bzw. auch deren Subkomplexe kénnte die Transkriptionseffizienz in
amplifizierten Nukleolen steigern. Eine stabilere oder ldngerdauernde Interaktion von
Bindungspartnern konnte hier jedoch zu einer Maskierung des Antikorperepitops im Kernmyosin
fuhren, wahrend in somatischen Zellen das Kernmyosin durch die stdndige Dissoziation und

Assoziation der Transkriptionsmaschinerie flr die Bindung von Antikorpern besser zuganglich ist.

Weiterhin fiel bei der Immunfluoreszenz auf Oozytengefrierschnitten die Anfarbung der Kernhtlle auf
(Abb. 4.3.11.; 4.3.14. und 4.3.16.). Diese Beobachtung konnte durch die Detektion von Kernymosin
IC auf handisolierten Kernhillen von Xenopus-Oozyten bestétigt werden. Kernmyosin IC reicherte
sich an den nukleoplasmatischen Filamenten der Kernporenkomplexe an (Abb. 4.3.18.). Ein &hnliches
Lokalisationsmuster wurde fur Aktin beschrieben (Hofmann et al., 2001). Aktin, vermutlich in einer
Form aus kurzen Polymeren, ist ein essentieller Kofaktor sowohl beim viralen RNA-Export via CRM1
und TAP als auch beim CRM1-vermittelten nicht RNA-assoziierten Proteinexport (Hofmann et al.,
2001).

Antikorper gegen ein Epitop innerhalb der aminoterminalen 16 Aminosduren von Kernmyosin IC
(XNMIC #54) waren jedoch nicht in der Lage, den CRM1l-vermittelten GST-TFIIIA-NES-
Proteinexport zu inhibieren (Abb. 4.3.19.). Im Gegensatz dazu konnte dieser Proteinexport mit nach
Mikroinjektion von Antikorpern gegen ein Epitop in der aminoterminalen Myosinkopfdomane
(XNMIC #42) inhibiert werden (Abb. 4.3.19.). Der Grund fur diese Diskrepanz ist noch unklar. Da der

Kernmyosinantikorper (XNMIC #42) vermutlich neben dem Kernmyosin IC noch weitere Vertreter
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der Myosinfamilie erkennt, ist mdglicherweise nicht Kernmyosin IC, sondern ein anderes, ebenfalls

im Kern vorkommendes Myosin, bei Exportprozessen beteiligt.

Kernmyosin IC scheint nicht das einzige nukledre Myosin zu sein. Mittlerweile konnte auch Myosin
VI im Zellkern identifiziert werden (Vreugde et al., 2006). Myosin VI weist mehrere putative
Kernlokalisationssignale auf und lokalisiert mit naszierender mRNA und der RNA-Polymerase II.
Durch Interferenz-RNA bzw. inhibitorische Antikérper konnte die RNA-Polymerase Il-abhéngige
Transkription gestort werden. Mittels Chromatinimmunprazipitation wurde demonstriert, dass Myosin
VI an den Promoter und die intergenischen Regionen aktiver Gene rekrutiert wird (Vreugde et al.,
2006). Myosin V1 ist durch eine einzigartige Motorfunktion charakterisiert. Es ist das einzige Myosin,
welches zum Minusende von Aktinfilamenten wandert, auBerdem ist die SchrittgroRe unerwartet gro
und variabel. Eine Beteiligung von Myosin VI bei Exportprozessen wurde bislang jedoch noch nicht

untersucht.

Des Weiteren konnte auch eine Maskierung von Epitopen eine Rolle spielen. Aus der rDNA-
Transkription gibt es Hinweise auf unterschiedliche Konformationen von Kernmyosin IC, welche
nicht mit allen spezifischen Kernmyosinantikorpern erkannt werden (Ye et al., 2008). Es ist daher
nicht ausgeschlossen, dass bei Exportprozessen strukturelle Besonderheiten des Kernmyosin IC

auftreten, welche nur von bestimmten Kernmyosinantikérpern erkannt werden.

