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Zusammenfassung \%

Zusammenfassung

Die Hauptfunktion von cAMP in eukaryontischen Zellen ist die Aktivierung der cAMP-
abhangigen Proteinkinase A (PKA). Bei geringen intrazellularen cAMP-Konzentrationen
liegen die katalytischen Untereinheiten von PKA (C-Untereinheiten) inaktiv an die
regulatorischen Untereinheiten (R-Untereinheiten) im Cytoplasma gebunden vor. Steigt der
CAMP-Spiegel in der Zelle an, so dissoziieren die C-Untereinheiten von den sie
inhibierenden R-Untereinheiten. Die dadurch aktivierten C-Untereinheiten kénnen sowohl
Substrate im Cytoplasma, als auch, nach Translokation in den Kern, nukledre Substrate
phosphorylieren. Die Translokation der aktivierten C-Untereinheit in den Kern war Thema
dieser Arbeit. In der Literatur wird Diffusion als Translokationsmodus angegeben. Der Export
aus dem Kern erfolgt zusatzlich aktiv, vermittelt durch den physiologischen Inhibitor der
Proteinkinase (PKI). Weitere Untersuchungen zeigen allerdings eine Abhangigkeit der
Verteilung der aktivierten C-Untereinheit von posttranslationalen Modifikationen. Diese
Beobachtungen lassen sich mit der in der Literatur beschriebenen Diffusion als Importmodus
der C-Untereinheit nicht ausreichend erklaren, da man bei freier Diffusion eine
Gleichverteilung der Probe erwartet. Um zu Uberprifen, nach welchem Mechanismus eine
Verteilung der C-Untereinheiten erfolgt, bei der man Akkumulation im Kern und
modifikationsabh&ngige Verteilungsunterschiede beobachtet, wurden Mikroinjektions-
experimente und Import-Assays an permeabilisierten Zellen mit fluoreszenzmarkierten
Proben durchgefuhrt. Eine Quantifizierung der Fluoreszenzverteilungen zwischen Kern und
Cytoplasma erfolgte Uber digitale Fluoreszenzmikroskopie. Die in dieser Arbeit
durchgefiihrten umfangreichen Untersuchungen bestéatigen eine Kern-Cytoplasma-
Translokation der C-Untereinheit Gber Diffusion. Die C-Untereinheit wird dartiber hinaus aktiv
aus dem Kern exportiert. Das Translokationsmodell konnte durch neue Befunde erweitert
werden. Die Verteilung der aktivierten C-Untereinheit scheint mafl3geblich von
Bindungsstellen im Cytoplasma und vor allem im Kern bestimmt zu werden, die das Enzym
dem Verteilungsgleichgewicht entziehen. Das erklart die beobachtete Akkumulation der C-
Untereinheit im Kern. Durch Vergleich des Translokationsverhaltens der C-Untereinheit mit
dem anderer Proteine konnte gezeigt werden, dal3 bestimmte diffusible Molekile durch
experimentelle Eingriffe in den aktiven Transport ebenfalls am Kerneintritt gehindert werden.
Dies trifft auf Molekile zu, deren GroRe knapp unterhalb der KernausschluRgrenze fur
Diffusion liegt. Kleinere diffusible Moleklle sind davon nicht betroffen. Moégliche Griinde
dieses Unterschieds wurden diskutiert. Da die Aktivitdit der PKA im Kern durch deren
nukleare Prasenz bestimmt wird, tragt ein tieferer Einblick in den Diffusionsmechanismus
von Molekilen durch die Kernporenkomplexe auch zum Verstéandnis der Regulation der

cAMP-abh&ngigen Signaltransduktionswege bei.



Einleitung

Zellulare Antworten auf extrazellulare Signale werden oft durch spezifische Rezeptoren auf
der Zelloberflache und verschiedene Systeme sekundarer Botenstoffe, den second
messenger, die durch die Hormonbindung aktiviert werden, vermittelt.

Das zyklische cAMP (cAMP) wurde 1957 als erster second messenger identifiziert
[Sutherland und Rall 1957]. Spater fand man weitere second messenger wie zyklisches
GMP, Inositoltriphosphat oder Diacylglycerol. Noch heute ist die cAMP-vermittelte
Zellantwort auf extrazelluldare Signale das am besten beschriebene second messenger-
System eukaryontischer Zellen. Im folgenden soll kurz darauf eingegangen werden. Eine
schematische Darstellung des cAMP-Signalweges ist der Abbildung 1 zu enthehmen.

Viele bekannte Hormone, wie z.B. Adrenalin, Glucagon, Vasopressin oder Acetylcholin,
wirken Uber cAMP-abhéngige Systeme auf den Metabolismus und die Proliferation der
Zielzellen. Diese Hormone binden an Rezeptoren auf der Zelloberflache, die ihrerseits an
stimulatorische G-Proteine gekoppelt sind. Diese G-Proteine bestehen aus drei
Untereinheiten (a, b und ¢). Die a-Untereinheit kann eine inaktive GDP-gebundene oder eine
aktive GTP-gebundene Form annehmen. Die Hormonbindung an den Rezeptor bewirkt in
dieser Untereinheit einen Austausch von gebundenem GDP gegen GTP. Die so aktivierte
Ga-Untereinheit dissoziiert daraufhin von den b- und gUntereinheiten und assoziiert mit der
Adenylat-Cyclase. Dadurch wird diese aktiviert und synthetisiert aus ATP den second
messenger cAMP. Die Aktivierung der Adenylat-Cyclase wird durch die Hydrolyse von GTP
zu GDP wieder aufgehoben [Gilman 1984; Schramm und Selinger 1984].

Es kommt zu einer kaskadenartigen Verstarkung der zellularen Antwort, da jedes gebundene
Hormonmolekil viele die Adenylat-Cyclasen aktivierende Ga-GTP-Molekile und jede
aktivierte Adenylat-Cyclase wiederum viele cCAMP-Molekiile erzeugt.

Waéhrend die Adenylat-Cyclasen den intrazellularen Anstieg von cAMP katalysieren, lauft die

Hydrolyse von cAMP zu AMP (ber Phosphodiesterasen ab. Der intrazellulare cAMP-Spiegel
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wird durch das Gleichgewicht an Adenylat-Cyclase- und Phosphodiesterase-Aktivitat
bestimmt [Beavo et al. 1994; McKnight 1991; Tang und Gilman 1992].
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Abbildung 1: Die Synthese von cAMP als second messenger
Die Aktivierung der Adenylat-Cyclase durch Bindung eines Hormons an seinen spezifischen Rezeptor wird von
stimulatorischen G-Proteinen vermittelt. Synthetisiertes cAMP fuhrt zur Aktivierung von PKA [Stryer 1991].

1 Die cAMP-abhangige Proteinkinase (PKA)

Die meisten der durch cAMP vermittelten Signale werden durch die cAMP-abhangige
Proteinkinase (PKA, A-Kinase oder Proteinkinase A) weitergeleitet, indem diese zellulare
Proteine durch Phosphorylierung modifiziert [Taylor et al. 1990; Walsh et al. 1968]. PKA
nimmt so eine Schlisselrolle in der Regulation des Energiestoffwechsels, der
Signalubertragung, des Zellwachstums, der Differenzierung, der Apoptose und der
Gedachtnisbildung ein [Cho-Chung et al. 1995; Krebs und Beavo 1979; Qi et al. 1996;
Tasken et al. 1997; Weissinger et al. 1997].

In nicht stimulierten Zellen liegt die PKA als inaktives Holoenzym in Form eines
Heterotetramers von zwei regulatorischen Untereinheiten (R-Untereinheiten) und zwei
katalytischen Untereinheiten (C-Untereinheiten) vor [Cox und Taylor 1994; Krebs und Beavo
1979]. Die Dissoziation des Holoenzyms, in der nachfolgenden Gleichung als R2C,
bezeichnet, wird nach Anstieg der intrazellularen cAMP-Konzentration durch Bindung von
zwei Molekiulen cAMP an jeweils eine der R-Untereinheiten induziert. Die beiden monomeren
C-Untereinheiten dissoziieren entsprechend der folgenden Gleichung vom regulatorischen
Dimer (Ry) [Gill und Garren 1969], da die Affinitat der Untereinheiten zueinander aufgrund
der durch cAMP hervorgerufenen Konformationsanderung um 4 - 5 Groéf3enordnungen sinkt
[Granot et al. 1980].
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R,.C, + 4cAMP ® R,(4cAMP) + 2C

inaktiv aktiv

Die durch die Freisetzung aktivierten C-Untereinheiten kdnnen daraufhin Serin- oder
Threoninreste in Zielproteinen phosphorylieren. Die zu phosphorylierenden Serin- oder
Threoninreste sind dabei Bestandteil der Konsensus-Substraterkennungssequenz Arg-Arg-
X-Ser/Thr, wobei X fur einen beliebigen Aminosaurerest steht [Kemp et al. 1977; Zettergvist
et al. 1990].

Die Substrate der C-Untereinheit sind sowohl im Cytoplasma als auch im Kern lokalisiert. Die
Translokation der C-Untereinheit erfolgt nach Aktivierung und Dissoziation des Holoenzyms.
Phosphorylierungssubstrate der  C-Untereinheiten im  Kern sind vor allem
Transkriptionsfaktoren der CREB/ATF-Familie [Foulkes et al. 1991]. Diese konnen nach
Phosphorylierung durch die C-Untereinheit die Transkription von Genen, die ein cAMP-
responsives Element (CRE) beinhalten, induzieren.

Da die Substraterkennungssequenz der PKA ein héaufig vorkommendes Sequenzmotiv in
Proteinen ist, ist zur Kontrolle der PKA-Aktivitat eine Vielzahl von Regulationsmechanismen
erforderlich.

Regulator der Aktivitat der C-Untereinheiten ist neben den R-Untereinheiten ein hitzestabiler
Proteinkinase-Inhibitor (PKI), der die PKA-Aktivitat vor allem im Kern reguliert. Neben seiner
inhibitorischen Funktion kann PKI das Enzym auch aus dem Kern exportieren [Wen et al.
1995].

AulBer an der Inhibierung der C-Untereinheiten vermitteln die R-Untereinheiten durch ihre
Bindung an A-Kinase-Ankerproteine (AKAP) auch die Lokalisation des Holoenzyms an
subzellulare Strukturen (s. Einleitung 1.2 / 1.3). Da die Kompartimentierung von PKA
bevorzugt eine Phosphorylierung von benachbarten Substraten fordert, stellt sie einen
weiteren Aspekt der Regulation dar.

Ein Teil der Diversitat der cAMP-vermittelten Zellantwort wird vermutlich durch Unterschiede
in den biochemischen Eigenschaften der Isoformen der C- und R-Untereinheiten reguliert. In
Saugern sind fur die C-Untereinheit die drei Isoformen Ca, Cb und Cg [Beebe et al. 1990;
Chrivia et al. 1988; Shoji et al. 1981; Showers und Maurer 1986; Uhler et al. 1986] und fur
die R-Untereinheit die vier Isoformen Rla, RIb, Rlla und RIlb [Clegg et al. 1988; Jahnsen et
al. 1986; Lee et al. 1983; Sandberg et al. 1988; Scott et al. 1987; Takio et al. 1982] bekannt.
AulRerdem wurden noch weitere Cb- und Rla-Untereinheiten gefunden, die durch alternative
Prozessierung der mRNA entstehen [Guthrie et al. 1997; Solberg et al. 1997; Wiemann et al.
1991]. Die Ca-Untereinheit ist die vorherrschende Isoform und kommt in allen Geweben vor.

Die Cb-Untereinheit kommt ebenfalls in fast allen Geweben vor, wird aber mit etwas

gréBeren gewebsspezifischen Unterschieden exprimiert [Thullner et al. 2000] [Jedrzejewski
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et al. 1998]. Die CgUntereinheit konnte bisher nur in humanem Hodengewebe
nachgewiesen werden [Beebe et al. 1990].
Die in dieser Arbeit beschriebenen Experimente mit C-Untereinheit wurden ausschlief3lich

mit C-Untereinheit der Isoform a (Ca-Untereinheit) durchgefiihrt.

1.1 Die Struktur und Modifikationen der C-Untereinheit

Alle Proteinkinasen besitzen eine konservierte katalytische Kernregion [Hanks und Hunter
1995; Hanks et al. 1988], wahrend sich die nicht konservierten C- und N-terminalen Bereiche
unterscheiden. Wie aus Abbildung 2 hervorgeht, ist die Ca-Untereinheit mit ihren 350
Aminosdaureresten (41 kDa) nur wenig grof3er als ihr konservierter katalytischer Kern (L 40 —
T 300).

Wie die Kristallstruktur der C-Untereinheit der a-lsoform zeigt [Bossemeyer et al. 1993;
Knighton et al. 1991], besteht der katalytische Kern aus zwei Doméanen. Die eine Domane ist
ein kleiner Lobus, der tberwiegend von N-terminalen Aminosauren gebildet wird, und die
andere ein grof3er Lobus, der sich aus C-terminalen Aminosaureresten zusammensetzt. Der
zwischen den beiden Loben liegende Spalt beherbergt das katalytische Zentrum der Kinase

mit Bindungsstellen fiir Substrat, ATP als Cosubstrat und Magnesium.

= N-Terminus ® - %% %% ¥a¥a¥% % Katalytischer Kern %% %% %2 %% %% ® - C-Terminus ®

A-Helix Aktivierungssegment
o YV ® - Y®

N2/D2 S10 S 139 T 197 S 338

o 1] :

Abbildung 2: Schematische Darstellung der Priméarstruktur der Ca-Untereinheit

Abbildung modifiziert nach Bossemeyer et al. [Bossemeyer et al. 1996]. Dargestellt ist der N-Terminus (N) mit der
N-terminalen Myristylierung (myr), die Deamidierungsstelle am 2. Aminoséurerest (D 2 / N 2) und die
amphipatische Helix (A-Helix, S 10 — E 31) mit der Phosphorylierungsstelle Serin 10 (S 10). Der konservierte
katalytische Kern (L 40 — T 300) beinhaltet das Aktivierungssegment (D 184 - E 208) mit der
Autophosphorylierungsstelle Threonin 197 (T 197). Weitere mégliche Phosphorylierungsstellen sind das Serin
139 (S 139) und das Serin 338 (S 338) am C-Termius (C).

N-terminal schlief3t sich an den katalytischen Kern der Ca-Untereinheit der sogenannte N-
Terminus an, bestehend aus einer amphipatischen Helix (A-Helix, S 10 — E 31) und einem

Myristylierungsmotiv (Abb. 2). Die Myristylierung der Ca-Untereinheit erfolgt co-translational
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durch die N-Myristyltransferase [Towler et al. 1988]. Wie die Kristallstrukturanalysen gezeigt
haben, bindet die Fettsdure in einer hydrophoben Tasche, gebildet von Resten der A-Helix
und dem C-Lobus [Bossemeyer et al. 1993; Zheng et al. 1993], wodurch der N-Terminus am
Enzym verankert wird, was offenbar die strukturelle Stabilitdt der Ca-Untereinheit erhoht
[Yonemoto et al. 1993].

Die Myristylierung deutet auf eine Membranassoziierung hin, die allerdings lange Zeit nicht
nachgewiesen werden konnte. Nach jlingsten Untersuchungen scheint die Ca-Untereinheit
jedoch tatséchlich Uber ihre Myristylierung in der Lage zu sein, an Membranlipide zu
assoziieren. Diese Membranassoziierung zeigte sich allerdings nur bei Bindung der RII-
Untereinheit. Die Interaktion der Ca-Untereinheit mit den RII-Untereinheiten kdnnte eine
Konformationsanderung induzieren, die dazu fuhrt, da die Myristylsaure exponiert wird
[Gangal et al. 1999]. Inwieweit diese Interaktion des Holoenzyms mit Membranen Einflul3 auf
die Funktion der PKA nimmt, wurde noch nicht geklart.

Ein EinfluR des myristylierten N-Terminus auf die Aktivitdt bzw. auf die Inhibition durch PKI
oder R-Untereinheiten konnte nicht gezeigt werden. Allerdings scheint der N-Terminus sehr
wohl, wie oben fir RII-Untereinheiten beschrieben, die Wechselwirkungen mit den R-
Untereinheiten zu beeinflussen [Gangal et al. 1999; Zimmermann 2000].

Die C-terminal an den katalytischen Kern der Ca-Untereinheit grenzende Region weist ein
Cluster saurer Aminosaurereste auf (D 328 — E 334), dem eine Rolle bei der Substrat- bzw.
Pseudosubstraterkennung zugeschrieben wird [Chestukhin et al. 1996].

Neben der N-terminalen Myristylierung weist die Ca-Untereinheit noch andere
posttranslationale Modifikationen auf. So ist die aus Gewebe isolierte Ca-Untereinheit an
zwei Aminosaureresten, Threonin 197 und Serin 338, phosphoryliert (Abb. 2). Beide
Phosphorylierungen  kénnen von PKA autokatalytisch durchgefiihrt werden. Die
Phosphorylierung des im Aktivierungssegment liegenden Threonin 197 (T 197) ist essentiell
fur die Phosphotransferase-Aktivitat der Ca-Untereinheit [Adams et al. 1995; Girod et al.
1996]. Das phosphorylierte Serin 338 (S 338) nahe dem C-Terminus scheint dagegen fir die
Loslichkeit der Ca-Untereinheit von Bedeutung zu sein [Steinberg 1991]. Rekombinante, in
E. coli hergestellte Ca-Untereinheit kann mehr als zwei Phosphorylierungen aufweisen
[Steinberg et al. 1993]. Die moglichen Phosphorylierungsstellen sind in Abbildung 2
eingezeichnet.

Eine weitere posttranslationale Modifikation, die bei etwa einem Drittel der aus Gewebe
isolierten C-Untereinheiten zu finden ist, ist eine Deamidierung des zweiten
Aminosaurerestes Asparagin (N 2) zu Aspartat (D 2) [Jedrzejewski et al. 1998].
Untersuchungen aus der Abteilung fur Pathochemie in Kooperation mit Herrn R. Pepperkok
(EMBL, Heidelberg) zeigten eine Abhéangigkeit der Kern-Cytoplasma-Verteilung der C-

Untereinheiten von der Deamidierung am N-Terminus der C-Untereinheit. Diese
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Beobachtung ist einer der Ausgangspunkte dieser Arbeit und wird im Abschnitt 3

ausfuhrlicher beschrieben.

1.2 Die Funktion und Regulation der R-Untereinheiten

Dimerisierungs- Pseudosubstrat-  cAMP-Bindungs- cAMP-Bindungs-

und AKAP- (RI) bzw. domane 1 domane 2
Bindungs- Substrat- (RII)
doméane Doméne

™)

N _ C

Abbildung 3: Schematische Darstellung der Primarstruktur der RI- und RII-Untereinheiten

Abbildung modifiziert nach Bossemeyer et al. [Bossemeyer et al. 1996]. Der N-Terminus der R-Untereinheiten
spielt in der Dimerbildung und der Bindung der A-Kinase-Ankerproteine (AKAP) eine Rolle. Wahrend RI-
Untereinheiten Uber eine Pseudosubstratdoméne mit den C-Untereinheiten assoziieren, stellen die RII-
Untereinheiten mit ihrer Substratdomane fir die C-Untereinheiten ein echtes Substrat dar. Der C-Terminus bildet
die beiden cAMP-Bindungsdoménen der R-Untereinheiten aus. Mit (*) ist die Bindungsregion fur das AKAP Ht-31-
Inhibitorpeptid gekennzeichnet (s. Einleitung 1.3).

Die R-Untereinheiten dimerisieren Uber ihre N-Termini. Trotz unterschiedlicher N-Termini der
RI- und RIl-Untereinheiten konnten nicht nur Homodimere, sondern auch Heterodimere in
vitro und in vivo nachgewiesen werden [Tasken et al. 1993]. Wéhrend die RI-Untereinheiten
fur die C-Untereinheit ein Pseudosubstrat darstellen, ist RIl ein echtes Substrat, das im
Holoenzym von den C-Untereinheiten phosphoryliert werden kann. Die Phosphorylierung
setzt zwar die Affinitdt fur die C-Untereinheiten bis zur Dephosphorylierung um eine
GroRRenordnung herab, bewirkt aber nicht die sofortige Dissoziation des Komplexes, da die
R-Untereinheiten noch mit anderen Regionen als dem katalytischen Zentrum der Ca-
Untereinheit interagieren.

Die RI- und RII-Untereinheiten binden die Ca- und Cb-Isoformen mit ahnlicher Affinitat (Ki
0,2 - 0,3 nM) und unterscheiden sich auch sonst kaum in ihren biochemischen
Eigenschaften.

Die RIb-Untereinheit ist insofern eine Ausnahme, als sie gegentiber CAMP sensitiver ist als
die anderen R-Untereinheiten und so eine frihe Antwort auf die Erhéhung des cAMP-
Spiegels ermoglicht [Cadd et al. 1990]. Ein Beispiel fir die Komplexitat der Regulation
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einzelner Isoformen der R-Untereinheiten ist die Regulation der Rla-Untereinheit. Diese kann
in Abhangigkeit von der Konzentration an freier C-Untereinheit und an RII-Untereinheiten in
ihrer Konzentration reguliert werden [Spaulding 1993] [Otten und McKnight 1989; Uhler und
McKnight 1987]. Die C-Untereinheit steuert durch ihre Aktivitst in einem negativen
Rickkopplungsmechanismus die Konzentration ihres Inhibitors, der Rla-Untereinheit, da die
Expression der Rla-Untereinheit Gber den Transkriptionsfaktor CREB reguliert wird, der
wiederum als Substrat der C-Untereinheit durch Phosphorylierung aktiviert wird [Boshart et
al. 1991; Nowak et al. 1987; Tasken et al. 1991]. Da die Rla-Untereinheit gegeniber den
anderen Untereinheiten einen héheren Umsatz in der Zelle zeigt, kann sie schneller auf
Veranderungen in der katalytischen Aktivitat reagieren [Amieux et al. 1997; Hegde et al.
1993].

Auf3er in der Inhibierung der C-Untereinheiten liegt die Hauptfunktion der R-Untereinheiten in
der zellularen Lokalisation der C-Untereinheiten. Die RIl-Untereinheiten sind zu mehr als 75
% Uber AKAPs an cytoplasmatische Strukturen und Organellen gebunden [Rubin 1994; Scott
und McCartney 1994]. Die RI-Untereinheiten befinden sich dagegen uberwiegend frei im
Cytoplasma. Nur die Rla-Untereinheit kommt zu einem kleinen Teil Gber AKAPs gebunden
vor, z.B. in unmittelbarer Nahe von Membranrezeptoren wie Antigenrezeptoren auf
Lymphzellen [Skalhegg et al. 1994].

Diese Kompartimentierung von PKA koénnte einer bevorzugten Phosphorylierung von
Substraten in unmittelbarer Umgebung des Holoenzyms dienen [Klauck et al. 1996] und
somit einen zusatzlichen Regulationsmechanismus der Aktivitdt und der Selektivitat der

zellularen Antwort bedeuten.

1.3 Die Lokalisation der PKA tiber AKAPs

Die A-Kinase-Ankerproteine (AKAP) wurden als Proteine identifiziert, die sich bei der
Aufreinigung von PKA aus Gewebe zusammen mit der PKA anreichern lieBen. Bisher sind
mehr als 25 verschiedene AKAPs identifiziert worden, welche PKA, wie in Abbildung 4
gezeigt wird, an eine Vielzahl zellularer Strukturen und Organellen wie Centrosomen,
Dendriten,  endoplasmatisches  Retikulum  (ER), Mitochondrien,  Golgi-Apparat,
Kernmembran, Plasmamembran und Vesikel assoziieren konnen [Edwards und Scott 2000;
Miki und Eddy 1999].
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Abbildung 4: Intrazellulére Lokalisation von AKAPs mit ihren Bindungspartnern

Abbildung modifiziert nach [Edwards und Scott 2000]. Schematische Darstellung der intrazellularen Lokalisation
verschiedener AKAPs mit ihren Bindungspartnern. Manche AKAPs stellen eine Plattform fiir verschiedene
Signaltransduktionswege dar, indem sie neben der PKA noch andere Kinasen und Phosphatasen in enger

Nachbarschaft assoziieren.

Die verschiedenen AKAPs weisen keine grof3en Sequenzahnlichkeiten untereinander auf,
sondern sind vielmehr eine Familie funktionsverwandter Proteine, die sich Uber die
Eigenschaft, Interaktionen zu RI- und RII-Untereinheiten des Holoenzyms auszubilden,
charakterisieren lassen [Edwards und Scott 2000]. Die Assoziation der R-Untereinheiten an
AKAPs erfolgt wahrscheinlich Uber Helix-Helix-Kontakte zwischen hydrophoben Resten
beider Proteine [Newton et al. 1999]. Bei den R-Untereinheiten sind fir die AKAP-Bindung
die ersten 30 N-terminalen Reste verantwortlich, die z.T. ein amphipatisches a-Helixmotiv
ausbilden und auch an der Dimerisierung der R-Untereinheiten beteiligt sind. In AKAPs
wurde ebenfalls eine amphipatische Helix gefunden, deren Funktion bei der Bindung von R-
Untereinheiten indirekt durch Einfuhrung Helix-brechender Aminosaurereste bestatigt
werden konnte [Carr et al. 1991]. Blockiert werden kann die Bindung auch durch ein
synthetisches Peptid, das dieser Region von AKAP Ht-31 entspricht (Abb. 2), wodurch die
distinkte Lokalisation der PKA in Zellen aufgehoben werden kann [Johnson et al. 1994;
Rosenmund et al. 1994].

Die Regulationsmechanismen der Uber R-Untereinheiten und assoziierten AKAPs
vermittelten subzelluldaren Lokalisation des Holoenzyms sind sehr vielschichtig und bedurfen
weiterer Aufklarung.

Zum einen kann die Verteilung der PKA-Isoenzyme durch Unterschiede in Spezifitat und
Affinitat der Interaktionen zwischen PKA und AKAPSs variiert werden [Herberg et al. 2000]. So
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binden einige AKAPs, wie AKAP 95, nur Rlla-Untereinheiten, andere dagegen Rlla- und
RIIb-Untereinheiten, wenn auch mit unterschiedlicher Affinitat, wie AKAP 79, und wieder
andere gehen sowohl mit RIl- als auch mit Rla-Untereinheiten eine Bindung ein, wie S-AKAP
84 und D-AKAP 1 [Huang et al. 1997].

Zum anderen scheint auch die Assoziation von AKAPs an zellulare Strukturen
verschiedenen Regulationsmechanismen zu unterliegen [Herberg et al. 2000]. Ein Beispiel
dafur ist D-AKAP 1 (Abb. 4), fur das verschiedene Splicevarianten mit unterschiedlichen N-
Termini, die Gewebe-spezifisch exprimiert werden, gefunden wurden. Diese binden je nach
N-Terminus an Mitochondrien oder ER [Huang et al. 1999].

Anders als die R-Untereinheiten, deren Lokalisation im Kern angezweifelt wird, ist ein AKAP
auch im Kern nachgewiesen worden [Eide et al. 1998]. Da dieses AKAP, AKAP 95, wahrend
der Interphase an DNA im Kern gebunden ist, kdnnen die auf das Cytoplasma limitierten
Rlla-Untereinheiten in zellzyklusabhangiger Weise nur wéahrend der Mitose, wenn der
Zellkern degradiert ist, an AKAP 95 binden.

Manche AKAPs stellen eine Plattform fir verschiedene Signaltransduktionswege dar, indem
sie neben der PKA noch andere Kinasen und Phosphatasen in enger Nachbarschaft
assoziieren. So bindet z.B. AKAP 79 neben der PKA auch noch die Proteinkinase C und die
Calcium / Calmodulin-abhangige Phosphatase PP2B [Klauck et al. 1996] (Abb. 4). AKAP 79,
das in der Nahe von Transmembranproteinen, wie z.B. lonenkandlen lokalisiert ist,
koordiniert so die Regulation des Phosphorylierungsgrades und damit die Aktivitat dieser

lonenkanéle.

1.4 Die Funktionen des Proteinkinase-Inhibitors (PKI)

Neben den R-Untereinheiten ist der thermo- und s&urestabile Proteinkinase-Inhibitor (PKI)
ein weiteres hochspezifisches Regulatorprotein der PKA [Walsh et al. 1990]. Das relativ
kleine Protein (8 kDa) bindet mit grof3er Affinitat an das aktive Zentrum der C-Untereinheit (K;
von 0,2 nM), wenn diese von den R-Untereinheiten dissoziiert vorliegt und hemmt die
Aktivitat der Kinase [Wen et al. 1995]. PKI ist eine Mdglichkeit, die Aktivitat der PKA zu
inhibieren, wenn die C-Untereinheiten aufgrund eines hohen intrazellularen cAMP-Spiegels
nicht von R-Untereinheiten gebunden werden kdnnen.

Far die Inhibition sind die Aminoséurereste 5 bis 24 verantwortlich. Diese Region (5 - 24)
enthdlt u.a. eine Pseudosubstratbindestelle, die mit dem katalytischen Zentrum der C-
Untereinheiten in ATP- und Magnesium-abh&ngiger Weise synergistisch interagiert [Herberg
und Taylor 1993; Knighton et al. 1991; Walsh et al. 1990]. Wie bei den C- und R-
Untereinheiten sind auch von PKI verschiedene Isoformen bekannt: PKla [Olsen und Uhler
1991], PKIb1 und PKIb2 [Scarpetta und Uhler 1993; Van Patten et al. 1991].
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Neben seiner Funktion als Inhibitor vermittelt PKI tber sein Exportsignal (NES) den Export
der C-Untereinheit aus dem Kern [Fantozzi et al. 1994], wodurch die Induktion der
Expression cAMP-abhéangig regulierter Gene aufgehoben werden kann.

Die besondere Rolle von PKI in seiner Funktion als Inhibitor und Exportvermittler scheint in
der Inhibition der C-Untereinheiten im Kern zu liegen. Diese ist fir den Fortgang des
Zellzyklus von Bedeutung, da die Inhibition der G-Untereinheit im Kern eine Voraussetzung
fir den Eintritt in die Mitose ist [Wen et al. 1995]. In der Tat ist die Expression und
Lokalisation von PKI zellzyklusabhangig: In der G1-Phase ist die PKI-Expression gering und
nimmt erst zu, wenn die Zellen durch die S-Phase gehen. Die Konzentration von PKI im Kern
wird zum G2/M-Ubergang hin immer héher und nimmt erst wieder ab, wenn die Zellen nach
der Mitose in die G1-Phase eintreten.

Die Inhibition durch PKI unterliegt einer Regulation durch die reversible Phosphorylierung
eines Tyrosinrestes des Proteins, durch die die inhibitorische Wirkung vermindert wird [Van
Patten et al. 1987]. Welche biologische Relevanz dieser Modifikation zukommt, ist jedoch

unbekannt.
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2 Die Kern-Cytoplasma-Translokation

Die Kompartimentierung eukaryontischer Zellen in Kern und Cytoplasma macht sowohl
konstitutiven als auch regulierten Austausch von lonen und Molekilen in den und aus dem
Zellkern erforderlich. Die Kern-Cytoplasma-Translokation von Molekilen erfolgt Uber die
walRrigen Kanéle der Kernporenkomplexe, abgekiirzt NPC fiir nuclear pore complex, die die
doppelte Membran der Kernhlle perforieren.

Die Zahl an NPCs einer Zelle korreliert mit deren metabolischen Aktivitat und variiert von 100
bis 200 in Hefe, Uber einige Tausend in S&ugerzellen bis zu ungefahr 50 Millionen in
Amphibienoozyten [Allen et al. 2000; Gerace und Burke 1988]. Die Translokation durch
NPCs kann sich sehr schnell vollziehen (ca. einige 100 Molekile / Pore / Sekunde) und ist
fur Makromolekule oder Komplexe bis zu mehreren Megadalton Gro3e moglich [Allen et al.
2000]. Jeder NPC gestattet sowohl den Kernimport als auch den Kernexport.

In héheren Eukaryonten besteht der etwa 125 MDa grof3e NPC [Reichelt et al. 1990] aus 50-
100 verschiedenen Proteinen [Fontoura et al. 1999], sogenannten Nukleoporinen, die in
einem NPC in unterschiedlicher Kopienzahl vorkommen. Die Nukleoporine sind nicht nur
Strukturkomponenten von NPCs, sondern fungieren auch als Interaktionsstellen fir
Transportfaktoren, die voriibergehend an NPCs binden [Gdrlich und Kutay 1999]. Als
Bindungsstellen, die die Nukleoporine haben, wurden verschiedene charakteristische
Domanen identifiziert. Die einen bestehen aus einer Vielzahl sich wiederholender kurzer
Peptidmotive, die C-terminal mit den Aminoséaureresten FG enden, wie z.B. FXFG (wobei X
fur einen kleinen oder polaren Aminosaurerest steht) [Delphin et al. 1997]. Bei den anderen
Doménen handelt es sich um Zinkfingermotive [Yaseen und Blobel 1999].

NPCs haben eine achtfache Symmetrie und bestehen aus einem cytoplasmatischen, einem
zentralen und einem nukleoplasmatischen Ring. Weitere Strukturelemente sind acht
cytoplasmatische Filamente, die vom cytoplasmatischen Ring ausgehen, sowie eine von
acht nukledren Filamenten ausgebildete korbahnliche Struktur, die vom nukleoplasmatischen
Ring ausgeht und in einem vierten kleineren Ring endet [Moroianu 1999]. Ein schematischer

Langsschnitt durch einen solchen Porenkomplex ist in Abbildung 5 gezeigt.
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Abbildung 5: Modell der Struktur eines Kernporenkomplexes (NPC)

Die abgebildete Schemazeichnung eines Kernporenkomplexes ist ein Schnitt durch deren Langsachse. Es zeigt
die cytoplasmatischen Filamente, den cytoplasmatischen Ring, den inneren Ring, den nukleoplasmatischen Ring,
der aus nukleoplasmatischen Filamenten und &u3erem Ring gebildeten korbahnlichen Struktur und den zentralen
Transporter. Die Darstellung entspricht dem von Akey et al. favorisierten Modell der NPC-Struktur. (hach [Akey
und Radermacher 1993; Wente 2000])

In der Mitte der von den Nukleoporinen gebildeten Pore wurde ein Zentralpartikel beobachtet
(Abb. 5), dessen Existenz als Bestandteil des NPC jedoch umstritten ist. Wahrend diese
Struktur von Akey et al. [Akey 1990] als Transporter fur den aktiven Im- und Export
beschrieben wird, der durch je acht innere Filamente des cytoplasmatischen und des
nukledren Rings gehalten wird [Akey und Radermacher 1993], und Wang et al. (1995) sie
auch als Ort der passiven Diffusion grol3erer Moleklle ansehen [Wang und Clapham 1999],
wird sie von Jarnick und Aebi (1991) als Transportsubstrat beim Transport durch den NPC
gedeutet [Jarnik und Aebi 1991]. Untersuchungen zur Translokation von Goldpartikeln durch
NPCs, durch die der maximale Durchmesser des Porenkanals mit 25 nm bestimmt wurde
[Feldherr und Akin 1993], sprechen fur Allen et al. [Allen et al. 2000] gegen das Modell von
Jarnick und Aebi, da ohne den zentralen Transporter der Durchmesser des zentralen Kanals
auf ungeféhr 46 nm geschatzt wird.

Molekile, die sich durch NPCs bewegen, kénnen in zwei Klassen eingeteilt werden. Die
einen interagieren in signalvermittelter Weise entweder direkt oder indirekt Uber
Transportrezeptoren mit den NPCs. Dieser Transportweg wird als aktiv bezeichnet, da er
gegen einen Konzentrationsgradienten erfolgen kann. Eine direkte Abhangigkeit von Energie

in Form von ATP oder GTP wird entgegen der Erwartung nach dem heutigen Wissenstand
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nicht mehr als eindeutiges Charakteristikum fir diesen Transportweg angesehen (s. weiter
unten im Text).

Die Molekile der anderen Klasse zeigen bei ihrer Kern-Cytoplasma-Translokation weder
Signalabhangigkeit noch Interaktion mit den NPCs. Sie folgen bei ihrer Translokation einem
Konzentrationsgradienten bis zum Konzentrationsausgleich. Man spricht hier von passiven

Transport oder Diffusion [Talcott und Moore 1999].

Die GrofRe der Molekiile ist kein Ausschlukriterium fir aktiven Transport. Zwar kénnen
Molekile mit einem Molekulargewicht von mehr als 40 — 60 kDa nur tber aktiven Transport
durch den NPC gelangen, jedoch werden auch eine grof3e Zahl kleiner Molekile, die
aufgrund ihrer GrofRe durch NPCs diffundieren konnten, aktiv durch NPCs transportiert, da
der aktive Transport besser reguliert werden kann [Talcott und Moore 1999].

Alle aktiv durch die NPCs transportierten Molekile, also solche, die an Nukleoporine binden,
interagieren entweder direkt oder Uber intermedidre Transportrezeptoren mit den NPCs. Am
besten charakterisiert wurde bisher der rezeptorvermittelte Transport. Dieser bedarf
bestimmter Signalsequenzen in den Transportsubstraten, den sogenannten NLS (nuclear
localisation signal) beim Import bzw. den NES (nuclear export signal) beim Export, die von
den Transportrezeptoren erkannt werden. Ohne die Signale wirden diese
Transportsubstrate nicht transportiert, da sie an sich keine Affinitat fir die Nukleoporine
besitzen. Es sind eine ganze Reihe von Signalen fir Im- und Export bekannt, die keinerlei
Homologien zeigen und von unterschiedlichen Rezeptoren Uber verschiedenenartige
Transportwege durch die NPCs gelangen. Der erste Hinweis auf ein solches NLS wurde von
Dingwall et al. [Dingwall et al. 1982] bei Untersuchungen der Akkumulation von
Nukleoplasmin im Kern, einem Kernprotein aus Xenopus laevis-Oozyten, gefunden. Das am
besten untersuchte Importsignal ist das ,klassische’ NLS, das zuerst beim Simianvirus 40
grof3en T-Antigen gefunden wurde und deshalb auch SV 40 NLS genannt wird. Es besteht
aus einer kurzen Sequenz basischer Aminosaurereste (Pro-Lys-Lys-Lys-Arg-Lys-Val). Die
Fusion dieser Sequenz mit anderen Proteinen, wie z.B. Rinderserumalbumin (BSA), das
ohne zusétzliches NLS vom Kern ausgeschlossen bliebe, fihrt zu deren Akkumulation im
Kern. Das Importsignal des SV 40 T-Antigens und das des Nukleoplasmins, das zwei Cluster
basischer Aminosaurereste umfal3t, gelten als die Prototypen des klassischen NLS [Kalderon
et al. 1984; Lanford und Butel 1984; Robbins et al. 1991].

Da Uber den Importweg des klassischen NLS am meisten bekannt ist, soll an ihm im
folgenden der aktive Import beispielhaft erklart werden. Abbildung 4 zeigt eine schematische

Darstellung dieses Importwegs.



14 Einleitung

Der durch das klassische NLS vermittelte Import wird eingeleitet durch Ausbildung des
Importkomplexes, bestehend aus NLS-tragendem Importsubstrat, Importin a und Importin b.
Importin a ist fur die Erkennung und Bindung des NLS verantwortlich und vermittelt in seiner
Funktion als Adaptermolektil die Komplexbildung mit Importin b. Importin b ist der eigentliche
Transportrezeptor, der den Transport vermittelt.

