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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 Hühneroozyten transparente 

flüssigkeitsgefüllte Kugeln, welche er vesicula germinativa (Keimbläschen, germinal vesicles) nannte 

(Purkinje, 1830). Wenige Jahre später fand Robert Brown ähnliche 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 

räumlich getrennt. Dies ermöglicht die Regulierung der Genexpression sowie der Qualitätskontrolle 

der Transkripte. Allerdings stellt die Kernhülle für Moleküle eine Barriere dar, die meist nur durch 

einen energieverbrauchenden Transport überwunden werden kann. Die Entstehung des Zellkerns gibt 

nach wie vor Rätsel 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 ähnlicher als 

entsprechende Bakteriengene. Umgekehrt verhielt es sich mit Genen, die in zytoplasmatische 

Funktionen wie Metabolismus, Stressantwort, Entgiftung und Protein- und Ionentransport involviert 

sind. Sie sind den bakteriellen Genen ähnlicher (Gupta, 1998; Horiike et al., 2004). Die Kernhülle 

könnte durch Einstülpungen 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 großen 

Reiche Eukaryoten, Archebakterien und Eubakterien entstanden. Die meisten Prokaryoten hätten den 

Zellkern jedoch verloren. Tatsächlich existieren Bakterien, die zellkernähnliche 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 kernporenähnlichen 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-ähnliches DNA-Virus 
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wurde zum Zellkern in der Archea-Wirtszelle, ein α-Proteobakterium zum Mitochondrium. Infolge der 

dauerhaften Lysogenie konnte die Komplexität des Virusgenoms durch Aufnahme von Genen des 

Archebakteriums und des α-Proteobakterium erhöht werden, während das Genom der Wirtszelle und 

des Mitochondriumvorläufers reduziert wurde. Diese Hypothese wird durch viele Gemeinsamkeiten 

von bestimmten großen DNA-Viren und den eukaryotischen Zellkernen gestützt. 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 des Zellkerns 

Der Zellkern ist ein hochdynamisches membranbegrenztes Zellorganell und enthält neben dem 

Chromatin weitere Kerndomänen wie Nukleoli und eine Fülle von Kernkörperchen, die durch 

technische Verfeinerungen vor allem der Fluoreszenzmikroskopie zunehmend identifiziert und 

charakterisiert werden. In der Abbildung 1.1. (Spector, 2001) sind fluoreszenzmikroskopische 

Darstellungen ausgewählter Zellkernbestandteile gezeigt.  
 

 

 
 
 

Abb. 1.1.: Kerndomänen und ihre Darstellung in der Immunfluoreszenz (Spector, 2001). 
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Begrenzt wird der Zellkern von der Kernhülle, einer Doppelmembran aus äußerer und innerer 

Kernmembran und den Kernporen. Die äußere Kernmembran geht in das endoplasmatische Retikulum 

über 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 gehören zur Familie der Intermediärfilamente 

und spielen beispielsweise beim Aufbau der Kernhülle und bei der Organisation des 

Interphasenchromatins eine Rolle (Krohne et al., 2005). Die Kernporenkomplexe (siehe 1.2.1.), 

ungefähr 40 Millionen Kernporen in Xenopus-Oozyten und wenige Tausend in somatischen 

Säugerzellen, sind in die Kernhülle 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) zurück. Aktive und inaktive Gene 

lokalisieren eher an der Oberfläche, nichtkodierende Sequenzen im inneren der 

Chromosomenterritorien (Kurz et al., 1996, Verschure et al., 1999). Außerdem sind genreiche 

Chromosomen sowie genreiche Chromosomenabschnitte mehr im Kerninneren, genärmere 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-Körperchen“) 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 Präribosomenuntereinheiten. Er besteht aus dem fibrillären Zentrum (FC), der 

dichten fibrillären Komponente (DFC) und der granulären 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 Onkogenaktivitäten und der Zellalterung wahr (Pederson 

und Politz, 2000; Olson und Dundr, 2005).  

Die Cajal-Körperchen sind benannt nach ihrem Erstbeschreiber, Santiago Ramón y Cajal (1903), der 

sie als kleine sphärische Körperchen im Zellkern von Neuronen entdeckte. Ihre 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-Körperchen p80-Coilin (Andrade et al., 1991; Wu et al., 1994), RNA-Polymerase I, II und III, 

TFIIIA (Gall et al., 1999), snRNP- und snoRNP-Komponenten sowie Fibrillarin (Gall, 2000). 

Außerdem enthalten Cajal-Körperchen, die mit den Telomeren assoziiert sind, während 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 ungefähr 25 bis 50 Speckles, auch Spleißfaktor-Kompartiment 
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genannt, in oder in der Nähe von Cajal-Körperchen. Sie stellen dynamische Strukturen dar und 

enthalten Spleißfaktoren für prä-mRNAs. Die zahlreichen B-Snurposomen 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 Lampenbürstenchromosomen (Gall 

et al., 2004)(siehe 1.4.1.1.).  

 

1.2. Transport durch die Kernporen 

Die Kernhülle stellt eine wichtige Barriere zwischen Zellkern und Zytoplasma dar, die jedoch über 

ihre Kernporenkomplexe (NPCs) bidirektional entweder durch Diffusion oder energieabhängige 

Transportprozesse einen Stoffaustausch ermöglicht.  

 

1.2.1. Aufbau der Kernporenkomplexe (NPCs) 

Kernporenkomplexe sind supramolekulare Strukturen, die in die Doppelmembran der Kernhülle 

eingebettet sind. Sie sind in ihrer Architektur bei Eukaryoten hoch konserviert (Yang et al., 1998), 

auch wenn sie während der Metazoenevolution an Komplexität gewonnen haben. In Hefezellen findet 

man kleinere Porenkomplexe von etwa 66 MDa (Rout et al., 2000). Kernporenkomplexe bei 

Vertebraten haben eine geschätzte molekulare Masse von 125 MDa (Reichelt et al., 1990). Allerdings 

muss man diese Abschätzung kritisch betrachten, da sie möglicherweise die Masse von 

Transportfaktoren und Fracht miteinbezieht (Cronshaw et al., 2002). 

Das gegenwärtige Konsensusmodell einer Kernpore (Abb. 1.2.) besteht aus einem zentralen Gerüst 

aus acht Speichen, das zwei koaxiale Ringe aus je acht globulären 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 korbähnliche 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 Moleküle wie Wasser und Ionen passieren den Kernporenkomplex durch freie Diffusion. Der 

rezeptorvermittelte aktive Transport in beide Richtungen erlaubt dagegen das Durchtreten selbst 

großer Transportkomplexe durch die Kernpore. Pro Sekunde finden an jeder Kernpore etwa tausend 

Translokationen statt, die Verweildauer eines Transportkomplexes in der Kernpore beträgt 

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 können 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).  

 
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-Radiärsymmetrie 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 Hälfte verteilt, 

während 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 außerhalb der Kernporenkomplexe zu finden (Fahrenkrog und Aebi, 2003). Für die 

Nukleoporine Nup50, Nup98, Nup153, Nup214/CAN und Rae1 wurde bereits eine Shuttelaktivität 

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 Transmembrandomänen, 

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).  

 

 
 

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, Seh1, Sec13) stellt den Kern 

des zentralen Stützgerüstes dar und ist essentiell für 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). Außerdem bietet er an der Kernseite des 

Kernporenkomplexes Bindungsstellen für 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 Nup155-Komplex (Nup155, Nup98, Nup170), der 

Nup93-Komplex (Nup93, Nup205, Nup188, 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 Übergang 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 während der Zellteilung. 

Nup358/RanBP2 bindet mit RanGAP an Kinetochoren und spezifischen Stellen der mitotischen 

Spindel. Im Gegenzug dazu finden sich die Spindel-Checkpoint-Proteine Mad1 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 schließlich Tpr und gp210 (Hetzer et al., 

2005). 

β-Faltblätter, α -Helices und Coiled-Coil-Domänen sind Hauptfaltungen in Nukleoporinen (Lim und 

Fahrenkrog, 2006). Etwa ein Drittel der Nukleoporine (Nup358/RanBP2, Nup214/CAN, Nup153, 

POM121, Nup98, Nup62, Nup58, Nup54, Nup50, Nup45, NLPI) (Cronshaw et al., 2002) besitzen 

Domänen mit FG (Phenylalanin-Glycin)-, GLFG (Glycin-Leucin-Phenylalanin-Glycin)-, oder FxFG 

(Phenylalanin-Aminosäure mit kleiner oder polarer Seitenkette-Phenylalanin-Glycin)-

Wiederholungen, die die Interaktion von Nukleoporinen mit den löslichen Transportfaktoren 

vermitteln (Fahrenkrog und Aebi, 2003). GLFG-Nukleoporine kommen auf beiden Seiten des 

Kernporenkomplexes vor, manche FG-Nukleoporine sind ausschließlich 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 nukleären Korbstruktur (Nup153 und 

Nup98) in vitro lösliche Transportfaktoren binden können (Powers et al., 1997).  

Nup153 ist mit der aminoterminalen Domäne am nukleoplasmatischen Ring und mit der zentralen 

Zinkfingerdomäne am distalen Ring der nukleären Korbstruktur der Kernpore verankert. Die 

carboxyterminale, etwa 40 FG-Wiederholungen enthaltende Domäne besitzt im Kernporenkomplex 

jedoch eine große 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 ähnliches Verhalten wurde für 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-Domäne, in intranukleären Körpern, den so genannten GLFG-Kernkörpern 

(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 ließ sich durch die 

Hemmung der RNA-Polymerase I- und II-abhängigen Transkription der dynamische Austausch von 

Nup153 und Nup98 im Kernporenkomplex vermindern. Zwar ist unklar, wie die Transkription mit 

Nup153 und Nup98 verknüpft 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 ermöglichen (Griffis et al., 2004).  

Eine andere Subfamilie von Nukleoporinen zeichnet sich durch WD (Tryptophan-Asparaginsäure)-

Wiederholungen aus (ALADIN, p42, p37, RAE1, Seh1) (Cronshaw et al., 2002). WD-

Wiederholungen sollen die Zusammenlagerung von großen Multiproteinkomplexen vermitteln (Smith 

et al., 1999). Eine mögliche Funktion im Kernporenkomplex wäre die Ausbildung von Subkomplexen 

oder von Transportkomplexen.  

Weitere Motive in Nukleoporinen sind coiled-coil Domänen (Tpr, Nup214, Nup93, Nup88, Nup62, 

Nup58, Nup54, Nup45, Nup43), Zinkfinger (Nup358/RanBP2, Nup153, NLPI) oder Leucinzipper-

Motive (Nup358/RanBP2, Tpr, Nup214, Nup205). Die Nukleoporine Nup358/RanBP2 und Nup50 

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

 

1.2.3. Der Transport durch die Kernporen wird durch Transportfaktoren vermittelt 

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 gehören 

größtenteils zur evolutionär konservierten Importin-β-Familie. Der riesigen Vielfalt an verschiedenen 

Transportsubstraten steht eine nur geringe Bandbreite an Transportfaktoren gegenüber. Dieses 

Problem ist aber durch verschiedene Klassen an Transportsignalen gelöst, die als 

Kernlokalisationssignale („Nuclear Localization Signal“, NLS) und Kernexportsignale („Nuclear 

Export Signal“, NES) subsumiert werden können. 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 führt. Das Importin wird nun zurück 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-β-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 α-Helices zusammen, die mit einem flexiblen 

Zwischenstück verbunden sind. Insgesamt bilden die HEAT-Wiederholungen zwei Bögen. Die 

Flexibilität dieser Strukturen ermöglicht die Bindung der Transportfaktoren an unterschiedliche 

Bindungspartner (Conti et al., 2006). Der Exportfaktor TAP, der den Export von mRNA vermittelt, 

gehört ebenso wie der Kerntransportfaktor 2 (NTF2) für den Import von Ran-GDP nicht der Importin-

β-Familie an. Eine Übersicht über die humanen Transportfaktoren ist in Tabelle 1.1. dargestellt.  

 

Transportfaktor Substrat 

Import Karyopherin-β1/Importin-β 
Substrate mit lysinreichen NLSs via Importin-α;  
UsnRNPs via Snurportin; Replikationsprotein A via RIPα; 
Proteine mit argininreichen NLSs 

 Karyopherin-β2/Transportin 1 hnRNPA1, Histone, TAP, ribosomale Proteine 

 Transportin SR SR-Proteine 

 Transportin 2 HuR 

 Importin 4, 5, 9 Histone, ribosomale Proteine 

 Importin 7 HIV RTC, H1, Glukokortikoidrezeptor, ribosomale 
Proteine 

 Importin 8 SRP 19 

 Importin 11 UbcM2, rpL12 

 NTF2 Ran-GDP 

Export CRM1/Exportin1 Substrate mit leucinreichen NESs, Snurportin 

 Exportin-t tRNA 

 CAS Karyopherin-α/Importin-α 

 Exportin 4 eIF5A 

 Exportin 5 prä-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: eIF1A  

unbekannt RanBP6, 16, 17  

Tab. 1.1.: Transportfaktoren und ihre Substrate (Nakielny und Dreyfuss, 1999; Bohnsack et al., 2002; 
Mosammaparast und Pemberton, 2004; Pemberton und Paschal, 2005). 
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Transportfaktoren binden mit hydrophoben Aminosäuren an ihrer Oberfläche an den Phenylalaninring 

der FG-Wiederholungen in Nukleoporinen (siehe 1.1.2.). TAP (Braun et al., 2002), Exportin-t 

(Kuersten et al., 2002), Importin-β (Bednenko et al., 2003) und der Kerntransportfaktor 2 (NTF2) 

(Morrison et al., 2003) besitzen zwei, MTR2 (Senay et al., 2003) drei Bindungsdomänen für FG-

Wiederholungen. Domänen mit FG-Wiederholungen sind im nativen Zustand ungefaltet, das heißt, sie 

besitzen keine definierte Sekundärstruktur (Denning et al., 2003). Durch die hohe Flexibilität und 

Mobilität 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. Makromoleküle bewegen sich durch 

Diffusion. Ist die Möglichkeit der Bewegung in viele Richtungen gegeben, ist die Entropie hoch. Je 

größer ein Molekül 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 für die Diffusion benötigten Platz einengen (Rout et al., 2003). Für das 

Modell der Polymerbürsten („Polymer Brush“)- Barriere sollen bereits wenige FG-Nukleoporine 

ausreichen. Die flexiblen FG-Domänen bilden dabei eine bürstenartige 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 Permeabilität nicht nachlässt (Strawn et al., 2004). 

Dagegen geht das Siebmodell von einer stabilen, dreidimensionalen Interaktion von FG-

Nukleoporinen aus, die in einer gelartigen Eigenschaft mündet. Die Maschen können nur von kleinen 

Molekülen durch Diffusion durchdrungen werden. Größere Moleküle benötigen 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 (NESs) erkannt.  

Die Kernlokalisationssignale werden entweder direkt von einem Importfaktor erkannt oder durch 

Adapterproteine, die ihrerseits an den Importfaktor binden. Die Importin-β-Adapterproteine Importin-

α, Snurportin bzw. RIPα erkennen klassische NLSs, U snRNPs bzw. das Replikationsprotein A 

(Nakielny und Dreyfuss, 1999). Klassische NLSs bestehen aus einer kurzen Folge basischer 

Aminosäuren [(K/R)4-6], wie sie zuerst im Simian virus 40 (SV40) large-T Antigen gefunden wurden 

(Kalderon et al., 1984). Sie können auch zweigeteilt als [(K/R)2-X10-12-(K/R)3] vorliegen. Ein Beispiel 

hierfür ist das NLS im Nukleoplasmin, das sich aus zwei kurzen lysinreichen Sequenzen mit zehn 

dazwischen liegenden separierenden Aminosäuren zusammensetzt (Robbins et al., 1991). Diese 
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klassischen NLSs enthalten als basische Aminosäuren eher Lysin als Arginin und werden von 

Importin-α erkannt. Daneben gibt es auch argininreiche NLSs, die direkt von Importin-β 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).  

Schließlich existieren Sequenzen, die sowohl NLS als auch NES beinhalten, wie die M9-Sequenz des 

hnRNP A1 (Michael et al., 1995). Diese Sequenzen werden nukleozytoplasmatische Shuttelsignale 

(NSS) genannt (Michael, 2000). Einige Beispiele für Import- und Exportsignale sowie für 

Shuttelsequenzen sind in Tabelle 1.2. aufgelistet. 

 

Import Protein Kernlokalisationssignal (NLS) 

 Klassische NLSs lysinreich, werden von Importin-α erkannt 

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

 Nukleoplasmin KRPAATKKAQAKKKK (zweigeteiltes NLS) (Robbins et al., 1991) 

 argininreiche NLSs werden von Importin-β 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-[LI] (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) 

 TFIIIA (Xenopus) 326-SLVLDKLTI-336 (Fridell et al., 1996) 

bidirektional Protein bidirektionale Shuttelsequenz: NLS und NES 

 hnRNP A1 
M9 (Michael et al., 1995): 

268-NQSSNFGPMKGGNFGGRSSGPYGGGGQYFAKPRNQGGY-306 

 hnRNP K 
KNS (Michael et al., 1997): 

338-GFSADETWDSAIDTWSPSEWQMAY-361 

 HuR 
HNS (Fan und Steitz, 1998a): 

205-RRFGGPVHHQAQRFRFSPMGVDHMSGLSGVNVP-237 

Tab. 1.2.: Beispiele für Import- und Exportsignale und Shuttelsignale. 
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1.2.5. Kernimport 

Klassische Kernlokalisationssignale werden von Importin-α erkannt. Importin-α besitzt eine spezielle 

Bindungstasche für das Kernlokalisationssignal. Zehn Armadillo-Wiederholungen, in denen jeweils 

40 Aminosäuren in drei Helices angeordnet sind, formen eine taschenartige Superhelix (Conti et al., 

1998; Kobe, 1999). Importin-α fungiert als Adapterprotein zwischen Importsubstrat und Importin-β, 

an dessen Carboxyterminus es bindet. Argininreiche nichtklassische Kernlokalisationssignale werden 

direkt von Importin-β erkannt.  

Während des Transportes durch den Kernporenkomplex interagiert Importin-β mit den FG-haltigen 

Nukleoporinen, allerdings nur in Abwesenheit von Ran-GTP (Bayliss et al., 2000). Das Nukleoporin 

Nup50 kann gleichzeitig an Importin-α und Importin-β binden und so die Affinität v on Importin-α zu 

Importin-β erhöhen (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 geringfügig beeinträchtigt wird (Hutten und Kehlenbach, 2006). Nup153, das an der 

nucleoplasmatischen Seite des Kernporenkomplexes zu finden ist, wird von Importin-β stärker als die 

anderen Nukleoporine gebunden. Im Zellkern angekommen, bindet Ran-GTP an den Aminoterminus 

von Importin-β, was durch Konformationsänderung zum Ablösen von Importin-α führt.  Importin-β 

inhibiert die intrinsische GTPase-Aktivität von Ran (Görlich et al., 1996) und verhindert die GTPase-

Aktivierung durch das Ran-GTPase-aktivierende Protein 1 (RanGAP1) (Floer und Blobel, 1996). 

Importin-β wird mit Ran-GTP, Importin-α mit dem Exportfaktor CAS („Cellular Apoptosis 

Susceptibility“) in das Zytoplasma zurücktransportiert. 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-abhängig 

über den Exportfaktor CRM1 exportiert. Da RNA immer an Proteine gebunden exportiert wird, 

werden auch ribosomale RNAs, U snRNAs und bestimmte zelluläre RNAs über diesen Exportweg 

transportiert (Cullen, 2003). 

CRM1 bindet neben dem Exportsubstrat auch Ran-GTP. Die Bindung von Ran oder von 

Exportsubstrat an CRM1 soll zu einer Konformationsänderung führen, die die Ausbildung eines 

stabilen Komplexes aus CRM1, Ran und Exportsubstrat fördert (Petosa et al., 2004). Außerdem soll 

das Kernprotein RanBP3 die Interaktion zwischen CRM1und dem RanGTP bzw. dem Exportsubstrat 

stabilisieren und den CRM1-vermittelten Proteinexport fördern (Englmeier et al., 2003). RanBP3 

formt mit CRM1 einen Komplex, der eine höhere Affinität 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 für 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 könnte eine wichtige Rolle zum Beispiel bei der Dissoziation des 

Exportkomplexes oder als Auffangpunkt für freies CRM1 darstellen. 

Daneben gibt es weitere Exportwege, die unter Beteiligung von Exportfaktoren der Importin-β-

Familie und Ran-GTP stattfinden (siehe Tabelle 1.1.), eine Ausnahme hiervon stellt der Export des 

Großteils der zellulären mRNA dar. Er verläuft mit den Faktoren TAP/NXT1. 

  

1.2.6.1. Export von rRNA 

Die 28S, 18S und 5,8S rRNA wird von der RNA-Polymerase I im Nukleolus synthetisiert, die          

5S rRNA von der RNA-Polymerase III 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 

anschließend separat über 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 für den Export ist. NMD3 besitzt carboxyterminal ein basisches NLS und 

ein leucinreiches NES, und stellt den Adapter zwischen der großen Ribosomenuntereinheit und 

CRM1 dar (Johnson et al., 2002). Das Adapterprotein, das das Signal für 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 IIIA 

(TFIIIA) den 7S rRNP-Komplex, der aufgrund des leucinreichen Exportsignals von TFIIIA (Fridell, 

1996) wahrscheinlich mittels CRM1 in das Zytoplasma transportiert wird.  

 

1.2.6.2. Export von U snRNA 

Die snRNPs (kleine nukleäre Ribonukleoprotein-Komplexe) U1, U2, U4/6 und U5 spielen eine 

kritische Rolle beim Spleißen der prä-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 II trankribiert und kotranskriptionell mit einer m7G-

Kappe versehen, die als Exportsignal fungiert. Die m7G-Kappe wird vom Kappenbindungskomplex 

(„Cap binding complex“, CBC) erkannt, der aus den Proteinen CBP 20 und CBP 80 besteht 

(Izaurralde et al., 1995). Da weder CBP 20 noch CBP 80 über ein leucinreiches Kernexportsignal 

verfügen, fungiert das Protein PHAX (phosphorylierter Adapter für den RNA-Export) als Adapter. 

CRM1, 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 zerfällt 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 Verfügung. Die snRNAs 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 für jedes U snRNP spezifische Proteine. Nach der 

Zusammenlagerung der Sm-Domäne wird die m7G Kappe zur m3G-Kappe hypermethyliert. Die reifen 

U snRNPs werden anschließend mit dem Adapterprotein Snurportin und Importin-β in den Kern 

importiert. U6 snRNA wird von der RNA-Polymerase III transkribiert, besitzt keine m7G-Kappe 

sondern eine γ-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 prä-tRNA wird durch die RNA-Polymerase III 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. Außerdem 

werden viele Basen modifiziert. Einige tRNAs besitzen in der Antikodonschleife ein Intron, das durch 

Spleißen entfernt werden muss (Cullen, 2003). Der tRNA-Exportmechanismus selektioniert daher 

vermutlich für reife tRNAs. Neben einer korrekten Prozessierung der 5’-und 3’-Enden spielt hier 

möglicherweise die Aminoazylierung, die nur an reifen tRNAs stattfindet, eine Rolle (Lund und 

Dahlberg, 1998; Sarkar et al., 1999). Die tRNA kann über 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). Außerdem 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 über die tRNA an Exportin 5 (Bohnsack et al., 2002).  

 

1.2.6.4. Export zellulärer mRNAs 

Die Mehrzahl der zellulären mRNAs wird Ran-unabhängig durch das Heterodimer aus TAP und 

NXT1 exportiert und nicht mit Transportfaktoren der Importin-ß-Familie (Clouse et al., 2002). Im 

Hefesystem entspricht TAP dem Mex67p, der Kofaktor NXT1 oder p15 funktionell dem Mtr2p 

(Katahira, 1999). TAP (Tip-assoziiertes Protein) wird auch NXF1 („Nuclear Export Factor 1“) 

genannt und gehört wie NXF2 und NXF3 zur NXF-Familie, und nicht zur Importin-β-Familie. TAP 

wird ubiquitär in allen Zellen und Geweben exprimiert, während die Expression von NXF2 und NXF3 

gewebespezifisch ist. TAP, NXF2 und NXF3 können 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 

et al., 2002).  

TAP besteht aus einer aminoterminalen leucinreichen Region (LRR), einer zentralen Domäne, welche 

eine dem Importrezeptor NTF2 ähnliche Sequenz zeigt, und einer carboxyterminalen Domäne mit 

einer ubiquitinassoziierten Faltung (UBA). Die UBA-Domäne ist wichtig für die Interaktion mit den 

Nukleoporinen, und daher für den nukleozytoplasmatischen Export. Die zentrale Domäne vermittelt 

die Interaktion mit dem Kofaktor NXT1/p15. Allerdings gibt es Hinweise darauf, dass die NXT1-

Bindungsdomäne auch an Nukleoporine binden kann (Cullen, 2003). 

Identifiziert wurde TAP als zellulärer Exportfaktor beim Export der Mason-Pfitzer-Monkey-Virus 

(MPMV)-RNA (Grüter et al., 1998), die nicht mithilfe von CRM1 exportiert wird. Einfache 

Retroviren wie MPMV kodieren für 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 zellulärer mRNAs geblockt werden, was auf einen 

gemeinsamen Transportweg hindeutete (Pasquinelli et al., 1997).  

mRNAs haben außer einer 5’-m7G-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 für den mRNA-Export zu sein (Jarmolowski, 1994). In 

Injektionsexperimenten bei Xenopus-Oozyten wurden mRNAs, die gespleißt werden mussten, 

effizienter exportiert als die jeweiligen intronlosen mRNAs (Luo und Reed, 1999). Dies deutet auf 

eine Verflechtung von Spleißprozessen und Transport hin. Allerdings scheint Spleißen per se 

ebenfalls nicht essentiell für den Export zu sein (Cullen 2003). 

Die carboxyterminale Domäne (CTD) der größten Untereinheit der RNA-Polymerase II stellt eine 

Plattform für diverse Transkriptions- und mRNA-prozessierende Faktoren dar. Proteine, die an der 

posttranskriptionellen Prozessierung, dem Export, der subzellulären Lokalisation, Translation und der 

Stabilität mitwirken, binden bereits an die entstehende prä-mRNA. Aber die Proteinzusammensetzung 

dieser mRNP-Komplexe ist einem laufenden Wandel unterworfen. Ist die prä-mRNA mit einer 

monomethylierten Kappe versehen, bindet der kappenbindende Komplex (CBC) an die prä-mRNA 

und die carboxyterminale Domäne (CTD) der größten Untereinheit der RNA-Polymerase II. Dieser 

kappenbindende Komplex ist für das Spleißen, Entkappen und die Translation sowie für den mRNA-

Abbau im Kern erforderlich (Proudfoot, 2002; Aguilera, 2005). 

Der evolutionär konservierte Transkriptions-Export-Komplex (TREX) stellt eine Schlüsselfigur im 

mRNA-Export dar. Er besteht aus zwei Hauptkomponenten, dem stabilen THO-Komplex und den 

mRNA-Export-Proteinen UAP56 und Aly/Ref. Bei Säugetieren rekrutiert THO die putative 

ATPase/RNA-Helikase UAP56 und das Ref (RNA-Export Faktor)-Protein Aly/Ref während des 

späten Spleißstadiums zur mRNA (Reed und Chang, 2005). Das Shuttelprotein Aly ist Teil des so 

genannten Exon-Verbindungskomplexes („Exon Junction Complex“, EJC), der Proteine enthält, die 
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beim Spleißen, 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 für 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 

Antikörpern gegen Aly konnte der Export sowohl gespleißter als auch intronloser mRNAs inhibiert 

werden (Rodrigues et al., 2001). Daneben können auch Proteine der SR (Serin-Arginin-reichen)-

Proteinfamilie mit TAP interagieren. SR-Proteine sind Spleißfaktoren, die an Exonsequenzen der prä-

mRNA binden und Spleißosomen zu den flankierenden 5’- und 3’-Spleißstellen rekrutieren. Nach 

dem Spleißen 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 für die Verflechtung von Spleißen 

und Export der mRNA, in Abbildung 1.6. ein Schema für die Rekrutierung von Exportfaktoren und 

Faktoren des EJC-Komplexes zur mRNA zu sehen. 

 

 
 
Abb. 1.5.: Modell für die Verflechtung von Spleißen und Export der mRNA in Metazoen (Reed und Hurt, 
2002).  
A: UAP56 und Aly assoziieren mit dem Spleißosom, SR-Proteine mit den Exons. B: Das mRNP wird mit 
Heterodimeren aus Tap und p15 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 Caceres, 2004). 

 

Ein großer Unterschied zwischen dem Export, der durch einen Exportfaktor der Importin-ß-Familie 

vermittelt wird und dem mRNP-Transport stellt die Größe der Transportkomplexe dar (Cole und 

Scarcelli, 2006). Transportkomplexe mit einem Exportfaktor aus der Importin-ß-Familie scheinen 

durch den Kernporenkanal zufällig 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). Während 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 Größe schwer 

vorstellbar. Eine Entfaltung der Struktur ist notwendig, wenn sie durch den Kernporenkomplex passen 

sollen (Cole und Scarcelli, 2006). Unter den größten mRNPs finden sich beispielsweise die 

Balbianiring-mRNPs von Chironomus tentans, die etwa doppelt so groß wie der Durchmesser eines 

Kernporenkomplexes sind. Diese mRNPs gehen mit ihrem 5’-Ende zuerst durch den 

Kernporenkomplex, kontaktieren die Korbstruktur, treten anschließend 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) gehört zur Familie 

der DEAD (D-E-A-D: Asp-Glu-Ala-Asp)-Box-Proteine, die mit Energie aus der ATP-Hydrolyse 

doppelsträngige RNA entwinden und gebundene Proteine von der RNA entfernen können (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-Aktivität von Dbp5 wird in vitro durch Gle1 und dem Kofaktor 

Inositolpolyphosphat (InsP6) stimuliert (Weirich et al., 2006; Alcázar-Román et al., 2006). Das 

Shuttelprotein Gle1 ist ein für 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 frühen 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, könnte es als molekularer Motor dienen und die RNA in 

das Zytoplasma ziehen, während es multiple Proteinmoleküle entfernt (Cole und Scarcelli, 2006).  

Die Mehrzahl der zellulären mRNAs wird zwar über den TAP-vermittelten Exportweg in das 

Zytoplasma befördert, bestimmte zelluläre mRNAs werden jedoch CRM1-vermittelt exportiert. Unter 

Beteiligung des Shuttelproteins HuR (siehe 1.2.8.3.) ist dies für die c-fos-mRNA gezeigt worden 

(Brennan et al., 2000). Anhaltspunkte gibt es auch für einen CRM1-vermittelten Export von 

Interferon-α1-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 benötigt, kann NFX3 in vivo an 

mRNA binden und diese exportieren. Möglicherweise stellt NXF3 einen gewebespezifischen 

Exportfaktor für den Transport von mRNA über CRM1 dar.  

 

1.2.6.5. Export von HIV-1 mRNA 

Charakteristisch für Retroviren ist die Fähigkeit, 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 groß. 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 

Präintegrationskomplex formiert sich und wird in den Zellkern transportiert, woran mehrere 

Virusproteine wie Integrase, MA, Vpr und eine durch die reverse Transkription entstehende 

dreisträngige DNA-Zwischenform entscheidend beteiligt sind (Sherman und Greene, 2002). Die 

Virus-DNA wird in das Wirtsgenom eingebaut und als Provirus bezeichnet. Die DNA kodiert für vier 

Gag („Group Specific Antigen“)-Proteine [MA (Matrix), CA (Kapsid), NC (Nukleokapsid), p6], zwei 

Env („Envelope“)-Proteine [SU („Surface“ oder gp120, TM („Transmembrane“) oder gp41], drei Pol 

(„Polymerase“)-Proteine [PR (Protease), RT (reverse Transkriptase), IN (Integrase)] und sechs 

zusätzliche Proteine (Vif, Vpr, Nef, Tat, Rev, Vpu) (Frankel und Young, 1998).  

Nach Transkription der Virus-DNA durch die zelluläre RNA-Polymerase II wird die RNA doppelt 

gespleißt und wie die zelluläre mRNA mit TAP/NXT1 in das Zytoplasma befördert. Diese komplett 

gespleißten, 2 kb großen mRNAs kodieren für die so genannten frühen viralen Proteine Tat, Nef und 

Rev (Cullen, 1998). Rev besitzt ein argininreiches Kernlokalisationssignal und wird mit Importin-β 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 gespleißten 9 kb großen sowie in der einmal gespleißten 4 kb großen mRNA 

enthalten ist, in der komplett gespleißten mRNA jedoch fehlt (Malim et al., 1990). Die 4 kb und 9 kb 

großen mRNAs kodieren für die so genannten späten Virusproteine, außerdem stellt die ungespleißte 

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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Stem-Loop-Struktur (Malim et al., 1990). Zunächst bindet ein Rev-Molekül an das RRE, wodurch die 

Anlagerung weiterer Rev-Moleküle gefördert wird (Malim und Cullen, 1991). Rev besitzt ein 

leucinreiches Kernexportsignal (Fischer et al., 1995), das als Prototyp für den Export mithilfe des 

Exportfaktors CRM1 gilt. Ran-GTP (Askjaer et al., 1998), der zelluläre Kofaktor eIF5A 

(eukaryotischer Initiationsfaktor 5A)(siehe 1.2.8.2.) und Aktin sind ebenfalls beim Export beteiligt 

(Hofmann et al., 2001). Neben eIF5A wurde hRIP/Rab (humanes nukleoporinähnliches Rev-

interagierendes Protein/Rev-Aktivierungsdomäne-bindendes Protein) als zellulärer Kofaktor für den 

Export der HIV-RNA beschrieben (Bogerd et al., 1995). Eine schematische Darstellung des HIV-1 

mRNA-Exportes ist in Abb. 1.7. zu sehen (Cullen, 1998). 

 

 
 

Abb. 1.7.: HIV-1 mRNA-Export (modifiziert nach Cullen, 1998). 

 

Außerdem wurde ein zelluläres 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 benützen Energie, die aus der 

Hydrolyse von ATP frei wird, um RNA-Strukturen aufzuwinden und um Proteine von RNA 

abzulösen. Da es beim Rev-vermittelten HIV-mRNA-Export, nicht aber beim zellulären Proteinexport 

eine Rolle zu spielen scheint, könnte es an der Umformung von mRNA-Exportkomplexen beteiligt 
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sein. Ob und in welcher Weise DDX3 auch beim zellulären CRM1-vermittelten RNA-Export 

mitwirkt, muss noch geklärt werden (Yedavalli et al., 2004, Cullen, 2005). In Abb. 1.8. ist der Export 

von zellulärer mRNA und HIV-1 mRNA gegenübergestellt (Cullen, 2005). 

 

 
Abb. 1.8.: Export von zellulärer mRNA und HIV-1 mRNA (Cullen, 2005).  
In a ist ein exportkompetentes zelluläres Transkript mit Tap, NXT1 und der RNA-Helikase Dbp5 gezeigt. 
Während 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 führt zu einem Gradienten, der den Transport über die Kernporen durch die 

Zusammenlagerung und Dissoziation der Transportkomplexe steuert (Joseph, 2006).  

Im Zellkern führt die Bindung von Ran-GTP an einen Importkomplex zur Dissoziation der Importine 

von ihrem Transportsubstrat. Importin-β wird nun mit Ran-GTP in das Zytoplasma 

zurücktransportiert. Ran-GTP bindet ebenfalls im Zellkern in Anwesenheit eines Exportsubstrates mit 

hoher Affinität an den Exportfaktor (Weis, 2003). Nach dem Export in das Zytoplasma wird Ran-GTP 

durch GTP-Hydrolyse in Ran-GDP überführt. Ran hat eine geringe intrinsische GTP-Hydrolyse- und 

Nukleotidaustauschaktivität. Diese Reaktionen können enzymatisch katalysiert werden (Quimby und 

Dasso, 2003). Das zytoplasmatische Ran-Bindungsprotein 1 (RanBP1) bindet mit seiner Ran-



1. EINLEITUNG  
 

21 

Bindungsdomäne 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 

überführt. RanGEF/RCC1 ist über die Histone H2A und H2B an Chromatin gebunden, was zu einer 

Verstärkung der Nukleotidaustauschaktivität um das Doppelte führt (Nemergut et al., 2001). Eine 

Übersicht über den Ran-Zyklus ist in Abbildung 1.9. zu sehen. 

 

 

 
 
 
 
Abb. 1.9.: Übersicht über 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 Oberflächenrezeptor 

Dendritische Zellen (DCs) sind die stärksten antigenpräsentierenden Zellen des Immunsystems. Sie 

sensibilisieren Helfer- und Killer-T-Lymphozyten und agieren dabei als natürliches Adjuvans bei der 

T-Zell-vermittelten Immunität. Intrazelluläre Antigene werden in Peptide zerlegt und über MHCs 

(„Major Histocompatibility Complexes“) der Klasse I präsentiert. Diese werden von zytotoxischen T-

Zellen erkannt, welche eine so gekennzeichnete Zelle töten können. Extrazelluläre Antigene werden 

endozytotisch aufgenommen, prozessiert und über MHCs der Klasse II präsentiert. Diese werden von 

T-Helferzellen erkannt (Banchereau und Steinman, 1998). CD83 („Cluster of Diversity“ 83), ein etwa 

45 kDa großes Glykoprotein der Immunglobulinsuperfamilie, ist ein  Oberflächenrezeptor auf reifen 

dendritischen Zellen, in einem geringen Ausmaß wird CD83 auch auf der Oberfläche 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 für reife dendritische Zellen dar 

(Zhou und Tedder, 1996). Unreife DCs nehmen in peripheren Geweben Antigene auf, besitzen aber 

noch keine voll ausgebildete Fähigkeit, 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 Immunität (Lechmann et al., 2001). Im Serum gesunder 

Personen findet man geringe Mengen lösliches CD83 (Hock et al., 2001). Bei Patienten mit 

bestimmten hämatologischen Neoplasien wie chronisch lymphatischer Leukämie und 

Mantelzelllymphomen oder rheumatischer Arthritis kommt es zu erhöhten Serumspiegeln (Hock et 

al., 2004; Hock et al., 2006). Lösliches CD83 ist in der Lage, die DC-vermittelte T-Zell-Aktivierung 

zu inhibieren (Lechmann et al., 2001). 

 

1.2.8.2. Der eukaryotische Initiationsfaktor 5A (eIF5A) ist an der Reifung dendritischer 

Zellen beteiligt  

 

1.2.8.2.1. Der eukaryotische Initiationsfaktor 5A (eIF5A)  

Der eukaryotische Initiationsfaktor 5A (eIF5A) (Smit-McBride et al., 1989a) ist ubiquitär in 

Eukaryoten exprimiert (Gordon et al., 1987). Er ist auch in Archebakterien zu finden (Bartig et al., 

1992). eIF5A ist das einzige bislang bekannte Protein mit der Aminosäure Hypusin  (Nε -(4-amino-2-

hydroxybutyl)-L-Lysin) (Park et al., 1982). Diese Modifikation entsteht als posttranslationelle 

Modifikation durch zwei Enzymreaktionen an der Aminosäure Lysin an Position 50. Zuerst katalysiert 

die Desoxyhypusinsynthase den Transfer einer 4-Aminobutylgruppe von Spermidin auf die                

ε-Aminogruppe von Lysin. Anschließend erfolgt die Hydroxylierung durch die 
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Desoxyhypusinhydrolase (Xu und Chen, 2001). In Eubakterien existiert ebenfalls ein dem eIF5A sehr 

ähnliches Protein, das allerdings nicht hypusinmodifiziert ist (Kyrpides und Woese, 1998). Eine Rolle 

von eIF5A bei der Translationsinitiation wurde zunächst angenommen, weil eIF5A 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 eIF5A und der generellen 

Proteinsynthese nicht bestätigt werden, denn die Proteinsynthese kam trotz eIF5A-Funktionsverlust 

nicht zum Erliegen (Kang und Hershey, 1994). 

eIF5A ist essentiell für das Überleben der Zelle und für die Zellproliferation, dennoch ist die 

physiologische Funktion von eIF5A weitgehend unklar (Xu et al., 2004). Hinweise erhofft man sich 

aus der Charakterisierung von Bindungspartnern. eIF5A besitzt mit den basischen Aminosäuren um 

das Hypusin und einer dem RNA-Bindungsmotiv des prokaryotischen Kälteschockproteins CspA 

ähnlichen Domäne eine zweigeteilte RNA-Bindungsstelle (Kim et al., 1998, Peat et al., 1998). 

Außerdem findet sich carboxyterminal eine leucinreiche Domäne für Proteininteraktionen (Liu et al., 

1997). In vitro kann eIF5A 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 II (Singh et al., 1998), Syntenin (Li 

et al., 2004), L5 (Schatz et al., 1998), HIV-1-Rev (Ruhl et al, 1993), CRM1 (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. Außerdem konnte gezeigt werden, dass eIF5A 

hypusinabhängig 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. eIF5A und Kernexport  

In somatischen Säugerzellen und in Xenopus-Oozyten befindet sich eIF5A sowohl im Zellkern als 

auch im Zytoplasma. Bemerkenswert ist aber die Anreicherung an der nukleoplasmatischen Seite der 

Kernhülle, insbesondere an den nukleären Filamenten der Kernporenkomplexe (Rosorius et al., 1999). 

Wichtige Hinweise auf die Beteiligung von eIF5A bei Transportprozessen resultieren auch aus 

Bindungsstudien. So wurde eIF5A als zellulärer Bindungspartner der HIV-1-Rev-trans-

Aktivierungsdomäne (Ruhl et al., 1993) und des Exportfaktors CRM1 (Rosorius et al., 1999) 

identifiziert. eIF5A ist essentiell für die Anreicherung von Rev im Zytoplasma (Ruhl et al., 1993). 

eIF5A-Antikörper (Schatz et al., 1998; Elfgang et al., 1999) und eIF5A-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 eIF5A in das Zytoplasma benötigt Energie und ist durch den CRM1-

Inhibitor Leptomycin B hemmbar (Rosorius et al., 1999). Allerdings scheint eIF5A nicht generell 
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beim CRM1-vermittelten Export von Proteinen mit leucinreichen Exportsignal beteiligt zu sein. Der 

Export des Proteinkinaseinhibitors (PKI) verläuft zwar mithilfe seines leucinreichen Exportsignals 

über den CRM1-Exportfaktor, wird aber durch eIF5A-Antikörper oder -Mutanten nicht beeinflusst 

(Elfgang et al., 1999).  

In Vertebraten wurde ein Exportfaktor aus der Importin-β-Familie identifiziert, Exportin 4, an den 

eIF5A tausendmal stärker binden soll als an CRM1 (Lipowsky et al., 2000). Im Gegensatz zur 

Interaktion mit CRM1 soll hierfür jedoch die Hypusinylierung essentiell sein. Allerdings ist noch 

unklar, ob eIF5A mit weiteren Exportsubstraten oder alleine über Exportin 4 befördert wird, und 

welche Aufgabe das über Exportin 4 transportierte eIF5A im Zytoplasma wahrnimmt.  

 

1.2.8.2.3. eIF5A in dendritischen Zellen 

Die Expression von eIF5A ist während der Reifung dendritischer Zellen stark erhöht und spiegelt die 

Expression des CD83-Oberflächenrezeptors wider. Durch die Behandlung von dendritischen Zellen 

mit dem Hypusininhibitor GC7 (N1-guanyl-1,7.diaminoheptan) wurden CD83-Transkripte im Zellkern 

angereichert und so die Oberflächenexpression von CD83 unterbunden. Hieraus wurde geschlossen, 

dass die Hypusinmodifikation und somit eIF5A erforderlich für die nukleozytoplasmatische 

Translokation und die Oberflächenexpression von CD83 sein könnte (Kruse et al., 2000).  

 

1.2.8.2.4. Therapeutische Möglichkeiten für den Einsatz von Hypusininhibitoren 

Die Entwicklung von Hypusininhibitoren könnten neue antivirale Therapiemöglichkeiten eröffnen. 

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 Viabilitätsnachteil zu Tage getreten ist (Hauber et 

al., 2005). Hypusininhibitoren könnten auch für die Therapie BCR-ABL-positiver Leukämien 

interessant werden. Durch eine Philadelphia-Translokation t(9;22)(q34;q11) wird ein BCR/ABL-

Fusionsgen mit der Expression eines Onkogens mit Tyrosinkinaseaktivität generiert. Der selektive 

Tyrosinkinaseinhibitor Imatinib (STI571, Glivec (Novartis)) kann die Tyrosinkinaseaktivität 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 eIF5A nach Gabe des Tyrosinkinaseinhibitors beobachtet 

werden. Des Weiteren führten Hypusininhibitoren (Ciclopirox, CPX; N1-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 großes 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-Oberflächenexpression 

 

1.2.8.3.1. HuR stabilisiert Transkripte mit AU-reichen Sequenzelementen 

HuR gehört 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), 

während 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-ähnliche Gene identifiziert werden. Eine 

Expression von ElrA („ELAV-related-Protein A) wurde in allen Geweben detektiert, während ElrC 

und ElrD nur im Gehirn und ElrB sowohl im Gehirn als auch in den Geschlechtsorganen 

nachgewiesen werden konnten (Good, 1995). Alle Hu-Proteine und ihre Xenopus-Äquivalente 

besitzen drei klassische RNA-Erkennungs-Motive („RNA Recognition Motif“, RRM) (Brennan und 

Steitz, 2001; Good 1995). 

Eine wichtige posttranskriptionelle Regulation der Genexpression stellt die Stabilität der mRNA dar 

(Wickens et al., 1997). Die Transkripte vieler so genannter Early Response Gene (ERGs), die für 

Zytokine, Lymphokine und Protoonkogene kodieren, sind im Gegensatz zu Transkripten von 

Haushaltsgenen sehr instabil. Sie beinhalten nämlich 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 können je nach ihrer Sequenz und ihrer Abbaucharakteristik in 

drei Klassen eingeteilt werden (Chen und Shyu, 1995; Brennan und Steitz, 2001). Klasse I ARE findet 

man hauptsächlich in Transkripten von Protoonkogenen wie zum Beispiel c-fos. Sie bestehen aus ein 

bis drei Kopien von AUUUA-Pentameren, eingebettet in uracilreiche Regionen. Klasse II ARE 

kommen meist in mRNAs von Zytokinen vor, wie zum Beispiel bei Transkripten des Granulozyten-

Monozyten-koloniestimulierenden Faktors (GM-CSF). Sie besitzen mindestens zwei überlappende 

Kopien der Nonamersequenz UUAUUUA(U/A)(U/A) (Lagnado et al., 1994), ebenfalls eingebettet in 

uracilreiche Regionen. Bei Klasse III ARE, wie zum Beispiel bei Transkripten von c-jun, fehlt das 

typische AUUUA-Motiv. Dort existieren aber uracilreiche Sequenzen. Bei ARE der Klasse I und III 

erscheinen im Gegensatz zu ARE der Klasse II intermediäre Degradationsprodukte mit poly-A-

Schwänzen.  

HuR bindet an AU-reiche Elemente aller drei ARE-Klassen (Myer et al., 1997; Brennan und Steitz, 

2001) und führt 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 für 

die Bindung von HUR an AREs sind seine RNA-Erkennungsmotive 1 und 2 (RRM 1 und 2), während 

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) Ähnlichkeiten zu einem klassischen zweigeteilten Kernlokalisationssignal, 

das aus zwei Clustern der basischen Aminosäuren Arginin und Lysin mit einem Spacer von zehn 

Aminosäuren besteht. Deletionsexperimente haben gezeigt, dass das erste Arginin-Cluster der HNS 

für den Import in den Zellkern essentiell ist. Im Gegensatz zu den klassischen NLSs ist die 

Kernlokalisationsaktivität der HNS jedoch abhängig von der transkriptionellen Aktivität der 

Polymerase II (Peng et al., 1998; Fan und Steitz, 1998a). Die HNS ähnelt in ihrem Verhalten den 

Shuttelsequenzen M9 von hnRNP A1 (Michael et al., 1995) und der Shutteldomäne von hnRNP K 

(Michael et al., 1997), welche ebenfalls nach Transkriptionshemmung im Zytoplasma anreichern. Die 

Shuttelsequenz HNS enthält ein bislang unbekanntes Kernexportsignal (Fan und Steitz, 1998a). 

Es sind vier Bindungspartner für HuR identifiziert worden, Set α, Set β, 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 α und Set β sind möglicherweise 

Spleißvarianten (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 Leukämie ist das Gen für Set mit dem Gen für Nup214/CAN durch eine 

Translokation fusioniert (von Lindern et al., 1992). Set α, Set β und PP32 sind als Phosphatase 2A-

Inhibitoren beschrieben (Li et al., 1996; Saito et al., 1999). PP32 und APRIL zeigten eine nukleäre 

Lokalisation. Sie besitzen mehrere leucinreiche HIV-1-Rev-NES-ähnliche Sequenzen und zeigen 

ähnlich wie HuR Shuttelaktivität. 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, während in Anwesenheit von LMB RNA im Zellkern und im Zytoplasma an HuR 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 für 

HuR existieren. Einerseits CRM1-unabhängig mithilfe der Shuttelsequenz HNS, andererseits CRM1-

abhängig unter Beteiligung von Bindungspartnern mit leucinreichen Exportsignalen. 
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Hitzeschockprotein 70 (Hsp70)-Transkripte besitzen ein ARE der Klasse III, das nach Hitzeschock 

mit HuR interagiert. Erste Hinweise deuteten auf einen CRM1-abhängigen 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-abhängiger 

Hsp70 mRNA-Export ließ sich jedoch nicht bestätigen (Gallouzi et al., 2001, Retraction in part, 

2003).   

 

1.2.8.3.3. HuR bindet an die CD83 mRNA und beeinflusst die CD83- 

Oberflächenexpression 

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 Stabilität. Durch Knockdown von HuR 

mit Interferenz-RNA konnte die de-novo-Synthese von CD83 und somit die CD83-

Oberflächenexpression 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 möglicherweise 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-ß-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. Verläuft 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 erläutert 

werden.  
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1.3. Die Transkription 

 
1.3.1. Die RNA-Polymerase I-abhängige Transkription im Nukleolus  

 

1.3.1.1. Der Nukleolus ist der Ort der RNA-Polymerase I-abhängigen 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 

späten Telophase bilden sich um diese rDNA Nukleolen aus, die während der Interphase persistieren 

und sich auflösen, wenn die Zelle in die Mitose eintritt (Lam et al., 2005). Manche Bestandteile des 

RNA-Polymerase I-Transkriptionssapparates bleiben während 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 spät 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 fibrilläre Zentrum (FC). Es enthält die RNA-Polymerase I, DNA-Topoisomerase I und den 

Transkriptionsfaktor UBF („Upstream Binding Factor“) (Scheer und Weisenberger, 1994). Das 

fibrilläre Zentrum ist partiell oder komplett umgeben von einer Schicht mit dichtem fibrösen Material, 

der sogenannten dichten fibrillären Komponente (DFC). Hier ist neben Transkriptionsfaktoren auch 

das Protein Fibrillarin zu finden, welches in die Prozessierung und Modifikation von prä-rRNA und 

bei der Zusammenlagerung von rRNA mit ribosomalen Proteinen eine Rolle spielt (Tollervey et al., 

1993). FC und DFC sind eingebettet in die granuläre Komponente (GC), die angereichert ist mit 

ribosomalen Proteinen und Faktoren für den Zusammenbau der Ribosomenuntereinheiten (Huang, 

2002). Nukleolen können von einer Schicht kondensiertem Chromatin, dem perinukleolärem 

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 große Partikel, die RNA-Polymerase I enthalten, liegen dicht 

aufeinander folgend an der rDNA. Von ihnen gehen die entstehenden rRNA-Transkripte aus, die an 

ihrem 5’-Ende ein 25 Nanometer großes Endknäuel aus prä-rRNA-Prozessierungskomplexen tragen 

(Scheer und Weisenberger, 1994).  
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Für die Ribosomenbiosynthese im Nukleolus sind Transkriptionsprodukte der RNA-Polymerasen I, II 

und III erforderlich. Die RNA-Polymerase I transkribiert die 28S, 18S und 5,8S rRNA im Nukleolus, 

die RNA-Polymerase III die 5S rRNA und verschiedene kleine RNAs außerhalb des Nukleolus. Die 

RNA-Polymerase II stellt die Transkripte für die Translation ribosomaler Proteine her. Eukaryotische 

80S Ribosomen setzen sich aus der großen 60S (28S, 5,8S und 5S rRNA) und der kleinen 40S (18S 

rRNA) Untereinheit zusammen. Beide Untereinheiten zusammen beinhalten ungefähr 80 ribosomale 

Proteine.  

 

1.3.1.2. Die RNA-Polymerase I-abhängige Transkription  

Die 28S, 18S und 5,8S rDNA ist als Transkriptionseinheit organisiert. Die Transkriptionseinheiten 

sind durch intergenische Spacer voneinander getrennt. Die rDNA-Transkriptionseinheit besitzt neben 

der Information für den 18S-5,8S-28S-rRNA-Präkursor Sequenzelemente für die Regulierung der prä-

rRNA-Transkription wie Promoter, Enhancer, Spacer Promoter, Replikationsstart und 

Transkriptionsterminatoren (Grummt, 2003). Die Organisation einer rDNA-Transkriptionseinheit ist 

in Abb. 1.10. zu sehen.  

 

 
 
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 Raška, 2003; Copenhaver et al., 1994. 
 

Der Promoter besteht aus einem „Start Site Proximal Core Promoter“ (CP) und einem „Upstream 

Control Element“ (UCE). Die Bildung  des Präinitiationskomplexes erfordert die Bindung des 

Upstream-Bindungsfaktor (UBF) und des TIF-IB/Selektivitätsfaktor 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 

TAFI48, TAFI68/63 und TAFI95/110, 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 I, und der Interaktion von TIF-IB/SL1 mit TIF-

IA zustande (Seither et al., 1997). TIF-IA ist das Säugerhomolog zum Hefeprotein Rrn3p, einem 

regulatorischen Faktor, der mit initiationskompetenten Untereinheiten der RNA-Polymerase I 

assoziiert (Bodem et al., 2000). Wichtig für die Bindung von TIF-IA an die RNA-Polymerase I und 
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somit für die Transkriptionsaktivierung ist die Phosphorylierung von TIF-IA am Serin 649 durch die 

ribosomale S6-Kinase (Zhao, 2003).  

Der RNA-Polymerase I-Holoenzymkomplex beinhaltet Faktoren, die für 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 Polymerase I-Initiationskomplexes.  
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 II-abhängige 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 Unterdrückung 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-Molekülen aufbauen (Boeger et al., 2005).  

Die RNA-Polymerase II-Transkriptionsmaschinerie besteht aus den drei Komponenten Polymerase, 

generelle Transkriptionsfaktoren und Mediatorkomplex. Die aus zwölf Untereinheiten bestehende 

RNA-Polymerase II kann die RNA synthetisieren und besitzt außerdem eine Fehlerkorrekturfunktion. 