Uber die Funktion einer potentiellen Aktin-Myosin-Interaktion bei Exportkomplexen kann bislang nur
spekuliert werden. Aktin wurde als Bestandteil von RNP-Partikeln identifiziert, wobei es Transkripte
vom Transkriptionsort in das Zytoplasma begleitete (Percipalle et al., 2001). In dieser Arbeit wurde
allerdings keine RNA als Exportsubstrat, sondern ein TFIIIA-NES-Fusionsprotein benutzt. Es wurde
aber gezeigt, dass dieses Fusionsprotein unter Beteiligung von elF5A exportiert wird (Abb. 4.2.10.),

welches wiederum Aktin binden kann (Hofmann et al., 2001).

Mittlerweile gibt es einige Anhaltspunkte dafur, dass Aktin und Myosin im Zellkern in einer dhnlichen
Weise miteinander agieren wie im Zytoplasma (Chuang et al., 2006; Ye et al., 2008). Im Zytoplasma
kann Myosin in einem zyklischen Prozess mit Aktin interagieren und unidirektional Kraft generieren.
ATP reduziert hierbei die Affinitat des Myosinkopfes flir Aktin. Durch ATP-Hydrolyse kommt es zu
einer Konformationsanderung, wodurch der Myosinkopf verlagert wird. Der Myosinkopf bindet nun
erneut an Aktin und geht in seine urspriingliche Position zuriick, was letztendlich ein Entlanggleiten

von Myosin und Aktin bewirkt.

Da das Kernymosin IC eine Aktinbindungsstelle in der Kopfdoméne besitzt, kdnnte es (ber eine

Interaktion mit Aktin am Exportkomplex verankert werden. Der intranukledre Transport selbst geht



6. DISKUSSION 213

durch Diffusion vonstatten, bis der Exportkomplex Kernporenkomponenten kontaktiert (Politz et al.,
1999; Politz et al., 2006). Die hydrophoben FG-Wiederholungen bestimmter Nukleoporine kdnnten
auller mit den Exportfaktoren zusétzlich mit der hydrophoben 1Q-Doméne des Kernmyosin IC
interagieren. Durch eine Verankerung von Kernmyosin an Nukleoporinen und eine Interaktion mit
Aktin ware ein aktiver Transport durch den Kernporenkanal denkbar. Bislang gibt es zwar noch keine
Anhaltspunkte fir eine Interaktion von Kernmyosin und Nukleoporinen. Jedoch konnte vor kurzem
Emerin, ein integrales Kernhtllenprotein, als direkter Interaktionspartner von Kernmyosin identifiziert
werden (Holaska und Wilson, 2007).

Ein weiterer Schritt bei der Aufklarung von Kernmyosinfunktionen ware die Herstellung von
willdtypischem, rekombinanten Xenopus-Kernmyosin IC sowie von Kernmyosin IC-Mutanten. Nach
Applikation von Antikorpern gegen Kernmyosin IC konnten in dieser Arbeit Beeintrdchtigungen der
Polymerase I-und Il-abhdngigen Transkription, strukturelle Verédnderungen der Nukleolen und der
Lampenbirstenchromosomen sowie die Hemmung eines Kernexportprozesses beobachtet werden. Um
die Funktion des Kernmyosins hier ndher zu charakterisieren, konnte ein Rescueversuch mit
rekombinantem Kernmyosin IC bzw. verschiedenen Mutanten durchgefiihrt werden. Insbesondere fir
die Analyse der Exportblockade interessant ist hierbei eine Mutante mit einer fehlenden
Schwanzdomane sowie Mutanten, die die Interaktion des Kernmyosin mit ATP bzw. Aktin
beeintrachtigen. Da Uber die Interaktion von Kernmyosin IC und Nukleoporinen bislang keine Daten
vorliegen, kdnnten Bindungsstudien, wie zum Beispiel eine Immunprézipitation mit rekombinantem

Kernmyosin IC und Kernhiillenproteinen aus Xenopus-Oozyten hieriiber weiter Aufschluss geben.
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7. ZUSAMMENFASSUNG

Der eukaryotische Initiationsfaktor 5A (elF5A) ist evolutiondr hoch konserviert und besitzt als einzig
bislang bekanntes Protein die Aminoséduremodifikation Hypusin. elF5A fungiert als essentieller
Kofaktor beim Rev- und CRMZ1-vermittelten nukleozytoplasmatischen Export von HIV-1-
Transkripten. Des Weiteren besitzen Hypusininhibitoren einen antiproliferativen Effekt in BCR/ABL-
positiven Leuk&miezellen. Obwohl elF5A ubiquitér exprimiert wird, sind die zelluldren Funktionen
von elF5A noch weitgehend unklar.