Der trimere Importkomplex dockt tber Importin b an der cytoplasmatischen Seite des NPCs
an und wird daraufhin durch die Pore in den Kern transportiert. Offenbar wird die
Translokation Uber die Importin b-Untereinheit durch mehrmaliges Binden und Ldsen vom
NPC vermittelt. Auf der nukledren Seite kommt es durch Binden der kleinen GTPase Ran in
ihrer GTP-gebundenen Form an den Importkomplex zu dessen Dissoziation, wodurch das
Importsubstrat im Kern freigesetzt wird. Die beiden Importin-Molekile werden auf zwei
unterschiedlichen Wegen ins Cytoplasma zuriickgebracht, wo sie dann fiir einen neuen
Transportzyklus zur Verfugung stehen. Importin a gelangt in Ran-GTP-abhangiger Weise
durch den Exportrezeptor CAS zurtick ins Cytoplasma. Importin b wird im Komplex mit Ran-
GTP exportiert, was eine erneute Bindung an Importin a im Kern verhindert. Fir das
Recycling der beiden Importine im Cytoplasma ist die Hydrolyse des Ran-gebundenen GTP
notwendig. Diese bedarf zweier cytoplasmatischer Faktoren, einem Ran-bindenden Protein
(RanBP1) und einem Ran-aktivierenden Protein (RanGAP). Beide zusammen stimulieren die
GTPase-Aktivitat von Ran. Nach GTP-Hydrolyse dissoziieren Ran-GDP und Importin.

Letzteres steht fur den né&chsten Importzyklus zur Verfugung.
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Abbildung 6: Der klassische NLS-abhéangige Importweg

Der trimere Importkomplex aus Importin b (b), Importin a (a) als Adaptermolekil und Importsubstrat mit
Kernlokalisationssignal (NLS) bildet sich im Cytoplasma bei geringer Konzentration an Ran-GTP. Importin b
vermittelt die Translokation des Importkomplexes durch den NPC. Nach Bindung von Ran-GTP an Importin b
kommt es im Kern, wo Ran-GTP in hoher Konzentration vorliegt, zur Dissoziation des Importkomplexes. Importin
b gelangt daraufhin im Komplex mit Ran-GTP wieder ins Cytoplasma, wo es unter Einflu3 von RanBP1 und
RanGAP zur Hydrolyse des GTP zu GDP kommt. Danach steht Importin b wieder fir einen neuen Importzyklus
zur Verflgung. Importin a, das keine Bindungsstellen fir NPCs besitzt, wird Uber den Exportrezeptor CAS, der
Ran-GTP gebunden hélt, zurlick ins Cytoplasma exportiert. Durch Hydrolyse des GTP zu GDP, ein Schritt, der
auch hier RanGAP- und RanBP1-abhangig ist, kommt es zur Dissoziation des Exportkomplexes. Importin a kann
erneut Importsubstrat binden. Die Verteilung des Ran-GTP reguliert die Ausbildung des Importkomplexes und das
Recycling der Transportrezeptoren [Goérlich und Kutay 1999].

Mittlerweile sind eine Reihe von Transportfaktoren bekannt, die zum grof3ten Teil der Familie

der Importin b-verwandten Rezeptoren zuzuordnen sind. Sie weisen in der Regel ein dem
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Importin b ahnliches N-terminales Ran-GTP-Bindungsmotiv auf. Zwar interagieren sie alle
direkt mit den NPCs, vermitteln den Transport aber auf unterschiedlichen Wegen.

Die Interaktionen der Transportrezeptoren mit den Nukleoporinen der NPCs erfolgt Uber die
bereits zu Beginn dieses Unterkapitels erwédhnten Bindungsmotive der Nukleoporine [Delphin
et al. 1997; Yaseen und Blobel 1999]. Die Bedeutung dieser Interaktionen fur den aktiven
Transport konnte durch Verwendung von Molekilen gezeigt werden, die in zu den
Transportrezeptoren kompetitiver Weise an die NPCs binden und damit deren Translokation
durch die Pore blockieren kdnnen [Finlay et al. 1987; Kutay et al. 1997].

In den einfachsten Féllen erkennt der Rezeptor das Transportsubstrat direkt, in anderen
Fallen bedarf es eines Adapters wie z.B. beim klassischen NLS-vermittelten Importweg
(Abbildung 6).

Je nach der Richtung des Transports, den sie vermitteln, werden diese Transportrezeptoren
als Importine oder Exportine bezeichnet [Goérlich und Kutay 1999].

Inzwischen weil? man, daf’ die Beteiligung von Transportrezeptoren wie Importin b kein
ausschlie3liches Kriterium fur aktive Kern-Cytoplasma-Transportwege ist. Es wurden
Transportwege gefunden, die Uberhaupt keines Importrezeptors bedirfen. Bei diesen bindet
das Transportsubstrat direkt an die NPCs, ein Transport, der bisweilen auch als erleichterte
Diffusion bezeichnet wird. Eine solche Translokation ohne jegliche Rezeptoren wurde z.B. fir
das HIV-Protein Vpr gefunden, das direkt mit den Nukleoporinen interagiert [Fouchier et al.
1998], und so seinen Import ohne Idsliche Faktoren durch den Porenkanal selber katalysiert
[Jenkins et al. 1998]. Es konnte gezeigt werden, dal3 das NLS des Vpr mit dem Importin b-
und Transportin-vermittelten Transport interferiert, was eine Kompetition um Bindungsstellen
in der NPC nahelegt [Jenkins et al. 1998].

Beim aktiven Kern-Cytoplasma-Import tber Importine, wie dem des klassischen NLS, bzw.
beim aktiven Export Uber Exportine, die mit Ran-GTP interagieren, fungiert der Ran-GTPase-
Zyklus als eine Art molekularer Schalter fir den Kern-Cytoplasma-Transport. Die
Besonderheit des Ran-GTP-Systems ist die zellulare Verteilung seiner Regulatoren. Dies hat
einen Konzentrationsgradienten des Ran-GTP Uber die NPCs zur Folge [Gorlich et al. 1996;
Gorlich et al. 1996; Izaurralde et al. 1997]. Hauptséchlich im Cytoplasma lokalisiert sind die
beiden mit Ran-GTP interagierenden Proteine RanGAP und RanBP1, deren Anwesenheit flr
die maximale GTPase-Aktivitdt von Ran erforderlich ist. Dagegen liegt der Nukleotid-
Austauschfaktor fir Ran (RCC1) Uberwiegend im Kern an Chromatin gebunden vor. Die aus
Importin und Transportsubstrat bestehenden Importkomplexe kdnnen sich nur bei geringer
Ran-GTP-Konzentration im Cytoplasma ausbilden und dissoziieren in Gegenwart von Ran-
GTP im Kern unter Bildung eines Ran-GTP-Importin-Komplexes [Gdrlich et al. 1997; Rexach
und Blobel 1995]. Demnach kontrolliert die Verteilung des Nukleotid-gebundenen Rans die
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Bildung des Importkomplexes und gibt dem Transport durch die NPC eine Richtung vor.
Exportkomplexe bilden sich dagegen nur in Anwesenheit von Ran-GTP (s. u.). Unter
Zuhilfenahme rekombinanter Transportfaktoren und nicht hydrolysierbarer GTP-Analoga
konnte gezeigt werden, dall die Energie-generierende Hydrolyse von GTP fir die
signalvermittelte Translokation durch NPCs nicht unmittelbar erforderlich ist [Schwoebel et
al. 1998]. Die Hydrolyse von GTP durch Ran scheint jedoch beim Recycling der Importine fur
weitere Importzyklen eine Rolle zu spielen [Englmeier et al. 1999; Ribbeck et al. 1999].
Entgegen der Tatsache, daf3 in der Literatur der aktive Transport in der Vergangenheit oft als
ATP-abhangige Reaktion beschrieben wurde, konnte bislang weder beim Import noch beim
Export ein ATP-abh&ngiger Schritt identifiziert werden [Talcott und Moore 1999].

Offenbar sind jedoch auch nicht alle aktiven Transportvorgange Ran-abhangig. So kann der
Transportin-abhangige Transport Substrate mit einem M9 genannten NLS, einer Sequenz
aus aromatischen Aminoséaureresten und Glycinen, ohne Ran-GTP und ohne NTP-Hydolyse
durch die Kernpore in den Kern bringen [Englmeier et al. 1999; Nakielny et al. 1996; Ribbeck
et al. 1999].

Die Orientierung des Transports scheint neben der asymmetrischen Verteilung von Faktoren
des Ran-Systems durch die strukturelle Asymmetrie der NPCs sowie durch einen Gradienten
zunehmender Affinitdt der Rezeptoren fur die Bindungsstellen entlang der Nukleoporine in
der Pore bestimmt zu werden, mit hochster Affinitat auf der nukleéren Seite beim Import und

auf cytoplasmatischer Seite beim Export.

Beim aktiven Export ist anders als beim aktiven Import die Gegenwart von Ran-GTP fir die
Ausbildung des Exportkomplexes im Kern notwendig. Die Dissoziation des Komplexes und
die Freisetzung des Exportsubstrates im Cytoplasma erfolgt nach Hydrolyse des GTP zu
GDP unter EinfluB der Effektoren RanGAP (Ran-GTPase-aktivierendes Protein) und
RanBP1 (Ran-bindendes Protein). Beim Export in das Cytoplasma gelangtes Ran-GDP wird
durch den nicht zu der Importin b-Familie z&ahlenden Transportfaktor NTF-2 (nuclear
transport factor 2), der Ran-GDP spezifisch bindet, aktiv in den Kern zurtickgebracht
[Katahira et al. 1999]. Hier steht Ran nach Nukleotidaustausch wieder in GTP-gebundener
Form fiir nachfolgende Transportzyklen zur Verfigung. Ein Beispiel fir Exportrezeptoren der
Importin b-Familie ist das bereits zuvor beschriebene CAS. Es bindet das Importin a in Ran-
GTP-abhangiger Weise im Kern, entlaf3t es im Cytoplasma und ist so an dessen Recycling
beteiligt [Kutay et al. 1997]. Ein weiterer Vertreter dieser Exportrezeptoren ist Exportin-1
(CRM1), das Leucin-reiche NES in Ran-GTP-abhéngiger Weise bindet. Es vermittelt den
Export NES-haltiger Transportsubstrate, wie z.B. den PKA-Inhibitior PKI [Fornerod et al.
1997, Stade et al. 1997].
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Fur den Kern-Cytoplasma-Transport tber Diffusion werden zwei Modelle diskutiert [Talcott
und Moore 1999]. Nach dem Modell von Hinshaw et al. [Hinshaw et al. 1992] hat der NPC im
Randbereich um die zentrale Offnung herum acht kleine, offene Kanale, durch die kleine
Molekile und lonen ungehindert hindurchtreten konnen, und die deshalb auch
Diffusionskanale genannt werden. Feldherr und Akin [Feldherr und Akin 1997] postulieren
dagegen die Existenz von nur einem zentralen Kanal im Transporterelement, durch den
sowohl Diffusion als auch aktiver Transport ablaufen. Der zentrale Transporter fungiert nach
diesem Modell als Schranke, die die GroRe der diffusiblen Molekile begrenzt. Beim aktiven
Transport soll sich diese nach einem noch unbekanntem Mechanismus weiter 6ffnen, um
gréReren Molekilen Platz zu machen. An Stelle des Ein-Schranken-Modells von Feldherr
und Akin [Feldherr und Akin 1997] wird von Kinseleva et al. (1998) und Goldberg et al.
(1999) ein Modell mit zwei Schranken favorisiert, die durch die inneren Filamente auf der
cytoplasmatischen und der nukledren Seite gebildet werden [Goldberg et al. 1999; Kiseleva
et al. 1998].

Kanéle fur die passive Diffusion sollen einen Durchmesser von nur 9 nm haben [Bonner
1978], weshalb es fiur die passive Diffusion anders als fiir den aktiven Transport eine durch
sterische Hinderung bedingte obere Grenze bei 40 - 60 kDa gibt.

Die Makromolekile, deren Masse gegen dieses Limit geht, diffundieren nur sehr uneffektiv
durch NPCs. Die Diffusionsraten durch die NPCs sind umgekehrt proportional zu ihrer
Molekilgrofie. So brauchen nach Lang et al. [Lang et al. 1986] Proteine einer GréR3e von 17
kDa nur ca. 2 Minuten bis zum Erreichen des Equilibriums zwischen Kern und Cytoplasma,
Proteine mit 44 kDa jedoch etwa 30 Minuten. Makromolekile Uber 66 kDA scheinen
dagegen gar nicht mehr durch NPCs zu diffundieren. Die Diffusionsrate hangt dabei nicht nur
von dem Molekulargewicht, sondern auch von der Form des Molekils ab. Komplexbildungen
oder Konformationsdnderungen kénnen daher die Diffusionsrate beeinflussen.

Diffusion von Molekilen durch NPCs galt lange Zeit als nicht reguliert. Mittlerweile wird die
Maoglichkeit einer Regulation der Diffusion zwischen Kern und Cytoplasma angenommen. Als
ein moglicher Regulationsmechanismus der Diffusion durch die Porenkanale wird von Wang
et al. [Wang und Clapham 1999] eine Abhangigkeit der Permeabilitit der NPCs von der
Calciumkonzentration im Lumen der Kernmembran angenommen. So konnte beobachtet
werden, daf3 sich durch Freisetzen der Calciumionen aus dem Kernmembranlumen, ein

Phosphoinositol-vermittelter Vorgang, der innere Durchmesser von NPCs halbiert.
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3 Die Kern-Cytoplasma-Translokation der C-Untereinheiten

Das Verstandnis des Mechanismus der Kern-Cytoplasma-Translokation der C-Untereinheit
ist von besonderer Bedeutung, da die Regulation der intrazellularen Verteilung der C-
Untereinheiten ein wirksamer Weg ist, cCAMP-abhangige Signal- und Steuervorgénge im
Cytoplasma und im Kern zu kontrollieren.

Erste Untersuchungen zur Kern-Cytoplasma-Translokation der C-Untereinheiten wurden
1985 von Nigg et al. durchgefihrt. Fir PKA konnte durch indirekte Immunfluoreszenz gezeigt
werden, dafd ihre C-Untereinheiten und R-Untereinheiten in Folge einer Erhdhung des
intrazellularen cAMP-Spiegels dissoziieren. Die C-Untereinheiten verteilen sich zun&chst
diffus und akkumulieren dann im Kern, wahrend die R-Untereinheiten als Dimer im
Cytoplasma verbleiben. Der durch cAMP induzierte Effekt erwies sich als reversibel, da bei
einem Absinken der cAMP-Konzentration die C- und R-Untereinheiten re-assoziieren. Die
intrazellulare Verteilung der R-Untereinheiten wird durch cAMP offenbar nicht beeinfluf3t
[Nigg et al. 1985].

Bei Experimenten mit rekombinanter, nicht myristylierter Ca-Untereinheit, die in Zellen
mikroinjiziert wurde, konnte ebenfalls eine Akkumulation des Enzyms im Kern beobachtet
werden [Clegg et al. 1989; Meinkoth et al. 1990].

Harootunian et al. fihrten 1993 Studien zur Aufklarung des Translokationsmechanismus der
Ca-Untereinheit zwischen Kern und Cytoplasma durch [Harootunian et al. 1993]. Ergebnis
der Studien war, daf’ die Annahme von Diffusion als Translokationsmechanismus ausreicht,
um die Verteilung der Ca-Untereinheit in der Zelle zu erklaren.

Im folgenden soll auf die von Harootunian et al. (1993) gemachten Experimente im einzelnen
eingegangen werden.

Erste Uberlegungen waren, daR die freie C-Untereinheit mit einer GroRe von 41 kDa und mit
Ausmaflen von 5 - 6,5 nm [Bossemeyer et al. 1993] in der Lage sein sollte, durch die
Kernporen (Durchmesser der Diffusionskanéle: ca. 9 nm) zu diffundieren, wahrend das
Holoenzym mit ca. 180 kDa zu grol3 ist.

Ein Vergleich der Verteilung der Ca-Untereinheit mit der anderer Makromolekiile sprach fir
Harootunian et al. fir Diffusion als Importmechanismus, da sich die Ca-Untereinheit &hnlich
der verwendeten Kontrolle fur Diffusion, dem Trypsininhibitor aus Sojabohnen (STI), verhielt.
Das Vorhandensein eines klassischen Kernlokalisationssignals (NLS) als Vermittler aktiven
Imports, wie das von Nukleoplasmin, wurde ausgeschlossen, da die Ca-Untereinheiten,
anders als Nukleoplasmin, auch wieder aus dem Kern ins Cytoplasma gelangt, wahrend das
Holoenzym mit seinem Molekulargewicht von 180 kDa im Cytoplasma verbleibt und die
Translokation der Ca-Untereinheit in den Kern nach GroRRenzuwachs durch Fusion mit
Glutathion-S-Transferase (GST) unterbleibt.
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Fantozzi et al. (1992) hatten bereits zuvor in der Sequenz der Ca-Untereinheit nach
Ahnlichkeiten mit NLS-Signalsequenzen gesucht. Ortspezifische Mutagenese-Studien haben
jedoch gezeigt, daR zumindest die Peptidsequenz KRVK (189-192), die auf der Oberflache
von C exponiert ist, kein funktionelles Signal fir den Kernimport darstellt.

Nach Punktierung der Kernmembran wurde keine Veranderung in der intrazellularen
Verteilung der Ca-Untereinheit beobachtet, was als Hinweis auf einen freien Austausch der
Ca-Untereinheit zwischen Kern und Cytoplasma genommen wurde.

Weitere quantitative Daten zur Kern-Cytoplasma-Translokation der Ca-Untereinheit nach
Mikroinjektion wurden im Hinblick auf die fur den klassischen NLS-vermittelten Import
geltenden Parameter wie Temperatur- und Energieabhangigkeit sowie Sattigung des
Transportweges durchgefilhrt. Das Translokationsverhalten der Ca-Untereinheit wurde zu
diesem Zweck mit dem der Diffusionskontrolle STI und dem von Histon H1 als Kontrolle fur
aktiven Transport verglichen. Die Kinetik der Translokation wurde jeweils an einzelnen Zellen
bestimmt. Dabei zeigte sich, daf3 die Translokation der Ca-Untereinheit in den Kern weder
durch Kompetition mit der aktiv importierten Histon H1-Kontrolle noch mit sich selbst zu
verlangsamen war, was eher fur Diffusion als fur eine Translokation tber einen sattigbaren
aktiven Mechanismus spricht.

Durch Temperaturerniedrigung bzw. ATP-Depletion wurde die Translokation sowohl von
PKA als auch von STI um einen Faktor von drei bzw. 2,4 verzégert. Die Verzogerung wurde
als geringfiigig eingestuft. Der aktive Transport des Histon H1 wurde vollstandig inhibiert.
Experimente, bei denen die Ca-Untereinheit in den Kern injiziert wurde, zeigten, dal3 die
Exportkinetik der Importkinetik sehr ahnlich ist. Die Ca-Untereinheit scheint sich demnach

frei zwischen Kern und Cytoplasma bewegen zu kdnnen.

Wen et al. fuhrten 1995 Mikroinjektionsexperimente durch, in denen der Proteinkinase-
Inhibitor (PKI) und die Ca-Untereinheit coinjiziert wurden, und entdeckten so den aktiven
Export der C-Untereinheiten aus dem Kern [Wen et al. 1995]. In diesen
Mikroinjektionsexperimenten zeigte sich, daf3 der Komplex aus Ca-Untereinheit und PKI den
Kern viel schneller verlassen kann als die Ca-Untereinheit allein [Wen et al. 1995]. Durch die
Coinjektion von PKI veranderte sich die Verteilung der C-Untereinheit in den Zellen. In
Gegenwart von PKI kam die C-Untereinheit durch den rascheren Export hauptsachlich im
Cytoplasma vor. Der Export des Komplexes aus PKI und Ca-Untereinheit schien temperatur-
und energieabhéngig zu sein und tolerierte auch eine GréRenzunahme der Ca-Untereinheit,
z.B. durch Fusion mit GST [Wen et al. 1995]. Es stellte sich heraus, dal PKI ein
Kernexportsignal besitzt, das erst bei Bindung an die C-Untereinheit exponiert wird [Fantozzi

et al. 1994]. Als NES wurde eine Sequenz hydrophober Aminosaurereste in der PKI-
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Sequenz (Leucin 37 — Threonin 49) identifiziert, die mdglicherweise im freien PKI vom N-
Terminus des Proteins maskiert wird.

Des weiteren konnte gezeigt werden, daf3 das im Komplex aus PKI und Ca-Untereinheit
exponierte NES von dem Transportrezeptor Exportin-1 (CRM 1) erkannt und im Komplex mit
Ran-GTP gebunden wird. Exportin-1 vermittelt die Interaktionen mit den Nukleoporinen und
exportiert so den Exportkomplex durch die Kernpore ins Cytoplasma, wo dieser nach
Hydrolyse von GTP zu GDP dissoziiert [Wen et al. 1995]. PKI kann daraufhin die C-
Untereinheiten an R-Untereinheiten im Cytoplasma Ubertragen und somit das PKA-System
bei sinkendem cAMP-Spiegel wieder in den Ausgangszustand zuriickversetzen [Wen et al.
1995].

Untersuchungen aus der Abteilung fur Pathochemie in Kooperation mit Herrn R. Pepperkok
(EMBL, Heidelberg) ergaben in Abh&ngigkeit von einer posttranslationalen Modifikation am
N-Terminus der C-Untereinheit unterschiedliche intrazellulare Verteilungen [Girod 1997;
Pepperkok et al. 2000]. Ein Drittel der aus Herzmuskel isolierten C-Untereinheiten ist am
zweiten Aminosaurerest, einem Asparagin (N 2), zu Aspartat (D 2) deamidiert [Jedrzejewski
et al. 1998]. Die biologische Bedeutung dieser Deamidierung, die eine Zunahme in der
Elektronegativitat der C-Untereinheit bedeutet, ist noch nicht bekannt. Um den Einflu3 der
Deamidierung auf die intrazellulare Verteilung der katalytischen Untereinheit zu untersuchen,
wurden native C-Untereinheiten der amidierten (N 2) und der deamidierten (D 2) Form in
Zellen mikroinjiziert. Es zeigte sich, dal3 das unabhangig von der Art und Weise der
Detektion und der verwendeten Zellinie bestimmte Kern-Cytoplasma-Verhéltnis fur die N 2-
Form um einen Faktor von 1,5 - 2,3 hoher war als das der deamidierten Form D 2. Die
amidierte Form erreichte also htéhere Konzentrationen im Kern als die D 2-Form. Die
intrazellulare Verteilung der beiden Formen spiegelte sich auch in der im Kern bestimmten
Aktivitdt der C-Untereinheiten wieder. So wurde nach Mikroinjektion der N 2-Form eine
hohere Konzentration an phosphorylietem CREB im Kern nachgewiesen als nach
Mikroinjektion der deamidierten Form. Da fur beide Formen &hnliche Affinitaten fur die
Regulatoren R-Untereinheit und PKI gefunden wurden, liegen vermutlich andere die
Lokalisation der C-Untereinheiten bestimmende Mechanismen der beobachteten

unterschiedlichen Verteilung zugrunde.
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4 Arbeitshypothese

Die von der Abteilung fur Pathochemie in Kooperation mit Herrn R. Pepperkok (EMBL,
Heidelberg) [Girod 1997; Pepperkok et al. 2000] gemachte Beobachtung, daf? die Verteilung
der C-Untereinheit von posttranslationalen Modifikationen beeinfluf3t wird, wirft die Frage auf,
ob der Import der Ca-Untereinheit in den Kern mit dem Modell der Diffusion ausreichend

erklart ist oder ob andere oder weitere Mechanismen fir die Kernlokalisation der Ca-
Untereinheit verantwortlich sind. Dieser Frage wurde in der vorliegenden Arbeit
nachgegangen.

Es war daher von besonderem Interesse, Uber die von Harootunian et al. [Harootunian et al.
1993] gemachten Studien hinaus vor dem Hintergrund des in der Zwischenzeit erheblich
verbesserten Wissen sowohl Uber den Kernimport und -export als auch Uber die
Proteinkinase A die Translokation der Ca-Untereinheit in den Kern unter Verwendung
guantitativer  Auswertemethoden und zeitgemafller Werkzeuge zum Studium von
Kerntransportvorgdngen zu untersuchen.

Dies schien sinnvoll, da sich die von Pepperkok bzw. Harootunian et al. erhobenen Daten
sowohl in der HOhe der erreichten Kern-Cytoplasma-Verhéltnisse (5:1 bei Pepperkok et al;
2:1 bei Harootunian et al.) als auch in der Zeitdauer bis zum Erreichen des
Verteilungsequilibriums von 10 — 15 Minuten [Pepperkok et al. 2000] zu mehr als 30 Minuten
[Harootunian et al. 1993] unterschieden.

Dabei ist anzunehmen, dafl3 es Unterschiede in den Untersuchungsmethoden gab. So haben
Harootunian et al. ihre Kinetiken z.T. an Einzelzellen erhoben, wahrend Pepperkok et al.
Mittelwerte bestimmt haben aus Daten, die an 50 - 100 Zellen bestimmt wurden.

In der vorliegenden Arbeit wurden quantitative Mikroinjektionsexperimente mit intakten Zellen
und spater auch sogenannte Import-Assays mit permeabilisierten Zellen zur Translokation
der katalytischen Untereinheit der PKA durchgefihrt.

Die Quantifizierung der Verteilung des Enzyms in Kern und Cytoplasma wurde dabei an
einer ausreichend grof3en Anzahl von Zellen Uber digitale Fluoreszenzmikroskopie bestimmt
und erlaubte es so, Unterschiede in der Verteilung der Probe zwischen den Kompartimenten
in Abhangigkeit von verschiedenen Parametern zu beurteilen. Um Uber die Zeitdauer der
Untersuchung mit einer katalytischen Untereinheit konstanter Qualitat arbeiten zu kdnnen,
wurde in E.coli rekombinant hergestellte myristylierte Ca-Untereinheit (rCamyr) verwendet.

Die mit der C-Untereinheit beobachteten Effekte wurden mit denen von Kontrollproteinen fir
aktiven Import und fir Diffusion verglichen. Da die Diffusion anders als der aktive Transport
sehr wohl gréRenabhéngig ist, schien es sinnvoll, eine Diffusionskontrolle mit &hnlichem
Diffusionsverhalten wie dem des Enzyms zu finden.

Es wurden drei mogliche Modelle zur Veranschaulichung der Translokation der Ca-

Untereinheit herangezogen. Denkbar ware ein aktiver signalvermittelter Import, der entweder
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Uber Importrezeptoren oder Uber direkte Interaktionen der C-Untereinheit und NPCs ablaufen
kdonnte. Ein weiterer mdoglicher Translokationsmodus wére der der von Harootunian et al.
[Harootunian et al. 1993] beschriebenen Diffusion. In diesem Modell kann sich die Kinase
nur gleichméRig zwischen Kern und Cytoplasma verteilen und sich in keinem der
Zellkompartimente anreichern. Als dritte Mdglichkeit bietet sich wiederum das Modell einer
Translokation uber Diffusion an, allerdings mit dem Unterschied, dal3 Bindungspartner in
entweder einem oder beiden der grol3en Zellkompartimente Kern und Cytoplasma
angenommen werden, wodurch eine Akkumulation in einem der Kompartimente moglich
wirde.

Ziel der Untersuchungen dieser Arbeit war es daher, das Translokationsverhalten der Ca-
Untereinheit der PKA zu analysieren und zu prifen, ob und wieweit es sich mit Hilfe der

experimentellen Ergebnisse und anhand der Literatur einem dieser Modelle zuordnen laf3t.



Material und Methoden

1 Material

1.1 Chemikalien und Verbrauchsmaterialien

Alle verwendeten Chemikalien hatten den Reinheitsgrad p.a. (pro analysis) und stammten,
wenn nicht anders angegeben, von der Firma Merck (Darmstadt). Die sonstigen Materialien

wurden von folgenden Herstellern bezogen:
Produkt

2-Desoxy-D-Glukose

Acrylamidfertiglésung (30% Acrylamid, 0,8% Bisacrylamid

(Wiv))

cAMP (Adenosin-3:5’-Cyclo-Monophosphat), Natriumsalz

Agarose, Qualex Gold

ATP (Adenosin-5’-Triphosphat, Dinatriumsalz)
Bacto-Agar

BSA (Rinderserumalbumin Fraktion V)

Carbenicillin, Dinatriumsalz

CHAPS ([3([3-Cholamidopropyl]Dimethylammonio)-1-
Propansulfat

Complete Mini, EDTA-frei (Proteaseinhibitor-Cocktail)

Coomassie Blau G

Cytochalasin B

DABCO (Diazobicyclo[2,2,2]octantriethylendiamin)
DMSO (Dimetylsulfoxid)
DNA-Molekulargewichtsmarker

dNTP Mix

DTT (1,4-Dithio-D,L-Threitol)

EDTA (Ethylendiamintetraessigsaure)

Ethanol

Ethidiumbromid

FluoroLink Cy3 monofunctional dye

Glutathion, reduziert

Glycerin, 99,5%

Gpp[NH]p, (5’-Guanylylimidodiphoshat)

H-8 (N-(2-Methylamino)-ethyl-5-isoquinolinesulfonamid
2HCI)

Hersteller/Quelle

Sigma, Deisenhofen

National Diagnostics, Atlanta,
USA

Sigma, Deisenhofen

Hybaid-AGS GmbH, Heidelberg

Sigma, Deisenhofen

Difco Laboratories, Detroit, USA

Sigma, Deisenhofen

Hybaid-AGS GmbH, Heidelberg

AppliChem, Darmstadt

Boehringer Mannheim,
Mannheim

Serva, Heidelberg

Sigma, Deisenhofen

Sigma, Deisenhofen

Sigma, Deisenhofen

MBI Fermentas GmbH, St. Leon-

Roth

Hybaid-AGS GmbH Heidelberg;

Stratagene, La Jolla, USA

Gerbu, Gaiberg

Sigma, Deisenhofen

Sigma, Deisenhofen

Biomol, Hamburg

Amersham, Braunschweig

Sigma, Deisenhofen

Roth, Karlsruhe

Sigma, Deisenhofen

Biomol, Hamburg
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H-89 (N-[2-(p-Bromocinnamylmethylamino)ethyl]-5-
isoquinolinesulfonamid 2HCI)

Hefeextrakt

HEPES ([N(2-Hydroxyethyl)Piperazin-N’-(2-
Ethansulonsaure])

IPTG (Isopropylthio-B-Galaktosid)

Kalberserum

Kanamycin-Monosulfat, BP88

L-Arginin

Microloader

Mowiol[] 4-88

EZ-Link NHS-Biotin

Paraformaldehyd

Phosphocellulose P11, Kationenaustauscher
PKI (Proteinkinase-Inhibitor), Kaninchenmuskel,
rekombinant

Polaroid Filme 667
Proteinmolekulargewichtsmarker

Qiagen Plasmid Mini Kit

Qiaquick Gel Extraction Kit

Qiaquick PCR Purification Kit

QuikChangel Site-Directed Muagenesis Kit
Retikulozyten-Lysat, Kaninchen, unbehandelt
SDS (Natrium-Dodecylsufat)

SMCC (Sulfosuccinimidyl-trans-4-(N-maleimidomethyl)
cyclohexan-1-carboxlyat)
Szintillationsflissigkeit Aquasafe 500

TEMED (N,N,N’,N’-Tetraethylendiamin)
Tris[HydroxymethyllJaminomethan

Triton X-100

Trypsin (0,06% in PBS, 0,02% EDTA)

Tween 20

Western Blot Chemiluminiscence Reagent Plus
WGA (Weizenkeimagglutinin)

[y*%-P]-ATP; 5000 Ci/mmol
Restriktionsendonukleasen

1.2 Peptide
Peptid

In CELLect St-Ht31 Inhibitorpeptid

In CELLectO St-Ht31 Kontrollpeptid
Kemptid

PKI(5-25)-Peptid, Kaninchensequenz
myr PKI(6-24)

myr PKI(6-24) (random), Kontrollpeptid
SV40 NLS-Peptid

SV40 NLS-Peptid (revers), Kontrollpeptid
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Biomol, Hamburg

Difco Laboratories, Detroit, USA
Sigma, Deisenhofen

AppliChem, Darmstadt

Gibco, Karlsruhe

Hybaid-AGS GmbH, Heidelberg
Sigma, Deisenhofen
Eppendorf-Netheler-Hinz GmbH
Calbiochem, La Jolla, USA
Pierce, Rockford, USA

Sigma, Deisenhofen

Whatman, Maidstone, GB
Biomol, Hamburg

Siemens, Stuttgart

Sigma, Deisenhofen;
BioRad, Minchen

Qiagen, Hilden

Qiagen, Hilden

Qiagen, Hilden
Stratagene, La Jolla, USA
Promega, Madison, USA
Serva, Heidelberg
Calbiochem, La Jolla, USA

Zinsser, Frankfurt

Sigma, Deisenhofen

Biomol, Hamburg

Sigma, Deisenhofen

Roth, Karlsruhe

Serva, Heidelberg

NENUO Life Science, Boston, USA
Sigma, Deisenhofen

Amersham, Braunschweig
Hybaid-AGS GmbH, Heidelberg

Quelle

Promega, Mannheim
Promega, Mannheim
DKFZ, R.Pipkorn
DKFZ, R.Pipkorn
DKFZ, R.Pipkorn
DKFZ, R.Pipkorn
DKFZ, H.-R. Rackwitz
DKFZ, H.-R. Rackwitz

Die Sequenzen der Peptide sind dem Anhang zu entnehmen.
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1.3 Antikorper

Material und Methoden

Hersteller/Quelle

Antikdrper Einsatz
Anti-GST, Ziege WB
Anti-Kaninchen-Cy3, Ziege IF
Anti-Kaninchen-DTAF, Ziege IF, MI
Anti-Kaninchen-Rhodamin, Ziege MI
Anti-Maus-Cy3, Ziege IF, Ml
Anti-Maus-Peroxidase, Schaf WB
Anti-PKA Ca (C-20), Kaninchen, polyklonal WB
Anti-PKA C, Maus WB
Anti-PKA Rla, Maus, monoklonal IF
Anti-PKA Rlla, Maus, monoklonal IF
Anti-PKA RIIR, Maus, monoklonal IF
Anti-PKA RIB (C-19), Kaninchen IF
Anti-PKla (C-20), Ziege, polyklonal IF, WB
Anti-PKla (N-20), Ziege, polyklonal IF, WB
Anti-Ziege-FITC, Kaninchen IF, Ml
Anti-Ziege-Peroxidase, Kaninchen WB

IF: Immunfluoreszenz WB: Western Blot

2 Mikrobiologische Methoden

2.1 Bakterienstamme
Stamm Genotyp

Plasmidpraparation:
XL1Blue : recA lac’; F’[lacl? lacZAM15]; endA; hsR17

Proteinexpression:
BL21(DE3): F’; ompT; lon; hsdSg(rs'mg)

2.2 Plasmide

Plasmid Genotyp/Phénotyp

pT7-7 Ap": T7-Promotor, ColEl ori

pBB131 KnR; Protein-NMT-codierende Sequenz aus
Hefe

pET28b" KnR; fI* ori, pBR322 ori, lacl®, T7-Promotor
pMC-1871 Tet", lacZ, pBR322 ori
pGEX4T2 ApR, lacl?, pBR322 ori, tac-Promotor

Pharmacia Biotech, Freiburg
Amersham, Braunschweig
Dianova, Hamburg

Dianova, Hamburg

Amersham, Braunschweig
Dianova, Hamburg

Santa Cruz Biotechnology,
Transduction Lab., Lexington, USA
Transduction Lab., Lexington, USA
Transduction Lab., Lexington, USA
Transduction Lab., Lexington, USA
Santa Cruz Biotechnology,

Santa Cruz Biotechnology,

Santa Cruz Biotechnology,

Sigma, Deisenhofen

Dianova, Hamburg

MI: Mikroinjektion

Quelle

Stratagene, La Jolla, USA

Novagen, Madison, USA

Quelle

Stanley Tabor, 1990

J.l. Gordon, Washington
University, USA

Novagen, Madison, USA
Pharmacia Biotech, Freiburg
Pharmacia Biotech, Freiburg
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2.3 Nédhrmedien

Nahrmedien

Die mikrobiologischen Arbeiten wurden ausschlieBlich unter Verwendung von sterilen
Gefalen, Materialien und Lésungen durchgefiihrt. Das Autoklavieren erfolgte bei 121 °C fur
mindestens 20 Minuten. Lésungen, wie z.B. Glukoseldésungen, die nicht autoklaviert werden
kénnen, wurden mit 0,22 um-Filtern sterilfiltriert.

Zur Herstellung fester Nahrbéden wurde dem Medium 1,2 % Agar zugesetzt.

Folgende Medien wurden verwendet:

LB-Medium (Luria-Bertani-Medium): 10 g/l Pepton
5 g/l Hefeextrakt
55 g/l Natriumchlorid

S.0.B.-Medium: 20 g/l Pepton
5 g/l Hefeextrakt
0,5 g/l Natriumchlorid
2,5 mM  Kaliumchlorid
Zugabe nach dem Autoklavieren: 10 mM  Magnesiumchlorid (sterilfiltriert)

S.0.C.-Medium: S.0.B.-Medium + 20 mM Glukose (sterilfiltriert)

Medienzuséatze

Durch Zugabe von Antibiotika zu autoklavierten Medien erhalt man Selektivmedien. Da die
Antibiotika nicht thermostabil sind, wurden die Medien nach dem Autoklavieren erst auf 50°C
abgekuhlt, bevor sie mit Antibiotika versetzt wurden.

Antibiotika Konzentration Lésungsmittel Lagerung
Carbenecillin (Cb) 50 pg/ml (50% Ethanol) -20°C
Kanamycin (Kn) 50 pg/ml (H20) -20°C

2.4 Bakterienanzucht

Eine Anzucht von Bakterien auf Festmedien erfolgte z.B. nach einer Transformation, um
Einzelkolonien zu bekommen. Dazu wurde ein Aliquot der Bakterienzellsuspension mit einer
Glaspipette auf dem Agar verteilt. Die Bakterien wuchsen Uber Nacht bei 37°C in einem
Brutschrank (Typ A, Melag, Berlin).

Zum Animpfen einer Vorkultur fir die Proteinexpression wurden 5 bzw. 10 ml LB-
Kulturmedium mit je einem Klon von einem Festmedium angeimpft. Das Hochziehen der
Vorkultur erfolgte bei 37°C und 250 rpm in einem Schittelinkubator (Infors AG, Schweiz). Die
anschlieRende Hauptkultur in einem 1 I-Schittelkolben wurde im Verhaltnis 1:100 - 1:200 mit
einer Vorkultur angeimpft und tber Nacht inkubiert (24 °C bzw. 37 °C, 120 rpm).

Zur Plasmidfermentation wurde 10 ml LB-Medium im Reagenzglas mit einem Klon einer
Selektivplatte angeimpft. Die Inkubation erfolgte bei 37°C und 250 rpm tber Nacht.

Zur Anzucht von plasmidtragenden Stammen wurde dem Medium, um eine Segregation zu
unterbinden, jeweils das Antibiotikum zugesetzt, flr welches das Plasmid Resistenz
vermittelte.
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2.5 Bestimmung der Bakterienzelldichte

Die Bakterienzelldichte einer Flussigkultur wurde durch Messung der optischen Dichte (OD)
in einem Spektralphotometer (Ultrospec 2000, Pharmacia, Freiburg) bei einer Wellenlange
von 660 nm bestimmt (ODggp). Als Referenz wurde demineralisiertes Wasser verwendet. Die
Messungen der OD sollten im linearen Mel3bereich (ODggo 0,3 — 0,8) durchgefihrt werden.
Dazu mufite die zu messende Kultur gegebenenfalls verdiinnt werden.

2.6 Herstellung transformationskompetenter E. coli-Bakterien

Unter der Transformation versteht man das Einschleusen von isolierter DNA in
Bakterienzellen, die fahig (kompetent) sind, diese DNA aufzunehmen. E. coli-Bakterien sind
normalerweise nicht zur Transformation in der Lage. Durch Behandlung mit den Salzen
Rubidiumchlorid, Kalziumchlorid und Magnesiumchlorid konnen sie jedoch bei niedrigen
Temperaturen zur Transformation, d.h. zur Aufnahme von freier DNA aus dem Medium,
befahigt werden [Hanahan 1983].