Sie stellt die Plattform für die Anlagerung anderer Komponenten dar. Die fünf 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) 

übermittelt regulatorische Informationen von aktivierenden und unterdrückenden Proteinen an die 

RNA-Polymerase II. Der Mediatorkomplex selbst kann nicht an spezifischen DNA-Sequenzen binden, 

er interagiert direkt mit der RNA-Polymerase II. Die eukaryotische Transkription kann prinzipiell in 

fünf Schritte eingeteilt werden: Ausbildung des Präninitiationskomplexes, Transkriptionsinitiation, 

Vorbereitung zur Ablösung vom Promoter, Ablösung vom Promoter und Transkriptverlängerung 
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(Kugel und Goodrich, 2002). 

Für die Ausbildung des Präinitiationskomplexes (PIC) wird ein DNA-Template, die RNA-Polymerase 

II, die fünf generellen Transkriptionsfaktoren und der Mediatorkomplex benötigt. TFIID besteht aus 

einem TATA-bindenden Protein (TBP) und ungefähr 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 

unterdrückt. Durch die Bindung von unphosphorylierter RNA-Polymerase II und TFIIF wird der 

Komplex aus DNA-TBP und TFIIB stabilisiert. TFIIF besteht aus zwei großen (TFIIα /RAP74) und 

zwei kleinen (TFIIβ/RAP30) Untereinheiten, die mit der Template-DNA interagieren. Dann werden 

TFIIE und anschließend TFIIH zum Präinitiationskomplex rekrutiert. TFIIE besteht ebenfalls aus zwei 

großen (TFIIEα) und zwei kleinen (TFIIEβ) Untereinheiten und formt Promoterkontakte aus. TFIIH 

besteht aus neun Untereinheiten, und besitzt drei katalytische Zentren, zwei ATP-abhängige DNA-

Helikasen und eine Cyklin-abhängige Proteinkinase. Neben seiner Rolle bei der Transkription wirkt 

TFIIH auch bei der DNA-Reparatur.  

Die größte Untereinheit der RNA-Polymerase II besitzt eine carboxyterminale Domäne (CTD) mit der 

Heptapeptidwiederholung [Tyr-Ser-Pro-Thr-Ser-Pro-Ser]. Die CTD spielt eine Schlüsselrolle 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 Präinitiationskomplexes werden die ersten drei Nukleotide des Transkriptes 

produziert. Dann formt sich ein stabiler Komplex, der eine RNA mit einer Länge von vier 

Nukleotiden enthält und die Promoterablösung vorbereitet. Diese stabilen Komplexe vollziehen die 

Ablösung vom Promoter während der Knüpfung der vierten bis vierzehnten Phosphodiesterbindung 

(Kugel und Goodrich, 2002).  

 

1.3.3. Die RNA-Polymerase III-abhängige Transkription 

Die RNA-Polymerase III ist die größte 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 II-Transkription), MRP, U6 und H1 RNA-Moleküle (posttranskriptionelle 

Prozessierung der rRNA, mRNA bzw. tRNA). Die RNA-Polymerase III 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 IIIA 

(TFIIIA) 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 TFIIIC einen stabilen 

Transkriptionsinitiationskomplex, der von der RNA-Polymerase III erkannt wird (Wolffe und Brown, 

1988). Neu synthetisierte 5S rRNA interagiert kurzfristig mit dem Protein La, das in der Termination 

von RNA-Polymerase III-Transkripten eine Rolle spielt (Gottlieb und Steitz, 1989). Anschließend 

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, nämlich 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 hauptsächlich während der Oogenese aktiv, während 

somatische 5S rRNA-Gene sowohl während der Oogenese, der Embryogenese und in somatischen 

Zellen transkribiert werden (Wolffe und Brown, 1988).  

In prävitellogenen 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 Molekül 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 Verhältnis 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-Molekülen und ist mit dem Elongationsfaktor 1α verwandt (Mattaj et al., 1987). Mit Beginn der 

Vitellogenese wird TFIIIA zunehmend vom ribosomalen Protein L5 aus den 7S RNPs verdrängt. 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. Während die TFIIIA-Bindung an 5S rRNA hochspezifisch ist und bereits durch den 

Austausch eines einzigen Nukleotids gestört werden kann, toleriert L5 jedoch gewisse strukturelle 

Veränderungen 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 für die tRNAs beinhalten ebenfalls interne Promotoren, die vom großen DNA-bindenden 

Transkriptionsfaktor TFIIIC erkannt werden. TFIIIC rekrutiert TFIIIB zum Promoter. Die RNA-

Polymerase III wird von TFIIIC über die Startseite der Transkription platziert (White, 2004). 

 

1.3.3.1. Der Transkriptionsfaktor IIIA (TFIIIA) 

Der Transkriptionsfaktor IIIA (TFIIIA) gehört strukturell zur großen Superfamilie der 

Genregulationsproteine (Berg und Shi, 1996). Er besteht aus einer carboxyterminalen 
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Schwanzdomäne und neun Cys2His2-Zinkfingerdomänen (Miller et al., 1985), deren Zink für die 

Proteinfunktion essentiell ist (Hanas et al., 1983). Bei Mammaliern und Amphibien sind strukturelle 

und funktionelle Bereiche konserviert, der Xenopus-TFIIIA kann funktionell humanen TFIIIA 

ersetzen und umgekehrt (Moorefield und Roeder, 1994; Hanas et al., 2002). 

In Säugern 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 Aminosäuren am Aminoterminus kürzere Form in Oozyten (Kim et al., 1990; Ogilvie und 

Hanas 1997). Die oozytentypische Form von TFIIIA wird in der frühen Oogenese in hohen Mengen 

hergestellt, die Konzentration sinkt aber bis zum Ende der Oogenese stark ab (Shastry et al., 1984).  

TFIIIA nimmt in den Oozyten zwei Funktionen wahr. Einerseits ist TFIIIA notwendig für die RNA-

Polymerase III-abhängige 5S rRNA-Transkription. Es bindet an die interne Kontrollregion der          

5S rDNA (Engelke et al., 1980), welche für 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 

TFIIIA binden stark das Promoterelement Box C, während 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 TFIIIC formt TFIIIA einen 

stabilen Transkriptionsinitiationskomplex, der von der RNA-Polymerase III erkannt wird (Wolffe und 

Brown, 1988). Während der frühen Xenopus-Oogenese aktiviert TFIIIA so die Transkription großer 

Mengen 5S rRNA, bevor andere ribosomale Komponenten verfügbar 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 Sekundärstruktur von TFIIIA erkannt. Obwohl 

TFIIIA über die gesamte Zinkfingerregion Kontakte zur 5S rRNA ausbildet, sind vor allem die 

zentralen Zinkfinger vier bis sechs für die Bindung entscheidend (Theunissen et al., 1998). Da TFIIIA 

in der carboxyterminalen Schwanzdomäne 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 für die Ribosomenbiogenese im Nukleolus benötigt. Da nun die Konzentration 

von L5 rapide ansteigt, wird TFIIIA 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 Kühne als Aktomyosin entdeckt. 1939 wurde die ATPase-

Aktivität von Myosin durch Vladimir Engelhardt und Militza Lyubimova gefunden. Aktin selbst 

konnte 1941-1942 von Bruno Straub, Ilona 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 nichtmuskuläres 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 häufigsten Proteine der Zelle. In höheren Eukaryoten existieren drei Aktin-

Isoformen. Das α-Aktin ist muskelspezifisch, während β -Aktin und γ-Aktin in allen Zelltypen 

exprimiert werden und auch im Zellkern vorkommen. Obwohl Aktin und Myosin in isolierten 

Zellkernen nachgewiesen werden konnten, glaubte man zunächst 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 gegenüber, dass es sich bei Oozyten um 

spezielle Zellen handele. Aktin wurde in Oozyten sowohl in frei diffusibler globulärer Form sowie als 

filamentärer Bestandteil des so genannten nukleoplasmatischen Gels gefunden. Unter bestimmten 

Isolationsbedingungen formt Aktin im Zellkern nämlich ein Gel, das auch Chromosomen, Nukleolen 

und andere Kernstrukturen enthält (Clark und Merriam, 1977; Clark und Rosenbaum, 1979). An 

Molchoozyten wurden diese Beobachtungen bestätigt (Gounon und Kasenti, 1981).  

Das globuläre Polypeptid Aktin ist 42 kDa groß und besitzt eine ATP-Bindungsstelle in Form einer 

Furche. ATP-gebundene Aktinmonomere können als globuläre Form (G-Aktin) oder zu Filamenten 

verknüpft (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 Filamentgröße von sieben Monomeren (Visegrady et al., 2005). Mit fluoreszenzgekoppeltem 

Phalloidin konnten in somatischen Zellen nur Strukturen des Zytoplasmas angefärbt werden, was 

zunächst ebenfalls gegen die Existenz von nukleärem 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 Aktinantikörper 2G2 

gelang jedoch bei der Fixierung somatischer Zellen mit Formaldehyd die Aktindarstellung in einem 

punktuellen Färbemuster im Zellkern (Gonsior et al., 1999). Dies deutete darauf hin, dass 2G2 ein 

Aktinepitop erkennt, welches im F-Aktin verdeckt ist. Ein anderer monoklonaler Antikörper, 1C7 

(Schoenenberger et al., 2005) gegen Dimere („Lower Dimer“, LD)(Millonig et al., 1988) erkennt 

unpolymerisiertes Aktin im Zytoplasma und nukleäres Aktin, allerdings mit einem anderen 
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Fluoreszenzmuster als bei der Verwendung von 2G2-Antikörpern. Vermutlich bildet Aktin im 

Zellkern von somatischen Zellen keine langen filamentären 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 zusätzlichen Proteinen in Strukturen organisiert, die 

die typischen zytoplasmatischen Aufgaben von Aktin wahrnehmen. Aktin ist im Zytoplasma zum 

Beispiel wichtig für den intrazellulären Transport, der Zellmobilität, der Zelladhäsion und der 

Zytokinese (Pederson und Aebi, 2003). Zunächst wurde eine Beteiligung von Aktin außerhalb dieser 

typischen zytoplasmatischen Aufgaben bei nukleären Prozessen gemeinhin abgelehnt, obwohl bereits 

richtungweisende Ergebnisse präsentiert wurden. So konnte zum Beispiel nach Injektion von 

Aktinantikörpern in Pleurodeles-Oozyten die Transkription von Lampenbürstenchromosomen 

unterdrückt (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 evolutionär hoch 

konservierten und alten Aktinfamilie identifiziert (Goodson und Hawse, 2002). Mittlerweile ist eine 

Beteiligung von β-Aktin in Chromatin-umformenden Komplexen, bei RNA-Polymerase I-, II- und III-

abhängiger Transkription (siehe 1.3.4.3.) und beim nukleozytoplasmatischen Transport von RNA und 

Proteinen akzeptiert. So berichtete eine Arbeitsgruppe, dass filamentäres 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 

Kernhüllen von Xenopus laevis-Oozyten an der nukleoplasmatischen Seite der Kernporenkomplexe 

und den nukleären Filamenten. Darüber hinaus interagiert es mit dem Exportkofaktor eIF5A (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 nukleären Ribonukleoprotein hnRNP A1 

in Säugern, 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 enthält, aktiv in den Zellkern (Pendleton et al., 2003). 

Exportiert wird es mit dem Exportfaktor Exportin 6 und Profilin als Kofaktor (Stüven et al., 2003). 

Aktin selbst weist ein leucinreiches Kernlokalisationssignal auf, aber es wird kontrovers diskutiert, ob 

Aktin tatsächlich CRM1-vermittelt exportiert werden kann (Wada et al., 1998; Stüven et al., 2003).  

Bei Stress oder Hitzeschock kommt es zur Anreicherung von Aktin im Zellkern. Möglicherweise ist 

nichtfilamentäres Aktin bei der Ausbildung eines Kernskeletts beteiligt, das sich nach Hitzeschock 

ausdehnt und dadurch einen höheren Bedarf an Aktin besitzt (Wasser und Chia, 2000). In der Tat gibt 
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es Hinweise auf ein Kernskelett durch filamentäres 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 führen soll. Dieses Aktin soll im Zellkern an der Ausbildung eines 

stabilisierenden dreidimensionalen Netzwerks beteiligt sein, das aufgrund der enormen Größe des 

Zellkerns erforderlich ist. Im Gegensatz zu somatischen Zellkernen nimmt das Chromatin in 

Oozytenkernen einen nur geringen Raum ein, während mRNAs, Ribosomen und andere später 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 nukleäre Vorkommen von Aktin. Mit 

Verzögerung wurde jedoch auch die Kernlokalisation von Myosin, vor allem von Myosin I realisiert 

(Nowak et al., 1997; Pestic-Dragovich et al., 2000), und die Aufklärung der Funktion, vor allem bei 

Transkriptionsprozessen, vorangetrieben. 

 

1.3.4.2. Kernmyosin 

Die Myosinfamilie umfasst mittlerweile 18 Myosinklassen, basierend auf der Sequenz ihrer 

katalytischen Domänen (Berg et al., 2001). Zunächst war nur das konventionelle Myosin vom Typ II 

bekannt. Die konventionellen doppelköpfigen Myosine formen eine bipolare Filamentstruktur und 

ermöglichen ein Entlanggleiten von Aktinfilamenten in Muskelzellen. Das erste unkonventionelle 

Myosin wurde in der Amöbe Acanthamoeba castellani entdeckt (Pollard und Korn, 1973). Da dieses 

Myosin nur einen Kopf besaß und keine Filamente formte, wurde es Myosin I genannt. Myosine der 

Klasse I existieren beim Menschen in 7 Isoformen, Myosin A, B, C, D, E, F und G. Das Myosin IC 

(früher Myosin Iβ genannt; Gillespie et al., 2001) war das erste unkonventionelle Säugermyosin, 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 Domänen. Die anschließende Halsregion besteht 

aus drei IQ (Isoleucin-Glutamin)-Motiven mit der Konsensussequenz IQ-XXX-RG-XXX-R, die reich 

an hydrophoben und positiv geladenen Aminosäuren sind (Bähler und Rhoads, 2002). Diese Region 

stellt die Bindungsstelle für die leichten Ketten dar, im Falle von Myosin I 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 

verknüpft. Der Myosin IC-Schwanz ist reich an basischen Aminosäuren, enthält aber kein bislang 

bekanntes Bindungsmotiv. Ein Rezeptor für 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 Domänen durch elektrostatische Wechselwirkungen an negativ geladene 

Phospholipide binden kann. Dies wurde sowohl für die Schwanzdomäne (Doberstein und Pollard, 

1992; Reizes et al., 1994) als auch für die Halsdomäne beschrieben, sofern sie nicht mit Calmodulin 

besetzt war (Hirono et al., 2004).  

Myosin IC konnte in einer Vielzahl von Säugergeweben nachgewiesen werden und lokalisiert 

bevorzugt in der Zellperipherie, an der Plasmamembran sowie in der Führungspartie wandernder 

Zellen. Besonders erwähnenswert 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 übt 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 intrazellulären Membranen zur 

Zelloberfläche bewirken. Einerseits wird über den Aktinregulator N-WASP eine Polymerisation von 

kortikalem Aktin ausgelöst (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).  

Außerdem ist Myosin IC bei der Translokation von Ionenkanälen 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 Ionenkanäle in eine 

Struktur eingebettet, an die ungefähr 100 bis 200 Moleküle von Myosin IC gebunden sind. Diese 

Myosin IC-Moleküle verbinden somit die Transduktionskomplexe mit Aktinfilamentbündel in den 

Stereozilien. Nach Stimulierung werden die Stereozilien gebogen und die Linkerproteine gestreckt, 

was zur Öffnung der Ionenkanäle führt. Die Myosinmoleküle 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 Ionenkanäle. Diese so genannte Adaptation dient zur Verhinderung einer verlängerten 

Antwort auf einen Reiz. Nach Beendigung des Reizes nehmen die Stereozilien wieder ihre aufrechte 

Position ein und die Myosinmoleküle 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 für eine Existenz von Myosin im Zellkern 
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(Hauser et al., 1975; Douvas et al., 1975; Milankov und De Boni, 1993). Eine frühe Beobachtung des 

Kernmyosins wurde zum Beispiel in Pleurodeles-Oozyten beschrieben. Hier wurden nach 

Phalloidingabe Aktinbündel im Nukleoplasma beobachtet, die mit nicht näher charakterisierten 

Partikeln beladen waren. Während Aktinantikörper die Bündel und die Partikel anfärbten, konnten mit 

einem Myosinantikörper hauptsächlich die Partikel dargestellt werden (Gounon und Karsenti,  1981).  

Schließlich wurden überzeugende Beweise für die Anwesenheit von Kernmyosin aus der Myosin I-

Familie in Säugerzellen geliefert (Nowak et al., 1997). Das Myosin IC-Gen der Maus liegt auf 

Chromosom 11 und besteht aus 13 Exons sowie zwei zusätzlichen, upstream des Exon 1gelegenen 

Exons (Exon -2 und Exon -1). Exon 1 beinhaltet die Translationsstartstelle für das zytoplasmatische 

Myosin IC. Das Exon -2 findet sich in der 5’-untranslatierten Region der Maus-Myosin IC-cDNA. Als 

Spleißvariante stellt bei Kernmyosin IC jedoch das Exon -1 eine zusätzliche Translationsstartstelle 

upstream des Startkodons für das zytoplasmatische Myosin IC bereit. Die dadurch resultierenden 

zusätzlichen 16 Aminosäuren am Aminoterminus werden teilweise von Exon -1 (Aminosäure eins bis 

sechs) und von Exon 1 (Aminosäure sieben bis 16) kodiert. Diese 16 Aminosäuren scheinen das 

Protein in den Zellkern zu dirigieren (Pestic-Dragovich et al., 2000). Außer in den späten Phasen der 

Spermatogenese wurde in allen Geweben Kernmyosin IC detektiert. Auffallend war eine hohe 

Expression in Lungengewebe, was auf eine möglicherweise 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 während der Vertebratenevolution hinweist (Kahle et al., 

2007). 

 

1.3.4.3. Aktin und Myosin wirken bei der Transkription  

Bereits 1969 wurde vermutet, dass Kernaktin in die Transkription involviert ist (Lane, 1969). Mehrere 

Labore berichteten über Interaktionen von Aktin mit der RNA-Polymerase II (Jockusch et al., 1974; 

Smith et al., 1979; Egly et al., 1984). 1984 wurde die essentielle Beteiligung von Aktin bei der RNA-

Polymerase II-abhängigen Transkription demonstriert. Die Mikroinjektion von Aktinantikörpern und 

bestimmten Aktin-bindenden Proteinen in Pleurodeles-Oozyten verursachte eine Retraktion der 

lateralen transkriptionsaktiven Schleifen und eine drastische Verkürzung der Achsen von 

Lampenbürstenchromosomen. Die RNA-Polymerase I und III-abhängige Transkription war davon 

allerdings nicht betroffen. Darüber hinaus konnte nach Transkriptionshemmung die Ausbildung eines 

massiven Aktinnetzwerkes um die Lampenbürstenchromosomen beobachtet werden (Scheer et al., 

1984).  

Auch Kernmyosin IC ist in die RNA-Polymerase II-abhängige Transkription involviert. Kernmyosin 

kolokalisiert in somatischen Zellen mit der RNA-Polymerase II und lässt sich gemeinsam mit der 

großen Untereinheit der RNA-Polymerase II aufreinigen (Pestic-Dragovich et al., 2000; Hofmann et 



1. EINLEITUNG  
 

39 

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 ließ sich sowohl in vitro als auch in vivo die RNA-Polymerase II-

abhängige Transkription mit Kernmyosinantikörper 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 Präinitiationskomplexes notwendig zu sein (Hofmann et 

al., 2004; Hofmann et al., 2006b). Myosin hingegen aktiviert den Präinitiationskomplex, da die 

Transkription der initialen Nukleotide durch Kernmyosinantikörper gehemmt werden konnte 

(Hofmann et al., 2006b).  

Wie bereits in 1.1.2. erwähnt, liegen genreiche Chromosomenabschnitte oder aktive 

Chromosomenbereiche im Kerninneren, während 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 unabhängig 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 könnte. Nach Genaktivierung könnte die 

DNA für die Myosinschwanzdomäne zugänglich und die Chromosomenregion entlang von 

Aktinschienen in das Kerninnere bewegt werden (Hofmann et al., 2006a). 

Bei der RNA-Polymerase III-abhängigen Transkription scheint β -Aktin ebenfalls beteiligt zu sein. Es 

bindet an die größte RNA-Polymerase III-Untereinheit und ist in vivo an Promotersequenzen von aktiv 

transkribierten U6-Genen lokalisiert. Außerdem war β -Aktin in einem in-vitro-Experimenten eine für 

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 

III-abhängigen 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-abhängigen 

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 fördern, konnten die RNA-

Polymerase I-abhängige Transkription nicht hemmen. Im Gegensatz dazu zeigten Cytochalasin D und 

Latrunculin B, welche mit der Aktinpolymerisierung interferieren, einen starken inhibitorischen 

Effekt auf die prä-rRNA-Synthese (Ye et al., 2008). 

Während Aktin an die RNA-Polymerase I unabhängig von deren Funktionszustand assoziiert ist, liegt 

Kernmyosin IC an den Transkriptionsinitiationsfaktor TIF-IA 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 I und dem TATA-bindenden Faktor TIF-IB/SL1, was für die Ausbildung des 

Transkriptionsinitiationskomplexes am rDNA Promoter erforderlich ist. TIF-IA dissoziiert aus dem 

Polymerasekomplex während der frühen Elongation. Mit Antikörpern 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 unabhängig 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-IA weiterhin unklar.   

Kürzlich konnte gezeigt werden, dass die Assoziation von Aktin und Kernmyosin mit der rDNA und 

dem Polymerase I-Apparat die Motorfunktion von Kernmyosin IC benötigt. Kernmyosinmutanten mit 

einer Defizienz in der ATPase-Aktivität oder Aktinbindung waren nicht in der Lage, mit der 

Polymerase I zu interagieren und ihre Assoziation mit der rDNA war stark beeinträchtigt. 

Experimente mit motordefizienten Kernmyosin IC-Mutanten haben dabei ergeben, dass die 

Motoraktivität von Kernmyosin nicht für die Rekrutierung der Polymerase I zum rDNA-Promotor, 

sondern bei der Transkriptionselongation eine Rolle spielen soll (Ye et al., 2008).   

Die Basis für die Transkriptionselongation stellen ATP-abhängige 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 I 

interagieren kann, sitzt entlang des gesamten ribosomalen Gens und aktiviert die Postinitiationsphasen 

der Transkription. Kernmyosin verankert möglicherweise 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.  

 
 
Abb. 1.12.: Schematische Darstellung von Aktin und Kernmyosin IC im Polymerase I-
Transkriptionskomplex (nach Grummt, 2006). 
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Aktin und Myosin üben möglicherweise sowohl strukturelle und eine katalytische Funktionen bei der 

Transkription aus. 

In Chromatinimmunpräzipitationsexperimenten mit bestimmten Kernmyosinantikörpern konnte 

sowohl Kernmyosin am Promoter als auch in der kodierenden rDNA-Sequenz präzipitiert werden, 

während andere Antikörper nur in der Lage waren, am Promoter gebundenes Kernmyosin IC zu 

präzipitieren (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. Möglicherweise triggert die Interaktion von Kernmyosin mit Aktin eine 

Konformationsänderung, die den Übergang des Polymerase I-Komplexes von der Initiationsphase in 

die Elongationsphase fördert (Ye et al., 2008). 

Die Polymerase besitzt bereits selbst eine Motorfunktion. Während ihrer Arbeit pausiert sie oder 

wandert im Rahmen ihrer Fehlerkorrekturfunktion sogar rückwärts. 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, 

könnte sich laut dieser Modellvorstellung Myosin mit seiner Schwanzdomäne am negativ geladenen 

DNA-Rückgrat verankern und mit seiner Kopfdomäne an Aktin binden (Lanerolle et al., 2005). Diese 

Modellvorstellung konnte jedoch bislang noch nicht bestätigt werden. Experimente mit der 

Überexpression einer Kernmyosinmutante ohne Schwanzdomäne und nachfolgende 

Chromatinimmunpräzipitation (ChIP) mit Polymerase I-Antikörpern RPA116 erbrachten zwar 

reduzierte Level von Polymerase I sowohl am Promoter als auch in der transkribierten Region. Die 

Interaktion dieser Kernmyosinmutante mit der Polymerase I selbst schien jedoch nicht beeinträchtigt. 

Allerdings konnte auch dargestellt werden, dass die Kernmyosinmutante ohne Schwanzdomäne im 

Gegensatz zu motordefizienten Kernmyosinmutanten stärker 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 früher für 

Schwangerschaftstests verwendet, weshalb der Frosch auch als Apothekerfrosch bezeichnet wurde. 

Das im Urin von Schwangeren enthaltene Choriongonadotropin führte zum Ablaichen weiblicher 

Tiere oder zur Spermatorrhoe männlicher 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 laevis im Tierreich zu sehen. 
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Abb.  1.13.: Weibliches Exemplar eines Xenopus laevis. 
 

 
Reich Landwirbeltiere (Tetrapoda) 

Klasse 
   Unterklasse 

Amphibien/Lurche (Amphibia) 
   Lissamphibia 

Ordnung 
   Unterordnung 

Froschlurche (Anura) 
   Mesobatrachia 

Überfamilie 
   Familie  
      Unterfamilie 

Zungenlose (Pipoidea) 
   Zungenlose (Pipidae) 
      Dactylethrinae 

Gattung Krallenfrösche (Xenopus) 

Art Glatter Krallenfrosch  
(Xenopus laevis) 

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

 

1.4.1. Besonderheiten der Oozyten von Xenopus laevis 

Das Ovar von Xenopus laevis enthält insgesamt ungefähr 30 000 Oozyten in sechs Oozytenstadien 

und kann durch eine Operation am anästhesierten Frosch gewonnen werden. Die Größe der Oozyten 

reicht von etwa 50 Mikrometer im prävitellogenen Stadium I bis zu 1,2 Millimeter im reifen Stadium 

VI (Dumont, 1972). Ein wichtiger Faktor für die Größenzunahme während der ungefähr drei Monate 

dauernden Oogenese ist die Einlagerung von Dotterproteinen. Aufgrund der Dottereinlagerung 

vergrößert sich während der Vitellogenese das Zytoplasma stärker als der Zellkern. Während der 

Embryogenese werden die Dotterproteine degradiert und die Aminosäuren für 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 

105-fach größeres Volumen als der Zellkern einer somatischen Zelle. Die Oozyten befinden sich in der 

Prophase der ersten meiotischen Teilung. Sie werden nach Ablauf des Leptotän, Zygotän, Pachytän 

und frühen Diplotän arretiert (Gall et al., 1991). Neben den haploiden 18 

Lampenbürstenchromosomen befinden sich im Zellkern bis zu 1500 amplifizierte Nukleolen mit 
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extrachromosomaler rDNA, 50 bis 100 Cajal-Körperchen und Tausende von B-Snurposomen (Gall et 

al., 2004). Während somatische Zellen wenige Tausend Kernporenkomplexe besitzen, sind es bei 

Xenopus-Oozyten etwa 40 Millionen. Die Oozyten lassen sich manuell in die Kompartimente 

Zytoplasma, Zellkernhülle und Kerninhalt auftrennen (Scheer et al., 2005). Daher bieten sich 

Xenopus-Oozyten insbesondere für Transport- und Transkriptionsstudien an.  

 

1.4.1.1. Lampenbürstenchromosomen  

Walter Flemming beschrieb 1882 die Riesenchromosomen im Keimbläschen des mexikanischen 

Axolotls, Ambystoma mexicanum. Wenige Jahre später prägte Rückert (1892) den Begriff 

„Lampenbürstenchromosomen“ bei der Untersuchung von Zellkernen des Hais Pritiurus. 

Die 18 Lampenbürstenchromosomen 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 Lampenbürstenchromosomen bei Xenopus laevis kurz und besitzen 

verhältnismäßig 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 II 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).  

 

 
 
Abb. 1.14.: Lampenbürstenchromosomen von Xenopus laevis. Eichstrich 10 µm. 
 
An etwa 90 spezifischen Stellen an den Lampenbürstenchromosomen findet Transkription durch die 

RNA-Polymerase III 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 Präparationsergebnisse für die Xenopus-Lampenbürstenchromosomen sind stark von der 

hormonellen Situation des Frosches abhängig (Gall et al., 1991). Transkriptionell aktive 
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Chromosomen sind zwar bereits bei Oozyten des Stadiums I zu finden (Hill und MacGregor, 1980). 

Für die Präparationen von Lampenbürstenchromosomen sind jedoch die Oozyten im Stadium IV gut 

geeignet. Der Zellkern erreicht hier bereits seine maximale Größe, die Transkription ist noch im 

Gange, während die vielfältigen Veränderungen 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 Lampenbürstenchromosomen 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, 

müssten 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 ungefähr    

300 000 (Scheer, 1973). Um diesen riesigen Bedarf an Ribosomen für die Embryogenese zu decken, 

entstehen während des Pachytän zirkuläre Moleküle extrachromosomaler Kopien an rDNA, die als 

Fokus für die Ausbildung so genannter amplifizierter Nukleolen dienen (Gall et al., 2004). Daher 

enthalten Xenopus-Oozyten 22 bis 35 pg rDNA zusätzlich zu den 12 pg chromosomaler DNA, was 

etwa 2 Millionen zusätzlicher rRNA-Genen entspricht. Jeder der 1000 bis 1500 amplifizierten 

Nukleolen enthält etwa zwischen 500 und 11 000 rRNA-Gene (Mais und Scheer, 2001).  

Nach Spreitung des Oozytenkerninhaltes können die Nukleolen dargestellt werden (Abb. 1.15.). 

Lichtmikroskopisch lassen sich ein Kortex und eine Kernregion („Core“) abgrenzen. Im Nukleolus-

Kern ist das fibrilläre Zentrum mit der rDNA, der RNA-Polymerase I und dem RNA-Polymerase I-

spezifischen Transkriptionsfaktor UBF („Upstream Binding Factor“) sowie die dichte fibrilläre 

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 granuläre 

Komponente (GC) dar (Mais und Scheer, 2001). Hier ist das nukleoläre Proteine B23 zu finden 

(Kneissel et al., 2001). 

 

 
 
Abb. 1.15.: Amplifizierte Nukleolen von Xenopus laevis. Eichstrich 5 µm. 
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1.4.1.3. Mitochondriale Wolke (Balbiani-Körper)  

Die mitochondriale Wolke, auch Balbiani-Körper genannt, ist ein zytoplasmatisches Organell, das in 

Oogonien und in prävitellogenen Xenopus-Oozyten (Stadium I) zu finden ist. Es wurde erstmalig 1845 

in Spinnenoozyten entdeckt, später 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 sphärische Organell in Kernnähe, aber auf der Seite der Oozyte, 

die später 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 außerhalb 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 außerhalb 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 frühe Lokalisierungsweg 

oder METRO („Message Transport Organizer“) für die Keimplasma-RNAs benützt 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. 

Für 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 zunächst 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 schließlich dort verankert. Anschließend 

zerbricht die mitochondriale Wolke (Wilk et al., 2004).  

Der späte Transportweg für die anderen RNAs, wie zum Beispiel Vg1 oder VegT, läuft 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 ubiquitär exprimierte Protein eIF5A trägt als bislang einziges bekanntes Protein die Aminosäure 

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 könnten neue antivirale (Hauber et al., 

2005) und antileukämische (Balabanov et al., 2007) Therapiemöglichkeiten eröffnen. Die zelluläre 

Funktion von eIF5A ist jedoch noch weitgehend unklar. Daher ist die Aufklärung der zellulären 

Funktion von eIF5A von großer Bedeutung. 

 

1.5.1 Export von CD83 mRNA 

Durch die Behandlung dendritischer Zellen mit einem Hypusininhibitor wurde die 

Oberflächenexpression des Oberflächenrezeptors 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 könnte ebenfalls eIF5A-abhängig ablaufen. Deshalb soll der 

nukleozytoplasmatische Export von CD83 mRNA mithilfe von Xenopus laevis-Oozyten näher 

untersucht werden. Xenopus laevis-Oozyten können durch eine Operation in großer Menge gewonnen 

werden. Die Oozyten zeichnen sich außerdem durch eine hohe Anzahl an Kernporenkomplexen aus 

und lassen sich aufgrund ihrer Größe durch Mikroinjektion manipulieren und manuell in Zellkern- 

und Zytoplasmafraktion trennen. Um die Ergebnisse aus dem Modellsystem Xenopus-Oozyte auf 

humane dendritischen Zellen übertragen zu können, sollen zu allen am Export potentiell beteiligten 

humanen Faktoren Xenopus-Homologe zugeordnet werden. 

 

1.5.2. Export von oozytentypischem Transkriptionsfaktor IIIA (TFIIIA) in Oozyten von 

Xenopus laevis  

Als Bindungspartner von eIF5A wurde in Xenopus-Oozyten der oozytentypische Transkriptionsfaktor 

IIIA (TFIIIA) identifiziert (Doktorarbeit W. Hofmann, 2002). TFIIIA ist sowohl bei der RNA-

Polymerase III-abhängigen 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 TFIIIA analysiert werden, 

insbesondere im Hinblick auf eine Beteiligung von eIF5A als Kofaktor. 
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1.5.3. Funktion von Kernmyosin IC bei Transkription und Kernexport 

Als weiterer Interaktionspartner von eIF5A wurde Aktin beschrieben (Hofmann et al., 2001). 

Kernaktin ist bereits seit längerer 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 

Aufklärung von Kernaktinfunktionen geliefert haben (Scheer et al., 1984; Hofmann et al., 2001), 

bietet sich daher das Modellsystem Xenopus-Oozyte für die Analyse von Kernmyosinaufgaben an. 

Neben der besonderen Eignung für Exportstudien stellen Xenopus-Oozyten mit ihren amplifizierten 

Nukleolen und den Lampenbürstenchromosomen auch geeignete Objekte zu Transkriptionsversuchen 

dar. Nach der Identifizierung des Kernmyosin IC bei Xenopus laevis sollen Antikörper gegen dieses 

Protein hergestellt werden. Anschließend soll eine Beteiligung von Kernmyosin bei Transkriptions- 

und Exportprozessen geprüft werden.  
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2. MATERIAL           

      

2.1. Biologisches Material 

 
2.1.1. Tiere 
 

Weibliche afrikanische Krallenfrösche wurden entweder aus einer südafrikanischen Schlangenfarm 

(Nasco, South African Snake Farm, Fish Hoek, Cape Province, Südafrika) oder aus institutseigener 

Nachzucht bezogen. 

Xenopus laevis:  

 

2.1.2. Zellinien 
 

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 % CO2.  

HeLa-Kulturzellen: 

 

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 % CO2.  

XTC-Zellen: 

 

XlKE-A6-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 % CO2 kultiviert.  

XlKE-A6 Kulturzellen:  

 
2.1.3. Bakterienstämme 
 

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

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

 

Diese Bakterien wurden zur Transformation von Plasmiden in Ligationsansätzen verwandt.  

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

 

Dieser Bakterienstamm besitzt eine verminderte Proteaseaktivität und zusätzliche Kopien seltener 

tRNA-Gene, wodurch eine verbesserte Proteinexpression erreicht werden kann.  

E. coli BL21CodonPlusTM(DE3)-RIL (Stratagene, Amsterdam): 

 

Dieser Bakterienstamm wurde für die Proteinexpression aus pQE-Vektoren entwickelt. 
E. coli M15 (Qiagen, Hilden): 
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2.1.4. Antikörper 

 

2.1.4.1. Primäre Antikörper 

 
Antikörper Herstellung Tier Bezugsquelle 

α-BrdUTP monoklonal Maus Roche, Mannheim 

α-BrdUTP polyklonal Schaf Abcam, Cambridge 

α-BSA monoklonal Maus Sigma-Aldrich, Deisenhofen 

α-CRM1 Peptid Japan polyklonal Kaninchen J. Hauber, Hamburg  
(Kudo et al., 1997) 

α-Digoxigenin (AP) polyklonal Schaf Roche, Mannheim 

α-eIF5A #1a,2a,3a,8,9,11,22 polyklonal Kaninchen J. Hauber, Hamburg 

α-Emerin monoklonal Maus H. Zentgraf, Heidelberg 

α-GST polyklonal Kaninchen Sigma-Aldrich, Deisenhofen 

α-His6 monoklonal Maus H. Zentgraf, Heidelberg 

α-TFIIIA #17, 37 monoklonal Maus H. Zentgraf, Heidelberg 

α-Kernmyosin IC #42, 54 
 (Xenopus laevis) 
(XNM IC #42, 54) 

monoklonal Maus H. Zentgraf, Heidelberg 

α-Kernmyosin IC gp30 
(Xenopus laevis) 
(XNM IC gp30) 

polyklonal Meerschwein Seqlab, Göttingen 

α-Kernmyosin IC  
(Homo sapiens) 
(NM IC) 

polyklonal Kaninchen P. de Lanerolle, Chicago 
(Nowak et al., 1997) 

ELAV 065 polyklonal Kaninchen J. Hauber, Hamburg 

α-Nukleoporin mAB 414  monoklonal Maus Roche, Mannheim 

α-Nukleoporin 62 (GP62) polyklonal Meerschwein Lourim et al., 1996 

α-Polymerase I: 57/299 polyklonal Mensch U. Scheer, Würzburg 

α-Polymerase I: S 18 polyklonal Mensch U. Scheer, Würzburg 
(Reimer et al., 1987a) 

α-Polymerase II: H 14 monoklonal Maus U. Scheer, Würzburg 
(Bregman et al., 1995)   

α-Fibrillarin: 72 B9 polyklonal Mensch U. Scheer, Würzburg 
(Reimer et al., 1987b) 

α-Fibrillarin: S 4 polyklonal Mensch U. Scheer, Würzburg 
(Reimer et al., 1987b) 

α-B23 (NO185, Ascites) monoklonal Maus M. Schmidt-Zachmann, 
Heidelberg (Kneissel et al., 

2001) 
 
Tab. 2.1.: Primäre Antikörper. 
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2.1.4.2. Sekundäre Antikörper  

 
Antikörper 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 

Meerschwein Peroxidase Jackson ImmunoResearch 

 Texas Red Jackson ImmunoResearch 

Mensch Peroxidase Jackson ImmunoResearch 

 Texasred Jackson ImmunoResearch 

Schaf Texasred Jackson ImmunoResearch 

 
Tab. 2.2.: Sekundäre Antikörper.  
Die Antikörper der Firma Jackson ImmunoResearch wurden über Dianova (Hamburg)  bezogen.  
 
 

2.1.4.3. Subklassenspezifische Antikörper für den Ochterlony-Test 
Kaninchen α-Maus-IgG1, -IgG2a, -IgG2b, -IgG3, -IgM (MB Biomedicals) 

 

2.1.3.4. Isotyp-Kontrollantikörper 
 gereinigtes Maus IgM, Sigma-Aldrich (Deisenhofen) 

 gereinigtes Kaninchen IgG, Sigma-Aldrich (Deisenhofen) 
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2.2. Molekularbiologisches Material 

 

2.2.1. Plasmidvektoren 

 

2.2.1.1. Plasmid zum Überprüfen der chemischen Kompetenz von Bakterien 
 

• Antibiotikaresistenz: Ampicillin 

pUC-Vektor (Invitrogen, Karlsruhe) 

 

2.2.1.2. Plasmid für die Klonierung von PCR-Produkten 
 

Der Vektor ermöglicht eine Klonierung von PCR-Produkten mit einem 3`-Überhang aus 

Desoxyadenosin. Der Vektor liegt bereits in linearisiertem Zustand vor und besitzt einen 3`-Überhang 

aus Thymidin. Das Enzym Topoisomerase I besitzt Ligaseaktivität und ist kovalent an die offenen 3`-

Enden des Vektors gebunden. Nach Integration des PCR-Produkts in den Vektor dissoziiert das 

Enzym. Über den T7-Promotor ist eine in-vitro-Transkription möglich.  

pCR 2.1 TOPO-Vektor (Invitrogen, Karlsruhe): 

• Antibiotikaresistenz: Ampicillin und Kanamycin 

 

 
 

Abb. 2.1.: Multiple Klonierungsstelle im 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-I-Gen für die Repression der Genexpression. Die 

Genexpression kann mittels Laktose oder Laktoseanaloga (z. B. IPTG) induziert werden. Das Gen für 

die Glutathion-S-Transferase (GST, aus Shistosoma japonicum, 26 kDa) steht unter der Kontrolle des 

tac-Promoters und enthält ein Startkodon, eine Ribosomenbindungsstelle und einen lac-Operator. Die 

einklonierte cDNA wird C-terminal an GST fusioniert. Die Aufreinigung erfolgt über den GST-Anteil 

des Fusionsproteins. Eine enzymatische Abspaltung des GST über die Erkennungssequenz des Faktor 

Xa ist möglich.  

 

• Antibiotikaresistenz: Ampicillin 

 

 
 

Abb. 2.2.: Multiple Klonierungsstelle im pGEX-Vektor. 
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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 verstärken. Da carboxyterminal sechs 

Histidine angehängt werden, darf bei der Klonierung von cDNA in den pQC-His6 kein terminales 

Stopkodon eingefügt werden. Die Klonierung erfolgt über die Enzymschnittstellen BamHI und 

HindIII, die Expression erfolgt in XL1-blue- oder M15-Bakterien.  

pQC-His6 (von H. Zentgraf, Heidelberg, zur Verfügung gestellt): 

• Antibiotikaresistenz: Ampicillin 

Basenpaar 1 bis 120:  aus dem pQE-8-Vektor (Basenpaar 1 bis 120) 

Aufbau des pQC-His6: 

Basenpaar 120 bis 168:   pQC-His6 

Basenpaar 168 bis 3424: aus dem pQE-8-Vektor (Basenpaar 172 bis 3427) 

• 

 

Klonierungsstelle im pQC-His6: 

         BamHI      HindIII 

ATG AGA GGA TCC GGA AAG CTT

 M   R   G   S   G   K   L   H   H   H   H   H   H   * 

 CAC CAT CAC CAT CAC CAT TAA 

 
2.2.1.4. Eukaryotische Expressionsvektoren 
In eukaryotischen Systemen wurden Expressionsvektoren verwandt, die einen Zytomegalovirus 

(CMV)-Promoter enthalten.  

 

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

Sequenz auch eine in-vitro-Transkription. 

pcDNA3 (Invitrogen, Karlsruhe): 

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

 
 

Abb. 2.3.: Multiple Klonierungsstelle im pcDNA3-Vektor. 
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pEGFP-N1, pEGFP-N2, pEGFP-N3 (BC Biosciences Clontech, Heidelberg): 

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

Carboxyterminal an die einklonierte cDNA wird EGFP („Enhanced Fluorescent Protein“ aus 

Aequorea victoria) exprimiert.  

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

 

 
 

Multiple Klonierungsstelle („Multiple Cloning Site, MCS) von pEGFP-N1: 

 
Multiple Klonierungsstelle (MCS) von pEGFP-N2: 

 
Multiple Klonierungsstelle (MCS) von pEGFP-N3: 

 
 
 

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

 
Protein Plasmid mit einklonierter DNA 

TFIIIA, 

Oozytentyp 

Xenopus laevis 

pGEX-TFIIIA-volle Länge 

pQC-His6-TFIIIA-volle Länge 

pGEX-TFIIIA-NES mit GG-Linker 

Kernmyosin IC 

Xenopus laevis 

IMAG p998H2113318G3 (RZPD) 

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  

Xenopus laevis 

pTOPO-elrA,  

pQC-His6-elrA, pEGFP-elrA 

XAPRIL 

Xenopus laevis 

IMAGp998D1812173Q3 in pCMV-SPORT6 (RZPD) 

pGEX-XAPRIL-ΔNLS 

pEGFP-XAPRIL volle Länge 

XPP32 

Xenopus laevis 

IMAGp998A04929Q3 in pCMV-SPORT6 (RZPD) 

pQC-His6-XPP32-ΔNLS 

pEGFP-XPP32-volle Länge 

XPO1 

Xenopus laevis 

pQC-His6-XPO1-volle Länge 

 
Tab. 2.3.: Plasmide mit einklonierter DNA. 
RZPD: Deutsches Ressourcenzentrum für Genomforschung 
Δ: Deletion 

 

Von J. Hauber und A. Prechtel, Hamburg, zur Verfügung gestellt: 
 
Protein Plasmid mit einklonierter DNA 

eIF5A pGEX-eIF5A 

CD83 pcDNA3-CD83 SL2, pcDNA3-CD83 volle Länge  

pcDNA3-CD83 volle Länge-ΔSL2 

pcDNA3-CD83 SL2 wobble, pcDNA3-CD83 SL2 wobble volle Länge 

 
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 für die reverse Transkription wurde von der Firma Promega (Mannheim) oder 

MBI Fermentas (St. Leon-Rot) bezogen. 

 

 

2.2.2.1. Insertprimer 

 
Primer Bemerkung verwendete 

Schnittstelle 

Zielvektor Sequenz Tm 

XNM IC (Kernmyosin IC), Xenopus laevis 

XNM IC Aminoterminus, 16 Aminosäuren 

XNMyoC-f -5` Startkodon HindIII pEGFP-N1 5`-ttgaagctt 64°C acgatgaagtacagagcagcg-3` 

XNMyoIC-r-3`  HindIII pEGFP-N1 5`-ccgaagctt 67°C taaggcactttccatggtgac-3` 

XNMyoC-f-5` Startkodon mit EcoRI aus  

pCR-TOPO 

pCR-TOPO 

pGEX-5.1 

5`-ttgaagctt 64°C acgatgaagtacagagcagcg-3` 

XNMyoIC-r-3`  mit EcoRI aus  

pCR-TOPO 

pCR-TOPO 

pGEX-5.1 

5`-ccgaagctt 67°C taaggcactttccatggtgac-3` 

XNM IC verkürztes Protein, 240 aminoterminale Aminosäuren 

XNMyoC-f-5` Startkodon HindIII pQC-His6 5`-ttgaagctt 64°C acgatgaagtacagagcagcg-3` 

XMyoC-r-3`  HindIII pQC-His6 5`-tgcaagctt 70°C atcaagacccagacggcgaa-3` 

Transkriptionsfaktor IIIA (TFIIIA), Oozytentyp, Xenopus laevis 

TFIIIA volle Länge 

TF3Afl-f-5` Startkodon BamHI pQC-His6 5`-tgtggatcc 70°C gctgaaggagagatgggagag-3` 

TF3Afl-r-3` volle Länge, 

kein Stopkodon 

HindIII pQC-His6 5`-cttaagctt

 

ttgtatagttaatttatctagaa-3` 51°C 

ElrA, Xenopus laevis, Äquivalent zu HuR 

ElrA volle Länge 

elrA-f-3` Startkodon BamHI pQC-His6 

pEGFP-N3 

5`-aggggatcc 65°C aagatgtctaacggttatgaaga-3` 

elrA-r-5` volle Länge, 

kein Stopkodon 

BamHI pQC-His6 

pEGFP-N3 

5`-agcggatcc 68°C tttgtgtgacttgctggtttt-3` 
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Primer Bemerkung verwendete 

Schnittstelle 

Zielvektor Sequenz Tm 

XAPRIL, Xenopus laevis, mögliches Äquivalent zu APRIL 

XAPRIL volle Länge 

X-APR 5` Startkodon BamHI pEGFP-N3 5`-aacggatcc 64°C agcaagatggacatgaaa-3` 

X-APR 3` kein Stopkodon BamHI pEGFP-N3 5`-gtcggatcc 63°C atcctcttcgtcaccttca-3` 

XAPRIL mit deletiertem Kernlokalisationssignal 

XAPRIL-GST-5` Startkodon BamHI pGEX-5.1 5`-aattggatcc 56°C agatggacatgaaa-3` 

XAPRIL-GST-3` NLS deletiert XhoI pGEX-5.1 5`-tttctcgag 59°C tttgccagattcttcttc-3` 

XPP32, Xenopus laevis, mögliches Äquivalent zu PP32 

XPP32 mit deletiertem Kernlokalisationssignal 

XPP32 5` Startkodon BamHI pEGFP-N3 5`-agtggatcc 68°C cgcagaatggacatgaagaa-3` 

XPP32tr-3`Hind NLS deletiert HindIII pQC-His6 5`-cttaagctt 52°C ttccccgtgttc-3` 

XPP32 volle Länge 

XPP32 5` Startkodon BamHI pEGFP-N3 5`-agtggatcc 68°C cgcagaatggacatgaagaa-3` 

X-PP32 3` kein Stopkodon BamHI pEGFP-N3 5`-tttggatcc 70°C gtcatcatcttccccctcgt-3` 

XPO1, Xenopus laevis, Äquivalent zu CRM1/exportin1 

XPO1 volle Länge 

XPO1 F1-5` Startkodon BamHI pQC-His6 5`-aaaggatcc 63°C atgccagcaattatgacc-3` 

XPO1 R1-3` kein Stopkodon HindIII pQC-His6 5`-taaaagctt 61°C gtcgcacatttcttcagg-3 

 
Tab. 2.5.: Insertprimer. 
Tm: Schmelztemperatur des Primers. 
 

2.2.2.2. Sequenzierprimer 

 
Primer Sequenz forward 5` Tm Sequenz reverse 3` Tm 

M13 (pCR-TOPO) 5´-gtaaaacgacggccagtg-3` 49°C 5`-ggaaacagctatgaccatga-3` 47°C 

pEGFP-N 5`-taggcgtgtacggtggg-3` 50°C 5`-ccgtttacgtcgccgt-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 wobble, CD83 volle Länge, CD83 volle Länge ΔSL2, CD83 volle 

Länge SL2 wobble 

Für die Markierung der RNA wurde entweder Digoxigenin-UTP oder 32P-UTP verwandt.  

 

2.2.4. Proteine 
 BSA   Sigma-Aldrich (Deisenhofen) 

 IgG   gereinigtes Kaninchen IgG, Sigma-Aldrich (Deisenhofen) 

 IgM   gereinigtes Maus IgM, Sigma-Aldrich (Deisenhofen) 

 
Folgende Proteine stammen aus eigener Aufreinigung: 

 GST, GST-XAPRIL-ΔNLS, GST-eIF5A, GST-XPP32-ΔNLS, GST-TFIIIA-NES,  

       GST-XNM IC-N-Terminus 

 elrA-His6, Ran-His6, TFIIIA-His6, XNM IC-trunc-His6, XPO1-His6,   

XPP32-ΔNLS-His6 

 

Folgende Proteine wurden von J. Hauber, Hamburg, zur Verfügung gestellt:  

 HuR-His, GST-HIV-1-Rev-NES 

 

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

 

 Polymerasen: 

 Taq- 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` 

 EcoRI  5`…G^AATTC…3` 

 HindIII  5`…A^AGCTT…3` 

 SmaI  5`…CCC^GGG…3` 

 XbaI  5`…T^CTAGA…3` 

 XhoI  5`…C^TCGAG…3` 
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 Reverse Transkriptase MMuLV RNAse H Minus (50 U/µl): 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)  

 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) 

 

2.2.7. Marker 

 

2.2.7.1. Größenmarker für die DNA-Gelelektrophorese 
 λDNA molecular weight marker III (λDNA · Eco RI + Hind III) (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 für SDS-PAGE 
 Precision Plus Protein Standards-Dual Color von BIO-RAD, München: 

      10, 15, 20, 25, 37, 50, 75, 100, 150, 250 kDa 
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 “High”- und “Low- Range”- Marker, BIO-RAD, München:   

“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, München.  
 

2.3. Chemikalien 
Soweit nicht anders erwähnt, wurden alle Chemikalien in Analysequalität von folgenden Firmen 

bezogen: Applichem (Darmstadt), Merck (Darmstadt), Roth (Karlsruhe), Serva (Heidelberg), Sigma-

Aldrich (Deisenhofen): 

 

2.4. Material für die Zellkultur 
Gewebekulturplatten, Petrischalen und Stripetten wurden bezogen von Corning Costar (Bodenheim), 

15- und 50 ml- Zentrifugenröhrchen von Sarstedt (Nümbrecht), Zellkulturmedien und Zusätze von 

Gibco Invitrogen (Karlsruhe), Trypsin 250 von Difco. 

   

2.5. Verbrauchsmaterialien 
Verbrauchsmaterialien wurden großteils über Hartenstein (Würzburg) oder Noras (Würzburg) 

bezogen.  

CnBr-aktivierte Sepharose 4B   Amersham Biosciences (Uppsala) 

Einbettmedium für Gefrierschnitte  Leica (Nussloch) 

Femtotips-Injektionsnadeln   Eppendorf (Hamburg) 

Glutathion-Sepharose-4B   Amersham Biosciences (Uppsala)  

Kapillaren zur Schmelzpunktbestimmung Hirschmann, über Noras (Würzburg) 

Mehrwellobjektträger    Marienfeld (Lauda-Königshofen) 

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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Röntgenfilm Cronex 5    AGFA 

Whatman-Papier    Schleicher und Schuell (Dassel) 

Verstärkerfolien    Dr.Gooß 

 

2.6. Geräte 
Biophotometer     Eppendorf (Hamburg) 

Brutschrank, CO2-Auto-Zero              Hereus-Holding (Hanau) 

Gelelektrophoresekammern   BIO-RAD (München)  

Drehtisch Reax 2    Heidolph, über Hartenstein (Würzburg) 

Drehtisch Rotary mixer    über Hartenstein (Würzburg) 

Drystar Geltrockner    H. Hölzel GmbH, über Hartenstein (Würzburg) 

Elektronenmikroskop Zeiss EM 10  Zeiss (Oberkochen) 

Waage DeltaRange PB3002   Mettler (Düsseldorf) 

Feinwaage Mettler AC 100   Mettler (Düsseldorf) 

Fluoreszenzmikroskop Axiophot Stereo  

HB050 mit Quecksilberlampe   Zeiss (Oberkochen) 

Graphit-Blotkammer    LMS, über Hartenstein (Würzburg) 

Heizblock     Liebisch, über Hartenstein (Würzburg) 

Heizplatte IKA Combimag RCT      

Homogenisator RW20    Janke & Kunkel, über Hartenstein (Würzburg) 

Kaltlichtquelle KL 1500   Schott     

Kippschüttler WS5    Laborgerätebau Edmund Bühler (Tübingen) 

Konfokales Laser Scanning Mikroskop 

TCS SP2     Leica 

Kryostat-Mikrotom 2800 Frigocut  Reichert-Jung, Leica (Nussloch) 

Mikroinjektionsgerät    Biochem Laborbedarf (Mannheim) 

Mikroinjektor 5242    Eppendorf (Hamburg) 

Mikromanipulator    Brinkmann Instrumentenbau (Mannheim) 

Mikromanipulator    Leitz (Wetzlar) 

Mikroschmiede     Bachofer Laboratoriumsgeräte (Reutlingen) 

Minifuge RF     Hereus Sepatech (Hanau) 

Netzgeräte     Fischer (Heidelberg) 

Omnifuge 2.0 RS    Hereus (Hanau) 

pH-Elektrode     über Hartenstein (Würzburg) 

pH-Meter pH 525    WTW, über Hartenstein (Würzburg) 

Sonifier B12  Branson Sonic Power Company, über Gerhard 

Heinemann (Schwäbisch Gmünd) 
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Stereolupe Wild M8    Leica 

Sterile Werkbank BSB 6A   Gelaire Flow Laboratories 

Tischzentrifuge „Mikroliter“   Hettich 

Ultramikrotom     RMC  (Tuson, USA) 

Umkehrmikroskop Wilovert   Hund, Wetzlar 

UV-Stratalinker    Stratagene EUROPE, Amsterdam, Holland 

UV-Lampe     Bachofer Laboratoriumsgeräte (Reutlingen) 

Vortexer GLW L46 

Wasserbad Thermomix 1441   Braun 

Zentrifuge Biofuge A    Heraeus (Hanau) 

Zentrifuge Minifuge GL   Heraeus (Hanau) 

 

2.7. Computerprogramme und Internet-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)   http://www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST/ 

clustalW (Thompson et al., 1994)   http://www.ebi.ac.uk/clustalw/ 

ExPASy     http://expasy.org 

Google      http://www.google.de 

Resourcen-Center    http://www.rzpd.de 

NCBI      http://www.ncbi.nlm.nih.gov/ 

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

RasMol Version 2.6. 