Da Hypusininhibitoren die CD83 mRNA im Zellkern dendritischer Zellen anreichern und folglich die
Oberflachenexpression von CD83 verhindern konnten, wurde eine Beteiligung von elF5A beim
nukleozytoplasmatischen Export der CD83 mRNA vermutet. Weiterhin ist bekannt, dass HuR, ein
Protein der ELAV-Familie, an ein cis-aktives RNA-Element mit einer ausgepréagten Sekundéarstruktur
innerhalb der kodierenden Sequenz der CD83 mRNA bindet. Wahrend die Bindung von HuR an AU-
reiche Elemente in der 3'UTR bestimmter Transkripte zu deren Stabilisierung fihrt, wird die

Stabilitat von CD83-Transkripten durch die Interaktion mit HuR jedoch nicht beeinflusst.

In  dieser Arbeit wurden Mikroinjektionsstudien in  Xenopus laevisOozyten zum
nukleozytoplasmatischen  Export von CD83 mRNA durchgefuhrt. Abgesehen  vom
Oberflachenrezeptor CD83 konnte allen potentiell am Export von CD83-Transkripten beteiligten
humanen Faktoren Homologe bei Xenopus laevis gegentibergestellt werden. Diese zeigten mit 69 bis
100 Prozent identischen bzw. 84 bis 100 Prozent dhnlichen Aminosauren eine hohe Ubereinstimmung
zu ihren homologen humanen Proteinen. Es konnte gezeigt werden, dass die charakteristische
Sekundarstruktur des HuR-Response-Elements essentiell fir den Kernexport von CD83-Transkripten
ist. HUR wurde zudem als Bindungspartner von elF5a identifiziert. Inhibitorische Antikérper sowohl
gegen HuR als auch elF5A waren in der Lage, den Export von CD83-Transkripten zu inhibieren.
Wihrend die meisten mRNAs durch den TAP/NXT1-vermittelten Exportweg in das Zytoplasma
transportiert werden, transloziert CD83 mRNA CRM1-vermittelt, da der Export durch den CRM1-

Inhibitor Leptomycin B gehemmt werden konnte.

Oozytentypischer TFIIIA, ebenfalls ein Interaktionspartner von elF5A, ist in jungen Xenopus-Oozyten
sowohl bei der RNA-Polymerase Ill-abhéngigen Transkription von 5S rRNA als auch am
nukleozytoplasmatischem Export und der Lagerung von 5S rRNA im Zytoplasma beteiligt. Aufgrund
der Parallele zwischen dem HIV-1-Rev vermittelten HIV-1-mRNA-Export und dem TFIIA-
vermittelten 5S rRNA-Export, wurde der Export von TFIIIA im Hinblick auf eine Beteiligung von

elF5A als Kofaktor analysiert.
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In Xenopus-Oozyten wurde TFIIIA an den nukleoplasmatischen Filamenten der Kernporenkomplexe
detektiert. Weiterhin konnte durch den Einsatz des spezifischen CRM1-Inhibitors Leptomycin B
bestatigt werden, dass TFIIIA, welches ein leucinreiches Kernexportsignal enthélt, mittels CRM1
exportiert wird. Im Overlay-Blot-Assay konnte gezeigt werden, dass elFSA mit TFIIIA interagiert.
AuBerdem deuten Mikroinjektionsexperimente darauf hin, dass elF5A, wie beim HIV-1-Rev-

vermittelten Export, auch beim TFIIIA-Export als essentieller Kofaktor involviert ist.

Ein weiterer bekannter Bindungspartner von elF5A ist Aktin, das im Zellkern an verschiedenen
Exportprozessen sowie der RNA-Polymerase |-, I1- und Ill-abhéngigen Transkription beteiligt ist. Im
Gegensatz zu Aktin wurde die Existenz des Aktinpartners Myosin im Zellkern erst vor kurzem
realisiert. Kernmyosin IC gehort zur Myosin I-Familie von nichtfilamentéren, unkonventionellen

Myosinen.