Durchfihrung:

* Inokulation von 50 ml S.0.B-Medium mit einer (.N.-Kultur (ODeggo: 0,02 - 0,03)

» Inkubation flir 2 Stunden bei 37 °C und ca. 140 rpm bis zum Erreichen einer ODgg von
0,3-0,35

e Aufteilen der Kultur auf zwei 50 mi-FalcongefalRe

* Inkubation fur 15 Minuten auf Eis

» Zentrifugation bei 4 °C fir 20 Minuten bei 3000 - 4000 - g

+ Verwerfen des Uberstandes

* Resuspendieren der Bakterienzellpellets in je 8,3 ml eiskaltem RF1-Puffer

* Inkubation fur 15 Minuten auf Eis

» Zentrifugation bei 4 °C fir 20 Minuten bei 3000-4000 - g

* Resuspendieren der Bakterienzellpellets in je 2 ml eiskaltem RF2-Puffer

* Inkubation fur 15 Minuten auf Eis

« Aliquotieren der Bakteriensuspensionen 100 ul-weise in Eppendorfgefalle

» Lagerung der aliquotierten Bakterienzellen bei -80 °C

RF1-Puffer: 100 mM Rubidiumchlorid

10 mM Kalziumchlorid

50 mM Magnesiumchlorid

15 % (w/v) Glyzerin

30 mM Kalium-Acetat, pH 5,8
RF2-Puffer: 10 mM Rubidiumchlorid

75 mM Kalziumchlorid

15 % (wiv) Glyzerin

10 mM MOPS, pH 6,8

2.7 Transformation / Cotransformation

Wird bei der Transformation, d.h. beim Einschleusen von DNA-Molekilen in E. coli-
Bakterien, ein Plasmid verwendet, dessen Replikationsstartpunkt von der Wirtzelle erkannt
wird, so replizieren die transformationskompetenten Bakterien das Plasmid. Dieses kann
dann durch Aufreinigung in gréReren Mengen gewonnen werden (s. Material und Methoden
3.1). Handelt es sich bei dem Plasmid um einen Expressionsvektor, so kann von der
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Wirtszelle unter kontrollierten Bedingungen ein bestimmtes Protein exprimiert werden (s.
Material und Methoden 4.1).

Als Cotransformation bezeichnet man das gleichzeitige Einschleusen von zwei oder mehr
verschiedenen Plasmiden in kompetente E. coli-Bakterien. In der vorliegenden Arbeit war
dies zur Expression myristylierter Proteine notwendig.

Die Transformationsvorschrift wurde fir die Bakterienstdmme XL1Blue und BL21(DE3)
angewandt.

Durchfihrung:

e Auftauen eines 100 pl-Aliquots kompetenter Bakterienzellen auf Eis

e Zugabe der Plasmid-DNA (1-100 ng)

* Inkubation auf Eis fir 30 - 60 Minuten

» Hitzeschock: bei 42 °C fur 90 Sekunden

* Inkubation auf Eis fir 2 Minuten

e Zugabe von 500 ul S.0.C.-Medium

* Inkubation bei 37 °C fur 30 - 60 Minuten bei leichtem Schitteln (Ausbildung der
Resistenz)

e Ausplattieren von 100 - 200 ul auf Selektionsagarplatten

* Inkubation im Warmeschrank bei 37 °C U.N.

3 Molekularbiologische Methoden

3.1 Aufreinigung von DNA

3.1.1 Plasmidpréaparation (Minipraparation)

Die Minipraparation erlaubt es, in kurzer Zeit aus einer Bakterienkultur Plasmid-DNA
aufzureinigen, die fur Restriktionsanalysen, Ligationen, Transformationen und
Sequenzierungen verwendet werden kann. In dieser Arbeit wurde dazu das Qiaprep Spin
Miniprep Kit benutzt. Die Durchflihrung basiert auf drei Schritten: Alkalische Lyse der
Bakterien unter Denaturierung von Proteinen und DNA, Adsorption der renaturierten
Plasmid-DNA an die QlAprep-Membran und Waschen und Eluieren der Plasmid-DNA.

Die genaue Durchfuhrung ist dem QlAprep Miniprep Handbuch zu entnehmen.

3.1.2 Extraktion von DNA aus Agarosegelen

Um mit bestimmten DNA-Fragmenten einer Restriktionsspaltung weiterarbeiten zu kénnen,
muBten diese zunachst voneinander getrennt und isoliert werden. Dazu wurde der
Spaltungsansatz auf ein 0,7 - 1 % iges TAE- oder TBE-Agarosegel aufgetragen und
elektrophoretisch getrennt (s. Material und Methoden 3.2). Nach Ethidiumbromid-Farbung
des Gels konnte aus diesem unter langwelligem UV-Licht (365 nm) die Bande des
gewunschten DNA-Fragments mit einem Skalpell ausgeschnitten werden.

Die DNA wurden mit Hilfe des QIAquick Gel Extraction Kit nach Vorschrift aus dem
Agarosegel extrahiert. Das Prinzip des Kits beruht auf der spezifischen DNA-Bindung an
eine Silikat-Gelmembran, von der die aus dem Agarosegel geloste DNA, nach einem
Waschschritt von Verunreinigungen befreit, mit Tris-Puffer (pH 8,5) eluiert werden kann.
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3.1.3 Reinigung von PCR-Produkten

PCR-Produkte (s. Material und Methoden 3.5.2) wurden mit dem QIAquick Spin PCR
Purification Kit aufgereinigt. Das aufgereinigte PCR-Produkt ist nach der Anwendung des
Kits frei von Nukleotiden, Primern, Enzymen, Salzen und Mineraldl. Die Aufreinigung wurde
nach dem Protokoll des QlAquick Spin PCR Purification Kits durchgefiihrt.

3.2 Agarose-Gelelektrophorese

Auf einem Agarosegel lassen sich DNA-Molekile nach GréRe und Konformation
elektrophoretisch auftrennen. Die elektrophoretische Auftrennung hangt dabei von der
Agarosekonzentration des Gels, der Lange der Laufstrecke und der angelegten Spannung
ab.

Es wurden 0,7 % ige und 1 % ige Agarosegele auf TBE- oder TAE-Pufferbasis verwendet.
Die DNA-Proben wurden zuvor mit 20 % DNA-Ladungspuffer (DNA-Blue-Run, Hybaid-AGS,
Heidelberg) versetzt. Je Spur wurden 0,2 bis 2 ug DNA in einem Volumen bis zu 25 pl
aufgetragen.

TAE-Puffer: 40 mM Tris
2 mM EDTA
20 mM Natrium-Acetat, pH 7,8

(Einstellen des pH-Wertes mit konzentrierter Essigsaure)

TBE-Puffer: 90 mM Tris, pH 8

2 mM EDTA

90 mM Borsaure
Ladungspuffer: 25 mM Tris, pH 7

150 mM EDTA

25 % (VvIv) Glyzerin

0,05 % (wlv) Bromphenolblau

Nach der Elektrophorese wurde die Gelmatrix in einer Ethidiumbromidlésung (1 pg/ml)
inkubiert, so dal die DNA-Banden durch UV-Beleuchtung sichtbar gemacht werden konnten.
Auf einem Transluminator konnte das gefarbte Gel mit einer Polaroid-Kamera (MP4*-Land
Kamera) fotografisch festgehalten werden.

Um die Lange linearer DNA-Molekile im Agarosegel abschatzen zu kénnen, wurden bei der
elektrophoretischen Auftrennung ein Molekulargewichtsmarker (10 kb DNA-Leiter, Gibco,
Karlsruhe) mit bekannten Fragmentlangen als Referenz aufgetragen.

3.3 Konzentrationsbestimmung der DNA

Die Konzentration einer absorbierenden Substanz kann spektralphotometrisch unter
Anwendung des Lambert-Beerschen-Gesetzes bestimmt werden. Es besagt, dal® das
Adsorptionsvermoégen, die Extinktion, einer Loésung bei gegebener Wellenlange der
durchstrahlten Schichtdicke und der molaren Konzentration des absorbierenden Stoffes
proportional ist:

E:Iog:i=£m:m

D
mit E: Extinktion (OD), ly: Intensitat des eingestrahlten monochromatischen Lichts, ID:
Intensitdt des Lichts nach Durchgang durch die Probe, d: Schichtdicke, c: molare
Konzentration, €: molarer Extinktionskoeffizient.
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Die Konzentrationsbestimmung der DNA erfolgte Uber die Messung der optischen Dichte
(OD) bei einer Wellenlange von 260 nm mit einem Spektralphotometer (Ultrospec 2000,
Pharmacia, Freiburg). Nach Multiplikation der gemessenen ODjy mit dem
Verdinnungsfaktor entspricht eine ODyg von 1 einer Konzentration von 50 ug dsDNA/pl.

Die molare DNA-Konzentration laf3t sich mit dem molaren Extinktionskoeffizenten ¢
berechnen. Dieser betragt bei Plasmid-DNA 6500 M™. cm™ pro Nukleotid.

Um die Kontamination der DNA durch Proteine zu Uberprifen, wurde bei aus Bakterien
aufgereinigter DNA eine Referenzmessung bei einer Wellenlange von 280 nm durchgeflhrt.
Das Verhaltnis OD,gy / OD»gg ist ein Kriterium fiir die Reinheit der DNA und sollte Gber 1,8
liegen.

3.4 Klonierung

3.4.1 Restriktionsspaltung von DNA

Es wurden verschiedene Restriktionsendonukleasen (Hybaid-AGS, Heidelberg) fir die
analytischen und praparativen Spaltungen verwendet. Die optimalen Reaktionsbedingungen,
wie Reaktionspuffer, d.h. pH-Wert, Art und lonenstarke, und Reaktionstemperatur, sind fir
die verschiedenen Restriktionsendonukleasen unterschiedlich. Sie wurden gemafly den
Vorschriften des Herstellers gewahlt. Typischerweise betrug ein das Volumen eines
Reaktionsansatzes 10 pl, in dem 0.2 - 2 ug Plasmid-DNA und 1 - 5 U Enzym enthalten
waren.

Bei Restriktionsspaltungen mit zwei Enzymen wurde der Puffer verwendet, in dem fur beide
Enzyme eine zufriedenstellende Aktivitat zu erwarten war.

Restriktionsansatz (10 yl): 0,2 -1 pg Vektor-DNA
1 ¥ 10x Restriktionsenzym-Puffer
5-10 U Restriktionsenzym
X i Bidest

3.4.2 DNA-Dephosphorylierung

Um eine Rezirkularisierung gespaltener Plasmid-DNA wahrend der Ligationsreaktion zu
vermeiden und so die Effizienz der Ligation zu erhéhen, wurde der gespaltene Vektor zuvor
dephosphoryliert, da DNA-Ligasen nur 5-Phosphat-Enden mit 3’-OH-Gruppen verknupfen
konnen. Zur Dephosphorylierung wurde die alkalische Phosphatase aus Kalberdarm
eingesetzt, eine Phosphomonoesterase, die Phosphatgruppen am 3’ und 5’-Ende von DNA
entfernen kann.

Reaktionsansatz (50 ul): 1-20 pmol Plasmid-DNA
1-2 i alkalische Phosphatase aus Kalberdarm
(ca. 0,1 U)
5 ] 10x OPA-Puffer (Endkonzentration: 1x)
X i Bidest

Die Dephosphorylierungsreaktion wurde fur 30 Minuten bei 37°C durchgefihrt. Zur
anschlieenden Hitzeinaktivierung der Phosphatase wurde der Ansatz fur 15 Minuten bei 85
°C inkubiert.
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3.4.3 Ligation von DNA-Fragmenten

Bei der Ligation werden Phosphodiesterbindungen zwischen benachbarten 3’-Hydroxyl- und
5’-Phosphatenden doppelstrangiger DNA-Ketten so verbunden, dal® aus DNA-Fragmenten
oder ringoffenen Plasmiden wieder geschlossene ringférmige Molekile entstehen. Die hier
verwendete T4-DNA-Ligase verbindet sowohl kohasive als auch glatte Enden.

Zur Steigerung der Ligationseffizienz wurde das Reaktionsvolumen so klein wie mdglich
gehalten und die Insert-DNA im dreifach molaren Uberschufd zur Vektor-DNA eingesetzt. Die
Ligation erfolgte bei 14 °C G.N.

Reaktionsansatz: 100 fmol Vektor-DNA
300 fmol Insert-DNA
1-5 U T4-Ligase
X Ml 10x Ligationspuffer (Endkonzentration: 1x)

3.5 Mutagenesen

3.5.1 Mutagenese mit dem QuikChange Site-Directed Mutagenesis Kit

Das QuikChange Site-Directed Mutagenesis Kit (Stratagene, USA) kann zur Einfihrung von
Punktmutationen, Austausch von Aminosauren, Insertionen oder Deletionen von einer oder
mehreren Aminosauren in jedem beliebigen doppelstrangigen, aus E. coli isoliertem Plasmid
verwendet werden.

Fur die Mutagenese werden ein Thermocycler, die PfuTurbo™ DNA Polymerase,
doppelstrangige Vektor-DNA, die das zu mutagenisierende Insert enthalt, und zwei
synthetische Oligonucleotidprimer, die die Mutation tragen und komplementar zueinander
sind, bendtigt.

Die PfuTurbo™ DNA Polymerase verlangert wahrend der Temperaturzyklen die
synthetischen Primer mit sehr hoher Lesegenauigkeit und ohne die Mutationen zu
korrigieren. Als PCR-Produkt entsteht mutierte Plasmid-DNA. Im folgenden Schritt wird die
parenterale, nicht mutierte Vektor-DNA, die im Gegensatz zu der Uber PCR synthetisierten
DNA, aufgrund ihrer Herkunft aus E. coli, methyliert ist, mit der fir methylierte DNA
spezifische DNA Dnpl-Endonuklease verdaut. Im letzten Schritt des Kits wird die
mutagenisierte Plasmid-DNA in superkompetente Epicurian Coli® XL1Blue transformiert, in
denen der Nick des Plasmids geschlossen wird.

Die Details der Durchfiihrung sind dem Handbuch zu entnehmen.

Der Erfolg der Mutagenese wurde durch Sequenzierung (s. Material und Methoden 3.6) des
mutierten Plasmids Uberpruft.

352 PCR

PCR (Polymerase-Kettenreaktion) ist eine in vitro-Methode fiir die enzymatische Synthese
definierter DNA-Sequenzen. Die Reaktion bedarf zweier Oligonekleotid-Primer, die an
komplementare Strange hybridisieren und die zu amplifizierende DNA-Sequenz flankieren.
Die Verlangerung der Primer wird durch die Tag DNA-Polymerase katalysiert. Eine sich
wiederholende Abfolge von Zyklen -bestehend aus Denaturierung der DNA-Vorlage
(Template), Primer-Annealing und Verlangerung der hybridisierten Primer durch die Taq
DNA-Polymerase- resultiert in einer exponentiellen Akkumulation des spezifischen DNA-
Fragments.

Uber die PCR ist es mdglich, an den Enden der zu amplifizierenden Sequenz neue
Restriktionsschnittstellen einzufigen oder Stopp-Codons zu entfernen bzw. andere
ortsspezifische Mutationen zu integrieren. Eine de novo-Synthese kurzer Sequenzen ist
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ebenfalls moglich, wenn sich Uberlappende Primer eingesetzt werden; Template-DNA fehlt in
diesen Ansatzen.

PCR-Ansatz (100 pl): 10-50 ug DNA
30 pmol je Primer
3 ] dNTP-Mix (10 mM je Nukleotid)
3 ] 25 mM Magnesiumchlorid-Losung
1 I Tth-DNA-Polymerase (4 U)
10 1] 10x PCR-Puffer
X i Didest

Die Ansatze wurden mit 50 ul Mineraldl Gberschichtet.
Die verwendeten PCR-Programme sind dem Anhang zu entnehmen.

3.6 DNA-Sequenzierung

Die DNA-Sequenzierungen wurden von Herrn Dr. Hunziker (Abteilung Zellbiologie, DKFZ,
Heidelberg) mit einem ABI 373 A Cycle Sequencer durchgeflihrt.

4 Proteinbiochemische Methoden

4.1 Expression rekombinanter Proteine

Fir die Expression rekombinanter Proteine wurden Vektoren (pT7-7 und pET28b)
verwendet, in denen die Transkription des rekombinanten Gens unter der Kontrolle eines T7-
Promotors stand. Die Transkription ist dabei von der Gegenwart der T7-Polymerase
abhangig [Studier et al. 1990], die im Chromosom des verwendeten E. coli-
Expressionsstammes BL21(DE3) codiert vorliegt. Dort wird die Transkription des Gens der
T7-Polymerase durch einen lacUV-Promotor kontrolliert, der durch IPTG induziert werden
kann. Die Expression des rekombinanten Proteins ist somit Gber IPTG-Zugabe zu steuern.
Der E. coli-Expressionsstamm BL21(DE3), der in dieser Arbeit ausschlieBlich verwendet
wurde, zeichnet sich zudem durch eine geringe Protease-Aktivitat aufgrund von Mutationen
in den fur Proteasen kodierenden Genen ompT und lon aus. Eine Zugabe von
Proteaseinhibitoren wahrend der Praparation der rekombinanten Proteine war somit nicht
notwendig.

Zur Herstellung von rekombinanter katalytischer Untereinheit (C-Untereinheit) mit N-
terminaler Myristylierung wurde der Vektor pBB131, der die Protein N-Myristyltransferase
(NMT) aus Hefe (Saccharomyces cerevisiae) kodiert, mit dem pT7-7-Vektor, der das zu
myristylierende Protein kodiert, in BL21(DE3) cotransformiert.

Durch die gemeinsame Expression der C-Untereinheit und der Protein N-Myristyltransferase
(NMT) aus Hefe sollte eine cotranslationale Myristylierung der C-Untereinheit herbeigefihrt
werden [Duronio et al. 1990; Yonemoto et al. 1993].

Die Proteinexpressionen fanden in 1 Liter-Kolben im Schittelinkubator statt. Die
Hauptkulturen wurden mit 5 - 10 ml einer Vorkultur mit einer ODgg von 0,5 - 1 angeimpft. Die
Bakterien wuchsen in LB-Medium, dem Antibiotika (Material und Methoden 2.3) zur
Stabilisierung der Plasmide zugesetzt waren, unter Schutteln bei 37 °C heran. Nach dem
Erreichen einer ODgg von 0,2 — 0,4 wurde die Temperaturvorgabe von 37 °C auf 24 °C
abgesenkt. Die Expression der rekombinanten Proteine sollte bei einer Temperatur von 24
°C durchgefuhrt werden, da sich bei hdheren Expressionstemperaturen ein grolierer Teil der
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exprimierten Proteine als unldslich erwies. Nach dem Erreichen der Expressionstemperatur
wurde die Expression bei einer ODggo von 0,6 — 0,8 mit 0,4 mM IPTG induziert. Die Ernte der
Bakterienzellen erfolgte in der Regel nach 12 Stunden durch eine 30mindtige Zentrifugation
bei 4 °C.

IPTG-Stockld6sung: 0,1 M IPTG, sterilfiltriert, bei -20 °C gelagert

4.2 Préparation rekombinanter Proteine

421 Bakterienzell-AufschluR

Das Bakterienzellsediment von 1 Liter-Kultur wurde in 15 ml Lysepuffer aufgenommen. Fr
den Aufschlul® wurde das Zellmaterial 5mal 45 Sekunden mit Ultraschall (Branson Sonifier
250, Einstellungen: output controll: 4 - 7; duty cycle: 40 %) behandelt. Um einer zu starken
Erwarmung der Probe entgegenzuwirken, wurde diese zwischen den Beschallungsphasen
auf Eis gekuhlt.

Die Zelltrimmer wurden durch Ultrazentrifugation (Beckmann L8-55 Ultrazentrifuge; Rotor:
T145) bei ca. 25000 rpm fir 45 Minuten bei 4 °C entfernt.

Lysepuffer: 50 mM Kaliumchlorid
1 mM EDTA
30 mM MES, pH 6,5
1 mM DTT (frisch zugegeben)

4.2.2  Aufreinigung der C-Untereinheit der PKA Uber PKI (5-24)-Affinitdtschromatographie

Herstellung von PKI (5-24)-Affinitatssaulenmaterial

Die Aufreinigung der C-Untereinheit der PKA erfolgte Uber Affinitdtschromatographie. Dazu
wurde ein Affinitdtssdulenmaterial bendtigt, das ein synthetisches Fragment des
physiologischen Inhibitors der PKA (Aminosaurereste 5 bis 24) gebunden hatte. Als Matrix
wurde ein quervernetztes Agarosegel (Affi-Gel, Biorad, Miinchen) genommen, an das
Moleklle mit freien primaren Aminogruppen, wie das PKI-Peptid, schnell und effizient
gebunden werden kénnen. Die Bindung erfolgte an den mit N-Hydroxysuccinimid aktivierten
Carboxylgruppen (Aktivester) eines neutralen Spacer am Agarosematerial. Die Ausbildung
der Amidbindung zwischen Affi-Gel und PKI-Peptid lief wie folgt ab:

» Waschen von 25 ml Affi-Gel 10 in Wasser bzw. anschliefend in 50 mM HEPES-Puffer
(pH 6,5)

e Ldsen von ca. 20 mg PKI-Peptid (5-24) in ca. 20 ml 50 mM HEPES-Puffer (pH 6.5)

* Inkubation des Affi-Gels mit der PKI(5-24)-Lésung fur 4 Stunden bei 4 °C auf einem
Rotationsschittler (Kopplung)

« Entfernen des PKI-Peptid-haltigen Uberstandes nach Zentrifugation (2000 xg)

e Inkubation des Affi-Gels mit 2,5 ml Ethanolamin (pH 8) flr 1 Stunde bei RT auf einem
Rotationsschttler (Blockieren verbliebener Aktivester)

» Entfernen der Ethanolamin-Lésung

» Waschen des PKI(5-24)-Affi-Gels mit TNM  50-Puffer (s. PKI (5-24)-
Affinitatschromatographie) zur Entfernung des nicht gebundenen PKI-Peptids

Die Effizienz der Kopplung konnte durch die photometrische Bestimmung des Proteingehalts

an PKI-Peptid im Uberstand vor und nach der Kopplung tberpriift werden.

Das PKI(5-24)-Affi-Gel wurde in TNM 50-Puffer bei 4 °C gelagert.
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PKI (5-24)-Affinitatschromatographie

Zur Aufreinigung der C-Untereinheit der PKA aus Bakterienlysat wurde eine
Affinitatschromatographie durchgefiihrt [Olsen und Uhler 1989]. Die C-Untereinheit ging
dabei eine Bindung mit dem immobilisierten, synthetischen Fragment des physiologischen
Inhibitors der PKA, PKI (5 - 24), ein. Da die Bindung der C-Untereinheit an PKI von ATP und
Magnesium abhangig ist, mulite beides bei Bindungs- und Waschschritten zugegeben
werden. Die Elution erfolgte bei Verwendung eines Puffers mit hoher Argininkonzentration
durch kompetitive Verdrangung der Argininreste des an das Affinitdtssaulenmaterial
gebundene PKI (5-24)-Peptids in der Erkennungssequenz der C-Untereinheit durch freies
Arginin.

Das aufgereinigte Enzym war durch diese Prozedur weitgehend frei von Verunreinigungen.

Durchfihrung:

» Equilibrieren des PKI (5-24)-Affi-Gels mit TNM 50-Puffer (Verwendung von 5 ml PKI (5-
24)-Affi-Gels pro Liter Expressionskultur)

e Zugabe von 2 mM ATP und 3 mM MgCl, zum Bakterienlysat-Uberstand nach
Ultrazentrifugation (s. Material und Methoden 4.2.1)

* Bindung der C-Untereinheit an das PKI (5-24)-Affi-Gel im Batch-Verfahren: Inkubation
des PKI (5-24)-Affi-Gels mit dem Bakterienlysat-Uberstand fir 45 Minuten bei RT im
Rotationsschuttler

» Packen des Batchansatzes in eine leere BioRad-Saule (max. 10 ml PKI (5-24)-Affi-Gel
pro Saule)

* Waschen des Saulenmaterials mit 4 Sdulenvolumen TMN 50-Puffer mit 400 uM ATP

« Waschen des Saulenmaterials mit 6 Saulenvolumen TMN 250-Puffer mit 400 uM ATP

» Elution des PKI (5-24)-gebundenen Proteins mit 5 Sdulenvolumen Elutionspuffer

TMN 50-Puffer: 50 mM Natriumchlorid
2 mM Magnesiumchlorid
20 mM Tris, pH 7,4
TMN 250-Puffer: 250 mM Natriumchlorid
2 mM Magnesiumchlorid
20 mM Tris, pH 7,4
Elutionspuffer: 200 mM Arginin
50 mM Natriumchlorid
1 mM EDTA
20 mM Tris, pH 7,4

4.2.3 Aufreinigung der GST-Fusionsproteine tUber Glutathion-Affinitdtschromatographie

Glutathion-S-Transferase (GST) und GST-Fusionsproteine lassen sich Uber eine
Affinitatschromatographie mit Glutathion aus Bakterienlysat aufreinigen. Dabei bindet das
GST an das an Sepharose 4B-gekoppelte Glutathion, was nicht als Substrat umgesetzt
werden kann, da das flr die Umsetzung notwendige zweite Substrat fehlt. Die Elution
erfolgte durch Zugabe einer hohen Konzentration reduzierten Glutathions.

Durchfihrung:

» Aufschlufd der Bakterienzellen mit Ultraschall (s. Material und Methoden 4.2.1)

* Inkubation des Bakterienlysats mit 1 % Triton X-100 fir 30 Minuten bei RT (Erhéhung der
Ldslichkeit der Proteine)

e Ultrazentrifugation des Lysats (s. Material und Methoden 4.2.1)
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» Equilibrieren der Glutathion-Sepharose 4B (Pharmacia Biotech, Freiburg) mit 5 - 10
Saulenvolumen PBS (Bindungskapazitat der Glutathion-Sepharose 4B: 5 mg Protein/ml)

« Inkubation der Glutathion-Sepharose 4B mit der |8slichen Fraktion des Bakterienlysats im
Batch-Verfahren fir 30 Minuten bei 4 °C

» Packen des Batchansatzes in eine leere BioRad-Saule

» Waschen des Saulenmaterials mit 5 - 10 Sdulenvolumen PBS

e Elution der Glutathion-S-Transferase bzw. des GST-Fusionsproteins mit 5
Saulenvolumen Glutathion-Elutionspuffer

Glutathion-Elutionspuffer: 10 mM  Glutathion, reduziert
50 mM  Tris, pH 8

4.2.4  Nachreinigung der C-Untereinheit der PKA durch Mono-S-lonenaustauscher-
Chromatographie

Ein weiterer Reinigungsschritt, eine lonenaustauscherchromatographie, der tber die PKI (5-
24)-Affinitdtschromatographie aufgereinigten C-Untereinheit der PKA war notwendig, um
diese von noch vorhandenen Verunreinigungen zu befreien [Herberg et al. 1993]. Auflerdem
war es mdglich, die als ein Gemisch verschiedener Phosphorylierungsstufen vorliegende
nicht myristylierte C-Untereinheit in ihre Phosphorylierungsstufen zu trennen.

Bei der lonenaustauscherchromatographie erfolgt die Trennung Uber die reversible
Adsorption geladener Molekiile an eine Saulenmatrix entgegengesetzter Ladung. Die
Aufreinigung der C-Untereinheit lief Uber einen starken Kationenaustauscher ab, der durch
seine negativen Gruppen die positiv geladenen Gruppen der Proteine binden kann. Durch
Erhéhung der lonenstarke des Laufspuffers kénnen die Wechselwirkungen des Proteins mit
der Saulenmatrix wieder aufgehoben werden.

Zur Reinigung der C-Untereinheit wurde eine Mono-S-FPLC-Saule HR5/5 der Firma
Pharmacia Biotech (Freiburg), die an einer Pharmacia Biosystems FPLC-Anlage (Gradient
Programmer GP-250, Pump P500, Single Path Monitor UV-1; Fraction Collector Frac-100)
angeschlossen war, mit einem Bis-Tris-Propan-Puffersystem benutzt. Zur Elution wurde ein
Gradient mit steigender Lithiumchlorid-Konzentration verwendet. Es wurde in der Regel eine
FluB3rate von 0,5 ml/min angelegt.

Pro Lauf konnten bis zu 3 mg Protein aufgetragen werden.

Elutionspuffer A: 20 mM Bis-Tris-Propan, pH 8,5
Elutionspuffer B: 20 mM Bis-Tris-Propan, pH 8,5
1 M Lithiumchlorid
Elutionsgradienten: 0 ml 0 % Elutionspuffer B
12 ml 17 % Elutionspuffer B
23 ml 20 % Elutionspuffer B
26 ml 100 % Elutionspuffer B

50 mi 100 % Elutionspuffer B
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4.3 Konzentrieren und Umpuffern von Proteinen

Protein-Lésungen wurden je nach Lésungsvolumen entweder Uber Centriprep 30-
Konzentratoren (Fillvolumen: 15 ml, minimales Endvolumen: 0.5 ml, Ausschlu3grofie: 30
kDa, Millipore, USA) oder Centricon 30-Konzentratoren (Fullvolumen: 2 ml, minimales
Endvolumen: 0,035 ml, Ausschlufdgréfie: 30 kDa, Millipore, USA) in einer Zentrifuge bei 2500
rom bzw. 5000 rpm bei 4 °C einkonzentriert. Uberstieg das Volumen der
einzukonzentrierenden Lésung das Fillvolumen, wurde der Konzentrator wiederholt beflllt.
Zum Umpuffern wurde die Proteinlésung zunachst einkonzentriert, um dann in dem anderen
Puffer aufgenommen zu werden. Zur vollstandigen Umpufferung wurde der Vorgang 3 - 4mal
wiederholt.

4.4 Bestimmung der Proteinkonzentration

Die Proteinkonzentration einer Losung wurde nach der Methode von Bradford [Bradford
1976] ermittelt. Bei dieser Bestimmung bindet der Farbstoff Coomassie G tber hydrophobe
und anionische Wechselwirkungen an Proteine, wodurch sich dessen Absorptionsmaximum
von 465 nm nach 595 nm verschiebt. Gemessen wird die Absorption bei 595 nm, die der
Proteinkonzentration der Losung direkt proportional ist. Anhand einer fir BSA
aufgenommenen Eichkurve konnten den gemessenen Absorptionswerten
Proteinkonzentrationen zugeordnet werden.

Die Proteinbestimmung wurde in Mikrotiterplatten durchgeflihrt. Da maximal ein
Proteingehalt von 8 ug / Ansatz gemessen werden konnte, wurden die Proben entsprechend
verdinnt und dann mit Bidest auf ein Volumen von 160 ul gebracht. 40 pl Bradford-Reagenz
wurde zugegeben und gemischt. Nach zwei Minuten konnte die Absorption bei 595 nm
gegen eine proteinfreie Kontrolle (160 ul Puffer + 40 pl Bradford-Reagenz) in einem
Autoreader (EL310, BioTek Instruments, USA) gemessen werden.

Es wurden Dreifachbestimmungen gemacht.

Bradford-Reagenz: 55 % (w/v) Phosphorsaure
15 % (w/v) Methanol
250 mg Coomassie G

mit Bidest auf 500 ml aufftllen

4.5 SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese (SDS-PAGE)

Proteine kdénnen mit der SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese unter denaturierenden
Bedingungen entsprechend ihres Molekulargewichts aufgetrennt werden [Laemmli 1970].
Die Proteine werden mit Natriumdodecylsulfat (SDS) versetzt, um so nicht-kovalente
Bindungen in diesen Wechselwirkungen aufzuheben. Das SDS geht mit den entfalteten
Proteinen hydrophobe Wechselwirkungen ein, wodurch diese eine negative Nettoladung
bekommen, die ihrem Molekulargewicht proportional ist. Um Disulfidbriicken zu I6sen, die mit
SDS nicht aufgehoben werden, wird den Proteinen DTT zugegeben.

Bei der SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese handelt es sich um eine diskontinuierliche
Elektrophorese, d.h., die Proteine werden zunachst im Sammelgel konzentriert und dann erst
im Trenngel, das sich durch eine kleinere Porengréf3e und einen hdéheren pH-Wert vom
Sammelgel unterscheidet, nach ihrer GroRRe getrennt.

Die Proben wurden in unterschiedlichen Konzentrationen in Probenpuffer geldst, in der
Regel bei 95 °C fir einige Minuten denaturiert und in die Probentaschen der Gele pipettiert.
Die Trennung erfolgte bei Minigelen (BioRad-System) bei 200 V und 120 mA.
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12 % iges Trenngel (10 ml): 0,8 ml Wasser
4 mi 30 % Acrylamid / 0,8 % Bisacrylamid
5 ml 0,75 M Tris, pH 8,8
0,1 ml 10% SDS
0,1 ml 10 % APS
4 I Temed
5 % iges Sammelgel (10 ml): 6,14 ml Wasser
1,7 mi 30 % Acrylamid / 0,8 % Bisacrylamid
2 ml 0,625 M Tris, pH 6,8
0,1 ml 10% SDS
0,1 ml 10 % APS
1 Ml Temed
1x Tris-Glycin-Puffer: 25 mM  Tris

0,1 %(w/v) SDS
250 mM  Glycin

5x Probenpuffer (10 ml): 250 mM  Tris-Glycin-Puffer, pH 6,8
60 %(w/v) Glycerin
20 %(w/v) SDS
0,2 %(w/v) Bromphenolblau
200 mM DTT

Der Probenpuffer wurde aliquotiert und bei -20 °C gelagert.

Nach der Elektrophorese wurden die im Gel aufgetrennten Proteine entweder (ber
Coomassie-Blau-Farbung fixiert und detektiert (s. Material und Methoden 4.5) oder auf eine
Membran transferiert (Western Blotting) (s. Material und Methoden 4.6).

Nachweis der Proteine im Gel

Die Gele wurden fiir 10 - 30 Minuten in der Coomassie-Farbe-Losung auf einer Rockerplatte
inkubiert und anschlieBend so lange in Entfarber gewaschen, bis der Hintergrund
Coomassie-frei war.

Coomassie-Farbe-Lésung: 0,2 % (w/v) Coomassie Brilliant Blue R 250
40 % (vIv) 2-Propanol
10 % (vIv) Essigsaure

Entfarber: 7 % (vIv) 2-Propanol
7 % (v/v) Essigsaure

Die Gele konnten durch Trocknen auf Filterpapier in einem Geltrockner (Model 583, BioRad)
konserviert werden. Dokumentiert wurden die Gele durch Fotografieren oder Scannen.

4.6 Transfer von Proteinen auf PVDF-Membranen (Western Blot)

Der Transfer von Proteinen aus einer Gelmatrix auf eine Blot-Membran macht den
immunologischen Nachweis der zuvor elektrophoretisch getrennten Proteine mdglich. In
dieser Arbeit wurde der Proteintransfer mit einem Semi-Dry-System durchgefiihrt, bei dem
die Proteine in einem zwischen zwei Graphitplatten angelegten elektrischen Feld wandern
und so auf die Membran transferiert werden.

Fir den Transfer wurden eine PVDF-Membran (Polyvinyldifluorid-Membran Immobilon-P,
Millipore, Eschborn) und 10 Blottingpapiere (Whatman 3 MM, Maldstone, Grof3britannien) in
Gelgrolke bendtigt. Die Membran wurde mit 2-Propanol benetzt und anschliefiend mit
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Wasser gespllt. Sechs der Filterpapiere wurden in Transfer-Puffer getrankt, die restlichen
vier in 1:10 verdlnntem Puffer.
Danach wurden in folgender Reihenfolge auf die Anodenplatte gelegt:

e drei Blottingpapiere mit Transfer-Puffer

e zwei Blottingpapiere mit 1:10 verdinntem Transfer-Puffer
 PVDF-Membran

» SDS-Gel

» zwei Blottingpapiere mit 1:10 verdiinntem Transfer-Puffer
e drei Blottingpapiere mit Transfer-Puffer, Kathodenplatte.

Der Protein-Transfer wurde bei 200 mA fir 1,5 - 2 Stunden durchgefuhrt.

Transfer-Puffer: 250 mM Tris, pH 10,4
20 % (vIv) 2-Propanol

TBS-Puffer/0,05 %Tween 20: 150 mM Natriumchlorid
50 mM Tris, pH 7,4
0,05 %(viv) Tween 20

Um den erfolgten Protein-Transfer zu tberprifen, wurden die geblotteten Proteine fir eine
Minute mit Amidoschwarz gefarbt und die Membran anschlieRend fotografiert. Entfarben lief3
sich der Blot durch Bidest.

Amidoschwarz-Farbelésung: 0,01 % (wlv) Amidoschwarz
40 % (vIv) Methanol
10 % (vIv) Essigsaure

Um freie Bindungsstellen auf der Blotmembran abzusattigen, wurde die Membran eine
Stunde bei RT oder uber Nacht bei 4 °C mit 2 % (w/v) BSA / TBS-Puffer / Tween 20
inkubiert. AnschlieRend wurde diese mit dem gegen das gesuchte Protein gerichteten
Antikorper oder Antiserum in einer geeigneten Verdinnung in 2 % (w/v) BSA / TBS-Puffer /
Tween 20 fur 30 - 60 Minuten bei RT inkubiert. Nicht gebundener Antikérper wurde durch
Waschen in TBS-Puffer/Tween 20 fir 3mal 10 Minuten entfernt. Mit Peroxidase-gekoppelter
Antikoérper, der den Primarkdrper erkennen sollte, wurde die Membran weitere 30 - 60
Minuten bei RT inkubiert und danach wie zuvor gewaschen.

Die Detektion erfolgte mit dem ECL-Chemiluminiszenz-Nachweissystem (Amersham,
Braunschweig). Dazu wird die Blot-Membran fir eine Minute in einer Luminol,
Wasserstoffperoxid und Verstarkern (Phenolen) enthaltenden Reaktionslésung inkubiert,
wobei die Peroxidase des Sekundarantikérpers das Luminol oxidiert. Dieses wird dadurch in
einen angeregten Zustand Uberflihrt, der unter Lichtemission wieder in den Grundzustand
Ubergehen kann. Das emittierte Licht (Maximum: 428 nm) konnte durch kurzes Auflegen
eines Roéntgenfilmes (Kodak-X-Omat AR, Kodak, USA) detektiert werden. Die belichteten
Roéntgenfilme wurden von einer Entwicklermaschine (Amersham, Braunschweig) entwickelt.

4.7 Isoelektrische Fokussierung

Fur die isoelektrische Fokussierung (IEF) werden Acrylamidgele verwendet, in denen durch
Vorfokussierung des darin enthaltenen Gemisch von Tragerampholyten ein stabiler pH-
Gradient erzeugt wird (niedriger pH an der Anode, hoher pH an der Kathode).

Ein Protein, das diesem System zugesetzt wird, bewegt sich im elektrischen Feld zu der
Stelle im pH-Gradienten, an der seine Nettoladung Null ist (isoelektrischer Punkt).