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

Pubmed     http://www.ncbi.nlm.nih.gov/ 

Primer3  http://frodo.wi.mit.edu/cgi-

bin/primer3/primer3_www.cgi 

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

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

Protein Accession number und GenInfo Identifier (Nucleotide) 

Myosin IA Homo sapiens NM_005379  GI:29544746  
Myosin IB Homo sapiens NM_012223  GI:44889480 
Myosin IC Homo sapiens NM_033375  GI:46485767 
Myosin ID Homo sapiens NM_015194  GI:51100973  
Myosin IE Homo sapiens NM_004998  GI:55956915   
Myosin IF Homo sapiens NM_012335  GI:27544940 
Myosin IG Homo sapiens NM_033054  GI:54873626          
Myosin IC Xenopus laevis EF026164  GI: 117667424; EB724387  GI:95004021 
Kernmyosin IC Mus musculus AY007255  GI:11067001 
Kernmyosin IC Homo sapiens AC100748  GI:21306865; NM_033375  GI:46485767;  

BU859310  GI:24044302  
Kernmyosin IC  
Rattus norvegicus 

NM_023092  GI:12831208 

Kernmyosin IC Bos tauris DV924751  GI:82981079 
Kernmyosin IC Gallus gallus DR427647  GI:68329663 
Kernmyosin IC  
Xenopus laevis 

BC077774  GI:50416439 

Kernmyosin IC  
Xenopus tropicalis 

DN006063  GI:58849703 

Aktin Homo sapiens NM_001101  GI:50516088 
Aktin Xenopus laevis AF079161 GI:3348130 
HuR Homo sapiens U38175  GI:1022960    
ElrA Xenopus laevis U17596  GI:608536    
APRIL Homo sapiens NM_006401 GI:5454087 
XAPRIL Xenopus laevis BC073408 GI:49118408 
PP32 Homo sapiens NM_006305 GI:20127493 
XPP32 Xenopus laevis BC060336 GI:37805186  
CRM1 Homo sapiens NM_003400  GI:53759152 
EXP1 Mus musculus BC062912  GI:38566275 
XPO1 Xenopus laevis BC070550  GI:47125109 
CD83 Homo sapiens BC030830  GI: 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 
TFIIIA-Oozytentyp/somatisch 
Xenopus laevis 

Protein 
P03001  GI: 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 GenInfo Identifier (Nucleotide) 
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3. METHODEN 
 

3.1. Flüssigkultur von Bakterien 
Übernachtkulturen 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.  Größere Volumina LB-Medium, 100 bis 500 ml, wurden in 

Erlmeyerkolben mit einem Aliquot aus einer Übernachtkultur angeimpft. Die Inkubation erfolgte im 

Bakterienschüttler bei 37°C. 

 

LB (Luria-Bertami)-Medium:

  5 g  Hefeextrakt (Gibco) 

    10 g Bacto Trypton (Gibco) 

  5 g  NaCl 

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

Das LB-Medium wurde autoklaviert.  

 

Antibiotika-Stammlösungen:  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 µg/ml 

     Kanamycin:   50 µg/ml 

     Tetracyclin:   15 µg/ml 

 

3.2. Anlegen von Glycerinkulturen 
Für die Archivierung von Bakterien wurden Glycerinkulturen angelegt. Hierzu wurde 150 µl Glycerin 

zu 850 µl einer Bakterien-Flüssigkultur pipettiert und gut durchmischt. Die Lagerung erfolgte bei        

-70°C. Zur Herstellung einer Flüssigkultur aus archivierten Bakterien wurden mit einer sterilen 

Pipettenspitze Bakterien abgekratzt und in Medium überführt.  

 

3.3. Plasmidisolation 
Die Plasmidisolation erfolgte entweder nach dem modifizierten Protokoll für 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-Übernachtkultur wurde mit 10 000 x g für eine Minute abzentrifugiert. 

Das Pellet wurde in 100 µl Lösung 1 resuspendiert. Nach Zugabe von 200 µl Lösung 2 wurde das 
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Reaktionsgefäß mehrmals invertiert, anschließend 150 µl Lösung 3 zugegeben und das 

Reaktionsgefäß vorsichtig geschüttelt. Der Zelldebris wurde eine Minute lang bei 10 000 x g 

abzentrifugiert und der Überstand in ein neues Reaktionsgefäß überführt. Danach wurde ein Volumen 

eiskalter absoluter Ethanol zum Überstand zugegeben, durch Invertieren gemischt und die Plasmide 

sofort bei 10 000 x g für fünf Minuten sedimentiert. Der Überstand wurde abgenommen, das Sediment 

zehn Minuten lang getrocknet und in 50 µl bidestilliertem Wasser gelöst.  

 

Lösung 1:      50 mM   Glukose 

    10 mM  EDTA, pH 8,0 

    25 mM  Tris-HCl, pH 8,0 

    Spatelspitze  RNAse A 

 

Lösung 2:   0,2 N   NaOH 

    1 %  SDS 

 

Lösung 3:      60 ml  Kaliumacetat 5 M 

    11,5 ml  Eisessig 

    28,5 ml  ddH2O  

 

3.3.2. Plasmidisolation mit dem Plasmidisolationskit (PEQLAB, Erlangen) 
Der Plasmidisolationskit kombiniert eine modifizierte alkalische Lyse mit der selektiven und 

reversiblen DNA-Bindungseigenschaft einer Silikamembran. 5 bis 10 ml Bakterien einer Flüssigkultur 

wurden pelletiert und mit 250 µl der Lösung 1 gut resuspendiert. Anschließend wurde 250 µl Lösung 

2 aufpipettiert und das Reaktionsgefäß mehrmals invertiert. Auf das nun klare Lysat wurde 300 µl 

Lösung 3 zugegeben und nach dem Invertieren sofort für zehn Minuten und 10 000 x g bei 

Raumtemperatur das nun flockige Präzipitat abzentrifugiert. Der Überstand wurde durch eine Säule 

mit einer Silikamembran für eine Minute bei 10 000 x g zentrifugiert. Anschließend wurde die Säule 

mit 500 µl High-bind-Puffer und 750 µl Waschpuffer gewaschen. Nach einer einminütigen 

Trockenzentrifugation erfolgte die Plasmidisolation aus der Säule mit 50 bis 100 µl sterilem 

bidestillierten Wasser.  

  

3.4. Konzentrationsbestimmung von Nukleinsäuren 

Die Bestimmung der DNA- und RNA-Konzentration erfolgte gegen den Leerwert photometrisch bei 

einer Wellenlänge von 260 Nanometer (Biophotometer, Eppendorf, Hamburg, Deutschland). Eine 

OD260 von 1 entspricht etwa 50 µg/ml DNA oder 40 µg/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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Doppelsträngige DNA sollte einen Quotienten OD260/OD280 von mindestens 1,8 und OD260/OD230 von 

mindestens 2,2 aufweisen, RNA von 2,0 bzw. 2,2.  

 

3.5. Fällung der DNA mit Natriumacetat und Ethanol 
Zur Fällung der DNA wurde ein zehntel Volumen 3 M Natriumacetat pH 5,2 und 2,5 Volumina 

absoluter Ethanol zur Analyse zugegeben. Optional erfolgte die Fällung bei –20°C für zwei Stunden 

oder bei -70°C für 30 Minuten. Anschließend wurde bei 4°C für 15 Minuten und 12 000 x g 

zentrifugiert, der Überstand abgenommen und das Sediment zweimal mit 70-prozentigem Ethanol 

gewaschen. Der Überstand wurde jeweils nach der Zentrifugation für fünf Minuten bei 4°C und        

12 000 x g abgenommen. Nach Lufttrocknen für zehn Minuten konnte das Sediment in gewünschtem 

Puffer oder Wasser aufgenommen werden.  

 

3.6. DNA-Gelelektrophorese 
Durch das negativ geladene Phosphoribose-Rückgrat bewegt sich die DNA in einem elektrischen Feld 

zur positiv geladenen Anode. Bei der DNA-Gelelektrophorese werden DNA-Fragmente nach ihrer 

Größe aufgetrennt, wobei aber auch die Konformation der DNA die Wandergeschwindigkeit 

beeinflusst. Ringförmig geschlossene DNA wandert umso schneller, je größer ihre Verwindungszahl 

ist. Linearisierte DNA wandert schneller als entspannte ringförmige DNA. Je nach erwarteter 

Fragmentgröße wurde 0,5 bis vier Prozent Universalagarose in DNA-Elektrophoresepuffer 

aufgekocht. Nach dem Abkühlen der Agarose auf ungefähr 50°C wurde Ethidiumbromid mit einer 

Endkonzentration von 0,2 mg/ml zupipettiert, die Agarose in den Gelschlitten eingefüllt und der 

Kamm eingesetzt. Nach Erstarren des Gels wurde die Gelkammer mit Elektrophoresepuffer gefüllt 

und der Gelschlitten eingesetzt. Der Größenmarker 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)       2 M   Tris 

50 mM   EDTA 

     1 M  Eisessig  

pH 8,5 

 

TBE – Puffer (10x):  890 mM  Tris 

890 mM  Borsäure 

  20 mM  EDTA 

pH 8,2 
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SB-Puffer (Natriumborat-Puffer) (20x) (Brody et al., Biotechnique 2004): 

    8 g   NaOH (200 mM) 

  45 g  Borsäure 

  ad 1000 ml mit bidestilliertem Wasser 

  pH 8,0 - 8,5 (mit Borsäure) 

 

DNA-Probenpuffer (10x):    50 % (v/v)  Glycerin 

 0,4 % (w/v)  Bromphenolblau 

 0,4 % (w/v)  Xylenzyanol 

 in 10 x TBE 

 

Ethidiumbromid-Stammlösung:   10 mg/ml 

 

Agarosekonzentration: 

 
Agarosekonzentration in % optimaler Trennbereich 

0,3 5 – 60 kb 

0,6 2 – 20 kb 

0,8 1 – 10 kb 

1,0 0,5 – 8 kb 

1,2 0,4 – 6 kb 

1,5 0,2 – 3 kb 

2,0 0,1 – 2 kb 

 
Tab. 3.1.: Agarosekonzentration und optimaler Trennbereich. 

 
 

DNA-Längenmarker:  λDNA molecular weight marker III (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) 

durchgeführt. Durch den Einbau eines fluoreszenzmarkierten Didesoxy-Nukleotids (ddNTP) kann die 

DNA-Polymerase kein weiteres Desoxy-Nukleotid (dNTP) mehr anfügen und es kommt somit zum 

Kettenabbruch. Da der Einbau zufällig erfolgt, entstehen DNA-Fragmente unterschiedlicher Länge. 

Dem Premix (Big Dye Terminator Cycle Sequencing Ready Reaction Kit, ABI), bestehend aus 

dNTPs, ddNTPs (A: R6G, grün; 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 

beigefügt. Nach der Sequenzier-PCR wurde die DNA gefällt, getrocknet, in 25 µl TSR („Template 

Supressor Reagent“) resuspendiert, nach einer Inkubationszeit von zwei Minuten bei 95°C in 

Sequenziergefäße überführt und bis zur Sequenzierung in 4°C gelagert. Alternativ wurde die DNA 

nach dem Fällen in 25 µl Hidi gelöst und ohne Erhitzen in Sequenziergefäße überführt. Die DNA-

Fragmente wurden in einer Gelmatrix nach ihrer Größe aufgetrennt. Durch die Laseranregung wurde 

je nach Farbstoffmarkierung des ddNTP eine charakteristische Wellenlänge emittiert, detektiert und 

mit einer entsprechenden Software verrechnet.  

 

Standard-Sequenzierreaktion:   200 ng zu sequenzierende DNA 

10 bis 30 pMol Primer  

2 µl Premix (bzw. 5 µl Premix) 

ad 10 µl HPLC-Wasser (bzw. ad 20 µl) 

 

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 Kühlung  4°C 

 
Tab. 3.2.: Standard-Sequenzier-PCR. 
 

 

3.8. RNA-Extraktion  

3.8.1. RNA-Extraktion mit  peqGOLD 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 können.  

 

3.8.1.1. RNA-Extraktion aus Oozyten 
Gesamtoozyten, Zytoplasma oder Oozytenkerne wurden mit wenig 3:1-Medium in 1 ml TriFast 

überführt und homogenisiert. Pro vier Gesamtoozyten oder Zytoplasma wurde 1 ml TriFast verwandt. 

Zur besseren Präzipitation der geringen RNA-Menge aus Oozytenkernen wurde 70 µg 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 fünf Minuten bei 
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Raumtemperatur zur Dissoziation der Proteine von der RNA inkubiert, 200 µl Chloroform zupipettiert 

und durch Schütteln gemischt. Nach einer fünfminütigen Inkubation bei Raumtemperatur wurde bei 

12 000 x g für fünf Minuten zentrifugiert. Die obere wässrige Phase, welche die RNA enthielt, wurde 

in ein neues Reaktionsgefäß überführt und die RNA mit 0,5 ml Isopropanol gefällt. Hierzu wurde die 

wässrige Phase zehn Minuten bei Raumtemperatur in Isopropanol zur Analyse inkubiert und 

anschließend für zehn Minuten bei 4°C und 12 000 x g zentrifugiert. Der Überstand 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 für fünf Minuten wurde der Überstand 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 adhärenten somatischen Zellen 
Adhärente 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 durchgeführt.  

 

3.8.2. RNA-Extraktion mit Phenol-Chloroform-Isoamylalkohol 
Gesamtoozyten, Zytoplasma oder Oozytenkerne wurden in 3:1-Medium aufgenommen, zu gleichen 

Teilen mit Phenol-Chloroform-Isoamylalkohol (Verhältnis 25:24:1) versetzt und homogenisiert. Zur 

besseren Präzipitation der geringen RNA-Menge aus Oozytenkernen wurde 70 µg Glykogen 

zugesetzt. Nach einer fünfminütigen Inkubation bei Raumtemperatur zur Dissoziation der Proteine von 

der RNA wurde fünf Minuten bei 12 000 x g zentrifugiert. Die wässrige obere Phase, die die RNA 

enthielt, wurde in ein neues Reaktionsgefäß überführt und zu gleichen Teilen mit Chloroform 

gemischt. Nach einer fünfminütigen Inkubation bei Raumtemperatur wurde fünf Minuten bei            

12 000 x g zentrifugiert. Die obere Phase wurde wiederum in ein neues Reaktionsgefäß überführt und 

die RNA mit Isopropanol zur Analyse bei -20°C über Nacht gefällt. Nach der Sedimentierung bei     

12 000 x g für 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-Stammlösung:       7 mg/ml 
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3.9. Reverse Transkription 
Die reverse Transkriptase ist ein Enzym mit der Eigenschaft, RNA in DNA umzuschreiben. Die so 

entstandene cDNA („complementary“ DNA) enthält im Gegensatz zur genomischen DNA keine 

Intronsequenzen.  

 

3.9.1. Reverse Transkription mit dem M-MuLV Reverse Transkriptase RNAse H Minus 

Kit (Promega, Mannheim) 
Für einen Ansatz wurden 1 µg RNA auf 11 µl mit Aqua bidest aufgefüllt, für drei Minuten bei 70°C 

denaturiert und anschließend komplettiert mit:  

+ 1 µl RNAse-Inhibitor (MBI Fermentas) 

+ 4 µl  Reverse-Transkriptase-Puffer (enthält bereits MgCl2) (Promega) 

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

+ 1 µl Oligo-dT-Primer (Promega) 

+ 2 µl reverse Transkriptase M-MuLV (Promega) 

Der Ansatz wurde eine Stunde bei 37°C und anschließend fünf 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) 
Für einen Ansatz wurde 10 ng bis 5 µg RNA und 1 µl Oligo-dT-Primer (MBI Fermentas) in ein 

Reaktionsgefäß auf Eis pipettiert und mit RNAse-freiem Wasser auf ein Gesamtvolumen von 12 µl 

aufgefüllt. Der Ansatz wurde fünf Minuten lang bei 70°C inkubiert, anschließend auf Eis abgekühlt, 

kurz abzentrifugiert und komplettiert mit: 

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

+ 4 µl  Reaktionspuffer (5 x) 

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

Nach einer Inkubation für fünf Minuten bei 37°C wurde 1 µl der reversen Transkriptase (RevertAid H 

Minus M-MuLV RT, 200 U/µl) zupipettiert und bei 42°C für 60 Minuten inkubiert. Die Reaktion 

wurde durch eine Inkubation bei 70°C für zehn Minuten gestoppt und der Ansatz bis zur weiteren 

Verwendung bei -20°C gelagert.        

 

3.10. Polymerase-Ketten-Reaktion (PCR) 
Mithilfe der Polymerase-Ketten-Reaktion lässt sich durch den Einsatz von spezifischen 

Oligonukleotiden (Primer) ein bestimmter DNA-Abschnitt vervielfältigen. Die PCR besteht aus den 

Komponenten Denaturierung, Hybridisierung der Oligonukleotide (Annealing) und 

Strangverlängerung (Elongation). Bei der Denaturierung werden die Doppelstränge der DNA in 

Einzelstränge zerlegt. Beim Annealing binden spezifischen Oligonukleotide, welche die zu 
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vervielfältigende DNA-Sequenz umrahmen, an ihre komplementäre Sequenz auf der DNA. 

Anschließend baut eine thermostabile DNA-Polymerase ausgehend von den Primern den 

komplementären 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 (Ulm) bezogen. Beim Entwerfen der Primer wurde auf ein ausgewogenes Verhältnis 

von GC-Gehalt zu AT-Gehalt geachtet. Am 3`-Ende wurden repetitive Sequenz vermieden. Weiterhin 

wurden die Primer nach Möglichkeit 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 für Restriktionsenzyme und zusätzlich genügend 

flankierende Nukleotide angefügt, um ein effektives Schneiden des Enzyms zu ermöglichen. Nun 

wurde geprüft, ob das Leseraster eingehalten wurde und die komplementäre 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)   abgeschätzt.  

Die Annealingtemperatur für eine PCR mit der Taq- oder Pfu-Polymerase wurde zunächst 5°C unter 

der Schmelztemperatur angesetzt und bei unspezifischer Amplifikation schrittweise erhöht. Wurde ein 

Primerpaar mit verschiedenen Annealingtemperaturen verwandt, wurde die Hybridisierungszeit 

gesplittet und zuerst die Temperatur für den Primer mit der höheren Annealingtemperatur eingestellt, 

dann die niedrigere Hybridisierungstemperatur. Wurden mit dem Primer Schnittstellen eingefügt, so 

wurde für die Berechnung der Annealingtemperatur in den ersten fünf Zyklen die Schmelztemperatur 

der nicht komplementären Nukleotide der Schnittstellensequenz abgezogen. Für eine PCR mit der 

Phusion-Polymerase wurde bei Primern mit einer Länge über 20 Nukleotiden eine 

Annealingtemperatur von 3°C über der Schmelztemperatur des Primers mit der niedrigeren 

Schmelztemperatur gewählt. Für Primer bis 20 Nukleotiden Länge wurde als Annealingtemperatur die 

Schmelztemperatur des Primers mit der niedrigeren Schmelztemperatur eingestellt.  

 

Taq- bzw. Pfu-Polymerase Standard-PCR-Ansatz (50 µl): 

   5 µl    Polymerase-Puffer (10 x)   

   3 µl (1-5 µl)  Magnesiumchlorid (25 mM) (Taq, Pfu) oder 

Magnesiumsulfat (25 mM) (Pfu) 

   1 µl    Nukleotid-Mix (10 mM je dNTP)   

mind. 1 Molekül Template (DNA)    

 je 0,5 µl  5`-Oligonukleotid (10 pMol/µl) und 3`-Oligonukleotid (10 pMol/µl) 

   1 µl Taq-Polymerase (5 Units/µl) (keine Fehlerkorrektur, A-Überhang am 3`-Ende 
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des PCR-Produkts)      oder 

Pfu-Polymerase (2,5 Units/µl) (Fehlerkorrektur)  

ad 50 µl     Wasser (rein, DEPC behandelt)   

   

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

Schluss hinzugefügt.  

 
 
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. 

bzw. 2 x 15 sek. 

Primer-abhängig 

 

 Elongation je nach Länge des Amplifikats 
Taq: 1000 Basen/Minute 
Pfu: 500 Basen/Minute 

72°C 

36 Finale Elongation 10 min. 72°C 

37 Kühlung  4°C 

Tab. 3.3.: Taq- bzw. Pfu-Polymerase Standard-PCR. 
 

 

Phusion DNA-Polymerase (Finnzymes, New England Biolabs, Frankfurt) Standard-PCR-Ansatz 

(20 µl): 

 

   4 µl    High Fidelity Polymerasepuffer incl. MgCl2 (5 x)   

0,4 µl   Nukleotid-Mix (10 mM je dNTP)   

0,4 µl   cDNA (40 ng)   

0,2 µl   5`-Oligonukleotid (10 pMol/µl) 

0,2 µl   3`-Oligonukleotid (10 pMol/µl) 

0,6 µl   DMSO 

0,2 µl   Phusion (2 Units/µl, glatte Enden)  

ad 20 µl     Wasser (rein, HPLC-Wasser oder DEPC behandelt)   

  

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

Schluss hinzugefügt.  
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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-abhängig 

 

 Elongation Fragment-abhängig 

15 sek. pro 1 kb 

72°C 

36 Finale Elongation 5 min. 72°C 

37 Kühlung  4°C 

 
Tab. 3.4.: Phusion-Polymerase 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 gewünschte DNA-Bande wurde unter möglichst wenig UV-Exposition aus dem Gel 

ausgeschnitten und in ein zuvor abgewogenes Reaktionsgefäß überführt. Nach Wiegen des Gelstücks 

wurde ein Gelvolumen Bindepuffer zupipettiert und die Gelstücke bei 55°C komplett gelöst. Nun 

wurde die Lösung durch eine Zentrifugationssäule mit einer Silikamembran für eine Minute bei        

10 000 x g zentrifugiert. Die DNA bindet reversibel an diese Membran. Nach zweimaliger Inkubation 

mit Waschpuffer für drei Minuten einer Zentrifugation sowie einer Trockenzentrifugation wurde die 

DNA mit sterilem, bidestillierten Wasser aus der Säule eluiert. Hierfür wurden für die erste Elution   

30 µl und für die zweite Elution 20 µl verwandt. Zur Kontrolle der Gelextraktion wurde ein Aliquot 

von 2 µl der ersten Fraktion und von 3 µl der zweiten Fraktion auf ein Agarosegel aufgetragen und 

eine Gelelektrophorese durchgeführt. 

 

3.12. Schneiden der DNA mit Restriktionsendonukleasen 
Bakterien besitzen Restriktionsendonukleasen, um sich vor Fremd-DNA zu schützen. 

Restriktionsenzyme schneiden DNA an definierten Sequenzen. Je nach Restriktionsenzym entstehen 

glatte („blunt ends“) oder kohäsive Enden („sticky ends“). 
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Restriktionsendonukleasen:  

Restriktionsenzym Puffer Temperatur Units/µg DNA für die 

Übernachtinkubation 

BamHI BamHI-Puffer 37°C 0,5 

EcoRI EcoRI-Puffer 37°C 0,2 

HindIII Puffer R 37°C 0,1 

SmaI 1 x TANGO-Puffer 30°C 0,2 

Xba 1 x TANGO-Puffer 37°C 0,1 

XhoI Puffer R 37°C 0,1 

BamHI + HindIII 2 x TANGO-Puffer 37°C  

EcoRI + XhoI Puffer O 37°C  

 
Tab. 3.5.: Restriktionsendonukleasen. 
 
Standard-Ansatz für einen Verdau mit Restriktionsenzymen: 

1 µg   DNA 

2 µl  Restriktionspuffer (passend zum Enzym, MBI Fermentas) 

1 µl  Restriktionsenzym (10 Units/µl, MBI Fermentas)(siehe 2.2.5.) 

ad 20 µl mit Aqua bidest. 

Der Ansatz wurde bei 37°C (SmaI 30°C) für ein bis vier Stunden inkubiert. Bei einer Inkubation über 

Nacht wurden nach Angaben des Herstellers zwischen 0,1 bis 0,5 Units/µg DNA verwendet. Die 

Hitzeinaktivierung der Restriktionsenzyme erfolgte bei 85°C für 15 Minuten.  

Sollte eine DNA-Sequenz mit zwei Restriktionsenzymen geschnitten werden, wurde der Verdau 

entweder sequenziell durchgeführt und die DNA zwischen den einzelnen Enzymreaktionen gefällt. 

Konnten beide Enzymen in einem gemeinsamen Restriktionspuffer ausreichende Aktivität entfalten, 

wurde der Verdau gleichzeitig nach den Empfehlungen des Herstellers durchgeführt. 

 

3.13. Klonierung von DNA-Fragmenten in Plasmide 
DNA-Fragmente wurden gerichtet oder ungerichtet in Plasmide einkloniert. Bei der gerichteten 

Klonierung besaßen 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 

überprüft. Bei der ungerichteten Ligation wurde zur Verhinderung der Autoligation eine 

Dephosphorylierung der Plasmide durchgeführt. PCR-Produkte konnten direkt in den pCR 2.1 TOPO-

Vektor einkloniert werden.  
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3.13.1. Klonierung von PCR-Produkten in den pCR 2.1 TOPO-Vektor 
Durch die terminale Transferaseaktivität der Taq-Polymerase wird ein 3`-Überhang aus 

Desoxyadenosin an das PCR-Produkt angehängt. Der pCR 2.1 TOPO-Vektor (siehe 2.2.1.2.) liegt 

linearisiert vor und besitzt einen 3`-Überhang aus Thymidin. Mithilfe der kovalent an die offenen 3`-

Enden des Vektors gebundenen Topoisomerase wird das PCR-Produkt in den Vektor ligiert. Wurde 

für die PCR die Pfu-Polymerase oder die Phusion-Polymerase verwandt, wurde das PCR-Produkt 

zunächst gefällt oder gelextrahiert und anschließend mithilfe der Taq-Polymerase ein dATP 

angehängt.  

 

Ansatz für eine Anfügung von dATP: 

 16 µl   Template (Pfu- oder PHUSION-PCR-Produkt) 

   2 µl    Taq-Polymerase-Puffer (10 x) 

   3 µl (1-5 µl)  Magnesiumchlorid (25 mM)  

0,4 µl   Nukleotidmix (10 mM je dNTP) 

   1 µl                   Taq-Polymerase (5 Units/µl)  

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

 

Ansatz für eine TOPO-Ligation: 

  1  µl   Salt Solution (Invitrogen) 

0,5 µl   pCR 2.1 TOPO-Vektor (Invitrogen) 

  2  µl               PCR-Produkt 

Der Ansatz wurde gemischt, bei Raumtemperatur für fünf 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 für 45 Sekunden bei 42°C 

durchgeführt und der Ansatz sofort wieder für fünf Minuten auf Eis gestellt. Nach Zugabe von 250 µl 

vorgewärmtem SOC-Medium (Invitrogen) oder LB-Medium erfolgte die Ausbildung der 

Antibiotikaresistenz bei 37°C für 30 Minuten (Ampicillinresistenz) oder 60 Minuten 

(Kanamycinresistenz). Der Ansatz wurde auf einer Agarplatte mit Ampicillin oder Kanamycin 

ausgestrichen und die Platte bei 37°C über Nacht bebrütet.  

 

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 für eine Ligation 

benötigt. Hierzu wurde dem Restriktionsverdauansatz in den letzten 30 Minuten 0,5 µl CIAP („Calf 

Intestine Alcalic Phosphatase“, MBI, Fermentas) zupipettiert. Die Inaktivierung erfolgte bei 85°C für 

15 Minuten.  
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Alternativ wurde das Plasmid nach dem Restriktionsenzymverdau gefällt und anschließend 

dephosphoryliert. 

 

3.13.3. Ligation 
Die DNA-Ligase kann DNA-Fragmente durch Phosphodiesterbindungen miteinander verknüpfen. 

Plasmid und Insert wurden mit denselben Restriktionsenzymen geschnitten, so dass die Fragmente 

entweder komplementäre DNA-Überhänge oder glatte Enden besaßen.  

 

Standard-Ligationsansatz (20 µl): 

           100 ng  Plasmid 

           mindestens dreifache Menge an Insert     

               2 µl   T4-DNA-Ligase-Puffer (incl. ATP, MBI Fermentas) 

               1 µl   T4-DNA-Ligase 

        ad 20 µl  Aqua bidest 

 

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

Inaktivierung erfolgte bei 85°C für 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, können sie chemisch kompetent gemacht werden 

(Chung et al., 1989). 

Zunächst wurden tetracyclinresistente E. coli-Bakterien, welche kompetent gemacht werden sollten, 

auf eine Agarplatte mit Tetracyclin ausplattiert. Eine Kolonie wurde aufgenommen und eine 

Flüssigkultur mit Tetracyclin angelegt. 100 ml Flüssigkultur wurden bei 37°C unter Schütteln bis zu 

einer OD600 von 0,3 bis 0,4 inkubiert. Nach Pelletieren der Kultur bei 4000 Umdrehungen pro Minute 

und 4°C für zehn Minuten wurde das Pellet im Kühlraum in 2,5 ml TSS aufgenommen, ohne 

Schäumen resuspendiert und sofort in Aliquots zu 100 µl  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 MgCl2  

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.) durchgeführt. Der Transformationsansatz wurde auf 

ampicillinhaltige Agarplatten ausplattiert, bei 37°C über Nacht bebrütet und die gewachsenen 

Kolonien ausgezählt.  

 

3.15. Transformation 
Damit die DNA bei der Transformation nicht abgebaut wird, muss sie als ringförmiges DNA-Molekül 

vorliegen und einen Replikationsstartpunkt besitzen, der von der Bakterienzelle erkannt werden kann. 

Die für die Transformation in E. coli-Stämme XL1 blue, M15, BL21 und TOP10F (siehe 2.1.3.) 

verwandten Plasmide tragen Antibiotikaresistenzgene zur Selektion erfolgreich transformierter 

Bakterien.  

100 µl 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 für 45 Sekunden 

wurden die Bakterien sofort für fünf Minuten auf Eis gestellt. Anschließend wurde 900 µl LB-Medium 

zupipettiert und die Bakterien zur Ausbildung der Antibiotikaresistenz bei 37°C im Schüttler 

inkubiert. Für die Ausbildung der Ampicillin-Resistenz wurde 30 Minuten, für 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 kopfüber bei 37°C über 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 

führen. Daher wurden einzelne Bakterienkolonien auf eine weitere Selektionsplatte mit einem 

nummerierten Raster überführt und bei 37°C inkubiert. Von dieser Platte wurden Bakterien für eine 

PCR oder für Flüssigkulturen abgenommen.  

 

3.15.2. Test der Bakterienklone nach Transformation 
Mittels Restriktionsverdau oder Kolonie-PCR wurde geprüft, ob die Bakterien ein Plasmid 

aufgenommen haben, und ob dieses Plasmid ein Insert in der richtigen Orientierung enthält.  

Für den Restriktionsverdau wurde zunächst eine Flüssigkultur 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 

Prüfung der Orientierung des Inserts wurde ein Restriktionsenzym ausgewählt, welches eine 

Schnittstelle sowohl innerhalb des Inserts als auch innerhalb des Plasmids besitzt. Anhand der 

Fragmentgrößen konnte eine Aussage über die Orientierung des Inserts gemacht werden. 
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Für die Prüfung der Orientierung mittels PCR wurden jeweils 5`- oder 3`-Primer für Vektor und Insert 

kombiniert. Je nach Auftreten oder Fehlen eines amplifizierten Fragments in der anschließenden 

Gelelektrophorese konnte die Orientierung des Inserts im Plasmid festgestellt werden. Für 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 µl (siehe 3.10.1.) für drei Reaktionen ausreicht (je Reaktion 16 µl). Nach der 

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

 

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 Verstärker 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 

Deckgläschen (Durchmesser 12 mm) ausgesät und bis zu einer Konfluenz von 40 bis 80 Prozent 

kultiviert. Pro Schale wurde 0,4 µg Plasmid-DNA mit DNA-Kondensationspuffer auf ein Endvolumen 

von 100 µl aufgefüllt und 3,2 µl Verstärker zupipettiert. Nach einer Inkubation von zwei bis fünf 

Minuten bei Raumtemperatur wurde 10 µl Effectene zugegeben und gut gemischt. Bei der 

anschließenden Inkubation für fünf bis zehn Minuten bei Raumtemperatur formten sich die 

Transfektionskomplexe. 600 µl Zellkulturmedium wurde nun mit dem Transfektionsansatz gemischt 

und auf die Zellen aufgetropft. Nach 18 Stunden wurde das Medium gewechselt. Die Deckgläschen 

wurden nach 24 beziehungsweise 48 Stunden entnommen, die Zellen fixiert, permeabilisiert und die 

DNA mit Hoechst (siehe 3.31.1.1.4.) gegengefärbt. 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 für die 

in-vitro-Transkription waren Plasmide mit Promotersequenzen für eine RNA-Polymerase und einer 

inserierten DNA-Sequenz als Template. Vor der in-vitro-Transkription erfolgte eine Linearisierung 

des Plasmids am 3`-Ende des Inserts mit dem entsprechenden Restriktionsenzym sowie eine Fällung 

der DNA mit Natriumacetat und Ethanol.  

 

3.17.1. Markierung der RNA mit Digoxygenin 
Die RNA kann nicht-radioaktiv mit Digoxygenin (DIG) über den Einbau von DIG-UTP markiert 

werden. Hierzu wurde der DIG RNA Labeling Kit von Roche (Mannheim) verwandt.  
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Standardansatz für eine in-vitro-Transkription in einem 1,5 ml Reaktionsgefäß auf Eis: 

1 µg  linearisierte DNA (in Wasser) 

2 µl Transkriptionspuffer (10 x) 

2 µl  NTP-Markierungsgemisch, enthält auch DIG-UTP 

1 µl  RNAse-Inhibitor 

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

auf 20 µl mit RNAse-freiem Wasser auffüllen.  

Die Transkription erfolgte bei 37°C für zwei Stunden. Anschließend wurde die Reaktion mit  2 µl 

EDTA-Lösung (0,2 M, pH 8,0) gestoppt. Die markierte RNA wurde mit Lithiumchlorid und Ethanol 

(siehe 3.17.3.) gefällt.  

 

3.17.2. Radioaktive Markierung der RNA mit 32P 
RNA kann radioaktiv mit 32P-UTP markiert werden. Die Halbwertszeit von 32P beträgt 14,28 Tage. 

Alle Arbeiten müssen in einem zugelassenen Radioaktivlabor durchgeführt werden. Zur Abschirmung 

der Strahlung wurde Eis, Plexiglas und Blei verwandt. Für die in-vitro-Transkription wurde das 

„Riboprobe in vitro Transcription System“ von Promega verwandt. 

 

Standardansatz für eine in-vitro-Transkription mit 32P-UTP: 

2,25  µl  linearisierte DNA (0,2 bis 1µg/µl in Wasser) 

   2,5 µl  Transkriptionspuffer 

      1 µl  DTT, 100 mM 

  0,6  µl  RNAse-Inhibitor 

 0,55 µl  ATP, CTP, GTP (10 mM) 

  1,3  µl  UTP (10 mM, 1:100 verdünnt mit RNAse-freiem Wasser) 

   2,5 µl  32P-UTP (10 µCi/µl) 

   0,7 µl  RNA-Polymerase  (T7, T3 oder SP6) 

Die Transkription erfolgte für zwei Stunden bei 37°C. Anschließend wurde 15 Minuten bei 37°C mit 

0,5 µl DNAse zum Verdau des DNA-Templates inkubiert und die RNA mit Lithiumchlorid und 

Ethanol gefällt.  

 

3.17.3. Fällen der RNA mit Lithiumchlorid und Ethanol 
Zum Fällen der RNA wurde ein zehntel des Volumen an 4 M Lithiumchlorid und 2,5 Volumina 

absoluter Ethanol zur Analyse, vorgekühlt bei -20°C, zugegeben. Die Fällung erfolgte für zwei 

Stunden bei -20°C oder für 30 Minuten bei -70°C. Anschließend wurde bei 4°C für 15 Minuten und  

12 000 x g zentrifugiert, der Überstand abgenommen und das Sediment zweimal mit 70-prozentigem 

Ethanol gewaschen. Nach Lufttrocknen für zehn Minuten wurde die RNA in RNAse-freiem Wasser 

aufgenommen und eventuell ein Aliquot für die photometrische Konzentrationsbestimmung 
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entnommen. Anschließend wurde 1 µl RNAse-Inhibitor zupipettiert.   

 

3.18.1. RNA-Gelelektrophorese mit Agarosegelen 
DIG-UTP-markierte RNA wurde in Xenopus-Oozyten mikroinjiziert. Anschließend wurde die RNA 

aus zehn Zellkern- oder Zytoplasmafraktionen isoliert (siehe 3.8.) und in RNA-Probenpuffer 

aufgenommen. Nach fünfminütigem Erhitzen bei 65 bis 70°C wurde die RNA langsam abgekühlt und 

der Beladungspuffer zupipettiert. Für 40 ml ein- bis vierprozentiges Agarosegel wurde die Agarose in 

33,2 ml Elektrophoresepuffer aufgekocht. Nach dem Abkühlen auf ungefähr 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 Färbung in einem Ethidiumbromidbad sichtbar 

gemacht oder mittels Northern-Blot auf eine Nylonmembran übertragen.  

 

RNA-Elektrophorese-Puffer:  20 mM   Mops     

       5 mM  Natriumacetat    

  1 mM   EDTA    

pH 7,0  lichtgeschützt aufbewahren 

RNA-Agarose-Gel:    1,25 %   Agarose in RNA-Elektrophoresepuffer 

          17 %   Formaldehyd 

 

RNA-Probenpuffer:    120 µl    Formamid 

  90 µl    RNA-Elektrophoresepuffer 

  40 µl   Formaldehyd 

 

Beladungspuffer (10 x):      50 %   Glycerin 

 0,4 %  Bromphenolblau 

 0,4 %   Xylenzyanol 

1 mM   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 für fünf Minuten in 

bidestilliertem Wasser gewaschen und für zehn Minuten in 20 x SSC äquilibriert. Die RNA wurde 

über Nacht durch einen Kapillarblot mit 20 x SSC auf eine Nylonmembran (Quiabrane) geblottet. 

Hierzu wurde über einer Glasschale mit 20 x SSC eine Glasplatte platziert. Auf diese wurde 

angefeuchtetes Filterpapier so gelegt, dass beide überhängenden 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 Gelränder mit Folie abgedichtet. Auf das Gel wurde eine Nylonmembran aufgelegt, darauf zwei 

Filterpapiere und ein Stapel saugfähiger Zellstoff. Der Blot wurde mit einem Gewicht auf einer 

Glasplatte beschwert. Nach dem Blotten über 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. Anschließend wurde die Membran erneut kurz in 2 x SSC gewaschen.  

 

20 x SSC:       3 M   NaCl     

     0,3 M   Natriumcitrat 

pH 7,0 

 

3.18.1.2. Detektion 
Die Detektion der Digoxigenin-markierten RNA erfolgte immunologisch mithilfe eines gegen 

Digoxigenin gerichteten Antikörpers. An diesen ist alkalische Phosphatase gekoppelt. Die RNA kann 

entweder mit einer nachfolgenden enzymkatalysierten Farbreaktion oder mit einer Chemilumineszenz 

und der Belichtung eines Röntgenfilms nachgewiesen werden.  

Nach dem Vernetzen der RNA auf der Nylonmembran wurde diese 30 Minuten in Puffer 2 geblockt 

und anschließend 30 Minuten mit anti-Digoxigenin-Alkalische Phosphatase- Konjugat (a-DIG-AP, 

Roche) bei Raumtemperatur inkubiert. Danach wurde dreimal für fünf 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 unlöslicher blauvioletter Niederschlag an der 

Position der mit Antikörpern markierten RNA. 

Für die Detektion der RNA durch Chemilumineszenz wurde die Membran zunächst fünf Minuten in 

Äquilibrierungspuffer und dann fünf Minuten in „DNA Thunder Chemiluminescence Reagent“ 

geschwenkt. Anschließend wurde die Membran in eine lichtdurchlässige Folie eingeschlagen. In der 

Dunkelkammer wurde ein Röntgenfilm aufgelegt und durch die Photonenemission bis zu 48 Stunden 

lang belichtet.  

 

Lösungen zur Detektion der RNA: 

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

150 mM  NaCl 
 

Puffer 2:   1 %   Blocking Reagenz in Puffer 1 
 

Puffer 3:   100 mM   Tris-HCl, pH 9,5 

100 mM  NaCl  

 50 mM   MgCl2 

Puffer 1 und 3 wurden autoklaviert.  
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α-DIG-AP (Roche):   1 : 5000 in Puffer 1 

NBT:     50 mg/ml;  in 70 % Dimethylformamid  

BCIP:     50 mg/ml; in 100 % Dimethylformamid 

 

Färbelösung:   10 ml   Puffer 3 

66 µl   NBT  

33 µl   BCIP       

 

DNA Thunder CDP-Star Chemiluminescence Reagent (Perkin Elmer):  gebrauchsfertig 

Äquilibrierungspuffer:  100 mM   Tris-HCl pH 9,5 

    150 mM NaCl 

 

3.18.2. RNA-Acrylamid-Gelelektrophorese  
Glasplatten wurden wie für 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 über Nacht bei Raumtemperatur. Nach luftblasenfreiem 

Einsetzen in die Elektrophoreseapparatur wurde eine Vorelektrophorese für 30 Minuten durchgeführt. 
32P-markierte RNA wurde in Xenopus-Oozyten mikroinjiziert. Anschließend wurde die RNA aus zwei 

bzw. fünf Zellkern- oder Zytoplasmafraktionen isoliert (siehe 3.8.) und in RNA-Probenpuffer 

aufgenommen. Die RNA-Proben wurden mit Beladungspuffer versetzt und für fünf Minuten auf 65°C 

erhitzt. Vor dem Beladen des Gels wurden die Taschen ausgespült. In freie Geltaschen wurde 

Beladungspuffer mit Blaumarker pipettiert. Die Elektrophorese erfolgte bei 40 mA, bis das 

Xylenzyanol, welches bei etwa 100 Basen läuft, etwa drei Viertel der Gelstrecke zurückgelegt hat.    

 

TBE – Puffer (10x):  890   mM Tris 

890   mM Borsäure 

  20  mM EDTA 

pH 8,2 

 

Gel-Stammlösung:     8 M   Harnstoff 

  6 %  Acrylamid  

(aus einer 30 %igen Lösung Acrylamid:Bisacrylamid 29:1) 

10 %  TBE  10x 

 

RNA-Gelladepuffer:  10 %  TBE 10x 

10 %  Glycerin 

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

 

Zusammensetzung eines 6 %igen RNA-Acrylamidgels: 

 60 ml   Gel-Stammlösung 

230 µl  APS (10 %) 

 60  µl   TEMED 

 

Elektrophoresepuffer:  1 x TBE 

 

3.18.2.1. Autoradiographie 
Nach der Gelelektrophorese wurde das RNA-Acrylamidgel auf Filterpapier im Vakuumtrockner 

getrocknet. Zur Strahlungsabschirmung wurde eine Plexiglasplatte aufgelegt. Anschließend wurde das 

Gel in eine bleibeschichtete Belichtungskammer mit Verstärkerfolien (Dr. Gooß) platziert und ein 

Röntgenfilm aufgelegt. Die Belichtung erfolgte bei -70°C. Der Röntgenfilm wurde in der 

Dunkelkammer entwickelt und fixiert.  

 

3.19. Herstellung rekombinanter Proteine in Bakterien 
Die Herstellung rekombinanter Proteine in E. coli - Bakterien kann mittels IPTG (Isopropyl-ß-D-

thiogalactopyranosid) induziert werden. In ein prokaryotisches Expressionsplasmid wurde die cDNA-

Sequenz für ein gewünschtes Protein oder einen Proteinabschnitt in die Klonierungsstelle einkloniert 

und das Plasmid in einen für die Proteinexpression geeigneten E. coli-Bakterienstamm transformiert 

(siehe 3.15). Aus einer Plasmid enthaltenden Bakterienkolonie oder einer Bakterien-Glycerinkultur 

wurde zunächst eine Übernachtkultur angelegt. Anschließend wurde mit dieser Kultur eine 

Flüssigkultur von 200 bis 500 ml angeimpft und bis zu einer OD600 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 

unterdrückt. Das Laktoseanalogon IPTG, welches selbst nicht verstoffwechselt wird, bindet an den 

lac-Repressor und wirkt dort als allosterischer Effektor. Mit der Konformationsänderung des 

Repressors ändert sich nun auch seine Affinität zur DNA-Bindungsstelle. Folglich kommt es zur 

Bindung der RNA-Polymerase und zur Transkription und Translation.  

 

Nach zwei bis fünf Stunden Kultivierung bei 37°C im Bakterienschüttler wurde die Flüssigkultur 

pelletiert, der Überstand 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-Färbung überprüft. 
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3.19.1. Aufreinigung von GST-gekoppelten Proteinen 
Mithilfe einer Glutathion-Sepharose als Säulenmatrix können 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 Säule abgelöst.  

Glutathion-Sepharose 4B wurde für fünf Minuten bei 4°C und 500 x g sedimentiert und dreimal mit 

PBS gewaschen. Pro 100 ml Bakterienkulturansatz wurde 50 µl abzentrifugierte Säulenmatrix 

eingesetzt. Je 100 ml Bakteriensediment wurde in 1 ml Resuspendierungspuffer resuspendiert und mit 

2,6 µl MnCl (1 M), 26 µl MgCl2 (1 M)  und einer Spatelspitze Lysozym aus Hühnereiweiß versetzt. 

Nach einer Inkubationszeit von 15 Minuten auf Eis wurde zum Aufschluss der Bakterienzellen 

dreimal 20 Sekunden lang sonifiziert. Anschließend 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 für zehn Minuten bei 4°C und 13 000 x g.  

Je ein Aliquot des Überstands und des Sediments wurde auf ein Proteingel aufgetragen. Zeigte sich 

das Protein in der Sedimentfraktion, mussten zunächst die Einschlusskörperchen mit einem 

Harnstoffpuffer aufgeschlossen werden (siehe 3.19.1.1.). Befand sich das aufzureinigende Protein im 

Überstand, wurde dieser auf die vorbereitete Säulenmatrix aufpipettiert. Die Bindung der GST-

Fusionsproteine an die Säule erfolgte für eine Stunde bei 4°C auf dem Drehtisch. Nach der 

Zentrifugation bei 500 x g und 4°C für fünf Minuten wurde der nicht gebundene Überstand entfernt 

und die Säule mit 1 ml Waschpuffer 1 und danach dreimal mit Waschpuffer 2 gewaschen. Eluiert 

wurde dreimal mit 50 µl Elutionspuffer, wobei jeweils zehn Minuten auf dem Drehtisch inkubiert und 

nach der Zentrifugation für fünf Minuten bei  500 x g und 4°C der Überstand mit dem eluierten GST-

Fusionsprotein abgenommen wurde. Das Eluat wurde über Nacht bei 4°C gegen PBS dialysiert.  

 

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

Heidelberg): 

         1 mM Benzamidin 

         1 mM EDTA 

          2 µg/ml Aprotinin  

      2 µg/ml Antipain 

      2 µg/ml Chymostatin 

      2 µg/ml  Leupeptin 

      2 µg/ml Pepstatin (in DMSO lösen) 

 

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

 

PMSF:     100 mM  in Methanol 
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PBS:     140 mM NaCl 

      2,7 mM KCl 

       10 mM Na2HPO4 

      1,8 mM KH2PO4 

     pH 7,4 

 

Resuspendierungspuffer:        PBS    

   1 mM  PMSF 

         1:100   Proteinaseinhibitormix 

 

Elutionspuffer:       50 mM  Tris 

     150 mM NaCl 

       15 mM Glutathion    

        

3.19.1.1. Aufschluss von Einschlusskörperchen 
Um die Einschlusskörperchen aufzuschließen, wurde je 100 ml Bakteriensediment in 4 ml 

Harnstoffpuffer resuspendiert und 30 Minuten bei 4°C unter leichtem Rühren inkubiert. Anschließend 

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

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

und 1 M Harnstoff in PBS und anschließend gegen PBS ohne Harnstoff. Nach der Zentrifugation des 

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

Säulenmatrix aufgetragen werden (siehe 3.19.1.).  

 

Harnstoffpuffer:  50 mM   Tris-HCl  pH 8,0 

    50 mM  KCl 

      8 M  Harnstoff 

      1 mM  DTT 

      1 mM   PMSF    

 

Dialyselösung:        PBS   siehe 3.19.1.  

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

 

3.19.2. Aufreinigung von His-gekoppelten Proteinen 

Rekombinante His-markierte Fusionsproteine können mit einer speziellen Säulenmatrix, 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 

Für die Säule wurden 2 ml Nickel NTA-Agarose (QIAgen) eingesetzt, was einem Säulenvolumen von 

1 ml entsprach. Die Säule wurde mit 7 ml Lysepuffer äquilibriert. Das Bakteriensediment wurde im 

fünffachen 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 Überstand zur Proteinreinigung auf die äquilibrierte Nickel-NTA-

Agarosesäule pipettiert. Die Säule durfte nicht trocken laufen oder durch den Pipettiervorgang 

aufgewirbelt werden. In die Elutionsfraktionen wurde ein zehntel Volumenanteil 1 M Tris-HCl,       

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

 

Elutionsschema:  

Säule  2 ml Ni-NTA-Agarose 

  

Säulenvolumen 1 ml 

Lysepuffer pH 7,8 7 ml  

Probe  Überstand nach Lyse Durchlauf wird gesammelt 

Waschpuffer pH 6,0 5 ml Eluat 6,0 

Waschpuffer pH 5,5 1 ml Eluat 5,5 

Waschpuffer pH 5,0 1 ml Eluat 5,0 

Waschpuffer pH 4,5 1 ml Eluat 4,5 

Waschpuffer pH 4,0 1 ml Eluat 4,0 

Waschpuffer pH 3,5 1 ml Eluat 3,5 

Waschpuffer pH 3,0 1 ml Eluat 3,0 

Lysepuffer pH  7,8 13 ml Spülen der Säule 

 
Tab. 3.6.: Aufreinigung von His-gekoppelten Proteinen unter nicht denaturierenden Bedingungen. 
Elutionsschema für die Aufreinigung von His-gekoppelten Proteinen. 
 
 
Die Säule wurde 30 Minuten mit 0,5 M NaOH inkubiert, anschließend in 30-prozentigem Ethanol 

aufgenommen und bei 4°C aufbewahrt. 

 

Waschpuffer:    Lysepuffer ohne Triton, + 10 % Glycerin 

    pH-Werte: 6,0 – 5,5 – 5,0 – 4,5 – 4,0 – 3,5 – 3,0  

Lysepuffer:     50 mM NaH2PO4 

    300 mM NaCl 

        1 %  Triton 

    pH 7,8 
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3.19.2.2. Aufreinigung unter denaturierenden Bedingungen 

Für die Säule wurden 2 ml Nickel NTA-Agarose (QIAgen) eingesetzt, was einem Säulenvolumen von 

1 ml entsprach. Die Säule wurde mit 7 ml Denaturierungspuffer äquilibriert. 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 über Nacht bei 4°C unter leichter Bewegung inkubiert. Die 

Suspension wurde zehn Minuten bei 10 000 x g zentrifugiert und der Überstand zur Proteinreinigung 

auf die äquilibrierte Nickel-NTA-Agarosesäule pipettiert. Die Säule 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-HCl, 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 Überstand auf die mit Waschpuffer pH 8,0 äquilibrierte Säule gegeben. Nach dem 

Durchlaufen der Probe wurde die Säule mit Waschpuffer pH 8,0 gespült. 

 

Elutionsschema:  

Säule  2 ml Ni-NTA-Agarose Säulenvolumen 1ml 

Denaturierungspuffer pH 8,0 7 ml  

Probe  Überstand nach Lyse Durchlauf wird gesammelt 

Denaturierungspuffer pH 8,0 10 ml 10-faches Säulenvolumen 

Waschpuffer pH 8,0 5 ml 5-faches Säulenvolumen 

Waschpuffer pH 6,3 5 ml 5-faches Säulenvolumen 

Elutionspuffer A pH 5,9 3 ml Eluat 5,9 

Elutionspuffer A pH 4,5 3 ml Eluat 4,5 

Elutionspuffer B  7 ml Eluat  B 

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

Die Säule wurde 30 Minuten mit 0,5 M NaOH inkubiert und anschließend 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 zunächst gegen 6 M, 4 M, 3 M, 2 M und 1 M Harnstoff in PBS und 

anschließend gegen PBS ohne Harnstoff. 
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Denaturierungspuffer:             6 M    Guanidinhydrochlorid 

      0,1 M   Na2HPO4 x 2 H2O 

    0,01 M   Tris-HCl 

    pH 8,0 

 

Waschpuffer:        8 M  Harnstoff 

      0,1 M  Na2HPO4 x 2 H2O 

    0,01 M  Tris-HCl 

    pH-Werte:  8,0 und 6,3 

 

Elutionspuffer A:   Waschpuffer  

    pH-Werte: 5,9 und 4,5 

      

Elutionspuffer B:        6 M   Guanidinhydrochlorid 

      0,2 M  Essigsäure 

 

PBS:               siehe 3.19.1. 

    

Dialysepuffer:              Harnstoffkonzentrationen: 6 M, 4 M, 3 M, 2 M, 1 M in PBS 

 

Neutralisierungspuffer:  1 M  Tris-HCl, pH 9,5 

 

 

3.19.3. Bestimmung der Proteinkonzentration 
Für die Bestimmung der Proteinkonzentration stand die Proteinbestimmung nach Bradford (BIORAD, 

durchgeführt nach den Angaben des Herstellers) zur Verfügung. Eine schnelle und kostengünstige 

Möglichkeit zur Abschätzung der Proteinkonzentration konnte durch Proteingelelektrophorese (siehe 

3.20.) geliefert werden. Ein Protein unbekannter Konzentration wurde in mehreren Verdünnungsstufen 

aufgetragen. Bovines Serumalbumin (BSA) wurde in einer Verdünnungsreihe mit bekannten 

Konzentrationen ebenfalls auf das Gel aufgetragen. Nach Anfärbung der Proteine im Gel mit 

Coomassie konnte aufgrund der Bandenstärke und Vergleich mit der BSA-Verdünnungsreihe die 

Konzentration des Proteins abgeschätzt werden.  