In dieser Arbeit konnten durch bioinformatische Analysen gezeigt werden, dass Kernmyosin IC bei
Vertebraten weit verbreitet ist. ES wurde auch bei Xenopus laevis identifiziert. Im Vergleich zu
Myosin IC fand sich ein zusatzlicher Aminoterminus aus 16 Aminoséuren, welcher als
Kernlokalisationssignal fungiert. Mit spezifischen Antikérpern konnte Kernmyosin IC in somatischen
Xenopus-Zellen vorwiegend punktformig im Nukleoplasma, aber auch im Nukleolus lokalisiert
werden. In Oozyten von Xenopus laevis konnte Kernmyosin IC, dhnlich wie RNA-Polymerase Il, an
den lateralen Schleifen der Lampenbirstenchromosomen dargestellt werden. Inhibierende
Kernmyosinantikorper fuhrten nach Mikroinjektion in den Zellkern von Xenopus-Oozyten zu einer
kompletten Retraktion der meisten lateralen transkriptionsaktiven Schleifen sowie zu einer
Verkirzung der Chromosomenachsen. In amplifizierten Nukleolen konnte Kernmyosin IC vor allem
im Nukleoluskern detektiert werden, wo es partiell mit RNA-Polymerase | und Fibrillarin
kolokalisierte. Eine Transkriptionsinhibition mit Aktinomycin D fihrte zu einer Umverteilung des
Kernmyosin IC zusammen mit der RNA-Polymerase | und der rDNA. Nach Injektion inhibierender
Kernmyosinantikorper kam es zu einem massiven architektonischen Umbau der Nukleolen. Im
Gegensatz zu den Nukleolen von somatischen Xenopus-Zellen war ein BrUTP-Einbau in amplifizierte
Nukleolen jedoch noch maoglich.

Wie fir Kernaktin bereits beschrieben, konnte auch Kernmyosin IC an den nukleoplasmatischen
Filamenten der Kernporenkomplexe von Xenopus laevis-Ooyzten dargestellt werden. Da Aktin als
essentieller Kofaktor an Exportprozessen beteiligt ist, sollte in Mikroinjektionsexperimenten auch
eine Beteiligung von Kernmyosin IC beim Kernexport Gberpruft werden. Antikérper gegen ein Epitop
in der Myosinkopfdoméne des Kernmyosin IC (XNMIC #42) waren im Gegensatz zu Antikorpern, die
den charakteristischen Aminoterminus aus 16 Aminosduren erkennen (XNMIC #54), in der Lage,

einen CRM1-vermittelten Proteinexport zu inhibieren.
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7. SUMMARY

Eucaryotic initiation factor 5A (elF5A), an evolutionary highly conserved protein, is the only
protein known to contain the unique amino acid modification hypusine. elF5A acts as an
essential cofactor in Rev and CRM1 mediated nucleocytoplasmic Export of HIV-1 transcripts.

Furthermore, hypusin inhibitors exhibit an antiproliferative effect in BCR/ABL expressing leukemic

cells. Even if elF5A is ubiquitous expressed, cellular functions of elF5A remain widely obscure.

Hypusine inhibitors are able to enrich CD83 transcripts in the cell nucleus of dendritic cells and
subsequently prevent surface expression of CD83. Therefore, a role of elF5A in nucleocytoplasmic
export of CD83 mRNA was supposed. Furthermore, HUR, a member of the ELAV family, binds
CD83 transcripts on a specific cis-active RNA element, which forms a characteristic secondary
structure. Whereas binding of HUR on AU-rich elements in the 3'-UTR of certain transcripts leads to

their stability, binding of HUR on CD83 transcripts in the coding region does not.