40 Material und Methoden

In dieser Arbeit wurden Ampholine PAGplate-Flachgele der Firma Pharmacia verwendet.
Mittels der isoelektrischen Fokussierung konnte die C-Untereinheit hinsichtlich ihrer co - und
posttranslationalen  Modifikationen wir Phosphorylierungsgrad, Deamidierung und
Myristylierung untersucht werden.

e Vorklhlen der Tragerplatte der Fokussierapparatur (Multiphor Il, Pharmacia LKB) auf
10°C

* Auflegen des Gels auf die zuvor mit Kerosin benetzte Tragerplatte (Vermeidung von
Kriechstrémen)

 Auflegen der mit 1 M Phosphorsaure (Anode) bzw. 1 M Natronlauge (Kathode)
getrankten Elektrodenstreifen auf das Gel

» Vorfokussierung fur ca. 30 Minuten, bis 500 V erreicht sind

e Auftragen der zur Reduzierung der lonenstarke in Wasser verdiinnten Proben neben
dem Anodenstreifen (Proteinmenge/Spur: ca. 2 ug)

» Fokussierung bis 1000 V erreicht sind, dann fir 2 Stunden bei 1500 V

* Anfarben der fokussierten Proteine mit Coomassie (s. Material und Methoden 4.5)

48 Gelfiltration

Durch die Gelfiltration kdnnen Molekile nach ihrer GréRRe getrennt werden [Lindqvist und
Storgards 1955]. Die Trennung beruht auf der unterschiedlichen Verteilung von Molekilen
zwischen einer Gelfiltrationsmatrix und dem umgebenden Medium. Die stationare Phase
bestent aus Beads eines gelartigen, hydratisierten Materials mit relativ konstanter
PorengréRe. Gibt man ein Gemisch von Molekulen unterschiedlichen Molekulargewichts auf
eine Gelfiltrationssaule auf, so werden Molekile mit einem Molekulargewicht, das die
PorengréRe Uberschreitet, vom Lésungsvolumen in den Gel-Beads ausgeschlossen. Sie
wandern deshalb schneller, d.h. mit geringerem Elutionsvolumen bzw. geringerer
Retentionszeit, durch die Saule als kleinere Molekiile, die in die Poren eindringen kénnen
und zurlickgehalten werden. Sie werden mit abnehmender Molekilgréfke (Stoke’scher
Radius) vom Gel eluiert.

Da das Laufverhalten bei der Gelfiltration wie das Diffusionsverhalten von der MolekulgréRie,
der Molekilform und dem Grad der Wasserloslichkeit abhangig ist, kann die Gelfiltration als
Hilfsmittel zur Veranschaulichung des Diffusionsverhalten benutzt werden. Die Gelfiltration
wurde in dieser Arbeit zum Vergleich des Diffusionsverhaltens von Proteinen eingesetzt.
Grundsatzlich gilt, dal sich die mittleren thermische Molekulargeschwindigkeiten zweier
Moleklle bei gleicher Temperatur umgekehrt wie die Wurzel aus den relativen
Molekulargewichten verhalten:

v M r,

v Mr,

mit v,: Molekulargeschwindigkeit des Molekdls x, v,: Molekulargeschwindigkeit des Molekiils
y, Mr,: relatives Molekulargewicht des Molekils x und Mr,: relatives Molekulargewicht des
Molekdls y.

Es wurde eine Superose 12 HR10/30 Saule der Firma Pharmacia (Freiburg) verwendet.
Dabei handelt es sich um eine stark quervernetzte Agarose mit einem Bead-Durchmesser
von 8-12 ym und einem Trennbereich 1 - 300 kDa.

Um das AusschluRvolumen der Saule zu bestimmen, wurde Dextran-Blau auf die Saule
gegeben. Aufgrund seiner Grofte (2000 kDa) wird es von den kleinen Poren der stationaren
Phase ausgeschlossen.
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Als Equilibrierungs- und Laufpuffer wurde PBS, pH 7,2 verwendet. Die Fluf3rate betrug 0,15
ml/min. Die Proteine wurden in einem kleinen Volumen auf gegeben. Das Elutionsvolumen
der Proteine konnte anhand des Schreiberausdrucks ermittelt werden.

4.9 Bestimmung der Kinase-Aktivitét

Kinase-Assay

Der Kinase-Assay im Blattchentest [Glass et al. 1978] dient dem Aktivitdtsnachweis der C-
Untereinheit. Bei diesem in vitro-Assay wird die Ubertragung des **P von [y**P]-ATP durch
die C-Untereinheit auf Kemptid, ein Peptid-Substrat der PKA, gemessen. Hierzu wurde das
Enzym fiir 2 Minuten mit Substrat, Magnesium-ATP und [y*?P]-ATP inkubiert. Der Einbau von
heiRem *?P wird durch kaltes ATP gestoppt. Ein Aliquot des Reaktionsansatzes wurde auf
P81-Phosphozellulose (Whatman, USA), die das phosphorylierte Substrat bindet, pipettiert
und in Essigsaure gewaschen. Die Menge an radioaktivem Phosphosubstrat wurde durch
Flissigkeits-Szintilationszahlung bestimmt. Die Messung beruht darauf, dal die vom
radioaktiven Phosphat ausgehende Beta-Strahlung Elektronen der Moleklle der
Szintillationsflissigkeit anregt. Diese stahlen beim Rduckfall auf ihr urspringliches
Energieniveau Lichtquanten ab, was vom Szintillationszahler (Liquid Szintillation Counter
1212 Rackbeta, LKB Wallac) gemessen werden kann.

Durch eine vergleichende Messung einer Eichlosung, 1 pl der im Assay eingesetzten ATP-
Losung, konnte die Menge an Ubertragenem Phosphat errechnet werden. Zur Ermittlung des
Hintergrunds wurde je Melireihe ein Kontrollansatz ohne Enzym fir jede der eingesetzten
Substratkonzentrationen ermittelt. Es wurden Dreifachbestimmungen gemacht.

Reaktionsansatz (100 ul): 50 1] 2x Kinase-Assay-Puffer
50 MM Kemptid
20 ng Enzym
100 uM  ATP/[y*P]-ATP (2 uCi)
X ul Freivolumen (Bidest bzw. Inhibitor-Lésung)

2x Kinase-Assay-Puffer: 20 mM  Magnesium-Acetat
100 mM  MOPS, pH 6,8
aliquotiert, bei -20 °C gelagert

Durchfiihrung:

« Inkubation der Ansatze fir genau 5 Minuten bei 30 °C im Heizblock

 Start der Reaktion durch Zugabe von 10 pl [y**P]-ATP-Lésung

* Inkubation fur 2 Minuten bei 30 °C

«  Abstoppen des Einbaus von **P durch Zugabe von kaltem ATP (1 M, pH 6,8)

» Pipettieren von 80 pl der Reaktionsansatze auf numerierte, mit Nadeln auf eine
Styroporplatte gesteckte P81-Blattchen (2 - 2 cm)

» Trocknen der Blattchen fur ca. 20 Minuten

» Waschen der Blattchen in 30 % iger Essigsaure in einem Weithalserlenmeyerkolben (3x
5 Minuten)

e Einfihren der Blattchen in 5 ml-Szintillationsréhrchen und Zugabe von 4 ml
Szintillationsflissigkeit (Aquasafe 500)

* Messen der Proben im Szintillationszahler



42 Material und Methoden

Resonant Mirror Affinographie

Resonant Mirror Affinography wurde mit Hilfe eines automatisierten 1Asys Auto® (Affinity
Sensors, Grof3britannien) durchgeflihrt. Es handelt sich bei dem optischen Biosensor um ein
gerlhrtes Kivettensytem, bei dem im Klvettenboden ein Laser-Wellenleiter integriert ist, die
Resonant Mirror Optik. Diese bildet mit verschieden derivatisierten Matrices die
Sensoroberflache, an der die biomolekularen Interaktionen mittels Resonant Mirror
Affinography analysiert wird.

Gemessen werden die Interaktionen zwischen immobilisiertem Liganden und einem Analyten
in der mobilen Phase. Die Geschwindigkeitskonstanten fiir Assoziation (ki) und
Dissoziation (kgss) kdnnen getrennt bestimmt und mit bekannten Analyt-Konzentrationen
apparente Dissoziations-Gleichgewichtskonstanten (Kp) berechnet werden.

Eine Anderung der Konzentration des Liganden-gebundenen Analyten auf der Sensor-
Oberflache flhrt zu einer Veranderung des Brechungsindex der Sensorschicht, die sich
proportional zu der Resonanz-Laserposition andert und in Echtzeit detektiert werden kann.
Die Veranderung des Resonanz-Winkels wird in Winkelsekunden angegeben und gegen die
Zeit aufgetragen.

In dieser Arbeit wurde das PKI-Peptid (5-24) als Ligand und die C-Untereinheit als mobiler
Analyt zur Bestimmung kinetischer Konstanten der C-Untereinheit eingesetzt.

Das PKI-Peptid wurde gemal des Standardprotokolls flr Immobilisierungen Uber eine
EDC/NHS-Kopplungschemie kovalent an die CMD-Matrix der gerihrten Klvette gebunden
(Affinity Sensors, 199x). Eine einheitliche Immobilisierung war dadurch gewahrleistet, daf}
das PKI-Peptid nur ein primares Amin hat, Uber das die Kopplung ablaufen kann. Die
Bindungskurven wurden in PBS/T in Gegenwart von Magnesium (15 mM) und ATP (200 pM)
in einem Proteinkonzentrationenbereich aufgenommen, dessen untere Grenze bei einem
Zehntel des erwarteten Kp lag und dessen obere Grenze bei 10 - Kp lag (0,5 nM - 200 nM).
Aus den erhaltenen Affinogrammen wurden die Dissoziations-Gleichgewichtskonstanten mit
der FASTfit-Software von Affinity Sensors wie folgt berechnet, wobei die kinetische und die
thermodynamische Auswertung zu den gleichen Werten fir Kp, fihren sollten:

Kinetische Auswertung:

¢ Messung von k., bei verschiedenen Analyt-Konzentrationen [A]
e Auftragen von ko, gegen [A]

* Fitting:
kon = kass [ﬁA] + kdiss (1 )

» Berechnen von Kpin) @us Kass Und Kgiss, die dem Fit (1) entnommen werden kénnen:

Kown) = 2 (2)

diss

~ | x

Thermodynamische Auswertung:

* Messung des Bindungssignals (R.,) im Gleichgewicht der Bindungsreaktion bei
verschiedenen Analyt-Konzentrationen [A]
* Auftragen von Req gegen [A]
* Fitting:
0 (Al

R, = R ] (3)
‘ D(therm) E

» Berechnen von Kpterm) aus (3)

OO
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mit Kp: Dissoziationskonstante [Mol/l]; [A]: Analyt-Konzentration; kgss: Dissoziations-
Geschwindigkeitskonstante; Kass: Assoziations-Geschwindigkeitskonstante; Req:
Bindungssignal im Gleichgewicht der Bindungsreaktion; R maximales Bindungssignal,
das gemessen wurde.

PBS/T: 2,7 mM Kaliumchlorid
137 mM Natriumchlorid
0,05 % (viv) Tween 20
1 mM DTT
10 mM Phosphat-Puffer, pH 7,4

Die Messungen am I|Asys Auto® wurden im Zusammenarbeit mit Herrn T. Schneider
(Abteilung Pathochemie, DKFZ, Heidelberg) durchgefihrt.

4.10  Konjugation von Fluoreszenzfarbstoffen an Proteine

Um mikroinjizierte Proteine direkt in den injizierten Zellen detektieren zu kdnnen, wurden die
zu injizierenden Proteine mit einem Fluoreszenzfarbstoff markiert und so im
Fluoreszenzmikroskop sichtbar gemacht. In dieser Arbeit wurde der Farbstoff Cy3
(Amersham, Braunschweig), ein orange fluoreszierendes Indocarbocyanin
(Absorptionsmaxium 550 nm, Extinktionsmaximum 570 nm), das mit Rhodaminfiltern
betrachtet werden kann, verwendet.

Der Cy3-Farbstoff liegt als monofunktioneller NHS-Ester vor, der mit jeweils einer freien
Aminogruppe des Proteinmolekils reagieren kann. Fir die Kopplung wurde eine
Stoéichometrie von 1 zwischen Farbstoff und Protein angestrebt.

Bei der Kopplungsreaktion wurde ATP und Magnesiumchlorid zugegeben, um eine
Inaktivierung der Kinase-Aktivitat durch eine Farbstoffmarkierung des Lysin 72 zu
verhindern.

Kopplungsansatz (1 ml) 1 mg Protein
8 mM ATP
14 mM Magnesiumchlorid
0,1 M Natriumcarbonat, pH 8,5
1 Pack Cy3

mit Mikroinjektionspuffer bis 1 ml auffillen

Die Kopplung wurde fiur 30 Minuten bei RT durchgefihrt und dann durch Zugabe von 5 mM
Glycin terminiert. Nicht gebundene Farbstoffmolekile wurden durch Aufgabe des
Reaktionsansatzes auf eine Gelfiltrationssaule (DG 10-Saule, Pharmacia, Freiburg), die
zuvor mit Mikroinjektionspuffer equilibriert worden war, entfernt. Das fluoreszenzmarkierte
Protein wurde mit ca. 4 ml Mikroinjektionspuffer eluiert und Gber Centricon-Konzentratoren
(s. Material und Methoden 4.3) einkonzentriert.

Um das Farbstoff/Protein-Verhaltnis (D/P) zu bestimmen, wurde die Absorption des Protein
bei 280 nm (As0) und die Absorption des gebundenen Cy3 bei 552 nm (Ass,) gemessen. Die
fluoreszenzmarkierte Probe sollte so verdlinnt werden, dal} die gemessene Absorption in
einem Bereich zwischen 0,5 und 1 liegt. Aus den bestimmten Absorptionen lielRen sich unter
Kenntnis der molaren Extinktionskoeffizienten von Protein (gp fiir PKA Ca: 52195 M'cm™)
und Farbstoff (g, fir Cy3: 150000 M'cm™) die vorliegenden Konzentrationen sowie das
Farbstoff/Protein-Verhaltnis (D/P) wie folgt bestimmen:
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Farbstoff-Konzentration: [Cy3] = _(A552)
ED
Protein-Konzentration: [Protein] = Ao = (0’08 D3‘552)
8P
Farbstoff/Protein-Verhéltnis: b = [Farbst?ﬁ]
P [Pr otein]

Die Berechnung wurde um die Absorption des Farbstoffs bei 280 nm korrigiert, die ca. 8 %
der Absorption bei 552 nm entspricht.

411  Massenspektrometrische Untersuchungen

Die massenspektrometrischen Messungen wurden mit nanoESI von Herrn Prof. Dr. W.D.
Lehmann und Herrn A. Schlosser (Abteilung Zentrale Spektroskopie, DKFZ, Heidelberg) an
einem Triple-Quadrupol (TSQ 700, Thermoquest) durchgefihrt. Die Proben wurden zuvor
mit C18 Zip Tips (Millipore, USA) entsalzt.

5 Mikroinjektion von Proteinen in Zellkulturzellen

Die Mikroinjektion ist eine der effizientesten Methoden, um Makromolekiile in Zellen
einzufihren. Die Mikroinjektion in adharent wachsende Zellkulturzellen mit Kapillaren wurde
von Graessmann [Graessmann et al. 1980] entwickelt. Die Methode macht es mdglich,
einzelne Zellen als Studienobjekt fur komplexe zellulare Vorgange, Strukturen und
Funktionen in vivo zu nutzen. Eine Reihe von Molekllen wie Proteine, Nukleinsauren und
Farbstoffe kdnnen injiziert werden.

Die Injektionsldsung kann dabei direkt in Kern oder Cytoplasma appliziert werden. Fur die
Mikroinjektion werden feine Kapillaren verwendet, mit einem Spitzendurchmesser von unter
1 um. Der Experimentator verfolgt den Injektionsvorgang an einem Mikroskop. Zur Injektion
wird die zu injizierende Zelle von der Kapillarspitze penetriert. Die Probenlésung wird durch
einen an der Kapillare angelegten Druck in die Zelle abgegeben. Normalerweise betragt das
Injektionsvolumen bei Cytoplasma-Injektionen 0,05 pl und bei Kern-Injektionen 0.02 pl, was
etwa 5 bis 10 % des Zellvolumens gleichkommt. Das entspricht ungefahr einer Verdinnung
der Probenkonzentration durch die Injektion um den Faktor 10 bis 20.

Die Limitation der Methode ist die Anzahl an Zellen, in die in einer bestimmten Zeit Probe
injiziert werden kann.

5.1 Kultivierung und Handhabung der Zellen fur die Mikroinjektionsexperimente

Alle Mikroinjektionsexperimente wurden an Vero-Zellen (ATCC CCL 81) durchgefuhrt. Es
handelt sich dabei um eine adharent wachsende Zelllinie, die aus der Niere einer gesunden
gelbgriinen afrikanischen Meerkatze (Cercopithecus sabaeus) etabliert wurde (Yasumura,
1963).

Die in dieser Arbeit verwendeten Vero-Zellen wurden von Herrn Dr. R. Pepperkok (ICRF,
London, GroRbritannien) bezogen.

Die Vero-Zellen wurden als Monolayer-Zellen in 25 cm?Gewebekulturflaschen in Minimal
Essential Medium (MEM), 5 % fetalem Kalberserum und Kanamycin (100 UG/ml) im
Brutschrank bei 37 °C, 95 % Luftfeuchtigkeit und einem CO,-Gehalt von 5 % kultiviert.

Die Vero-Zellen wurden zweimal in der Woche passagiert. Die Passagierung lief wie folgt ab:
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¢ Absaugen des Kulturmediums

* Inkubation der Zellen in 5 ml Trypsinlésung (0,06 % Trypsin, 0,02 % EDTA in PBS) fur
2,5 Minuten bei 37 °C im Brutschrank

e Absaugen der Trypsinlésung

» Resuspension der nur noch locker an der Kulturschale anhaftenden Zellen in 10 ml
Kulturmedium

¢ Entnahme eines Aliquots der Zellsuspension zur Zellzahlbestimmung in einer Neubauer-

Zahlkammer

Uberfiihren von 2-10° bis 5-10° Zellen in neue Kulturflaschen

PBS: 137 mM Natriumchlorid
2,68 mM Kaliumchlorid
80,1 mM Dinatriumhydrogencarbonat
1,47 mM Kaliumdihydrogencarbonat

Um eine konstante Qualitat des Zellmaterials zu gewahrleisten, wurde alle vier bis sechs
Wochen ein frisches Aliquot der in flissigem Stickstoff gelagerten Zellen aufgetaut.

Fur die Mikroinjektion wurden die Zellen auf Deckglaschen aufgezogen. Die Zellen wurden
mindestens 24 Stunden zuvor ausplattiert. Die Kultivierung fand in 58 cm?-Schalen (Falcon,
beschichtet) mit bis zu 20 Glasdeckglaschen (rund, Durchmesser von 10 mm) statt. Eine 70
% ige Konfluenz der Zellen wurde angestrebt. Dazu wurden 1,5.10° Zellen pro Schale
angesetzt. Nach 24 Stunden war mit einer Zelldichte von 3-10° Zellen pro Schale zu rechnen.
Fir die Mikroinjektion wurden die Deckglaschen in eine Petrischale transferiert, die
Carbonat-freies Medium beinhaltete, da der CO,-Gehalt der Umgebungsluft zu niedrig ist,
um den gewilnschten pH-Wert zu halten. Aus diesem Grund wurde HEPES-gepuffertes
Medium verwendet.

Vorbereitung der Deckglédschen

Die Deckgldschen wurden mit Aceton und dest. Wasser gereinigt, um eventuelle
Verunreinigungen zu entfernen. Nach dem Trocknen wurde mit einem Diamantschreiber ein
Kreuz zentral in die Deckglaschen geritzt, welches als Orientierungshilfe wahrend des
experimentellen Ablaufes diente. Die Deckglaschen wurden autoklaviert.

5.2 Kapillaren

Als Injektionskapillaren wurden Fertiglaskapillaren, Femptotips | (Eppendorf-Netheler-Hinz
GmbH, Hamburg), verwendet. Sie haben eine Kunststoffassung zum Einschrauben in den
Eppendorf-Kapillarhalter. lhr Innendurchmesser betragt 0,5 pm, ihr Aullendurchmesser 1
pm. Sie zeichnen sich durch die hohe Reproduzierbarkeit ihrer Form und des
Offnungsdurchmessers aus.

AulBerdem wurden selbst ausgezogene Glaskapillaren benutzt. Die verwendeten
Rohkapillaren waren aus Borsilikatglas (GC120TF-10, Clark Electromedical Instruments,
UK). Diese Kapillaren haben einen &ueren Durchmesser von 1,2 mm, einen
Wanddurchmesser von 0,13 mm und ein dinnes Innenfilament (0,1 mm).
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Ziehen von Injektionskapillaren

Das Ausziehen der Rohkapillaren wurde mit Hilfe eines Sutter Instruments Puller (Modell P-
87, USA) durchgefiihrt. Die Rohkapillaren werden in den Puller eingespannt, in dem sie an
den Enden arretiert werden. Die Mitte der Rohkapillare ist von einem Heizfilament umgeben,
durch das die Kapillare lokal angeschmolzen werden kann. Nach 10 bis 15 Sekunden
werden die Kapillarenenden ruckartig auseinander gezogen, wodurch sich Form und Offnung
ergeben.

Die Kapillaren werden vorzugsweise kurz vor der Injektion gezogen, da sie direkt nach dem
Ausziehen aufgrund der hohen Temperatur steril sind.

« Einspannen der Rohkapillare in die Halterungen des Pullers, wobei das Filament nicht
berthrt werden darf

* Auswahlen eines Programmes (Druck: 370 hPa, Temperatur: 630, Zug: 170,
Geschwindigkeit: 100, Zeit: 135)

« Ausldsen des Pull-Vorganges

Durch Veranderung der Temperatureinstellung kann der Spitzendurchmesser verandert
werden. Es gilt: Je hdher die Temperatur, desto kleiner die Offnung.

5.3 Injektionsproben

Zur Untersuchung der Lokalisation der C-Untereinheit der PKA wurde Cy3-markierte,
myristylierte rekombinante Ca-Untereinheit (rCamyr-Cy3) injiziert. Als Kontrolle fur den
aktiven Transport wurde mit FLOUS- bzw. Cy3-markiertes BSA-NLS verwendet [Cordes et
al. 1997]. Diese fluoreszenzmarkierten BSA-Molekile, an die mehrere NLS-Peptide
gekoppelt waren, wurden von Herrn H.-R. Rackwitz (DKFZ, Heidelberg) und Herrn D. Gdrlich
(ZMBH, Uni Heidelberg) zur Verfugung gestellt. Als Diffusionskontrolle wurde Cy3-
gekoppelter Trypsininhibitor aus Sojabohnen (STI-Cy3) (Sigma, Deisenhofen) und Maltose-
bindendes Protein (MBP-Cy3) (New England Biolabs, USA) eingesetzt. Kernausschluf}
wurde durch Injektion von Antikérpern mit Fluoreszenzmarkierung erreicht (Antikorper s.
Material und Methoden 1.3).

Probenvorbereitung

Fur eine erfolgreiche Mikroinjektion ist die Probenvorbereitung von groRer Bedeutung. Eine
Injektion von Probe zu hoher Konzentrationen, von prazipitiertem oder aggregiertem
Probenmaterial, toxischen Pufferkomponenten oder Puffer mit ungeeigneten Bedingungen
(pH, osmotischer Druck) kann zu einer Schadigung oder Absterben der injizierten Zellen
fuhren.

Die Pufferbedingungen muften somit an Zellen und Probenmaterial gleichermalien
angepal’t werden. Die Probe und alle Zusatze wurden, wenn mdglich, in
Mikroinjektionspuffer verdiinnt bzw. geldst.

Die Konzentration der Probe in der Injektionsldsung lag in der Regel bei 1 mg/ml, maximal
bei 4 mg/ml.

Mikroinjektionspuffer: 2 mM EDTA
10 % (w/v) Glyzerin
1 mM DTT
25 mM Kaliumphosphat, pH 6,8

Der Mikroinjektionspuffer wurde sterilfiltriert (0,2 um Porendurchmesser). DTT wurde immer
frisch zugesetzt.

Um die C-Untereinheit der PKA von den regulatorischen Untereinheiten (R-Untereinheiten)
dissoziiert untersuchen zu konnen, wurde der Injektionsprobe cAMP in einer Konzentration
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von 5 mM zugesetzt. Die Konzentrationen aller weiteren coinjizierten Substanzen sind dem
Ergebnisteil zu entnehmen.

Befllen der Injektionskapillaren

Um ein Verstopfen der Kapillare zu vermeiden, wurde die Injektionsprobe zuvor bei 14000 - g
fur mindestens 10 Minuten bei 4 °C zentrifugiert. Die Injektionsprobe wurde mit Hilfe eines
Microloaders (Eppendorf, Hamburg), einer sehr lang ausgezogenen Pipettenspitze, von
hinten in die Kapillare appliziert. Das dinne innere Filament der Kapillare unterstitzt den
Transport der Probelésung durch die Kapillarkrafte in die Spitze der Kapillare.
Typischerweise werden die Kapillaren mit einem Volumen von 0,2 bis 2 ul befillt.

Die Kapillare sollte nach dem Beladen zugig in den Kapillarhalter des Mikroinjektors
eingespannt und die Spitze in das Injektionsmedium in der Kulturschale auf dem
Mikroskoptisch, die die zu injizierenden Zellen enthalt, eingetaucht werden, da die Gefahr
besteht, dalk die Probe in der Kapillarspitze eintrocknet und somit die Kapillare verstopft.

5.4 Mikroinjektion mit dem halbautomatischen System von Eppendorf

Apparatur

Die Mikroinjektion erfolgte mit dem halbautomatischen Eppendorfsystem.

Die Mikroinjektion wurde an einem inversen Mikroskop (Zeiss Axiovert 35) durchgefihrt, da

nur dieses genug Raum fir die Kapillare und den Bewegungsroboter laf3t. Es wurde mit

Phasenkontrastoptik gearbeitet.

Der Mikromanipulator (Model 5170) steuert die Manipulation der Kapillare in x-, y- und z-

Achse, setzt das z-Achsen-Limit als definierte Injektionsebene um und fihrt die

automatisierte axiale Injektionsbewegung aus. Die Ausldsung der Injektionsfunktion wird

Uber eine Fulitaste gesteuert.

Der Mikroinjektor (Transjektor 5242) stellt den Druck (Injektionsdruck) bereit, der benétigt

wird, damit die Probe von der Kapillare in die Zelle gelangt. Am Mikroinjektor kénnen drei

verschiedene Drucke und die Injektionszeit eingestellt werden:

e Kompensationsdruck (zum Schutz der Injektionslésung gegen Vermischung mit dem
Medium aufgrund der Kapillarkrafte): 50 - 100 hPa

* Injektionsdruck: 100 - 150 hPa

* Reinigungsdruck (zum Freispulen verstopfter Kapillaren): 5000 - 6000 hPa

« Injektionszeit (Zeitdauer, Uber die Injektionsdruck gehalten wird): 0,1 - 0,3 Sekunden

Einbringen der Kapillare in das Mikroskopfeld, Setzen der Limits und Mikromanipulation

Da die Kapillarspitze leicht abbricht, z.B., wenn sie gegen den Boden der Kulturschalen
gestolden wird, ist bei Ihrer Handhabung Vorsicht geboten.

Zentrieren der Kapillaren

» Einstellen des Mikromanipulator auf ,fast’ im dynamischen Modus

» Zentrieren der Kapillare Uber der Mitte des Deckglaschens per Augenmalf}

« Absenken der Kapillare, bis die Kapillarenspitze das Medium berthrt

« Einstellen eines Objektivs mit kleiner VergréRerung (3,6x) und Fokussieren auf die Zellen
» Zentrieren der Kapillarspitze im Sichtfeld und weiteres Absenken der Spitze

» Einstellen eines Objektivs mit hoher VergréRerung (40x)

« Weiteres Absenken der Kapillare, bis Offnung der Kapillare sowie Zellen im Fokus sind
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Setzen der Limits

» Einstellen des Mikromanipulator auf ,slow’-Modus

¢ Fokussieren der Zellen

* Absenken der Kapillarspitze bis diese in derselben Fokusebene wie die Zellen ist

« Festsetzten des unteren z-Limits durch Drlcken der limit'’-Taste

» Bewegen der Kapillare aus der Fokusebene, so dal® die Kapillare frei Uber die Zellen
bewegt werden kann

Mikromanipulation und Injektion

Bei der automatisierten Injektion mit dem Eppendorf-System wird eine axiale Bewegung
ausgefiuhrt, um die Zelle zu penetrieren. Diese Bewegung resultiert aus der simultanen
Bewegung in der x- und z-Achse des Motors des Manipulators. Wenn die Kapillare das
vorgegebene z-Limit erreicht hat, wechselt der Mikromanipulator vom Kompensations- zum
Injektionsdruck und halt diesen so lange, wie die Injektionszeit gewahlt wurde. Der Druck
wechselt dann automatisch wieder zum Kompensationsdruck und die Kapillare wird wieder
zum Ausgangspunkt bewegt.

Zur Injektion ist die Kapillare mit dem Joystick des Mikromanipulators Uber die Zelle zu
bringen, in die die Probelésung injiziert werden soll. Bei Kerninjektionen wird die Kapillare
direkt Uber den Kern gefahren. Injektionen in das Cytoplasma werden unmittelbar neben
dem Kern ausgeflhrt, dort wo die Starke des Cytoplasmas am groften ist.

Der Injektionsvorgang wird Uber das Fulipedal ausgelést.

Fir die Injektionen gilt: Bei einem gegebenen Durchmesser der Offnung an der Kapillarspitze
nimmt die Auslarate linear zu dem angesetzten Druck zu und linear mit steigender
Viskositat der Probelésung ab.

Die Anzahl der Injektionen wurde durch einen Zahler erfalt. Gewodhnlich wurden ca. 50
Injektionen pro Ansatz durchgefiihrt, was in der Regel einer Injektionszeit von 2 Minuten
entsprach.

Bei der Injektion wurde darauf geachtet, dal} die injizierten Zellen einen gewissen Abstand
zueinander hatten, da Nachbarzellen ohne Fluoreszenzfarbstoff zur Bestimmung der
Eigenfluoreszenz, ein Wert der als Hintergrund bei der Auswertung von den MelRwerten
subtrahiert wurde, bendtigt wurden.

55 Inkubation der injizierten Zellen

Die Zellen wurden nach der Mikroinjektion fir 1 - 30 Minuten bei 37 °C, 98 %
Luftfeuchtigkeit, 5 % CO, in Kulturmedium im Brutschrank inkubiert. Bei Experimenten, die
bei 4 °C ablaufen sollten, wurden die Zellen in Kulturschalen mit HEPES-haltigem Medium
bei Raumluft auf Eis inkubiert. Den Inkubationsmedien wurde in der Regel 5 mM 8-Br-cAMP
zugesetzt, ein membranpermeables, nicht durch Phosphodiesterase hydrolysierbares cAMP-
Analogon, das eine Bindung der C-Untereinheit an die R-Untereinheiten unterbindet. Andere
Zusatze wie z.B. Inhibitoren wurden dem Medium in den dem Ergebnisteil zu entnehmenden
Konzentrationen zugeflgt.
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5.6 Konservierung der Préparate

Fixierung mit Paraformaldehyd

Zur Fixierung der Zellen wurden diese fur 10 Minuten in einer 3 % igen Paraformaldehyd-
Lésung bei RT inkubiert.

PEA-L6sung (3 %): 3 g Paraformaldehyd (PFA)
100 ml PBS (pH, 7,4)

Das Paraformaldehyd wurden in 50 ml Wasser bei 65°C so lange gerihrt, bis die Lésung klar
wurde, anschlieBend der pH-Wert mit NaOH auf 7,4 eingestellt und 50 ml 2x PBS
zugegeben. Die PFA-Lésung wurde partikelfrei filtriert und aliquotiert bei -20°C gelagert.

Einbetten der Préparate

Die auf einem Deckglaschen gewachsenen Zellen wurden mit 5 yl Mowiol-Lésung auf einem
Objekttrager eingebettet. Die Praparate konnten so mehrere Wochen lichtgeschitzt bei 4 °C
gelagert werden.

Mowiol-L6sung: 2,4 g Mowiol 4-88
6 mi Glyzerin
6 ml dest. Wasser
12 ml 0,2 m Tris, pH 8,6
2,5 % (W/v) DABCO

Glycerin, Wasser und Mowiol wurden zusammengegeben und 2 Stunden bei RT geschttelt.
Nach Zugabe von 12 ml Tris-Puffer wurde die Losung bei 50 °C fir ca. 3 Stunden inkubiert.
Um ein vorzeitiges Ausbleichen der Praparate zu verhindern, wurde das Anti-
Photobleeching-Reagenz, DABCO, dazugegeben.

Die fertige Mowiol-Lésung wurde filtriert und bei -20 °C gelagert.

5.7 Detektion und Auswertung

Digitalisierte  Bilder der fluoreszenten Zellen wurden mit einem Axioplan
Fluoreszenzmikroskop (Zeiss, Oberkochen; Lampe: XBO 75 W, HBO 100 W; Filter BP 365,
FT 395, LP 397) ausgestattet mit einer computergesteuerten CCD Kamera (Photometrics Ltd
Quantix) aufgenommen. Aufnahme und Auswertung der Bilder erfolgte mit der IPLab
Spectrum Software (Version 3.1.2, Signal Analytics Corp.).

Zur Quantifizierung der kompartimentspezifischen Fluoreszenzintensitdten wurde die
gesamte Flache von Kern und Cytoplasma herangezogen (Abb. 7). Die durch Abzug des
Hintergrundes (mittlerer Grauwert benachbarter, nicht injizierter Zellen) korrigierten Kern-
und Cytoplasma-Fluoreszenzintensitaten wurden fir jede Zelle separat ermittelt; aus diesen
wurde dann das Kern-Cytoplasma-Verhaltnis der Fluoreszenzintensitaten jeder einzelnen
Zelle berechnet (Pepperkok et al., 1993). AnschlieBend wurde ein Mittelwert aller Kern-
Cytoplasma-Verhaltnis-Werte der Zellen eines  Ansatzes  genommen. Die
Standardabweichung s des Mittelwertes wurde nach folgender Formel berechnet:

X =X,

s = tzm

mit n: Stichprobenumfang, x: Mittelwert und x;; Mel3wert
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Abbildung 7: Auswahl der Auswertebereiche zur Quantifizierung der kompartimentspezifischen
Fluoreszenzintensitaten

Die Quantifizierung wurde Uber digitale Fluoreszenzmikroskopie mit der IPLab Spectrum Software (Version 3.1.2,
Signal Analytics Corp.) durchgefihrt.

6 Indirekte Immunfluoreszenz

Zur Lokalisation der R-Untereinheiten der PKA und des Proteinkinase-Inhibitors in der
intakten Zelle wurden indirekte Immunfluoreszenzstudien durchgefuhrt.

Die Zellen wurden wie fir die Mikroinjektionsexperimente auf Glasdeckglaschen kultiviert (s.
Material und Methoden 5.1). Die Immunfluoreszenzfarbung der Zellen wurde wie folgt
durchgeflhrt:

Durchfihrung:

» Fixieren der Zellen fir 10 Minuten in 3 % (w/v) Paraformaldehyd in PBS

» Waschen der Zellen fiir 15 Minuten mit PBS

* Permeabilisieren der Zellen fur 4 Minuten in 0,1 % (v/v) Triton X-100

» Waschen der Zellen fur 15 Minuten mit PBS

* Inkubation der permeabilisierten und fixierten Zellen mit dem in 1 % (w/v) BSA/PBS
verdunnten Primarantikorper fir 20 Minuten bei RT

» Waschen der Zellen fiir 15 Minuten mit PBS

e Inkubation der Zellen mit dem fluoreszenzmarkierten Sekundarantikérper, der in 1 %
(w/v) BSA/PBS verduinnt wurde, flr 20 Minuten bei RT

» Waschen der Zellen fir 15 Minuten mit PBS

» Eindeckeln der Zellen mit je 5 pyl Mowiol/DABCO (s. Material und Methoden 5.6) pro
Glasdeckglaschen auf Objekttragern

Die Praparate wurden bei 4 °C gelagert. Sie wurden mit Hilfe des Axiphot-Mikroskops der
Firma Zeiss betrachtet und mit 400 ASA Kodak-Filmen dokumentiert oder mit einem
Fluoreszenz-Mikroskop der Firma Zeiss und der daran angeschlossenen CCD-Kamera, die
Uber die Software IPLab Spectrum (Material und Methoden 5.7) gesteuert wurde,
fotografisch festgehalten.
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7 Importkinetik / Import Assay

Eine zur Mikroinjektion alternative Methode ist der Import-Assay. Bei dieser Art von Assay
wird die Cytoplasmamembran von Zellen mit Digitonin permeabilisiert, wodurch ein
Eindringen von Proteinen aus dem die Zellen umgebenen Medium mdglich wird. Da sie
Kernmembran intakt bleibt, kbnnen damit Kernimportstudien gemacht werden.

Die permeabilisierte HeLa-Zellen wurden ahnlich hergestellt, wie in der Methode von Adam
et al. [Adam et al. 1990] beschrieben. HelLa-Zellen wurden auf 12 mm Deckglaschen
aufgezogen, mit kaltem Import-Puffer gewaschen, und in Digitonin-haltigen Import-Puffer (60
Mg Digitonin / ml) fir 16 Minuten auf Eis permeabilisiert. Die permeabilisierte Zellen wurden
zweimal in kaltem Import-Puffer ohne Digitonin gewaschen. Nach Entfernen berschissigen
Puffers von den Deckglaschen wurde 25 - 30 pl Import-Lésung auf die Digitonin-
permeabilisierten HelLa-Zellen gegeben. Der Import-Reaktionsansatz konnte neben der
fluoreszenzmarkierten Importprobe, ein Energie-regenerierenden System (Energie-Mix),
Komponenten des Ran-GTPase-Systems (Ran-Mix) und Cytosol aus Retikulozyten enthalten
[Gorlich et al. 1995].

Bei Endpunktbestimmungen wurden die permeabilisierten HelLa-Zellen auf den
Dechglaschen nach Aufgabe der Probelésung, Inkubation und Entfernen der Probeldsung in
4 % PFA-L6sung fixiert (s. Material und Methoden 5.6). Die Auswertung der in Mowiol
eingebetteten Praparate erfolgte zu einem spateren Zeitpunkt am Fluoreszenzmikroskop.
Sollten Kinetiken aufgenommen werde, so wurden die Deckglaschen mit den
permeabilisierten HelLa-Zellen am konfokalen Mikroskop eingespannt und mit Hilfe einer
applizierte Lésung eines FITC-markierten Proteins (2 uM Nukleoplasmin mit deletiertem NLS
oder IBB-Core-Pentamer), das vom Kern ausgeschlossen blieb, in Fokus gebracht. Die
Vorinkubation diente auch gleichzeitig der Blockierung unspezifischer Bindungen. Danach
wurde diese Proteinldésung vorsichtig entfernt und 25 - 30 pl eines Import-Reaktionsansatzes
auf die Zellen gegeben. Die Scans am konfokalen Mikroskop wurden direkt durch den
Import-Reaktionsansatz gemacht, wobei das Probenmaterial durch den Rhodamin-Kanal
detektiert wurde.

Die Import-Kinetiken wurden mit Hilfe von Frau K. Ribbeck, Abteilung D. Gérlich, ZMBH in
Heidelberg durchgefuhrt.

Sollte der Effekt von Faktoren wie der dominant-negativen Importin 3- Mutante (45-462) (2
MM) oder der Ran-GTP-Mutante RanQ69L-GTP (20 pM) Uberprift werden, so wurden die
permeabilisierten HelLa-Zellen fir wenige Minuten mit diesen Mutanten vorinkubiert.

Die Import-Experimente wurden bei RT durchgeflhrt.