 

BSA-Verdünnungsstufen:  0,1µg-0,25µg-0,5µg-1,0µg-2µg-5µg-10µg in PBS 
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3.20. Eindimensionale Protein-SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese  
Proteingemische wurden unter denaturierenden Bedingungen nach ihrem Molekulargewicht 

aufgetrennt. Hierfür wurde das Gel- und Puffersystem nach Thomas und Kornberg (1975) mit einer 

Acrylamidkonzentration von neun, zwölf 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 großmaschigen 

Sammelgels und eines engmaschigen Trenngels aus. Der Probenpuffer und das Sammelgel beinhalten 

Tris-HCl (pH 6,8), die Puffer in der Elektrophoresekammer Tris-Glycin (pH 8,8) und das Trenngel 

Tris-HCl (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 Feldstärke aus, die im Bereich des „Folgeions“ höher 

ist als im Bereich des „Leitions“. Hier ordnen sich die Proteine an. Treffen die Proteine auf das 

Trenngel, werden sie abgebremst und an der Oberfläche des Trenngels konzentriert. Das alkalische 

Milieu des Trenngels favorisiert die Ionisation von Glycin. Glycinat überholt die Polypeptide und 

wandert im Trenngel direkt hinter den Chloridionen.  

Denaturierte Proteine binden SDS und werden dadurch negativ geladen. Durch die Überdeckung der 

Eigenladung der Proteine ist nun eine Auftrennung nach der Größe möglich. SDS bewirkt außerdem 

eine Entfaltung von Peptidketten. Disulfidbrücken können mit reduzierenden Thiolverbindungen, zum 

Beispiel Mercaptoethanol oder Dithiothreitol, gelöst 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 außen 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 für die 

Polymerisation von Acrylamid und Bisacrylamid zur Verfügung, TEMED katalysiert die Bildung der 

freien Radikale und beschleunigt so die Polymerisation. Das Trenngel wurde bis etwa 0,5 cm 

unterhalb der späteren Taschen gegossen und mit bidestilliertem Wasser überschichtet. 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 gefüllt und die Platten nach Entfernung des Klebestreifens 

beziehungsweise des unteren Abstandhalters luftblasenfrei eingesetzt. Nach Füllung der oberen 

Kammer mit Puffer wurde der Kamm entfernt.  
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Gefällte Oozytenproteine wurden bei 4 000 Umdrehungen pro Minute für zehn Minuten 

abzentrifugiert, der Überstand dekantiert und das Sediment getrocknet. Das Sediment, die 

Molekulargewichtsmarker oder andere verwendete Proteine wurden in SDS-Probenpuffer 

aufgenommen, bei 95°C für fünf Minuten gekocht, abzentrifugiert und in die Geltaschen einpipettiert. 

In die Taschen konnten im Minigelsystem maximal 25 µl, bei großen Gelen bis 100 µl eingebracht 

werden. In leere Taschen wurde zur Markierung der Lauffront Bromphenolblau in Probenpuffer 

aufgetragen. Im Minigelsystem erfolgte die Auftrennung der Proteine bei einer Stromstärke von        

40 mA pro Gel, bei großen Gelen über Nacht bei einer Stromstärke von 7 bis 11 mA.  

Nach Entfernung von Sammelgel und Agaroseschicht konnte das Gel entweder für den Western-Blot 

(siehe 3.20.1.) oder eine Anfärbung der Proteine im Gel verwendet werden. Für eine Anfärbung der 

Proteine im Gel wurde mindestens zwei Stunden bei Raumtemperatur in der Coomassie-Färbelösung 

inkubiert und anschließend über Nacht entfärbt. Alternativ wurde das Gel mit PAGE blue (MBI 

Fermentas) nach den Angaben des Herstellers gefärbt. Danach wurde das Gel entweder auf 

Filterpapier im Vakuumtrockner oder zwischen Einmachfolie eingespannt getrocknet oder für eine 

Silberfärbung weiterverwendet.  

 

 

Zusammensetzung des Trenngels: 

 2 Minigele 2 große Gele 

 12 % 18 % 12 % 18 % 
A 4 ml 6 ml 16 ml 24 ml 
B  2,5 ml 2,5 ml 10 ml 10 ml 
ddH2O   3,4 ml 1,4 ml 13,7 ml 5,7 ml 
TEMED 3,33 µl 3,33 µl 13,33 µl 13,33 µl 
APS 100 µl 100 µl 400 µl 400 µl 
 
Tab. 3.8.: Zusammensetzung des Trenngels für 2 Minigele und 2 große Gele. 
 

Zusammensetzung des Sammelgels: 

 2 Minigele 2 große Gele 

A` 0,65 ml 1,3 ml 
C 1,25 ml 2,5 ml 
ddH2O  3,1 ml 6,2 ml 
TEMED 5 µl 10 µl 
APS 150 µl 300 µl 
 
Tab. 3.9.: Zusammensetzung des Sammelgels für 2 Minigele und 2 große Gele. 
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Lösungen für SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese:  

 

A 30 % Acrylamid-Bisacrylamid-Lösung für das Trenngel 

    30 g  Acrylamid  

 0,15 g   Bisacrylamid  

 ad 100 ml ddH2O; filtrieren 

 

A` 30 % Acrylamid-Bisacrylamid-Lösung für das Sammelgel 

  30 g     Acrylamid  

 0,8 g   Bisacrylamid 

 ad 100 ml ddH2O 

B Trenngelpuffer 

   3 M   Tris-HCl   pH 8,8 

 0,4 %   SDS 

 

C Sammelgelpuffer 

 0,75 M  Tris-HCl  pH 6,8 

    0,4 %  SDS 

 

D Ammoniumpersulfat (APS): 10 % in ddH2O 

  

E Elektrophoresepuffer       

 50 mM  Tris-HCl   

0,38 M   Glycin     

    0,1 %  SDS     

 pH 8,8      

 

F:  Färbelösung  

0,1 %   Serva Blau R 250 (entspricht Coomassie Brillant Blue),  

 20 %   Methanol  

7,5 %   Essigsäure 

 

alternativ:  PAGE blue (MBI Fermentas, St. Leon-Roth) 

 

G:  Entfärbelösung 

  20 %   Methanol 

 7,5 %   Essigsäure 
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H SDS-Probenpuffer: 

 60 mM   Tris-HCl  pH 6,8     

       5 %  SDS 

     10 %  Glycerin 

     10 %  ß-Mercaptoethanol 

Bei hohem Eigenvolumen der zu lösenden Probe wurde der SDS-Probenpuffer als 2 x Probenpuffer 

angesetzt. 

 

Molekulargewichtsmarker: High range und Low range (BioRad) 

    Precision Plus Protein Standards-Dual Color (BioRad) 

 

3.20.1. Western-Blot 
Proteine können aus dem Gel mit einem Elektroblot-Verfahren (Kyhse-Andersen, 1984; Towbin et al., 

1979) auf eine Nitrozellulosemembran übertragen werden. Anschließend können ein immunologischer 

Nachweis spezifischer Proteine oder Bindungsstudien mittels Overlay-Blot-Assay durchgeführt 

werden. Nach elektrophoretischer Auftrennung der Proteine wurden das Trenngel, die Nitrozellulose 

und 18 Whatman-Filterpapiere in Gelgröße in den jeweiligen Puffern äquilibriert. Im Graphitblotter 

wurden die Proteine bei einer Stromstärke von 0,8 mA/cm2 Gelfläche 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 Western-Blots. 

 

 

Zum Anfärben der Molekularmarkerbanden, zum Überprüfen des Transfers sowie zur 

Beladungskontrolle wurde die Nitrozellulosemembran in Ponceau S angefärbt 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 äußere untere Ecke abgeschnitten und in 

TBST entfärbt.  
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Puffer 1:  25 mM  Tris-HCl pH 10,4 

20 %   Methanol  

 

Puffer 2:  300 mM Tris-HCl pH 10,4 

  20 %   Methanol  

   

Puffer 3:   25 mM  Tris-HCl, 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 durchgeführt wurde, mussten in 

manchen Fällen die Proteine renaturiert werden, um von Antikörpern erkannt zu werden. Hierfür 

wurde entweder das Trenngel nach Gelelektrophorese oder die Nitrozellulose nach Western-Blot für 

zwei Stunden bei Raumtemperatur in Renaturierungspuffer inkubiert.  

 

Renaturierungspuffer:   10 mM Tris-HCl 

   4 mM Harnstoff 

   2 mM  EDTA 

 50 mM NaCl 

0,1 mM DTT (nach pH-Adjustierung dazugeben) 

  pH 7,4 

 

3.20.3. Immunblot 
Nach dem Transfer von Proteinen auf eine Nitrozellulosemembran können einzelne Proteine mit 

spezifischen Antikörpern dargestellt werden. Zum Absättigen unspezifischer Bindungsstellen wurde 

die Nitrozellulosemembran je nach Primärantikörper für eine oder zwei Stunden bei Raumtemperatur 

oder über Nacht bei 4°C mit Magermilch oder Bayley`s inkubiert. Anschließend erfolgte die 

Inkubation mit dem primären Antikörper für eine Stunde bei Raumtemperatur (siehe Tab. 3.11.). 

Ungebundene Antikörper wurden durch mehrmaliges Waschen entfernt. Danach wurde mit dem 

sekundären, Meerrettichperoxidase-gekoppelten Antikörper (siehe Tab. 3.11.) für eine Stunde bei 

Raumtemperatur inkubiert und erneut gründlich gewaschen.  

Die Detektion erfolgte mit dem „Enhanced-Chemical-Luminescence Detektionssystem“ (ECL, 

Amersham Buchler, Braunschweig oder Peqlab, Erlangen) nach Angaben des Herstellers. Das in der 

Detektionslösung enthaltene Luminol wird unter alkalischen Bedingungen nach Zugabe von 

Wasserstoffperoxid und chemischen Verstärkern durch die katalytische Aktivität der 

Meerrettichperoxidase oxidiert und in einen angeregten Zustand versetzt. Bei Übergang des Luminols 
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in den Grundzustand wird Energie in Form von Photonen frei. Die maximale Emission wird nach fünf 

bis 20 Minuten erreicht, die Halbwertszeit beträgt 60 Minuten.  

Die Detektitionslösung wurde auf die Nitrozellulosemembran aufgetragen. Nach einer Minute wurde 

die Detektionslösung von der Membran entfernt und die Membran in eine lichtdurchlässige Folie 

eingeschlagen. In der Dunkelkammer wurde ein Röntgenfilm auf die Membran aufgelegt. Nach der 

Belichtung durch emittierte Photonen wurde er entwickelt und fixiert. Die belichtete Stelle erschien als 

Schwärzung.  

Alternativ wurden die Lösungen für die Chemilumineszenz selbst hergestellt (www.laborjournal.de-

Labortrick-Tipp #81) und wie unten angegeben gemischt. Nach einer Inkubation für zwei Minuten bei 

Raumtemperatur wurde der Röntgenfilm zur Belichtung aufgelegt.  

 

TBS:     140 mM  NaCl     

  10 mM  Tris-HCl pH 7,4   

 

TBST:    TBS + 0,05 % Tween 20   

 

Lösungen zur Absättigung der Nitrozellulose: 

 
  5 %  Magermilchpulver in TBS, pH 7,4 

10 %  Magermilchpulver in TBST, pH 7,4  

10 %   Bayley`s in TBST 

 

Chemilumineszenz-Reagenzien:  

 

Enhanced-Chemical-Luminescence Detektionssystem (Amersham, Braunschweig oder Peqlab, 

Erlangen):   Lösung 1/Lösung 2             1 : 1 

 

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

 

ECL-A:  200 ml  0,1 M Tris-HCl (pH 8,6) 

   50 mg  Luminol (Sigma) 

  Lagerung:    4°C 

 

ECL-B:  11 mg  para-Hydroxycoumarinsäure (Sigma) 

  in 10 ml  DMSO 

  Lagerung: dunkel, RT 

 

ECL-C:  H2O2 (30 %) 

http://www.laborjournal.de-labortrick/�
http://www.laborjournal.de-labortrick/�
http://www.laborjournal.de-labortrick/�
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Gebrauchsfertige Mischung:  1 ml ECL-A   +   0,3 µl ECL-C   +  100 µl ECL-B  
 
Antikörper: 

 

Primäre Antikörper Absättigung Antikörper- 

dilution und 

Inkubationszeit 

Sekundärantikörper 

in 10 % Magermilch 

in TBST 

α-BSA 10 % Magermilch/TBST  

2 h RT/ 4°C ÜN 

1h RT 

1 : 1000 in TBST 

α-Maus-POD 

1:5000 

α-eIF5A #1a, 9, 11 10 % Magermilch/TBST 

2 h RT/ 4°C ÜN 

1h RT 

1 : 1000 in TBST 

α-Kaninchen-POD 

1:10000 

α-eIF5A #2a, 3a, 8 10 % Magermilch/TBST 

2 h RT/ 4°C ÜN 

1h RT 

1 : 5000 in TBST 

α-Kaninchen-POD 

1:10000 

α-ELAV 065 10 % Magermilch/TBST 

2 h RT/ 4°C ÜN 

1h RT 

1 : 500 in TBST 

α-Kaninchen-POD 

1:10000 

α-GST 10 % Magermilch/TBST 

2 h RT/ 4°C ÜN 

1h RT 

1 : 1000 in TBST 

α-Kaninchen-POD 

1:10000 

α-His6 5 % Magermilch in TBS 

1 Stunde RT 

1h RT 

1 : 50 in TBS 

α-Maus-POD 

1:5000 

α-Kernmyosin IC #42 

(Xenopus laevis) 

5 % Magermilch in TBS 

1h RT 

1h RT 

pur 

α-Maus-POD 

1:5000 

α-Kernmyosin IC #54 

(Xenopus laevis) 

5 % Magermilch in TBS 

1 h RT 

1h RT 

pur 

α-Maus-POD 

1:5000 

α-Kernmyosin IC 

gp30  

(Xenopus laevis) 

10 % Magermilch/TBST 

2 Stunden RT/ 4°C ÜN 

1h RT 

1 : 25 in TBST 

 

α-Meerschwein-POD 

1:10000 

α-Kernmyosin IC  

(Homo sapiens) 

10 % Magermilch/TBST 

2 h RT/ 4°C ÜN 

1h RT 

1 : 2000 in TBST 

α-Kaninchen-POD 

1:10000 

α-TFIIIA 

(Xenopus laevis) 

5 % Magermilch in TBS 

1 h RT 

1h RT 

pur 

α-Maus-POD 

1:5000 

 
Tab. 3.11.: Primäre und sekundäre Antikörper für den Immunblot. 
Absättigungsbedingungen und Dilution der primären und sekundären Antikörper. Die Inkubation der 
Nitrozellulosemembran mit den primären und sekundären Antikörpern erfolgte jeweils für eine Stunde bei 
Raumtemperatur. 
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3.20.3.1. Entfernung gebundener Antikörper 

Eine proteinbeladene Nitrozellulose konnte wiederholt für den Immunblot verwandt werden, wenn 

bereits gebundene Antikörper von der Nitrozellulose entfernen wurden. Hierfür wurde die Membran 

für 30 Minuten bei 50°C in Entfernungspuffer unter Bewegung inkubiert. Anschließend wurde sie 

mehrmals in großen Volumina TBST gewaschen. Nach erneutem Absättigen konnte wieder mit einem 

Primärantikörper inkubiert werden. In der Regel reichte für die erneute Absättigung eine um die Hälfte 

reduzierte Zeitspanne aus.  

 

Entfernungspuffer („Stripping Buffer“): 62,5 mM Tris-HCl, pH 6,7 

       100 mM β-Mercaptoethanol 

           2 %  SDS 

 

3.21. Herstellung von Antikörpern 

 
3.21.1. Herstellung von monoklonalen Antikörpern 

Die Herstellung der monoklonalen Antikörper 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 

Aminosäuren des Kernmyosin IC mit einem carboxyterminalen Hexahistidintag, ist ungefähr 25 kDa 

groß und wurde unter denaturierenden Bedingungen mit der Nickel NTA-Agarose aufgereinigt. Einer 

vier bis sechs Wochen alten Maus wurden 10 bis 100 µg Antigen pro Immunisierungsschritt subkutan 

auf beide Fußrücken injiziert.  

 

Tag 0:   Gesamtvolumen 100 µl, 50 % Adjuvans complete 

Tag 4 und 6/7:  Gesamtvolumen 100 µl; ohne Adjuvans 

Tag 7/8:  Entnahme der Kniekehlenlymphknoten nach Genickbruch der Maus 

 

Die Kniekehlenlymphknoten wurden in RPMI ohne Zusätze überführt, 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 für zehn Minuten bei 

Raumtemperatur). Auf das Pellet wurde innerhalb einer Minute 1,5 ml PEG aufgetropft und die 

Zellsuspensium dabei langsam mit einer Pipettenspitze gerührt. Nach einer weiteren Minute wurden 

jeweils innerhalb einer Minute 1 ml, 3 ml, 8 ml und nochmals 8 ml RPMI ohne Zusätze zugegeben 

und dabei die Suspension vorsichtig geschwenkt. Nach einer weiteren Zentrifugation wurden die 

Zellen in Ausplattiermedium in einer Konzentration von 3 x 105 Zellen pro ml resuspendiert und je 

200 µl in eine Vertiefung einer 96-Well-Platte pipettiert. Nach einer Inkubation von vier bis sieben 

Tagen bei 37°C und fünf Prozent CO2 wurde der Überstand abgenommen und getestet. Die aus der 

Fusion von B-Zellen und Myelomzellen entstandenen Hybridomazellen besitzen die Eigenschaft, 
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Antikörper 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 % CO2 

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

 

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

Einfrieren zugesetzt.  

 

Raffinose-Stammlösung:   200 mg/ml 

 

3.21.1.2. Bestimmung der Antikörper-Subklasse (Ouchterlony-Test) 
Die Subklasse der monoklonalen Antikörper wurde nach Ouchterlony und Nilsson (1978) durch 

doppelte Inmundiffusion bestimmt. Objektträger wurden mit Aceton gereinigt und ein Prozent 

Agarose in PBS aufpipettiert. Nach dem Erstarren der Agarose wurde eine Rosette mit einem 

zentralen und sechs äußeren Löchern eingestanzt. In das Zentralloch wurde 20 µl des monoklonalen 

Antikörpers und in die äußeren Löcher 20 µl der subklassenspezifischen Antikörper pipettiert. Das 

nicht beladene Loch wurde mit PBS gefüllt. Nach 30 Minuten wurde nochmals je 20 µl der Antikörper 

zugegeben und der Ansatz über Nacht in einer feuchten Kammer bei Raumtemperatur inkubiert. 

Anschließend wurde 48 Stunden ohne Bewegung mit PBS gewaschen. Dann wurde der 

Agarosestreifen mit verdünnter Coomassie-Färbelösung (eins zu fünf in PBS) gefärbt und mit 

Entfärber entfärbt. Anhand der Präzipitationslinie konnte die Antikörper-Subklasse abgelesen werden.  

 

PBS:     siehe 3.19.1. 

 

Agaroselösung:   1 % Agarose in PBS 

 

Coomassie-Färbelösung:  siehe 3.20. 

     1 : 5 in PBS 

 

Entfärbelösung:    siehe 3.20. 

 

Subklassenspezifische Antikörper:   

Kaninchen α-Maus-IgG1, -IgG2a, -IgG2b, -IgG3, -IgM (MB Biomedicals) 1 : 4 in PBS 
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3.21.2. Herstellung polyklonaler Antikörper 
Die Herstellung des polyklonalen Antikörpers erfolgte durch die Firma Seqlab (Göttingen). 

Gereinigtes Peptid mit der Sequenz CMKYRAAAPAIDGVRVT wurde mehrmals in zwei 

Meerschweinchen injiziert und das Serum gewonnen.  

 

3.21.2.1. Affinitätsreinigung 
Mithilfe der Affinitätsreinigung können spezifische Antikörper aus einem Serum angereichert werden. 

Ein Peptid oder Polypeptid mit entsprechendem Epitop wird an eine Säulenmatrix gebunden. 

Anschließend werden nicht besetzte Bindungsstellen abgesättigt, die Säule mit dem antikörperhaltigen 

Serum inkubiert und die Antikörper aus der Säule eluiert.  

 

3.21.2.1.1. Beladen der CNBr-aktivierten Sepharose 
Das zu bindende Protein wurde über Nacht bei 4°C gegen Bindungspuffer dialysiert und anschließend 

bei 12 000 x g für zehn Minuten abzentrifugiert. Zunächst wurde 100 mg CNBr-aktivierte Sepharose 

4B (Amersham Biosciences) abgewogen, in 10 ml Quellungspuffer aufgenommen und für 15 Minuten 

bei Raumtemperatur inkubiert. Danach wurde die Sepharose bei 500 x g und 4°C für fünf Minuten 

pelletiert. Der Überstand wurde verworfen und das Pellet bei Raumtemperatur für 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 für 

zwei Stunden bei Raumtemperatur oder über Nacht bei 4°C auf dem Rollertisch. Nach der 

Zentrifugation bei 500 x g und 4°C für fünf Minuten wurde das nicht gebundene Protein abgenommen 

und die Sepharose mit 10 ml Absättigungspuffer für zwei bis vier Stunden bei Raumtemperatur auf 

dem Rollertisch inkubiert. Anschließend erfolgten mehrere Waschschritte, dazwischen wurde die 

Sepharose jeweils bei 500 x g, 4°C und fünf Minuten sedimentiert. Die beladene Säule kann in PBS 

bei 4°C für vier bis acht Wochen gelagert und mehrmals für eine Affinitätsreinigung verwandt 

werden.  

 
PBS:    siehe 3.19.1. 

 

Quellungspuffer:      1 mM  HCl 

 

Bindungspuffer:  500 mM NaCl 

    250 mM NaHCO3 

    pH 8,8 mit Na2CO3 

 

Absättigungspuffer:  200 mM Glycin in Bindungspuffer 
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Waschpuffer 1:   100 mM Natriumacetat 

    500 mM NaCl 

    pH 4 mit Essigsäure 

 

Waschpuffer 2:        0,5 %  Triton in PBS 

 

Waschpuffer 3:        0,1 % Triton in PBS 

 

Waschpuffer 4:   500 mM NaCl in PBS 

 

Phosphatpuffer:     10 mM  Na2HPO4 (basisch) 

      10 mM NaH2PO4 (sauer) 

    der basische Puffer wird als Grundlage genommen und mit dem 

    sauren Puffer bis zum pH von 7,4 titriert 

 

Trennpuffer:           3 M  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 5 ml 

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 Affinitätsreinigung. 
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3.21.2.1.2. Affinitätsreinigung 
Die beladene Säule wurde vor Gebrauch dreimal mit PBS gewaschen, wobei nach jedem Waschschritt 

bei 500 x g, 4°C und fünf Minuten zentrifugiert wurde. Nach Zugabe des antikörperhaltigen Serums 

wurde zwei Stunden bei Raumtemperatur und/oder über Nacht bei 4°C auf dem Rollertisch inkubiert 

und danach die Sepharose sedimentiert. Das nicht gebundene Serum wurde abgenommen und die 

Säule noch viermal mit PBS gewaschen. Zur Elution wurde die Sepharose in ein 1,5 ml 

Reaktionsgefäß überführt und mit einem Säulenvolumen Elutionspuffer gut resuspendiert. Nach einer 

Inkubation von fünf Minuten bei Raumtemperatur auf dem Drehtisch wurde die Sepharose 

sedimentiert und der Überstand vorsichtig abgenommen. Um einer sauren Hydrolyse vorzubeugen, 

wurde ein zehntel des Volumens Neutralisationspuffer zum Überstand pipettiert. Insgesamt wurden 

acht Elutionsfraktionen gewonnen. Die Säule wurde mehrmals mit PBS gewaschen und bis zur 

weiteren Verwendung bei 4°C gelagert.  

 

Elutionspuffer:    100 mM Glycin in H2O oder PBS 

    pH 2,5 

 

Neutralisationspuffer:     1 M  Tris-HCl 

    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 durchgeführt. 

Zunächst wurden Proteine durch SDS-Gelelektrophorese aufgetrennt und auf eine Nitrozellulose-

Membran geblottet. Anschließend erfolgte die Inkubation der auf der Nitrozellulose gebundenen 

Proteine mit Fusionsproteinen oder Zellysaten.  

 

Nach der Gelelektrophorese wurden die Proteine auf eine Nitrozellulosemembran transferiert und über 

Nacht bei 4°C im Renaturierungspuffer inkubiert. Anschließend erfolgte eine Inkubation im 

Bindungspuffer für 30 Minuten bei Raumtemperatur. Die Membran wurde nun mit GST-

Fusionsproteinen (4 µg/ml), GST (4 µg/ml) oder Zellysaten in Bindungspuffer unter Zusatz von      

100 µM GTP für eine Stunde bei Raumtemperatur inkubiert. Zum Entfernen unspezifischer 

Bindungen wurde nun fünfmal je fünf Minuten mit Bindungspuffer und zweimal für fünf Minuten mit 

TBST gewaschen. Nach erneutem Absättigen der Nitrozellulose für 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  

        5 mM Magnesiumacetat  

              0,25 %  Tween   

      10 %  Magermilchpulver  

    5 mM  DTT (nach pH-Adjustierung dazugeben) 

                                   pH 7,1      

 

Bindungspuffer:     20 mM  Mops      

    100 mM Kaliumacetat  

       5 mM Magnesiumacetat  

       1 %  Tween  

    5 mM DTT (nach pH-Adjustierung dazugeben) 

 pH 7,1    

     

3.23. Zellkultur 
Somatische Monolayerzellen wurden in Zellkulturmedium kultiviert (siehe 2.1.2.). Bei Konfluenz 

wurde das Medium abgenommen, die Zellen mit PBS gespült und bis zu ihrem Ablösen in 1 ml 

Trypsin inkubiert. Der Trypsinverdau wurde mit 5 ml Zellkulturmedium geblockt und 300 bis 700 µl 

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

 

PBS:    siehe 3.19.1. 

 

Ablösepuffer:   0,06 %  Trypsin 250 (Difco) 

    0,02 %  EDTA 

    in PBS, sterilfiltrieren 

 

3.24. Trennung von Zellkern und Zytoplasma somatischer adhärenter Zellen 

Kulturzellen der Zellinien HeLa, A6 und XTC wurden in großen Petrischalen bis zur Subkonfluenz 

kultiviert. Das Zellkulturmedium wurde abgegossen und die Zellen mit TKM-Puffer gewaschen. Die 

Zellen wurden mit einem Gummischaber von Schalenboden abgelöst und mit TKM-Puffer in 

Zentrifugenröhrchen überführt. Die Zellsuspension wurde bei 1000 Umdrehungen für fünf Minuten 

bei 4°C sedimentiert. Das Sediment wurde in 10 ml eisgekühltem 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 Zentrifugenröhrchen bei 3000 Umdrehungen pro Minute bei 4°C für 

zehn Minuten zentrifugiert. Zur Bestimmung der Zellkernzahl wurde ein Aliquot in einer Neubauer-
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Zählkammer ausgezählt. Das Zellkernsediment wurde je 106 Zellkerne in 20 µl SDS-Probenpuffer 

(siehe 3.20.) aufgenommen und aufgekocht. Der zytoplasmahaltige Überstand wurde in sechsfachem 

Volumen Aceton gefällt, abzentrifugiert und ebenfalls in Probenpuffer aufgenommen und aufgekocht.  

 

TKM-Puffer:    70 mM KCl  

   3 mM MgCl2 

 10 mM Tris-HCl, pH 7,2 

 

Lysepuffer:    10 mM Tris-HCl, pH 7,2 

0,5 mM PMSF 

 

Formel zur Berechnung der Zellkernzahl nach Zählung mit der Neubauer-Zählkammer: 

(Zellzahl 4 große Quadrate  :  4) x 104 x Verdünnungsfaktor x Volumen in ml = Zellkernzahl 

 

Zur Berechnung der Zellkernzahl wurden 10 µl der Suspension in eine Neubauer-Zählkammer 

einpipettiert. Jeweils alle 16 kleinen Quadrate der vier großen Quadrate wurden mäanderförmig 

ausgezählt. 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 für 15 bis 20 Minuten in MS 222 (Serva) narkotisiert und auf Eis 

gelegt. Durch einen ungefähr einen Zentimeter großen Schnitt im Unterbauch wurde ein Teil des 

Ovars entnommen und in Barth-Medium oder OR2-Medium aufbewahrt. Die Wunde wurde mit zwei 

Einzelknopfnähten geschlossen und der Frosch bis zu seinem vollständigen Erwachen aus der Narkose 

mit feuchten Tüchern bedeckt. Danach wurde er noch über Nacht von seinen Artgenossen separiert in 

einem Aquarium gehalten. 

 

Oozytenaufbewahrungsmedien: 

 

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

82,5 mM NaCl 

       2,5 mM KCl 

       1,0 mM CaCl2 

       1,0 mM MgCl2 

       5,0 mM  HEPES 

     pH 7,8 
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Modifiziertes Barth-Medium (Gurdon, 1991): 

        90 mM NaCl 

     1 mM KCl 

  0,8 mM MgSO4 x 7 H2O 

  0,3 mM Ca(NO3)2 x 4 H2O 

  0,4 mM  CaCl2 x 2 H2O 

     2 mM NaHCO3 

   10 mM  HEPES 

       Phenolrot als pH - Indikator 

  pH 7,6   

 

Narkoselösung:  

 

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

 

3.25.1. Manuelle Isolation von Oozytenkompartimenten und Fällung der Proteine 

Xenopus laevis-Oozyten wurden mit Uhrmacherpinzetten defollikuliert. Gesamtoozyten wurden mit 

3:1-Medium in ein Reaktionsgefäß überführt, mit einem Homogenisator zerkleinert und in einer 

Tischzentrifuge bei 10 000 Umdrehungen pro Minute für fünf Minuten zentrifugiert. Der Überstand 

mit den löslichen Proteinen wurde in Aceton aufgenommen. Kerne, Kernhüllen und Zytoplasma 

wurde manuell aus den Oozyten gewonnen wie in Krohne und Franke (1983) beschrieben. Für die 

Fällung von Proteinen aus Zellkern und Zytoplasma wurde Kernisolationsmedium in zwei 

Uhrglasschälchen so eingefüllt, dass die Flüssigkeitsoberfläche nach oben gewölbt war. Die Oozyte 

wurde mit Uhrmacherpinzetten aufgerissen und der Kern aus der Oozyte gerollt. Alternativ wurde, 

wenn möglich, 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 

Uhrglasschälchen überführt, Zytoplasmareste abgewaschen und direkt in eiskaltes Ethanol überführt. 

Das Zytoplasma wurde mit der Oozyten-Transferpipette aufgenommen und in einem Reaktionsgefäß 

mit 10 000 Umdrehungen pro Minute für fünf Minuten zentrifugiert. Anschließend erfolgte die 

Fällung des Überstandes in Aceton. Zur Gewinnung von Kernhülle und Karyoplasma wurden zunächst 

Kerne in Kernisolationsmedium isoliert und mit der Kerntransferpipette in ein Uhrglasschälchen mit 

Kernhüllenisolationsmedium überführt. Mit einer selbst hergestellten Kernhüllenpipette, deren Lumen 

etwas kleiner ist als der Kerndurchmesser, wurde der Kern aufgenommen. Dabei löste sich die 

Kernhülle vom Karyoplasma. Kernhülle und Karyoplasma wurden getrennt in eiskaltem Ethanol 

gesammelt. Die Fällung der Oozytenproteine erfolgt entweder bei -20°C über Nacht oder bei -70°C für 

zwei Stunden. 
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Kernisolationsmedium (3:1-Medium):        75 mM  KCl 

25 mM  NaCl 

10 mM  Tris-HCl, pH 7,4 

 

Kernhüllenisolationsmedium (3:1-Medium + MgCl2):  75 mM  KCl 

25 mM  NaCl 

10 mM  MgCl2 

10 mM  Tris-HCl, pH 7,4 

 

Für die Fällung der Proteine aus Zellkern, Kernhülle, Karyoplasma: 

100 % Ethanol zur Analyse, eiskalt 

 

Fällung Proteine aus Gesamtoozyten oder Zytoplasma: 

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

 

3.26. Isolation 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 wässrigen Phase  (siehe 

3.8.1.1.) und DNA-Präzipitation. 

Wie in 3.8.1.1. beschrieben, wurde die wässrige RNA-haltige Phase komplett abgenommen. Übrig 

blieb die Phenol- und Interphase, welche die DNA und die Proteine enthielt und bei 4°C über Nacht 

gelagert werden konnte. Pro Milliliter TriFast wurde die DNA mit 0,3 ml absolutem Ethanol 

präzipitiert. Nach mehrmaligem Invertieren wurde die Probe für drei Minuten bei Raumtemperatur 

gelagert. Dann wurde die DNA bei 2 000 x g und 4°C für fünf Minuten sedimentiert. Im Sediment 

befand sich die DNA, der Phenol/Ethanol-Überstand enthielt die Proteine und wurde in ein neues 

Reaktionsgefäß überführt. Durch Zugabe von 1,5 ml Isopropanol und Inkubation für zehn Minuten bei 

Raumtemperatur wurden die Proteine präzipitiert. Anschließend wurde für zehn Minuten bei             

12 000 x g und 4°C zentrifugiert. Der Überstand 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 für fünf 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 für fünf Minuten zentrifugiert. In Guanidinhydrochlorid oder in Ethanol 

können die Proben kurzfristig bei 4°C oder längere Zeit bei -20°C gelagert werden. Der Ethanol wurde 

vollständig entfernt, das Proteinpellet getrocknet, in SDS-Probenpuffer (siehe 3.20.) aufgenommen 

und bei 95°C aufgekocht.   

 

peqGOLD 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 führt zur Hemmung der Transkription durch Bindung an die doppelsträngige DNA, 

zur Segregation der Nukleolen und zur Retraktion der lateralen transkriptionsaktiven Schleifen bei 

Lampenbürstenchromosomen in Amphibienoozyten. Es wurde somatischen XTC-Zellen in einer 

Konzentration von 0,05 µg/ml für zwei bis drei Stunden zugesetzt. Oozyten wurden in 10 bis 20 µg/ml 

für mindestens zwei Stunden inkubiert.  

 

Actinomycin D (Sigma) Stammlösung:   100 µg/ml 

 

3.28. Behandlung von Zellen mit Leptomycin B  
Mit Leptomycin B kann der CRM1-vermittelte Export gehemmt werden. Leptomycin B (LMB) ist 

eine Substanz mit antifungalen und antibiotischen Eigenschaften, die darüber hinaus auch in der 

Tumortherapie eingesetzt wird. Es bindet kovalent durch sein α,β-ungesättigtes δ -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/Exportin1 binden, weshalb der 

Export unterbunden wird. Somatische Zellen wurden mit Leptomycin B in einer Konzentration von  

20 nM im Zellkulturmedium für zwei Stunden inkubiert. Oozyten wurden in 200 nM Leptomycin B 

für 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 Stammlösung:   10 µM in PBS 

 

3.29. Mikroinjektion in Xenopus laevis-Oozyten 
Xenopus laevis-Oozyten lassen sich leicht gewinnen und aufgrund ihrer Größe gut manipulieren und 

mikroinjizieren. Injiziert wurden zum Beispiel RNA oder Proteine, deren Exportverhalten getestet 

werden sollten, oder inhibierende Antikörper. 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. Für 

die Zentrifugation wurden Oozyten auf einem grobmaschigen Netz in Petrischalen platziert. Die 

Zentrifugation erfolgte auf Trägerplatten bei 1200 Umdrehungen pro Minute, 16°C und geringer 

Beschleunigung und Bremse (Stufe 2) für acht bis 25 Minuten. Alternativ wurden die Oozyten tief in 

den animalen Pol injiziert, wobei der Injektionslösung zur optischen Kontrolle der Farbstoff 
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Dextranblau (Fischer et al., 1999) beigemengt wurde. Zur immunologischen Kontrolle der 

Injektionsgenauigkeit wurde den Injektionslösungen 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.) durchgeführt. Für die RNA-Isolation 

wurden Zellkerne oder Zytoplasma direkt in TriFast oder Phenol-Chloroform-Isoamylalkohol 

überführt (siehe 3.8.). Die Zellkernproteine wurden in Ethanol, die Zytoplasmaproteine in Aceton 

gefällt (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  

TFIIIA-His              0,5 mg/ml 

 

Injizierte Antikörper: 

α-eIF5A    

α-ELAV 65    

α-XNM IC #42                  0,07 mg/ml 

α-XNM IC #54                   0,07 mg/ml 

IgG, IgM            0,07 mg/ml 

 

Injizierte RNA:  

CD83 volle Länge-Dig 

CD83 volle Länge mit gewobbelter SLII-Region-Dig 
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CD83 mit deletierter SLII-Region-Dig 

CD83 SLII-32P 

CD83 SLII-gewobbelt-32P 

 

3.30. Mikroinjektion in somatische Zellen 

Somatische Zellen wurden über Nacht auf autoklavierten und Poly-L-Lysin-beschichteten 

Deckgläschen (siehe 3.31.1.1.1.) oder Fragmenten von Mehrwellobjektträgern kultiviert, welche in der 

Mitte mit einem Diamantenstift kreisrund eingeritzt waren. Die Injektionsobjekte wurden in 

Petrischalen (60 mm Durchmesser) überführt. Eine Mikroinjektionskanüle (Femtotips, Eppendorf, 

Hamburg) wurde mit 1,5 µl Injektionslösung beladen und in die Halterung eingeschraubt. Nach 

Öffnen der Stickstoffflasche wurden die entsprechenden Injektionsdruckwerte mit den 

Regulationsknöpfen eingestellt. Um ein Verstopfen der Kanüle zu vermeiden wurde ein permanenter 

Druck (P3) an die Kanüle angelegt. Nach Einstechen der Mikroinjektionskanüle in den Zellkern einer 

somatischen Zelle wurde mit einem Fußpedal ein Injektionsdruck (P2) aufgebaut. Kam es zum 

Verstopfen der Kanüle, konnte sie mithilfe eines erhöhten Druckes (P1) und durch Säubern der 

Nadelspitze am Deckgläschenrand wieder durchgängig gemacht werden. Alternativ wurde der Druck 

P3 auf einen permanenten Injektionsdruck eingestellt. Die Zellen wurden bis zur Weiterverarbeitung 

im Brutschrank kultiviert.  

 

Injektionsdrücke:  

 
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.: Injektionsdrücke für die Mikroinjektion in somatische Zellen. 
 
 

Injizierte Fusionsproteine:  

XPP32-His mit deletiertem Kernlokalisationssignal 

XAPRIL-His mit deletiertem Kernlokalisationssignal 

 

 

Injizierte Antikörper:  

α-XNM IC #54  0,1 mg/ml 

IgM   0,1 mg/ml 
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3.31. Immunfluoreszenz 

 

3.31.1. Immunlokalisation von Proteinen  
Das Verteilungsmuster von Proteinen in Zellen, einzelnen Zellkompartimenten oder auf 

Gefrierschnitten kann mithilfe spezifischer Antikörper dargestellt werden. Hierzu wird die indirekte 

Immunfluoreszenz angewandt. Nach Fixierung und Permeabilisierung der Zellen erkennt der 

spezifische primäre Antikörper sein Epitop an dem zu untersuchenden Protein. Der sekundäre 

Antikörper ist mit einem Fluoreszenzfarbstoff gekoppelt und bindet an die konstante Region des 

Primärantikörpers. Bei Anregung mit Licht einer bestimmten Wellenlänge entsteht eine 

charakteristische Fluoreszenz. Das Fluoreszenzverteilungsmuster entspricht der Lokalisation des zu 

untersuchenden Proteins.  

 

3.31.1.1. Immunfluoreszenz in somatischen Zellen 

Somatische Zellen wurden für die Immunfluoreszenz auf sterilen, mit Poly-L-Lysin vorbehandelten 

Glasdeckgläschen (12 mm Durchmesser) angezüchtet. Je nach Antikörper wurden die somatischen 

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

 

3.31.1.1.1. Beschichtung der Deckgläschen mit Poly-L-Lysin 
Durch die Beschichtung von Deckgläschen mit Poly-L-Lysin erhalten die Zellen eine bessere Haftung 

auf der Glasoberfläche. Die Deckgläschen wurden in 70-prozentigem Ethanol sterilisiert und 

getrocknet. Anschließend wurden die Deckgläschen für fünf 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:  Stammlösung:   1    mg/ml in sterilem PBS 

   gebrauchsfertige Lösung:  0,1 mg/ml in sterilem PBS 

 

3.31.1.1.2. Fixierung mit Methanol/Aceton 

Die zellbewachsenen Deckgläschen wurden kurz in PBS gewaschen und die Zellen für zehn Minuten 

in Methanol (-20°C) und vier Minuten in Aceton zur Analyse (-20°C) permeabilisiert und fixiert. 

Anschließend wurden die Deckgläschen luftgetrocknet. Alternativ wurden die Zellen in 

Methanol/Aceton zur Analyse (Verhältnis eins zu eins) für 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 Paraformaldehyd  
Zwei Prozent Paraformaldehyd wurde unter Erwärmung auf 60°C in PBS gelöst und auf 

Raumtemperatur abgekühlt. Nach dem Waschen der zellbewachsenen Deckgläschen mit PBS erfolgte 

die Fixierung mit Paraformaldehyd für zehn Minuten bei Raumtemperatur. Anschließend wurden die 

Zellen kurz in PBS gewaschen und mit 0,1 Prozent Triton in PBS für fünf Minuten permeabilisiert. 

Alternativ erfolgte die rasche Fixierung in vier Prozent Paraformaldehyd und die Permeabilisierung 

mit 0,05 Prozent Triton für zehn Minuten oder 0,2 Prozent Triton für drei Minuten. Nach dem 

Waschen der Deckgläschen in PBS wurde entweder direkt die Antikörperinkubation angeschlossen 

oder noch mit 100 mM Glycin in PBS für zehn Minuten inkubiert und mit ein Prozent BSA in PBS für 

20 Minuten abgesättigt.  

 

Fixierungspuffer:       2  %  Paraformaldehyd in PBS 

        4  %  Paraformaldehyd in PBS 

 

Permeabilisierungspuffer:  0,05 %  Triton in PBS 

    0,1   %  Triton in PBS 

    0,2   %  Triton in PBS 

 

Glycinpuffer:   100  mM Glycin in PBS 

 

Absättigungspuffer:       1  %  BSA in PBS 

 

3.31.1.1.4. Antikörperinkubation  
Nach der Fixierung der Zellen mit Methanol/Aceton oder Paraformaldehyd schloss sich die 

Antikörperinkubation an. Die Deckgläschen wurden in eine feuchte Kammer überführt und mit 30 µl 

in PBS dilutiertem Primärantikörper inkubiert. Die Konzentration wurde experimentell ermittelt und 

betrug in der Regel das Zehnfache der Konzentration für den Immunblot. Die Inkubationszeit betrug 

in der Regel 30 Minuten bei Raumtemperatur. Nach zweimaligem Waschen in PBS für fünf Minuten 

zur Entfernung unspezifisch gebundener Antikörper wurde der Sekundärantikörper in der vom 

Hersteller empfohlenen Konzentration aufgebracht. Der Sekundärantikörper war mit 

Fluoreszenzfarbstoffen Texas Red, FITC oder Cy2 gekoppelt. Nach zehnminütiger Inkubationszeit 

wurde ein Tropfen Hoechst 33258 (Hoechst, Frankfurt) zur Färbung der DNA zupipettiert und weitere 

zehn Minuten inkubiert. Anschließend wurde dreimal für fünf Minuten in PBS gewaschen. Nach einer 

einminütigen Dehydrierung in Ethanol wurden die Zellen luftgetrocknet und mit Mowiol auf einen 

Objektträger 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):  Stammlösung:     5    mg/ml 

    gebrauchsfertige Lösung:  13,3  µg/ml in PBS 

 

PBS:     siehe 3.19.1. 

 

Primärantikörper:  

Antikörper Fixierung Verdünnung und 

Inkubationszeit 

Sekundär-

antikörper 

α-B23 (NO185, Ascites) PFA/Triton 1 : 100; 30 min α-Maus 

α-CRM1 Peptid Japan PFA/Triton 1 : 20; 30 min α-Kaninchen 

α-Fibrillarin: 72 B9 PFA/Triton 1 : 25; 30 min α-Mensch 

α-Fibrillarin: S 4 PFA/Triton 1: 500; 30 min α-Mensch 

α-His6 PFA/Triton 1:5; 30 min α-Maus 

α-Kernmyosin IC #42 

(Xenopus laevis) 

PFA/Triton pur; 30 min α-Maus 

α-Kernmyosin IC #54 

(Xenopus laevis) 

PFA/Triton pur; 30 min α-Maus 

α-Kernmyosin IC gp30 

(Xenopus laevis) 

PFA/Triton 

Methanol/Aceton 

1 : 30 (aufkonzen- 

trierter AK); 30 min 

α-Meerschwein 

α-Kernmyosin IC  

(Homo sapiens) 

PFA/Triton 1 : 200; 30 min α-Kaninchen 

α-Nukleoporin mAB 414  PFA/Triton 1 : 100; 30 min α-Maus 

α-Nukleoporin 62 gp62  PFA/Triton 1 : 1000; 30 min α-Meerschwein 

α-Polymerase I: 57/299  PFA/Triton 1 : 500; 30 min α-Mensch 

α-Polymerase I: S 18 PFA/Triton 1 : 500; 30 min α-Mensch 

α-Polymerase II: H 14 PFA/Triton 1 : 100; 90 min α-Maus 

Tab. 3.14.: Primärantikörper für die Immunfluoreszenz in somatischen Zellen. 
 

Sekundärantikörper: 

Antikörper gegen gekoppelt mit Verdünnung 

Maus Texas Red 1:100 

 Cy2 1:50 

 FITC 1:50 

Kaninchen Texas Red 1:100 

Meerschwein Texas Red 1:50 

Mensch Texas Red 1:100 

Tab. 3.15.: Sekundärantikörper für die Immunfluoreszenz in somatischen Zellen. 
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Mowiolpuffer:   140 mM NaCl 

              2,7 mM KCl 

              10 mM  Na2HPO4 

    pH 8,0 mit KH2PO4 

 

Mowiol-Einbettmedium:      5 g  Mowiol 4088 (Sigma) 

              + 40 ml  Mowiolpuffer  

    16 Stunden bei RT rühren 

              + 20 ml   Glycerin wasserfrei 

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

    Überstand 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 

geprüft. Dies war aber nur möglich, wenn die beiden verwendeten Primärantikörper aus verschiedenen 

Tieren generiert wurden und die beiden benutzten Sekundärantikörper nicht mit demselben 

Fluorochrom markiert waren. Zunächst wurden die Zellen wie in 3.31.1.1.2.und 3.31.1.1.3. 

beschrieben fixiert. Die Antikörperinkubation erfolge wie in 3.31.1.1.4. beschrieben. Zuerst wurde der 

Primärantikörper gegen das eine zu lokalisierende Protein appliziert, anschließend der passende 

Sekundärantikörper. Dann wurde mit dem Primärantikörper gegen das zweite zu testende Protein 

inkubiert und ein Sekundärantikörper mit einem anderen Fluorochrom gewählt. Zwischen den 

einzelnen Antikörperinkubationen erfolgten je zwei fünfminütige Waschschritte mit PBS zur 

Entfernung ungebundener und unspezifisch gebundener Antikörper.   

 

3.31.1.2. Anfertigung von Ovar-Gefrierschnitten 

Für 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 große Stücke abgeteilt, kurz auf Whatman-Papier 

abgerollt und auf Parafilm in Methylbutan schockgefroren. Anschließend wurden die Ovarstücke bei -

70°C in Methylbutan bis zum weiteren Gebrauch gelagert.  

Alternativ wurden kleine Stücke (0,4 x 0,4 cm) von Xenopus-Ovar in 30 Prozent Sucrose in PBS 

eingelegt und drei Stunden bzw. über Nacht auf einem Rollertisch bei 4°C inkubiert, bis die 

Ovarstücke abgesunken sind. Anschließend wurde die Sucrose zehn Minuten lang in Waschlösung bei 

4°C ausgewaschen. Nach kurzer Inkubation in purem Einbettmedium wurden die Ovarstücke mit 

Einbettmedium in Gelatinekapseln oder Alufoliehülsen überführt und in Flüssigstickstoff 

schockgefroren. Die Lagerung bis zum weiteren Gebrauch erfolgte bei -70°C. 



3. METHODEN 
 

113 

PBS:        siehe 3.19.1. 

Sucroselösung:       30 % in PBS 

Waschlösung:       Einbettmedium/PBS  1 : 1 

Einbettmedium für Gefrierschnitte (Leica):  gebrauchsfertig 

Für Immunfluoreszenzen wurden Gefrierschnitte mit einem Kryostat-Mikrotom bei -25°C hergestellt. 

Die eingefrorenen Ovarstückchen wurden mit einem Tropfen Einbettmedium (Leica Instruments) auf 

dem Objekttisch befestigt. Die 7 µm dicken Schnitte wurden durch Aufdrücken mit einem 

acetongereinigten Objektträger aufgenommen und luftgetrocknet. Die Qualität der Schnitte wurde im 

Umkehrmikroskop überprüft.  
 
3.31.1.3. Immunfluoreszenz auf Ovar-Gefrierschnitten 

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. Anschließend 

erfolgte die Inkubation mit dem Primär- und Sekundärantikörper wie bei der Immunfluoreszenz in 

somatischen Zellen. 

Alternativ wurden die Schnitte nach dem Lufttrocknen zehn Minuten mit vier Prozent 

Paraformaldehyd in PBS fixiert und anschließend zehn Minuten mit 100 mM Glycin in PBS inkubiert. 

Danach erfolgte eine Absättigung mit ein Prozent BSA in PBS für 20 Minuten bei Raumtemperatur. 

Die Präparate wurden in diesem Fall nicht luftgetrocknet, sondern nach Waschen in PBS für die 

Inkubation mit dem Primär- und Sekundärantikörper weiterverwendet.  

 

Primärantikörper:  

Antikörper Fixierung Verdünnung und 

Inkubationszeit 

Sekundärantikörper 

α-CRM1 Peptid Japan Aceton 1 :20; 30 min α-Kaninchen 

α-eIF5A #2a,3a,8,22 Aceton 1 : 500; 30 min α-Kaninchen 

α-eIF5A #9,10,11,23,24 Aceton 1 : 100; 30 min α-Kaninchen 

α-Kernmyosin IC #42 

(Xenopus laevis) 

PFA pur; 30 min α-Maus 

α-Kernmyosin IC #54 

(Xenopus laevis)  

Aceton pur; 30 min α-Maus 

α-Kernmyosin IC gp30 

(Xenopus laevis)  

Aceton 1 : 30; 30 min α-Meerschwein 

α-Nukleoporin 62 gp62 Aceton 1 : 1000; 30 min α-Meerschwein 

α-TFIIIA #17 Aceton 1 : 1; 30 min α-Maus 

α-TFIIIA #37 Aceton pur; 30 min α-Maus 

Tab. 3.16.: Primärantikörper für die Immunfluoreszenz auf Oozyten-Gefrierschnitten. 
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Sekundärantikörper: 

Antikörper gegen gekoppelt mit Verdünnung 

Maus Texas Red 1:100 

 Cy2 1:50 

Kaninchen Texas Red 1:100 

Meerschwein Texas Red 1:50 

 
Tab. 3.17.: Sekundärantikörper für die Immunfluoreszenz auf Oozyten-Gefrierschnitten. 

 

Hoechst 33258 (Hoechst):  Stammlösung:      5    mg/ml 

    gebrauchsfertige Lösung:  13,3  µg/ml in 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 Antikörpern können 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 durchgeführt. A6-Kulturzellen wurden auf Poly-L-Lysin vorbehandelten 

Mehrwellobjektträgern (Marienfeld) kultiviert. Nach der Mikroinjektion von Antikörpern 

(Kernmyosinantikörper #54) oder Kontrollantikörpern (Isotypkontrolle IgM) wurde 40 Minuten bei 

37°C inkubiert. Die Objektträger wurden kurz in PBS gewaschen und mit 0,1 Prozent Triton in PBS 

für eine Minute permeabilisiert. Nach kurzem Waschen in PBS erfolgte die Äquilibrierung für zwei 

Minuten mit Transkriptionspuffer. Dieser wurde nun mit Zellstoff abgesaugt, der Transkriptionsansatz 

aufpipettiert und für zehn Minuten bei Raumtemperatur in einer feuchten Kammer inkubiert.  

Erfolgte die Transkription unter Zugabe von 25 µg/ml α-Amanitin (Sigma-Aldrich, Deisenhofen), so 

wurde die Polymerase II und III gehemmt, nur die Transkription durch die Polymerase I wurde 

dargestellt.  

Nach kurzem Waschen in PBS erfolgte die Fixierung mit zwei Prozent Paraformaldehyd in PBS. 

Anschließend wurde dreimal für fünf Minuten in PBS gewaschen und für fünf Minuten mit 0,1 

Prozent Triton in PBS permeabilisiert. Als primärer Antikörper wurde ein Antikörper gegen BrdUTP, 

welcher auch BrUTP erkennt, eingesetzt und für eine Stunde bei Raumtemperatur in einer feuchten 

Kammer inkubiert. Danach wurde dreimal für fünf Minuten in PBS gewaschen und mit dem 
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Sekundärantikörper in einer feuchten Kammer inkubiert. Nach 20 Minuten wurde ein Tropfen Hoechst 

zupipettiert und weitere zehn Minuten inkubiert. Es folgten drei fünfminütige Waschschritte mit PBS 

und eine einminütige Dehydrierung in 100-prozentigem Ethanol. Nach Lufttrocken wurde auf die 

Mehrwellobjektträger ein Deckgläschen mit Mowiol aufgebracht. Die Auswertung erfolgte am 

Fluoreszenzmikroskop (siehe  3.35).  

 

Transkriptionspuffer:    100 mM KCl 

         5 mM MgCl2 

      0,5 mM EGTA, pH 8,0 

         1 mM PMSF 

       25 %  Glycerol 

       50 mM Tris-HCl pH 7,4 

                   5 U/ml RNAsin 

 

BrUTP-Transkriptionsansatz:  

 

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

einfache Arbeitskonzentration verdünnt.  

0,4 mM  BrUTP (Roche), Stammlösung 100 mM in dH2O 

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

 25 µg/ml  α-Amanitin, Stammlösung 1 mg/ml in PBS 

   5 U/ml  RNAsin (MBI), Stammlösung 40 U/µl 

 

Antikörper:  

 
Primär-

antikörper 

Fixierung Verdünnung und 

Inkubationszeit 

Sekundär-

antikörper 

Verdünnung und 

Inkubationszeit 

α-BrdUTP PFA/Triton 1 :10; 60 min α-Maus Cy3 1 : 100; 30 min 

α-BrdUTP PFA/Triton 1 : 50; 60 min α-Schaf Texas Red 1 : 50; 30 min 

 
Tab. 3.18.: Antikörper für den Nachweis von BrUTP in somatischen Zellen.  
 