In this thesis, microinjection experiments were performed in Xenopus laevis oocytes to elucidate the
nucleocytoplasmic export of CD83 mRNA. Above from surface receptor CD83, all human factors
potentially forming the CD83 mRNA export complex have counterparts in Xenopus laevis. With 69 to
100 per cent identical and 84 to 100 per cent similar amino acids, these human and Xenopus
homologues exhibit high similarity. The characteristic secondary structure of the HuR response
element could be demonstrated as crucial for the nucleocytoplasmic export of CD83 transcripts.
Furthermore, HuR could be identified as a binding partner of elF5A. Inhibitory antibodies against
both HuR and elF5A were able to inhibit nuclear export of CD83 mRNA. While the bulk of cellular
MRNAs leaves the nucleus with the aid of TAP/NXT1, CD83 mRNA is exported via the CRM1-
mediated pathway, as could be demonstrated by export inhibition using specific CRML1 inhibitor

leptomycin B.

Oocyte type TFIIIA, another interaction partner of elF5A, promotes RNA-Polymerase Il1-dependent
transcription, nucleocytoplasmic translocation as well as storage of 5S rRNA in immature Xenopus
oocytes. Due to a parallel of HIV-1 Rev mediated HIV-1 mRNA export and TFIIIA mediated 5S
rRNA export, nuclear export of TFIIIA was examined with respect to a possible role of elF5A as a

cofactor.
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In Xenopus oocytes, TFIIIA could be detected on nucleoplasmic filaments of the nuclear pore
complexes. Moreover, treatment with specific CRM1 inhibitor Leptomycin B comfirmed
nucleocytoplasmic export of leucin-rich nuclear export signal containing TFIIIA via CRML.
Interaction of elF5A with TFIIIA could be demonstrated using overlay blot assay. In microinjection
experiments, elF5A also seems to be an essential cofactor in TFIIIA export, parallel to HIV-1-Rev

mediated export.

Actin, a further known binding partner of elF5A, is involved in diverse nuclear export pathways and
RNA-Polymerase 1, Il and 111 dependent transcription. In contrast to actin, its partner myosin was only
recently discovered undeniable in the cell nucleus. Nuclear myosin IC is a member of the Myosin |

family of non filamentous, unconventional myosins.

In this thesis, bioinformatical analysis displayed a wide distribution in vertebrates. Nuclear myosin IC
is also present in Xenopus laevis. Compared to myosin IC, it contains a specific 16 amino acid
aminoterminus, which acts as a nuclear localization signal. In somatic Xenopus cells, specific
antibodies recognized nuclear myosin IC mainly in the nucleus in a punctuate manner, but also in the
nucleolus. In Xenopus laevis oocytes, nuclear myosin IC, as well as RNA-polymerase Il, localized on
the lateral transcriptional active loops of lampbrush chromosomes. Inhibitory antibodies against
nuclear myosin lead to complete retraction of most of the lateral transcriptional active loops and to a
shortening of the chromosome axes. In amplified nucleoli, nuclear myosin was mainly detectable in
the nucleolus core, where it colocalized partially with both RNA-polymerase | and fibrillarin. After
inhibition of transcription using actinomycin D, nuclear myosin IC was relocated together with RNA-
polymerase | and rDNA. Injection of inhibitory antibodies against nuclear myosin resulted in a
massive architectural alteration of the amplified nucleoli. In contrast to nucleoli of somatic Xenopus

cells, BrUTP-incorporation in amplified nucleoli was still possible.

As already published for nuclear actin, nuclear myosin IC could also be detected on nucleoplasmic
filaments of nuclear pore complexes in Xenopus laevis oocytes. As actin is an essential cofactor in
export pathways, a possible role for nuclear myosin IC in nuclear export was examined by
microinjection experiments. Antibodies against an epitop in the nuclear myosin head domain
(XNMIC #42) were able to inhibit a CRM1 mediated protein export, whereas antibodies against the
specific 16 amino acid terminus (XNMIC #54) failed.
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8.1. Allgemeine Abkirzungen
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carboxyterminale Doméne
konstitutives Transportelement
Carboxy-Terminus

Dalton
4”,6-Diamidino-2-phenylindol
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Dbp5 DEAD-Box-Protein 5