Import- Puffer: 120 mM Kaliumacetat

5 mM Magnesiumacetat

250 mM Sukrose

0,5 mM EGTA

20 mM Hepes, pH 7,5
Ran-Mix (20x): 3 mM Ran-GTP

0,3 MM NTF2

0,3 MM RanBP1

0,2 UM Rnalp
Energie-Mix (20x): 1 mM ATP

1 mM GTP

20 mM Kreatininphosphat

50 Mg/ml Kreatininkinase

0,1 U/l Apyrase

Das Digitonin, der Ran- und Energie-Mix sowie die verwendeten Importfaktoren wurden von
der Abteilung Herrn Dr. D. Gorlich, ZMBH, Heidelberg zur Verfigung gestellit.
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8 Depletion

Bindungsassay

Um die Interaktion der C-Untereinheit der PKA mit mdglichen nuklearen Transportfaktoren
oder anderen Bindungspartner zu finden, wurden Bindungsassays durchgeflihrt. Dafir wurde
rCamyr biotinyliert und an Streptavidin-Agarose immobilisiert [Gorlich et al. 1995]. Die
Affinitatsmatrix wurde mit einem cytosolischen Extrakt aus Retikoluzyten (Promega)
inkubiert. Das nach der Inkubation durch rCamyr von Bindungspartnern depletierte Cytosol
wurde entfernt und eingefroren. Nach ausgiebigem Waschen des Sepharosematerials wurde
die gebundenen Proteine mit 1,5 M Magnesiumchlorid eluiert, prazipitiert und in SDS-
haltigen Probenpuffer aufgenommen. Detektiert wurden die eluierten Proteine nach
Trennung im SDS-Gel und anschlieRender Coomassie-Farbung.

Der durch rCamyr depletierte cytosolische Extrakt wurde in Import-Assays eingesetzt (s.
Material und Methoden 7). So konnte Uberprift werden, ob das Importverhalten von rCamyr
durch die vorherige Depletion des Cytosols beeinfluf3t wurde.

Als Kontrolle wurde Retikulozytenextrakt mit Streptavidin-Agarose ohne Liganden behandelt.
Die Vorgehensweise bei dieser Pseudodepletion entsprach der des Depletionsansatzes.

Durchfiihrung der Biotinylierung:

* Ldésen von EZ-LinkONHS-Biotin (Pierce, Rockford, USA) in wasserfreiem DMSO
(10mg/ml)

¢ Reaktionsansatz (0,5 ml): 1 mg Ligand in PBS
0,1 M Natriumcarbonat, pH 8,5
8 mM ATP
14 mM Magnesiumchlorid

« Zugabe eines dreifach molaren Uberschu an NHS-Biotin zum Reaktionsansatz

* Inkubation fir 30 Minuten bei Raumtemperatur

¢ Abtrennen von nicht gebundenem Biotin iber 10DG-Saule (Biorad)

¢ Protein-Bestimmung der gesammelten Fraktionen zur Detektion des biotinylierten Protein

Durchfuhrung der Depletion:

e Equilibrieren der Streptavidin-Agarose mit PBS

» Binden des biotinylierten Liganden (2mg/ml) an Streptavidin-Agarose fir 30 min auf Eis

« Abtrennen der Beads vom Uberstand und Waschen der Beads mit PBS zum Entfernen
nicht gebundenen Liganden

e Inkubation von 100 bzw. 200 pl Affinitatsmatrix mit 100 pl Cytosol im Batchverfahren fir 3
Stunden bei 4 °C (Zugabe von 1 mM 8Br-cAMP und 2x Energiemix)

» Waschen der Beads mit 4x 1 ml Waschpuffer

* Elution mit 150 pl 1,5 M MgCl,/ Waschpuffer

» Prazipitation der eluierten Proteine mit Isopropanol (Endkonzentration: 90 %)

« Aufnahme der prazipitierten Proteine in SDS-Probenpuffer

» Detektion der eluierten Proteine tber SDS-PAGE

Waschpuffer: 10 mM Hepes-KOH, pH 7,5
30 mM Kaliumacetat
5 mM Magnesiumacetat
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Fir die Charakterisierung des Translokationsverhaltens der rekombinanten, myristylierten
Ca-Untereinheit (rCamyr) in den Kern mittels Mikroinjektionsexperimenten und Import-
Assays in permeabilisierte Zellen bedurfte es einer Reihe von Vorversuchen und
"Werkzeugen’' wie Kontrollproteinen und Mutanten. In Teil 1 bis 3 des Ergebnisteils werden
die Herstellung dieser ’'Werkzeuge', die Vorversuche zur Optimierung der
Auswertungsmethode und die Charakterisierung der verwendeten Proben mit Schwerpunkt
auf rCamyr beschrieben. Im Teil 4 werden die Untersuchungen dargestellt, die zum
Translokationsverhalten von rCamyr mittels Mikroinjektionsexperimenten und Import-Assays
in permeabilisierte Zellen durchgefihrt wurden. Der funfte Teil beschéftigt sich mit den

Experimenten, die zur Untersuchung der Retention von rCamyr in Zellen gemacht wurden.

1 Erzeugung einer Mutante der Ca-Untereinheit, von Ca-Fusionsproteinen und
von PKI

Im folgenden wird zunachst die Herstellung der Ca-Doppelmutante rCamyr (H87Q/W196R),
der Fusionsproteine Ca-b-Galaktosidase und Ca(1-40)-GST und des Proteinkinase-Inhibitors
(PKI) beschrieben. Diese Proteine wurden fur die Untersuchung des Mechanismus der Kern-

Cytoplasma-Translokation eingesetzt.

1.1 Herstellung der Ca-Doppelmutante rCamyr (H87Q/W196R)

Es wurde eine Doppelmutante der Ca-Untereinheit rCamyr (H87Q/W196R) kloniert und
exprimiert, die unter physiologischen Bedingungen durch die R-Untereinheiten nicht inhibiert
werden kann und somit in Abwesenheit von PKI als konstitutiv aktiv gilt [Orellana et al. 1993].

Die Mutagenesen der Aminosaurereste Histidin 87 zu Glutamin und Tryptophan 196 zu
Arginin wurden im Vektor pT7-7-Ca mit dem 'Quik Change Site Directed Mutagenesis Kit’
durchgefihrt (s. Material und Methoden 3.5.1). Die Einfihrung der Mutationen erfolgte
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nacheinander. Aufgrund des hohen GC-Gehalts der Primer fir den Austausch des
Tryptophans 196 wurde hier die Annealing-Temperatur von 55 °C auf 58 °C erhoht (Primer:
s. Anhang). Der Erfolg des Basen-Austausches wurde durch Sequenzierung nachgewiesen.
Um rCamyr (H87Q/W196R) am N-Terminus zu myristylieren, wurde die Ca-Doppelmutante
mit der die Myristylierung katalysierenden N-Myristyltransferase in BL21(DE3) coexprimiert
(s. Material und Methoden 2.7). Die Aufreinigung von rCamyr (H87Q/W196R) erfolgte im
ersten Schritt Gber die PKI(5-24)-Affinitatschromatographie. Dal3 die Bindung der Mutante an
PKI(5-24) moglich war, kann als deutlicher Hinweis auf ihre katalytische Aktivitdt gewertet
werden. Im  zweiten  Schritt  erfolgte  die  Nachreinigung  Gber  Mono-S-
lonenaustauscherchromatographie. Das bei der Mono-S-Saulenchromatographie erhaltene
Elutionsprofil far rCamyr (H87Q/W196R) entsprach dem des myristylierten Wildtyps
(Ergebnisse nicht gezeigt).

Die Uberpriifung der Expression und Reinigung von rCamyr (H87Q/W196R) erfolgte uber
gelelektrophoretische Trennung, Nachweis Uber Antikbrper im Western Blot und
Massenspektrometrie.

Wie aus Abbildung 8 zu ersehen ist, zeigt rCamyr (H87Q/W196R) im 12 %-igen SDS-Gel
(Abb. 8A) das gleiche Laufverhalten (Spur 5) wie der Wildtyp (Spur 6) und kann im

Immunoblot (Abb. 8B) Uber einen Ca-spezifischen Antikdrper detektiert werden (Spur 5).

Durch die massenspektrometrische Untersuchung des Mono-S-Eluats konnte bestétigt
werden, daf3 es sich bei dem exprimierten und gereinigten Protein tatsachlich um rCamyr
(H87Q/W196R) handelte. Sie ergab, dal3 die Ca-Doppelmutante rCamyr (H87Q/W196R)
myristyliert und zum grof3ten Teil zweifach phosphoryliert (Peak A, Abb. 2), in geringen
Mengen auch dreifach phosphoryliert vorlag (Peak B, Abb. 2). Das erwartete
Molekulargewicht konnte mit weniger als einem Dalton Abweichung bestimmt werden. Die
Messungen wurden von Herrn W. D. Lehmann und Herrn A. Schlosser (Abteilung Zentrale
Spektroskopie, DKFZ, Heidelberg) durchgefihrt.

Abbildung 9 zeigt das Elektrosprayionisations-Massenspektrum (ESI-Massenspektrum) von
rCamyr (H87Q/W196R).
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Abbildung 8: Kontrolle der rCamyr
(H87Q/W196R)-Expression
BL21(DE3) und der rCamyr
(H87Q/W196R)-Praparation mittels SDS-
PAGE (A) und Western Blot (B)

Das mit Coomassie gefarbte SDS-Gel ist

in E. coli

unter A dargestellt. Nach Trennung im 12
%-igen SDS-Gel
Transfer auf eine PVDF-Membran wurde

und anschlieBendem

diese mit dem Antikdrper anti-Ca (C-20) in
einer 1:5000 Verdunnung analysiert. Der
Immunoblot ist unter B abgebildet.

1: Molekulargewichtsstandard; 2: Sediment
des Rohlysats nach Ultrazentrifugation; 3:
Uberstand des Rohlysats nach
Ultrazentrifugation; 4: Durchlauf der PKI(5-
24)-Affinitatschromatographie; 5: Mono-S-
(H87Q/W196R); 6:

(WT) als

Eluat von rCamyr

Mono-S-Eluat von rCamyr

Kontrolle.
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Abbildung 9: ESI-Massenspektrum von in E. coli exprimiertem rCamyr (H87Q/W196R)

Die Messungen wurden im nano-ESI-Betrieb an einem Tripel Quadrupol durchgefihrt. Die lonisationsmethode

war Positiv-Elektrosprayionisation. Die MS-Massentrennung wurde im TOF (time of flight)-reflex-Modus betrieben.

Die MS-Messungen wurden von Herrn W. D. Lehmann und Herrn A. Schlosser (Abteilung Zentrale
Spektroskopie, DKFZ, Heidelberg) durchgefiihrt.

Peak A: zweifach phosphorylierte rCamyr (H87Q/W196R) (gemessenes Molekulargewicht: 40819,5 Da;

theoretisches Molekulargewicht: 40819 Da); Peak B: dreifach phosphorylierte rCamyr (H87Q/W196R)
(gemessenes Molekulargewicht: 40899,9 Da; theoretisches Molekulargewicht: 40899 Da)
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1.2 Herstellung der Ca-Untereinheit als b-Galaktosidase-Fusionsprotein

Um das Molekulargewicht der Ca-Untereinheit Gber die fir die passive Diffusion in den Kern
angenommene Ausschluf3grofie von 60 kDa zu bringen, wurde ein Fusionsprodukt aus Ca-
Untereinheit (41 kDa) und b-Galaktosidase (116 kDa) hergestellt. Das Fusionsprotein mit
einer Grol3e von 157 kDa ist mehr als dreimal so grof3 als die Ca-Untereinheit allein und liegt
damit weit Uber der Ausschluf3grenze.

Als Expressionsvektor wurde der Vektor pET28b aufgrund seiner gegenlber dem Vektor
pT7-7 hoheren Expressionsrate gewahlt. Der verwendete Vektor enthielt bereits das Ca-Gen
(PET28b-His-Ca) (s. Anhang). Um dieses samt His-tag zu entfernen, wurde er mit Ncol und
BamHI geschnitten. Dabei wurden die fur die weiteren Klonierungen notwendigen
Schnittstellen generiert. Das Ca-Gen fur die beabsichtigte Fusion mit b-Galaktosidase wurde
entsprechend mittels PCR modifiziert. Mit pT7-7-Ca als Template wurde am 3'-Ende eine
Ncol-Schnittstelle und am 5'-Ende eine BamHI-Schnittstelle eingefligt, wobei gleichzeitig das
Stopp-Codon entfernt wurde (Primer: s. Anhang). Durch die Einfuhrung zweier Basen, die
das Codon fur Glycin erganzten, wurde das Leseraster erhalten. Das PCR-Produkt, d.h. das
Ca-Gen mit 3-Ncol- und 5-BamHI-Schnittstelle und ohne Stopp-Codon, wurde mit dem
ebenfalls mit Ncol und BamHI geschnittenen Vektor ligiert. Nach der Ligation des Ca-
(Ncol/BamHI)-Fragments in pET28b (Ncol/BamHI) wurde der ligierte Vektor mit BamHI
gespalten. Das im pMC 1871 Vektor (s. Anhang) vorliegende lacZ-Gen wurde Uber die
BamHI-Schnittstellen in das pET28b-Ca-Konstrukt eingefligt. Um nach Spaltung des Vektors
pMC1871 mit BamHI das ausgeschnittene lacZ-Fragment von einem zweiten entstandenen
Fragment &hnlicher Grof3e zu unterscheiden, wurde letzteres mit Tth111l geschnitten. Das
lacz (BamHI/BamHI)-Fragment wurde in den am 5-Ende dephosphorylierten Vektor
pET28b-Ca (BamHI/BamHI) ligiert. Die Orientierung des lacZ-Gens nach der Ligation in den
Vektor konnte Uber eine Restriktionsspaltung mit Dralll Uberprift werden. Zur weiteren
Kontrolle wurde das Konstrukt sequenziert.

In Abbildung 10 ist die Plasmidkarte des klonierten Vektors pET28b-Ca-lacZ abgebildet.
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Abbildung 10: Plasmidkarte des Vektors pET28b, in den das Ca-Gen und das lacZ-Gen kloniert wurden
(PET28b-Ca-lacz)

Das Fusionsprotein lie sich gemaR der fur die Ca-Untereinheit verwendeten Vorschrift
exprimieren und Uber PKI-AffinitAitschromatographie reinigen. Die erfolgte Bindung des
Fusionsproteins an PKI legt nahe, dal3 die Kinase-Aktivitdt der Ca-Untereinheit durch die
Fusion mit b-Galaktosidase nicht wesentlich beeintrachtigt ist.

Die Kontrolle der Expression und der Reinigung Uber PKI(5-24)-Affinitatschromatographie
erfolgte Uber elektrophoretische Trennung im 10 %-igen SDS-Gel. Das mit Coomassie
gefarbte SDS-Gel ist in Abbildung 11 abgebildet. Bei dem PKI-Eluat zeigten sich zwei
dominante Banden (Abb. 11, Spur 8). Den Proteinen dieser Banden kann ein
Molekulargewicht von 157 kDa, dem theoretischen Molekulargewicht des Fusionsproteins,
und von ca. 100 kDa zugeordnet werden. Bei letzterem konnte es sich um ein Abbauprodukt
handeln. Da sowohl das 157 kDa als auch das 100 kDa groRRe Protein bei der PKI-
Affinitditschromatographie an das PKI-Peptid spezifisch gebunden hat, ist anzunehmen, daf3
bei beiden Proteinen die Ca-Untereinheit intakt ist und der Grof3enunterschied durch eine
Verkiirzung des b-Galaktosidase-Anteils zustande kommt. Aufgrund der Spezifitat des PKI(5-
24)-Affinitatsmaterials ist ein Binden des b-Galaktosidaseanteils an PKI nicht anzunehmen.

Da sowohl das intakte als auch das verkirzte Fusionsprotein erheblich grol3er waren als 60
kDa, wurde auf eine weitere Reinigung verzichtet und bei den sich anschlie3enden

Mikroinjektionsexperimenten das Gemisch eingesetzt.
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Abbildung 11: Expression in E. coli BL21(DE3) und Reinigung des Fusionsproteins Ca-b-Galaktosidase
Die Trennung erfolgte im 10 %-igen SDS-Gel. Die Proteine wurden durch Farbung mit Coomassie detektiert.

1: Molekulargewichtsstandard; 2: Rohlysat; 3: Sediment nach Ultrazentrifugation des Rohlysats; 4: Uberstand
nach Ultrazentrifugation des Rohlysats; 5: Durchlauf-Fraktion der PKI(5-24)-Affinitdétschromatographie; 6:

Waschfraktion (TMN 50-Puffer); 7: Waschfraktion (TMN 250-Puffer); 8: eluierte Fraktion; 9: rekombinante Ca-
Untereinheit als Kontrolle

1.3 Konstruktion des Ca(1-40)-GST-Fusionsproteins

Um den Einflul3 des N-Terminus von rCamyr auf die Verteilung des Enzyms in der Zelle zu
untersuchen, wurde ein Fusionsprotein, bestehend aus den ersten 40 Aminosauren der Ca-
Untereinheit und einer sich daran C-terminal anschlielenden Glutathion-S-Transferase
(GST), hergestellt (in Zusammenarbeit mit Herrn A. Girod (jetzt EMBL, Heidelberg) und
Herrn T. Schneider, DKFZ, Heidelberg).

Die Klonierung erfolgte Uber zwei unabhangige PCR-Schritte (s. Material und Methoden
3.5.2). Das fur die ersten 40 Aminosauren der Ca-Untereinheit (Ca(1-40)) kodierende DNA-
Fragment wurde unter Einfihrung einer Hindlll-Schnittstelle am 3-Ende amplifiziert. Als
Template diente das Ca-Gen in dem Vektor pBluescript (s. Anhang). Das GST-Gen wurde
mit dem Vektor pGEX4T2 als Template amplifiziert, wobei am 3'-Ende ein Stopp-Codon und
eine BamHI-Schnittstelle eingefugt wurden. Am 5-Ende wurde eine Hindlll-Schnittstelle
generiert, Uber die anschlieRend die beiden amplifizierten und mit Hindlll-verdauten
Fragmente ligiert werden konnten. Das Konstrukt konnte Uber seine 5'-Nde- und seine 3'-
BamHI-Schnittstellen sowohl in einen pET28b- als auch einen pT7-7-Expressionsvektor

kloniert werden.
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Exprimiert wurde das Ca(1-40)-GST-Fusionsprotein in nicht myristylierter und durch
Coexpression mit der N-Myristyltransferase in myristylierter Form. Auflerdem wurde als
Kontrolle GST allein hergestelit.

Die Reinigung erfolgte tber Glutathion-Affinitdtschromatographie nach der unter Material und
Methoden 4.2.3 angegebenen Vorschrift.

Die Expression und die Reinigung der Proteine wurde zundchst im SDS-Gel kontrolliert (Abb.
12). Erwartungsgemalf co-migrierte das Fusionsprotein Ca(1-40)-GST (30 kDa) (Spur 5 und
6, Abb. 12) mit etwas hoherem Molekulargewicht als GST (26 kDa) (Spur 9, Abb. 12). Nach
diesem Ergebnis war anzunehmen, dal3 es sich bei dem exprimierten und aufgereinigten

Protein um Ca(1-40)-GST handelte.

; Co(1-40)-GST
- -IG;-'[[ )

Abbildung 12: Kontrolle der Reinigung des Ca(1-40)-GST-Fusionsproteins

Das GST-Fusionsprotein wurde Uber eine Glutathion-S&ule mit PBS als Elutionspuffer gereinigt. Die Trennung
erfolgte in einem 10 %-igen SDS-Gel. Die Detektion der Proteine im Gel erfolgte tber Coomassie-Férbung.

1: Molekulargewichtsstandard; 2: Uberstand nach Ultrazentrifugation des bakteriellen Rohlysats; 3: Durchlauf-
Fraktion der Glutathion-Affinitatschromatographie; 4: eluierte Fraktion 1; 5: eluierte Fraktion 2; 6: eluierte Fraktion
3; 7: eluierte Fraktion 4; 8: eluierte Fraktion 5; 9: GST als Kontrolle

Zur weiteren Kontrolle der exprimierten Proteine wurden diese massenspektrometrisch
untersucht. Die MS-Untersuchungen ergaben jedoch aus unbekannten Griinden Kkeine
aussagekraftigen Ergebnisse. Die gemessenen Molekulargewichte zeigten grof3e
Abweichungen zu den erwarteten (Ergebnisse nicht gezeigt).

Da die erfolgte Reinigung der Proteine Uber das Glutathion-Affititatsmaterial fur eine
Integritdit des GST-Anteils des Fusionsproteins sprach, wurden Veranderungen im N-
terminalen Bereich der Fusionsproteine angenommen. Aus diesem Grund wurden die
Proteine N-terminal Uber das Edman-Verfahren ansequenziert (Ergebnisse nicht gezeigt).
Die Aminosaure-Sequenzierung der ersten N-terminalen Aminosauren des nicht
myristylierten Ca(1-40)-GST-Fusionsproteins ergab, daf3 die ersten funf Aminosauren korrekt

vorlagen. Das Ergebnis legt nahe, dal der N-Terminus des Proteins korrekt exprimiert
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wurde. Das freie GST-Protein hatte zu 80 % noch das N-terminale Methionin und zeigt
dariber hinaus ebenfalls keine Verdnderungen. Anders verhdlt es sich mit der
Sequenzierung des N-terminal myristylierten Fusionsproteins, das aufgrund seiner N-
terminalen Modifikation nicht ansequenzierbar sein sollte. Hier zeigte sich, dal3 zu 95 % die
Myristylsdure und die ersten funf Aminosauren, bei den restlichen 5 % sogar die ersten 17
Aminosauren fehlten. Fir die weiteren Experimente wurde nur das nicht muyristylierte

Fusionsprotein Ca(1-40)-GST und GST eingesetzt.

1.4  De novo-Synthese des Proteinkinase-Inhibitors PKI

Der thermostabile Proteinkinase-Inhibitor PKI ist der physiologische Inhibitor der C-
Untereinheit der PKA. Das PKI-Protein besitzt eine inhibitorische Domé&ne mit hoher Affinitat
zum aktiven Zentrum der C-Untereinheit in Anwesenheit von Magnesium und ATP. Einer
weiteren Doméne des Proteins kann die Funktion eines NES, eines Kernexport-Signals,
zugeordnet werden [Hauer et al. 1999]. Es wird angenommen, dal3 das Signal erst nach
Bindung der C-Untereinheit der PKA exponiert wird. PKI hat somit nicht nur Einflud auf die
katalytische Aktivitat der C-Untereinheit, sondern auch auf deren Lokalisation in der Zelle. Da
der kommerziell erwerbliche PKI nur eine geringe inhibitorische Wirkung zeigte, wurde PKI in
Eigenherstellung gewonnen. Weil die cDNA des Gens nicht zur Verfligung stand, wurde die
PKI-DNA-Sequenz de novo uber ein Reihe von PCR-Schritten hergestellt. Dazu wurden acht
lange Oligonukleotid-Primer von ca. 40 bp L&nge synthetisiert (Herr W. Weinig, DKZF,
Heidelberg), die sich um 9 bp Uberlappten (Abb. 13). Aus diesen sollte die komplette DNA-
Sequenz des PKI-Gens entstehen. Zusatzlich wurden acht kurze Primer synthetisiert, die
jeweils am 5-Ende der langen Primer hybridisierten und so die Amplifikation der
entstandenen Genabschnitte ermoglichten.

Die Sequenzen der langen und der kurzen Primer ist dem Anhang zu entnehmen. In
Abbildung 13 sind die acht langen Primer, aus denen PKI Uber die de novo-Synthese

zusammengesetzt wurde, schematisch dargestellt.

P1 P2 P3 P4

31 70 9 130 151 190 211 254
P1R P2R P3R P4R

Abbildung 13: Primer fir die de novo-Synthese der DNA-Sequenz des Proteinkinase-Inhibitors PKI Gber
PCR
Die Sequenzen der Oligonukleotid-Primer P1 - P4 und P1R — P4R sind dem Anhang zu entnehmen.
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In einer ersten Reihe von PCR-Schritten wurden jeweils zwei der sich tUberlappenden Primer,
P1, P2, P3 und P4 mit den jeweils in 9 bp komplementaren Primern P1R, P2R, P3R und
P4R hybridisiert, elongiert und amplifiziert. Von den vier PCR-Produkten wurden Ansatz 1
(bp 1-70) und 2 (bp 61-130) sowie 3 (bp 121-190) und 4 (bp 181-220) in einer zweiten Reihe
von PCR-Schritten zusammengefigt. Im letzten PCR-Schritt wurde aus den zwei
entstandenen  PCR-Produkten (bp 1-130 und 121-254) das komplette Gen
zusammengesetzt. Das PCR-Produkt, welches auch flankierende Schnittstellen enthalt,
wurde mit Ndel und BamHI geschnitten, um das PKI-Gen in ebenfalls mit Ndel/BamHI-

geschnittene Vektoren (pT7-7 und pET28b) zu ligieren.

Die Expression von PKI im pET28b-Vektor erfolgte im E. coli-Stamm BL21(DE3) (s. Material
und Methoden 4.1). Die geernteten E. coli-Bakterien wurden in Tris-Puffer (10 mM Tris, 10
mM NaCl, 1 mM EDTA) mit Ultraschall aufgeschlossen (Kumer et al., JBC). Eine
Vorreinigung des thermo- und s&urestabilen Inhibitors konnte durch Féllen der nicht
hitzeresistenten Proteine bei 95 °C im Wasserbad sowie durch Einstellen des pH-Wertes mit
HCI auf pH 5 und anschlieBender Zentrifugation erzielt werden. Zur weiteren Aufreinigung
wurde der PKI-haltige Uberstand nach Bindung an DE-52-Cellulose (Whatman, Maidstone,
GB) mit einem linearen Natriumchlorid-Gradienten (Endkonzentration: 0,5 M) in 5 mM
Natrium-Acetat-Puffer eluiert [Walsh et al. 1971].

Fraktionen, in denen im Kinase-Assay (s. Material und Methoden 4.9) Inhibitor-Aktivitat
nachgewiesen werden konnte, wurden vereinigt und durch Gelfiltrationschromatographie
Uber eine Sepharose 12 HR10/30-Saule (Pharmacia, Freiburg) mit PBS als Laufpuffer (s.
Material und Methoden 4.8) nachgereinigt. Der Nachweis des PKI-Proteins gelang Uber
SDS-PAGE und im Western Blot mit einem anti-PKla-Antikérper (s. Material und Methoden
4.5 | 4.6). Die inhibitorische Aktivitat des PKI gegentber der Ca-Untereinheit konnte im

Kinase-Assay gezeigt werden (s. Material und Methoden 4.9).
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2 Vorversuche zur quantitativen Bestimmung von Fluoreszenzintensitaten in
Kern und Cytoplasma und dem sich daraus ergebenden Quotienten Fkic

Ein wesentlicher Teil dieser Arbeit befal3t sich mit der quantitativen Auswertung von Kern-
Cytoplasma-Verhaltnissen  fluoreszenzmarkierter ~ Proteine  nach  Mikroinjektion in
eukaryontische Zellen oder nach Einsatz im Import-Assay mit permeabilisierten Zellen.

Zur quantitativen Auswertung wurden digitale Bilder der fluoreszenten Zellen aufgenommen
(s. Material und Methoden 5.7). Die Kamera setzte dabei die absoluten
Fluoreszenzintensitaten, die u.a. abhéngig von der Konzentration der fluoreszenzmarkierten
Probe, der Art des Farbstoffs, der Schichtdicke des Einbettungsmediums, dem verwendeten
Filter, der Lichtintensitat der Lampe, der Blende, der Belichtungszeit und der Fokusebene
sind, in relative Grauwerte um. Diese Grauwerte sind Uber einen Faktor mit der
Fluoreszenzintensitéat verknupft. Der Faktor variiert entsprechend den Kameraeinstellungen,
die darauf abzielen, eine Belichtung mdbglichst innerhalb eines linearen MeRbereichs
(Grauwerte 0 - 4095) der Kamera zu erreichen. Fir die Aufnahme eines Sets von
Experimenten wurden deshalb identische Kameraeinstellungen verwendet. Von daher sind
Aufnahmen nur innerhalb eines Experiments, nicht aber mit denen anderer Experimente
quantitativ vergleichbar.

Fir das Verhdltnis der Fluoreszenzintensitaten in Kern und Cytoplasma auf der Basis der
von der Kamera produzierten Grauwerte wird im folgenden das Kurzel Fgc benutzt. Die
angegebenen mittleren Fy,c-Werte beziehen sich auf die Fxc-Werte von bis zu 50 Zellen
eines Experimentationsansatzes.

Durch die quantitative Bestimmung des Verhéltnisses der Fluoreszenzintensitat in Kern und
Cytoplasma war es mdglich, die Signifikanz der Unterschiede in der Verteilung der
Fluoreszenzintensitat aufzuzeigen, die bei einem rein optischen Vergleich von Einzelzellen
wegen des Umfangs der Streuung zu mdglicher Fehlinterpretation gefiihrt hatte. Um die
Eigenarten der Quantifizierungsmethode abzuschatzen, wurden der EinfluR der Zellinie, des
Auswertungsbereichs, der Eigenfluoreszenz und der Konzentration der injizierten Probe auf

die ermittelten Fy,c-Werte untersucht und die Methode anschlieRend entsprechend optimiert.

2.1 EinfluB der Zellinie auf Fxc

Bei den im Vorfeld dieser Arbeit durchgefiihrten Experimenten wurde hauptsachlich mit
adharent wachsenden murinen NIH Swiss 3T3-Zellen gearbeitet [Pepperkok et al. 2000]. Da
bei dieser Zellinie im Verlauf der Kultivierung ein Verlust der Kontaktinhibierung auftrat, was
zu Schwierigkeiten bei der Injektion und der quantitativen Auswertung der gemessenen

Fluoreszenzwerte fuhrte, wurden Vero-Zellen (s. Material und Methoden 5.1) zur
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Durchfihrung der Experimente dieser Arbeit ausgewahlt. Ausschlaggebend bei der Wahl
dieser Zellinie fur die Mikroinjektionsexperimente war, daf} ihre Zellen flach, nicht zu klein
und von Uberwiegend einheitlicher Morphologie sind.

Um zu Uberprifen, inwieweit die Morphologie der Zellinie Einflul auf die Fy.c-Werte hat,
wurde nicht kernmembrangéngiges Immunglobulin (IgG) und in den Kern diffundierender
Trypsininhibitor aus Sojabohnen (STI) in das Cytoplasma beider Zellinien mikroinjiziert.
Abbildung 14, in der ein beispielhaftes Experiment darstellt ist, zeigt die mittleren F¢c-Werte
nach Mikroinjektion von Cy3-markiertem IgG (IgG-Cy3) und ebenso markiertem STI (STI-
Cy3) in Vero- und NIH 3T3-Zellen. Bei Zellen beider Zellinien lagen die Mittelwerte der Kern-
Cytoplasma-Verhdltnisse der gemessenen Fluoreszenzintensitdten sowohl fir 1gG-Cy3
(Vero: 1,3 £ 0,4; NIH: 1,2 + 0,4) als auch fir STI-Cy3 (Vero: 5,0 £ 1,0; NIH: 4,9 £ 1,2) auf
sehr @hnlichem Niveau. Die optisch ahnliche Morphologie der Zellen spiegelt sich demnach
in den ahnlichen Fc-Werten wider. Deshalb wurde im Rahmen dieser Arbeit vorwiegend mit
Vero-Zellen gearbeitet, da diese einfacher und reproduzierbarer kultiviert werden konnten als
NIH Swiss 3T3-Zellen.

1 [ NIH Swiss 3T3
6 [ Vero
5
N
w3
2
14
0- —
STI-Cy3 19G-Cy3

Abbildung 14: Vergleich des Fx,c-Werts von STI-Cy3 bzw. IgG-Cy3 in NIH Swiss 3T3-Zellen mit denen in
Vero-Zellen

Den Zellen wurden 1gG-Cy3 (Kernausschluf3) oder STI-Cy3 (Diffusion) mikroinjiziert (s. Ergebnisse 4.1.1). Die
Fixierung der Zellen erfolgte ohne vorherige Inkubation. Die Fluoreszenz wurde mit einem herkémmlichen
Fluoreszenzmikroskop detektiert. Das Verhaltnis zwischen nukledrer und cytoplasmatischer Fluoreszenzintensitat
wurde, wie unter Material und Methoden 5.7 und Ergebnisse 2 beschrieben, bestimmt.

2.2 EinfluB der Auswertebereiche innerhalb der Zellen auf Fkic

Die quantitativen Auswertungen der Fluoreszenzintensitaten in Kern und Cytoplasma
erfolgte auf der Basis digitaler Aufnahmen der fluoreszenten Zellen. Wie bereits in der

Einleitung dieses Unterkapitels und unter Material und Methoden 5.7 beschrieben, wurden
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bei der Digitalisierung der Daten die absoluten Fluoreszenzintensitaten in relative Grauwerte
umgewandelt, d.h., jedem Bildpunkt wurde ein Grauwert zwischen O und 4095 zugeordnet.
Zur Quantifizierung der kompartimentspezifischen Fluoreszenzintensitaten war es
notwendig, Bereiche aus Kern und Cytoplasma auszuwahlen, deren Grauwerte Uber diese
Flachen integriert und gemittelt wurden. Der Quotient aus den so ermittelten mittleren
Grauwerten ergab das bereits zuvor definierte Verhaltnis Fg/c.

In dieser Arbeit wurden drei Mdglichkeiten der Auswahl in Betracht gezogen.

Bei der ersten Mdoglichkeit wird die gesamte Flache des Kerns und des Cytoplasmas zur
Bestimmung der Fluoreszenzintensitaten beriicksichtigt (s. Material und Methoden Abb. 7).
Bei dieser Art der Auswertung ist zu bedenken, dal3 das Cytoplasma zu den Zellrdndern hin
dunner, das Volumen unter der Flache entsprechend geringer und damit die gemessene
Fluoreszenzintensitat immer schwacher wird. Je groRRer eine Zelle in der Flache ist, desto
groRBer ist auch der Randbereich schwacherer Intensitdt und desto kleiner ist die fur das
Cytoplasma ermittelte Fluoreszenzintensitat. Durch diesen Effekt nimmt die Form einer Zelle
EinfluR auf die H6he des Verhéaltniswertes Fq,c. Mit grol3er werdender Flache der Zelle steigt
der resultierende Wert fir Fc. Der Fehler kann durch Auswertung einer geniigend grof3en
Anzahl von Zellen und die Auswahl von Zellen ahnlicher Morphologie wahrend der
Mikroinjektion minimiert werden.

Diese durch die Morphologie der Zelle entstandene Fehlerquelle kann durch die zweite
Auswertungsmethode weitestgehend ausgeschaltet werden. Bei dieser Methode wird ein
Kreis konstanter GrofRe als Schablone der auszuwertenden Fléache verwendet. Diese
Schablone wird auf den Kernbereich und den Bereich des kernnahen Cytoplasmas
angewendet, wodurch beide Auswertebereiche anndhernd die gleiche Dicke bzw. ein
vergleichbares Volumen aufweisen. Die ermittelten Fluoreszenzintensitatswerte basieren
demnach auf ahnlichen Volumina. Ein Einflull der Morphologie der Zelle auf die Cytoplasma-
vermittelte Intensitdt kommt hier weniger zum Tragen. Nachteil der Methode ist, daf3 die
Auswahl der Bereiche subjektiv getroffen wird. Aul3erdem kann sie nur angewendet werden,
wenn die Probe sich absolut diffus Uber die Zelle verteilt. Bei Bindung der Probe an
spezifische Strukturen wird die Methode der Verteilung der Probe nicht mehr gerecht.

Bei einer dritten Methode werden anders als bei der vorhergehenden nicht nur ein Bereich,
sondern drei Bereiche im Cytoplasma ausgewertet und ihre Fluoreszenzintensitaten
gemittelt. Die Bereiche im Cytoplasma sollen dabei Zonen unterschiedlicher Dicke des
Cytoplasmas reprasentieren, was zwar einen gewissen Vorteil bei einer Ungleichverteilung
der Probe im Cytoplasma bedeutet, die Methode jedoch noch mehr von der subjektiven
Wahrnehmung des auswertenden Betrachters abhangig macht.

Die Auswertungen wurden in dieser Arbeit nach der ersten Methode durchgefiuihrt, da diese

aus den oben genannten Grinden am geeignesten erschien. Da sich je nach
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Auswertungsmethode unterschiedlich hohe Werte fir Fgc ergaben, wurden letztlich alle
Auswertungen nur auf eine Art und Weise ausgefiihrt. Dadurch blieb die Vergleichbarkeit der

Ergebnisse gewahrleistet.

2.3 EinfluB der Eigenfluoreszenz (Hintergrund) auf Fx.c

An Zellen, die nicht mit fluoreszenzmarkierten Konjugaten behandelt wurden, konnte
trotzdem ein gewisses Fluoreszenzsignal gemessen werden. Ursache dafir ist die
Eigenfluoreszenz der zelleigenen Molekile. Die gemessenen Fluoreszenzintensitaten
mikroinjizierter Zellen wurden um diesen Wert Kkorrigiert, da er unabhangig von der Verteilung
der fluoreszenten Probe war und bei der Bestimmung der Verteilungsverhdltnisse zu
falschen Werten fuihrte. Je geringer der Unterschied zwischen dem Wert des Mef3signals und
dem der Eigenfluoreszenz war, was besonders fir die cytoplasmatischen
Fluoreszenzintensitaten galt, desto deutlicher zeigte sich der Einflul3 auf den Fy,c-Wert.

Aus Grinden der Vereinfachung wurde der Eigenfluoreszenz-Wert der gesamten Zelle und
nicht die Werte fir Kern und Cytoplasma getrennt bestimmt und von den Rohdaten
subtrahiert. Der sich dadurch ergebene Unterschied in den Fyc-Werten gegenuber einer
Subtraktion der fir Kern und Cytoplasma getrennt bestimmten Werte war minimal
(Ergebnisse nicht gezeigt).

2.4 EinfluB der optischen Kontamination auf Fgc

Nach Mikroinjektion von Proben, die nicht kerngéngig sind, wie z.B. 1gG-Cy3, waren die
gemessenen Fluoreszenzintensitaten im Kern nach Subtraktion der Eigenfluoreszenz groRRer
als Null. Die mit solchen Proben ermittelten Fqc lagen in der Regel um einen Wert von 1,2.
Der Grund fir die ermittelten zu hohen Fluoreszenzintensitaten im Kern war der Beitrag der
Fluoreszenz im Cytoplasma an der Kernfluoreszenz. Die Fluoreszenz des oberhalb und
unterhalb des Kerns liegenden Cytoplasmas trug bei der in dieser Arbeit gewahlten Art der

Auswertung zu der Fluoreszenz des Kerns bei.

Fur die ermittelte mittlere Kern- (K) bzw. Cytoplasma-Fluoreszenzintensitat (C) nach Abzug

der Eigenfluoreszenz ist anzunehmen:

Ky +axC, W
C = C; (2)
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mit Ky wahre mittlere Kern-Fluoreszenzintensitat; Ct: wahre mittlere Cytoplasma-
Fluoreszenzintensitat; a: Faktor, um den K; bei Kernausschlu3 zu hoch ist (K/C bei
Kernausschluf3 = 1,2)

Aus (1) und (2) ergibt sich fur das Verhéaltnis der Fluoreszenzintensitaten aus Kern und

Cytoplasma:

K K;+ a xC
- = M (3)
C C;

Fir den Fall des Kernausschlusses ist Ky = 0, und es gilt:
K
— = a 4
C (4)

Durch Umformung von (3) ergibt sich unter Zuhilfenahme von (1) und (2) folgende Korrektur

des Verhaltnisses der Fluoreszenzintensitaten aus Kern und Cytoplasma:

o= -a (5)

Als Naherung an das wahre Verhdltnis der Fluoreszenzintensitaten aus Kern und
Cytoplasma konnte demnach das fur den Kernausschlul3 bestimmte Verhéltnis von 1,2 von
den mittels Fluoreszenz ermittelten Kern-Cytoplasma-Verhaltnissen subtrahiert werden.