Hoechst 33258 (Hoechst):  Stammlösung:     5    mg/ml 

    gebrauchsfertige Lösung:  13,3  µg/ml in PBS 

 

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

Für 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 µg/ml für 

mindestens zwei Stunden inkubiert oder mit Kernmyosinantikörper #42 oder #54 oder 

Isotypkontrollantikörper 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 fünf 

bis 20 Minuten wurde die Spreitung durchgeführt (siehe 3.33.). Nach Zentrifugation und Fixieren der 

Präparate wurde das eingebaute Bromuridin mit einem Antikörper nachgewiesen.  

 

Hoechst 33258 (Hoechst):  Stammlösung:     5    mg/ml 

    gebrauchsfertige Lösung:  13,3  µg/ml in PBS 

 

Mowiol:   siehe 3.31.1.1.4. 

 

Antikörper:  

 
Primär-

antikörper 

Fixierung Verdünnung und 

Inkubationszeit 

Sekundär- 

antikörper 

Verdünnung und 

Inkubationszeit 

α-BrdUTP PFA/Triton 1 : 50; 60 min α-Schaf Texas Red 1 : 50; 30 min 

 
Tab. 3.19.: Antikörper für den Nachweis von BrUTP in Oozyten.  

 

3.33. Präparation von Lampenbürstenchromosomen 

Die Präparation von Lampenbürstenchromosomen erfolgte nach Gall (1991) mit Modifikationen. Für 

die Herstellung der Chromosomenkammern wurden Glasdeckgläschen (Durchmesser 18 Millimeter) 

mit heißem Paraffin unter Plexiglasplättchen (25 x 35 Millimeter, mit einem 7 mm großen 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 über Nacht 

gelagert.  

In einigen Fällen wurden Oozyten vor der Präparation mit Antikörpern 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 gesäubert und 

sofort in ein Uhrglasschälchen mit Spreitungsmedium überführt, kurz gespült und mit reichlich 

Spreitungsmedium in eine vorgekühlte Chromosomenkammer einpipettiert. Mit zwei 

Uhrmacherpinzetten wurde die Kernhülle aufgerissen und der Kerninhalt ausgeschüttet. Die Spreitung 

erfolgte für 30 Minuten auf Eis. Die Chromosomenkammer wurde mit einem Deckgläschen und 

Rubber Cement (Fixogum) verschlossen. Nach Qualitätskontrolle am Umkehrmikroskop (16er 
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Objektiv) erfolgte die Zentrifugation auf Trägerplatten. Zentrifugiert wurde für 20 Minuten bei 10°C 

mit 2500 Umdrehungen pro Minute, Beschleunigung und Bremse auf Stufe 4. Danach wurde das 

Fixogum abgezogen und das Deckgläschen seitlich von der Chromosomenkammer geschoben.  

Zur Fixierung wurde die Chromosomenkammer für eine Stunde senkrecht in Fixierungspuffer gestellt. 

Anschließend wurden die Deckgläschen mit den Präparationen mit einer Rasierklinge entfernt. Nach 

kurzem Waschen in PBS erfolgte die Inkubation mit dem Primärantikörper für eine Stunde bei 

Raumtemperatur in einer Feuchtkammer. Die Deckgläschen wurden zweimal fünf Minuten mit PBS 

gewaschen und mit dem Sekundärantikörper für 20 Minuten inkubiert. Nach Zupipettieren eines 

Tropfens DNA-Farbstoff Hoechst wurde für weitere zehn Minuten inkubiert. Nun erfolgten drei 

Waschschritte mit PBS für je fünf Minuten. Alternativ wurde anstatt Hoechst der DNA-Farbstoff 

DAPI verwandt. Dieser wurde beim letzen Waschschritt zugesetzt. Die Einbettung der feuchten 

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

 

Isolationsmedium (5:1-Medium + PO4):   83  mM  KCl 

       17  mM  NaCl 

       6,5 mM  Na2HPO4 

       3,5 mM  KH2PO4 

       pH 7,0 

 

Spreitungsmedium (1/4 5:1-Medium + PO4):  21  mM  KCl 

        4   mM  NaCl 

       1,6 mM  Na2HPO4 

       0,9 mM  KH2PO4 

       0,1 %   Formaldehyd 

       pH 7,0 

 

Fixierungspuffer:     2 % Paraformaldehyd in PBS  

 

PBS:        siehe 3.19.1. 

 

Hoechst 33258 (Hoechst):   

Stammlösung:            5  mg/ml 

gebrauchsfertige Lösung:        13,3  µg/ml  in PBS 

 
 
 
 



118       3. METHODEN 
          
Primärantikörper: 

Antikörper Verdünnung Sekundärantikörper 

α-BrdUTP 1 : 50 α-Schaf 

α-Emerin pur α-Maus 

α-Kernmyosin IC #54 

(Xenopus laevis)  

pur α-Maus 

α-Polymerase II: H 14 1 : 100 α-Mensch 

Tab. 3.20.: Primärantikörper für die Immunfluoreszenz auf Lampenbürstenchromosomen.  
 

Sekundärantikörper: 

Antikörper gegen gekoppelt mit Verdünnung 

Maus Texas Red 1:100 

 Cy2 1:50 

Mensch Texas Red 1:100 

Schaf Texas Red 1:50 

Tab. 3.21.: Sekundärantikörper für die Immunfluoreszenz auf Lampenbürstenchromosomen.  
 
 

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.). Für die Isolation wurde aus frischem Ovar Oozyten der Stadien 

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

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

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

0,5 mM MgCl2 zugesetzt. In diesem Fall wurde ein Fixierungspuffer mit 1 mM MgCl2 angesetzt.  

 
Primärantikörper:  

Antikörper Verdünnung Sekundärantikörper 

α-B23 (NO185, Ascites) 1 : 100 α-Maus 

α-Fibrillarin: 72 B9 1 : 25 α-Mensch 

α-Fibrillarin: S 4 1 : 500 α-Mensch 

α-Kernmyosin IC #42 

(Xenopus laevis) 

pur α-Maus 

α-Kernmyosin IC #54 

(Xenopus laevis)  

pur α-Maus 

α-Polymerase I: 57/299  1 : 500 α-Mensch 

α-Polymerase I: S 18 1 : 500 α-Mensch 

Tab. 3.22.: Primärantikörper für die Immunfluoreszenz in amplifizierten Nukleolen.  
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Sekundärantikörper: 

Antikörper gegen gekoppelt mit Verdünnung 

Maus Texas Red 1:100 

 Cy2 1:50 

 FITC 1:50 

Mensch Texas Red 1:100 

 
Tab. 3.23.: Sekundärantikörper für die Immunfluoreszenz in amplifizierten Nukleolen.  
 
 

3.35. Fluoreszenzmikroskopie 
Fluorochrommarkierte Antikörper können mit der Fluoreszenzmikroskopie dargestellt werden. 

Fluorochrome absorbieren Licht eines für sie charakteristischen Wellenlängen-bereichs 

(Anregungsspektrum). Mit der Lichtenergie werden Elektronen auf ein höheres Energieniveau 

gehoben. Beim Rücksprung in das Grundniveau emittiert das Elektron ein Photon. Das abgestrahlte 

Licht (Emissionsspektrum) ist langwelliger als das Anregungslicht.  

Zellen, Gefrierschnitte, Lampenbürstenchromosomen und amplifizierte Nukleolen wurden wie in 

3.16., 3.31., 3.32., 3.33. und 3.34. beschrieben vorbereitet und das Färbemuster mit dem 

Fluoreszenzmikroskop Axiophot Stereo (Zeiss) analysiert. Zur Dokumentation wurden mit einer 

digitalen Kameraeinheit Aufnahmen gemacht und in Adobe Photoshop bearbeitet.  

 

3.36. Konfokale Laserscan Mikroskopie  
Bei der Laserscan Mikroskopie wandert ein Laser zeilenweise über das Präparat und regt mit seinem 

Licht die Fluorochrome an. Im Gegensatz zum Fluoreszenzmikroskop können gezielt 

Fluoreszenzsignale aus der fokusierten Ebene dargestellt werden, während die Signale über und 

unterhalb der Fokusebene ausgeblendet werden. Die emittierte Fluoreszenz wird detektiert und zu 

einem Bild verrechnet. Zellen, Lampenbürstenchromosomen 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 Anregungswellenlänge Fluorochrom 

Blaulaser 405 nm Hoechst, DAPI 

Argonlaser 488 nm FITC, Cy2 

Orangelaser 561 nm Texas Red, Cy3 

 
Tab. 3.24.: Laser für die konfokale Laserscan 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 für drei Stunden bei 18 bis 20°C wurden die Oozyten in 2,5 Prozent Glutaraldehyd 

mit Ionen für mindestens drei Stunden auf Eis fixiert. Anschließend wurden die Oozyten viermal für 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 für mindestens eine Stunde auf 

Eis. Danach wurden die Oozyten viermal je drei Minuten mit bidestilliertem Wasser gewaschen. 0,5 

Prozent Uranylacetat, lichtgeschützt aufbewahrt, wurde für fünf Minuten bei 12 000 Umdrehungen pro 

Minute abzentrifugiert und auf die Oozyten pipettiert. Die Inkubation erfolgte über 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 für 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 für 20 Minuten bei Raumtemperatur 

in Propylenoxid und ein bis zwei Stunden in eine Mischung aus gleichen Teilen Propylenoxid und 

Epon eingelegt. Über Nacht erfolgte die Inkubation in einem Gemisch aus einem Teil Propylenoxid 

und drei Teilen Epon. Am nächsten Tag wurden die Oozyten in frisches Epon eingelegt und das Epon 

nach zwei Stunden nochmals erneuert. Nach Einbringen eines Papierstreifens mit der 

Präparatekennzeichnung erfolgte die Aushärtung für mindestens zwei Tage im Brutschrank bei 60°C. 

 

Mikroinjektionslösung:       Kontroll-IgM oder αXNM IC #54 (0,07 mg/ml) 

 

Cacodylatpuffer:                 0,05 M Cacodylsäure Na-Salz Trihydrat 

 

2,5 % Glutaraldehyd mit Ionen:                5 ml   Glutaraldehyd 25 % 

         2,5 ml KCl           1 M 

    1,25 ml MgCl2   0,1 M 

                 41,21 ml 0,05 M Cacodylatpuffer 

         pH 7,2 

 

Osmiumtetroxid: 2 % OsO4 in 0,05 M Cacodylatpuffer 

 

Uranylacetat:               0,5 %  Uranylacetat in bidest. Wasser 
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Epon-Lösung A:          1 ml = 1,077 g 

          50 ml DDSA 

          31 ml Epon 812 (Serva, Heidelberg) 

 

Epon-Lösung B:          1 ml = 1,212 g 

       44,5 ml MNA 

          50 ml Epon 812 

 

 

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

       24,6 g  Epon-Lösung A 

       20,8 g  Epon-Lösung B 

         0,8 ml DMP-30 (Lösung C) 

 

3.37.2. Immungoldlokalisation  

 

3.37.2.1. Immungoldlokalisation auf handisolierten Kernhüllen und Einbettung in Epon 

Unter Plexiglasplättchen (25 x 35 Millimeter, mit einem 7 mm großen zentralen Loch) wurden 

Glasdeckgläschen (Durchmesser 18 Millimeter) mit Wachs befestigt. Zehn Kernhüllen aus Xenopus 

laevis-Oozyten wurden in die Kammer einpipettiert und anschließend auf Trägerplatten für fünf 

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 

Kernhüllen zentrifugiert. Nach der Zentrifugation wurden die Deckgläschen vorsichtig mit einer 

Rasierklinge abgelöst und die Flüssigkeit abgesaugt. Nun erfolgte eine Inkubation mit dem ersten 

Antikörper für 90 Minuten bei Raumtemperatur in einer Feuchtkammer. Anschließend erfolgten zwei 

Waschschritte mit PBS für je fünf Minuten. Der goldgekoppelte Sekundärantikörper 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 Ionen für 30 Minuten. Anschließend wurde kurz in Cacodylatpuffer gewaschen und mit zwei 

Prozent Osmiumtetroxid für 30 Minuten postfixiert. Nach vorsichtigem Waschen in bidestilliertem 

Wasser erfolgte eine Dehydrierung der Präparate über eine aufsteigende Alkoholreihe (50, 70, 90, 96, 

100 Prozent) für je fünf Minuten bei 4°C und für zweimal fünf Minuten mit absolutem Ethanol bei 

Raumtemperatur. Die Deckgläschen mit den Kernhüllen wurden vier Stunden lang in ein Epon-

Propylengemisch und anschließend zweimal in frisches Epon eingelegt. Nach Anfertigung der 

Eponkapseln erfolgte die Aushärtung des Präparates (siehe 3.37.3.) 

 



122       3. METHODEN 
          
PBS:      siehe 3.19.1. 

 

Cacodylatpuffer:     siehe 3.37.1 

 

2,5 % Glutaraldehyd mit Ionen:   siehe 3.37.1 

 

Osmiumtetroxid:  siehe 3.37.1 

 

Epon-Gemisch:       siehe 3.37.1 

 

Primärantikörper:  

 
Antikörper Dilution in PBS Sekundärantikörper 

α-CRM1 Peptid Japan 1 :10 α-Kaninchen 

α-eIF5A #22 1 : 500 α-Kaninchen 

α-Kernmyosin IC #54 

(Xenopus laevis)  

pur α-Maus 

α-TFIIIA #17/2 1 : 1 α-Maus 

 
Tab. 3.25.: Primärantikörper für die Elektronenmikroskopie.  
 

Sekundärantikörper: 

 
Antikörper gegen gekoppelt mit Verdünnung 

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.: Sekundärantikörper für die Elektronenmikroskopie.    
 

 

3.37.3. Anfertigung der Eponkapseln 

Gelatinekapseln wurden mit Epon gefüllt und ein Zettel mit der Präparatekennzeichnung eingebracht. 

Die Deckgläschen wurden auf einen mit Alufolie überzogenen Objektträger gelegt und die 

Gelatinekapseln mit der Öffnung nach unten auf die Deckgläschen gestürzt. Das Aushärten des Epons 
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erfolgte für 48 Stunden bei 60°C. Danach konnte nach Zurechtschneiden der überstehenden 

Deckgläschenränder und Schockgefrieren in Flüssigstickstoff das Deckgläschen mit Luftdruck 

abgesprengt werden. Die Schnittfläche wurde pyramidenförmig angetrimmt und konnte nun im 

Ultramikrotom geschnitten werden.  

 

3.37.4. Anfertigung der Ultradünnschnitte und Kontrastierung 

Die Ultradünnschnitte 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-Höhscheid) aufgebracht und luftgetrocknet. 

Für die Kontrastierung erfolgte eine Inkubation für 20 Minuten bei Raumtemperatur mit Uranylacetat. 

Anschließend wurde in CO2-freiem, abgekochten bidestillierten Wasser gut gespült und in der 

Bleicitratlösung nach Reynolds für zehn Minuten inkubiert. Hierfür wurden die Bleicitrattropfen auf 

Parafilm pipettiert und NaOH-Plätzchen daneben gelegt. Um das Bleicitrat vor dem CO2 aus der 

Atemluft zu schützen, 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 Präparate wurden mit einem EM10-Elektronenmikroskop von Zeiss 

ausgewertet.  

 

Uranylacetat:         2 %   Uranylacetat in Ethanol 

 

Bleicitrat nach Reynolds (1963):   1,33 g  Bleinitrat 

       1,76 g  Natriumcitrat 

          8 ml  NaOH 1N 

       auf 50 ml mit abgekochtem bidestillierten 

                                                                   Wasser auffüllen 

 

3.37.5. Transmissions-Elektronenmikroskopie 
Bei der Elektronenmikroskopie wird als Strahlenquelle ein Elektronenstrahl verwandt. Eine V-förmige 

Kathode wird im Vakuum auf ungefähr 2 000°C erhitzt, wobei Elektronen ausgesandt werden. Die 

Elektronen werden im Vakuum auf ihrem Weg zur Anode stark beschleunigt. Die Präparate werden in 

den Strahlengang eingebracht, wodurch die Elektronen abgelenkt werden und auf einem Bildschirm 

ein Abbild des Präparates entsteht.  

Die Netzchen mit den Präparateschnitten wurden in den Strahlengang eines EM10 

Elektronenmikroskopes von Zeiss eingeschleust. Zur Dokumentation wurden EM-Plattenfilme 

(Kodak) belichtet und anschließend mit Tetenal Schnellfixierer fixiert. Die Negative wurden mit hoher 

Auflösung (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 Oberfläche den Oberflächenrezeptor CD83. Die 

nukleozytoplasmatische Translokation der CD83 mRNA kann durch Hypusininhibitoren gehemmt 

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

lässt (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 ubiquitär 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 führt zur 

Stabilisierung der RNA (Fan et al, 1997). Hierbei wirkt es den destabilisierenden AUF-Proteinen 

entgegen. Im Falle der CD83 mRNA führt 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 CRM1 interagieren 

(Brennan et al, 2000). 

 

 

4.1.1. Das HuR-Response-Element (HRE) ist für 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.  

 

Zunächst sollte überprüft werden, ob das HuR-Response-Element (HRE) in der kodierenden Sequenz 

von CD83 für den Export essentiell ist. Dazu wurden durch in-vitro-Transkription Digoxigenin-UTP 

oder 32P-UTP-markierte CD83 mRNA-Konstrukte hergestellt. Neben der gesamten wildtypischen 

Sequenz (CD83 Wildtyp) wurden Transkripte produziert, bei denen das HRE entweder deletiert 

(CD83 ΔHRE) 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 für dieselben 

Aminosäuren kodierten, aber eine Stem-Loop-Konfiguration nicht mehr möglich 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 Röntgenfilmes 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 

dafür, dass das HuR-Response-Element mit seiner charakteristischen Sekundärstruktur essentiell für 

den nukleozytoplasmatischen Export der CD83-Transkripte ist. 

 

 

 
 
Abb. 4.1.1.: Das HuR-Response-Element (HRE) ist für den Export der CD83 mRNA essentiell.  
Verschiedene mRNA-Konstrukte für die gesamte kodierende Sequenz des Oberflächenrezeptors 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, führt aber zur identischen Aminosäuresequenz. Bei der Deletionsvariante CD83 ΔHRE fehlt 
das HuR-Response-Element. Nach 30 Minuten wurden die Oozyten in Zellkern- und Zytoplasmafraktion 
getrennt und jeweils sowohl eine RNA- und Proteinisolation durchgeführt. Die RNA wurde mit einem 
einprozentigen RNA-Agarosegel aufgetrennt und auf eine Nylonmembran übertragen. Die injizierte RNA wurde 
nach Immundetektion mit Digoxigenin-Antikörpern mit einer Farbreaktion dargestellt. Die wildtypische CD83 
mRNA wurde im Gegensatz zu CD83 HRE-wobble und CD83 ΔHRE mRNA exportiert. In der unteren Reihe ist 
der Immunblot mit BSA-Antikörpern zur Injektionsgenauigkeit gezeigt. N: Zellkernfraktion; C: 
Zytoplasmafraktion.  
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4.1.2. HuR, eIF5A und CRM1 sind am Export von CD83 mRNA beteiligt 

Das HuR-Response-Element der CD83 mRNA interagiert mit HuR und ist für den Export essentiell 

(Prechtel et al., 2006). HuR und sein Xenopus-Homolog ElrA werden vom Antikörper ELAV 065 

erkannt. Daher wurde geprüft, ob durch die Mikroinjektion von ELAV 065-Antikörper der Export von 

CD83-HRE inhibieren werden kann. Für 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-Antikörpern wurde auch der Export der HRE-

Transkripte weitgehend unterbunden (Abb. 4.1.2., Spur  5 und 6). 

 

Die Beteiligung von eIF5A am Export wurde ebenfalls mit inhibierenden eIF5A-Antikörpern getestet. 

Auch nach Mikroinjektion von eIF5A-Antikörpern wurden HRE-Transkripte nicht mehr in das 

Zytoplasma transportiert (Abb. 4.1.2., Spur 7 und 8).  

 

Da ELAV- und eIF5A-Antikörper den Export von HRE-Transkripte aus dem Zellkern unterbinden 

konnten, wurde eine Beteiligung von HuR und eIF5A am Export von CD83 mRNA vermutet. 

 

 

 
 
Abb. 4.1.2.: Der Export der CD83-HRE-RNA (HRE-Domäne) wird durch ELAV 065-Antikörper und 
eIF5A-Antikörper inhibiert.  
Zunächst wurden Isotypkontrollantikörper (Spur 1-3), Antikörper gegen HuR (ELAV 065-Antikörper)(Spur 4-
6) oder eIF5A-Antikörper (Spur 7 und 8) in den Zellkern injiziert. Eine Stunde später wurde radioaktiv 
markierte CD83-HRE-RNA (HRE-Domäne) 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 Schwärzung eines Röntgenfilms nachgewiesen. Zur Injektionskontrolle wurde neben Dextranblau CD83-
HRE-wobble (Spur 1-6) oder BSA (Spur 7 und 8) mikroinjiziert. CD83-HRE-wobble (dünner 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-
Antikörper (Spur 4-6) als auch eIF5A-Antikörper (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 anschließend der Export der CD83-HRE analysiert. Tatsächlich 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 für eine Beteiligung von CRM1 beim Export von CD83 mRNA gefunden 

werden konnte. 

 
 
 

Abb 4.1.3.: Der Export der CD83-HRE-RNA (HRE-Domäne) 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 
CD83-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). ElrA zeigt auf 

dem Proteinlevel 92 % Identität zu HuR (siehe 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 für 

Xenopus laevis noch nicht beschrieben wurden, sollten bioinformatisch potentielle Homologe für 

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 Ähnlichkeiten mit einem leucinreichen 

Exportsignal besitzen.  
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APRIL      MDMKRRIHLELRNRTPAAVRELVLDNCKSNDGKIEGLTAEFVNLEFLSLINVGLISVSNL 60 
XAPRIL     MDMKKRIHLELRNRTPSDVRELVLDNCRAHEGKIEGLTAEFVNLEFLSLINVLLMSVSNL 60 
           ****:***********: *********::::********************* *:***** 
 
APRIL      PKLPKLKKLELSENRIFGGLDMLAEKLPNLTHLNLSGNKLKDISTLEPLKKLECLKSLDL 120 
XAPRIL     PKLPKLKKLELSDNRISGGLDVLAEKLSNLTHLNLSGNKIKDISTLEPLKKFETLKSLDL 120 
           ************:*** ****:*****.***********:***********:* ****** 
 
APRIL      FNCEVTNLNDYRESVFKLLPQLTYLDGYDREDQEAPDSDAEVDG--VDEEEEDEEGEDEE 178 
XAPRIL     FNCEVTNLNDYRESVFKLLPQLTYLDGYDREDKEAPDSDAEADGDGVDEEEEDEEGEEEE 180 
           ********************************:********.**  ***********:** 
 
APRIL      DEDDEDGEEEE--FDEEDDEDEDVEGDEDDDE---VSEEEEEFG----LDEEDE--DEDE 227 
XAPRIL     EDEEEEGEEEEDVDDEDDDEDEEELAEEDDEEDGSGEEEEEDFGHDGEVDEEDDEDDEEE 240 
           ::::*:*****   **:*****:  .:***:*    .****:**    :****:  **:* 
                           ↓  
APRIL      DEEEEEGGKGEKRKRETDDEG--EDD 251 
XAPRIL     DEEEEESGKGEKRKRDTDDEGDEEDD 266 
           ******.********:*****  *** 
 

 
Abb. 4.1.4.: Sequenzvergleich von APRIL bei Homo sapiens und Xenopus laevis.  
Die Aminosäuresequenz von humanem APRIL und Xenopus-APRIL (XAPRIL) ist zu 80 Prozent identisch 
(identische Aminosäuren sind grau unterlegt). Der Sequenzvergleich wurde mit clustalW durchgeführt. 
Mögliche leucinreiche Kernexportsignale (Position 63-71, 87-95, 112-120) sind unterstrichen und fett gedruckt 
(Konsensussequenz LxxLxxLxL wobei L durch I,V,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 
           *:* :***********:*********.**:***:******** ********* *:***** 
 
PP32       PKLNKLKKLELSDNRVSGGLEVLAEKCPNLTHLNLSGNKIKDLSTIEPLKKLENLKSLDL 120 
XPP32      PKLNKLKKLELSDNNISGGLEVLAEKCPNLTHLNLSGNRIKDLSTIEPLKKLEHLKSLDL 120 
           **************.:**********************:**************:****** 
 
PP32       FNCEVTNLNDYRENVFKLLPQLTYLDGYDRDDKEAPDSDAEGYVEGLDDEEEDEDEEEYD 180 
XPP32      FNCEVTNLNDYRENLFKLLPQLTYLDGYDRDDKEAPDSDAEGYVEGLDDDEDDEDEDDYD 180 
           **************:**********************************:*:****::** 
 
PP32       EDAQVVEDEEDEDEEEEGEEEDVSGEEEEDEEGYNDGEVDDEEDEEELGEEERGQKRKRE 240 
XPP32      EDVPPGEEGEDDDDEEEGEEEEVSGEEEEDEDASREGEED-EGDEE----AEHGEKRKRD 235 
           **.   *: **:*:*******:*********:. .:** * * ***     *:*:****: 
 
PP32       PEDEGEDDD 249 
XPP32      QDDEGEDDD 244 
            :******* 
 

 
Abb. 4.1.5.: Sequenzvergleich von PP32 (Homo sapiens) und dem Xenopus-Äquivalent XPP32.  
Die Aminosäuresequenz von humanem PP32 und dem Xenopus-Äquivalent XPP32 ist zu 81 Prozent identisch 
(identische Aminosäuren sind grau unterlegt). Der Sequenzvergleich wurde mit clustalW durchgeführt. 
Mögliche 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 möglicherweise am CD83 mRNA-Export beteiligten menschlichen Proteinen 

bioinformatisch Xenopus-Äquivalenten ermittelt (Tab. 4.1.). Für jedes menschliche Protein außer 

CD83 konnte ein Xenopus-Äquivalent zugeordnet werden. Auf dem Proteinlevel weisen XAPRIL und 

XPP32 zu ihrem humanen Pendant 80 bzw. 81 Prozent Identität auf. Die Rate ähnlicher Aminosäuren 

lag bei 89 Prozent für APRIL und XAPRIL und 91 Prozent für PP32 und XPP32. Humanes HuR und 

Xenopus-ElrA haben 92 Prozent identische Aminosäuren, humanes CRM1 und das Xenopus-Protein 

XPO1 97 Prozent, humanes Ran und das Xenopus-Äquivalent XRan 98 Prozent, β-Aktin von Mensch 

und Xenopus 99 Prozent und eIF5A beider Spezies 100 Prozent identische Aminosäuren. Das Protein 

RanBP3 von Mensch und Xenopus zeigt 69 Prozent identische und 84 Prozent ähnliche Aminosäuren. 

 

 

Homo sapiens Xenopus laevis identische AS ähnliche AS 

CRM1/Exportin1 XPO1 97 % 98 % 

Ran XRan 98 % 99 % 

RanBP3 RanBP3 69 % 84 % 

eIF5A eIF5A 100 % 100 % 

ß-Aktin ß-Aktin 99 % 100 % 

HuR ElrA 92 % 95 % 

APRIL XAPRIL 80 % 89 % 

PP32 XPP32 81 % 91 % 

 
Tab 4.1.: Vergleich der Aminosäuresequenzen von humanen Proteinen, die beim Export von CD83 
mRNA möglicherweise eine Rolle spielen, mit den Homologen bei Xenopus laevis. 
Die Proteine besitzen zwischen 69 und 100 % identische und zwischen 84 und 100 % ähnliche Aminosäuren 
(AS). Für das humane Protein CD83 konnte mit Datenbankanalysen kein entsprechendes Protein bei Xenopus 
laevis identifiziert werden. Die Sequenzvergleiche wurden mit clustalW durchgeführt. Sie sind im Anhang in 
Abb. 5.2. (CRM1/Exportin1/XPO1), 5.3. (Ran), 5.4. (RanBP3), 5.5. (eIF5A), 5.6. (ß-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 nächstes 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 ElrA, als auch bei 

APRIL und XAPRIL sowie PP32 und XPP32 konnten leucinreiche Sequenzen gefunden (Tab. 4.2.).  

Die leucinreiche Konsensussequenz lautete hierfür [LIF]-XX-L-XX-L-X-L. In leucinreichen 

Exportsignalen treten neben den Leucinen unter anderem häufig die Aminosäuren Glutaminsäure (E), 

Asparaginsäure (D) und Serin (S) auf. In der Tat fanden sich diese Aminosäuren 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. l.  ElrA INTLNGLRL 

H. s. APRIL LPKLKKLEL---LPNLTHLNL---LECLKSLDL 

X. l.  XAPRIL LPKLKKLEL---LSNLTHLNL---FETLKSLDL 

H. s. PP32 LNKLKKLEL-------//------LENLKSLDL 

X. l.  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 ähnlich 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 häufig vorkommenden Aminosäuren Glutaminsäure (E), Asparaginsäure 
(D) und Serin (S) sind blau markiert. 
 

 

HuR soll nur nach Interaktion mit APRIL oder PP32 in der Lage sein, mit dem Exportrezeptor für 

leucinreiche Sequenzen, CRM1, exportiert zu werden (Brennan et al., 2000). Dennoch enthält HuR 

selbst eine leucinreiche, HIV-1-Rev-NES ähnliche Sequenz. Um die Lage dieser Sequenz bei HuR und 

ElrA zu lokalisieren, wurde ein Sequenzvergleich von HuR und ElrA durchgeführt 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 α-Helix aus, zumindest am Aminoterminus 

(la Cour et al., 2004). Daher wurde eine dreidimensionalen Modellierung von HuR/ElrA zur 

Darstellung von Sekundärstrukturen durchgeführt (Abb. 4.1.7.). In der Tat zeigte sich am 

Aminoterminus der leucinreichen Sequenz von HuR/ElrA eine α-Helix.  
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HuR weist zwar Merkmale eines leucinreichen Exportsignals auf. Es fehlen jedoch die häufig in 

diesen Sequenzen vorkommenden Aminosäuren Glutaminsäure (E), Asparaginsäure (D) und Serin (S) 

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

 
ElrA       MSNGYEDHMDDVCRDDIGRTNLIVNYLPQNMTQDELRSLFSSIGEVESAKLIRDKVAGHS 60 
HuR        MSNGYEDHMAEDCRGDIGRTNLIVNYLPQNMTQDELRSLFSSIGEVESAKLIRDKVAGHS 60 
           ********* : **.********************************************* 
 
ElrA       LGYGFVNYLNAKDAERAINTLNGLRLQSKTIKVSFARPSSESIKDANLYISGLPRTMTQK 120 
HuR        LGYGFVNYVTAKDAERAINTLNGLRLQSKTIKVSYARPSSEVIKDANLYISGLPRTMTQK 120 
           ********:.************************:****** ****************** 
 
ElrA       DVEDMFLPFGHIINSRVLVDQATGLSRGVAFIRFDKRSEAEEAIASFNGHKPPGSSEPIT 180 
HuR        DVEDMFSRFGRIINSRVLVDQTTGLSRGVAFIRFDKRSEAEEAITSFNGHKPPGSSEPIT 180 
           ******  **:**********:**********************:*************** 
 
ElrA       VKFAANPNQNKNVALLSQICHSPARRFGGPVHHQAQRFRFSPMGVDHMSSISSVNVASSA 240 
HuR        VKFAANPNQNKNVALLSQLYHSPARRFGGPVHHQAQRFRFSPMGVDHMSGLSGVNVPGNA 240 
           ******************: *****************************.:*.***...* 
 
ElrA       TSGWCIFVYNLGQDADEGILWQMFGPFGAVTNVKVIRDFNTNKCKGFGFVTMTNYEEAAM 300 
HuR        SSGWCIFIYNLGQDADEGILWQMFGPFGAVTNVKVIRDFNTNKCKGFGFVTMTNYEEAAM 300 
           :******:**************************************************** 
 
ElrA       AIASLNGYRLGDKTLQVSFKTSKSHK 326 
HuR        AIASLNGYRLGDKILQVSFKTNKSHK 326 
           ************* *******.**** 
 
Abb. 4.1.6.: Lage von leucinreicher, NES-ähnlicher Sequenz und HNS bei HuR und ElrA.  
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 Ähnlichkeiten mit einem zweigeteilten Kernlokalisationssignal. Der 
Sequenzvergleich wurde mit clustalW durchgeführt. 
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Abb. 4.1.7.: Dreidimensionales Modell von HuR/ElrA. Am Aminoterminus der leucinreichen Sequenz 
befindet sich eine α-Helix.  
Die dreidimensionale Darstellung von HuR/ElrA erlaubt die Analyse von Sekundärstrukturen. Die leucinreiche 
Sequenz (a) ist an ihrem Aminoterminus Teil einer α-Helix (ILE 78, ASN 79, LEU 81). Die Aminosäuren der 
leucinreichen Sequenz sind beschriftet. In b, c 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 führt zur Hemmung des Exports von Substraten mit leucinreichen 

Exportsignalen. XAPRIL und XPP32 besitzen sowohl ein Kernlokalisationssignal als auch 

Kernexportsignal. Daher musste zunächst die Lokalisation der Proteine bestimmt werden. Hierzu 

wurde die kodierende Sequenz für ElrA, XAPRIL und XPP32 in einen eukaryotischen 

Expressionsvektor einkloniert. Die Lokalisation der resultierenden GFP (grün 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.  
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Abb. 4.1.8.: EGFP-Fusionsproteine von ElrA (a), XAPRIL (b) und XPP32 (c) sind im Zellkern von XTC-
Zellen lokalisiert. Da jedes Fusionsprotein sowohl Kernexportsignale als auch Kernlokalisationssignale enthält, 
überwiegt der Kernimport. Eichstrich 10 µm. 
 

Um nur den Export von XAPRIL und XPP32 darzustellen, wurde das C-terminal liegende 

Kernlokalisationssignal deletiert (XAPRIL-ΔNLS, XPP32-ΔNLS). Bakterien wurden mit 

Expressionsvektoren mit der kodierenden Sequenz für diese Import-inkompetenten Proteine 

transfiziert und die Proteinexpression mittels IPTG induziert. Anschließend wurden die Proteine GST-

APRIL-ΔNLS und XPP32-ΔNLS-His6 aus dem Bakterienlysat aufgereinigt. Somatische A6-Xenopus-

Zellen wurden mit und ohne CRM1-Inhibitor Leptomycin B (LMB) inkubiert und mit XPP32-ΔNLS-

His6 in den Kern mikroinjiziert. Nach zwei Stunden wurden die Zellen fixiert und das Histidin-

markierte XPP32-ΔNLS mit Histidin-Antikörpern nachgewiesen. Während bei den nicht mit LMB 

behandelten Zellen XPP32-ΔNLS-His6 im Zytoplasma detektiert werden konnte, konnte Gegensatz 

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

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

ΔNLS-His6 durch CRM1 vermittelt wird.   

 
 

 
 
Abb. 4.1.9.: Der Export von XPP32 ist durch Leptomycin B (LMB) hemmbar.  
Das Kernlokalisationssignal von XPP32 wurde deletiert und ein Fusionsprotein XPP32-ΔNLS-His6 hergestellt. 
A6-Zellen wurden für 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-Antikörpern durchgeführt. Ohne Leptomycin B kam es zum Export des Proteins in das Zytoplasma (a), 
in Anwesenheit von LMB wurde der Export unterbunden (b). Eichstrich 10 µm. 
 

 

Dieses Experiment wurde ebenfalls mit GST-XAPRIL-ΔNLS wiederholt. Aufgrund der starken 

Hintergrundfärbung konnte das exogen applizierte GST-XAPRIL-ΔNLS in der Immunfluoreszenz 
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jedoch nicht zufrieden stellend dargestellt werden. Injektionsversuche mit Xenopus-Oozyten blieben 

ebenfalls erfolglos.  

 

Um dennoch eine Aussage über eine Interaktion von XAPRIL mit CRM1 treffen zu können, wurde ein 

Overlay-Blot-Assay durchgeführt. Rekombinantes Histidin-markiertes Xenopus-CRM1 wurde auf eine 

Nitrozellulose transferiert und mit GST-XAPRIL inkubiert. Weil GST (Glutathion-S-Transferase) für 

unspezifische Bindungen bekannt ist, wurde als Kontrolle CRM1 mit GST inkubiert. Das gebundene 

GST bzw. GST-XAPRIL wurde immunologisch durch GST-Antikörper nachgewiesen. Wie in Abb. 

4.1.10. zu sehen, trat zwar eine unspezifische Bindung von GST an CRM1 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. 

 

 

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. Anschließend wurde 
gebundenes GST bzw. GST-XAPRIL durch spezifische Antikörper 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 angefärbt (B). Am 
linken Rand ist der Molekulargewichtsmarker in kDa gezeigt. 
 

 

4.1.6. ElrA ist ein Interaktionspartner von eIF5A 

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 eIF5A als auch das HuR-Homolog ElrA als 

essentielle Faktoren beim Export der CD83-HRE-RNA identifiziert. Da ElrA an das HuR-Response-
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Element der CD83 mRNA bindet und eIF5A ebenfalls bei dessen Export beteiligt ist, sollte nun 

geprüft werden, ob ElrA und eIF5A miteinander interagieren können.  

Hierzu wurde wiederum ein Overlay-Blot-Assay durchgeführt. Rekombinantes GST-eIF5A oder GST 

alleine wurde mit ElrA auf der Nitrozellulose inkubiert. Wie in Abb. 4.1.11. zu sehen, band mehr 

GST-eIF5A (Spur 2 und 4) als Kontroll-GST (Spur 1 und 3) an ElrA.  

 

 

 
Abb. 4.1.11.: ElrA interagiert mit eIF5A.  
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. Anschließend wurde gebundenes 
GST bzw. GST-eIF5A durch spezifische Antikörper nachgewiesen (A). Es band mehr GST-eIF5A als Kontroll-
GST an ElrA-His6. Zur Beladungskontrolle wurde das ElrA-His6 durch einen Immunblot mit ELAV 065-
Antikörper detektiert (B). Am linken Rand ist der Molekulargewichtsmarker in kDa gezeigt. 
 

 

Es wurde beschrieben, dass eIF5A eine tausendfach höhere Affinität für den Exportrezeptor Exportin 

4 im Vergleich zu CRM1 besitzen soll. Allerdings soll für 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 abhängig von der Hypusinmodifikation (Rosorius et 

al., 1999; Hoffmann et al., 2001). Daher sollte nochmals überprüft werden, ob im Xenopus-System 

eine Interaktion von nicht hypusinyliertem eIF5A und CRM1 möglich ist. Im Overlay-Blot-Assay 

wurde rekombinantes GST-eIF5A 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 eIF5A mit CRM1 kann daher angenommen werden.  
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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-eIF5A  (Spur 2 und 4) mit Zusatz von 
Energie (GTP)(Spur 1 und 2) oder Oozytenextrakt (Spur 3 und 4) inkubiert. Anschließend wurde gebundenes 
GST bzw. GST-eIF5A durch spezifische Antikörper nachgewiesen (A). Es band mehr GST-eIF5A als das 
Kontroll-GST an CRM1. GST-eIF5A hat auch an ein Degradationsprodukt (*) von CRM1 gebunden. Zur 
Beladungskontrolle wurde die Nitrozellulose mit dem CRM1 mit Ponceau S angefärbt (B). Am linken Rand ist 
der Molekulargewichtsmarker in kDa gezeigt. 
 

 

 

4.1.7. Die CD83 mRNA enthält kein putatives eIF5A-Erkennungsmotiv  

eIF5A kann direkt an RNA binden. Neben der hypusinabhängigen 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 (siehe 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. eIF5A ist zwar am Export der 

CD83 mRNA beteiligt. Die Interaktion von eIF5A und CD83 mRNA erfolgt jedoch nicht über die 

eIF5A-Erkennungsmotive UAACCA oder AAAUGU, da diese in den CD83-Transkripten nicht 

vorliegen.  

 

 

 

 

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

Als Bindungspartner von eIF5A wurde in Xenopus-Oozyten der oozytentypische Transkriptionsfaktor 

TFIIIA identifiziert (Doktorarbeit W. Hofmann, 2002). TFIIIA weist Ähnlichkeiten 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. TFIIIA 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). Während HIV-1-

RNA mithilfe von Rev exportiert wird, ist TFIIIA in frühen 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 nämlich 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 verdrängt 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 eIF5A beim Rev-vermittelten HIV-1-RNA-Export als Kofaktor essentiell beteiligt ist, sollte die 

zelluläre Funktion von eIF5A beim TFIIIA-vermittelten Export analysiert werden.  

 

 

4.2.1. TFIIIA ist an der Kernhülle lokalisiert 

Exportrelevante Proteine sind an der Kernhülle lokalisiert. Zunächst sollte daher die Lokalisation von 

oozytentypischem TFIIIA überprüft werden. Zu diesem Zweck wurden spezifische monoklonale 

Antikörper 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 Kernhülle 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 Antikörpern 
gegen TFIIIA und Nup62 durchgeführt. In a ist eine reife Oozyte, in b eine junge Oozyte gezeigt. Die 
Lokalisation von TFIIIA ist in grün, von Nup62 in rot dargestellt, die Kolokalisation in gelb. Die Kernhülle ist 
mit einem Pfeil markiert. Antikörper gegen TFIIIA und Nup62 binden an der Kernhülle.  
Eichstrich 10 µm. 
 

 

Die Lokalisation von TFIIIA in Oozyten wurde auch im Immunblot überprüft. Hierzu wurden die 

Proteine aus Zytoplasma, Zellkern und Kernhülle gefällt, mit einer SDS-PAGE aufgetrennt und auf 

eine Nitrozellulose übertragen. TFIIIA konnte im Zytoplasma und im Zellkern nachgewiesen werden 

(Abb. 4.2.2. C und N). Darüber hinaus wurde TFIIIA in der Fraktion der Kernhüllenproteine detektiert 

(Abb. 4.2.2. NE). 

 

 

 

Abb. 4.2.2.: Der monoklonale TFIIIA-Antikörper erkennt ein 38 kDa großes Protein in der Zytoplasma-, 
Kern- und Kernhüllenfraktion.  
Aus defollikulierten Oozyten wurden Zytoplasma, Kerne und Kernhüllen manuell isoliert und die Proteine 
gefällt. 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-Antikörper 
durchgeführt. TFIIIA, markiert mit einem Pfleil, konnte In der Zytoplasma-, Kern- und Kernhüllenfraktion 
nachgewiesen werden (C: Zytoplasma; N: Kerne; NE: Kernhüllen). 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 Kernhülle 

abgeleitet werden. Eine genauere Beschreibung der Lokalisation ermöglicht jedoch die 

Immungoldlokalisation von TFIIIA auf handisolierten Kernhüllen. Die Kernhüllen wurden vor der 

Fixierung und Einbettung in Epon für die Elektronenmikroskopie mit einem monoklonalen TFIIIA-

Antikörper und einem sekundären goldgekoppelten Antikörper 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 Kernhüllen wurden vor der Einbettung für die Elektronenmikroskopie mit einem monoklonalen 
Antikörper gegen TFIIIA und anschließend mit einem an 6 nm-Kolloidgold-gekoppelten sekundären Antikörper 
inkubiert. Die elektronenmikroskopische Aufnahme zeigt einen Querschnitt durch eine handisolierte Oozyten-
Kernhülle. Ein Teil der Goldpartikel ist mit einem Pfeil markiert. o: äußere Kernhüllenmembran; i: innere 
Kernhüllenmembran. TFIIIA lokalisiert an den  nukleoplasmatischen Filamenten der Kernporenkomplexe. 
Eichstrich 1 µm. 
 
 

 

4.2.2. TFIIIA wird mithilfe des Exportrezeptors CRM1 exportiert 

Ob der Export von TFIIIA wie vermutet mittels CRM1-Exportrezeptor verläuft, sollte im Folgenden 

überprüft werden. Zunächst 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 Kernhülle von Oozyten. Ergänzend hierzu wurde aufgrund 

der besseren Diskriminierung eine Immungoldlokalisation von TFIIIA und CRM1 auf handisolierten 

Kernhüllen von Xenopus-Oozyten durchgeführt. Die Kernhüllen wurden vor der Fixierung und 

Einbettung in Epon für die Elektronenmikroskopie mit primären Antikörpern gegen TFIIIA und 

CRM1 und sekundären goldgekoppelten Antikörpern inkubiert. Sowohl TFIIIA als auch CRM1 waren 

an den nukleozytoplasmatischen Filamenten der Kernporenkomplexe lokalisiert (Abb. 4.2.5.).  
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Abb. 4.2.4.: Lokalisation von TFIIIA und CRM1 in Xenopus-Oozyten. 
Von Xenopus-Ovar wurden Gefrierschnitte hergestellt und eine indirekte Immunfluoreszenz mit Antikörpern 
gegen TFIIIA und CRM1 durchgeführt. In a ist eine reife Oozyte, in b eine junge Oozyte gezeigt. Die 
Lokalisation von TFIIIA ist in grün, von CRM1 in rot, die Kolokalisation in gelb dargestellt. Die Kernhülle ist 
mit einem Pfeil markiert. Antikörper gegen TFIIIA und CRM1 binden an der Kernhülle.  
Eichstrich 10 µm. 
 
 

 
 
Abb. 4.2.5.: Lokalisation von TFIIIA und CRM1 an Kernporenkomplexen von Xenopus laevis-Oozyten. 
Die elektronenmikroskopischen Aufnahmen a1, a2 und a3 zeigen Querschnitte durch eine handisolierte 
Oozyten-Kernhülle. Vor der Einbettung wurde eine indirekte Immunfluoreszenz mit TFIIIA- und CRM1-
Antikörpern durchgeführt. Die sekundären Antikörper waren an 6 nm-Kolloidgold (TFIIIA; schwarzer Pfeil) 
oder 12nm-Kolloidgold (CRM1; weißer Pfeil) gekoppelt. o: äußere Kernhüllenmembran; i: innere 
Kernhüllenmembran. TFIIIA und CRM1 lokalisieren an den nukleoplasmatischen Filamenten der 
Kernporenkomplexe.  
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Eichstrich 1 µm. 
Anschließend wurden Mikroinjektionsversuche durchgeführt. 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 CRM1-vermittelten Exportes wurde ein Teil der 

Oozyten in Leptomycin B inkubiert. Die Proteine aus Kern- und Zytoplasmafraktion wurden getrennt 

gefällt und gelelektrophoretisch aufgetrennt. Nach dem Übertragen auf eine Nitrozellulose wurde eine 

Immundetektion der Fusionsproteine mit GST-Antikörpern durchgeführt. Als Injektionskontrolle 

wurde der Injektionslösung 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 CRM1-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 ließ darauf schließen, dass der Export der Fusionsproteine GST-HIV-1-Rev-NES bzw. 

GST-TFIIIA-NES in das Zytoplasma durch den spezifischen CRM1-Inhibitor Leptomycin inhibiert 

werden konnte.  

Weil hieraus noch keine Schlussfolgerungen über den Export von TFIIIA in seiner vollen Länge 

gezogen werden konnte, wurden Oozyten in Barth-Medium mit und ohne Leptomycin B inkubiert. Die 

Kerne wurden manuell aus den Oozyten isoliert, die Kernproteine gefällt und elektrophoretisch 

aufgetrennt. Nach Transfer auf eine Nitrozellulosemembran erfolgte der Nachweis des endogenen 

TFIIIA mit einem monoklonalen TFIIIA-Antikörper. 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 daraufhin, 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 Sättigungsbereich konnte keine quantitative Aussage bezüglich des TFIIIA 

im Zytoplasma von Oozyten mit und ohne Leptomycinbehandlung getroffen werden.   

 

In einem nächsten Schritt sollte der Export von rekombinanten TFIIIA-His6 untersucht werden. 

Zunächst 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-

Antikörpern 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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Anschließend 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 durchgeführt. Der 

Nachweis von TFIIIA-His6 im Zytoplasma der  Kontrolloozyten ohne LMB-Behandlung gelang hier 

jedoch nicht, weshalb der Versuch nicht ausgewertet werden konnte. Möglicherweise spielte hier eine 

Degradation des zytoplasmatischen TFIIIA-His6 eine Rolle.  

 

     HIV-1-REV-NES: LPPLERLTL     TFIIIA-NES: SLVLDKLTI 

 

 
 
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 gefällt und mittels 
SDS-PAGE aufgetrennt. Nach Transfer auf eine Nitrozellulosemembran wurde ein Immunblot mit GST-
Antikörpern (A und B) oder TFIIIA-Antikörpern (C) durchgeführt. Der Export von GST-TFIIIA-NES (A) 
konnte wie der Export von GST-HIV-1-Rev-NES (B) durch den CRM1-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-Antikörpern (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 TFIIIA-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 gefällt und mittels SDS-PAGE 
aufgetrennt. Nach Transfer der Proteine auf eine Nitrozellulosemembran wurde ein Immunblot mit einem 
monoklonalen Histidin-Antikörper durchgeführt. 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 eIF5A 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 zunächst die 

Lokalisation von TFIIIA und eIF5A mittels Immunfluoreszenz auf Oozytengefrierschnitten analysiert. 

Wie erwartet zeigte sich eine Kolokalisation von TFIIIA und eIF5A an der Kernhülle (Abb. 4.2.8.). 

 

Um aber den Einfluss von eIF5A beim Export zu ermitteln, wurden einerseits die Interaktion von 

TFIIIA mit eIF5A im Overlay-Blot-Assay überprüft und andererseits Mikroinjektionsexperimente mit 

eIF5A-Antikörpern durchgeführt.  

 

TFIIIA-His6 wurde für den Overlay-Blot-Assay nach SDS-Gelelektrophorese auf eine Nitrozellulose 

transferiert und mit GST-eIF5A oder GST inkubiert. Gebundenes GST-eIF5A oder GST wurde 

anschließend durch GST-Antikörper nachgewiesen (Abb. 4.2.9.). Im Gegensatz zu Kontroll-GST hat 

GST-eIF5A an TFIIIA-His6 gebunden. Auffällig war außerdem, dass eIF5A 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 eI5FA an 

TFIIIA fördern können.  
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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 Antikörpern 
gegen TFIIIA und eIF5A durchgeführt. In a ist eine reife Oozyte, in b eine junge Oozyte gezeigt. Die 
Lokalisation von TFIIIA ist in grün, von eIF5A in rot, die Kolokalisation in gelb dargestellt. Die Kernhülle ist 
mit einem Pfeil markiert. Antikörper gegen TFIIIA und eIF5A binden an der Kernhülle.  
Eichstrich 10 µm. 
 

 

 

 

 
 
Abb. 4.2.9.: TFIIIA interagiert mit eIF5A.  
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. Anschließend wurde gebundenes GST oder 
GST-eIF5A durch spezifische Antikörper nachgewiesen (A). GST-eIF5A 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 angefärbt (B). Am linken Rand ist der Molekulargewichtsmarker in kDa gezeigt. 
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Schließlich wurde noch die Rolle von eIF5A beim Export von GST-TFIIIA-NES und endogenem 

TFIIIA durch Mikroinjektionsexperimente getestet. Hierzu wurde zunächst ein eIF5A- oder IgG-

Kontrollantikörper in den Zellkern vorinjiziert. Nach einer Stunde Inkubation erfolgte die Injektion 

von GST-TFIIIA-NES. Zwölf Stunden später wurden Zellkern- und Zytoplasmafraktionen getrennt 

gesammelt und nach Gelelektrophorese auf eine Nitrozellulosemembran transferiert. Der Nachweis 

des GST-TFIIIA-NES erfolgte durch einen GST-Antikörper (4.2.10. A). Im Vergleich zur 

Kontrollinjektion mit IgG wurde der Export von GST-TFIIIA-NES durch eIF5A-Antikörper teilweise 

inhibiert (vergleiche Abb. 4.2.10. A: Spur 1 und 2 mit Spur 3 und 4). Daraus ließ sich ableiten, dass 

eIF5A nicht nur beim Rev-vermittelten Export, sondern auch beim Export von TFIIIA in Xenopus-

Oozyten als essentieller Kofaktor wirkt. 

 

Um den Einfluss von eIF5A beim Export von endogenem TFIIIA zu ermitteln, wurden ebenfalls 

eIF5A- oder IgG-Kontrollantikörper in den Zellkern vorinjiziert. Nach 3 Stunden wurden die Kerne 

isoliert und die Proteine gelelektrophoretisch aufgetrennt. Der Nachweis des endogenen TFIIIA 

erfolgte mit TFIIIA-Antikörpern (4.2.10. B). Endogener TFIIIA ließ sich durch die Injektion von 

eIF5A-Antikörpern geringfügig im Zellkern anreichern (Abb. 4.2.10. B: Spur 6).  

 

 
 
Abb. 4.2.10.: Der Export von GST-TFIIIA-NES und endogenem TFIIIA wird durch eIF5A-Antikörper 
inhibiert.  
A: Manuell defollikulierte Oozyten wurden mit rekombinantem GST-TFIIIA-NES und BSA in den Zellkern 
injiziert. Eine Stunde zuvor wurden Isotypkontrollantikörper (Spur 1 und 2) oder eIF5A-Antikörper (Spur 3 und 
4) in den Zellkern injiziert. Nach 18 Stunden wurden die Oozyten in Kern- und  Zytoplasmafraktion getrennt, 
die Proteine gefällt, mittels SDS-PAGE aufgetrennt und auf eine Nitrozellulose transferiert. Im Immunblot mit 
GST-Antikörpern zeigte sich eine Hemmung des Exports von GST-TFIIIA-NES durch eIF5A-Antikörper (Spur 
3 und 4). Nach der Entfernung der Antikörper wurde ein Immunblot mit BSA-Antikörpern zur 
Injektionskontrolle durchgeführt. N: Kernfraktion; C: Zytoplasmafraktion. Die Molekulargewichtsmarker sind 
am linken Rand in kDa angegeben.  
B: Manuell defollikulierte Oozyten wurden mit IgG oder eIF5A-Antikörper in den Zellkern injiziert. Nach 3 
Stunden wurden die Zellkerne manuell aus den Oozyten isoliert und die Kernproteine gefällt. Nach SDS-PAGE 
und Westernblot wurde eine Immundetektion mit TFIIIA-Antikörpern durchgeführt. Endogener TFIIIA ließ sich 
durch die Injektion von eIF5A-Antikörpern 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 eIF5A 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 

Aufklärung von Kernaktinfunktionen geliefert haben (Scheer et al., 1984; Rungger et al., 1979), bietet 

sich daher das Modellsystem Xenopus-Oozyte für die Analyse von Kernmyosinaufgaben an. Weil 

nicht bekannt war, ob bei Xenopus laevis ein Kernmyosin IC existiert, sollte das Protein zunächst 

bioinformatisch aus Gen- und Proteindatenbanken  identifiziert werden. Neben der besonderen 

Eignung für Exportstudien kann in Xenopus-Oozyten an den amplifizierten Nukleolen und den 

Lampenbürstenchromosomen die Transkription sichtbar gemacht werden. Nach der Bereitstellung 

geeigneter Antikörper gegen das Xenopus-Kernmyosin sollte eine Beteiligung von Kernmyosin bei 

Transkriptions- und Exportprozessen überprüft werden.  