DC dendritische Zellen

DDX3 DEAD-Box-Protein 3

DEAD Asparaginsdure-Glutaminsiure-Alanin-Asparaginsaure
A Deletion

DEPC Diethylpyrocarbonat

DFC dichte fibrillare Komponente

dH,0/ddH,0 destilliertes/doppelt destilliertes Wasser

DIG Digoxigenin

DKFz Deutsches Krebsforschungszentrum

DMEM Dubecco’s Modified Eagle Medium

DMSO Dimethylsulfoxid

DNA Desoxyribonukleinsaure

dNTP/dANTP desoxy/didesoxy-Nukleosid-Triphosphat

dpi ,»dots per Inch®, Punkte pro Zoll

DTT Dithiothreitol

ECL »Enhanced Chemilumineszence”

EDTA Ethyldiamintetraessigsaure

eEF1A eukaryotischer Translationselongationsfaktor 1A
EGFP »Enhanced Green Fluorescent Protein”

EGTA Ethylenglykol-bis-(2-aminoethyl ethyl)-tetraessigsaure
elF5A eukaryotischer Initiationsfaktor 5A

EJC ,»Exon Junction Complex”, Exon-Verbindungs-Komplex
ELAV »Embryonic Lethal Abnormal Vision“

ElIrA ~ELAV-related-Protein A”

EM Elektronenmikroskopie

ENH »Enhancer”

Env »Envelope”

ER endoplasmatisches Retikulum

ERG »Early Response Gene”

ETS externer transkribierter Spacer

F-Aktin filamentéres Aktin

FC fibrillares Zentrum

FCS fetales Kélberserum

FG Phenylalanin-Glycin-Wiederholungen

FITC Fluoresceinisothiocyanat

FXFG Phenylalanin-AS mit kleiner oder polarer Seitenkette-Phenylalanin-Glycin
g Gramm

G Guanin

GAG ,»Group Specific Antigen”

G-Aktin globuléres Aktin

GC granulédre Komponente

GC7 N*-guanyl-1,7.diaminoheptan

GDP Guanosindiphosphat

GTP Guanosintriphosphat

GM-CSF Granulozyten-Monozyten-Kolonien-stimulierender-Faktor

GFP ,,Green Fluorescent Protein”
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GLFG Glycin-Leucin-Phenylalanin-Glycin

GLUT4 Glucosetransporter 4

GST Glutathion-S-Transferase

GTP Guanosin-Triphosphat

h Stunde

H2A, H2B Histon 2A, Histon 2B

H,0 Wasser

H,0, Wasserstoffperoxid

HAT-Medium Hypoxanthin, Aminopterin, Thymidin-Medium

HCI Salzséure

HEAT Huntingtin, Elongationsfaktor 3, PR65/A-Untereinheit der
Proteinphosphatase 2A, Lipidkinase TOR

Hela-Zellen »Henriette Lack*“-Zervixkarzinomzellen

HEPES 4-(2-hydroxyethyl)-1-piperazineethanesulfonic acid

His6 Hexahistidin

HIV humanes Immundefizienz-Virus

hnRNP heteronukledres Ribonukleoprotein

HNS HuR-nukleozytoplasmatische-Shuttelsequenz

hPa Hektopascal

HRE HuR-Response-Element

hRIP humanes nukleoporinahnliches Rev-interagierendes Protein

Hsp70 Hitzeschockprotein 70 kDa

hTR “human Telomerase RNA”

hTERT “human Telomerase Reverse Transcriptase”

Ig Immunglobulin

IGS intergenetischer Spacer

IN Integrase

InsPg Inositol-Hexakisphosphat

IPTG Isopropyl-3-D-thioglalctopyranosid

1Q-Motiv Isoleucin-Glutamin-Motiv

ITS interner trankribierter Spacer

kb/kbp Kilobasen/Kilobasenpaare

KCI Kaliumchlorid

kDa Kilodalton

KH,PO, Kaliumhydrogenkarbonat

KSCN Kaliumthiozyanat

| Liter

LB-Medium Luria-Bertami-Medium

LD »Lower Dimer*

LMB Leptomycin B

LRR aminoterminale leucinreichen Region

M Mol

mA Milliamper

MA Matrix

mAB monoklonaler Antikdrper

MCS »Multiple Cloning Site”, multiple Klonierungsstelle

MDa Megadalton
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METRO
mg
MgCl,
MgSO,
MHC
min.