Da die vorangegangenen Uberlegungen jedoch von vereinfachten Annahmen ausgehen,
wurde in dieser Arbeit der Korrekturfaktor von 1,2 nicht von den ermittelten mittleren Fyc-
Werten subtrahiert, sondern lediglich als gestrichelte Linie bei der Darstellung der
Ergebnisse gezeigt. Um den Korrekturfaktor beriicksichtigen zu kdnnen, hatte dieser fur
jedes Mikroinjektionsexperiment bestimmt werden mussen. Dazu hatte
fluoreszenzmarkiertes 1gG coinjiziert werden missen. Davon wurde jedoch abgesehen, da
sich die Fluoreszenzen verschiedener Fluoreszenzfarbstoffe gegenseitig beeinflussen
kdnnen, was im Hinblick auf die quantitative Auswertung der Fluoreszenzintensitaten nicht
sinnvoll ist. Die Korrektur wurde in der Besprechung der Ergebnisse nicht berticksichtigt, da
sich nichts an der Qualitat der Ergebnisse, sondern nur an deren Quantitat andert.

Um den Beitrag der Fluoreszenzintensitat im Cytoplasma zur Fluoreszenzintensitat im Kern
noch besser abschatzen zu kdnnen, wurde fluoreszenzmarkiertes Immunglobulin G (IgG-
DTAF), das vom Kern ausgeschlossen wird, sowie fluoreszenzmarkierte rekombinante

myristylierte Ca-Untereinheit (rCamyr-Cy3), die sich zwischen Kern und Cytoplasma verteilt,
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in Zellen coinjiziert. Uber konfokale Laserscanning-Mikroskopie (CLSM) wurden jeweils mit
Filtern fur Cy3 und DTAF Rasteraufnahmen von Einzelzellen gemacht. Die
Rasteraufnahmen konnten zu einer dreidimensionalen Abbildung der beiden Proben in den
Zellen zusammengesetzt werden.

Der optische Langsschnitt durch die NIH Swiss 3T3-Zelle ist in der Abbildung 15A gezeigt. In
der Abbildung 15B sind die gemessenen Fluoreszenzintensitédten der Cy3-markierten Ca-
Untereinheit rCamyr-Cy3 und IgG-DTAF Uber den in Abbildung 15A gezeigten optischen
L&angsschnitt dargestellt.

Wird an der dicksten Stelle der Zelle eine Abschatzung des Anteils des Cytoplasmas an der
Gesamtdicke der Zelle vorgenommen, so kommt man auf Werte zwischen 25 und 30 %, was
sich mit Literaturdaten deckt [Peters 1984].
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Abbildung 15: Optischer Langsschnitt durch die Rasteraufnahmen einer NIH Swiss 3T3-Zelle nach
Coinjektion von rCamyr-Cy3 und IgG-DTAF

In NIH 3T3-Zellen wurde rCamyr-Cy3 mit IgG-DTAF, 5 mM cAMP und 1 mM DTT coinjiziert und fir 10 Minuten
bei 37 °C inkubiert. Die Fluoreszenz der fixierten Zellen wurde im CLSM detektiert.

A: Optischer Langsschnitt durch eine NIH Swiss 3T3-Zelle, in die zuvor rCamyr-Cy3 und IgG-DTAF injiziert
wurde. Die im Cytoplasma (hell) detektierte Fluoreszenz ergab sich durch die Summe der
Fluoreszenzintensitédten von rCamyr-Cy3 und IgG-DTAF. Die Kernfluoreszenz (dunkel) resultiert nur aus der
Anwesenheit von rCamyr-Cy3, da IgG-DTAF vom Kern ausgeschlossen bleibt.

B: Darstellung der gemessenen Fluoreszenzintensitaten von rCamyr-Cy3 (durchgezogene Linie) und IgG-DTAF
(gestrichelte Linie) Gber den unter A gezeigten optischen Langsschnitt.
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Eine Moglichkeit, die optische Kontamination der Fluoreszenzintensitat im Kern durch die
Fluoreszenzintensitat des Cytoplasma zu umgehen, ist die Aufnahme der Zellen Gber CLSM.
Da bei dieser Art der Mikroskopie nur bestimmte Ebenen in der Zelle beleuchtet und damit
gezielt zur Emission der Fluoreszenz angeregt werden kénnen, ist es moglich, optische
Schnitte durch die Zelle zu legen. Eine Verfalschung der MelRwerte durch die Fluoreszenz
dartber oder darunter liegender Bereiche kann weitestgehend ausgeschlossen werden. Von
dieser Aufnahmeweise wurde jedoch wegen fehlender Dauerverfligbarkeit eines CLSM und
der bei Serienexperimenten von bis zu 50 Zellen viel zu zeitraubenden Aufnahmetechnik bei

den Mikroinjektionsexperimenten kein Gebrauch gemacht.

2.5 EinfluR der Konzentration der injizierten Proben auf Fgc bei nicht kerngangigen Proben

Um den Einflud der Konzentration einer injizierten Probe auf die unter Ergebnisse 2.4
beschriebene optische Kontamination und damit auf Fg,c einer injizierten Probe, die nicht
kerngangig ist, verstehen zu lernen, wurde Cy3-markiertes 1gG (1gG-Cy3) in
unterschiedlichen Konzentrationen (1, 0,5 und 0,25 mg/ml) in das Cytoplasma von Vero-
Zellen injiziert. Die Zellen wurden unmittelbar nach der Injektion fixiert. Die Detektion der
Fluoreszenz erfolgte mit einem herkdmmlichen Fluoreszenzmikroskop. Ausgewertet wurden
jeweils 2 Experimente pro Ansatz auf die unter Material und Methoden 5.7 und Ergebnisse
2.1 beschriebenen Art und Weise.

In Abbildung 16 ist das Ergebnis eines exemplarischen Experiments dargestellt. Es zeigt die
Fric-Werte von IgG-Cy3 nach Injektion dreier Konzentrationen an IgG-Cy3.

Eine Abhangigkeit der optischen Kontamination von der eingesetzten Konzentration an
Probe war demnach nicht zu beobachten. Die Auswertung ergab, dal3 die Fgc-Werte
unabhéngig von der injizierten Konzentration bei einem Wert um 1,2 lagen. Die Gesamt-
Fluoreszenzintensitat einer Zelle, die sich als abhéngig von der Konzentration der injizierten

Probe erwies, scheint somit keinen EinfluR auf den Fx,c-Wert zu haben.
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0,25 mg/mi 0,5 mg/ml 1 mg/ml 19G-Cy3

Abbildung 16: Fx,cin Abhéngigkeit von der injizierten Konzentration an 1IgG-Cy3

Das Cy3-markierte IgG (IgG-Cy3) wurde in unterschiedlichen Konzentrationen (1, 0,5 und 0,25 mg/ml) bei RT in
das Cytoplasma von Vero-Zellen mikroinjiziert (s. Material und Methoden 5). Unmittelbar nach der Injektion
wurden die Zellen in PFA fixiert. Die Fluoreszenz wurde mit einem herkdmmlichen Fluoreszenzmikroskop
detektiert. Die Quantifizierung der Fluoreszenzintensitaten und die Berechnung der Fx,c-Werte erfolgte wie unter
Material und Methoden 5.7 und Ergebnisse 2 beschrieben.
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3 Charakterisierung der Proben fiir Mikroinjektion und Import-Assay

Bei der Charakterisierung der verwendeten Proben wurde der Fokus auf rCamyr gelegt. Um
eine konstante Qualitat des Enzyms zu gewahrleisten, wurde es Kontrollen unterworfen,
anhand derer das Protein charakterisiert werden konnte. Es wurden co- und
posttranslationale Modifikationen wie Myristylierung und Phosphorylierungen kontrolliert.
AulRerdem wurde der Einflu3 der Cy3-Farbstoffmarkierung auf Eigenschaften des Enzyms
untersucht sowie das Diffusionsverhalten von rCamyr und von Kontrollproteinen miteinander

verglichen.

3.1 Bestimmung des Phosphorylierungsgrades liber Kationenaustauscher-Chromatographie
(Mono-S)

Die Myristylierung von rCamyr wurde durch Coexpression der Ca-Untereinheit und N-
Myristyltransferase erreicht (s. Material und Methoden 4.1). Durch Mono-S-Chromatographie
des Uber PKI(5-24)-Affinitadtschromatographie vorgereinigten myristylierten Enzyms konnte
eine weitere Reinigung des Enzyms erzielt werden. Des weiteren stellte der
Reinigungsschritt eine Mdglichkeit dar zu Gberprifen, ob die cotranslationale Myristylierung
erfolgt war. Eine Trennung nach Ladung und damit nach Phosphorylierungsstufen war bisher
nur bei nicht myristylierter Ca-Untereinheit moglich. Fur diese war gezeigt worden, dal3 sie,
anders als native, aus Gewebe isolierte C-Untereinheit nicht nur an den Resten Serin 338
und Threonin 197 phosphoryliert vorliegt, sondern auch Phosphatgruppen an Serin 10 und
Serin 139 tragen kann [Herberg et al. 1993].

In der Regel gelang die Trennung von rCamyr in Formen unterschiedlichen
Posphorylierungsgrades mittels der Mono-S-Chromatographie nicht. Das Enzym eluierte bei
1 M Lithiumchlorid in einer Peakfraktion. Nur mit einem bestimmten Exemplar einer Mono-S-
Saule gelang es, rCamyr wahrend des Gradientenlaufs in die sich durch den
Phosphorylierungsgrad unterscheidenden Enzymformen zu trennen. Was diese Saule von
den anderen verwendeten Mono-S-Saulen unterscheidet, ist unbekannt. Mit dieser S&ule
lie3 sich allerdings fir myristyliertes Enzym nicht die Trennqualitdt erreichen, wie sie mit
anderen Mono-S-Saulen fur nicht myristylierte Ca-Untereinheit erzielt wurde.

In Abbildung 17 ist ein typisches Elutionsprofil eines Mono-S-Chromatographielaufs unter
Verwendung dieses Saulenexemplars mit rCamyr gezeigt. Die Reihenfolge im Auftreten der
Fraktionen deckt sich mit dem abnehmenden Grad der Phosphorylierung der Enzymspezies
wie durch massenspektrometrische Analyse (Ergebnis 3.2) gezeigt werden konnte. Dem
Profil nach zu urteilen, liegt das Enzym Uberwiegend dreifach (T 197, S 338, S 10) (Peak b,
Abb. 17) und vierfach (T 197, S 139, S 10, S 338) (Peak a, Abb. 17) phosphoryliert vor.
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Nativem Enzym entsprechendes zweifach phosphoryliertes rCamyr (T 197, S 338) ist nur
gering vertreten (Peak c, Abb. 17). Das entspricht auch dem Phosphorylierungsmuster des
nicht myristylierten Enzyms [Girod 1997]. Es ist somit anzunehmen, daf3 die Myristylierung
keinen entscheidenden EinfluR auf das Phosphorylierungsmuster hat. Dieses Ergebnis
widerspricht jedoch den Beobachtungen von Girod [Girod 1997] an rCamyr aus Rind, die
auch in dieser Arbeit verwendet wurde, und von Duronio et al. (1990) an rCamyr aus Maus
[Duronio et al. 1990], daf3 sich durch die Myristylierung der Anteil mehr als zweifach
phosphorylierten Enzyms zugunsten des zweifach phosphorylierten verringert.

Da, wie bereits erwahnt, der Grund fiir die hohe Trennleistung dieser speziellen Mono-S-
Saule nicht bekannt war, hatte die Eigenschaft dieser S&aule unwiederbringlich verloren
gehen kénnen. Um zu gewahrleisten, dal3 Uber die gesamten Versuchsreihen gleichartige
Probe zur Verfigung stand, wurde daher das nicht getrennte Gemisch fiir die durchgefiihrten
Experimente verwendet.

Dies ist vor dem Hintergrund zu sehen, dal3 rCamyr nicht eingefroren werden kann, ohne an
Aktivitat zu verlieren, und bei 4 °C nur fir 6 - 8 Wochen ohne groReren Aktivitatsverlust
gelagert werden kann. Es war daher nicht moglich, alle Experimente mit Enzym der gleichen

Préaparation durchzufihren.

Abbildung 17: Trennung unterschiedlich stark phosphorylierter Formen

;' bakteriell exprimierter rCamyr durch Kationenaustauscherchromatographie
' PKI(5-24)-affinitatsgereinigtes rCamyr wurde an eine Mono-S-FPLC-Saule (HR5/5)
= M | gebunden und mit einem Gradienten von O - 1 M LiCl eluiert (s. Material und
3 _ | S— Y 8 Methoden 4.2.2).

Das Elutionsprofil zeigt drei Fraktionen, die Uber Massenspektrometrie untersucht
wurden (Ergebnisse 3.2). Die Fraktion a enthdlt hauptsachlich eine vierfach

phosphorylierte, Fraktion b eine dreifach phosphorylierte und Fraktion ¢ eine

zweifach phosphorylierte Form von rCamyr.
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3.2 Bestimmung der Molekiilmassen durch Massenspektrometrie

Eine weitere Moglichkeit zur Charakterisierung von rCamyr bot die bereits unter Ergebnisse
3.1 erwahnte Massenspektrometrie. Uber das Molekulargewicht der exprimierten Proteine
konnten Rickschlisse auf deren Modifikationen, wie z.B. Phosphorylierungen, und auf die
Degradation der Ca-Untereinheit gezogen werden.

Dazu wurden Elutionsfraktionen der Mono-S-lonenaustauscher-Chromatographie (Abb. 17)
mittels ESI-Massenspektrometrie vermessen. Wie auch schon das Mono-S-Elutionsprofil
(Abb. 17) vermuten 1aRt, kommt rCamyr anders als die native Ca-Untereinheit nicht
hauptsachlich nur zweifach, an den Resten Threonin 197 und Serin 338, phosphoryliert vor.
Wie aus der Abbildung 18 hervorgeht, sind groRe Teile des Enzyms drei- und vierfach
phosphoryliert. Das entspricht den gemachten Beobachtungen dber das Vorkommen
verschiedener Phosphorylierungsstufen fir die rekombinante nicht myristylierte Ca-
Untereinheit aus Maus [Herberg et al. 1993; Yonemoto et al. 1993] oder die Ca -Untereinheit
bovinen Ursprungs [Girod 1997].

Es wurde sogar ein Molekulargewicht, das auf finf Phosphorylierungen hindeutet, gemessen
(Ergebnisse nicht gezeigt). Die Position des funften Phosphats konnte mittlerweile dem

Aminosaurerest Serin 256 zugeordnet werden (persdnliche Mitteilung, A. Schlosser, DKFZ).

Diese und andere massenspektrometrische Untersuchungen deuteten darauf hin, dal’ der
Phosphorylierungsgrad von rCamyr mit zunehmender Expressionsdauer in E. coli zunahm.
Um einen moglichst groBen Anteil an zweifach phosphorylierter rCamyr zu bekommen,
wurden die Expressionskulturen daraufhin nicht langer als 12 Stunden nach IPTG-Induktion
inkubiert. Zur Gewinnung von rCamyr Kkonstanter Qualitat wurde versucht, die

Expressionsdauer und die Expressionsbedingungen bei allen Expressionen gleichzuhalten.

Eine massenspektrometrische Analyse der Cy3-Farbstoffmarkierung von rCamyr-Cy3 gelang

nicht.
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Abbildung 18: ESI-Massenspektrometrische Analyse von Fraktionen der Mono-S-Chromatographie von
rCamyr

Die MS-Messung wurden von Herrn W. D. Lehmann und Herrn A. Schlosser (DKFZ, Heidelberg), wie in der
Bildunterschrift 9 beschrieben durchgefiihrt. Die Nebenpeaks kdnnten z.B. durch Addukte hervorgerufen worden
sein.

A: Fraktion a aus Abb. 17: vierfach (gemessenes Mr: 41033 Da; theoretisches Mr: 41018 Da) und dreifach
phosphorylierte Form von rCamyr (gemessenes Molekulargewicht: 40959 Da; theoretisches Molekulargewicht:
40938 Da); B: Fraktion b aus Abb. 17: dreifach (gemessenes Molekulargewicht: 40954 Da; theoretisches
Molekulargewicht: 40938 Da) und zweifach phosphorylierte Form von rCamyr (gemessenes Molekulargewicht:
40877 Da; theoretisches Molekulargewicht: 40858 Da); C: Fraktion ¢ aus Abb. 17: hauptsachlich zweifach
(gemessenes Molekulargewicht: 40877 Da; theoretisches Molekulargewicht: 40864 Da) und in geringen Mengen
dreifach phosphorylierte Form von rCamyr (gemessenes Molekulargewicht: 40942 Da; theoretisches
Molekulargewicht: 40938 Da).
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3.3 Isoelektrische Fokussierung

AulBer Uber Mono-S-Chromatrographie und Massenspektrometrie waren indirekt Uber
isoelektrische Fokussierung (IEF) Informationen (dber Myristylierung und Grad der
Phosphorylierung der Ca-Untereinheit zu erlangen. In Abbildung 19 ist ein isoelektrisches
Fokussiergel abgebildet. Danach zeigt rCamyr (Spur 2; Abb. 19) das gleiche
Fokussierungsverhalten wie die aus Rinderherz gewonnene C-Untereinheit (Spur 3; Abb.
19). Der isoelektrische Punkt von rCamyr unterschied sich dagegen deutlich von der nicht
myristylierten, zweifach phosphorylierten Ca-Untereinheit (Spur 1; Abb. 19). Zur
Charakterisierung von rCamyr wurden das native und das nicht myristylierte Enzym als
Kontrollen eingesetzt.

Zur Untersuchung des Translokationsverhaltens von rCamyr wurde fluoreszenzmarkiertes
Enzym eingesetzt. Mit Hilfe von IEF wurde untersucht, ob der Fluoreszenzfarbstoff Cy3
EinfluR auf das Ladungsmuster von rCamyr nimmt. Die Fokussierung ergab, daf sich das
Fokussierungsverhalten von rCamyr-Cy3 (Spur 4, Abb. 19) gegentiber dem nicht markierten
Enzym (Spur 2, Abb. 19) durch die Markierung von rCamyr mit dem Fluoreszenzfarbstoff
Cy3 veranderte. Die Einfuhrung des Farbstoffs bedeutet einen negativen Ladungszuwachs
fir das Protein, wodurch das fluoreszenzmarkierte Protein in einem saureren pH-Breich
fokussiert. Diese Beobachtung stimmt mit der von Pepperkok et al. (2000) gemachten
Beobachtung an Fluoreszein-markiertem Protein Uberein. Ein Einflu@ der vom
Fluoreszenzfarbstoff eingefihrten negativen Ladungen auf die intrazelluldre Verteilung von
rCamyr kann durch die Untersuchungen von Pepperkok et al. (2000) weitestgehend
ausgeschlossen werden. Es wurde gezeigt, daf3 die Verteilung des Enzyms zwischen Kern
und Cytoplasma unabhéngig davon ist, ob dieses Uber direkte Markierung mit Fluoreszein

oder Rhodamin oder tber indirekte Immunfluoreszenz nachgewiesen wurde.
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Hd

Abbildung 19: Isoelektrische Fokussierung zur Charakterisierung von rCamyr

Die IEF wurde wie in Material und Methoden 4.7 beschrieben durchgefuhrt. Die Proteinbanden wurden durch
Coomassie-Farbung sichtbar gemacht. Die jeweilige Bande, in der sich die beschriebene Form des Enzyms
befand, ist mit einem Pfeil gekennzeichnet. Die Nebenbanden enthalten C-Untereinheiten anderen
Phosphorylierungsgrades, mit anderen Phosphorylierungsmustern oder Abbauprodukte.

1: rekombinante Ca-Untereinheit (rCa) (zweifach phosphoryliert); 2: rekombinante myristylierte Ca-Untereinheit
(rCamyr) (Gemisch der Phosphorylierungsstufen); 3: natives Enzym aus Rind; 4: rCamyr mit Cy3-Markierung
(rCamyr-Cy3).

3.4  Vergleichende Analyse von Dissoziationskonstanten mittels Resonant Mirror

Affinographie

Uber Resonant Mirror Affinographie konnten die Interaktionen zwischen der Ca-Untereinheit
und dem PKI(5-24)-Peptid gemessen werden. Aus den aufgenommenen Bindungskurven
konnte die Dissoziationskonstante Kp berechnet werden, woraus Ruckschlisse auf die
katalytische Aktivitéat gezogen werden konnten.

Es wurden vergleichende Untersuchungen an rCamyr und rCamyr-Cy3 bzw. rCamyr
(H87Q/W196R) durchgefiihrt. Das Ergebnis der Resonant Mirror Affinographie ist in Tabelle
1 zusammenfassend dargestellt.

Es zeigte sich, dal3 alle Kp-Werte der gemessenen Proben im unteren nanomolaren
GroRenordnungsbereich lagen. Dem Vergleich der Ky-Werte von nicht markiertem und von
Cy3-markiertem rCamyr nach zu urteilen, scheint der Farbstofflabel Cy3 die Affinitat zu dem
Inhibitorpeptid PKI(5-24) und damit vermutlich auch die katalytische Aktivitat der Kinase nicht
wesentlich zu beeintrachtigen. Es ist nicht auszuschlieRen, dal? der Unterschied zwischen
den Kp-Werten von rCamyr und rCamyr-Cy3 in der unterschiedlichen Art und Weise der
Bestimmung der Proteinkonzentration beider Proteine begrindet liegt. Der Vergleich von

Wildtyp rCamyr und rCamyr (H87Q/W196R) zeigt, daR die Affinitdt von rCamyr
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(H87Q/W196R) zu dem PKI-Peptid trotz ihres verénderten Bindungsverhaltens zu den R-
Untereinheiten gegeniiber der des Wildtyps nicht malRgeblich verandert war. Die
diesbeziiglich gemachten Beobachtungen von Orellana et al. (1992, Biochem 89)[Orellana
und McKnight 1992] und Gibson et al. (1997) [Gibson et al. 1997] scheinen damit auch auf

das in dieser Arbeit verwendete Enzym zuzutreffen.

‘ rCamyr ‘ rCamyr-Cy3 ‘ rCamyr (H87Q/W196R)

Ko 17 + 1 nM ‘ 41 +6nM ‘ 36 + 13 nM

Tabelle 1: Dissoziationskonstanten (Kp) von rCamyr, rCamyr)-Cy3 und rCamyr (H87Q/W196R)
Vergleich der Uber Resonant Mirror Affinographie ermittelten Dissoziationskonstanten (Kp) von rCamyr (WT) mit
und ohne Cy3-Markierung und der Ca-Doppelmutante rCamyr (H87Q/W196R) gemessen an PKI(5-24) mit einem
lasys Auto” (Affinity Sensors, UK).

Es wurden Enzymkonzentrationen von 0,5 - 200 nM in Gegenwart von 200 uM ATP und 15 mM
Magnesiumchlorid verwendet (s. Material und Methoden 4.9). Die angegebenen Kp-Werte wurden aus den
Ergebnissen des kinetischen und thermodynamischen Fits ermittelt. Die Resonant Mirror Affinographie-
Messungen wurden in Zusammenarbeit mit Herrn T. Schneider (Abteilung Pathochemie, DKFZ, Heidelberg)
durchgefihrt.

3.5 Gelfiltrationschromatographie zum Vergleich des Diffusionsverhaltens von rCamyr mit

dem anderer Proteine

Im Verlauf der Untersuchung des Translokationsverhaltens von rCamyr Uber
Mikroinjektionsexperimente zeigte sich die Notwendigkeit, eine dem rCamyr bezogen auf
das Molekulargewicht und das Diffusionsverhalten &hnlichere Kontrolle als den
Trypsininhibitor aus Sojabohnen (STI) zu finden. Das Molekulargewicht von STI betragt 20
kDa und ist damit nur halb so hoch wie das von rCamyr.

Bei der Suche nach einer rCamyr &ahnlicheren Diffusionskontrolle wurde das bakterielle
Maltose-bindende Protein (MBP) in Betracht gezogen. MBP hat ein Molekulargewicht von
42,7 kDa und ist damit nur wenig groRRer als rCamyr (41 kDa). Zudem ist es wie rCamyr von
globuléarer Form [Bossemeyer et al. 1993; Spurlino et al. 1991]. Es wurde erwartet, dald beide
Proteine ein &hnliches Diffusionsverhalten zeigen.

Um das zu Uberprufen, wurde die Gelfiltrationschromatographie verwendet. Aufgrund der
unterschiedlichen Formen biologischer Molekiile kann vom Molekulargewicht nicht direkt auf
die effektive molekulare Grof3e und damit auf das Diffusionsverhalten geschlossen werden.

Die Gelfiltrationschromatographie stellt ein Hilfsmittel dar, mit dem das Diffusionsverhalten
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von Molekilen Uber ihre Elutionsvolumina oder ihre Retentionszeiten miteinander verglichen
werden kdnnen.

Zunachst wurde das Laufverhalten der verwendeten Superose 10 HR10/30-Saule flur diesen
Zweck getestet. Dazu wurden BSA, STI, rCamyr, rCamyr-Cy3, MBP bzw. Blue Dextran 2000
auf die Gelfiltrationssaule aufgetragen und bei identischer Flu3rate von 0,15 mil/min eluiert.
Die Molekile eluierten gemdall ihres Molekulargewichts: Die Moleklile gréfReren
Molekulargewichts hatten eine kirzere Retentionszeit als die kleineren Molekulargewichts.
Wie aus Abbildung 20 hervorgeht, korrelierte das Elutionsvolumen linear mit dem

dekadischen Logarithmus der Molekulargewichte der verwendeten Molekiile.

154
STI

14 rCamyr / rCamyr-Cy3
134
12

114

104

Elutionsvolumen [ml]

8 Blue Dextran 2000

log10 Mr

Abbildung 20: Lineare Korrelation des Elutionsvolumens gelfiltrationschromatographierter Proteine mit
dem dekadischen Logarithmus ihres Molekulargewichts (Mr)

STI, rCamyr, rCamyr-Cy3, MBP, BSA und Blue Dextran 2000 wurden Uber eine Superose 10 HR10/30-Saule
chromatographiert. Als Laufpuffer wurde PBS mit einer FluBrate von 0,15 ml/min eingesetzt. Der
Schreibervorschub betrug 0,25 cm/ml. Die Elutionsvolumina wurden anhand des Schreiberausdrucks ermittelt.
STI eluierte bei 14,2 ml, rCamyr bei 13,6 ml (unabhéngig von der Cy3-Markierung), MBP bei 13,4 ml, BSA bei
12,2 ml und Blue Dextran 2000 bei 3,7 ml (Ausschluf3volumen).

Wie der Vergleich der Elutionsvolumina zeigt, war das Elutionsverhalten von rCamyr bzw.
rCamyr-Cy3 (Peakmaximum nach 13,6 ml) dem von MBP (Peakmaximum nach 13,4 ml)
ahnlicher als dem von STI (Peakmaximum nach 14,2 ml). Das Diffusionsverhalten von

rCamyr bzw. rCamyr-Cy3 ist folglich dem von MBP sehr viel ahnlicher als dem von STI.
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Wurden MBP und rCamyr zusammen chromatographiert , wie in Abbildung 21A gezeigt ist,
so eluierten sie in einer Peakfraktion. Die Analyse der Elutionsfraktionen der Gelfiltration
zeigte im SDS-Gel (Abb. 21B), dall MBP und rCamyr gemald ihres Molekulargewichts nur
geringfligig versetzt eluiert wurden. Das Diffusionsverhalten der beiden globularen Proteine
MBP und rCamyr kann als nahezu identisch bezeichnet werden. Da fir MBP als bakterielles
Protein ein aktiver Signal-vermittelter Transport in Eukaryontenzellen auszuschlie3en ist,
stand mit MBP eine fur die Untersuchungen des Translokationsverhaltens von rCamyr
geeignete Diffusionskontrolle zur Verfligung.

In Abbildung 21A ist ein typisches Elutionsprofil der Gelfiltration eines Gemisches aus
rCamyr und MBP dargestellt. Abbildung 21B zeigt die Coomassiefarbung der

Elutionsfraktionen.

Des weiteren wurde untersucht, ob das Diffusionsverhalten von rCamyr durch
Fluoreszenzmarkierung mit Cy3 verandert wurde. Es zeigte sich, dal dies nicht der Fall war.

Das Elutionsverhalten von rCamyr und von der fluoreszenzmarkierten Form rCamyr-Cy3 auf
der Gelfiltrationsséule war identisch (Abb. 20). Der Fluoreszenzfarbstoff wirkt sich demnach

nicht auf das Diffusionsverhalten von rCamyr aus.
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Abbildung 21: Vergleich des Diffusionsverhaltens von rCamyr und MBP iber
Gelfiltrationschromatographie

rCamyr (180 pg) und MBP (120 pg) wurden zusammen Uber eine Superose 10HR10730-Saule
chromatographiert. Als Laufpuffer wurde PBS verwendet. Die FluRrate betrug 0,1 ml/min, der Schreibervorschub
0,25 cm/ml. Es wurden wahrend des Laufes 50 und 100 pl Fraktionen gesammelt.

A: Chromatogramm der Gelfiltration des Gemisches aus rCamyr und MBP. Die Fraktionen 15, 25, 30, 35, und 40

wurden in das Chromatogramm eingezeichnet.

B: Analyse der Elutionsfraktionen F 26 — F 46 der Gelfiltration eines Gemisches aus rCamyr und MBP (Abb. 21A)
in SDS-Gelen.
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4 Untersuchungen zur Kern-Cytoplasma-Translokation von rCamyr

Harootunian et al. postulierten 1993 [Harootunian et al. 1993], dal3 die Ca-Untereinheit der
PKA zwischen Cytoplasma und Kern diffundieren kann. Ein Jahr spater wurde beobachtet,
dal? die Ca-Untereinheit durch den Proteinkinase-Inhibitor PKI auch aktiv aus dem Kern
exportiert werden kann [Fantozzi et al. 1994]. Untersuchungen der Abteilung in Kooperation
mit Herrn R. Pepperkok ergaben, dald Unterschiede in der interzellularen Verteilung des
Enzyms in Abhangigkeit von posttranslationalen Modifikationen beobachtet werden kdnnen
[Girod 1997; Pepperkok et al. 2000].

Vor diesem Hintergrund wurde in dieser Arbeit Uberprift, ob die Translokation von rCamyr in
den Kern mit dem Modell der Diffusion ausreichend erklart ist oder ob andere Mechanismen
die intrazellulare Verteilung von rCamyr beeinflussen. Zur Untersuchung der Translokation
von rCamyr und ihrer Charakteristika wurden Mikroinjektionsexperimente an Vero-Zellen (s.
Ergebnisse 4.1) und spater auch Import-Assays an permeabilisierten Hela-Zellen (s.

Ergebnisse 4.2) durchgefihrt.

4.1 Untersuchungen  zur  Kern-Cytoplasma-Translokation von  rCamyr in

Mikroinjektionsexperimenten

In den Mikroinjektionsexperimenten wurde der Translokationsmechanismus von rCamyr
analysiert. Dazu wurde der Einflu? verschiedener Parameter wie Molekilgré3e, N-Terminus
von rCamyr, Temperatur, Energie, freie Verfligbarkeit von Bindungsstellen am
Kernporenkomplex (NPC), NLS, katalytische Aktivitat und aktiver Export auf die Kern-
Cytoplasma-Translokation von rCamyr untersucht. Die daraus resultierende intrazelluléare
Verteilung wurde mit den entsprechenden Daten von Kontrollproteinen fur Diffusion oder

aktiven Import verglichen.

41.1 Vergleich der intrazellularen Verteilung von rCamyr mit der von Kontrollproteinen

In einem ersten Schritt wurde die intrazelluldare Verteilung von Cy3-markiertem rCamyr
(rCamyr-Cy3) mit der anderer fluoreszenzmarkierter Molekile mit bekannten
Translokationsmodi quantitativ verglichen. Der Vergleich der Hohe der im Mittel erreichten
Fric-Werte sollte Hinweise auf den Mechanismus der Kern-Cytoplasma-Translokation geben.
Als Kontrolimolekile fur den Kernausschluf? wurde Cy3-markiertes Immunglobulin G (IgG-
Cy3) und RITC-markiertes Dextran 70S (RITC-Dextran 70S) eingesetzt. Beide kdnnen
aufgrund ihres Molekulargewichts (IgG-Cy3: 150 kDa; RITC-Dextran 70S: 70 kDa) und ihrer

Form nicht passiv durch die Kernporen diffundieren. Sie werden in Ermangelung eines NLS
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nicht aktiv in den Kern importiert und verbleiben deshalb im Cytoplasma. Fir die Diffusion
wurden der Trypsininhibitor aus Sojabohnen (STI) [Breeuwer und Goldfarb 1990; Dabauvalle
et al. 1988; Peters 1986] und das bakterielle Maltose-bindende Protein (MBP) als Kontrollen
ausgewahlt. STI ist mit seinem Molekulargewicht von 21 kDa nur etwa halb so gro3 wie
rCamyr, wahrend MBP mit 42,7 kDa etwas groRer ist als rCamyr. Sowohl STI als auch MBP
waren Cy3-markiert. Als Positivkontrolle fir den aktiven Import wurde FLUOS-markiertes
BSA (66 kDa), an das mehrere NLS-Peptide gekoppelt worden waren (FL-BSA-NLS),
verwendet. Sein Kernimport verlauft Gber den klassischen NLS-vermittelten Weg [Yoneda et
al. 1987].

Die fluoreszenzmarkierten Proben wurden in das Cytoplasma von Vero-Zellen injiziiert. Nach
30-minltiger Inkubation bei 37 °C wurden die Zellen fixiert. Die Fluoreszenz wurde im
herkdmmlichen Fluoreszenzmikroskop detektiert, mit einer CCD-Kamera digitalisiert und
anschlieBend quantifiziert. Die angegebenen Fg,c-Werte geben den Mittelwert der in bis zu
50 Einzelzellen bestimmten Kern-Cytoplasma-Verteilungsverhéltnisse der eingesetzten
Proben an.

In Abbildung 22A sind die mittleren Fy,c-Werte von rCamyr-Cy3 und der Kontrolimolekile
graphisch dargestellt. In Abbildung 22B sind Aufnahmen von Vero-Zellen mit typischer
Verteilung der fluoreszenzmarkierten Proben gezeigt.

Wie aus den Abbildungen hervorgeht, unterscheidet sich die intrazelluldare Verteilung von
rCamyr-Cy3 deutlich von der der Kontrollen fir den Kernausschluf3. Wahrend 19G-Cy3 (Abb.
22B b) und RITC-Dextran 70S (Abb. 22B a) im Cytoplasma verbleiben, kann im Falle von
rCamyr-Cy3 eindeutig Fluoreszenz in Cytoplasma und Kern nachgewiesen werden (Abb.
22B d). Das druckt sich auch in den ermittelten Fy,c-Werten aus. Die mittleren Fy,c-Werte von
IgG-Cy3 und RITC-Dextran 70S liegen in einem Bereich um 1,2 (s. Ergebnisse 2.4). rCamyr-
Cy3 erreicht dagegen nach 30-minutiger Inkubation einen Fc-Wert von 4,7 £ 0,9 und liegt
damit wesentlich dartber.

Ein deutlicher Unterschied ist auch beim Vergleich der intrazellularen Verteilung von rCamr-
Cy3 und FL-BSA-NLS zu erkennen. Der mittlere Fy,c-Wert von FL-BSA-NLS ist wesentlich
hoher als der sich im Mittel bei rCamyr-Cy3 und den anderen Kontrollen ergebende Fy/c-
Wert. Die auffallend hohen Fygc-Werte grinden darin, daR sich bei FL-BSA-NLS kein
Verteilungsgleichgewicht zwischen Kern und Cytoplasma einstellt, sondern daf es zu einer
Akkumulation des gesamten FL-BSA-NLS im Kern kommt (Abb. 22B f). Eine Riickkehr von
FL-BSA-NLS in das Cytoplasma ist ohne NES weder uber aktiven Export noch aufgrund
seiner GréRe von mehr als 60 kDa Uber Diffusion moglich. Die fir das Cytoplasma
gemessene Intensitét liegt dabei nur etwas tUber dem Fluoreszenzhintergrund, so daf3 der

Wert flr Fg,c direkt von der injizierten Konzentration an FL-BSA-NLS abhangt.
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Erstaunlicherweise war die Verteilung der beiden Diffusionskontrollen STI-Cy3 und MBP-Cy3
voneinander verschieden. Wéahrend STI-Cy3 zumindest teilweise im Kern zu akkumulieren
scheint (Abb. 22B c), ergab sich fir MBP-Cy3 (Abb. 22B e) eine gleichmé&Rige Verteilung
zwischen Kern und Cytoplasma. Der nach Mikroinjektion von STI-Cy3 im Mittel erreichte
Wert fur Fqc lag nach 30-minttiger Inkubation um 50 % Uber dem nach Injektion von MBP-
Cy3. Es zeigte sich, daf3 rCamyr-Cy3 weder der Verteilung von MBP-Cy3 noch der von STI-
Cy3 entsprach. Der Fyc-Wert von rCamyr liegt im Mittel zwischen den fir die beiden
Diffusionskontrollen ermittelten Verteilungsverhaltnisse.

Der Vergleich der Verteilung und der ermittelten Fygc-Werte erlaubt somit noch keine
Aussage Uber den moglichen Transportmechanismus von rCamyr. Es kann lediglich
angemerkt werden, dald sich von den eingesetzten Kontrollen MBP-Cy3 und STI-Cy3 dem

rCamyr-Cy3 am &hnlichsten verhalten haben.

RITC- IgG- STI- rCamyr- MBP- FL-BSA-
Dextran  Cy3 Cy3 Cy3 Cy3 NLS
70S

(70kDa) (150kDA) (21kDa)  (41kDA) (43kDa) (68kDa)
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l

Abbildung 22: Vergleich der intrazelluldren Verteilung von rCamyr-Cy3 in Vero-Zellen mit der von

fluoreszenzmarkierten Kontrollmolekilen

Fiur die Mikroinjektionsexperimente wurden Vero-Zellen auf Deckglaschen ausplattiert und fur 24 Stunden
kultiviert. Die Mikroinjektionen wurden in gekihltem HEPES-gepuffertem Medium mit einer halbautomatischen
Mikroinjektionsapparatur von Zeiss durchgefihrt. Die Mikroinjektionsproben RITC-Dextran 70 S, IgG-Cy3, STI-
Cy3, rCamyr-Cy3, MBP-Cy3 bzw. FL-BSA-NLS wurden zusammen mit 5 mM cAMP und 1 mM DTT in das
Cytoplasma von Vero-Zellen injiziert. Die Konzentration der injizierten Proben betrug 1 mg/ml mit Ausnahme der
von FL-BSA-NLS, das in einer Konzentration von 2 mg/ml eingesetzt wurde. Unmittelbar nach der Mikroinjektion
wurden die Zellen in Medium mit 5 mM 8-Br-cAMP 30 Minuten bei 37 °C inkubiert und anschlie3end mit PFA
fixiert. Die Detektion der Fluoreszenz erfolgte mit einem herkémmlichen Fluoreszenzmikroskop.

Die gestrichelte Linie bei der Darstellung der Ergebnisse zeigt den Korrekturfaktor von 1,2 an, um den die
ermittelten Fx,c-Werte eigentlich korrigiert werden muf3ten, um dem Effekt der optischen Kontamination gerecht
zu werden (s. Ergebnisse 2.4).

A: Fxic-Werte der Mikroinjektionsproben nach 30-mindtiger Inkubation bei 37 °C in Vero-Zellen. Die Fx/,c-Werte
wurde, wie unter Material und Methoden 5.7 und Ergebnisse 2 beschrieben, bestimmt.