 

4.3.1. Identifikation von Kernmyosin IC im Modellorganismus Xenopus laevis 

Mittlerweile umfasst die Myosinfamilie 18 Myosinklassen, basierend auf der Sequenz ihrer 

katalytischen Domänen (Berg et al., 2001). Beim Menschen gehören 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 ähnlichen 

Aminosäuren auf die Kopfdomäne konzentrieren. Während das erste IQ-Motiv der Halsdomäne noch 

in allen sieben Vertretern der Myosin-I-Familie auftrat, waren die weiteren zwei IQ-Motive nur 

teilweise vorhanden. Die Schwanzregion differierte bei allen Myosin-I-Mitgliedern. Der Anteil 

identischer Aminosäuren 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 Aminosäuren 

Myosin IA 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 Aminosäuren des Myosin IC sind mit den anderen Vertretern der Myosinfamilie 
identisch. Der Sequenzvergleich wurde mit clustalW durchgeführt. 



148                                                                                                                     4. ERGEBNISSE 

 
Bislang war nur humanes und murines Kernmyosin IC bekannt. Der Nachweis von Kernmyosin IC in 

weiteren Organismen und die Abschätzung der evolutionären Konservierung kann Aufschluss über die 

Relevanz des Proteins geben. Findet es sich in einer Vielzahl von Spezies unterschiedlicher Klassen 

und ist ein Protein evolutionär hoch konserviert, deutet dies auf eine frühe Entstehung 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. Darüber hinaus war die Identifikation des Proteins bei den Amphibien Xenopus 

laevis und Xenopus tropicalis sowie bei einem Vertreter der Vögel (Gallus gallus) interessant. Des 

Weiteren wurden die Modellorganismen Drosophila melanogaster (Insekt) und Arabidopsis thaliana 

(Pflanze) mit eingeschlossen. Grundlage für die Datenbanksuche war die murine kodierende Sequenz 

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

 

Bei der Maus stellt das Kernmyosin IC eine Spleißvariante von Myosin IC dar. Exon 1 beinhaltet die 

Translationsstartstelle für das zytoplasmatische Myosin IC, das Exon -2 findet sich in der 5’-

untranslatierten Region. Als Spleißvariante stellt bei Kernmyosin IC jedoch das Exon -1 eine 

zusätzliche Translationsstartstelle upstream des Startkodons für das zytoplasmatische Myosin IC 

bereit. Die dadurch resultierenden zusätzlichen 16 Aminosäuren am Aminoterminus werden teilweise 

von Exon -1 (Aminosäure 1 bis 6) und von Exon 1 (Aminosäure 7 bis 16) kodiert (Pestic-Dragovich et 

al., 2000). Ein Alignment unter Verwendung der aminoterminalen 48 Nukleotide des murinen 

Kernmyosin IC, die für diesen Aminoterminus aus 16 Aminosäuren kodieren, erbrachte für die 

meisten untersuchten Organismen kein Ergebnis. Daher wurden zunächst für diese Organismen per 

DNA-Sequenzanalyse potentielle Myosin IC-Äquivalente gesucht. Anschließend wurde die Sequenz 

upstream des Startkodons für das Myosin IC analysiert. Gegebenenfalls wurde eine weitere 

Sequenzanalyse mit den 30 upstream des Startkodons für das Myosin IC liegenden Aminosäuren 

durchgeführt.  

 

Auf diese Weise wurden die Kernmyosinkandidaten für 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 ähnlicher Aufbau. Die Myosin IC-Kandidaten existierten in zwei Variationen, wobei 

eine Variante zusätzliche 16 Aminosäuren am Aminoterminus aufwies Abb. 4.3.1 und 4.3.3.) Diese 16 

Aminosäuren wurden wie bei der Maus von zwei verschiedenen Exons kodiert. Für 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 ---    --- --- --- --- --- --- --- --g --- ---  --- 

   Rattus norvegicus   --- --- --- --- --g ---    --- --- --- --- --- --- --a --- --- ---  --- 

   Bos tauris     --- --- --- --- --g ---    --- --- --- --- --- --- --g --g --c ---  --- 

   Gallus gallus        --- aag --- a-a –g- g--    -ga gca --g –c- a-- --t --- --t t-- ---  --- 

   Xenopus laevis      --- aag --- a-a --- g--    --t --a -ca -tc --- --- a-c --g --c ---  --- 

   Xenopus tropicalis  --- aat --- a-a --- g--    --t –c- -ca -tc --- --- a-c --t --c ---  ---  

 

   Mus musculus         M   R   Y   R   A   S      A   L   G   S   D   G   V   R   V   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 Aminosäuresequenzen des Kernmyosin IC-
Aminoterminus verschiedener Spezies zeigt die evolutionäre Konservierung. 
Ausgewählt wurden Vertreter der Säugetiere (Maus, Mensch, Ratte, Rind), Vögel (Huhn) und Amphibien (zwei 
Krallenfroscharten). Grundlegend waren die bereits bekannten murinen Sequenzen. Abweichungen bei den 
anderen Spezies wurden unter dem jeweiligen Nukleotid oder der Aminosäure angegeben und fett 
gekennzeichnet. Die rot geschriebenen Aminosäuren stellen die basischen Aminosäuren Lysin und Arginin dar. 
Der Aminoterminus wird von zwei Exons, dem Exon 1 und einem upstream liegenden Exon X-1 kodiert. Das 
Startkodon für das Kernmyosin IC sowie für das Myosin IC ist durch Unterstreichung hervorgehoben. Der 
ähnliche Aufbau des Aminoterminus deutet auf seine besondere Bedeutung hin.  
 

   
 XMIC    tggagctgcacatcaacttttactcaggctccagcaatcgacgggatccgggtcaccatg  60 
          W  S  C  T  S  T  F  T  Q  A  P  A  I  D  G  I  R  V  T  M   
                  -            -   ----------------------------------  
 XNMIC   aaagtgacgatgaagtacagagcagcggctccagcaatcgacgggatccgggtcaccatg  60  
          K  V  T  M  K  Y  R  A  A  A  P  A  I  D  G  I  R  V  T  M     
           
 
 XMIC    gaaagtgccttaacggcccgggatcgggtcggcgtccaggactttgttctgttggaaaac 120 
          E  S  A  L  T  A  R  D  R  V  G  V  Q  D  F  V  L  L  E  N   
         ------------------------------------------------------------ 
 XNMIC   gaaagtgccttaacggcccgggatcgggtcggcgtccaggactttgttctgttggaaaac 120 
          E  S  A  L  T  A  R  D  R  V  G  V  Q  D  F  V  L  L  E  N   
 
 
 XMIC    tatacaagtgaagcagcattcatagaaaacctaaggaaacgatttaaggagaacttaatt 180 
          Y  T  S  E  A  A  F  I  E  N  L  R  K  R  F  K  E  N  L  I  
         ------------------------------------------------------------        
 XNMIC   tatacaagtgaagcagcattcatagaaaacctaaggaaacgatttaaggagaacttaatt 180 
          Y  T  S  E  A  A  F  I  E  N  L  R  K  R  F  K  E  N  L  I 
 

Abb. 4.3.2.: Alignment (clustalW) von Myosin IC und Kernmyosin IC bei Xenopus laevis (X.l.). 
Der dargestellte Bereich umfasst einen Teil der 3’UTR, das Startkodon und einen Ausschnitt der 
aminoterminalen kodierende Sequenz der Kandidaten für 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 für den 
Aminoterminus aus 16 Aminosäuren kodiert. In der Sequenz für 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 für das Kernmyosin IC gefunden wurde, erfolgte die 

bioinformatische Analyse der Domänen (Abb. 4.3.3. und Abb. 4.3.4.). Aminoterminal befindet sich 

eine im Vergleich zum Myosin IC zusätzliche Sequenz von 16 Aminosäuren. Daran schließt sich die 

Myosinkopfdomäne mit einer ATP-Bindungsstelle und einer Aktinbindungsstelle an. In der 

Halsregion können drei so genannte IQ-Motive abgegrenzt werden. Der Myosinschwanz enthält kein 

bekanntes Motiv. Rechnerisch wurde das Molekulargewicht für das Xenopus laevis-Kernmyosin IC 

auf 120 kDa bestimmt.  

 

Der Sequenzvergleich der Aminosäuren von Kernmyosin IC des glatten Krallenfrosches mit dem 

humanen und murinen Protein erbrachte jeweils 78 Prozent identische bzw. 95 Prozent ähnliche 

Aminosäuren (Abb. 4.3.2.). Es kann daher von einer evolutionären Konservierung ausgegangen 

werden.  

 

 

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

                           
M.m.      MRYRASALGSDGVRVTMESALTARDRVGVQDFVLLENFTSEAAFIENLRRRFRENLIYTY 60 
H.s.      MRYRASALGSDGVRVTMESALTARDRVGVQDFVLLENFTSEAAFIENLRRRFRENLIYTY 60 
X.l.      MKYRAAAPAIDGIRVTMESALTARDRVGVQDFVLLENYTSEAAFIENLRKRFKENLIYTY 60 
          *:***:* . **:************************:***********:**:******* 
 
M.m.      IGPVLVSVNPYRDLQIYSRQHMERYRGVSFYEVPPHLFAVADTVYRALRTERRDQAVMIS 120 
H.s.      IGPVLVSVNPYRDLQIYSRQHMERYRGVSFYEVPPHLFAVADTVYRALRTERRDQAVMIS 120 
X.l.      IGSVLVSVNPYKELEIYSKQHMERYRGVSFYEVSPHIYAIADNSYRSLRTERKDQCILIS 120 
          **.********::*:***:**************.**::*:**. **:*****:**.::** 
             ATP      
M.m.      GESGAGKTEATKRLLQFYAETCPAPERGGAVRDRLLQSNPVLEAFGNAKTLRNDNSSRFG 180 
H.s.      GESGAGKTEATKRLLQFYAETCPAPERGGAVRDRLLQSNPVLEAFGNAKTLRNDNSSRFG 180 
X.l.      GESGSGKTEASKKILQYYAVTCPASDQVETVKDRLLQSNPVLEAFGNAKTLRNDNSSRFG 180 
          ****:*****:*::**:** ****.::  :*:**************************** 
M.m.      KYMDVQFDFKGAPVGGHILSYLLEKSRVVHQNHGERNFHVFYQLLEGGEEETLRRLGLER 240 
H.s.      KYMDVQFDFKGAPVGGHILSYLLEKSRVVHQNHGERNFHIFYQLLEGGEEETLRRLGLER 240 
X.l.      KYMDVQFDYKGAPVGGHILNYLLEKSRVVHQNHGERNFHIFYQLLEGGEEELLRRLGLDK 240 
          ********:**********.*******************:*********** ******:: 
 
M.m.      NPQSYLYLVKGQCAKVSSINDKSDWKVMRKALSVIDFTEDEVEDLLSIVASVLHLGNIHF 300 
H.s.      NPQSYLYLVKGQCAKVSSINDKSDWKVVRKALTVIDFTEDEVEDLLSIVASVLHLGNIHF 300 
X.l.      NAQNYQYLVKGQCARVSSINDKNEWKTVRRALSIINFNEDDVEELLSIVASVLHLGNVQF 300 
          *.*.* ********:*******.:**.:*:**::*:*.**:**:*************::* 
 
M.m.      AADEDSNAQVTTENQLKYLTRLLGVEGTTLREALTHRKIIAKGEELLSPLNLEQAAYARD 360 
H.s.      AANEESNAQVTTENQLKYLTRLLSVEGSTLREALTHRKIIAKGEELLSPLNLEQAAYARD 360 
X.l.      ASDDHSHAQVTTENQIKYLARLLAVDATVLRESLIHKKIIAKGEELNSPLNLEQAAYARD 360 
          *:::.*:********:***:***.*:.:.***:* *:********* ************* 
 
M.m.      ALAKAVYSRTFTWLVRKINRSLASKDAESPSWRSTTVLGLLDIYGFEVFQHNSFEQFCIN 420 
H.s.      ALAKAVYSRTFTWLVGKINRSLASKDVESPSWRSTTVLGLLDIYGFEVFQHNSFEQFCIN 420 
X.l.      ALAKAIYGRTFSWLVSKINKSLTYKGSDIHSIGNASVIGLLDIYGFEVFQHNSFEQFCIN 420 
          *****:*.***:*** ***:**: *. :  *  .::*:********************** 
 
M.m.      YCNEKLQQLFIELTLKSEQEEYEAEGIAWEPVQYFNNKIICDLVEEKFKGIISILDEECL 480 
H.s.      YCNEKLQQLFIELTLKSEQEEYEAEGIAWEPVQYFNNKIICDLVEEKFKGIISILDEECL 480 
X.l.      YCNEKLQQLFIELTLKSEQEEYESEGIAWEPVQYYNNKIICDLVEEKFKGIISILDEECL 480 
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          ***********************:**********:************************* 
M.m.      RPGEATDLTFLEKLEDTVKPHPHFLTHKLADQKTRKSLDRGEFRLLHYAGEVTYSVTGFL 540 
H.s.      RPGEATDLTFLEKLEDTVKHHPHFLTHKLADQRTRKSLGRGEFRLLHYAGEVTYSVTGFL 540 
X.l.      RPGEATDMTFLEKLEDTVKNHPHFVTHKLGDQKLRKSLGRDEFRLLHYAGEVNYSVAGFL 540 
          *******:*********** ****:****.**: ****.*.***********.***:*** 
 
M.m.      DKNNDLLFRNLKETMCSSMNPIMAQCFDKSELSDKKRPETVATQFKMSLLQLVEILRSKE 600 
H.s.      DKNNDLLFRNLKETMCSSKNPIMSQCFDRSELSDKKRPETVATQFKMSLLQLVEILQSKE 600 
X.l.      DKNNDLLFRNLKEVMCDSGNPIVHQCFDRAELTDKKRPETVATQFKNSLSKLMEILMSKE 600 
          *************.**.* ***: ****::**:************* ** :*:*** *** 
             Aktin   
M.m.      PAYIRCIKPNDAKQPGRFDEVLIRHQVKYLGLMENLRVRRAGFAYRRKYEAFLQRYKSLC 660 
H.s.      PAYVRCIKPNDAKQPGRFDEVLIRHQVKYLGLLENLRVRRAGFAYRRKYEAFLQRYKSLC 660 
X.l.      PSYVRCIKPNDAKQAARFDEVLIRHQVKYLGLIENVRVRRAGFAYRRKYEIFLQRYKSLC 660 
          *:*:**********..****************:**:************** ********* 
                                                                       
M.m.      PETWPMWAGRPQDGVAVLVRHLGYKPEEYKMGRTKIFIRFPKTLFATEDSLEVRRQSLAT 720 
H.s.      PETWPTWAGRPQDGVAVLVRHLGYKPEEYKMGRTKIFIRFPKTLFATEDALEVRRQSLAT 720 
X.l.      PETWPTWNGRAQDGVAVLVKSLGYKPEEYKMGRTKIFIRFPKTLFATEDALEERKQSIAT 720 
          ***** * **.********: ****************************:** *:**:** 
           IQxxxRGxxxR            IQxxxRGxxxR                 RGxxxR       
M.m.      KIQAAWRGFHWRQKFLRVKRSAICIQSWWRGTLGRRKAAKRKWAAQTIRRLIRGFILRHS 780 
H.s.      KIQAAWRGFHWRQKFLRVKRSAICIQSWWRGTLGRRKAAKRKWAAQTIRRLIRGFILRHA 780 
X.l.      FLQARWKGYVQRKSFLHMKYSAIHIQSWWRGNIGRKKAAKRKWAVDVIRRFIRGFIYRNY 780 
           :** *:*:  *:.**::* *** *******.:**:********.:.***:***** *:         
                 
M.m.      PRCPENAFFLDHVRASFLLNLRRQLPRNVLDTSWPTPPPALREASELLRELCMKNMVWKY 840 
H.s.      PRCPENAFFLDHVRTSFLLNLRRQLPRNVLDTSWPTPPPALREASELLRELCIKNMVWKY 840 
X.l.      DRCPENEYFLDYIRYSFLMNLRRNMPKSVLDKSWPVPPPSLQEASELLREMCMNNMVWAY 840 
           ***** :***::* ***:****::*:.***.***.***:*:********:*::**** * 
 
M.m.      CRSISPEWKQQLQQKAVASEIFKGKKDNYPQSVPRLFISTRLGTEEISPRVLQSLGSEPI 900 
H.s.      CRSISPEWKQQLQQKAVASEIFKGKKDNYPQSVPRLFISTRLGTDEISPRVLQALGSEPI 900 
X.l.      CRRISPEMKQQLEQKVVASEIFKEKKDNYPQSVPRLFINTRLGIEEINAKILQTMENQTL 900 
          ** **** ****:**.******* **************.**** :**..::**:: .:.: 
 
M.m.      QYAVPVVKYDRKGYKPRPRQLLLTPSAVVIVEDAKVKQRIDYANLTGISVSSLSDSLFVL 960 
H.s.      QYAVPVVKYDRKGYKPRSRQLLLTPNAVVIVEDAKVKQRIDYANLTGISVSSLSDSLFVL 960 
X.l.      TYAVPVVKYDRKGYKPRRRQLLLTHNTAYIVEEAKLKQRIDYANLTGISVSSLSDNLFVI 960 
           **************** ****** .:. ***:**:*******************.***: 
 
M.m.      HVQREDNKQKGDVVLQSDHVIETLTKTALSADRVNNININQGSITFAGGPGRDGIIDFTS 1020 
H.s.      HVQRADNKQKGDVVLQSDHVIETLTKTALSANRVNSININQGSITFAGGPGRDGTIDFTP 1020 
X.l.      HVKCEDNKQKGDVVLQSDHVIETLTKIAISAEKIHNINIIQGSIKFTVGHGKEGIIDFTP 1020 
          **:  ********************* *:**::::.*** ****.*: * *::* ****. 
 
M.m.      GSELLITKAKNGHLAVVAPRLNSR 1044 
H.s.      GSELLITKAKNGHLAVVAPRLNSR 1044 
X.l.      GSELLIAKAKNGHLSVVAPRLNSR 1044 
          ******:*******:********* 
 
 
Abb. 4.3.3.: Multiples Alignment (clustalW) von Kernmyosin IC bei Maus (M.m.), Mensch (H.s.) und 
Xenopus laevis (X.l.). 
Identische Aminosäuren sind jeweils grau unterlegt. Rot gekennzeichnet sind der 16-AS-Aminoterminus des 
Kernmyosins und die ATP- und Aktinbindungsstelle in der Kopfdomäne. Fett gekennzeichnet ist die Halsregion 
mit den drei IQ-Motiven (IQ-Motiv 1: 717-739 IQ-Motiv; 2: 740-762; IQ-Motiv 3: 763-785). Die 
Konsensusnukleotide sind rot gekennzeichnet. Die rot markierte 240 kennzeichnet das carboxyterminale Ende 
eines verkürzten Kernmyosins, welches im Folgenden zur Immunisierung von Mäusen verwandt wurde. In 
orange ist die Glutaminsäure in Position 407 gekennzeichnet, deren Austausch (E407V) in vitro in einer starken 
Aktinbindung und folglich einer verminderten ATP-Hydrolyseaktivität resultierte. Dies beeinträchtigte 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  ähnliche 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 
ähnlich. Das Kernmyosin IC von Xenopus laevis weist 78 Prozent identische und 95 Prozent ähnliche 
Aminosäuren zum murinen und humanen Protein auf. Der Sequenzvergleich wurde mit clustalW durchgeführt. 
 
 

 

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) zusätzliche 16 
Aminosäuren. Gezeigt ist ebenfalls die Myosin-Motordomäne (Myosin motor domain type I myosin) und die 
Schwanzdomäne (Myosin tail).  
 
 

 

4.3.2. Der Aminoterminus von Kernmyosin IC ist für die Kernlokalisation 

verantwortlich 

Im Vergleich zu Myosin IC weist das Kernmyosin IC am Aminoterminus zusätzliche 16 Aminosäuren 

auf. Diese Sequenz enthält 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 Krallenfröschen und Huhn; siehe Abb. 4.3.1). Um die Kernlokalisationskapazität 

des 16-Aminosäuren langen Aminoterminus zu überprüfen, 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. 

Während das Kontroll-EGFP sowohl im Kern als auch im Zytoplasma lokalisierte (Abb. 4.3.5.a), war 

das Fusionsprotein aus Aminoterminus und EGFP hauptsächlich im Zellkern zu sehen (Abb. 4.3.5.b). 

Daraus konnte geschlossen werden, dass der 16-Aminosäuren lange Aminoterminus des Kernmyosin 

IC tatsächlich als Kernlokalisationssignal fungiert.  
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Abb. 4.3.5.: Der Aminoterminus von Kernmyosin IC ist für die nukleäre Lokalisation verantwortlich. 
Eukaryotische EGFP-Expressionsvektoren ohne Insert (a) oder mit der kodierenden Sequenz für den 
charakteristischen Aminoterminus aus 16 Aminosäuren 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. Während 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 µm. 
 
 

 

4.3.3. Lokalisation des Xenopus laevis-Kernmyosins IC in somatischen Zellen und 

Oozyten 

Als nächstes sollte endogenes Kernmyosin IC bei Xenopus mit Antikörpern nachgewiesen werden. 

Hierzu stand zunächst ein polyklonales Serum gegen den Aminoterminus MRYRASALGSDGVRVT 

des humanen Kernmyosins IC zur Verfügung (NM IC; freundlicherweise von P. de Lanerolle, 

Chicago, zur Verfügung gestellt; Nowak et al., 1997; Pestic-Dragovich et al., 2000). Dieser Antikörper 

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 großes 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 Antikörper NM IC gegen den Aminoterminus des 
humanen Kernmyosins IC (MRYRASALGSDGVRVT) durchgeführt. In a ist die Färbung der Zellkerne in 
humanen Zellen, in b in Xenopus-Zellen zu sehen. Eichstrich 10 µm. 
 
 

 

 
Abb.: 4.3.7.: Der polyklonale Antikörper NM IC erkennt ein 120 kDa großes Protein in der Kern- und 
Zytoplasmafraktion humaner Zellen.  
Aus humanen HeLa-Zellen wurden Zellkerne vom Zytoplasma getrennt und die Proteine gefällt. Anschließend 
wurden die Proteine auf ein zwölfprozentiges Acrylamidgel aufgetragen und mittels SDS-PAGE aufgetrennt. 
Nach Transfer auf eine Nitrozellulosemembran wurde ein Immunblot mit dem polyklonalen Kernmyosin-
Antikörper NM IC durchgeführt. 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 Antikörpers 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 Größe nachgewiesen werden 

konnte, war folglich die Herstellung von spezifischen Antikörpern gegen Xenopus-Kernmyosin IC 

notwendig. Zur Detektion von Xenopus-Kernmyosin IC sollten nun sowohl polyklonale als auch 

monoklonale Antikörper generiert werden. Für die Herstellung polyklonaler Antikörper wurde ein 

synthetisiertes Peptid mit dem Aminoterminus des Proteins (CMKYRAPAAAIDGIRVT) zur Injektion 

in Meerschweinchen in Auftrag gegeben (Firma Seqlab, Göttingen, Deutschland). Zur Gewinnung 

monoklonaler Antikörper wurde ein verkürztes Histidin-markiertes Kernmyosin in Bakterien 

hergestellt. Hierfür wurde die RNA aus somatischen XTC-Zellen gewonnen. Nach Umschreiben in 

eine cDNA wurde mit spezifischen Primern die Sequenz für die aminoterminalen 240 Aminosäuren 

amplifiziert (siehe Abb. 4.3.3. und 4.3.8.). Diese Sequenz enthält auch die Information für den 

Kernmyosin-spezifischen Aminoterminus.  

 
 

 
 
 
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 für ein verkürztes 240 kDa großes aminoterminales Kernmyosin-Protein 
amplifiziert. Das PCR-Produkt wurde auf ein einprozentiges DNA-Agarosegel  aufgetragen. Am linken Rand ist 
der DNA-Längenmarker 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 

verkürzte 25 kDa große Kernmyosin IC- trunc-His6 (Abb. 4.3.9. Spur 2) wurde in eine Maus zur 

Antikörperproduktion injiziert (Prof. H. Zentgraf, DKFZ Heidelberg). Nach Generierung von 

Hybridomazellen konnten monoklonale Antikörper im Zellkulturüberstand abgeerntet werden. 

Zunächst wurden die monoklonalen (Abb. 4.3.9. Spur 3 bis 5) und polyklonalen Antikörper (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 Antikörper gegen Xenopus laevis-Kernmyosin IC (XNMIC). 
Die generierten Antikörper erkennen rekombinantes XNMIC-trunc-His6. 
Ein 25 kDa großes aminoterminales Teilstück des XNMIC mit einem His6-Tag wurde in Bakterien nach 
Induktion mit IPTG exprimiert (Spur 1), über eine Nickel-NTA-Agarosesäule aufgereinigt (XNMIC-trunc-His6; 
Spur 2) und zur Immunisierung von Mäusen verwandt. Die daraus resultierenden Hybridomazellen lieferten die 
monoklonalen Antikörper XNMIC #54 und XNMIC #42, die das XNMIC-trunc-His6 erkennen (Spur 3 und 5). 
Der Antikörper XNMIC #54 erkennt auch das Fusionsprotein aus GST und den aminoterminalen 16 
Aminosäuren (GST-NT-XNMIC) (Spur 4).  
 
Außerdem wurden polyklonale Antikörper generiert. Meerschweinchen wurden mit dem Peptid aus den 
aminoterminalen 16 Aminosäuren des XNMIC, gekoppelt an ein Zystein, immunisiert. Die polyklonalen 
Meerschweinchenantikörper (XNMIC gp30) erkennen sowohl das XNMIC-trunc-His6 (Spur 6) als auch das 
GST-NT-XNMIC (Spur 7). 
 
 

Mit dem monoklonalen Antikörper XNMIC #42 konnte das 25 kDa große XNMIC-trunc-His6 

detektiert werden (Abb. 4.3.9. Spur 5). Monoklonale Antikörper XNMIC #54 (Abb. 4.3.9. Spur 3 und 

4) und polyklonale Antikörper XNMIC gp30 (Abb. 4.3.9. Spur 6 und 7) erkannten sowohl das 

verkürzte 25 kDa große XNMIC-trunc-His6 (Abb. 4.3.9. Spur 3 bzw. 6) als auch ein rekombinantes 

Fusionsprotein aus GST und den aminoterminalen 16 Aminosäuren des Kernmyosins (GST-NT-

XNMIC) (Abb. 4.3.9. Spur 4 bzw. Spur 7). Somit liegt das Epitop, das von den monoklonalen 

Antikörpern XNMIC #54 oder von polyklonalen Antikörpern XNMIC gp30 erkannt wird, innerhalb 
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der 16 aminoterminalen Aminosäuren. Dagegen befindet sich das Epitop, an das der monoklonale 

Antikörper XNMIC #42 bindet,  außerhalb des kernmyosinspezifischen Aminoterminus in der 

Kopfdomäne.  

 

Die monoklonalen und polyklonalen Antikörper konnten nun für die Immunfluoreszenz in XTC-

Zellen und auf Oozytengefrierschnitten eingesetzt werden. In der indirekten Immunfluoreszenz zum 

Nachweis des Kernmyosins IC mit dem monoklonalen Antikörper 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 

außerdem einzelne Signale im Nukleolus auf. Während der Mitose schien das Kernmyosin IC nicht 

mit den Chromosomen zu assoziieren und sich nicht in der Teilungsfurche anzureichern   (Abb. 

4.3.10. b).  

 

 

 
 
Abb. 4.3.10.: Lokalisation von Xenopus-Kernmyosin IC in somatischen XTC-Zellen mit dem 
monoklonalen Antikörper XNMIC #54.  
Nach Fixierung von somatischen Xenopus-Zellen (XTC-Zellinie) mit Paraformaldehyd wurde eine indirekte 
Immunfluoreszenz mit dem monoklonalen Antikörper XNMIC #54 durchgeführt. Anschließend wurden die 
Zellen mit der konfokalen Laserscan-Mikroskopie analysiert. In a ist die pünktchenförmige Färbung der 
Zellkerne dargestellt. Weiterhin konnten einzelne Signale im Nukleolus detektiert werden. In b ist eine Mitose 
abgebildet. Eichstrich 10 µm. 
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Auf Oozytengefrierschnitten zeigte sich eine schwache Färbung der Kernhülle (Abb. 4.3.10. a und b) 

und ein stärkeres Signal des Balbiani-Körpers (Abb. 4.3.11. b). Der Balbiani-Körper ist ein 

zytoplasmatisches Organell in prävitellogenen Xenopus-Oozyten, das neben Mitochondrien auch 

sogenannte Keimgranula und einige lokalisierte RNAs enthält (siehe auch 1.4.1.3.). 

 
 

 
 
Abb. 4.3.11.: Lokalisation von Xenopus-Kernmyosin IC durch den monoklonalen Antikörper XNMIC #54 
an der Kernhülle und im Balbiani-Körper auf Gefrierschnitten von Xenopus-Oozyten. 
Von Xenopus-Ovar wurden Gefrierschnitte hergestellt und nach Acetonfixierung eine indirekte 
Immunfluoreszenz mit dem monoklonalen Antikörper XNMIC #54 durchgeführt. Es zeigte sich eine 
Fluoreszenz an der Kernhülle (Pfeile) und am Balbiani Körper (B). Eichstrich 10 µm. 
 
 

 

Da in Oozyten eine Lokalisation des Kernmyosins IC an der Kernhülle 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 Antikörpern 

gegen das Kernmyosin IC (XNMIC #54) und gegen das Nukleoporin Nup62 (gp62) durchgeführt. 

Mittels konfokaler Laserscan-Mikroskopie wurde das Fluoreszenzmuster analysiert. Es konnte nur 

eine diskrete partielle Kolokalisation von Kernmyosin IC und dem Nukleoporin Nup62 an der 

Kernhülle gesehen werden (Abb. 4.3.12.). 

 

 

Abb. 4.3.12.: Lokalisation von Xenopus-Kernmyosin IC und dem Kernhüllenprotein Nup62 in 
somatischen XTC-Zellen. 
An somatischen XTC-Zellen wurde nach Fixierung mit Paraformaldehyd eine Doppelimmunfluoreszenz mit 
dem Kernmyosin IC-Antikörper XNMIC #54 und dem Antikörper gp62 gegen das Nukleoporin Nup62 
durchgeführt. Die Zellen wurden mithilfe der Laserscan-Mikroskopie analysiert. Das Kernmyosin IC ist in grün, 
das Nukleoporin Nup62 in rot dargestellt. Partiell trat eine Kolokalisation der Proteine (gelb) an der Kernhülle 
auf. Eichstrich 10 µm. 
 
 

Die Immunfluoreszenz mit dem polyklonalen Antikörper XNMIC gp30 zeigte eine feinpunktige 

Anfärbung des Zellkerns (Abb. 4.3.13. a). Darüber hinaus wurden Zellen detektiert, die neben einer 

schwachen Kernfluoreszenz eine perinukleäre Anreicherung sowie eine Färbung der Zellperipherie 

aufwiesen (Abb. 4.3.13. b). Das Muster zeigte aber keine Filamentstruktur, sondern gestaltet sich 

ebenfalls punktförmig.  

 

In der Mitose (Abb. 4.3.13. c) konnte unter Verwendung des Antikörpers XNMIC gp30 ebenfalls 

keine Anreicherung des Kernmyosins IC in der Teilungsfurche beobachtet werden. Der Antikörper 

erkannte auf Oozytenschnitten die Kernhülle 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 
Antikörper XNMIC gp30.  
Somatische Xenopus-Zellen (XTC-Zellinie) wurden mit Methanol/Aceton (a) oder Paraformaldehyd (b-c) fixiert 
und eine indirekte Immunfluoreszenz mit dem monoklonalen Antikörper XNMIC gp30 durchgeführt. In a ist die 
feinpunktige Färbung der Zellkerne in der konfokalen Lasescan-Mikroskopie zu sehen. In b ist eine Zelle zu 
sehen, die neben einer Kernfärbung eine perinukleäre Anreicherung und eine Darstellung des Proteins in der 
Zellperipherie zeigt. Das Muster ist aber nicht filamentös, sondern punktförmig. In Reihe c und d sind Mitosen 
zu sehen. Eichstrich 10 µm. 
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Abb. 4.3.14.: Lokalisation von Xenopus-Kernmyosin IC durch den polyklonalen Antikörper XNMIC gp30 
an der Kernhülle und der mitochondrialen Wolke auf Gefrierschnitten von Oozyten. 
Von Xenopus-Ovar wurden Gefrierschnitte hergestellt und nach Acetonfixierung eine indirekte 
Immunfluoreszenz mit XNMIC gp30 durchgeführt. Die Kernhülle ist mit Pfeilen, die mitochondriale Wolke, der 
so genannte Balbiani-Körper, mit einem B markiert. Eichstrich 10 µm 
 

 

 

Im Gegensatz zu den oben beschriebenen Antikörpern XNMIC #54 und XNMIC gp30 erkennt der 

monoklonale Antikörper XNMIC #42 nicht den kernmyosinspezifischen Aminoterminus, sondern ein 

anderes Epitop im aminoterminalen Myosinkopf (siehe auch Abb. 4.3.9.). Die indirekte 

Immunfluoreszenz in somatischen Zellen ließ daher neben einer schwach ausgeprägten Kernfärbung 

vor allem eine filamentartige Fluoreszenz im Zytoplasma erkennen (Abb. 4.3.15.). Bei den Oozyten-

Gefrierschnitten konnte die Kernhülle 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 Schwanzdomäne unterscheiden 

(Abb. 5.8.). Zwar sind bei Xenopus laevis außer dem Myosin IC bislang noch keine weiteren 

Isoformen identifiziert, aufgrund des Fluoreszenzmusters muss aber davon ausgegangen werden, dass 

der Antikörper 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 Antikörper XNMIC #42.  
Nach Fixierung von somatischen Xenopus-Zellen (XTC-Zellinie) mit Paraformaldehyd wurde eine indirekte 
Immunfluoreszenz mit dem monoklonalen Antikörper XNMIC #42 durchgeführt. In a ist eine Zelle in der 
Fluoreszenzmikroskopie, in b bei Verwendung von konfokaler Laserscan-Mikroskopie gezeigt. Der Antikörper 
erkennt filamentäre Strukturen im Zytoplasma. Eichstrich 10 µm. 
 
 
 
 

 

 
Abb. 4.3.16.: Lokalisation von Xenopus-Kernmyosin IC durch den monoklonalen Antikörper XNMIC #42 
an der Kernhülle und der mitochondrialen Wolke auf Gefrierschnitten von Oozyten. 
Von Xenopus-Ovar wurden Gefrierschnitte hergestellt und nach Paraformaldehydfixierung eine indirekte 
Immunfluoreszenz mit dem monoklonalen Antikörper XNMIC #42 durchgeführt. Die Kernhülle ist mit Pfeilen 
markiert, die mitochondriale Wolke, der so genannte Balbiani-Körper, mit einem B gekennzeichet.  
Eichstrich 10 µm. 
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Aus der Immunfluoreszenz ergaben sich bereits Hinweise auf eine Lokalisation des Xenopus-

Kernmyosins IC im Zellkern bzw. an der Kernhülle. Dies sollte nun mittels Immunblot verifiziert 

werden. Hierfür wurden manuell Zytoplasma, Zellkerne, Kernhülle und Kerninhalt aus Xenopus-

Oozyten isoliert und die Proteine gefällt. Nach SDS-Gelelektrophorese wurden die Proteine auf eine 

Nitrozellulosemembran übertragen. Mit einer Immundetektion durch den polyklonalen Kernmyosin-

Antikörper wurde sowohl in der Kernfraktion als auch in der Kernhüllen- und Nukleoplasmafraktion 

ein etwa 120 kDa großes Protein detektiert (Abb. 4.3.17.).  

 

 

 
Abb. 4.3.17.: Der polyklonale Kernmyosin-Antikörper XNMIC gp30 erkennt ein 120 kDa großes Protein 
in der Kern-, Kernhüllen- und Kerninhaltfraktion.  
Manuell defollikulierte Oozyten wurden in einzelne Fraktionen getrennt (C: Zytoplasma; N: Kerne; NE: 
Kernhüllen; NPL: Kerninhalt). Nach Fällung der Proteine erfolgten die Proteingelelektrophorese und der 
Transfer auf eine Nitrozellulosemembran. Die Membran wurde mit dem polyklonalen Kernmyosin-Antikörper 
XNMIC gp30 inkubiert. In der Kern-, der Kernhüllen und der Kerninhaltfraktion wurde das Kernmyosin IC als 
ein etwa 120 kDa großes Protein erkannt. Die Bande bei etwa 80 kDa (*) stellt vermutlich ein 
Degradationsprodukt dar. Im Zytoplasma wurden weitere Proteine erkannt (�). Der Molekulargewichtsmarker 
ist am linken Rand in kDa angegeben.  
 

 

Nachdem nun sowohl in der Immunfluoreszenz als auch im Immunblot Kernmyosin an der Kernhülle 

detektiert werden konnte, interessierte die genaue Lokalisation von Kernmyosin IC an der Kernhülle. 

Zu diesem Zweck wurden manuell isolierte Kernhüllen von Xenopus-Oozyten vor der Einbettung in 

Epon mit dem monoklonalen Kernmyosin-Antikörper XNMIC #54 und einem goldgekoppelten 

Sekundärantikörper 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 Kernhülle einer 
Xenopus-Oozyte. Die Kernhülle wurde vor der Einbettung in Epon mit dem Kernmyosin-Antikörper XNMIC 
#54 inkubiert. Als Sekundärantikörper wurde ein an 12 nm-Kolloidgold gekoppelter Antikörper verwandt. Das 
Kernmyosin IC lokalisiert an den nukleoplasmatischen Filamenten der Kernporenkomplexe. o: äußere 
Kernhüllenmembran; i: innere Kernhüllenmembran. 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 Kernhülle, und zwar an den nukleozytoplasmatischen Filamenten, dargestellt werden (siehe Abb. 

4.3.18.). Deshalb sollte nun die Beteiligung des Kernmyosins an Exportprozessen untersucht werden. 

Hierzu wurden Mikroinjektionsversuche in Xenopus-Oozyten durchgeführt. Ein Ouchterlony-Test 

erbrachte für die monoklonalen Antikörper XNMIC #54 und #42 die Antikörpersubklasse IgM. 

Zunächst wurden die monoklonalen Kernmyosin-Antikörper XNMIC #54 und #42 oder eine 

Isotypkontrolle mit unspezifischen IgM-Antikörpern 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 CRM1-

vermittelt exportiert (siehe 4.2.2.). Während IgM-Antikörper und der Kernmyosin-Antikörper gegen 

den spezifischen Aminoterminus (XNMIC #54) den nukleozytoplasmatischen Export von GST-

TFIIIA-NES nicht verhindern konnten, inhibierten Antikörper gegen die aminoterminale Kopfdomäne 

(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 Myosinantikörper XNMIC 
#42, nicht aber durch den Antikörper XNMIC #54 hemmbar.  
Manuell defollikulierte Xenopus-Oozyten wurden mit 0,07 mg Myosinantikörper XNMIC #54 (Spur A3 und 
A4) und XNMIC #42 (Spur B3 und B4) oder Isotypkontrollantikörper (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 gefällt und 
mittels SDS-PAGE aufgetrennt. Anschließend wurden die Proteine auf eine Nitrozellulosemembran transferiert 
und ein Immunblot mit GST-Antikörpern (A und B) und BSA-Antikörpern (C) durchgeführt. Der Export von 
GST-TFIIIA-NES konnte durch den Myosinantikörper XNMIC #54 nicht gehemmt werden (A3 und A4). Die 
Mikroinjektion des Myosinantikörpers XNMIC #42 führte 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 ließ sich durch Immunpräzipitation zusammen mit der großen Untereinheit 

der RNA-Polymerase II aus Zellkernen aufreinigen. Des Weiteren konnten Kernmyosin-Antikörper 

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 

Lampenbürstenchromosomen in die Transkription Xenopus-Oozyten gut abzubilden ist.  

 

4.3.5.1. Kernmyosin IC ist an der RNA-Polymerase I-abhängigen Transkription im 

Nukleolus beteiligt 

Die RNA-Polymerase I-abhängige 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 zunächst an 

somatischen Zellen versucht werden, das Kernmyosin innerhalb des Nukleolus durch 

Immunfluoreszenz genauer zu lokalisieren.  

 

Der Nukleolus besteht aus dem fibrillären Zentrum (FC), der dichten fibrillären Komponente (DFC) 

und der granulären 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 äußert sich in Umbauprozessen, die zu einer Segregation von FC, DFC und 

GC in drei Domänen führen, die viele ihrer originären 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 nukleolären 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 Antikörper XNMIC #54 und Antikörpern gegen RNA-Polymerase I 
(FC) (a, b und c) oder Fibrillarin (DFC)(d und e) durchgeführt. Ein Teil der Zellen wurde mit Actinomycin D 
(AMD) vorbehandelt (b, d und e). Kernmyosin IC ist in grün, 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 µm. 
 

 

Bestimmte RNA-Polymeraseuntereinheiten und manche Bestandteile der Transkriptionsmaschinerie 

bleiben auch während 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. Während 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 während 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 Antikörper XNMIC #54 und Antikörpern gegen RNA-Polymerase I 
(a bis d) durchgeführt. Kernmyosin IC ist in grün, RNA-Polymerase I in rot dargestellt. Bei Kolokalisation 
ergäbe sich eine gelbe Farbe. Die Aufnahmen wurden mit konfokaler Laserscan-Mikroskopie angefertigt.  
Eichstrich 10 µm. 
 

 

Die amplifizierten Nukleolen der Xenopus-Oozyten zeichnen sich in ihrer Größe, dem hohen rDNA-

Gehalt und ihrer hohen transkriptionellen Aktivität 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 (siehe 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 

hauptsächlich in der Kernregion, wenngleich es geringfügig auch im Kortex nachgewiesen werden 

konnte (Abb. 4.3.22. a bis c). 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 nukleolären 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 Antikörper 
XNMIC #54 und Antikörpern gegen RNA-Polymerase I (a) oder Fibrillarin (c) durchgeführt. 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 grün, RNA-
Polymerase I (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 µm. 
 

 

Da die Transkriptionshemmung mit Actinomycin D Umbauprozesse verursacht, die zu einer 

Segregation von FC, DFC und GC in drei Domänen führen, die viele ihrer originären 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 anschließend 

die Nukleolen dieser Oozyten präpariert. 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 nukleolären Proteinen in Actinomycin D-
behandelten amplifizierten Nukleolen. Kernmyosin kolokalisiert mit der DNA und der RNA-Polymerase I 
nach Transkriptionshemmung. 
Manuell defollikullierte Oozyten wurden für zwei Stunden mit Actinomycin D (AMD) inkubiert. Anschließend 
wurden die Zellkerne gewonnen und der Kerninhalt gespreitet. Nach Fixierung mit Paraformaldehyd wurde eine 
indirekte Immunfluoreszenz mit dem monoklonalen Antikörper XNMIC #54 und Antikörpern gegen RNA-
Polymerase I (a) oder Fibrillarin (b) durchgeführt. Kernmyosin IC (a und b) ist in grün, RNA-Polymerase I (a) 
und Fibrillarin (c) sind in rot dargestellt. Die DNA ist mit Hoechst (blau) gegengefärbt. 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 µm. 
 

 

Die räumliche Nähe 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-Antikörper sollte hierüber Aufschluss geben. Amplifizierte Nukleolen, die 

nach Injektion von unspezifischen Isotypantikörpern präpariert 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 durchgeführt (Abb. 4.3.24. e 

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-Körper dargestellt werden (Abb. 4.3.24. e 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-Antikörper XNMIC #54 (Abb. 4.3.24. b, c und Abb. 4.3.25. b, c) 

und #42 (Abb. 4.3.24. d und Abb. 4.3.25. d und e) verursachte einen massiven Umbau der Nukleolen. 

Die Architektur der Nukleolen ähnelte jedoch nur teilweise der von actinomycinbehandelten 

Nukleolen. Während die DFCs kondensiert wirkten, erschienen die FC-Regionen oftmals noch 

aufgelockert (Abb. 4.3.24. und 4.3.25. jeweils b, c und d) und umgaben die DFCs teilsweise 

ringförmig (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 außerdem ein Ablösen des GC, das bei einigen Nukleolen beobachtet werden 

konnte (Abb. 4.3.24. c).  

 

Um sicherzugehen, dass es sich hierbei tatsächlich um eine sich ablösende GC-Region handelt, wurde 

das nukleoläre Protein B23 fluoreszenzmikroskopisch dargestellt. B23 fungiert als Markerprotein für 

das granuläre Zentrum (GC). Vor der immunfluoreszenzmikroskopischen Darstellung von B23 in 

amplifizierten Nukleolen wurden die Antikörper 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).  

 

Anschließend wurde die Immunfluoreszenz bei amplifizierten Nukleolen durchgeführt. Hierfür 

wurden Nukleolen aus Kontrolloozyten und mit Kernmyosin-Antikörpern injizierten Oozyten 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 c). Wie in Abb. 4.3.28. c zu 

sehen, löste sich dieser gerade von dem abgebildeten Nukleolus ab.  
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Abb. 4.3.24.: Die Mikroinjektion von Kernmyosin-IC-Antikörpern führte zu massivem Umbau der 
amplifizierten Nukleolen. Manuell defollikulierte Xenopus-Oozyten wurden mit den Antikörpern XNMIC #54 
(b und c) und #42 (d) oder Isotypkontrollantikörper (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 Fibrillarinantikörpern 
durchgeführt. 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 führte bei zu massivem Umbau der Nukleolen. Die 
Aufnahmen zeigen Phasenkontrast- und fluoreszenzmikroskopische Ansichten. Eichstrich 5 µm. 
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Abb. 4.3.25.: Die Mikroinjektion von Xenopus-Kernmyosin IC-Antikörper führt zu massivem Umbau der 
amplifizierten Nukleolen.  
Manuell defollikulierte Xenopus-Oozyten wurden mit den Antikörpern XNMIC #54 (b und c) und XNMIC #42 
(d und e) oder Isotypkontrollantikörper (a) injiziert. Nach drei Stunden wurden die Zellkerne gewonnen und der 
Kerninhalt gespreitet. Nach Fixierung mit Paraformaldehyd wurde eine indirekte Immunfluoreszenz mit 
Fibrillarinantikörper durchgeführt. Der Kontrollnukleolus (a) zeigt das typische Bild mit Kernregion (FC und 
DFC) und Kortex (GC). Fibrillarin (DFC) lokalisiert um die DNA (FC). Die Kernmyosindepletion führte zu 
massivem Umbau der Nukleolen. Die Aufnahmen wurden mit konfokaler Laserscan-Mikroskopie angefertigt. 
Eichstrich 5 µm. 
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Abb. 4.3.26.: Actinomycin D-Behandlung führt zur Hemmung der Transkription und zur Segregation der 
Nukleolen.  
Manuell defollikulierte Xenopus-Oozyten wurden ohne (a) oder mit Actinomycin D (AMD) (b und c) 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-Antikörper (c) durchgeführt. 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 µm. 
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Abb. 4.3.27.: Darstellung des nukleolären 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 Antikörper gegen das nukleoläre Protein B23 (GC)(a bis d) 
durchgeführt. 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 µm. 
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Abb. 4.3.28.: Die Mikroinjektion von Xenopus-Kernmyosin IC-Antikörper führt zu massivem Umbau der 
amplifizierten Nukleolen.  
Manuell defollikulierte Xenopus-Oozyten wurden mit 0,07 mg Myosinantikörper XNMIC #54 (b und c) oder 
Isotypkontrollantikörper (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-Antikörpern durchgeführt. DNA (FC) ist blau, Fibrillarin (DFC) rot und B23 (GC) grün angefärbt. 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 µm.  
 

 

Der massive Umbau nach Injektion von Kernmyosin IC-Antikörpern wurde an den Nukleolen nach 

Spreitung des Nukleoplasma dargestellt. Um die Struktur von Nukleolen auch in situ analysieren zu 

können, wurden mikroinjizierte Oozyten (IgM-Isotypkontrolle oder Kernmyosin IC-Antikörper) für 

die Elektronenmikroskopie präpariert. 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-Antikörper in ihrer Architektur verändert 

(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-Antikörper führt zu massivem Umbau der 
amplifizierten Nukleolen.  
Manuell defollikulierte Xenopus-Oozyten wurden mit 0,07 mg Myosinantikörper XNMIC #54 (c und d) oder 
Isotypkontrollantikörper (a und b) injiziert. Nach drei Stunden wurden die Zellen für 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-Antikörpern (c und d) war eine 
Verdichtung von DFC und GC und ein massiven architektonischen Umbau der Nukleolen zu sehen. Eichstrich 
1µm. 
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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-Antikörpern 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 möglich ist. Zu diesem Zweck wurde fünf bis 20 Minuten vor 

der Spreitung BrUTP in die Oozyten appliziert. Durch eine indirekte Immunfluoreszenz mit einem 

BrUTP-Antikörper 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 Quantität der 

Transkription sowie der Qualität der Transkripte keine Aussage gemacht werden. Eine Reduktion der 

Transkription sowie das Auftreten verkürzter oder fehlerhafter Transkripte kann nicht ausgeschlossen 

werden.  

 

Bei den amplifizierten Nukleolen handelt es sich um sehr große, komplex aufgebaute Strukturen, die 

in einer Anzahl von bis zu 1500 pro Oozyte vorkommen und rege Transkriptionsaktivität aufweisen. 

In ihrer Summe beherbergen sie eine beträchtliche 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-Antikörper in analysiert werden. 

Unter Einsatz von α-Amanitin wurde die RNA-Polymerase II-abhängige Transkription unterdrückt, 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-Antikörpern 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-Antikörpern führt zu massivem Umbau 
der amplifizierten Nukleolen, wobei aber noch ein BrUTP-Einbau als Ausdruck der Transkription 
möglich war. 
Manuell defollikulierte Xenopus-Oozyten wurden mit 0,07 mg Myosinantikörper XNMIC #54 (b und c) und 
XNMIC #42 (d und e) oder Isotypkontrollantikörper (a) vorinjiziert. Nach 3 Stunden wurden die Zellkerne 
gewonnen und der Kerninhalt gespreitet. Nach Fixierung mit Paraformaldehyd wurde eine indirekte 
Immunfluoreszenz mit BrUTP-Antikörper durchgeführt.  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 µm. 
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Abb. 4.3.31.: Mikroinjektion von Kernmyosin IC-Antikörpern führt zur Hemmung der Transkription in 
somatischen Zellen.  
Somatische Xenopus-A6-Zellen wurden mit dem Kernmyosin-Antikörper XNMIC #54 (c) oder 
Isotypkontrollantikörper (b) vorinjiziert. Danach wurde ein BrUTP-Einbau unter Zusatz einer α-Amanitin-Dosis 
durchgeführt, um die RNA-Polymerase I-abhängige Transkription im Nukelolus sichtbar zu machen. Nach 
Fixierung mit Paraformaldehyd erfolgte eine indirekte Immunfluoreszenz mit BrUTP-Antikörpern. 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-Antikörpern kein BrUTP-Einbau 
beobachtet werden (c). Eichstrich 10 µm. 
 

 

4.3.5.2. Kernmyosin IC ist ein essentieller Faktor bei der RNA-Polymerase II-

abhängigen Transkription  

Nachdem eine Beteiligung von Kernmyosin IC bei der Transkription im Nukleolus nachgewiesen 

wurde, sollte nun auch die RNA-Polymerase II-abhängige Transkription untersucht werden.  

Die Transkription der mRNA ist in Xenopus-Oozyten durch die Lampenbürstenchromosomen 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 -Antikörpern sowie durch Aktinantikörper beobachtet werden (Scheer et al., 1984). 

Zuerst sollte geklärt werden, ob Kernmyosin IC an den Lampenbürstenchromosomen lokalisiert. Da 

unspezifische Signale durch den Einsatz von Antikörpern bei einer Immunfluoreszenz nicht 
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ausgeschlossen werden können, wurde zur Kontrolle ein monoklonaler Zellkulturüberstand mit 

Antikörpern gegen das integrale Kernhüllenprotein Emerin eingesetzt. Die Zellkulturüberstände mit 

den monoklonalen Antikörpern gegen Emerin und Kernmyosin IC enthielten vergleichbare 

Zellkulturmedium und Zusätze.  

Im Gegensatz zur Verwendung des Emerinantikörpers (Abb. 4.3.32. a) konnte mit dem Kernmyosin 

IC-Antikörper ein Fluoreszenzsignal an den transkriptionell aktiven Schleifen der 

Lampenbürstenchromosomen (Abb. 4.3.32. b) detektiert werden.  

 

 

 
Abb. 4.3.32.: Kernmyosin IC lokalisiert an den lateralen transkriptionell aktiven Schleifen von 
Lampenbürstenchromosomen.  
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 Antikörpern gegen Emerin (a) oder 
Kernmyosin IC (XNMIC #54) (b) durchgeführt. Im Gegensatz zum Emerinantikörper (a) gelang mit dem 
Kernmyosin IC-Antikörper (b) die Darstellung der lateralen Schleifen der Lampenbürstenchromosomen. Die 
Aufnahmen wurden mit konfokaler Laserscan-Mikroskopie angefertigt. Eichstrich 10 µm. 
 

 

Nachdem Kernmyosin IC an den Lampenbürstenchromosomen 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 Lampenbürstenchromosomen 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 II zeigen an Lampenbürstenchromosomen 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 Antikörpern gegen Kernmyosin IC 
(XNMIC #54) (a) oder RNA-Polymerase II (b) durchgeführt. Beide Antikörper erkannten Proteine auf den 
lateralen Schleifen der Lampenbürstenchromosomen. Die Aufnahmen wurden mit konfokaler Laserscan-
Mikroskopie angefertigt. Eichstrich 10 µm. 
 

 

Als nächstes sollte der Frage nachgegangen werden, ob Kernmyosin in Xenopus-Oozyten mit den 

Transkripten proteinkodierender Gene kolokalisiert. Um dies zu klären, wurde vor der Präparation der 

Lampenbürstenchromosomen Bromuridintriphosphat (BrUTP) in defollikulierte Oozyten 

mikroinjiziert. Bei aktiver Transkription wird BrUTP in entstehende Transkripte eingebaut. 

Anschließend wurden sowohl Kernmyosin IC als auch BrUTP-haltige Transkripte durch eine indirekte 

Immunfluoreszenz an den fixierten Lampenbürstenchromosomen 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 zunächst die Transkription mit Actinomycin D gehemmt. In Abb. 4.3.35. ist der Effekt 

der Transkriptionshemmung auf die Lampenbürstenchromosomen zu sehen. Die lateralen Schleifen 

bildeten sich zurück, außerdem setzte eine Kontraktion der Chromosomen ein, die bei dem 

abgebildeten Chromosom noch nicht vollständig 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 Lampenbürstenchromosomen.  
Xenopus-Ovar wurde gewonnen und 18 Stunden in Oozytenmedium kultiviert. Vor der Präparation der 
Lampenbürstenchromosomen wurde BrUTP in defollikulierte Oozyten mikroinjiziert. BrUTP wird in 
entstehende Transkripte eingebaut. Nach einer Fixierung mit Paraformaldehyd wurde eine indirekte 
Doppelimmunfluoreszenz mit Antikörpern gegen Kernmyosin IC (XNMIC #54) (C) und BrUTP (D) 
durchgeführt. Kernmyosin IC ist in grün (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 µm.  
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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. Anschließend wurden 
die Zellkerne isoliert und der Kerninhalt gespreitet. Nach der Fixierung mit Paraformaldehyd wurde eine 
indirekte Immunfluoreszenz mit dem monoklonalen Kernmyosin IC-Antikörper XNMIC #54 durchgeführt. Die 
Aufnahmen mit konfokaler Laserscan-Mikroskopie zeigten, dass Kernmyosin IC nach Retraktion der lateralen 
Schleifen nicht mehr am Chromosom lokalisiert. Eichstrich 10 µm. 
 