ml

mm

mM
MMuLV/MoMuLV
MnCI
MPMV
mRNA
mRNP
MS 222
N
Na,CO,
Na,HPO,
NaCl
NaHCO;
NaH,PO,
NaOH
NBT

NC

NCBI
NES

ng

NLS

nm
NMD3
NOR
NPC
NSS

nt

NTF2
N-Terminus
Nup
NXF1,2,3
oD

0s0,

32P

p

PAF53
PAGE
PBS

PCR
PEG

»Message Transport Organizer*
Milligramm

Magnesiumchlorid

Magnesiumsulfat

»Major Histocompatibility Complex*

Minute
Milliliter
Millimeter
Millimol

Moloney Murine Leukemia Virus
Manganchlorid

Mason-Pfitzer-Monkey-Virus
»messenger“-RNA, Boten-RNA

»messenger* Ribonukleoprotein
Aminobenzoesaure-ethylester-methansulfat
Normalitat

Natriumkarbonat

Dinatriumhydrogenphosphat

Natriumchlorid

Natriumbikarbonat
Natriumdihydrogenphosphat

Natriumhydroxid

Nitroblau-Tetrazoliumsalz

Nukleokapsid

National Center for Biotechnology Information
Kernexportsignal (,,Nuclear Export Signal*)
Nanogramm

Kernlokalisationssignal (,,Nuclear Localization Sgnal*)
Nanometer

,Nonsense Mediated Decay*
Nukleolus-Organisator-Region
Kernporenkomplex (,,Nuclear Pore Complex*)
nukleozytoplasmatisches Shuttelsignal
Nukleotid

Kerntransportfaktor 2

Amino-Terminus

Nukleoporin

»Nuclear Export Factor* 1,2,3

optische Dichte

Osmiumtetroxid

Isotop *2Phosphat

pico

polymeraseassoziierter Faktor 53
Polyacrylamid-Gelelektrophorese
Phosphat-gepufferte Kochsalzldsung
»Polymerase Chain Reaction”, Polymerasekettenreaktion
Polyethylenglykol
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PFA

pH

PHA
PHAX
PIC

PKI
PML-bodies
pMol
PMSF
PO,
POD

Pol

POM

PR

PRE

Rab
RanBP
RanGEF
RCC1
rDNA
Ref
RNA
RNAsin
RPMI-Medium
RNA
RNP
RRE
RRM
rRNA
RT

RT
RZPD

S

SB

SDS
SDS-PAGE
sek.

SL1

SL
SnoRNA/snoRNP
SnRNP
SP

SPT

SR

SSC

SuU
SUMO-1

Paraformaldehyd

pondus hydrogenii

Phytohdmagglutinin

phosphorylierter Adapter fir den RNA-Export
Préinitiationskomplex

Proteinkinaseinhibitor
Promyelozytenleukdmie-Kdrperchen

Picomol

Phenylmethylsulfonylfluorid

Phosphat

Peroxidase

Polymerase

Porenmembranprotein

Protease

cis-aktives posttranskriptionelles regulatorische Element
Rev-Aktivierungsdomane-bindendes Protein
Ran-Bindungsprotein
»Ran-GDP-Exchange-Factor*, Ran-Nukleotid-Austauschfaktor
»Regulator of Chromosome Condensation 1
ribosomale DNA

RNA-Export Faktor

Ribonukleinsaure

Ribonukease-Inhibitor

“Rosewell Park Memorial Institute”-Medium
Ribonukleinsaure

Ribonukleoprotein

Rev-Response-Element

»RNA Recognition Motif*, RNA-Erkennungs-Motiv
ribosomale RNA

Raumtemperatur

reverse Transkriptase

Deutsches Ressourcenzentrum fiir Genomforschung
Svedberg-Einheit

Sodiumborat

Natriumdodecylsulfat
SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese

Sekunde

Selektivitétsfaktor 1

»em-Loop”

»amall Nucleolar RNA”, ,,Small Nucleolar RNP”
»omall nuclear RNP”

Spacer

Spacer Promoter

Serin-Arginin

»Sodium-Sodiumcitrat”, Natrium-Natriumcitrat
»urface™

»amall Ubiquitin-Related Modifier”
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SV40