B: Lokalisation von RITC-Dextran 70 S (a), IgG-Cy3 (b), STI-Cy3 (c¢), rtCamyr-Cy3 (d), MBP-Cy3 (e) und FL-BSA-
NLS (f) in Vero-Zellen nach 30-mindtiger Inkubation bei 37 °C.
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41.2 Translokationsstudien mit Ca-Fusionsproteinen

Intrazellulare Verteilung des Ca-b-Galaktosidase-Fusionsproteins in Vero-Zellen

Eine Mdoglichkeit, relativ schnell einen Hinweis darauf zu bekommen, ob ein Protein durch
Diffusion oder aktiven Import in den Zellkern gelangt, besteht darin, sein Molekulargewicht
soweit zu vergrof3ern, dafd es nicht mehr tber Diffusion in den Kern gelangen kann. Es bleibt
vom Kern ausgeschlossen. Sollte das vergréRerte Protein dennoch im Kern nachgewiesen
werden kdnnen, so muf3 es aktiv dorthin importiert werden sein. Die Ausschlu3grenze fir
Molekile, die noch passiv Uber Diffusion in den Kern gelangen kdénnen, wird mit 40 - 60 kDa
angegeben [Schulz und Peters 1986]. rCamyr liegt mit 41 kDa demnach noch in dem fir
Diffusion moglichen Molekulargewichtsbereich.

Um das Molekulargewicht von rCamyr tber diese GroRenausschul3grenze zu bringen, wurde
ein 158 kDa grof3es Ca-b-Galaktosidase-Fusionsprotein hergestellt (s. Ergebnisse 1.2). Das
Cy3-markierte Ca-b-Galaktosidase-Fusionsprotein wurde in das Cytoplasma von Vero-Zellen
injiziert. Nach Inkubation der Zellen fur 10 bzw. 30 Minuten bei 37°C wurden diese fixiert. Die
Auswertung des Experiments erfolgte nach der unter Material und Methoden 5.7 und
Ergebnisse 2 beschriebenen Weise.

Es wurde nachgewiesen, dall das Ca-b-Galaktosidase-Fusionsprotein vom Kern
ausgeschlossen bleibt. Dies war bereits bei der Betrachtung der Zellen im
Fluoreszenzmikroskop festzustellen. Die quantitative Auswertung der digitalen Aufnahmen
bestatigte dies. Wéahrend rCamyr-Cy3 einen Fy,c-Wert um 5 erreicht (Abb. 22), fuhrte eine
Fusion zu einem F¢c-Wert von unter 1,2 (Abb. 23). Ein Fc-Wert von 1,2 war bereits unter
Ergebnisse 2.4 als Kernausschluf festgelegt worden.

Die Verteilung des Ca-b-Galaktosidase-Fusionsproteins in Vero-Zellen entsprach der von
Molekilen wie z.B. IgG (Abb. 22B b), die aufgrund ihres hohen Molekulargewichts und eines
fehlenden Kernlokalisationssignals vom Kern ausgeschlossen werden.

Dieses Ergebnis bestétigt die von Harootunian et al. gemachten Beobachtungen mit einem
GST-Ca-Fusionsprotein [Harootunian et al. 1993], das ebenfalls vom Kern ausgeschlossen
blieb. Bei dem von Harootunian et al. verwendeten Fusionsprotein lag, anders als bei dem
Fusionsprotein in dieser Arbeit, eine Fusion Uber den N-Terminus der Ca-Untereinheit vor.
Die Mdoglichkeit, dald ein aktiver Import durch diese Blockierung des N-Terminus verhindert
werden konnte, kann durch die hier gezeigten Ergebnisse jedoch verworfen werden.

Dieses Experiment gibt einen starken Hinweis darauf, da® rCamyr nicht Signal-vermittelt in
den Kern importiert wird. Es kann jedoch nicht endgultig ausgeschlossen werden, daf3

rCamyr aktiv in den Kern importiert werden kann. Die Moglichkeit, dal3 rCamyr ein
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fakultatives NLS besitzt, da? unter anderen als den hier gewahlten Bedingungen und
eventuell erst im Zusammenspiel mit anderen Faktoren aktiviert bzw. exponiert wird, bleibt

bestehen.
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Abbildung 23: Verteilung des Ca-b-Galaktosidase-Fusionsproteins in Vero-Zellen

Fkic von Cy3-markiertem Ca-b-Galaktosidase-Fusionsprotein nach 10 und 30-minutiger Inkubation bei 37 °C in
Vero-Zellen. Die Mikroinjektionsexperimente wurden, wie in Ergebnisse 4.1.1 angegeben, durchgefihrt und

ausgewertet.

Intrazellulare Verteilung des Ca(1-40)-GST-Fusionsproteins in Vero-Zellen

Kernlokalisationssignale wie das ,klassische’ NLS, das zuerst beim Simianvirus 40 grof3en T-
Antigen gefunden wurde, bestehen aus einer kurzen Sequenz basischer Aminosaurereste.
Das Vorkommen eines solchen Clusters basischer Aminoséuren kann ein Hinweis auf
aktiven Signal-vermittelten Import sein. Der N-Terminus der Ca-Untereinheit mit
Myristylierungsmotiv und amphipatischer A-Helix enthalt eine Reihe basischer Aminoséauren
(AS (6-28): AKKGS EQSVK EFLAK AKEDF LKK).

Um zu dberprufen, ob diesem eine Signalfunktion beim Kernimport zukommt, wurde ein
Fusionsprotein aus den ersten 40 Aminosauren der Ca-Untereinheit und Glutathion-S-
Transferase (GST) hergestellt (s. Ergebnisse 1.3). Als Kontrolle wurde Cy3-markiertes GST
(GST-Cy3), von dem bekannt ist, dal es zwischen Kern und Cytoplasma diffundiert, allein
injiziert. Ein Vergleich der intrazellularen Verteilung beider Proteine nach Mikroinjektion in
das Cytoplasma von Vero-Zellen sollte Auskunft Gber das Vorhandensein eines NLS im N-
Terminus von rCamyr geben.

In Abbildung 24 ist das Ergebnis des Experiments quantitativ ausgewertet (24A) und an

Vero-Zellen (24B) exemplarisch gezeigt.
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Wie aus Abbildung 24A hervorgeht, sind die Fxc-Werte beider Proteine unabhéngig von der
Inkubationszeit nahezu identisch. Das Fusionsprotein (Abb. 24B a) verhalt sich wie das
passiv durch Diffusion in den Kern gelangende GST (Abb. 24B b).
Diesem Experiment nach zu urteilen, stellt die Sequenz basischer Aminoséauren des N-
Terminus von rCamyr kein NLS fur den aktiven Import dar. Zudem scheinen im
Fusionsprotein weder Myristylsaure noch amphipatische A-Helix einen Einflull auf die
Translokation von GST zu haben.
Aufféllig ist, dal3 das Verhdltnis Fy,c des fluoreszenzmarkierten Fusionsproteins im Mittel
deutlich geringere Werte erreicht als das des intakten rCamyr-Cy3.

A
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Abbildung 24: Einflu des N-Terminus von rCamyr auf das Translokationsverhalten von GST-Cy3

In Vero-Zellen wurde GST-Cy3 bzw. Cy3-gekoppeltes Ca(1-40)-GST-Fusionsprotein (Ca-GST-Cy3) in
Mikroinjektionspuffer mit 5mM cAMP und 1 mM DTT injiziert. Unmittelbar nach der Injektion wurden die Zellen in
Medium mit 5 mM 8-Br-cAMP fur 10 bzw. 30 Minuten bei 37 °C inkubiert und anschlieend fixiert. Die
Mikroinjektionsexperimente wurden, wie in Ergebnisse 4.1.1 angegeben, durchgefiihrt und ausgewertet.

A: Fkic von GST-Cy3 bzw. Ca(1-40)-GST-Cy3 nach 10- und 30-mindtiger Inkubation

B: Lokalisation von GST-Cy3 (a) bzw. Ca(1-40)-GST-Cy3 (b) in nach 30-minutiger Inkubation bei 37 °C fixierten
Vero-Zellen. Die Detektion der Fluoreszenz erfolgte mit einem herkdmmlichen Fluoreszenzmikroskop.
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41.3 EinfluR der Temperatur auf die intrazellulare Verteilung von rCamyr und
Kontrollproteinen in Vero-Zellen

Nach bisherigen Vorstellungen laRt sich der aktive Transport von Molekilen in den Zellkern
im Gegensatz zu passiver Diffusion durch Erniedrigung der Temperatur blockieren
[Richardson et al. 1988; Schulz und Peters 1987]. Aus diesem Grund wurde das
Translokationsverhalten der zu untersuchenden Molekile bei Temperaturerniedrigung als
Kriterium fiir die Bestimmung ihrer Translokationsmechanismen herangezogen.

Zur Aufklarung des Translokationsmechanismus von rCamyr wurde die intrazellulare
Verteilung des Enzyms im Hinblick auf eine mégliche Beeintrachtigung durch Erniedrigung
der Temperatur Uberprift und mit der von Kontrollproteinen verglichen. Dazu wurden die
fluoreszenzmarkierten Proben in das Cytoplasma von Vero-Zellen injiziert und die Zellen
nach der Mikroinjektion entweder bei 37 °C oder bei 4 °C inkubiert.

Unter Abbildung 25 sind die Ergebnisse der Untersuchung zur Temperaturabh&ngigkeit
dargestellt. Der Abbildung 25A sind Aufnahmen von Vero-Zellen mit beispielhafter Verteilung
der fluoreszenten Proben nach 30-mindtiger Inkubation bei 37 °C bzw. 4 °C zu entnehmen.
Abbildung 25B zeigt die mittleren Fy,c-Werte, die sich aus der intrazellularen Verteilung von
rCamyr-Cy3 bzw. der Kontrollproteine nach 10- bzw. 30-mindtiger Inkubation bei 37 °C bzw.
4 °C ergeben.

Wie schon aus der Abbildung 25A hervorgeht, wird die intrazelluldre Verteilung von rCamyr-
Cy3 (Abb. 25A e+f) sowie die der Kontrollproteine FL-BSA-NLS (Abb. 25A a+b) und MBP-
Cy3 (Abb. 25A g+h) durch Erniedrigung der Inkubationstemperatur von 37 °C auf 4 °C
deutlich beeintrachtigt. Ist nach Inkubation bei 37 °C eine deutliche Kernfluoreszenz zu
erkennen, so kann nach Inkubation bei 4 °C kaum Fluoreszenz im Kern detektiert werden.
Dagegen waren bei der Diffusionskontrolle STI-Cy3 keine temperaturbedingten Unterschiede
in der Kern-Cytoplasma-Verteilung festzustellen (Abb. 25A c+d).

Die quantitative Auswertung der Experimente (Abb. 25B) bestatigt die zuvor gemachten
Beobachtungen. So liegen die Fxc-Werte von rCamyr-Cy3, MBP-Cy3 und FL-BSA-NLS im
Mittel nach Inkubation bei 4 °C kaum Uber dem fur den Kernausschlufd bestimmten mittleren
Fwic-Wert von 1,2 (s. Ergebnisse 2.4), wohingegen sich fur den Fg.c-Wert von STI-Cy3
unverandert ein Wert von 7 ergibt.

Wahrend das Verhalten von FL-BSA-NLS und von STI-Cy3 der eingangs beschriebenen
Beobachtung von Schultz und Peters (1987) und von Richardson et al. (1988) entspricht,
scheint der bei MBP-Cy3 beobachtete Effekt dieser zu widersprechen. Hier 1a3t sich bei 4 °C
eine klare Beeintrachtigung der Diffusion erkennen (Abb. 25A d, 25B g+h). Da sich die
beiden Diffusionskontrollen STI und MBP mafgeblich in ihrem Molekulargewicht

unterscheiden, ist zu vermuten, daf3 darin auch der Grund fur das so andersartige Verhalten
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bei einer Temperatur von 4°C liegen konnte. Offenbar gilt fir die Diffusion grof3er Molekiile,
dal die Temperatur diesen Vorgang beeinflul3t, bei kleineren Molekilen hingegen nicht.

Eine eindeutige Aussage Uber den Translokationsmechanismus von rCamyr erlaubt das
Experiment somit nicht, da die Verteilung von rCamyr-Cy3 zwar die bei der Kontrolle fiir den
aktiven Import FL-BSA-NLS beobachteten Abhangigkeit von der Temperatur zeigt, diese

aber auch bei der Diffusionskontrolle MBP-Cy3 beobachtet werden konnte.

A

37 °C 4°C
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Abbildung 25: Einflul? der Inkubationstemperatur auf die Kern-Cytoplasma-Verteilung der Ca-Untereinheit
rCamyr-Cy3 und Kontrollen in Vero-Zellen

Die fluoreszenzmarkierten Injektionsproben wurden den Vero-Zellen zusammen mit 1 mM DTT und 5 mM cAMP
in geklihlitem Medium injiziert. Unmittelbar nach der Injektion wurden die Zellen in Medium mit 5 mM 8-Br-cAMP
fur 10 und 30 Minuten bei 4 °C bzw. 37 °C inkubiert. Danach wurden die Zellen mit PFA fixiert. Die
Mikroinjektionsexperimente wurden, wie in Ergebnisse 4.1.1 angegeben, durchgefiihrt und ausgewertet.

A: Typische Lokalisation von FL-BSA-NLS (a, b), STI-Cy3 (c, d), rCamyr-Cy3 (e, f) und MBP-Cy3 (g, h) nach 30-
minutiger Inkubation bei 4 °C bzw. 37 °C fixierten Vero-Zellen. Die Detektion der Fluoreszenz erfolgte mit einem
herkémmlichen Fluoreszenzmikroskop.

B: Fkic von FL-BSA-NLS (a), STI-Cy3 (b), rCamyr-Cy3 (c) und MBP-Cy3 (d) nach 10- und 30-minUtiger
Inkubation bei 4 °C bzw. 30 °C
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41.4 EinfluB der Verfiigbarkeit von Energie auf die intrazellulare Verteilung von rCamyr und

Kontrollproteinen in Vero-Zellen

Die ’'Energie’-Abhéngigkeit der intrazellularen Verteilung von rCamyr und Kontrollproteinen
wurde anhand von Experimenten untersucht, in denen das zellulare ATP depletiert bzw. das
Ran-GTP-System durch Verwendung einer GTP-Hydrolyse-defizienten Ran-Mutante sowie

durch den Einsatz nicht hydrolysierbarer GTP-Analoga beeintrachtigt wurde.

EinfluB der ATP-Verfugbarkeit auf die intrazellulare Verteilung von rCamyr und
Kontrollproteinen

Ein weiteres Kriterium flr den aktiven Kern-Cytoplasma-Transport kann der Energiebedarf
sein. Newmeyer und Forbes konnten zeigen, dald durch Depletion von ATP der aktive Import
von Proteinen in den Kern, z.B. beim klassischen NLS-vermittelten Import, blockiert werden
kann [Newmeyer und Forbes 1988]. Eine Beeintrachtigung der Diffusion von Molekilen in
den Kern wurde dagegen nicht beobachtet. Der Grund fur die ATP-abhé&ngige Inhibition des
aktiven Transports ist jedoch noch unbekannt, da bisher weder fiir den aktiven Import noch
fir den aktiven Export ein ATP-abhangiger Schritt identifiziert wurde [Talcott und Moore
1999].

Um eine Erschopfung der ATP-Reserven in den Vero-Zellen zu erreichen, wurden die Zellen
vor der Mikroinjektion fur 30 Minuten in 5,6 mM 2-Desoxy-D-Glukose (Inhibition der
Glykolyse) und 10 mM Natriumazid (Blockierung der Atmungskette) inkubiert [Harootunian et
al. 1993; Schmalz et al. 1998]. Die Inkubation nach der Mikroinjektion wurde ebenfalls in
Gegenwart der beiden Inhibitoren durchgefihrt.

In Abbildung 26 sind die Ergebnisse exemplarischer Experimente zur ATP-Depletion
zusammengefal3t.

Es zeigte sich, daR die intrazellulare Verteilung von rCamyr-Cy3 sowie von MBP-Cy3 und
FL-BSA-NLS im Gegensatz zu der von STI-Cy3 durch die Erschépfung der ATP-Reserven in
den Vero-Zellen beeinfluf3t wurde.

Bei FL-BSA-NLS, der Positivkontrolle fir den NLS-vermittelten aktiven Transport, wurde, wie
unter diesen Bedingungen erwartet, der Import in den Kern deutlich inhibiert. FL-BSA-NLS
verblieb im Cytoplasma, seine Akkumulation im Kern blieb aus (Abb. 26B b). Der mittlere
Fric-Wert von FL-BSA-NLS bestétigte diese Beobachtung (Abb. 26A a). Er lag nur wenig
Uber dem von Molekilen, die aus dem Kern ausgeschlossen wurden (s. Ergebnisse 2.4).

Die Diffusion von STI-Cy3 wurde durch Entzug des ATP in den Vero-Zellen nicht
beeintrachtigt (Abb. 26A b, 26B c+d). Unabhangig von dem zellularen ATP-Spiegel ergaben
sich fur die intrazellulare Verteilung von STI-Cy3 Fy,c-Werte um 5,5 (Abb. 26A b).
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Ganz anders als STI-Cy3 verhielt sich MBP-Cy3. Obwohl MBP-Cy3 wie auch STI-Cy3 lber
Diffusion in den Kern gelangt, zeigte sich hier nach 15 Minuten eine geringfligige, nach 30
Minuten jedoch eine deutliche Reduktion des Fgc-Wertes um 60 % (Abb. 26A d). In den
Vero-Zellen in Abbildung 26B g+h ist dieser Effekt deutlich zu erkennen.

Wie bereits in Ergebnisse 4.1.3 vermutet wird, kdnnte auch hier ein Zusammenhang
zwischen den unterschiedlichen Ergebnissen der beiden Diffusionskontrollen und ihren
unterschiedlichen Molekulargewichten bestehen.

Fur rCamyr-Cy3 zeigt das Experiment ein dem fir MBP-Cy3 ahnliches Ergebnis. Auch hier
war nach 30 Minuten durch den ATP-Entzug eine eindeutig geringere Kernfluoreszenz zu
erkennen (Abb. 26B f). Die Fygc-Werte von rCamyr-Cy3 ergaben nach 30-minttiger
Inkubation unter ATP-Depletion im Mittel um 45 % geringere Werte als in unbehandelten
Zellen (Abb. 26B c).

Auch in diesem Experiment ist durch den Vergleich mit MBP-Cy3 als Kontrolle der fir
rCamyr-Cy3 gezeigte Effekt nicht als eindeutiger Hinweis auf aktiven Transport zu

interpretieren.
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Abbildung 26: Intrazellulare Verteilung von
rCamyr-Cy3 und Kontrollen in Vero-Zellen
unter ATP-Depletion

Die Vero-Zellen wurden zur Erschdpfung der
ATP-Reserven fir 30 Minuten in Glukose-
freiem Medium mit 5,6 mM 2-Desoxy-D-
Glukose und 10 mM Natriumazid bei 37 °C
vorinkubiert. Anschlieend wurden den Vero-
Zellen in kaltem PBS die
fluoreszenzmarkierten Injektionsproben
injiziert, denen 1 mM DTT und 5 mM cAMP
zugesetzt waren. Unmittelbar nach der
Injektion wurden die Zellen in Glukose-freiem
Medium mit 5 mM 8-Br-cAMP und 5,6 mM 2-
Desoxy-D-Glukose sowie 10 mM Natriumazid
fur 15 bzw. 30 Minuten bei 37 °C inkubiert.
Danach wurden die Zellen mit PFA fixiert. Die
Mikroinjektionsexperimente wurden, wie in
Ergebnisse 4.1.1 angegeben, durchgefiihrt
und ausgewertet.

A: Fkic von FL-BSA-NLS (a), STI-Cy3 (b),
rCamyr-Cy3 (c) und MBP-Cy3 (d) nach 15-
bzw. 30-mindtiger Inkubation in Vero-Zellen
B: Lokalisation von FL-BSA-NLS (a, b), STI-
Cy3 (c, d), rCamyr-Cy3 (e, f) und MBP-Cy3
(g, h) in unbehandelten und in ATP-
depletierten Vero-Zellen nach 30-minltiger
Inkubation. Die Detektion der Fluoreszenz
erfolgte mit einem herkdmmlichen

Fluoreszenzmikroskop.
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EinfluB von Ran-GTP bzw. Ran(Q69L)-GTP auf die intrazelluldre Verteilung von rCamyr und FL-
BSA-NLS als Kontrolle fiir aktiven Import

Der aktive Import von Importsubstraten mit klassischem NLS, wie von FL-BSA-NLS, tber
Importin a und b ist von der Gegenwart der GTPase Ran in GTP-gebundener Form
abhangig. Ran-GTP spielt dabei sowohl bei der Dissoziation des Importkomplexes im Kern
als auch bei dem Recycling der Transportrezeptoren eine Rolle. Eine direkte Abhangigkeit
des aktiven Imports von der bei der GTP-Hydrolyse durch Ran freiwerdenden Energie
konnte bisher allerdings noch nicht gezeigt werden. Aufgrund der Bedeutung von Ran-GTP
fir viele aktive Transportwege wurde sein EinfluR als Kriterium fir aktiven Transport
herangezogen. Um eine Abhangigkeit der Translokation von rCamyr-Cy3 auf den Ran-GTP-
Bedarf hin zu Uberprifen, wurde eine Punktmutante der GTPase, Ran(Q69L), die GTP zwar
binden, aber nicht mehr hydrolysieren kann, in Mikroinjektionsexperimenten eingesetzt. Die
in der GTP-gebundenen Form blockierte Ran(Q69L)-Mutante bildet stabile Komplexe mit
Importinen wie Importin b aus, die so nicht in der Lage sind, mit den NLS-haltigen Substraten
Importkomplexe zu formen [Dickmanns et al. 1996; Hughes et al. 1998]. Der aktive Import ist
damit blockiert.

Um die Translokation von rCamyr auf ihre Abh&ngigkeit von Ran-GTP hin zu untersuchen,
wurde in ersten Experimenten zunéchst Ran(Q69L)-GTP bzw. zur Kontrolle Wildtyp Ran-
GTP zusammen mit rCamyr-Cy3 in das Cytoplasma der Vero-Zellen coinjiziert. Zur Kontrolle
wurde FL-BSA-NLS, mit dem durch RanQ69L-GTP eine Inhibition des Imports erwartet
wurde, eingesetzt. Dal3 selbst bei dem Ran-GTP-abhangigen Import von FL-BSA-NLS nur
marginale Effekte sichtbar wurden (Ergebnisse nicht gezeigt), zeigte die Notwendigkeit, das
zellulare Importsystem bereits vor dem eigentlichen Experiment mit RanQ69L-GTP
abzusattigen.

In einer zweiten Folge von Experimenten wurde deshalb zuerst Ran(Q69L)-GTP bzw. Ran-
GTP in die Vero-Zellen injiziert und erst nach einer halbstiindigen Inkubation in einer zweiten
Injektion die fluoreszenzmarkierte Probe. Das Wiederfinden der injizierten Zellen nach der
Inkubation wurde durch ein zur Orientierungshilfe in die Deckgldschen geritztes Kreuz
gewdhrleistet. Dennoch gab es in jedem Ansatz Zellen, in die nur beim ersten oder zweiten
Mal injiziert wurde und auch solche, in die zweimal injiziert wurde. Um bei der Auswertung
zwischen den Zellen mit und den Zellen ohne Ran-GTP- bzw. Ran(Q69L)-GTP-
Vorbehandlung unterscheiden zu koénnen, wurde beim ersten Injektionsschritt FITC-
markiertes IgG coinjiziert. Vero-Zellen, in die nur bei der zweiten Injektion injiziert wurde,

wurden als unbehandelte Kontrolle analysiert.
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In Abbildung 27 sind die durch quantitative Auswertung der Experimente ermittelten
Verhaltnisse Fg,c von FL-BSA-NLS (a) und rCamyr-Cy3 (b) mit und ohne vorherige Ran-
GTP- bzw. Ran(Q69L)-GTP-Behandlung gezeigt.

Durch die Vorinkubation der Zellen mit der Hydrolyse-defizienten Ran-Mutante wurde der
Import von FL-BSA-NLS fast vollstandig unterdriickt (Abnahme um 94 %), wahrend eine
Vorinkubation mit Wildtyp Ran-GTP keine Veranderung des Importverhaltens ergab (Abb. 27
a). Wie aus Abbildung 27 b deutlich wird, wird die intrazellulare Verteilung von rCamyr-Cy3
ebenfalls durch Vorinkubation mit der Ran(Q69L)-Mutante beeintrachtigt. Jedoch zeigt sich
hier eine geringere Inhibierung der Translokation in den Kern (Abnahme um 37 %). Die

Vorinkubation mit Wildtyp Ran-GTP veranderte die Verteilung des Enzyms nicht.
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Abbildung 27: Intrazellulére Verteilung von rCamyr-Cy3 und FL-BSA-NLS in Abhé&ngigkeit von Ran-GTP
oder Ran(Q69L)-GTP

Die in der Abbildung gezeigten Fx,c-Werte beziehen sich auf die Verteilung von rCamyr-Cy3 und FL-BSA-NLS in
Zellen mit und ohne vorherige Injektion von Ran-GTP bzw. Ran(Q69L)-GTP.

Zur Vorinkubation der Vero-Zellen mit Ran-GTP bzw. Ran(Q69L)-GTP (2 mg/ml) wurde beides in einer ersten
Injektion in die Vero-Zellen injiziert und anschlieBend fur 30 Minuten bei 37 °C inkubiert. In einer zweiten Injektion
wurde sowohl in bei der ersten Injektion injizierten als auch in nicht injizierte Vero-Zellen FL-BSA-NLS (a) und
rCamyr-Cy3 (b) injiziert, denen 1 mM DTT und 5 mM cAMP zugesetzt war (s. Legende zu Abb. 15). Unmittelbar
nach der Injektion wurden die Zellen in Medium mit 5 mM 8-Br-cAMP fiir 15 bzw. 30 Minuten bei 37 °C inkubiert.
Danach wurden die Zellen mit PFA fixiert.

Bei der ersten Injektion wurde FITC-IgG als Marker coinjiziert (auf3er bei FL-BSA-NLS). So war es bei der
Auswertung durch die unterschiedlichen Fluoreszenzmarkierungen mdglich, zwischen einmal und zweimal
injizierten Zellen zu unterscheiden, d.h. zwischen Zellen, in die nur rCamyr-Cy3, und solchen, in die rCamyr-Cy3
und Ran-GTP bzw. Ran(Q69L)-GTP injiziert wurde. Ausgewertet wurde die Fluoreszenzverteilung von rCamyr-
Cy3 und FL-BSA-NLS nach der unter Ergebnisse 4.1.1 angegebenen Methode.

Die durch Linien verbundenen Balken zeigen Fc,c-Werte von Zellen eines Ansatzes, die mit Ran-GTP bzw.

Ran(Q69L)-GTP behandelt wurden, sowie von unbehandelten Kontrollzellen.
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Der EinfluB der GTP-Analoga GMP-PNP und GTP-gS auf die intrazellulare Verteilung von
rCamyr und Kontrollproteinen in Vero-Zellen

Ahnlich wie durch Verwendung der Ran(Q69L)-Mutante kann die Anhangigkeit von
Translokationsvorgédngen vom Ran-System durch Gabe von nicht-hydrolysierbaren GTP-
Analoga Uberprift werden.

Wie auch schon bei den zuvor beschriebenen Mikroinjektionsexperimenten unter
Verwendung der Ran(Q69L)-Mutante bedurfte es auch hier der Vorinkubation der Vero-
Zellen mit den Inhibitoren, um einen moglichen Effekt sichtbar zu machen. Dies gelang durch
Injektion von 50 mM GMP-PNP [Schmalz et al. 1998] bzw. 50 mM GTP-gS [Sweitzer und
Hanover 1996] in einer ersten Injektion mit anschlie3ender Inkubation, gefolgt von der
Injektion der eigentlichen Probe in einer zweiten Injektionsphase (s. 0.).

Wie die Ergebnisse unter Abbildung 28 zeigen, war bei rCamyr-Cy3, MBP-Cy3 und FL-BSA-
NLS ein Effekt durch beide GTP-Analoga zu beobachten, wahrend sich fir STI-Cy3 kein
Effekt einstellte.

Bei FL-BSA-NLS, der Paositivkontrolle fir den aktiven Transport, war nach Zugabe der GTP-
Analoga eine verminderte Akkumulation im Kern zu beobachten (Abb. 28 a). Die ermittelten
Werte flr Fgc betrugen unabhangig vom verwendeten GTP-Analogon nur noch 30 - 40 %
der Fxc-Werte in unbehandelten Zellen. Eine vollkommene Inhibition des Imports wurde
nicht erreicht. Das kann sowohl am unvollkommenen Austausch des GTP im zellularen Ran-
GTP gegen die verabreichten Analoga liegen, als auch daran, daf3 der inhibitorische Effekt
erst am Ende des Importzyklus wirksam wird, nachdem bereits ein Teil des
fluoreszenzmarkierten Substrates in den Kern importiert wurde.

Das Diffusionsverhalten von STI-Cy3 zeigte sich dagegen unabhangig von der Vorinkubation
mit GTP-Analoga. Das Verhaltnis K. lag hier in jeden Fall im Mittel um einen Wert von 4,5
(Abb. 28 b).

rCamyr-Cy3 verhielt sich auch hier wieder d@hnlich der Diffusionskontrolle MBP-Cy3. Durch
Vorinkubation mit GTP-gS bzw. GMP-PNP verringert sich der fir Fgc ermittelte Wert fur die
Verteilungsverhaltnisse der nukledaren und cytoplasmatischen Fluoreszenzintensitaten bei
MBP-Cy3 um 20 bzw. 50 % (Abb. 28 d) und bei rCamyr-Cy3 um 50 bzw. 60 % (Abb. 28 c).
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Abbildung 28: EinfluR der GTP-Analoga GMP-PNP und GTP-g-S auf die intrazellulare Verteilung von
rCamyr-Cy3 und Kontrollproteinen in Vero-Zellen

Zur Vorinkubation der Vero-Zellen mit GMP-PNP bzw. GTP-g-S wurden die Inhibitoren in einer ersten Injektion
zusammen mit FITC-IgG als Marker in die Zellen injiziert und die Zellen anschliel3end fiir 30 Minuten bei 37 °C
inkubiert. In einer zweiten Injektion wurden den Vero-Zellen die fluoreszenzmarkierten Injektionsproben FL-BSA-
NLS (a), STI-Cy3 (b), rCamyr-Cy3 (c) und MBP-Cy3 (d), denen 1 mM DTT und 5 mM cAMP zugesetzt war,
injiziert. Unmittelbar nach der Injektion wurden die Zellen in Medium mit 5 mM 8-Br-cAMP fiir 15 bzw. 30 Minuten
bei 37 °C inkubiert. Die Vorgehensweise bei der Mikroinjektion entspricht der in der Legende von Abbildung 27
beschriebenen Vorgehensweise. Die quantitative Auswertung der Fluoreszenzverteilung der Proben erfolgte nach
der unter Ergebnisse 4.1.1 angegebenen Methode.

Die durch Linien verbundenen Balken zeigen Werte von Zellen eines Ansatzes. Durch die Coinjektion des
fluoreszenzmarkierten 1gG war es mdoglich, zwischen denen mit und denen ohne Ran vorinkubierten Zellen zu

unterscheiden.

41.5 Blockieren der Kernpore

Der aktive Transport durch die Kernporenkomplexe (NPC) zeichnet sich u.a. dadurch aus,
daf? Bindungsstellen in den NPCs bendtigt werden, an denen sich der Transportrezeptor mit

dem gebundenen Transportsubstrat oder das Substrat allein durch den Porenkanal bewegen
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kann. Da diese Bindungsstellen nur beim aktiven Transport, nicht aber bei der Diffusion eine
Rolle spielen, bieten sie sich als Angriffspunkt fir eine gezielte und spezifische Inhibition des
aktiven Transports an. Wie Experimente von Finlay et al. (1987) und Kutay et al. (1997)
zeigen, kann das Besetzen dieser Bindungsstellen mit Inhibitoren die Bindungsstellen-
abhangigen Transportwege blockieren, ohne dabei die passive Diffusion durch die Kernpore
zu beeintrachtigen. Eine solche Blockade der NPCs ist durch Weizenkeimagglutinin [Finlay
et al. 1987] sowie eine dominant negative Importin b-Deletionsmutante [Kutay et al. 1997]
moglich. Beide Inhibitoren wurden auch in dieser Arbeit eingesetzt, um den
Translokationsmechanismus von rCamyr auf diese Fragestellung hin zu untersuchen. Auf

die Mikroinjektionsexperimente wird im folgenden eingegangen.

EinfluB von WGA auf die intrazellulare Verteilung von rCamyr und von Kontrollproteinen in
Vero-Zellen

Weizenkeimagglutinin (WGA) gilt durch seine direkte Bindung an die NPCs als Inhibitor des
aktiven Kerntransports [Finlay et al. 1987]. Es bindet an die Glykoproteine der Nukleoporine,
wodurch es die Poren fur den aktiven Transport blockiert. Da fir die Diffusion von
Makromolekilen in den Kern bisher keine Beeintréchtigung durch an Kernporen gebundenes
WGA beobachtet wurde [Yoneda et al. 1987], wurde WGA als ein weiteres Hilfsmittel
eingesetzt, um das Translokationsverhalten von rCamyr weiter aufzuklaren.

Dazu wurde WGA in einer Konzentration von 2,5 mg/ml [Yoneda et al. 1987] zusammen mit
rCamyr-Cy3 bzw. den fluoreszenten Kontrollproteinen in Vero-Zellen injiziert. Die Zellen
wurden nach der Mikroinjektion fir 15 Minuten bei 37 °C inkubiert und anschlieRend fixiert.

In Abbildung 29A sind die mittleren Fy,c-Werte von rCamyr-Cy3 und den Kontrollproteinen
mit und ohne Zugabe von WGA graphisch dargestellt. In Abbildung 29B sind Vero-Zellen mit
beispielhafter Verteilung der fluoreszenten Proben fir die jeweiligen Experimente abgebildet.
Es zeigte sich, da? FL-BSA-NLS (Abb. 29A a, 29B b), rCamyr-Cy3 (Abb. 29A b, 29B f) und
MBP-Cy3 (Abb. 29A b, 29B h) in Gegenwart von WGA nach 15-minitiger Inkubation fast
vollstéandig aus dem Kern ausgeschlossen blieben. Bei allen drei Proteinen scheint so gut
wie kein Protein durch Kernporenkomplexe in den Kern gelangen zu konnen (Fy.c-Werte
etwas Uber 1,2) (Abb. 29A a+b). Eine nicht vollstandige Blockierung kann durch die
Dosisabhangigkeit der Inhibition erklart werden [Yoneda et al. 1987]. STI als kleines
diffusibles Molekil verhalt sich ganz anders (Abb. 29A b, 29B c+d). Das sich nach
Coinjektion des WGA einstellende Kern-Cytoplasma-Verhéltnis der Fluoreszenzintensitaten
Frc unterscheidet sich nicht von dem der Zellen ohne WGA-Behandlung. Die Diffusion des
21 kDa grof3en STI in den Kern wurde durch WGA nicht beeintréachtigt.
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Die beschriebenen Beobachtungen fur STI-Cy3 und FL-BSA-NLS entsprechen den von
Finlay et al. gemachten Beobachtungen (1987) [Finlay et al. 1987]. Der Uberraschende Effekt

des WGA auf die Translokation von MBP-Cy3 als Kontrolle fir Diffusion entkraftet die
Schlu3folgerung, dalR rCamyr-Cy3 aufgrund der WGA-Inhibierung einem aktiven

Translokationsmechanismus unterliegen muf3.

A

a

FK/C

FL-BSA-NLS

+ - + - + WGA

STI-Cy3 MBP-Cy3 rCamyr-Cy3

Abbildung 29: EinfluR von WGA auf die intrazellulare Verteilung von rCamyr-Cy3 und Kontrollen in Vero-
Zellen

Die Mikroinjektion und Auswertung erfolgte wie unter Ergebnisse 4.1.1 beschrieben. Zur Blockierung der NPCs
wurde WGA (2,5 mg/ml) mit den Injektionsproben in die Vero-Zellen coinjiziert. Die Inkubation der Vero-Zellen
erfolgte unmittelbar nach der Injektion fir 15 Minuten bei 37 °C.

A: Fkic von FL-BSA-NLS (a), STI-Cy3 (b), rCamyr-Cy3 (b) und MBP-Cy3 (b) nach 15-minutiger Inkubation bei 37
°C.

B: Lokalisation von FL-BSA-NLS (a, b), STI-Cy3 (c, d), rCamyr-Cy3 (e, f) und MBP-Cy3 (g, h) in Vero-Zellen, die
nach einer 15-mindtiger Inkubation bei 37 °C fixiert wurden, in Abh&ngigkeit von WGA. Die Detektion der

Fluoreszenz erfolgte mit einem herkémmlichen Fluoreszenzmikroskop.
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EinfluR der Importin b-Mutante (45-462) auf die intrazellulare Verteilung rCamyr und

Kontrollproteinen in Vero-Zellen

Unter Verwendung der dominant negativen Importin b-Deletionsmutante (45-462) wurde
neben der allgemeinen Abhangigkeit vom Vorhandensein freier Bindungsstellen im
Kernporenkomplex dartiber hinaus auch noch eine Abh&angigkeit des Transportmodus von
Importin b untersucht. Da die Importin b-Mutante (45-462), durch die N-terminale Deletion
bedingt, Ran-GTP nicht mehr binden kann, kann der Importkomplex aus Substrat, Importin a
und Importin b nicht mehr von dem NPC dissoziieren. Die Bindungsstellen in der Kernpore
bleiben irreversibel blockiert. Die Importin b-Mutante (45-462) wurde von der Abteilung D.
Gorlich (ZMBH, Heidelberg) bzw. Herrn F. R. Bischoff (DKFZ, Heidelberg) zur Verfigung
gestellt.

Anders als in den Experimenten mit WGA zeigten die Mikroinjektionsexperimente, in denen
Importin b (45-462) zusammen mit den Injektionsproben in die Zellen injiziert wurden, nur
sehr schwache Effekte. In Anlehnung an die Experimente mit der Ran-Mutante Ran(Q69L)
(s. Ergebnisse 4.1.4) wurde daraufhin die Importin b-Mutante (45-462) 30 Minuten vor den
fluoreszenzmarkierten Proben in die Vero-Zellen injiziert. So konnten die vorhandenen
Bindungsstellen fir Importin b am NPC bereits vor Beginn des eigentlichen Experiments
abgesattigt und das Importsystem des NLS-vermittelten Imports blockiert werden.

Abbildung 30 gibt die Ergebnisse der Mikroinjektionsexperimente mit der Importin b (45-462)-
Mutante wieder. Unter A sind Fg.c der Proben gezeigt, unter B sind exemplarisch digitale
Aufnahmen von Zellen dargestellt.

Am deutlichsten zeigte sich eine Inhibierung des Imports bei FL-BSA-NLS, der
Positivkontrolle fur den aktiven Transport. In Vero-Zellen, die zuvor mit der Mutante inkubiert
wurden, akkumulierte das fluoreszente Protein deutlich weniger stark (Abb. 30A a, 30B b).
Die Fgc-Werte waren nach 10 bzw. 30 Minuten um ca. 70 % reduziert (Abb. 30A a).
Erwartungsgemal wurde die Verteilung der Diffusionskontrolle STI-Cy3 dagegen durch die
Anwesenheit der Importin b-Mutante (45-462) kaum verandert (Abb. 30A b, 30B c+d). Um
lediglich 10 - 15 % reduzierte F«c-Werte ergaben sich durch Zugabe der Importin b-Mutante
nach 10- und 30-mindtiger Inkubationszeit (Abb. 30A b). Die intrazellulare Verteilung von
MBP-Cy3, der grolReren Diffusionskontrolle, zeigte sich wider Erwarten durch die
Vorinkubation der Zellen mit der Importin b-Mutante (45-462) deutlich verandert (Abb. 30A d,
23B g+h). Das galt auch fur rCamyr-Cy3 (Abb. 30A c, 30B e+f). In beiden Fallen nahmen die
ermittelten Fx,c-Werte um ungefahr 40 % ab, wenn die Zellen mit Importin b-Mutante (45-

462) vorinkubiert worden waren.
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Da MBP-Cy3 weder Importin b noch Bindungsstellen benétigt, um in den Kern zu gelangen,
ist anzunehmen, dal} es sich bei der beobachteten Beeintrdchtigung seiner Diffusion durch
die Importin b-Mutante um einen indirekten Effekt handelt.