 
 
Kernmyosin IC war ähnlich wie RNA Polymerase II an den lateralen transkriptionsaktiven Schleifen 

der Lampenbürsten 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 könnte.  

 

Es wurde bereits demonstriert, dass durch die Injektion von Aktinantikörpern in Amphibienoozyten 

eine Retraktion der lateralen transkriptionsaktiven Schleifen und eine Kondensation der Oozyten 

erfolgt (Scheer et al., 1984). Diese Effekte ähneln denen nach Transkriptionshemmung durch 

Actinomycin D.  

 

Ob Kernmyosin IC-Antikörper ebenfalls in der Lage sind, die Transkription proteinkodierender Genen 

zu inhibieren, sollte daher durch Injektionsversuche in Xenopus-Oozyten geprüft werden. Die Oozyten 

wurden entweder mit Kernmyosin IC- oder Isotypkontrollantikörpern mikroinjiziert und fünf Stunden 

in Oozytenmedium inkubiert. Anschließend wurden die Chromosomen präpariert. 

Lampenbürstenchromosomen aus den Kontrolloozyten (Abb. 4.3.36. a und c) wiesen multiple laterale 

Schleifen auf. Im Gegensatz hierzu führte die Injektion von Kernmyosin IC-Antikörpern (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-Antikörper führen zur Retraktion der lateralen Schleifen der 
Lampenbürstenchromosomen 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-Antikörpern XNMIC #54 (Reihe b) und #42 (Reihe d) oder mit 
Isotypantikörpern (Reihe a und c) in den Zellkern injiziert. Nach fünf 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 führte die Injektion von Kernmyosin IC-Antikörpern (Reihe b und d) zu einer Retraktion 
dieser lateralen Schleifen und zur Kontraktion der Chromosomen. Eichstrich 10 µm. 
Ergänzend 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 tatsächlich Transkription eine noch 

möglich war (Abb. 4.3.37.). Da diese Schleifen einerseits sehr kurz, andererseits in Telomernähe 

gelegen waren, könnte es sich daher hierbei um Schleifen mit RNA-Polymerase III-abhängiger tRNA-

Transkription handeln.  

 

 

 
 
Abb. 4.3.37.: Kernmyosin-Antikörper führen zur Hemmung der Transkription proteinkodierender Gene.   
Xenopus-Ovar wurde gewonnen und 18 Stunden in Oozytenmedium kultiviert. Der Kernmyosin IC-Antikörper 
XNMIC #54 wurde in die Zellkerne manuell defollikulierter Oozyten injiziert. Nach fünf 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-Antikörper. Die 
lateralen Schleifen haben sich bis auf wenige Schleifen (Pfeil) zurückgebildet. Ein BrUTP-Einbau fand nur noch 
in diesen Schleifen statt. Eichstrich 10 µm. 
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5. ANHANG 

 

5.1. Nichttranslatierte Bereiche und kodierende Sequenz von CD83  
 
 
 
1    gcttccgctg cccgccgggg aatcccccgg gctggcgcgc agggaagttc ccgaacgcgc 60  
61   gggcataaaa gggcagccgg cgcccgcgcg ccacagctct gcagctcgtg gcagcggcgc 120 
121  agcgctccag ccatgtcgcg cggcctccag cttctgctcc tgagctgcgc ctacagcctg 180 
181  gctcccgcga cgccggaggt gaaggtggct tgctccgaag atgtggactt gccctgcacc 240 
241  gccccctggg atccgcaggt tccctacacg gtctcctggg tcaagttatt ggagggtggt 300 
301  gaagagagga tggagacacc ccaggaagac cacctcaggg gacagcacta tcatcagaag 360 
361  gggcaaaatg gttctttcga cgcccccaat gaaaggccct attccctgaa gatccgaaac 420 
421  actaccagct gcaactcggg gacatacagg tgcactctgc aggacccgga tgggcagaga 480 
481  aacctaagtg gcaaggtgat cttgagagtg acaggatgcc ctgcacagcg taaagaagag 540 
541  acttttaaga aatacagagc ggagattgtc ctgctgctgg ctctggttat tttctactta 600 
601  acactcatca ttttcacttg taagtttgca cggctacaga gtatcttccc agatttttct 660 
661  aaagctggca tggaacgagc ttttctccca gttacctccc caaataagca tttagggcta 720 
721  gtgactcctc acaagacaga actggta

 

tga gcaggatttc tgcaggttct tcttcctgaa 780 
781  gctgaggctc aggggtgtgc ctgtctgtta cactggagga gagaagaatg agcctacgct 840 
841  gaagatggca tcctgtgaag tccttcacct cactgaaaac atctggaagg ggatcccacc 900 
901  ccattttctg tgggcaggcc tcgaaaacca tcacatgacc acatagcatg aggccactgc 960 
961  tgcttctcca tggccacctt ttcagcgatg tatgcagcta tctggtcaac ctcctggaca 1020 
1021 ttttttcagt catataaaag ctatggtgag atgcagctgg aaaagggtct tgggaaatat 1080 
1081 gaatgccccc agctggcccg tgacagactc ctgaggacag ctgtcctctt ctgcatcttg 1140 
1141 gggacatctc tttgaatttc ctgtgttttg ctgtaccagc ccagatgttt tacgtctggg 1200 
1201 agaaattgac agatcaagct gtgagacagt gggaaatatt tagcaataat ttcctggtgt 1260 
1261 gaaggtcctg ctattactaa ggagtaatct gtgtacaaag aaataacaag tcgatgaact 1320 
1321 attccccagc agggtctttt catctgggaa agacatccat aaagaagcaa taaagaagag 1380 
1381 tgccacattt atttttatat ctatatgtac ttgtcaaaga aggttgtgtt tttctgcttt 1440 
1441 tgaaatctgt atctgtagtg agatagcatt gtgaactgac aggcagcctg gacatagaga 1500 
1501 gggagaagaa gtcagagagg gtgacaagat agagagctat ttaatggccg gctggaaatg 1560 
1561 ctgggctgac ggtgcagtct gggtgctcgc ccacttgtcc cactatctgg gtgcatgatc 1620 
1621 ttgagcaagt tccttctggt gtctgctttc tccattgtaa accacaaggc tgttgcatgg 1680 
1681 gctaatgaag atcatatacg tgaaaattat ttgaaaacat ataaagcact atacagattc 1740 
1741 gaaactccat tgagtcatta tccttgctat gatgatggtg ttttggggat gagagggtgc 1800 
1801 tatccatttc tcatgttttc cattgtttga aacaaagaag gttaccaaga agcctttcct 1860 
1861 gtagccttct gtaggaattc ttttggggaa gtgaggaagc caggtccacg gtctgttctt 1920 
1921 gaagcagtag cctaacacac tccaagatat ggacacacgg gagccgctgg cagaagggac 1980 
1981 ttcacgaagt gttgcatgga tgttttagcc attgttggct ttcccttatc aaacttgggc 2040 
2041 ccttcccttc ttggtttcca aaggcatttt attgcttgag ttatatgttc actgcccccc 2100 
2101 taatattagg gagtaaaacg gataccaagt tgatttagtg tttttacctc tgtcttggct 2160 
2161 ttcatgttat taaacgtatg catgtgaaga aagggtgttt ttctgtttta tattcaactc 2220 
2221 ataagacttt gggataggaa aaatgagtaa tggttactag gcttaatacc tgggtgatta 2280 
2281 cataatctgt acaacgaacc cccatgatgt aagtttacct atgtaacaaa cctgcactta 2340 
2341 tacccatgaa cttaaaatga aagttaaaaa taaaaaacat atacaaataa aaaaaaaaaa 2400 
2401 aaaaaaaaaa 

 
Abb. 5.1.: 5`- und 3`-untranslatierte 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 grün, die 3`-untranslatierte Region (nt *751-*2410, Bereich 751-2410) 
blau gekennzeichnet.  
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5.2. Proteinsequenzvergleich von CRM1/Exportin1/XPO1 bei Homo sapiens (H.s.), Mus 

musculus (M.m.) und Xenopus laevis (X.l.) 

 
 
H.s.            MPAIMTMLADHAARQLLDFSQKLDINLLDNVVNCLYHGEGAQQRMAQEVLTHLKEHPDAW 60 
M.m.            MPAIMTMLADHAARQLLDFSQKLDINLLDNVVNCLYHGEGAQQRMAQEVLTHLKEHPDAW 60 
X.l.            MPAIMTMLADHAARQLLDFSQKLDINLLDNVVNCLYHGEGAQQRMAQEVLTHLKEHPDAW 60 
                ************************************************************ 
 
H.s.            TRVDTILEFSQNMNTKYYGLQILENVIKTRWKILPRNQCEGIKKYVVGLIIKTSSDPTCV 120 
M.m.            TRVDTILEFSQNMNTKYYGLQILENVIKTRWKILPRNQCEGIKKYVVGLIIKTSSDPTCV 120 
X.l.            TRVDTILEFSQNMNTKYYGLQILENVIKTRWKILPRNQCDGIKKYVVGLIIKTSSDATCV 120 
                ***************************************:****************.*** 
 
H.s.            EKEKVYIGKLNMILVQILKQEWPKHWPTFISDIVGASRTSESLCQNNMVILKLLSEEVFD 180 
M.m.            EKEKVYIGKLNMILVQILKQEWPKHWPTFISDIVGASRTSESLCQNNMVILKLLSEEVFD 180 
X.l.            EKEKVYIGKLNMILVQILKQEWPKHWPTFISDIVGASRTSESLCQNNMVILKLLSEEVFD 180 
                ************************************************************ 
 
H.s.            FSSGQITQVKSKHLKDSMCNEFSQIFQLCQFVMENSQNAPLVHATLETLLRFLNWIPLGY 240 
M.m.            FSSGQITQVKAKHLKDSMCNEFSQIFQLCQFVMENSQNAPLVHATLETLLRFLNWIPLGY 240 
X.l.            FSTGQITQVKAKHLKDSMCNEFSQIFQLCQFVMENSQNAQLVHATLETLLRFLNWIPLGY 240 
                **:*******:**************************** ******************** 
 
H.s.            IFETKLISTLIYKFLNVPMFRNVSLKCLTEIAGVSVSQYEEQFVTLFTLTMMQLKQMLPL 300 
M.m.            IFETKLISTLIYKFLNVPMFRNVSLKCLTEIAGVSVSQYEEQFETLFTLTMMQLKQMLPL 300 
X.l.            IFETKLISTLVYKFLNVPMFRNVSLKCLTEIAGVSVSQYEEQFVTLFTLTMMQLKQMLPL 300 
                **********:******************************** **************** 
H.s.            NTNIRLAYSNGKDDEQNFIQNLSLFLCTFLKEHDQLIEKRLNLRETLMEALHYMLLVSEV 360 
M.m.            NTNIRLAYSNGKDDEQNFIQNLSLFLCTFLKEHGQLLEKRLNLREALMEALHYMLLVSEV 360 
X.l.            NTNIRLAYSNGKDDEQNFIQNLSLFLCTFLKEHGQLIEKRLNLRETLMEALHYMLLVSEV 360 
                *********************************.**:********:************** 
 
H.s.            EETEIFKICLEYWNHLAAELYRESPFSTSASPLLSGSQHFDVPPRRQLYLPMLFKVRLLM 420 
M.m.            EETEIFKICLEYWNHLAAELYRESPFSTSASPLLSGSQHFDIPPRRQLYLTVLSKVRLLM 420 
X.l.            EETEIFKICLEYWNHLAAELYRESPFSTSASPLLSGSQHFDVPPRRQLYLPVLSKVRLLM 420 
                *****************************************:********.:* ****** 
 
H.s.            VSRMAKPEEVLVVENDQGEVVREFMKDTDSINLYKNMRETLVYLTHLDYVDTERIMTEKL 480 
M.m.            VSRMAKPEEVLVVENDQGEVVREFMKDTDSINLYKNMRETLVYLTHLDYVDTEIIMTKKL 480 
X.l.            VSRMAKPEEVLVVENDQGEVVREFMKDTDSINLYKNMRETLVYLTHLDYADTERIMTEKL 480 
                *************************************************.*** ***:** 
 
                                                              LMB  
H.s.            HNQVNGTEWSWKNLNTLCWAIGSISGAMHEEDEKRFLVTVIKDLLGLCEQKRGKDNKAII 540 
M.m.            QNQVNGTEWSWKNLNTLCWAIGSISGAMHEEDEKRFLVTVIKDLLGLCEQKRGKDNKAII 540 
X.l.            HNQVNGTEWSWKNLNTLCWAIGSISGAMHEEDEKRFLVTVIKDLLGLCEQKRGKDNKAII 540 
                :*********************************************************** 
 
H.s.            ASNIMYIVGQYPRFLRAHWKFLKTVVNKLFEFMHETHDGVQDMACDTFIKIAQKCRRHFV 600 
M.m.            ASNIMYIVGQYPRFLRAHWKFLKTVVNKLFEFMHETHDGVQDMACDTFIKIAQKCRRHFV 600 
X.l.            ASNIMYIVGQYPRFLRAHWKFLKTVVNKLFEFMHETHDGVQDMACDTFIKIAQKCRRHFV 600 
                ************************************************************ 
 
H.s.            QVQVGEVMPFIDEILNNINTIICDLQPQQVHTFYEAVGYMIGAQTDQTVQEHLIEKYMLL 660 
M.m.            QVQVGEVMPFIDEILNNINTIICDLQPQQVHTFYEAVGYMIGAQTDQTVQEHLIEKYMLL 660 
X.l.            QVQVGEVMPFIDEILNNINTIICDLQPQQVHTFYEAVGYMIGAQTDQTVQEHLIEKYMLL 660 
                ************************************************************ 
 
H.s.            PNQVWDSIIQQATKNVDILKDPETVKQLGSILKTNVRACKAVGHPFVIQLGRIYLDMLNV 720 
M.m.            PNQVWDSIIQQATKNVDILKDPETVKQLGSILKTNVRACKAVGHPFVIQLGRIYLDMLNV 720 
X.l.            PNQVWDSIIQQATKNVDILKDPETVKQLGSILKTNVRACKAVGHPFVIQLGRIYLDMLNV 720 
                ************************************************************ 
 
H.s.            YKCLSENISAAIQANGEMVTKQPLIRSMRTVKRETLKLISGWVSRSNDPQMVAENFVPPL 780 
M.m.            YKCLSENISAAIQANGEMVTKQPLIRSMRTVKRETLKLISGWVSRSNDPQMVAENFVPPL 780 
X.l.            YKCLSENISAAIQANGEMVTKQPLIRSMRTVKRETLKLISGWVSRSSDPQMVAENFVPPL 780 
                **********************************************.************* 
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H.s.            LDAVLIDYQRNVPAAREPEVLSTMAIIVNKLGGHITAEIPQIFDAVFECTLNMINKDFEE 840 
M.m.            LDAVLIDYQRNVPAAREPEVLSTMAIIVNKLGGHITAEIPQIFDAVFECTLNMINKDFEE 840 
X.l.            LDAVLIDYQRNVPAAREPEVLSTMATIVNKLGVHITAEIPQIFDAVFECTLNMINKDFEE 840 
                ************************* ****** *************************** 
H.s.            YPEHRTNFFLLLQAVNSHCFPAFLAIPPTQFKLVLDSIIWAFKHTMRNVADTGLQILFTL 900 
M.m.            YPEHRTNFFLLLQAVNSHCFPAFLAIPPAQFKLVLDSIIWAFKHTMRNVADTGLQILFTL 900 
X.l.            YPEHRTHFFLLLQAVNSHCFPAFLAIPPAQFKLVLDSIIWAFKHTMRNVADTGLQILYTL 900 
                ******:*********************:****************************:** 
 
H.s.            LQNVAQEEAAAQSFYQTYFCDILQHIFSVVTDTSHTAGLTMHASILAYMFNLVEEGKIST 960 
M.m.            LQNVAQEEAAAQSFYQTYFCDILQHIFSVVTDTSHTAGLTMHASILAYMFNLVEEGKIST 960 
X.l.            LQNVAQEEAAAQSFYQTYFCDILQHTFSVVTDTSHTAGLTMHASILAYMFNLVEEGKINT 960 
                ************************* ********************************.* 
 
H.s.            SLNPGNPVNNQIFLQEYVANLLKSAFPHLQDAQVKLFVTGLFSLNQDIPAFKEHLRDFLV 1020 
M.m.            PLNPGNPVNNQMFIQDYVANLLKSAFPHLQDAQVKLFVTGLFSLNQDIPAFKEHLRDFLV 1020 
X.l.            PLNQASPLNNQLFIQEYVANLLKSAFPHLQDAQVKLFVTGLFSLNQDIAAFKEHLRDFLV 1020 
                .** ..*:***:*:*:********************************.*********** 
 
H.s.            QIKEFAGEDTSDLFLEEREIALRQADEEKHKRQMSVPGIFNPHEIPEEMCD 1071 
M.m.            QIKEFAGEDTSDLFLEERETALRQAQEEKHKLQMSVPGILNPHEIPEEMCD 1071 
X.l.            QIKEYAGEDTSDLFLEERESSLRQAQEEKHKLQMSVPGILNPHEIPEEMCD 1071 
                ****:************** :****:***** *******:*********** 
 
 
Abb. 5.2.: Proteinsequenzvergleich von CRM1/Exportin1/XPO1 bei Homo sapiens (H.s.), Mus musculus 
(M.m.) und Xenopus laevis (X.l.). 
Der Sequenzvergleich wurde mit clustalW durchgeführt. 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 bei Homo sapiens (H.s.) und Xenopus laevis (X.l.) 

 

 
X.l.   1    MAAQGEPQVQFKLVLVGDGGTGKTTFVKRHLTGEFEKKYVATLGVEVHPLVFHTNRGPIK  60 
H.s.   1    MAAQGEPQVQFKLVLVGDGGTGKTTFVKRHLTGEFEKKYVATLGVEVHPLVFHTNRGPIK  60 
            ************************************************************ 
 
X.l.   61   FNVWDTAGQEKFGGLRDGYYIQAQCAIIMFDVTSRVTYKNVPNWHRDLVRVCENIPIVLC 120 
H.s.   61   FNVWDTAGQEKFGGLRDGYYIQAQCAIIMFDVTSRVTYKNVPNWHRDLVRVCENIPIVLC 120 
            ************************************************************ 
 
X.l.   121  GNKVDIKDRKVKAKSIVFHRKKNLQYYDISAKSNYNFEKPFLWLARKLIGDPNLEFVAMP 180 
H.s.   121  GNKVDIKDRKVKAKSIVFHRKKNLQYYDISAKSNYNFEKPFLWLARKLIGDPNLEFVAMP 180 
            ************************************************************ 
 
X.l.   181  ALAPPEVVMDPALAAQYEQDLQNAQATALPDEDDDL 216 
H.s.   181  ALAPPEVVMDPALAAQYEHDLEVAQTTALPDEDDDL 216 
            ******************:**: **:********** 
 
 
Abb. 5.3.: Sequenzvergleich von Ran/XRan bei Homo sapiens (H.s.) und Xenopus laevis (X.l.). 
Der Sequenzvergleich wurde mit clustalW durchgeführt. 
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5.4. Sequenzvergleich von RanBP3 bei Homo sapiens (H.s.) und Xenopus laevis (X.l.) 
 
 
H.s.            MADLANEEKPAIAPPVFVFQKDKGQKRSAGGSSPEGGEDSDREDGNYCPPVKRERTSSLT 60 
X.l.            MADLANEEKPAIAPPVFVFQKDKGQKRSADDSSPEQ-EDSDRED-SYCPPVKRERTSSFS 58 
                *****************************..****  ******* .************:: 
 
H.s.            QFPPSQ------------------------SEERSSGFRLKPPTLIHGQAPSAGLPSQKP 96 
X.l.            QFPPSQSVTKNNVFMPSSFCQPSTGNSDSEPEEKCSGFRLKPPTLIHGQAPSAGLPSQKP 118 
                ******                        .**:.************************* 
 
H.s.            KEQQRSVLRPAVLQAPQPKALSQTVPSSGTNGVSLPADCTGAVPAASPDTAAWRSPSEAA 156 
X.l.            KEQQRSVLRPAVLQAPQQKTFSAPGFSSGTNGISLSSESS----ASYPDASAVNPSIHQI 174 
                ***************** *::* .  ******:**.::.:    *: **::* ... .   
 
H.s.            DEVCALEEKEPQKNESSNASEEEACEKKDPATQQAFVFGQNLRDRVKLINESVDEADMEN 216 
X.l.            NADGDRKDSNAQTESCIVKDISEDLEQGEQKTQQSFVFGQNLEDRVKLEVQNNDEK---- 230 
                :     ::.:.*.:..   . .*  *: :  ***:*******.*****  :. **      
 
H.s.            AGHPSADTPTATNYFLQYISSSLENSTNSADASSNKFVFGQNMSERVLSPPKLNEVSSDA 276 
X.l.            VGSQGMDAPAQTNYFLQYIGSSLENSTHKTEAATSKFVFGQNMIERVLSPPKA-EPNSDS 289 
                .*  . *:*: ********.*******:.::*::.******** ********  * .**: 
 
H.s.            NRENAAAESGSESPFQEATPEK-----ESLAESAAAYTKATARKCLLEKVEVITGEEAES 331 
X.l.            NKENSVLESESKSALLENTPEKTNNISESLVESAAAYTKATAKRCLLEKVEVITGEESES 349 
                *:**:. ** *:*.: * ****     ***.***********::*************:** 
 
H.s.            NVLQMQCKLFVFDKTSQSWVERGRGLLRLNDMASTDDGTLQSRLVMRTQGSLRLILNTKL 391 
X.l.            NVLQIQCKLFVFDKVSQSWVERGRGLLRLNDMASTEDGLLQSRLVMRTQGSLRLILNTKL 409 
                ****:*********.********************:** ********************* 
 
H.s.            WAQMQIDKASEKSIRITAMDTEDQGVKVFLISASSKDTGQLYAALHHRILALRSRVEQEQ 451 
X.l.            WAQMQIDKASEKSIRITAMDTEDQGVKVFLISASSKDTGQLFAALHHRILALRSHVEQDV 469 
                *****************************************:************:***:  
 
H.s.            EAKMPAPEPGAAPSNEEDDSDDDDVLAPSGATAAGAGDEGDGQTTGST 499 
X.l.            ELKCPEPVREVAQSNEED-SDDDDVLTPSGANVGAPGDEEEKLPASST 516 
                * * * *   .* ***** *******:****.....*** :  .:.** 

 
 
Abb. 5.4.: Sequenzvergleich von RanBP3 bei Homo sapiens (H.s.) und Xenopus laevis (X.l.). 
Der Sequenzvergleich wurde mit clustalW durchgeführt. 
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5.5. Sequenzvergleich von eIF5A bei Homo sapiens, (H.s). und Xenopus laevis (X.l.)  
 

 
H.s.       MADDLDFETGDAGASATFPMQCSALRKNGFVVLKGRPCKIVEMSTSKTGKHGHAKVHLVG 60 
X.l.       MADDLDFETGDAGASATFPMQCSALRKNGFVVLKGRPCKIVEMSTSKTGKHGHAKVHLVG 60 
           ************************************************************ 
 
H.s.       IDIFTGKKYEDICPSTHNMDVPNIKRNDFQLIGIQDGYLSLLQDSGEVREDLRLPEGDLG 120 
X.l.       IDIFTGKKYEDICPSTHNMDVPNIKRNDFQLIGIQDGYLSLLQDSGEVREDLRLPEGDLG 120 
           ************************************************************ 
 
H.s.       KEIEQKYDCGEEILITVLSAMTEEAAVAIKAMAK 154 
X.l.       KEIEQKYDCGEEILITVLSAMTEEAAVAIKAMAK 154 
           ********************************** 

 
 
Abb. 5.5.: Sequenzvergleich von eIF5A (Homo sapiens, H.s.) und eIF5A (Xenopus laevis, X.l.). 
Das Lysin an Position 50 (rot markiert) wird hypusinyliert. Es liegt in einem Bereich mit basischen Aminosäuren 
(blau markiert). Die schwarz und fett gedruckten Aminosäuren markieren einen leucinreichen Bereich. An 
Position 101 liegt ein hochkonserviertes Leucin (Chatterje et al., 2006). Der Sequenzvergleich erfolgte mit 
clustalW. 
 
 
 
5.6. Sequenzvergleich von ß-Aktin bei Homo sapiens (H.s.) und Xenopus laevis (X.l.) 
 

 
H.s.   1    MDDDIAALVVDNGSGMCKAGFAGDDAPRAVFPSIVGRPRHQGVMVGMGQKDSYVGDEAQS  60 
X.l.   1    MEDDIAALVVDNGSGMCKAGFAGDDAPRAVFPSIVGRPRHQGVMVGMGQKDSYVGDEAQS  60 
            *:********************************************************** 
 
H.s.   61   KRGILTLKYPIEHGIVTNWDDMEKIWHHTFYNELRVAPEEHPVLLTEAPLNPKANREKMT  120 
X.l.   61   KRGILTLKYPIEHGIVTNWDDMEKIWHHTFYNELRVAPEEHPVLLTEAPLNPKANREKMT  120 
            ************************************************************ 
 
H.s.   121  QIMFETFNTPAMYVAIQAVLSLYASGRTTGIVMDSGDGVTHTVPIYEGYALPHAILRLDL  180 
X.l.   121  QIMFETFNTPAMYVAIQAVLSLYASGRTTGIVMDSGDGVTHTVPIYEGYALPHAILRLDL  180 
            ************************************************************ 
 
H.s.   181  AGRDLTDYLMKILTERGYSFTTTAEREIVRDIKEKLCYVALDFEQEMATAASSSSLEKSY  240 
X.l.   181  AGRDLTDYLMKILTERGYSFTTTAEREIVRDIKEKLCYVALDFEQEMATAASSSSLEKSY  240 
            ************************************************************ 
 
H.s.   241  ELPDGQVITIGNERFRCPEALFQPSFLGMESCGIHETTFNSIMKCDVDIRKDLYANTVLS  300 
X.l.   241  ELPDGQVITIGNERFRCPEALFQPSFLGMESCGIHETTYNSIMKCDVDIRKDLYANTVLS  300 
            **************************************:********************* 
 
H.s.   301  GGTTMYPGIADRMQKEITALAPSTMKIKIIAPPERKYSVWIGGSILASLSTFQQMWISKQ  360 
X.l.   301  GGTTMYPGIADRMQKEITALAPSTMKIKIIAPPERKYSVWIGGSILASLSTFQQMWISKQ  360 
            ************************************************************ 
 
H.s.   361  EYDESGPSIVHRKCF  375 
X.l.   361  EYDESGPSIVHRKCF  375 
                          **************** 
 
 
Abb. 5.6.: Sequenzvergleich von ß-Aktin bei Homo sapiens (H.s.) und Xenopus laevis (X.l.). 
Der Sequenzvergleich erfolgte mit clustalW.  
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5.7. Proteinsequenz des Transkriptionsfaktors IIIA (TFIIIA) von Xenopus laevis  
                                                                             
 
1 MAAKVASTSSEEAEGSLVTEGEMGEKALPVVYKRYICSFADCGAAYNKNWKLQAHLCKH
 

T 60 

61 GEKPFPCKEEGCEKGFTSLHHLTRHSLTHTGEKNFTCDSDGCDLRFTTKANMKKHFNRFH
 

 120 

121 NIKICVYVCHFENCGKAFKKHNQLKVHQFSHTQQLPYECPHEGCDKRFSLPSRLKRHEKV
 

 180 

181 HAGYPCKKDDSCSFVGKTWTLYLKHVAECHQDLAVCDVCNRKFRHKDYLRDHQKTH
 

EKER 240 

241 TVYLCPRDGCDRSYTTAFNLRSHIQSFHEEQRPFVCEHAGCGKCFAMKKSLERHSVVH
 

DP 300 

301 EKRKLKEKCPRPKR
 

SLASRLTGYIPPKSKEKNASVSGTEKTDSLVKNKPSGTETNGSLVL 360 

361 DKLTIQ 
 
 
Abb. 5.7.: Xenopus laevis-Transkriptionsfaktor IIIA (TFIIIA).  
Der somatische TFIIIA ist um 22 aminoterminale Aminosäuren länger (erstes grau unterlegtes Startmethionin) als 
der oozytentypische TFIIIA (zweites grau unterlegtes Methionin). Die neun Cys2His2-Zinkfingermotive sind 
unterstrichen dargestellt und die Cystin und Histidin-Aminosäuren rot bzw. blau markiert. Das Kernexportsignal 
liegt carboxyterminal (rot und fett gedruckt). Grün 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    GCCTACGGCCACACCACCCTGAAAGTGCCCGATCTCGTCTGATCTCGGAAGCCAAGCAGG  60 
oo.    1    -----------------------------T----------------A-----G-TA----  60 
 
som.   61   GTCGGGCCTGGTTAGTACTTGGATGGGAGACCGCCTGGGAATACCAGGTGTCGTAGGCTT  120 
oo.    61   -------------------C----------------------------------------  120 
 
som.   121  T  121 
oo.    121  -  121 
 
 
Abb. 5.8.: Sequenzvergleich der 5S rDNA vom somatischen (som.) und Oozyten (oo)-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 Menschen 
 

 
MyoIA     -----------MPLLEGSVGVEDLVLLEPLV-EESLLKNLQLRYENKEIYTYIGNVVISV 48 
MyoIB     ----MAKMEVKTSLLDNMIGVGDMVLLEPLN-EETFINNLKKRFDHSEIYTYIGSVVISV 55 
MyoIC     --------MESALTARDRVGVQDFVLLENFTSEAAFIENLRRRFRENLIYTYIGPVLVSV 52 
MyoID     ----------MAEQESLEFGKADFVLMDTVS-MPEFMANLRLRFEKGRIYTFIGEVVVSV 49 
MyoIG     ----------MEDEEGPEYGKPDFVLLDQVT-MEDFMRNLQLRFEKGRIYTYIGEVLVSV 49 
MyoIE     MGSKGVYQYHWQSHNVKHSGVDDMVLLSKIT-ENSIVENLKKRYMDDYIFTYIGSVLISV 59 
MyoIF     MGSK--ERFHWQSHNVKQSGVDDMVLLPQIT-EDAIAANLRKRFMDDYIFTYIGSVLISV 57 
                             *  *:**:  .     :  **: *: .  *:*:** *::** 
 
         
MyoIA     NPYQQLPIYGPEFIAKYQDYTFYELKPHIYALANVAYQSLRDRDRDQCILITGESGSGKT 108 

   ATP   

MyoIB     NPYRSLPIYSPEKVEEYRNRNFYELSPHIFALSDEAYRSLRDQDKDQCILITGESGAGKT 115 
MyoIC     NPYRDLQIYSRQHMERYRGVSFYEVPPHLFAVADTVYRALRTERRDQAVMISGESGAGKT 112 
MyoID     NPYKLLNIYGRDTIEQYKGRELYERPPHLFAIADAAYKAMKRRSKDTCIVISGESGAGKT 109 
MyoIG     NPYQELPLYGPEAIARYQGRELYERPPHLYAVANAAYKAMKHRSRDTCIVISGESGAGKT 109 
MyoIE     NPFKQMPYFGEKEIEMYQGAAQYENPPHIYALADNMYRNMIIDRENQCVIISGESGAGKT 119 
MyoIF     NPFKQMPYFTDREIDLYQGAAQYENPPHIYALTDNMYRNMLIDCENQCVIISGESGAGKT 117 
          **:: :  :    :  *:.   **  **::*:::  *: :    .: .::*:****:*** 
 
            
MyoIA     EASKLVMSYVAAVCG--KGEQVNSVKEQLLQSNPVLEAFGNAKTIRNNNSSRFGKYMDIE 166 
MyoIB     EASKLVMSYVAAVCG--KGAEVNQVKEQLLQSNPVLEAFGNAKTVRNDNSSRFGKYMDIE 173 
MyoIC     EATKRLLQFYAETCP--APERGGAVRDRLLQSNPVLEAFGNAKTLRNDNSSRFGKYMDVQ 170 
MyoID     EASKYIMQYIAAITNPSQRAEVERVKNMLLKSNCVLEAFGNAKTNRNDNSSRFGKYMDIN 169 
MyoIG     EASKHIMQYIAAVTNPSQRAEVERVKDVLLKSTCVLEAFGNARTNRNHNSSRFGKYMDIN 169 
MyoIE     VAAKYIMSYISRVSG--GGTKVQHVKDIILQSNPLLEAFGNAKTVRNNNSSRFGKYFEIQ 177 
MyoIF     VAAKYIMGYISKVSG--GGEKVQHVKDIILQSNPLLEAFGNAKTVRNNNSSRFGKYFEIQ 175 
           *:* :: : :         .   *:: :*:*. :*******:* **.********:::: 
 
MyoIA     FDFKGSPLGGVITNYLLEKSRLVKQLKGERNFHIFYQLLAGADEQLLKALKLERDTTGYA 226 
MyoIB     FDFKGDPLGGVISNYLLEKSRVVKQPRGERNFHVFYQLLSGASEELLNKLKLERDFSRYN 233 
MyoIC     FDFKGAPVGGHILSYLLEKSRVVHQNHGERNFHIFYQLLEGGEEETLRRLGLERNPQSYL 230 
MyoID     FDFKGDPIGGHINNYLLEKSRVIVQQPGERSFHSFYQLLQGGSEQMLRSLHLQKSLSSYN 229 
MyoIG     FDFKGDPIGGHIHSYLLEKSRVLKQHVGERNFHAFYQLLRGSEDKQLHELHLERNPAVYN 229 
MyoIE     FSPGGEPDGGKISNFLLEKSRVVMRNPGERSFHIFYQLIEGASAEQKHSLGITS-MDYYY 236 
MyoIF     FSRGGEPDGGKISNFLLEKSRVVMQNENERNFHIYYQLLEGASQEQRQNLGLMT-PDYYY 234 
          *.  * * ** * .:******:: :  .**.** :***: *.. :  . * :      *  
 
MyoIA     YLNH-EVSRVDGMD----DASSFRAVQSAMAVIGFSEEEIRQVLEVTSMVLKLGNVLVAD 281 
MyoIB     YLSL-DSAKVNGVD----DAANFRTVRNAMQIVGFMDHEAESVLAVVAAVLKLGNIEFKP 288 
MyoIC     YLVKGQCAKVSSIN----DKSDWKVVRKALTVIDFTEDEVEDLLSIVASVLHLGNIHFAA 286 
MyoID     YIHVGAQLKSSIN-----DAAEFRVVADAMKVIGFKPEEIQTVYKILAAILHLGNLKFVV 284 
MyoIG     FTHQGAGLNMTVHSALDSDEQSHQAVTEAMRVIGFSPEEVESVHRILAAILHLGNIEFVE 289 
MyoIE     YLSLSGSYKVDDID----DRREFQETLHAMNVIGIFAEEQTLVLQIVAGILHLGNISFKE 292 
MyoIF     YLNQSDTYQVDGTD----DRSDFGETLSAMQVIGIPPSIQQLVLQLVAGILHLGNISFCE 290 
          :       .         *  .   .  *: ::.:       :  : : :*:***: .   
 
MyoIA     EFQASGIPASGIRDG-RGVREIGEMVGLNSEEVERALCSRTMETA----KEKVVTALNVM 336 
MyoIB     ESRVNGLDESKIKDK-NELKEICELTGIDQSVLERAFSFRTVEAK----QEKVSTTLNVA 343 
MyoIC     NEESN----AQVTTE-NQLKYLTRLLSVEGSTLREALTHRKIIAK----GEELLSPLNLE 337 
MyoID     DGDTPLIENG------KVVSIIAELLSTKTDMVEKALLYRTVATG----RDIIDKQHTEQ 334 
MyoIG     TEEGGLQKEGLAVAEEALVDHVAELTATPRDLVLRSLLARTVASGG---RELIEKGHTAA 346 
MyoIE     VGNYAAVESE------EFLAFPAYLLGINQDRLKEKLTSRQMDSKWGGKSESIHVTLNVE 346 
MyoIF     DGNYARVESV------DLLAFPAYLLGIDSGRLQEKLTSRKMDSRWGGRSESINVTLNVE 344 
                            :     : .     : . :  * : :      : :    .   
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MyoIA     QAQYARDALAKNIYSRLFDWIVNRINESIKVGIGEK-----KKVMGVLDIYGFEILEDNS 391 
MyoIB     QAYYARDALAKNLYSRLFSWLVNRINESIKAQTKVR-----KKVMGVLDIYGFEIFEDNS 398 
MyoIC     QAAYARDALAKAVYSRTFTWLVGKINRSLASKDVESPSWRSTTVLGLLDIYGFEVFQHNS 397 
MyoID     EASYGRDAFAKAIYERLFCWIVTRINDIIEVKNYDTTIHGKNTVIGVLDIYGFEIFDNNS 394 
MyoIG     EASYARDACAKAVYQRLFEWVVNRINSVMEPRGRDPRRDGKDTVIGVLDIYGFEVFPVNS 406 
MyoIE     QACYTRDALAKALHARVFDFLVDSINKAMEKDHEEYN-------IGVLDIYGFEIFQKNG 399 
MyoIF     QAAYTRDALAKGLYARLFDFLVEAINRAMQKPQEEYS-------IGVLDIYGFEIFQKNG 397 
          :* * *** ** :: * * ::*  **  :               :*:*******::  *. 
 
MyoIA     FEQFVINYCNEKLQQVFIEMTLKEEQEEYKREGIPWTKVDYFDNGIICKLIEHNQR--GI 449 
MyoIB     FEQFIINYCNEKLQQIFIELTLKEEQEEYIREDIEWTHIDYFNNAIICDLIENNTN--GI 456 
MyoIC     FEQFCINYCNEKLQQLFIELTLKSEQEEYEAEGIAWEPVQYFNNKIICDLVEEKFK--GI 455 
MyoID     FEQFCINYCNEKLQQLFIQLVLKQEQEEYQREGIPWKHIDYFNNQIIVDLVEQQHK--GI 452 
MyoIG     FEQFCINYCNEKLQQLFIQLILKQEQEEYEREGITWQSVEYFNNATIVDLVERPHR--GI 464 
MyoIE     FEQFCINFVNEKLQQIFIELTLKAEQEEYVQEGIRWTPIEYFNNKIVCDLIENKVNPPGI 459 
MyoIF     FEQFCINFVNEKLQQIFIELTLKAEQEEYVQEGIRWTPIQYFNNKVVCDLIENKLSPPGI 457 
          **** **: ******:**:: ** *****  *.* *  ::**:*  : .*:*.     ** 
 
MyoIA     LAMLDEECLRP---GVVSDSTFLAKLNQLFSKHGHYESKVTQNAQRQYDHTMGLSCFRIC 506 
MyoIB     LAMLDEECLRP---GTVTDETFLEKLNQVCATHQHFESRMSKCSRFLNDTSLPHSCFRIQ 513 
MyoIC     ISILDEECLRP---GEATDLTFLEKLEDTVKHHPHFLT--HKLADQRTRKSLGRGEFRLL 510 
MyoID     IAILDDACMNV---GKVTDEMFLEALNSKLGKHAHFSS--RKLCASDKILEFDR-DFRIR 506 
MyoIG     LAVLDEACSSA---GTITDRIFLQTLDTHHRHHLHYTS--RQLCPTDKTMEFGR-DFRIK 518 
MyoIE     MSILDDVCATMHAVGEGADQTLLQKLQMQIGSHEHFNS--------------WNQGFIIH 505 
MyoIF     MSVLDDVCATMHATGGGADQTLLQKLQAAVGTHEHFNS--------------WSAGFVIH 503 
          :::**: *      *  :*  :*  *:     * *: :                  * :  
 
MyoIA     HYAGKVTYNVTSFIDKNNDLLFRDLLQAMWKAQHPLLRSLFPEGNPKQ-ASLKRPPTAGA 565 
MyoIB     HYAGKVLYQVEGFVDKNNDLLYRDLSQAMWKASHALIKSLFPEGNPAK-INLKRPPTAGS 572 
MyoIC     HYAGEVTYSVTGFLDKNNDLLFRNLKETMCSSKNPIMSQCFDRSELS---DKKRPETVAT 567 
MyoID     HYAGDVVYSVIGFIDKNKDTLFQDFKRLMYNSSNPVLKNMWPEGKLSITEVTKRPLTAAT 566 
MyoIG     HYAGDVTYSVEGFIDKNRDFLFQDFKRLLYNSTDPTLRAMWPDGQQDITEVTKRPLTAGT 578 
MyoIE     HYAGKVSYDMDGFCERNRDVLFMDLIELMQSSELPFIKSLFPENLQAD--KKGRPTTAGS 563 
MyoIF     HYAGKVSYDVSGFCERNRDVLFSDLIELMQTSEQAFLRMLFPEKLDGD--KKGRPSTAGS 561 
          ****.* *.: .* ::*.* *: :: . : .:  . :   :            ** *..: 
 
                           
MyoIA     QFKSSVAILMKNLYSKSPNYIRCIKPNEHQQRGQFSSDLVATQARYLGLLENVRVRRAGY 625 

  Aktin    

MyoIB     QFKASVATLMKNLQTKNPNYIRCIKPNDKKAAHIFNEALVCHQIRYLGLLENVRVRRAGY 632 
MyoIC     QFKMSLLQLVEILQSKEPAYVRCIKPNDAKQPGRFDEVLIRHQVKYLGLLENLRVRRAGF 627 
MyoID     LFKNSMIALVDNLASKEPYYVRCIKPNDKKSPQIFDDERCRHQVEYLGLLENVRVRRAGF 626 
MyoIG     LFKNSMVALVENLASKEPFYVRCIKPNEDKVAGKLDENHCRHQVAYLGLLENVRVRRAGF 638 
MyoIE     KIKKQANDLVSTLMKCTPHYIRCIKPNETKKPRDWEESRVKHQVEYLGLKENIRVRRAGY 623 
MyoIF     KIKKQANDLVATLMRCTPHYIRCIKPNETKRPRDWEENRVKHQVEYLGLKENIRVRRAGF 621 
           :* .   *:  *    * *:******: :     ..     *  **** **:******: 
 
MyoIA     AHRQGYGPFLERYRLLSRSTWP-HWNGGDREGVEKVLGELSMSSGELAFGKTKIFIRSPK 684 
MyoIB     AFRQAYEPCLERYKMLCKQTWP-HWKGPARSGVEVLFNELEIPVEEYSFGRSKIFIRNPR 691 
MyoIC     AYRRKYEAFLQRYKSLCPETWP-TWAGRPQDGVAVLVRHLGYKPEEYKMGRTKIFIRFPK 686 
MyoID     AFRQTYEKFLHRYKMISEFTWPNHDLPSDKEAVKKLIERCGFQD-DVAYGKTKIFIRTPR 685 
MyoIG     ASRQPYSRFLLRYKMTCEYTWPNHLLGSDKAAVSALLEQHGLQG-DVAFGHSKLFIRSPR 697 
MyoIE     AYRRIFQKFLQRYAILTKATWP-SWQGEEKQGVLHLLQSVNMDSDQFQLGRSKVFIKAPE 682 
MyoIF     AYRRQFAKFLQRYAILTPETWP-RWRGDERQGVQHLLRAVNMEPDQYQMGSTKVFVKNPE 680 
          * *: :   * **      ***       : .*  :.        :   * :*:*:: *. 
 
                             
MyoIA     TLFYLEEQRRLRLQQLATLIQKIYRGWRCRTHYQLMRKSQ--ILISSWFRGNMQKKCYGK 742 

IQxxxRGxxxR 

MyoIB     TLFKLEDLRKQRLEDLATLIQKIYRGWKCRTHFLLMKKSQ--IVIAAWYRRYAQQKRYQQ 749 
MyoIC     TLFATEDALEVRRQSLATKIQAAWRGFHWRQKFLRVKRSA--ICIQSWWRGTLGRRKAAK 744 
MyoID     TLFTLEELRAQMLIRIVLFLQKVWRGTLARMRYKRTK----------------------- 722 
MyoIG     TLVTLEQSRARLIPIIVLLLQKAWRGTLARWRCRRLR----------------------- 734 
MyoIE     SLFLLEEMRERKYDGYARVIQKSWRKFVARKKYVQMREEASDLLLNKKERRRNSINRNFI 742 
MyoIF     SLFLLEEVRERKFDGFARTIQKAWRRHVAVRKYEEMREEASNILLNKKERRRNSINRNFV 740 
          :*.  *:         .  :*  :*      :    :                        
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MyoIA     IKASVLLIQAFVRGWKAR-----------------------------KNYRKYFRSEAAL 773 
MyoIB     TKSSALVIQSYIRGWKARKILRELKHQKRCKEAVTTIAAYWHGTQVRREYRKFFRANAGK 809 
MyoIC     RKWAAQTIRRLIRGFILR-------------------------------------HAPRC 767 
MyoID     ---AALTIIRYYRRYKVK------------------------------------------ 737 
MyoIG     ---AIYTIMRWFRRHKVR------------------------------------------ 749 
MyoIE     GDYIGMEEHPELQQFVGKREKIDFADTVTKYDRRFKGVKRDLLLTPKCLYLIGREKVKQG 802 
MyoIF     GDYLGLEERPELRQFLGKRERVDFADSVTKYDRRFKPIKRDLILTPKCVYVIGREKVKKG 800 
                      :    :                                           
 
MyoIA     TLADFIYKSMVQKFLLGLKNNLPSTNVLDKTWPAAPYKCLSTANQELQQLFYQWKCKRFR 833 
MyoIB     KIYEFTLQRIVQKYFLEMKNKMPSLSPIDKNWPSRPYLFLDSTHKELKRIFHLWRCKKYR 869 
MyoIC     PENAFFLDHVRTSFLLNLRRQLP-RNVLDTSWPTPP-PALREASELLRELCIKNMVWKYC 825 
MyoID     ----SYIHEVARRFHGVKT---MRDYGKHVKWPSPP-KVLRRFEEALQTIFNRWRASQLI 789 
MyoIG     ----AHLAELQRRFQAARQ---PPLYGRDLVWPLPP-AVLQPFQDTCHALFCRWRARQLV 801 
MyoIE     PDKGLVKEVLKRKIEIERILSVSLSTMQDDIFILHEQEYDSLLESVFKTEFLSLLAKRYE 862 
MyoIF     PEKGQVCEVLKKKVDIQALRGVSLSTRQDDFFILQEDAADSFLESVFKTEFVSLLCKRFE 860 
                   :                  .  :            .  :         :   
 
MyoIA     DQLSPKQVEILREKLCASELFKGKK-------------ASYPQSVPIPFCGDYIGLQ--- 877 
MyoIB     DQFTDQQKLIYEEKLEASELFKDKK-------------ALYPSSVGQPFQGAYLEIN--- 913 
MyoIC     RSISPEWKQQLQQKAVASEIFKGKK-------------DNYPQSVPRLFISTRLGTD--- 869 
MyoID     KSIPASDLPQVRAKVAAVEMLKGQR-------------ADLG--LQRAWEGNYLASKPDT 834 
MyoIG     KNIPPSDMPQIKAKVAAMGALQGLR-------------QDWG--CRRAWARDYLSSATDN 846 
MyoIE     EKTQKQLPLKFSNTLELKLKKENWGPWSAGGSRQVQFHQGFGDLAVLKPSNKVLQVSIGP 922 
MyoIF     EATRRPLPLTFSDTLQFRVKKEGWG---GGGTRSVTFSRGFGDLAVLKVGGRTLTVSVGD 917 
                       .       :.                              :       
 
MyoIA     ---GNPKLQKLKGGEEGP------------VLMAEAVKKVNRGNGKTSSRILLLTKGHVI 922 
MyoIB     ---KNPKYKKLKDAIEEK------------IIIAEVVNKINRANGKSTSRIFLLTNNNLL 958 
MyoIC     ---EIS-PRVLQALGSEP------------IQYAVPVVKYDRKGYKPRSRQLLLTPNAVV 913 
MyoID     PQTSGTFVPVANELKRKDKYM--------NVLFSCHVRKVNR-FSKVEDRAIFVTDRHLY 885 
MyoIG     PTASSLFAQRLKTLRDKDGFG--------AVLFSSHVRKVNR-FHKIRNRALLLTDQHLY 897 
MyoIE     GLPKNSRPTRRNTTQNTGYSSGTQNANYPVRAAPPPP-GYHQNGV---IRNQYVPYPHAP 978 
MyoIF     GLPKSSKPTRKGMAKGKPRRS----SQAPTRAAPAPPRGMDRNGVPPSARGGPLPLEIMS 973 
                                           .      .:       *   :.      
 
MyoIA     LTDTKK-SQAKIVIGLDNVAGVSVTSLKD--------GLFSLHLSEMSSVGSKGD-FLLV 972 
MyoIB     LADQKS-GQIKSEVPLVDVTKVSMSSQND--------GFFAVHLKEGSEAASKGD-FLFS 1008 
MyoIC     IVED---AKVKQRIDYANLTGISVSSLSD--------SLFVLHVQR-ADNKQKGD-VVLQ 960 
MyoID     KMDPTKQYKVMKTIPLYNLTGLSVSNGKD--------QLVVFHTKDNKDLIVCLFSKQPT 937 
MyoIG     KLDPDRQYRVMRAVPLEAVTGLSVTSGGD--------QLVVLHARGQDDLVVCLHRSRPP 949 
MyoIE     G--SQRSNQKSLYTSMARPPLPRQQSTSSDRVSQTPESLDFLKVPDQGAAGVRRQTTSRP 1036 
MyoIF     GGGTHRPPRGPPSTSLGASRRPRARPPSE-------HNTEFLNVPDQGMAGMQRKRSVGQ 1026 
                  :                   .            .:                  
 
MyoIA     SEHVIELLTKMYRAVLDATQRQLTVTVTEKFSVRFKENSVAVKVVQGPAGGDNSKLRYKK 1032 
MyoIB     SDHLIEMATKLYRTTLSQTKQKLNIEISDEFLVQFRQDKVCVKFIQGNQK-NGSVPTCKR 1067 
MyoIC     SDHVIETLTKT-----ALSANRVNSININQGSITFAGGPGRDGTIDFTPG--SELLITKA 1013 
MyoID     HESRIGELVGVLVNHFKSEKRHLQVNVTNPVQCSLHGKKCTVSVETRLNQ--PQPDFTKN 995 
MyoIG     LDNRVGELVGVLAAHCQGEGRTLEVRVSDCIPLSHRGVRRLISVEPRPEQ--PEPDFRCA 1007 
MyoIE     PPAGGRPKPQPKPKPQVPQCKALYAYDAQDTDELSFNANDIIDIIKEDPSGWWTGRLRGK 1096 
MyoIF     RPVPGVGRPKPQPRTHGPRCRALYQYVGQDVDELSFNVNEVIEILMEDPSGWWKGRLHGQ 1086 
                              . :     :                                
 
MyoIA     KGSHCLEVTVQ---- 1043 
MyoIB     KNNRLLEVAVP---- 1078 
MyoIC     KNGHLAVVAPRLNSR 1028 
MyoID     RSGFILSVPGN---- 1006 
MyoIG     RGSFTLLWPSR---- 1018 
MyoIE     QGLFPNNYVTKI--- 1108 
MyoIF     EGLFPGNYVEKI--- 1098 
          ..              
 

 
Abb. 5.9.: Multiples Alignment (clustalW) der Myosin I-Familie des Menschen. 
Markiert sind ATP- und Aktin-Bindungsstelle in der Kopfdomäne und IQ-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 räumlich von der Translation getrennt sind. Die Kernhülle 

fungiert als Barriere zwischen Zellkern und Zytoplasma, die über ihre Kernporenkomplexe 

bidirektional überwunden werden muss. Dies bietet zum Beispiel den Vorteil zusätzlicher Regulation 

der Genexpression sowie der Qualitätskontrolle von Transkripten. Neu synthetisierte RNA-Transkripte 

binden entsprechend ihrer RNA-Klasse an Proteine und verlassen den Zellkern über unterschiedliche 

Exportwege. Durch die Analyse des nukleozytoplasmatischen Transportes viraler RNA konnten auch 

für den Kernexport zellulärer 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 zellulären Exportfaktors CRM1 (Fornerod et al., 1997) sind 

mittlerweile zahlreiche Proteine bekannt, darunter viele Shuttelproteine, die leucinreiche 

Exportsignale besitzen und CRM1-vermittelt exportiert werden. Andererseits führte der Nachweis 

eines so genannten konstitutiven Transportelements (CTE) bei einfachen Retroviren (Bray et al., 1994) 

letztendlich zum Exportfaktor TAP (Grüter et al., 1998), der den Export der meisten zellulären 

mRNAs CRM1-unabhängig vermittelt.  

 

Ein wichtiger zellulärer Kofaktor beim HIV-1-Rev-vermittelten Export von späten HIV-1-

Transkripten via CRM1 ist das zelluläre Protein eIF5A (Ruhl et al., 1993). Bemerkenswerterweise 

enthält eIF5A eine Hypusinmodifikation, die bislang noch in keinem anderen Protein gefunden wurde. 

Die Entwicklung von Hypusininhibitoren könnten neue antivirale Therapiemöglichkeiten eröffnen. 

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 Viabilitätsnachteil zu Tage getreten ist (Hauber et 

al., 2005). Hypusininhibitoren könnten auch für die Therapie BCR/ABL-positiver Leukämien 

interessant werden. Durch eine Philadelphia-Translokation t(9;22)(q34;q11) wird ein BCR/ABL-

Fusionsgen mit der Expression eines Onkogens mit Tyrosinkinaseaktivität generiert. 

Hypusininhibitoren (Ciclopirox, CPX; N1-guanyl-1,7.diaminoheptan, GC7) führten zu einem 

selektiven antiproliferativen Effekt in BCR-ABL-positiven Zellen (Balabanov et al., 2007). Dennoch 

birgt eine systemische Therapie Risiken durch die Beeinträchtigung zellulärer Funktionen von eIF5A. 

Wünschenswert ist daher eine gute Kenntnis der zellulären Bedeutung des eIF5A.  
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6.1. Die HRE-Sekundärstruktur und die Proteine HuR und eIF5A werden für den 

CRM1-vermittelten Export der CD83 mRNA benötigt 

 
Der Oberflächenrezeptor CD83 wird auf reifen dendritischen Zellen exprimiert. Während der Reifung 

dendritischer Zellen ist die Expression des hypusinmodifizierten Proteins eIF5A stark erhöht. Durch 

den Einsatz des Hypusininhibitors GC7 in dendritischen Zellen konnte die CD83 mRNA im Zellkern 

angereichert und folglich die Oberflächenexpression von CD83 verhindert werden. Aufgrund der 

Identifikation von eIF5A 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 ubiquitär 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 mRNAs AU-reiche Sequenzen innerhalb der 3`-untranslatierten Region erkennt und diese 

mRNAs 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 ausgeprägte 

Sekundärstruktur auf (Prechtel et al., 2006) und wird daher Stem-Loop-2-Element (SL2), HuR-

Response-Element (HRE) oder auch posttranskriptionelles regulatorisches Element (PRE) genannt. 