T

Tab.
TAE
TAF
TAP
TBE
TBP
TBS
TBST
TEMED
Term
TF
TFIA
TIF-IB
TKM-Puffer
Tm

™
TREX
Tris
tRNA
trunc
TSR
TSS
TTP
Tween 20

UBF
UCE
uTP
UTR
uv

viv

WD

WICH

wiv

wiw

X

xg
XIKE-A6-Zelline
XNMIC
XPO1
XTC-Zellinie
Mg

pl

um

Smian Virus 40

Thymin

Tabelle

Tris-Acetat-EDTA

TBP-assoziierter Faktor
Tip-assoziiertes Protein
Tris-Bor-EDTA

TATA-bindendes Protein
Tris-gepufferte Kochsalzlésung

TBS und Tween

N,N ,N°,N"-Tetramethylethyldiamin
Transkriptionsterminator
Transkriptionsfaktor
Transkriptionsfaktor 111A
Transkriptionsinitiationsfaktor 1B
Tris-Kalium-Magnesium Puffer
Schmelztemperatur

,» ransmembrane®
Transkriptions-Export-Komplex
Tris-(hydrosymethyl)-aminoethan
Jtransfer”’-RNa

Ltruncated”, verkirzt

,»Template Supressor Reagent*

,» Transformation and Storage Solution®
Tristetraprolin
Polyoxyethylen-Sorbitan Mololaurat
Einheit (,,Unit”); Uracil

»Upstream Binding Factor*
,Upstream Core Element*
Uridintriphosphat

untranslatierte Region

Ultraviolett

Volt

Volumen pro VVolumen
Tryptophan-Asparaginsaure
»WSTF-ISWI-Chromatin Remodeling Complex*
Gewicht pro Volumen

Gewicht pro Gewicht

-fach

x-fache Erdbeschleunigung

»Xenopus laevis Kidney Epithelium” A6-Zellinie
Xenopus Nuclear Myosin IC, Xenopus Kernmyosin I1C
Exportin 1

»Xenopus laevis Tissue Culture”“-Zellinie
Mikrogramm

Mikroliter

Mikrometer
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8.2. Aminosauren

8.2.1. Abklrzungen der Aminosauren

Aminoséure 3-Buchstaben-Code | 1-Buchstaben-Code Triplets
Alanin Ala A GCU, GCC, GCA, GCG
Arginin Arg R CGU, CGC, CGA, CGG, AGA,
Asparagin Asn N AAU, AAC
Asparaginséure Asp D GAU, GAC
Cystein Cys C UGU, UGC
Glutamin GIn Q CAA, CAG
Glutaminsaure Glu E GAA, GAG
Glycin Gly G GUU, GUC, GUA, GUG
Histidin His H CAU, CAC
Isoleucin lle I AUU, AUC, AUA
Leucin Leu L UUA, UUG, CUU, CUC,
Lysin Lys K AAA, AAG
Methionin Met M ATG
Phenylalanin Phe F Uuu, UucC
Prolin Pro P CCU, CCC, CCA, CCG
Serin Ser S UCU, UCC, UCA, UCG
Threonin Thr T ACU, ACC, ACA, ACG
Tryptophan Trp W UGG
Tyrosin Tyr Y UAU, UAC
Valin Val \% GUU, GUC, GUA, GUG
Start AUG, selten GUG oder CUG;
Stop UAA, UAG, UGA

Tab. 8.1.: Abkirzungen der Aminosauren.

Hydrophile Aminosduren:

Basische Aminosauren: Lysin (K), Arginin (R), Histidin (H)
Saure Aminosauren: Asparaginsaure (D), Glutaminsaure (E)
Polare Aminoséauren: Serin (S), Threonin (T), Asparagin (N), Glutamin (Q)

Hydrophobe Aminosaur en
Alanin (A), Valin (V), lIsoleucin (1), Leucin (L), Methionin (M), Phenylalanin (F), Tyrosin (Y),
Tryptophan (W)

Aminosauren mit besonderen M erkmalen:
Cystein (C), Glycin (G), Prolin (P)
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