Allerdings führt 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 mRNA 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 Größe 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.  

 

Grundsätzlich muss diskutiert werden, ob sich die Erkenntnisse aus Exportversuchen mit humaner 

CD83 mRNA in Xenopus-Oozyten auch auf humane dendritische Zellen übertragen lassen. Ein dem 

CD83 vergleichbares Protein existiert bei Xenopus laevis nämlich nicht, überdies differiert das 

Immunsystem bei Frosch und Mensch. Werden für Exportstudien einzelne Proteine oder Transkripte 

in Oozyten injiziert und deren Exportkinetik untersucht, muss die Anwesenheit aller zum Export 

benötigten Faktoren vorausgesetzt werden. Darüber hinaus sollten diese Xenopus-Proteine in der Lage 

sein, humane Proteine oder Transkripte zu erkennen und zu verarbeiten. Je ähnlicher sich Proteine 



6. DISKUSSION                                                                                                                                 199 

verschiedener Spezies in den funktionsrelevanten Bereichen sind, umso größer ist die 

Wahrscheinlichkeit, dass sie das jeweilige Protein der anderen Spezies auch funktionell ersetzen 

können. Abgesehen von CD83 konnten bei Xenopus laevis Äquivalente zu allen im CD83 mRNP-

Exportkomplex vermuteten Komponenten gefunden werden. Hoch konserviert ist eIF5A, dessen 

humane Aminosäuresequenz 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 

große Homologie auf (97, 98, 99 und 92 Prozent identische Aminosäuren). Die bislang unbekannten 

Xenopus-Äquivalente für APRIL und PP32 enthielten immerhin noch 80 bzw. 81 Prozent identische 

und 89 bzw. 91 Prozent ähnliche Aminosäuren (Tab. 4.1.). Außerdem zeigte das Kernprotein RanBP3 

von Mensch und Xenopus laevis 69 % identische und 84 % ähnliche Aminosäuren (Tab. 4.1.).  

 

Mikroinjektionsexperimente mit Xenopus-Oozyten zeigten einerseits, dass die charakteristische 

Sekundärstruktur der CD83-HRE-RNA für einen effizienten nukleozytoplasmatischen Export benötigt 

wird (Abb. 4.1.1.; Abb. 4.1.2.). Transkripte, die nicht in der Lage waren, eine Stem-Loop-

Konfiguration auszubilden, wurden nicht vom Zellkern in das Zytoplasma transportiert. Andererseits 

konnte durch die Injektion von ELAV- und eIF5A-Antikörper 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, eIF5A und CRM1 am 

Export der CD83-HRE-RNA abgeleitet werden.  

 

Obwohl HuR innerhalb seines RNA-Erkennungsmotiv 1 (RRM1) eine leucinreiche HIV-1-Rev-NES-

ähnliche 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-[LIVFM] beschrieben, dennoch fungieren 

viele Sequenzen, die in dieses Schema passen, nicht als Exportsignal (la Cour et al., 2004). Oft besteht 

das Exportsignal aus einer α-Helix, zumindest im Aminoterminus, was auch für die leucinreiche 

Sequenz von HuR der Fall ist (Abb. 4.1.7.). Charakteristischerweise finden sich in funktionellen 

leucinreichen Exportsignalen neben den Leucinen jedoch gehäuft die Aminosäuren Glutaminsäure (E), 

Asparaginsäure (D) und Serin (S). Während diese Aminosäuren in den leucinreichen Bereichen von 

APRIL und PP32 vorkommen, ist keine dieser Aminosäuren innerhalb der leucinreichen Sequenz von 

HuR zu finden (Tab. 4.2.). Dies könnte der Grund sein, warum die leucinreiche Sequenz bei HuR 

nicht als Exportsignal fungiert.  

 

Eine andere mögliche Erklärung hierfür könnte jedoch auch die Maskierung des Signals durch die 

Interaktion des RNA-Erkennungsmotiv 1 des HuR mit Transkripten sein. Ein exzellentes Beispiel für 

eine Maskierung leucinreicher Exportsignale liefert die Telomerase, ein Enzym, das zur de novo 

Telomersynthese in der Lage ist. Die funktionsfähige 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-ähnliche 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 CRM1 ist nun nicht mehr möglich, weshalb hTERT im Zellkern 

verbleibt. Die Interaktion von 14-3-3 mit hTERT reguliert somit posttranslational die 

Telomeraseaktivität (Seimiya et al., 2000). 

 

Mittels RNA-Interferenz-Studien ist es zwischenzeitlich gelungen, Hinweise für 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-ähnlichen Sequenzen von APRIL als Exportsignal identifiziert werden 

(Aminosäuren 109-120, LKKLECLKSLDL)(Fries et al., 2007). Außerdem soll die Phosphorylierung 

des Threonin an Position 244 (Thr244) den nukleozytoplasmatischen Export von APRIL triggern. 

Sowohl das Exportsignal als auch die Phosporylierung des Thr244 von APRIL scheinen für die CD83-

Expression notwendig zu sein (Fries et al., 2007).  

 

eIF5A ist evolutionär hoch konserviert, es kommt in hypusinylierter Form bei Eukaryoten und 

Archebakterien vor (Gordon et al., 1987; Bartig et al., 1992). Dies lässt auf eine alte und grundlegende 

Funktion in der Zelle schließen. Hypusinhaltiges eIF5A ist in der Lage, direkt an RNAs zu binden, die 

die putativen Interaktionselemente UAACCA und AAAUGU besitzen (Xu et al., 2004). Die CD83 

mRNA enthält keine dieser beiden Konsensussequenzen (siehe 4.1.7.). Allerdings sind auch RNAs 

bekannt, die mit eIF5A interagieren und kein putatives eIF5A-interagierendes Element aufweisen. Ein 

Kennzeichen dieser RNAs ist die Ausformung extensiver Sekundärstrukturen (Xu et al., 2004). Das 

Stem-Loop-konfigurierte  Rev-Response-Element der HIV-1-RNA wird hypusinabhängig von eIF5A 

gebunden (Liu et al., 1997). Da das CD83-HRE ebenfalls Stem-Loop-Elemente aufweist (Prechtel et 

al., 2006), könnte daher die CD83 mRNA trotz des Fehlens eines putativen eIF5A-interagierenden 

Elements eine Kandidaten-RNA für die hypusinabhängige Bindung darstellen.  

 

Neben CRM1 interagiert eIF5A auch mit einem Exportrezeptor aus der Importin-β-Familie, dem 

Exportin 4. Im Gegensatz zu CRM1 ist Exportin 4 jedoch nicht in Hefezellen vorhanden. Obwohl 

eIF5A sehr viel schlechter an CRM1 als an Exportin 4 binden soll (Lipowsky et al., 2000), konnte in 

Bindungsexperimenten die Interaktion von eIF5A mit CRM1 demonstriert werden (Abb. 

4.1.12.)(Rosorius et al., 1999; Hofmann et al., 2001). Eine Hypusinmodifikation war hierfür 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 eIF5A ohne Hypusinmodifikation mit dem CRM1-Inhibitor 

Leptomycin B gehemmt werden. Für die Bindung von eIF5A an den Exportfaktor Exportin 4 soll 

Hypusin jedoch erforderlich sein (Lipowsky et al., 2000). In höheren Eukaryoten scheint eIF5A somit 

sowohl ohne Beteiligung von Hypusin über CRM1 als auch hypusinabhängig mittels Exportin 4 in das 

Zytoplasma transportiert zu werden. 

 

 

Beim Export von CD83-Transkripten sind verschiedene Funktionen des eIF5A denkbar:  

 

Zwar steht mit APRIL bereits ein Adapterprotein mit einem leucinhaltigen Exportsignal zwischen 

HuR und CRM1 zur Verfügung. Doch um ein effizientes Zerfallen des Exportkomplexes zu 

gewährleisten, weisen leucinreiche Exportsignale nur eine schwache Bindungsaffinität zu CRM1 auf 

(Kutay und Güttinger, 2005). eIF5A, dessen Bindungsaffinität zu CRM1 ebenfalls gering ist 

(Lipowsky et al., 2000), könnte durch seine Interaktion sowohl mit dem Exportsubstrat als auch mit 

CRM1 die Bindung des Exportsubstrates an den Exportrezeptor verstärken. 

 

Des Weiteren könnte eIF5A zur Stabilisierung des Exportkomplexes führen, indem es mit Beteiligung 

des Hypusins an die CD83 mRNA bindet und außerdem mit HuR (Abb. 4.1.11.) sowie 

hypusinunabhängig mit CRM1 (Abb. 4.1.10.) interagiert.  

 

Die carboxyterminale Domäne von eIF5A weist strukturelle Ähnlichkeiten mit dem bakteriellen 

Kälteschockprotein CspA auf, daher wäre alternativ auch eine Funktion des eIF5A als Chaperone 

denkbar (Xu et al., 2001), wobei es ein Transkript vom Zellkern in das Zytoplasma bis zu den 

Ribosomen begleitet.  

 

Andererseits interagiert eIF5A mit Kernaktin, welches generell an Exportprozessen beteiligt zu sein 

scheint (Hofmann et al., 2001). Durch eIF5A könnte der Exportkomplex eine Bindungsstelle für 

Kernaktin bereitstellen. Ein Modell für einen solchen potentiellen Exportkomplex ist in Abb. 6.1. 

dargestellt.   
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Abb.  6.1.: Schematische Darstellung eines möglichen CD83-HRE-RNA-Exportkomplexes. 
HuR bindet an CD83-HRE, APRIL, eIF5A und CRM1. CRM1 interagiert mit APRIL, eIF5A und Ran. 
Kernaktin ist ein Bindungspartner von eIF5A. 
 

 

Die Mehrzahl der zellulären mRNAs werden unter Beteiligung der Exportfaktoren TAP/NXT1 

exportiert. Um einen effizienten nukleozytoplasmatischen Transport spezieller Transkripte zu 

gewährleisten, wäre die Umgehung des regulären Exportweges durchaus sinnvoll. Der 

Oberflächenrezeptor CD83 ist, ein Kennzeichen reifer dendritischer Zellen, nimmt eine überaus 

wichtige Funktion bei der T-Zell-vermittelten Immunität 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 kürzlich veröffentlichten Daten aus Jurkat-T-Zellen (Schütz 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 über den CRM1-abhängigen Export 

spezieller Transkripte, z. B. von c-fos- (Brennan et al., 2000), Cyclooxygenase-2- (Jang et al., 2003) 

und Interferon-α1-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 führt zur Stabilisierung der Transkripte (Dixon et al., 2001; 

Fan und Steitz 1998b; Peng et al., 1998). Jedoch konnte für die Interferon-α1-Transkripte demonstriert 

werden, dass eine Deletion der 3`UTR den Kernexport dieser mRNA 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. Möglicherweise besitzen Transkripte von Early Response Genen 

in der kodierenden Sequenz Bereiche mit charakteristischen Sekundärstrukturen 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 klären.  

 

Des Weiteren scheint HuR neben der Stabilisierung und dem Export von bestimmten Transkripten 

auch die Translation zu beeinflussen. So wurde eine erhöhte Expression des Tumorsuppressorgens p53 

nach Induktion eines DNA-Schadens durch UVC-Bestrahlung in humanen Koloncarcinomzellen 

beschrieben. Dieser Effekt war nicht durch eine verstärkte Transkription, Erhöhung der Stabilität oder 

erhöhte zytoplasmatische p53 mRNA Level zu erklären, 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. eIF5A ist am Export des Transkriptionsfaktors IIIA (TFIIIA) in Xenopus-Oozyten 

beteiligt 

 
Ein weiterer Hinweis auf eine Beteiligung von eIF5A bei bestimmten zellulären RNA-

Exportprozessen kommt aus dem TFIIIA-vermittelten Export der 5S rRNA in Xenopus-Oozyten. Als 

Bindungspartner von eIF5A wurde in Xenopus-Oozyten der oozytentypische Transkriptionsfaktor IIIA 

(TFIIIA) identifiziert (Doktorarbeit W. Hofmann, 2002). Oozytentypischer TFIIIA ist in jungen 

Xenopus-Oozyten sowohl bei der RNA-Polymerase III-abhängigen 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). Außerdem war die an BSA-gekoppelte leucinreiche Rev-Aktivierungsdomäne 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 

Kernhüllenproteine 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 bestätigt werden. Sowohl ein TFIIIA-NES-

Fusionsprotein als auch endogener TFIIIA wurde nach Leptomycin-Gabe im Oozytenkern 

angereichert (Abb. 4.2.6.). In Bindungsstudien wurde TFIIIA als Interaktionspartner von eIF5A 

identifiziert (Hofmann, 2002). Eine Interaktion von TFIIIA und eIF5A konnte in dieser Arbeit mittels 

Overlay-Blot-Assay bestätigt werden (Abb. 4.2.9.). Dabei zeichnete sich ab, dass eIF5A bei Zusatz 

von Faktoren aus dem Oozytenextrakt besser an TFIIIA bindet (Abb. 4.2.9.). Über die Art dieser 
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Faktoren kann bislang nur spekuliert werden. Denkbar ist, dass durch die Interaktion von 5S rRNA an 

TFIIIA die Bindung von eIF5A verstärkt wurde. Dies könnte einerseits durch eine 

Konformationsänderung des TFIIIA bewirkt sein, welche die Affinität zu eIF5A erhöht. Andererseits 

ist ebenso eine Interaktion der 5S rRNA mit eIF5A denkbar, wodurch möglicherweise der Komplex 

aus TFIIIA, 5S rRNA und eIF5A stabilisiert wird. Da sowohl TFIIIA als auch eIF5A mit CRM1 

interagieren, könnte auch die Bindung von CRM1 an das Exportsignal von TFIIIA die Interaktion von 

TFIIIA und eIF5A beeinflussen.  

 

Es gibt Hinweise dafür, dass das leucinreiche Sequenzmotiv des HIV-1-Rev für eine funktionelle Rev-

eIF5A-Interaktion benötigt wird (Ruhl et al., 1993). In Bindungsstudien konnte gezeigt werden, dass 

eIF5A mit HuR (Abb. 4.1.11.) und mit TFIIIA (Abb. 4.2.9.) interagiert, beide Proteine besitzen wie 

HIV-1-Rev einen leucinreichen Sequenzbereich. eIF5A scheint jedoch nicht an allen CRM1-

vermittelten Exportprozessen von Proteinen mit einem leucinhaltigen Exportsignal beteiligt zu sein. 

Denn beim Export des Proteinkinaseinhibitors PKI spielt eIF5A offensichtlich keine Rolle, da eIF5A-

Antikörper den GST-PKI-NES-Export in somatischen Zellen nicht hemmen konnten (Elfgang et al., 

1999). Möglicherweise 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 eIF5A einen generellen Kofaktor beim CRM1-vermittelten RNA-Export 

darstellt.  

 

 

6.3. Kernmyosin IC ist in Xenopus laevis für die Transkription ribosomaler und 

proteinkodierender Transkripte essentiell und beeinflusst möglicherweise 

Exportprozesse 

 
Neben CRM1 (Abb. 4.1.12.), HuR (Abb. 4.1.11.), und TFIIIA (Abb. 4.2.9.) ist Kernaktin ebenfalls ein 

Bindungspartner von eIF5A (Hofmann et al., 2001). Grundlegende Erkenntnisse für 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 entkräftet. So konnte beispielsweise dem Argument der zytoplasmatischen Kontamination 

durch saubere Isolation von Zellkernen aus Amphibienoozyten begegnet werden (Clark und Merriam, 

1977). Darüber hinaus gelang durch die Entwicklung neuer Antikörper 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) schließlich der Aktinpartner zur Verfügung. Weil Amphibienoozyten 

entscheidende Erkenntnisse zur Aufklärung von Kernaktinfunktionen geliefert haben, bot sich das 

Modellsystem Xenopus-Oozyte daher auch für die Analyse von Kernmyosinaufgaben an.  

 

Kernmyosin IC gehört zur Myosin I-Familie von nichtfilamentären, 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 kürzlich veröffentlichten Studie 

(Kahle et al., 2007). Dort wurde Kernmyosin IC außer 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 lässt darauf schließen, 

dass Kernmyosin IC während der Vertebratenentwicklung erworben wurde. Der Vergleich der 

Aminosäuresequenzen von β-Aktin (Tab. 4.1.) bzw.  Kernmyosin IC (Tab. 4.3.2.) von Mensch und 

glattem Krallenfrosch unterstreicht die hohe Übereinstimmung der Proteine bei diesen beiden Spezies. 

β-Aktin von Mensch und Xenopus laevis zeigten 99 Prozent identische Aminosäuren. Kernmyosin IC 

von Mensch und Xenopus laevis wiesen 78 Prozent identische und 95 Prozent ähnliche Aminosäuren 

auf.  

 

Kernmyosin IC unterscheidet sich von Myosin IC durch einen zusätzlichen aminoterminalen Bereich 

aus 16 Aminosäuren. Obwohl dieser 16-Aminosäuren 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 und 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 

Krallenfröschen durch ein Lysin ersetzt (Abb. 4.3.1.). Die basischen Aminosäuren Arginin und Lysin 

sind als charakteristische Bestandteile von Kernlokalisationssignalen bekannt.  

 

Es konnten polyklonale und monoklonale Antikörper gegen das Kernmyosin IC von Xenopus laevis 

generiert werden. Polyklonale Antikörper XNMIC gp30 und monoklonale Antikörper 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 punktförmiges 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 überein (Wagner et al., 1992; Ruppert et al., 1995). Myosin IC war in 

Säugerzellen 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-Antikörpers XNMIC #42 (Abb. 4.3.15). 

Dessen Epitop befindet sich nicht innerhalb des 16-Aminosäuren-Aminoterminus, sondern im 

aminoterminalen Bereich des Myosinkopfes (Aminosäuren 17 bis 240). In diesem Bereich liegt auch 

die ATP-Bindungsstelle (Aminosäuren 120 bis 129). Der Antikörper XNMIC #42 erkennt zwar auch 

das Kernmyosin IC (Abb. 4.3.9.). Da aber Kernmyosin IC zur nichtfilamentbildenden Myosin I-Klasse 

gehört, ist aufgrund des filamentartigen Färbemusters im Zytoplasma somatischer Zellen anzunehmen, 

dass der Antikörper XNMIC #42 neben Kernmyosin IC zusätzlich 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. c und 4.3.13. c). Für Myosin IC ist ein ähnliches Verteilungsmuster in 

mitotischen Säugetierzellen beschrieben. Während sich Myosin IB deutlich in der Teilungsfurche 

anreicherte, war Myosin IC dagegen punktförmig in der gesamten sich teilenden Zelle, exklusive der 

Chromosomenbereiche, lokalisiert (Ruppert et al., 1995).  

 

Auffallend war in der Immunfluoreszenz mit Antikörpern, die das Kernmyosin IC erkennen, die 

Färbung der so genannten mitochondrialen Wolke in prävitellogenen Xenopus-Oozyten (Abb. 4.3.11.; 

4.3.14.; 4.2.16.). Die mitochondriale Wolke, auch Balbiani-Körper genannt, ist ein zytoplasmatisches 

Organell in prävitellogenen Xenopus-Oozyten (Stadium I). Lokalisiert ist dieses sphärische Organell in 

Kernnähe auf der Seite der Oozyte, die später 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 außerhalb 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 frühe Lokalisierungsweg oder METRO („Message Transport Organizer“) 

für die vegetativen Keimplasma-RNAs benützt die mitochondriale Wolke als Vehikel. Zunächst 

gelangen Keimplasma-RNAs ohne aktive Bewegung und ohne Beteiligung von Mikrotubuli durch 

Diffusion zur mitochondrialen Wolke, wo sie eingefangen werden. Für 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 für eine Assoziation von Kernmyosin mit RNA, möglicherweise als Bestandteil 

von Ribonukleoproteinkomplexen gibt es bereits. In RNAse- behandelten HeLa-Zellen konnte im 

Zellkern im Nukleoplasma und im Nukleolus kaum noch Kernmyosin nachgewiesen werden 

(Fomproix und Percipalle, 2004). Aufgrund seiner Eigenschaften, mit der Schwanzdomäne 

elektrostatisch mit Membranen zu interagieren (Doberstein und Pollard 1992; Reizes et al., 1994), 

könnte das Kernmyosin IC durchaus ein Linkerprotein zwischen RNA und ER-Netzwerk darstellen.  

 

Ungeklärt 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 Fällen interagiert Kernmyosin tatsächlich 

mit Aktinfilamenten. Mikrofilamente und Mikrotubuli spielen bei der Verlagerung der 

mitochondrialen Wolke jedoch keine Rolle (Kloc und Etkin 1995). Dotterschollen und eine sich 

vergrößernde Zytoplasmamasse könnten die mitochondriale Wolke vom Zellkern weg in Richtung 

Kortex drücken (Wilk et al., 2004).  

 

Des Weiteren war Kernmyosin IC an den lateralen Schleifen der Lampenbürstenchromosomen von 

Xenopus-Oozyten nachweisbar (Abb. 4.3.32, 4.3.33., 4.3.34.). Das Muster ähnelte dem der RNA-

Polymerase II, die ebenfalls an den lateralen, transkriptionell aktiven Schleifen der 

Lampenbürstenchromosomen lokalisiert (Abb. 4.3.33.). Wie bereits erwähnt, konnte in HeLa-Zellen 

eine Assoziation von Kernmyosin IC mit RNAse sensitiven Strukturen dargestellt werden (Fomproix 

und Percipalle, 2004). In Bestätigung 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 

Lampenbürstenchromosomen 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 Antikörper gegen den spezifischen Aminoterminus bzw. gegen die Kopfdomäne 

von Kernmyosin IC führten nach Mikroinjektion in den Zellkern von Xenopus-Oozyten zu einer 

kompletten Retraktion der meisten lateralen transkriptionsaktiven Schleifen sowie zu einer 

Verkürzung 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 II-Antikörpern sowie durch die Injektion von Aktinantikörpern und 

bestimmten Aktin-bindenden Proteinen in Pleurodeles-Oozyten beobachtet (Scheer et al., 1984). Da 

Antikörper gegen das Kernmyosin IC die mRNA-Transkription unterdrücken konnten, wurde eine 

essentielle Rolle des Kernmyosin IC bei der RNA-Polymerase II-abhängigen Transkription vermutet. 

Dies steht im Einklang mit vor kurzem veröffentlichten Daten aus menschlichen Zellkulturzellen. 

Nach Mikroinjektion von Kernmyosinantikörpern in HeLa-Zellen konnte die Transkription gehemmt 

werden, was sich durch einen fehlenden BrUTP-Einbau in injizierte Zellen äußerte. Darüber hinaus 

konnte auch in einem in-vitro-Transkriptionssystem die Beteiligung von Kernmyosin IC bei der RNA-

Polymerase II-abhängigen Transkription dargestellt werden (Hofmann et al., 2006b).  

 

Aktin und Myosin sind an verschiedenen Stellen im Polymerase II-abhängigen Transkriptionsprozess 

beteiligt. Die bislang einzige gesicherte Motorfunktion üben 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 unabhängig 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. Während 

Aktin für die Bildung des Präinitiationskomplexes benötigt wird, ist Myosin für den darauffolgenden 

Schritt, die Knüpfung der ersten Phosphodiesterbindung, essentiell (Hofmann et al., 2004; Hofmann et 

al., 2006b). 

 

An wenigen nicht retrahierten kurzen Schleifen der Lampenbürstenchromosomen war nach Injektion 

von Kernmyosinantikörpern noch eine Transkription möglich, 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 III-abhängigen 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-Antikörper nicht retrahierbaren Schleifen in 

Telomernähe könnte es sich daher um tRNA-kodierende Schleifen handeln. Die RNA-Polymerase III 

ist an etwa 90 spezifischen Transkriptionsstellen an den Lampenbürstenchromosomen von Xenopus 

laevis zu finden (Murphy et al., 2002). Die etwa 24 000 5S rRNA-Gene pro haploidem Genom sind in 

der Nähe 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 Nähe 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) 

führte zur Analyse von Kernmyosin IC in den amplifizierten Nukleolen der Xenopus-Oozyten. 

Während 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 Größe, den hohen rDNA-Gehalt und ihre hohe transkriptionelle Aktivität aus. Nach 

Spreitung des Kerninhaltes von Oozyten sind zahlreiche amplifizierte Nukleolen mit einer so 

genannten Halskettenstruktur, dem Kernbereich aus fibrillärem Zentrum (FC) und dichter fibrillärer 

Komponente (DFC), zu sehen, die in den Kortex (GC) eingebettet ist. In amplifizierten Nukleolen 

kann die RNA-Polymerase I im FC detektiert werden. Dagegen ist Fibrillarin, welches in die 

Prozessierung und Modifikation von prä-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 

hauptsächlich in der Kernregion nachgewiesen werden und zeigte hier sowohl eine partielle 

Kolokalisation mit der RNA-Polymerase I, den durch Bromuridintriphosphat gekennzeichneten 

naszierenden Transkripten, als auch mit Fibrillarin (Abb. 4.3.22.).  

 

Eine Transkriptionshemmung mit Actinomycin D äußert sich in einer massiven Kondensation des 

rDNA-Chromatins und der Segregation von FC und DFC in Kappen an einem GC-Körper, die viele 

ihrer originären Proteine und RNA-Komponenten beinhalten (Shav-Tal et al., 2005). Nach 

Transkriptionshemmung mit Actinomycin D segregierte Kernmyosin IC zusammen mit der RNA-

Polymerase I 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 könnte am unterschiedlichen 

Aktivitätszustand der Zellkulturzellen liegen, wobei Kernmyosin möglicherweise nur in den 

transkriptionell aktivsten Zellen in nachweisbarer Menge im Nukleolus vorlag. In Zellen mit geringer 

Transkriptionstätigkeit konnte es möglicherweise aufgrund der geringen Menge nicht detektiert 

werden. Dies ist vereinbar mit der Beobachtung von Kysela et al. (2005), dass die Kernmyosin IC-

Expression im Gegensatz zur Aktin-Expression nach Stimulation von humanen Lymphozyten aus dem 

peripheren Blut mit Phytohämaglutinin (PHA) stark ansteigt (Kysela et al., 2005).  

 

Die Ribosomengenese ist ein vektorieller Prozess, der von der Transkriptionsstelle bis zu den GCs, 

dem Nukleoplasma und schließlich Cytoplasma verläuft. Wird dieser Prozess an einer Stelle 

unterbrochen, werden Intermediärformen angereichert (Olson und Dundr, 2005). Die Störung der 
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Ribosomenbiogenese spiegelt sich auch optisch in der Nukleolus-Architektur wider. Zudem weiß man 

aus der Transkriptionshemmung durch Actinomycin D, dass die Segregation schrittweise vonstatten 

geht. Zunächst kondensieren die fibrillären Komponenten und wandern in die Nukleolusperipherie, 

dann formen die nukleolären Komponenten den Zentralkörper und die daran assoziierten Kappen. Im 

Zentralkörper 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 Kernmyosinantikörpern 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. Während die DFCs kondensiert wirkten, erschienen die FC-Regionen oftmals noch 

aufgelockert und umgaben die DFCs meist ringförmig. Bei manchen Nukleolen war eine Ablösung 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 Kernmyosinantikörper die RNA-Polymerase I-abhängige Transkription in den 

Nukleolen gehemmt werden.  

 

In Mikroinjektionsversuchen mit Aktinantikörpern in Pleurodeles-Oozyten wurde ebenfalls eine 

Hemmung der Transkription proteinkodierender Gene beobachtet, während eine Transkription in den 

Nukleolen noch stattfand (Scheer et al., 1984). In somatischen Zellen hingegen konnte durch die 

Injektion von Aktinantikörpern eine BrUTP-Inkorporation im Nukleolus inhibiert werden. In 

vielfältigen Experimenten in vitro und in vitro wurde zudem demonstriert, dass Aktin in der Tat ein 

essentieller Bestandteil der RNA-Polymerase I-abhängigen 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-abhängigen Transkription in 

somatischen Zellen eine Rolle spielen, nicht aber in den transkriptionell hoch aktiven amplifizierten 

Nukleolen. Im Gegensatz zur RNA-Polymerase II-abhängigen 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-Antikörper in Xenopus-Oozyten noch zu sehen war, auf diese 

Trimerherstellung beruht.  
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In somatischen Nukleolen von Säugerzellen wurde außerdem beobachtet, dass viele Proteine den 

Nukleolus durchtreten können, auch solche, die keine Aufgabe im Nukleolus wahrnehmen. Nur 

Proteine, die eine Interaktion im Nukleolus eingehen, zeigen eine höhere Verweildauer (Olson und 

Dundr, 2005). Die RNA-Polymerase I-Transkriptionsmaschinerie selbst ist ein hochdynamischer 

Proteinkomplex. Einzelne Komponenten wandern ständig zwischen den Transkriptionsstellen, dem 

Nukleolus und dem Nukleoplasma. Dabei ist die Zusammenlagerung der Transkriptionsmaschinerie 

ein sehr ineffektiver Prozess. Während 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). Während 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 während 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 bezüglich der Transkriptionseffizienz Differenzen bestehen. Ein verbessertes Recycling der 

Transkriptionsmaschinerie bzw. auch deren Subkomplexe könnte die Transkriptionseffizienz in 

amplifizierten Nukleolen steigern. Eine stabilere oder längerdauernde Interaktion von 

Bindungspartnern könnte hier jedoch zu einer Maskierung des Antikörperepitops im Kernmyosin 

führen, während in somatischen Zellen das Kernmyosin durch die ständige Dissoziation und 

Assoziation der Transkriptionsmaschinerie für die Bindung von Antikörpern besser zugänglich ist. 

 

Weiterhin fiel bei der Immunfluoreszenz auf Oozytengefrierschnitten die Anfärbung der Kernhülle auf 

(Abb. 4.3.11.; 4.3.14. und 4.3.16.). Diese Beobachtung konnte durch die Detektion von Kernymosin 

IC auf handisolierten Kernhüllen von Xenopus-Oozyten bestätigt werden. Kernmyosin IC reicherte 

sich an den nukleoplasmatischen Filamenten der Kernporenkomplexe an (Abb. 4.3.18.). Ein ähnliches 

Lokalisationsmuster wurde für 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).  

 

Antikörper gegen ein Epitop innerhalb der aminoterminalen 16 Aminosäuren von Kernmyosin IC 

(XNMIC #54) waren jedoch nicht in der Lage, den CRM1-vermittelten GST-TFIIIA-NES-

Proteinexport zu inhibieren (Abb. 4.3.19.). Im Gegensatz dazu konnte dieser Proteinexport mit nach 

Mikroinjektion von Antikörpern gegen ein Epitop in der aminoterminalen Myosinkopfdomäne 

(XNMIC #42) inhibiert werden (Abb. 4.3.19.). Der Grund für diese Diskrepanz ist noch unklar. Da der 

Kernmyosinantikörper (XNMIC #42) vermutlich neben dem Kernmyosin IC noch weitere Vertreter 
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der Myosinfamilie erkennt, ist möglicherweise nicht Kernmyosin IC, sondern ein anderes, ebenfalls 

im Kern vorkommendes Myosin, bei Exportprozessen beteiligt.  

 

Kernmyosin IC scheint nicht das einzige nukleäre 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 Antikörper konnte die RNA-Polymerase II-abhängige 

Transkription gestört werden. Mittels Chromatinimmunpräzipitation wurde demonstriert, dass Myosin 

VI an den Promoter und die intergenischen Regionen aktiver Gene rekrutiert wird (Vreugde et al., 

2006). Myosin VI ist durch eine einzigartige Motorfunktion charakterisiert. Es ist das einzige Myosin, 

welches zum Minusende von Aktinfilamenten wandert, außerdem ist die Schrittgröße unerwartet groß 

und variabel. Eine Beteiligung von Myosin VI bei Exportprozessen wurde bislang jedoch noch nicht 

untersucht.  

 

Des Weiteren könnte 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 Kernmyosinantikörpern erkannt werden (Ye et al., 2008). Es ist daher 

nicht ausgeschlossen, dass bei Exportprozessen strukturelle Besonderheiten des Kernmyosin IC 

auftreten, welche nur von bestimmten Kernmyosinantikörpern erkannt werden.  

 

Über 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 benützt. Es wurde 

aber gezeigt, dass dieses Fusionsprotein unter Beteiligung von eIF5A exportiert wird (Abb. 4.2.10.), 

welches wiederum Aktin binden kann (Hofmann et al., 2001).  

 

Mittlerweile gibt es einige Anhaltspunkte dafür, dass Aktin und Myosin im Zellkern in einer ähnlichen 

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 Affinität des Myosinkopfes für Aktin. Durch ATP-Hydrolyse kommt es zu 

einer Konformationsänderung, wodurch der Myosinkopf verlagert wird. Der Myosinkopf bindet nun 

erneut an Aktin und geht in seine ursprüngliche Position zurück, was letztendlich ein Entlanggleiten 

von Myosin und Aktin bewirkt.  

 

Da das Kernymosin IC eine Aktinbindungsstelle in der Kopfdomäne besitzt, könnte es über eine 

Interaktion mit Aktin am Exportkomplex verankert werden. Der intranukleäre Transport selbst geht 
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durch Diffusion vonstatten, bis der Exportkomplex Kernporenkomponenten kontaktiert (Politz et al., 

1999; Politz et al., 2006). Die hydrophoben FG-Wiederholungen bestimmter Nukleoporine könnten 

außer mit den Exportfaktoren zusätzlich mit der hydrophoben IQ-Domäne des Kernmyosin IC 

interagieren. Durch eine Verankerung von Kernmyosin an Nukleoporinen und eine Interaktion mit 

Aktin wäre ein aktiver Transport durch den Kernporenkanal denkbar. Bislang gibt es zwar noch keine 

Anhaltspunkte für eine Interaktion von Kernmyosin und Nukleoporinen. Jedoch konnte vor kurzem 

Emerin, ein integrales Kernhüllenprotein, als direkter Interaktionspartner von Kernmyosin identifiziert 

werden (Holaska und Wilson, 2007). 

 

Ein weiterer Schritt bei der Aufklärung von Kernmyosinfunktionen wäre die Herstellung von 

willdtypischem, rekombinanten Xenopus-Kernmyosin IC sowie von Kernmyosin IC-Mutanten. Nach 

Applikation von Antikörpern gegen Kernmyosin IC konnten in dieser Arbeit Beeinträchtigungen der 

Polymerase I-und II-abhängigen Transkription, strukturelle Veränderungen der Nukleolen und der 

Lampenbürstenchromosomen sowie die Hemmung eines Kernexportprozesses beobachtet werden. Um 

die Funktion des Kernmyosins hier näher zu charakterisieren, könnte ein Rescueversuch mit 

rekombinantem Kernmyosin IC bzw. verschiedenen Mutanten durchgeführt werden. Insbesondere für 

die Analyse der Exportblockade interessant ist hierbei eine Mutante mit einer fehlenden 

Schwanzdomäne sowie Mutanten, die die Interaktion des Kernmyosin mit ATP bzw. Aktin 

beeinträchtigen. Da über die Interaktion von Kernmyosin IC und Nukleoporinen bislang keine Daten 

vorliegen, könnten Bindungsstudien, wie zum Beispiel eine Immunpräzipitation mit rekombinantem 

Kernmyosin IC und Kernhüllenproteinen aus Xenopus-Oozyten hierüber weiter Aufschluss geben.  
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7. ZUSAMMENFASSUNG 

 

Der eukaryotische Initiationsfaktor 5A (eIF5A) ist evolutionär hoch konserviert und besitzt als einzig 

bislang bekanntes Protein die Aminosäuremodifikation Hypusin. eIF5A fungiert als essentieller 

Kofaktor beim Rev- und CRM1-vermittelten nukleozytoplasmatischen Export von HIV-1-

Transkripten. Des Weiteren besitzen Hypusininhibitoren einen antiproliferativen Effekt in BCR/ABL-

positiven Leukämiezellen. Obwohl eIF5A ubiquitär exprimiert wird, sind die zellulären Funktionen 

von eIF5A noch weitgehend unklar.  

Da Hypusininhibitoren die CD83 mRNA im Zellkern dendritischer Zellen anreichern und folglich die 

Oberflächenexpression von CD83 verhindern konnten, wurde eine Beteiligung von eIF5A 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 ausgeprägten Sekundärstruktur 

innerhalb der kodierenden Sequenz der CD83 mRNA bindet. Während die Bindung von HuR an AU-

reiche Elemente in der 3`UTR bestimmter Transkripte zu deren Stabilisierung führt, wird die 

Stabilität von CD83-Transkripten durch die Interaktion mit HuR jedoch nicht beeinflusst. 

 

In dieser Arbeit wurden Mikroinjektionsstudien in Xenopus laevis-Oozyten zum 

nukleozytoplasmatischen Export von CD83 mRNA durchgeführt. Abgesehen vom 

Oberflächenrezeptor CD83 konnte allen potentiell am Export von CD83-Transkripten beteiligten 

humanen Faktoren Homologe bei Xenopus laevis gegenübergestellt werden. Diese zeigten mit 69 bis 

100 Prozent identischen bzw. 84 bis 100 Prozent ähnlichen Aminosäuren eine hohe Übereinstimmung 

zu ihren homologen humanen Proteinen. Es konnte gezeigt werden, dass die charakteristische 

Sekundärstruktur des HuR-Response-Elements essentiell für den Kernexport von CD83-Transkripten 

ist. HuR wurde zudem als Bindungspartner von eIF5a identifiziert. Inhibitorische Antikörper sowohl 

gegen HuR als auch eIF5A waren in der Lage, den Export von CD83-Transkripten zu inhibieren. 

Während 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 eIF5A, ist in jungen Xenopus-Oozyten 

sowohl bei der RNA-Polymerase III-abhängigen 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 TFIIIA-

vermittelten 5S rRNA-Export, wurde der Export von TFIIIA im Hinblick auf eine Beteiligung von 

eIF5A 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 

bestätigt werden, dass TFIIIA, welches ein leucinreiches Kernexportsignal enthält, mittels CRM1 

exportiert wird. Im Overlay-Blot-Assay konnte gezeigt werden, dass eIF5A mit TFIIIA interagiert. 

Außerdem deuten Mikroinjektionsexperimente darauf hin, dass eIF5A, wie beim HIV-1-Rev-

vermittelten Export, auch beim TFIIIA-Export als essentieller Kofaktor involviert ist. 

 

Ein weiterer bekannter Bindungspartner von eIF5A ist Aktin, das im Zellkern an verschiedenen 

Exportprozessen sowie der RNA-Polymerase I-, II- und III-abhängigen Transkription beteiligt ist. Im 

Gegensatz zu Aktin wurde die Existenz des Aktinpartners Myosin im Zellkern erst vor kurzem 

realisiert. Kernmyosin IC gehört zur Myosin I-Familie von nichtfilamentären, 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 zusätzlicher Aminoterminus aus 16 Aminosäuren, welcher als 

Kernlokalisationssignal fungiert. Mit spezifischen Antikörpern konnte Kernmyosin IC in somatischen 

Xenopus-Zellen vorwiegend punktförmig im Nukleoplasma, aber auch im Nukleolus lokalisiert 

werden. In Oozyten von Xenopus laevis konnte Kernmyosin IC, ähnlich wie RNA-Polymerase II, an 

den lateralen Schleifen der Lampenbürstenchromosomen dargestellt werden. Inhibierende 

Kernmyosinantikörper führten nach Mikroinjektion in den Zellkern von Xenopus-Oozyten zu einer 

kompletten Retraktion der meisten lateralen transkriptionsaktiven Schleifen sowie zu einer 

Verkürzung der Chromosomenachsen. In amplifizierten Nukleolen konnte Kernmyosin IC vor allem 

im Nukleoluskern detektiert werden, wo es partiell mit RNA-Polymerase I und Fibrillarin 

kolokalisierte. Eine Transkriptionsinhibition mit Aktinomycin D führte zu einer Umverteilung des 

Kernmyosin IC zusammen mit der RNA-Polymerase I und der rDNA. Nach Injektion inhibierender 

Kernmyosinantikörper 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 möglich.  

Wie für 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 überprüft werden. Antikörper gegen ein Epitop 

in der Myosinkopfdomäne des Kernmyosin IC (XNMIC #42) waren im Gegensatz zu Antikörpern, die 

den charakteristischen Aminoterminus aus 16 Aminosäuren erkennen (XNMIC #54), in der Lage, 

einen CRM1-vermittelten Proteinexport zu inhibieren. 
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7. SUMMARY 

 

Eucaryotic initiation factor 5A (eIF5A), an evolutionary highly conserved protein, is the only 

protein known to contain the unique amino acid modification hypusine. eIF5A 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 eIF5A is ubiquitous expressed, cellular functions of eIF5A 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 eIF5A 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 eIF5A. Inhibitory antibodies against 

both HuR and eIF5A 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 CRM1 inhibitor 

leptomycin B. 

 

 

Oocyte type TFIIIA, another interaction partner of eIF5A, promotes RNA-Polymerase III-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 eIF5A 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 CRM1. 

Interaction of eIF5A with TFIIIA could be demonstrated using overlay blot assay. In microinjection 

experiments, eIF5A also seems to be an essential cofactor in TFIIIA export, parallel to HIV-1-Rev 

mediated export. 

 

 

Actin, a further known binding partner of eIF5A, is involved in diverse nuclear export pathways and 

RNA-Polymerase I, II and III 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 I 

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 II, 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 I and fibrillarin. After 

inhibition of transcription using actinomycin D, nuclear myosin IC was relocated together with RNA-

polymerase I 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. ABKÜRZUNGSVERZEICHNIS  

 

8.1. Allgemeine Abkürzungen 

A    Ampere; Adenin 
Abb.     Abbildung 
AMD    Aktinomycin D 
AP    alkalische Phosphatase 
APRIL     „Acidic Protein Rich In Leucine“ 
APS    Ammoniumpersulfat 
ARE    AU-reiche Elemente 
AS    Aminosäure 
ATP    Adenosintriphosphat 
BCIP    5-Brom-4-chlor-3-indolyl-phosphat 
BLAST    „Basic Local Alignment Search Tool” 
bp    Basenpaare  
BrdU    Bromdesoxyuridin 
BRE    basales Repressorelement 
BrUTP    Bromuridintriphosphat 
BSA    bovines Serumalbumin 
bzw.    beziehungsweise 
C    Cytosin 
°C    Grad Celsius 
CA     Kapsid 
CaCl2      Calciumchlorid 
Ca(NO3)2   Calciumnitrat 
CAS    „Cellular Apoptosis Susceptibility“ 
CBC    Kappenbindungskomplex 
CD    „Cluster of Diversity“ 
cDNA    (zur mRNA) komplementäre DNA 
ChIP    Chromatinimmunpräzipitation 
CIAP    „Calf Intestine Alkaline Phosphatase” 
cm    Zentimeter 
CMV    Zytomegalievirus 
CO2    Kohlendioxid 
COS-Zellen   Cercopithecus aethiops-Nierenzellinie 
CP    „Start Site Proximal Core Promoter“  
CPSF 100   Schneide- und Polyadenylierungsspezifitätsfaktor 100 kDa 
CPX     Ciclopirox 
CRM1    „Chromosome Maintenance Region Protein“1 
CspA    Kälteschockprotein A 
CstF64    Schneidestimulationsfaktor 64 kDa 
CTD    carboxyterminale Domäne 
CTE    konstitutives Transportelement 
C-Terminus    Carboxy-Terminus 
Da    Dalton 
DAPI    4`,6-Diamidino-2-phenylindol 
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Dbp5     DEAD-Box-Protein 5 
DC    dendritische Zellen 
DDX3     DEAD-Box-Protein 3 
DEAD    Asparaginsäure-Glutaminsäure-Alanin-Asparaginsäure 
Δ    Deletion 
DEPC    Diethylpyrocarbonat 
DFC    dichte fibrilläre Komponente 
dH2O/ddH2O   destilliertes/doppelt destilliertes Wasser 
DIG    Digoxigenin 
DKFZ    Deutsches Krebsforschungszentrum 
DMEM    Dubecco´s Modified Eagle Medium 
DMSO    Dimethylsulfoxid 
DNA     Desoxyribonukleinsäure 
dNTP/ddNTP   desoxy/didesoxy-Nukleosid-Triphosphat 
dpi    „dots per Inch“, Punkte pro Zoll 
DTT    Dithiothreitol 
ECL    „Enhanced Chemilumineszence” 
EDTA    Ethyldiamintetraessigsäure 
eEF1A    eukaryotischer Translationselongationsfaktor 1A  
EGFP    „Enhanced Green Fluorescent Protein” 
EGTA    Ethylenglykol-bis-(2-aminoethyl ethyl)-tetraessigsäure 
eIF5A    eukaryotischer Initiationsfaktor 5A 
EJC    „Exon Junction Complex“, Exon-Verbindungs-Komplex 
ELAV    „Embryonic Lethal Abnormal Vision“ 
ElrA    „ELAV-related-Protein A” 
EM    Elektronenmikroskopie 
ENH    „Enhancer” 
Env    „Envelope” 
ER    endoplasmatisches Retikulum 
ERG    „Early Response Gene”  
ETS    externer transkribierter Spacer 
F-Aktin    filamentäres Aktin 
FC    fibrilläres Zentrum 
FCS    fetales Kälberserum 
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     globuläres Aktin 
GC    granuläre Komponente 
GC7     N1-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 
H2O    Wasser 
H2O2    Wasserstoffperoxid 
HAT-Medium   Hypoxanthin, Aminopterin, Thymidin-Medium 
HCl    Salzsäure 
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    heteronukleäres Ribonukleoprotein 
HNS    HuR-nukleozytoplasmatische-Shuttelsequenz  
hPa    Hektopascal 
HRE     HuR-Response-Element  
hRIP     humanes nukleoporinähnliches Rev-interagierendes Protein 
Hsp70    Hitzeschockprotein 70 kDa 
hTR    “human Telomerase RNA”  
hTERT    “human Telomerase Reverse Transcriptase” 
Ig    Immunglobulin 
IGS    intergenetischer Spacer 
IN     Integrase 
InsP6    Inositol-Hexakisphosphat 
IPTG    Isopropyl-ß-D-thioglalctopyranosid 
IQ-Motiv         Isoleucin-Glutamin-Motiv 
ITS    interner trankribierter Spacer 
kb/kbp    Kilobasen/Kilobasenpaare 
KCl    Kaliumchlorid 
kDa    Kilodalton 
KH2PO4    Kaliumhydrogenkarbonat 
KSCN    Kaliumthiozyanat 
l    Liter 
LB-Medium   Luria-Bertami-Medium 
LD    „Lower Dimer“ 
LMB    Leptomycin B 
LRR    aminoterminale leucinreichen Region 
M    Mol 
mA    Milliamper 
MA     Matrix 
mAB    monoklonaler Antikörper 
MCS    „Multiple Cloning Site”, multiple Klonierungsstelle 
MDa    Megadalton 
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METRO    „Message Transport Organizer“ 
mg    Milligramm 
MgCl2    Magnesiumchlorid 
MgSO4    Magnesiumsulfat 
MHC     „Major Histocompatibility Complex“ 
min.    Minute 
ml    Milliliter 
mm    Millimeter 
mM    Millimol 
MMuLV/MoMuLV  Moloney Murine Leukemia Virus 
MnCl    Manganchlorid 
MPMV    Mason-Pfitzer-Monkey-Virus 
mRNA    „messenger“-RNA, Boten-RNA 
mRNP     „messenger“ Ribonukleoprotein 
MS 222     Aminobenzoesäure-ethylester-methansulfat 
N    Normalität 
Na2CO3    Natriumkarbonat 
Na2HPO4   Dinatriumhydrogenphosphat 
NaCl    Natriumchlorid 
NaHCO3   Natriumbikarbonat 
NaH2PO4   Natriumdihydrogenphosphat 
NaOH    Natriumhydroxid 
NBT    Nitroblau-Tetrazoliumsalz  
NC     Nukleokapsid 
NCBI    National Center for Biotechnology Information 
NES    Kernexportsignal („Nuclear Export Signal“) 
ng    Nanogramm 
NLS    Kernlokalisationssignal („Nuclear Localization Signal“) 
nm    Nanometer  
NMD3     „Nonsense Mediated Decay“ 
NOR    Nukleolus-Organisator-Region 
NPC    Kernporenkomplex („Nuclear Pore Complex“) 
NSS    nukleozytoplasmatisches Shuttelsignal 
nt             Nukleotid 
NTF2    Kerntransportfaktor 2 
N-Terminus   Amino-Terminus 
Nup    Nukleoporin 
NXF1,2,3    „Nuclear Export Factor“ 1,2,3 
OD    optische Dichte 
OsO4    Osmiumtetroxid 
32P    Isotop  32Phosphat  
p    pico 
PAF53      polymeraseassoziierter Faktor 53 
PAGE    Polyacrylamid-Gelelektrophorese 
PBS    Phosphat-gepufferte Kochsalzlösung 
PCR    „Polymerase Chain Reaction”, Polymerasekettenreaktion  
PEG    Polyethylenglykol 



8. ABKÜRZUNGSVERZEICHNIS  
 

223 

PFA    Paraformaldehyd 
pH    pondus hydrogenii 
PHA    Phytohämagglutinin 
PHAX     phosphorylierter Adapter für den RNA-Export 
PIC    Präinitiationskomplex 
PKI    Proteinkinaseinhibitor 
PML-bodies   Promyelozytenleukämie-Körperchen 
pMol    Picomol 
PMSF    Phenylmethylsulfonylfluorid 
PO4    Phosphat 
POD    Peroxidase 
Pol    Polymerase 
POM    Porenmembranprotein 
PR     Protease 
PRE     cis-aktives posttranskriptionelles regulatorische Element 
Rab     Rev-Aktivierungsdomäne-bindendes Protein 
RanBP    Ran-Bindungsprotein  
RanGEF    „Ran-GDP-Exchange-Factor“, Ran-Nukleotid-Austauschfaktor 
RCC1     „Regulator of Chromosome Condensation 1“ 
rDNA    ribosomale DNA 
Ref    RNA-Export Faktor 
RNA    Ribonukleinsäure 
RNAsin    Ribonukease-Inhibitor 
RPMI-Medium   “Rosewell Park Memorial Institute”-Medium 
RNA    Ribonukleinsäure 
RNP    Ribonukleoprotein 
RRE     Rev-Response-Element  
RRM    „RNA Recognition Motif“, RNA-Erkennungs-Motiv 
rRNA    ribosomale RNA 
RT    Raumtemperatur 
RT     reverse Transkriptase 
RZPD    Deutsches Ressourcenzentrum für Genomforschung 
S    Svedberg-Einheit 
SB    Sodiumborat 
SDS    Natriumdodecylsulfat 
SDS-PAGE   SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese 
sek.    Sekunde 
SL1    Selektivitätsfaktor 1 
SL    „Stem-Loop”  
snoRNA/snoRNP  „Small Nucleolar RNA”, „Small Nucleolar RNP” 
snRNP    „Small nuclear RNP” 
SP     Spacer 
SPT     Spacer Promoter 
SR    Serin-Arginin 
SSC    „Sodium-Sodiumcitrat“, Natrium-Natriumcitrat 
SU     „Surface“ 
SUMO-1   „Small Ubiquitin-Related Modifier” 
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SV40    Simian Virus 40 
T    Thymin 
Tab.    Tabelle 
TAE    Tris-Acetat-EDTA 
TAF    TBP-assoziierter Faktor 
TAP    Tip-assoziiertes Protein 
TBE    Tris-Bor-EDTA 
TBP    TATA-bindendes Protein  
TBS    Tris-gepufferte Kochsalzlösung 
TBST    TBS und Tween 
TEMED    N,N ,N`,N`-Tetramethylethyldiamin 
Term    Transkriptionsterminator 
TF    Transkriptionsfaktor 
TFIIIA    Transkriptionsfaktor IIIA 
TIF-IB     Transkriptionsinitiationsfaktor IB 
TKM-Puffer   Tris-Kalium-Magnesium Puffer 
Tm    Schmelztemperatur 
TM     „Transmembrane“ 
TREX    Transkriptions-Export-Komplex 
Tris    Tris-(hydrosymethyl)-aminoethan 
tRNA    „transfer”-RNa 
trunc    „truncated“, verkürzt 
TSR     „Template Supressor Reagent“ 
TSS    „Transformation and Storage Solution“ 
TTP    Tristetraprolin 
Tween 20   Polyoxyethylen-Sorbitan Mololaurat 
U    Einheit („Unit”);  Uracil 
UBF     „Upstream Binding Factor“ 
UCE    „Upstream Core Element“ 
UTP    Uridintriphosphat 
UTR    untranslatierte Region 
UV    Ultraviolett 
V    Volt 
v/v    Volumen pro Volumen 
WD    Tryptophan-Asparaginsäure 
WICH     „WSTF-ISWI-Chromatin Remodeling Complex“ 
w/v    Gewicht pro Volumen 
w/w    Gewicht pro Gewicht 
x    -fach 
x g    x-fache Erdbeschleunigung 
XlKE-A6-Zelline   „Xenopus laevis Kidney Epithelium” A6-Zellinie 
XNMIC    Xenopus Nuclear Myosin IC, Xenopus Kernmyosin IC 
XPO1    Exportin 1 
XTC-Zellinie   „Xenopus laevis Tissue Culture“-Zellinie 
µg    Mikrogramm 
µl    Mikroliter 
µm    Mikrometer 
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8.2. Aminosäuren 

 

8.2.1. Abkürzungen der Aminosäuren 

Aminosäure 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 
Asparaginsäure Asp D GAU, GAC 

Cystein Cys C UGU, UGC 
Glutamin Gln Q CAA, CAG 

Glutaminsäure  Glu E GAA, GAG 
Glycin  Gly G GUU, GUC, GUA, GUG 
Histidin His H CAU, CAC 
Isoleucin Ile I AUU, AUC, AUA 
Leucin Leu L UUA, UUG, CUU, CUC, 

 Lysin Lys K AAA, AAG 
Methionin Met M ATG 

Phenylalanin Phe F UUU, UUC 
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 V GUU, GUC, GUA, GUG 
Start   AUG, selten GUG oder CUG; 

     

   

Stop   UAA, UAG, UGA 
Tab. 8.1.: Abkürzungen der Aminosäuren. 

  
Hydrophile Aminosäuren: 

Basische Aminosäuren:  Lysin (K), Arginin (R), Histidin (H) 

Saure Aminosäuren:   Asparaginsäure (D), Glutaminsäure (E) 

Polare Aminosäuren:   Serin (S), Threonin (T), Asparagin (N), Glutamin (Q) 

 

Hydrophobe Aminosäuren 

Alanin (A), Valin (V), Isoleucin (I), Leucin (L), Methionin (M), Phenylalanin (F), Tyrosin (Y), 

Tryptophan (W) 

 

Aminosäuren mit besonderen Merkmalen:  

Cystein (C), Glycin (G), Prolin (P) 
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