Wie auch schon bei den vorangegangenen Experimenten erlaubt das Ergebnis dieses
Experiments aufgrund des ungewohnlichen Verhaltens der Diffusionskontrolle MBP-Cy3

keine eindeutige Zuordnung des Translokationsmechanismus der Kinase.
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Abbildung 30: EinfluR der Importin b-
Mutante (45-462) auf die intrazellulare
Verteilung von rCamyr-Cy3 und
Kontrollen in Vero-Zellen

Zur Vorinkubation der Vero-Zellen mit der
Importin  b-Deletionsmutante wurde die
Mutante in einer ersten Injektion den Zellen
injiziert und diese anschlielend fur 30
Minuten bei 37 °C inkubiert. Um zwischen
injizierten und  nicht-injizierten  Zellen
unterscheiden zu koénnen, wurden FITC-
1gG coinjiziert (aul3er bei Ansétzen von FL-
BSA-NLS). In einer zweiten Injektion wurde
den Vero-Zellen die fluoreszenzmarkierten
Injektionsproben rCamyr-Cy3, STI-Cy3,
MBP-Cy3 und FL-BSA-NLS appliziert,
denen 1 mM DTT und 5 mM cAMP
zugesetzt war. Unmittelbar nach der
Injektion wurden die Zellen fur 10 bzw. 30
Minuten bei 37 °C inkubiert und fixiert. Die
Details zur Mikroinjektion und  zur
Auswertung sind unter Ergebnisse 4.1.1
angegeben.

A: Fkic von FL-BSA-NLS (a), STI-Cy3 (b),
rCamyr-Cy3 (c) und MBP-Cy3 (d) in
Abhangigkeit von der Importin b-Mutante
(45-462) nach 10- und 30-minltiger
Inkubation bei 37 °C. Die durch Linien
verbundenen Balken zeigen Werte von
Zellen eines Ansatzes. Durch die
Coinjektion des fluoreszenzmarkierten 1gG
war es moglich, zwischen den mit und ohne
Mutante vorinkubierten Zellen pal|
unterscheiden.

B: Lokalisation von FL-BSA-NLS (a, b),
STI-Cy3 (c, d), rCamyr-Cy3 (e, f) und
MBP-Cy3 (g, h) in Abh&ngigkeit von der
Importin  b-Mutante (45-462) in nach 10-
minutiger Inkubation bei 37 °C fixierten
Vero-Zellen. Die Detektion der Fluoreszenz
erfolgte mit  einem  herkdmmlichen

Fluoreszenzmikroskop.
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41.6 EinfluB des Kernlokalisationssignals SV40 NLS auf die intrazellulare Verteilung von
rCamyr in Kompetitionsexperimenten

Verlauft die Translokalisation zweier Molekile in den Kern Uber den gleichen Importweg, so
konnen sie um diesen konkurrieren, wenn von beiden benutzte Ressourcen wie Rezeptoren
oder Bindungsstellen in begrenzter Anzahl vorkommen. Im folgenden wurde eine mégliche
Konkurrenz zwischen dem Translokationsmechanismus von rCamyr mit dem klassischen
NLS-abhangigen Importweg untersucht. Dazu wurde in Mikroinjektionsexperimenten, in
denen rCamyr-Cy3 zusammen mit SV40 NLS-haltigem Protein bzw. SV 40 NLS-Peptid in
Vero-Zellen injiziert wurde, Uberprift, inwieweit die Translokation von rCamyr kompetitiv

beeinflul3t werden kann.

Kompetitionsstudie mit BSA-NLS

BSA-NLS wird aufgrund seines NLS aktiv in den Kern importiert. Dazu bedarf es
Importrezeptoren und -faktoren, die den Transport durch die Kernporen vermitteln. Diese
sind sattigbar. Fur den Fall, da rCamyr Uber den gleichen oder in Teilen gleichen
Importmechanismus wie BSA-NLS in den Kern gelangen sollte, kann angenommen werden,
dal3 sie mit BSA-NLS um diese Bindungspartner oder Bindungsstellen in den NPCs
konkurriert.

Um das zu Uberprifen, wurde in einer ersten Reihe von Kompetitionsexperimenten rCamyr
mit unmarkiertem BSA-NLS in Vero-Zellen coinjiziert. Auf eine Fluoreszenzmarkierung wurde
beim BSA-NLS verzichtet, um eine bei der Quantifizierung der Cy3-Fluoreszenz mdogliche
Beeinflussung durch einen zweiten Farbstoff auszuschlieen. Im Falle einer Konkurrenz
sollte die Verteilung des Enzyms zwischen Cytoplasma und Kern langsamer ablaufen, da
anzunehmen ist, dall BSA-NLS mit seinen starken Importsignalen eine hohere Affinitat zu
Bindungspartner und -stellen hat und diese zunachst besetzt.

Abbildung 31 zeigt das Ergebnis der guantitativen Auswertung der intrazellularen Verteilung
von rCamyr-Cy3 nach 15 und 30 Minuten Inkubationszeit.

Die Auswertung macht deutlich, dal3 die ermittelten mittleren Fy,c-Werte von rCamyr-Cy3,
unabhangig von der erfolgten Coinjektion von BSA-NLS, nach 15- und 30-minttiger
Injektionszeit bei einem Wert von 4 liegen. Daraus a3t sich folgern, daf3 das sich bei der
Translokation von rCamyr-Cy3 einstellende Gleichgewicht durch die Coinjektion von BSA-
NLS nicht beeintrachtigt wird. Unter Berlcksichtigung dieser Ergebnisse scheint eine
Aussage Uber eine mogliche Kompetition nur durch Messungen zu sehr friihen Zeitpunkten -
wenn der schnelle Import von BSA-NLS ablauft - sinnvoll zu sein. Eine Antwort zur
Aufklarung der Frage, ob sich der Translokationsmechanismus von rCamyr und BSA-NLS in

einigen Bereichen uberschneidet, kann durch diese Experimente nicht gegeben werden.
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Unter Einbeziehung anderer Ergebnisse dieser Arbeit wird allerdings eine Translokation von
rCamyr uber den klassischen NLS-Importweg fiir unwahrscheinlich gehalten. Uber einen
moglichen Effekt der Coinjektion auf den Import von BSA-NLS kann nach diesen

Experimenten keine Aussage gemacht werden.

15 Inkubationszeit [min] 30

+ - + BSA-NLS

Abbildung 31: Coinjektion von rCamyr-Cy3 und BSA-NLS, der Kontrolle fir den aktiven Transport
Die Mikroinjektion und Auswertung erfolgte wie unter Ergebnisse 4.1.1 angegeben. In diesem Experiment wurde

rCamyr-Cy3 allerdings zusammen mit BSA-NLS bzw. einer entsprechenden Menge PBS in die Vero-Zellen
coinjiziert. Nach der Coinjektion wurden die Zellen noch fur 15 bzw. 30 Minuten bei 37 °C inkubiert und dann

fixiert.

Kompetitionsstudien mit dem SV40 NLS-Peptid

In einer zweiten Reihe von Kompetitionsexperimenten wurde rCamyr-Cy3 anstatt mit einem
NLS-tragenden Protein mit SV40 NLS-Peptid allein in Vero-Zellen coinjiziert. In gentigend
hoher Konzentration angeboten, sollte es die Bindungsstellen des NLS-Rezeptormolekils
Importin a besetzen und so den Import anderer Importsubstrate unterbinden koénnen.
Gegeniber den Experimenten mit BSA-NLS hatte das den Vorteil, da3 Importin a wahrend
des gesamten Experiments mit NLS-Peptid blockiert war und nicht nur fir die Dauer des
BSA-NLS-Imports. Als Kontrolle fur Effekte des Peptids als solchem wurde eine inaktive
Mutante des NLS-Peptids eingesetzt (Sequenz: s. Anhang).

Abbildung 32 zeigt die im Mittel erhaltenen Fcc-Verhéltnisse von rCamyr-Cy3 nach Injektion
von rCamyr-Cy3 allein und nach Coinjektion der Peptide nach 15-minutiger Inkubation.

Wie Abbildung 32 zeigt, hat die Zugabe des SV40 NLS-Peptids keinen Einflud auf die

intrazellulare Verteilung von rCamyr-Cy3 in Vero-Zellen. Es scheint zu keiner Kompetition zu
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kommen. Die geringe Beeintrachtigung der Translokation von rCamyr-Cy3 in Gegenwart des
Kontrollpeptids kdnnte in Verunreinigungen des Peptids begriindet liegen.

Da die Translokation von rCamyr-Cy3 durch SV40 NLS nicht beeintréchtigt zu sein scheint,
kann ein Kernimport des Enzyms unter Vermittlung von Importin a weitestgehend
ausgeschlossen werden. Die Annahme, dal3 rCamyr nicht Uber den klassischen NLS-

vermittelten Importweg in den Kern gelangt, wird weiter gestitzt.

SV40 NLS (WT) SV40 NLS-Analogon

Abbildungen 32: Coinjektion von rCamyr-Cy3 und SV40 NLS-Peptid (WT) bzw. SV40 NLS-Analogon
rCamyr-Cy3 wurde zusammen mit dem jeweiligen Peptid, NLS-Peptid oder NLS-Peptid-Analogon bzw. einer
entsprechenden Menge PBS in Vero-Zellen coinjiziert. Nach einer Inkubation von 15 Minuten bei 37 °C wurden
die Zellen fixiert. Die Mikroinjektion und Auswertung erfolgte wie unter Ergebnisse 4.1.1 angegeben.

41.7 Der EinfluR der Kinaseaktivitat auf die intrazellulare Verteilung von rCamyr in Vero-

Zellen

Um zu Uberprifen, ob die katalytische Aktivitat der Ca-Untereinheit flr deren Translokation
in den Kern notwendig ist, wurde der Einflul} von PKA-Inhibitoren wie H-8, H-89 oder PKI auf
die intrazellulare Verteilung von rCamyr in Vero-Zellen untersucht bzw. eine nahezu inaktive

Mutante der Ca-Untereinheit eingesetzt.
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EinfluR der PKA-Inhibitoren H-8 und H-89 auf die intrazellulare Verteilung von rCamyr in Vero-
Zellen

H-8 und H-89 (Biomol, Hamburg) sind synthetische Inhibitoren der PKA, die in Kompetition
zu ATP im katalytischen Zentrum der C-Untereinheit binden [Chijiwa et al. 1990]. H-8 gilt als
ein spezifischer Inhibitor von zyklischen Nukleotid-abhangigen Proteinkinasen [Hidaka et al.
1984]. Sein K; fur PKA wird mit 1,2 uM angegeben [Hagiwara et al. 1987]. H-89 ist ein
Derivat von H-8 und zeichnet sich mit einem K; von 0,048 uM durch eine wesentlich groRere
Spezifitat fur die C-Untereinheiten aus [Chijiwa et al. 1990]. In vivo wurden die Inhibitoren als
Antagonisten des Forskolin-Effekts, d.h. der Aktivierung der C-Untereinheiten durch
Erhdéhung der intrazellularen cAMP-Konzentration, beschrieben [Chijiwa et al. 1990; Robin et
al. 1998].

Um eine Inhibition durch H-8 bzw. H-89 zu erreichen, war es nach Robin et al. und Chijiwa et
al. ausreichend, die Vero-Zellen fur 30 Minuten in H-8- bzw. H-89-haltigem Medium zu
inkubieren [Chijiwa et al. 1990; Robin et al. 1998]. In den hier beschriebenen Experimenten
wurden die Zellen vor und nach der Mikroinjektion von rCamyr-Cy3 in H-8- bzw. H-89-
haltigem Medium inkubiert.

Es zeigte sich, wie der Abbildung 33 zu entnehmen ist, dal rCamyr-Cy3 trotz Behandlung
mit H-8 oder H-89 im Kern zu detektieren ist. Die Kinaseaktivitat ist offenbar keine
notwendige Voraussetzung fur die Translokation von rCamyr-Cy3. Die sich nach 30 Minuten
ergebenden Fy,c-Werte von rCamyr-Cy3 sind jedoch im Mittel nach H-8-Behandlung um 10
% und nach H-89-Behandlung um 20 % geringer als bei unbehandelten Vero-Zellen.

Es ist moglich, daf? dieser Unterschied weniger in einer veranderten intrazellularen
Verteilung von rCamyr-Cy3 als in der Abrundung der Zellen, die auf die katalytische Aktivitat
der PKA in den Zellen zurickzufihren ist, begrindet liegt. Die hoheren Werte fur die
Verteilungsverhéltnisse Fy,c wéaren dann durch den gréRer gewordenen cytoplasmatischen
Anteil an der gemessenen Kernfluoreszenz zu erklaren. Diese morphologische Verdnderung
der Zellen, die durch die enzymatische Aktivitat der Ca-Untereinheit erzeugt und durch
Inhibition der katalytischen Aktivitat unterdriickt werden kann, wurde auch schon von Robin
et al. [Robin et al. 1998] und Fantozzi et al. [Fantozzi et al. 1992] qualitativ beschrieben. Fir
diesen Erklarungsansatz spricht auch, dal3 der Effekt bei H-89 etwas grofRer ist als bei H-8,
da die inhibitorische Wirkung von H-89 30-mal starker ist als die von H-8 [Chijiwa et al.
1990], und dal3 der Effekt mit zunehmender Inkubationszeit zunimmt (Ergebnisse nicht
gezeigt). Eine andere Interpretationsmoglichkeit wére, dal’ die Retention von rCamyr-Cy3 im
Kern durch Bindungspartner wie z.B. Substrate, deren Bindung im aktiven Zentrum der Ca-
Untereinheit durch die Inhibitoren beeintrachtigt ist, beeinfluf3t sein kénnte.

Dem mdoglichen Einwand, dafl3 der geringe Effekt der Inhibitoren auf die Lokalisation von

rCamyr-Cy3 auf eine Unwirksamkeit der Inhibitoren zurtickzufihren sein kénnte, kann jedoch



Ergebnisse 107

begegnet werden. Zum einen konnte durch die beiden Inhibitoren der Kinase-spezifische
Effekt auf die Morphologie der Zellen unterdriickt und zum anderen die inhibitorische
Wirkung der beiden Inhibitoren auf rCamyr im Kinase-Assay bestatigt werden (Ergebnisse

nicht gezeigt).

H-8 Ethanol H-89/Ethanol

Abbildung 33: Dieintrazellulare Verteilung von rCamyr-Cy3in Abhé&ngigkeit von den PKA-Inhibitoren H-8
und H89

Zur Inhibierung der Ca-Untereinheit wurden die Vero-Zellen vor der Mikroinjektion von rCamyr-Cy3 fir 30
Minuten in 750 pM H-8-haltigem bzw. 30 uM H-89-haltigem Medium vorinkubiert. Nach der Mikroinjektion wurden
die Zellen fur weitere 30 Minuten bei 37 °C inkubiert, wobei den zuvor mit Inhibitor inkubierten Zellen wieder
Inhibitor ins Medium gegeben wurde. Da H-89 in Ethanol geldst vorlag, war eine Ethanol-Kontrolle notwendig, um
einen moglichen Ethanol-Effekt ausschlieen zu kdnnen. Als Kontrolle fur die H-8-Inhibitor-L6sung wurde dem
Medium die entsprechende Menge H2O dest. zugegeben. Allen Zellen wurde 5 mM cAMP bzw. 8-Br-cAMP und 1
mM DTT zugesetzt. Die Mikroinjektion und Auswertung erfolgte wie unter Ergebnisse 4.1.1 angegeben.

EinfluB des Proteinkinase-Inhibitors PKI und von PKI-Peptiden auf die intrazellulare Verteilung

von rCamyr in Vero-Zellen

Ein weiteres Experiment zur Untersuchung der Bedeutung der katalytischen Aktivitat der
PKA auf deren intrazellulare Verteilung wurde in Gegenwart des thermostabilen
Proteinkinase-Inhibitors (PKI) und eines davon abgeleiteten PKI-Peptids durchgefihrt. PKI
ist ein physiologischer Inhibitor der PKA. AufRer seiner inhibitorischen Wirkung auf die C-
Untereinheit besitzt er auch noch die Fahigkeit, diese Uber sein Exportsignal aktiv aus dem
Kern zu exportieren. Das verwendete PKI-Peptid PKImyr (6-24) ist dagegen nur in der Lage,
die C-Untereinheit zu inhibieren, entbehrt aber der Exportfunktion. PKImyr (6-24) wurde mit
D-Arginin und einem C-terminalen Aspartylrest, der mit Cyclohexyolmethyl verestert wurde,
synthetisiert, um es durch diese Modifikation resistenter gegen Degradation in den Zellen zu
machen [Fernandez et al. 1991]. Die N-terminale Myristylsaure des Peptids vermittelt die
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Aufnahme des Inhibitorpeptids in die Zellen. Als Kontrolle diente ein Peptid mit identischen
Modifikationen und identischer Aminosdure-Zusammensetzung, aber willkirlicher Sequenz
(PKImyr (6-24) (random)).

Die Myristylierung des PKI-Inhibitor- und des Kontrollpeptids erlaubte es, die Vero-Zellen
bereits vor der Mikroinjektion mit dem Inhibitor vorzuinkubieren. Das PKI-Protein, welches
nicht membrangéngig ist, wurde dagegen mit rCamyr-Cy3 in die Zellen coinjiziert.

Wie den in Abbildung 34 dargestellten Fg,c-Werten von rCamyr-Cy3 zu entnehmen ist, haben
das PKI-Protein und das PKI-Peptid einen unterschiedlich stark ausgepragten Effekt auf die
intrazellulare Verteilung von rCamyr-Cy3. So ist nach Coinjektion von PKI als Folge von
dessen Exportfunktion kaum mehr rCamyr-Cy3 im Kern zu detektieren. Der fir das
Verteilungsverhéltnis von rCamyr-Cy3 ermittelte Fc,c-Wert von 1,5 + 0,3 liegt nur wenig Uber
dem von 1,2 bei Kernausschluf3 (s. Ergebnisse 2.4). Das Peptid PKImyr (6-24), das der
Exportfunktion entbehrt, beeintrachtigt das Verhaltnis F«,c von rCamyr-Cy3 nicht so stark wie
das PKI-Protein. Es zeigt lediglich eine Abnahme um 30% auf einen mittleren F¢c-Wert von
3,4 £ 0,6 im Vergleich zur Kontrolle. Das Kontrollpeptid PKImyr (6-24) (random) zeigt keinen
EinfluR auf die Verteilung von rCamyr-Cy3 in der Zelle.

Der Unterschied in der Verteilung von rCamyr-Cy3 in unbehandelten bzw. in mit dem
Kontrollpeptid PKImyr (6-24) (random) oder mit PKImyr (6-24) behandelten Zellen kdnnte
auch hier dadurch zustande kommen, dal3 sich die Vero-Zellen aufgrund der durch die
Mikroinjektion von rCamyr-Cy3 erhohten intrazellularen Kinaseaktivitdt in Abwesenheit von
Inhibitoren abzurunden beginnen, wodurch der cytoplasmatische Anteil an der gemessenen
Kernfluoreszenz zunimmt. Vero-Zellen, in denen rCamyr inaktiviert wurde, bleiben dagegen
flach, die ermittelten Fy,c-Werte geringer (s. o. unter H-8/H-89).

Die hier beschriebenen Mikroinjektionsexperimente mit PKI bzw. PKImyr (6-24) bestétigen
die Beobachtungen von Fantozzi et al. (1992). Damals wurde bereits gezeigt, dal3 bei
Coinjektion von PKI im Gegensatz zur Coinjektion des Peptids PKI(5-24) keine Akkumulation
der C-Untereinheit im Kern zu beobachten ist. Der dort geduRerte Verdacht, dal’ die
enzymatische Aktivitdt der Kinase fur deren Akkumulation im Kern nicht notwendig sei,
konnte durch die Experimente in dieser Arbeit bestatigt werden.

Zusammenfassend laRt sich also sagen, dal3 in Gegenwart von Inhibitoren wie H8, H-89,
PKI-Protein bzw. Inhibitorpeptid PKImyr (6-24) die Translokation von rCamyr-Cy3 an sich
nicht, oder nicht wesentlich, beeintrachtigt zu sein scheint. Dafl} dies nicht an der
mangelnden inhibitorischen Wirkung liegt, zeigt sich darin, dall die Induktion
morphologischer Veranderungen der Zellen wie das leichte Sich-Abrunden und das
Ausbilden von Zellauslaufern durch PKA unterdriickt wird, d.h., dal rCamyr und die
intrinsische PKA inhibiert werden. Anders als bei den Inhibitorpeptiden kommt es nur nach

Coinjektion von PKI-Protein zusatzlich noch zu einer beinahe rein cytoplasmatischen
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Lokalisation von rCamyr-Cy3, was nicht durch eine verminderte Translokation von rCamyr-
Cy3 in den Kern, sondern den PKI-vermittelten aktiven Export des Enzyms aus dem Kern zu

erklaren ist.

+ PKI + PKI myr + PKI myr
(6-24) (6-24)
(random)

Abbildung 34: Einflu3 von PKI bzw. PKImyr (6-24) auf die intrazellulare Verteilung von rCamyr-Cy3 in
Vero-Zellen

Zur Inhibition von rCamyr-Cy3 mit myristyliertem PKI-Peptid wurden die logarithmisch wachsenden Vero-Zellen
30 Minuten lang in 50 pM PKImyr (6-24) bzw. dem Kontrollpeptid PKImyr (6-24) (random) (20-facher molarer
UberschuR) inkubiert. rCamyr-Cy3 (1 mg/ml) wurde in die Zellen mikroinjiziert. Die Zellen wurden nach 10
Minuten Inkubation bei 37 °C in entsprechendem Medium mit PFA fixiert. Die Inhibition durch das PKI-Protein
erfolgte durch Coinjektion des PKI (12,5 puM) und anschlieBender Inkubation der Zellen fir 10 Minuten. Alle
Ansétze wurden mit 5 mM cAMP bzw. 8-Br-cAMP und 1 mM DTT behandelt. Die Mikroinjektion und Auswertung
erfolgte wie unter Ergebnisse 4.1.1 angegeben.

Intrazellulédre Verteilung der zu 90% inaktiven Ca-Mutante His-rCa (E91Q) in Vero-Zellen

Um die Notwendigkeit der Kinaseaktivitat fur die Translokation von rCamyr unabhangig von
Inhibitoren Uberprifen zu kdnnen, wurde eine Mutante der Ca-Untereinheit eingesetzt, deren
spezifische Aktivitdt nur noch 10 % von der des Wildtyps betragt (personliche Mitteilung, T.
Schneider, DKFZ, Heidelberg). Bei der Mutante war Glutamat 91 gegen Glutamin
ausgetauscht. Das Glutamat 91 ist Uber eine Salzbriicke mit dem Lysin 72, dem eine Rolle
bei der Bindung des ATP im Kkatalytischen Zentrum zukommt, verbunden. Durch den
Aminosaureaustausch an der Position 91 sollte die Nukleotidbindung im aktiven Zentrum
untersucht werden. Die Mutante wurde von Herrn T. Schneider (DKFZ, Heidelberg) zur
Verfugung gestellt. Diese am N-Terminus His-tag-fusionierte, nicht myristylierte Ca-Mutante

wird im folgenden mit His-rCa (E91Q) bezeichnet.
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Abbildung 35 gibt die F¢c-Verhaltnisse an, die die Verteilung von rCamyr-Cy3 oder His-rCa
(E91Q)-Cy3 nach 10- bzw. 30-mindtiger Inkubation wiedergeben.

Wie die Ergebnisse zeigen, kann His-rCa (E91Q)-Cy3 trotz seiner geringen katalytischen
Aktivitat in den Kern gelangen. Fur Wildtyp und Mutante ergeben sich sogar sowohl nach 10-
als auch nach 30-mindtiger Inkubationszeit sehr ahnliche Werte fur Fqc. Der Grund fur die
um ca. 10 % geringeren Fyc-Werte der Mutante lalt sich wie zuvor in den bereits
beschriebenen morphologischen Veradnderungen der Vero-Zellen vermuten (s. o. unter H-
8/H-89).

Die Experimente mit der weitestgehend inaktiven Mutante His-rCa (E91Q) konnte die zuvor
beschriebenen an den Inhibitoren H-8, H-89 und PKI gemachten Beobachtungen bestétigen:
Die katalytische Aktivitat der Ca-Untereinheit ist weder fur deren Translokation in den Kern

noch fir deren intrazellulare Verteilung von grof3erer Bedeutung.

10

Inkubationszeit [min] 30
rCamyr-Cy3  His-rCa rCamyr-Cy3  His-rCa
(E91Q)-Cy3 (E91Q)-Cy3

Abbildung 35: Intrazellulare Verteilung der nahezu inaktiven Ca-Mutante His-Ca (E91Q)-Cy3in Vero-Zellen
im Vergleich zu rCamyr-Cy3

His-rCa (E91Q)-Cy3 oder rCamyr-Cy3 wurden in das Cytoplasma von Vero-Zellen injiziert. Die anschlieende
Inkubation erfolgte fur 10 bzw. 30 Minuten bei 37 °C. Das Experiment wurde in Anwesenheit von 5 mM cAMP
bzw. 8-Br-cAMP und 1mM DTT durchgefiihrt. Die Mikroinjektion und Auswertung erfolgte wie unter Ergebnisse
4.1.1 angegeben.
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41.8 Cytochalasin B - Abhangigkeit der intrazellularen Verteilung von rCamyr in Vero-Zellen
vom Cytoskelett

Fir eine andere Proteinkinase, die Proteinkinase C (PKC), konnte von Schmalz et al.
(1996/1998) gezeigt werden, dall ein intaktes Cytoskelett Voraussetzung fur die
Translokation der Kinase in den Kern ist [Schmalz et al. 1998; Schmalz et al. 1996]. Dazu
waren Gewebekulturzellen mit Cytochalasin B oder Colchicin, beides das Cytoskelett
zerstbrende, Membran-permeable Toxine, behandelt worden und anschlieRend nach
Stimulation der Kinase, z.B. nach Phorbolester-Behandlung, das Translokationsverhalten der
PKC verfolgt worden. In den von Schmalz et al. durchgefiihrten Experimenten blieb PKC in
Cytochalasin B- bzw. Colchicin-behandelten Zellen vom Kern ausgeschlossen. Da am
Cytoskelett Bindungsstellen fir PKC nachgewiesen werden konnten, wird angenommen, daf3
die Proteinkinase entlang dieser Bindungsstellen in den Kern transportiert werden kann. Der
NLS-vermittelte aktive Import zeigte diese Abhangigkeit nicht.

Um die Abhangigkeit der Kern-Cytoplasma-Translokation von rCamyr von der Intaktheit des
Cytoskeletts zu Uberprifen, sollte zundchst das Cytoskelett der Vero-Zellen zerstort werden.
Dazu wurden die Vero-Zellen in Gegenwart von 2 UM Cytochalasin B fiir eine Stunde bei 37
°C inkubiert. Die Mikroinjektion von rCamyr-Cy3 und der Kontrollproteine erfolgte erst
danach.

Abbildung 36 zeigt die mittleren Fy,c-Werte von rCamyr-Cy3 (b), STI-Cy3 (b) und FL-BSA-
NLS (a) in Vero-Zellen nach Cytochalasin B-Behandlung und in unbehandelten Zellen.

In dieser Arbeit konnte bei keiner der injizierten Proben eine Inhibition oder Beeintrachtigung
der Translokation in den Kern in Gegenwart von Cytochalasin B beobachtet werden. Die
mittleren Fy,c-Werte sanken nicht ab, sondern stiegen nach Cytochalasin B-Vorinkubation
wie beim STI-Cy3 (Abb. 36 b) und FL-BSA-NLS (Abb. 36 a) leicht an. Die nach Cytochalasin
B-Behandlung etwas erhdhten Fgc-Werte riihren daher, daf3 sich die Zellen durch die
Behandlung mit Cytochalasin B, welches das Depolymerisieren der Aktinfilamente zur Folge
hat, abrunden, wodurch sich offenbar der Beitrag der Cytoplasma-Fluoreszenz um den Wert
fur die Kern-Fluoreszenz erhoht.

Der in der Literatur beschriebene Effekt fir PKC konnte fiir PKA nicht bestatigt werden. Es
scheint deshalb unwahrscheinlich, dal rCamyr und PKC einen &hnlichen
Translokationsmechanismus haben. Eine unmittelbare Bedeutung des Cytoskeletts konnte
auch hier weder fur den klassischen Importweg uber NLS noch fir die freie Diffusion

nachgewiesen werden.
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Abbildung 36: EinfluR von Cytochalasin B auf die intrazellulare Verteilung von rCamyr-Cy3 und
Kontrollen in Vero-Zellen

Um das Cytoskelett in Vero-Zellen zu zerstdéren, wurden die Zellen vor der Mikroinjektion fur eine Stunde in
serumfreiem Medium mit Cytochalasin B (2 pM) inkubiert. Die Kontrollzellen wurden in serumfreiem Medium ohne

Cytochalasin B (2 uM) gehalten. Die fluoreszenzmarkierten Proben FL-BSA-NLS (a), rCamyr-Cy3 und STI-Cy3
(b) wurden zusammen mit cAMP (5 mM) und DTT (1 mM) injiziert. Die Inkubation der Vero-Zellen nach der
Mikroinjektion erfolgte fir 15 Minuten bei 37 °C. Je nach experimentellem Ansatz wurde Cytochalasin B-haltiges
oder -freies Medium verwendet. Die Mikroinjektion und Auswertung erfolgte wie unter Ergebnisse 4.1.1

angegeben.

41.9 Der aktive Export von rCamyr aus dem Kern

Nach Fantozzi et al. [Fantozzi et al. 1992] kann die freie C-Untereinheit der PKA sowohl
durch Diffusion als auch Uber aktiven Export aus dem Kern wieder ins Cytoplasma gelangen.
Da sie selbst kein Kernexportsignal (NES) ausweist, ist fiir den aktiven Export eine Bindung
an ihren physiologischen Inhibitor PKI erforderlich, der dadurch sein NES exponiert. Das
NES wird von dem Exportrezeptor Exportin-1 (CRM 1) erkannt, der daraufhin den schnellen
aktiven Export des C-Untereinheit-PKI-Komplexes katalysieren kann.

Da bei den Experimenten zur Translokation von rCamyr-Cy3 nur das sich einstellende
Verhdltnis Fgc als Folge der Kern-Cytoplasma-Translokation von rCamyr-Cy3 betrachtet
werden kann, ist es nicht moglich, zwischen dem Einflu der Translokation in den Kern und
der aus dem Kern zu unterscheiden. Der Beitrag des aktiven Exports ist zudem nicht
konstant, da sich die Expression und die Verteilung von PKI in der Zelle Zellzyklus-abhangig
verandert [Wen et al. 1995]. Es wurde deshalb untersucht, welche Rolle der Export bei der
Verteilung von rCamyr hat und inwieweit die in dieser Arbeit ermittelten Verhaltnisse Fg/c

vom aktiven Export beeinfluf3t sind.



Ergebnisse 113

Kinetik der intrazelluldaren Verteilung von rCamyr nach Kern- oder Cytoplasma-Injektion

Um Unterschiede im Mechanismus der Translokation von rCamyr in den Kern bzw. aus dem
Kern heraus aufzudecken, wurde die Verteilung von rCamyr-Cy3 nach Injektion in den Kern
und in das Cytoplasma zu unterschiedlichen Zeitpunkten verglichen. Anhand der so
aufgenommenen Kinetiken sollte es moglich sein, zwischen Diffusion bzw. aktivem Export zu
unterscheiden.

Die in Abbildung 37 dargestellten Kinetiken zeigen, daf} rCamyr-Cy3 nach Mikroinjektion in
Vero-Zellen sowohl vom Cytoplasma in den Kern als auch vom Kern ins Cytoplasma
gelangen kann. Die sich einstellende Verteilung von rCamyr-Cy3 erreicht im Gleichgewicht
ein Plateau, dessen Hohe unabhangig vom Ort der Injektion ist. Wéhrend dieses Plateau
nach Injektion in den Kern bereits nach ca. 5 Minuten erreicht ist, braucht es dazu nach
Injektion ins Cytoplasma ungefahr 10 - 15 Minuten. Das Gleichgewicht stellt sich folglich
nach der Kerninjektion dreimal schneller ein als nach Cytoplasma-Injektion. Diese
Beobachtung spricht dafir, da rCamyr-Cy3 aktiv aus dem Kern exportiert wurde. Dal3 die
Molekile im Cytoplasma, das ausgebreiteter ist als der Kern, im Mittel langere Wege bis zur
Kernmembran zuriicklegen missen, spielt keine Rolle, da die Diffusionsgeschwindigkeit
wesentlich hoher ist als die Differenz von 10 Minuten. Die sich einstellende Verteilung im
Gleichgewichtszustand wird demnach neben der Diffusion durch den aktiven Export
kontrolliert. Bei reiner Diffusion in beiden Richtungen ware kein Unterschied in Import und
Export zu erwarten gewesen.

Eine zusatzliche Triebkraft fir den raschen Export kénnte eine Reihe von hgheraffinen
Bindungsstellen im Cytoplasma als im Kern sein, die rCamyr-Cy3 aus dem
Verteilungsgleichgewicht ziehen und damit das Konzentrationsgefalle des Enzyms langer

hochhalten konnten.

Abbildung  37: Kinetik  der
. Translokation von rCamyr nach
Mikroinjektion in das Cytoplasma
10 Kerninjektion bzw. in den Kern von Vero-Zellen
rCamyr-Cy3 (1 mg/ml) wurde in die
Kerne bzw. ins Cytoplasma von

exponentiell wachsenden Vero-Zellen

E\i % injiziert. Die Vero-Zellen wurden

daraufhin ohne vorherige Inkubation
bzw. nach 5-, 10-, 15- und 30-
§ Cytoplasmainjektion minutiger Inkubation bei 37 °C fixiert.
Die Mikroinjektion und Auswertung

0 . . . . . . ,
(I) é 1|o 1'5 2'0 2'5 3'0 erfolgte wie unter Ergebnisse 4.1.1

Inkubationszeit [min] angegeben
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Inhibition des aktiven Exports von rCamyr durch Leptomycin B

Um den aktiven Export von rCamyr durch PKI gezielt zu inhibieren und damit den Einfluf3
von PKI auf die Kern-Cytoplasma-Verteilung von rCamyr aufzudecken, wurde Leptomycin B
(LMB) eingesetzt. LMB ist ein cytotoxischer Metabolit aus Streptomyceten, der den aktiven
NES-abhéngigen Kernexport von Proteinen Uber den Exportrezeptor Exportin-1 inhibieren
kann [Fukuda et al. 1997]. Seine cytotoxische Wirkung liegt in der Blockade des Zellzyklus in
Eukaryoten [Hamamoto et al. 1983]. Die Inhibition des Exports ist eine Folge der Bindung
des LMB an Exportin-1 [Kudo et al. 1998] und der daraus resultierenden Blockierung der
Bindung des NES-tragenden Exportsubstrates an den Exportrezeptor. Eine Behandlung von
Zellen mit LMB ermdglicht es, den aktiven Export zu unterbinden, ohne die Diffusion oder
den aktiven Kernimport zu beeintrachtigen.

Zur Inhibierung des PKI-vermittelten Exports von rCamyr wurden die Vero-Zellen mit LMB,
das als ungesattigte Fettsaure membrangangig ist, in einer Konzentration von 0,2 ng/ml fur
30 Minuten zur Absattigung des Exportfaktors Exportin-1 mit LMB vorinkubiert [Fukuda et al.
1997]. Die Mikroinjektion von rCamyr-Cy3 erfolgte entweder n das Cytoplasma oder in den
Kern der Vero-Zellen. Um die Inhibition des aktiven Exports weiterhin aufrechtzuerhalten,
wurden die Zellen auch nach der Injektion in LMB-haltigem Medium gehalten. LMB wurde
von Herrn M. Yoshida (Universitat Tokio, Japan) zur Verfiigung gestellt.

In Abbildung 38 ist das Ergebnis der quantitativen Auswertung der intrazellularen Verteilung
von rCamyr-Cy3 in einem beispielhaften Mikroinjektionsexperiment mit LMB gezeigt. Es sind
die mittleren Fy,c-Werte dargestellt.

Wie aus der Abbildung hervorgeht, ist nach 10-minltiger noch kein, nach 30-mindtiger
jedoch ein deutlicher Effekt von LMB auf die Kern-Cytoplasma-Verteilung von rCamyr-Cy3
zu beobachten. Die mit LMB behandelten Vero-Zellen zeigen unabhangig vom Injektionsort
nach einer Inkubation von 30 Minuten bis zu 40 % hohere F«c-Werte als die in Abwesenheit
von LMB inkubierten Zellen. Der Anteil an rCamyr-Cy3 im Kern ist durch die LMB-
Behandlung wesentlich erhéht. Aus den Daten geht demnach hervor, dald die Lokalisation
von rCamyr-Cy3 durch den aktiven Export deutlich beeinflu3t zu werden scheint.

Die Beobachtung, daf® der nach 30-mindtiger Inkubation auftretende Effekt durch LMB auf
die Verteilung der Ca-Untereinheit nach 10-minttiger Inkubation noch nicht zu erkennen ist,
konnte eine Frage der LMB-Verfugbarkeit in den Zellen sein, da die l&angere Inkubation auch
einer langeren Exposition der Zellen gegeniiber LMB gleichkommt.

Es ist allerdings auch nicht auszuschlieRen, dal es sich bei dem nach 30 Minuten
auftretenden Effekt um einen Sekundareffekt handelt. Dieser kénnte aus der Inhibierung des
Exports anderer Molekdle resultieren, da durch LMB nicht nur der PKI-vermittelte Export der

Ca-Untereinheit, sondern alle Giber Exportin-1 katalysierten Exporte inhibiert werden.
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Abbildung 38: EinfluR von LMB durch Inhibition des PKI-vermittelten aktiven Exports auf das Verhaltnis
Fkicvon rCamyr-Cy3in Vero-Zellen

Die Mikroinjektion und Auswertung erfolgte wie unter Ergebnisse 4.1.1 angegeben. In diesem Experiment wurden
die Vero-Zellen jedoch 30 Minuten vor und 10 bzw. 30 Minuten nach der Injektion von rCamyr-Cy3 (1 mg/ml) in
Leptomycin B-haltigem (0,2 ng/ml) bzw. -freiem Medium bei 37 °C inkubiert. Die Injektion der Probe erfolgte

entweder in das Cytoplasma (Cytoplasmainjektion) oder in den Kern (Kerninjektion) der Vero-Zellen.

4.2 Untersuchungen zur Kern-Cytoplasma-Translokation von rCamyr in Import-Assays

Als eine zur Mikroinjektion alternative Methode wurden sogenannte ‘Import-Assays’
durchgefiuhrt, in denen mit permeabilisierten Zellen gearbeitet wurde [Adam et al. 1990]. Die
Permeabilisierung der Zellen erfolgte in Gegenwart einer geringen Konzentration an
Digitonin, durch das die cholesterinreiche Plasmamembran selektiv permeabilisiert wurde.
Die Permeabilisierung hatte zwei Konsequenzen. Zum einen konnte so die
fluoreszenzmarkierte Probe durch die l6chrige Plasmamembran in die Zellen gelangen, was
am Fluoreszenzmikroskop verfolgt werden konnte. Zum anderen fihrte die
Permeabilisierung zum Verlust der l6slichen cytoplasmatischen Fraktion, was ein Screening
nach den fur den Kernimport essentiellen Ioslichen Faktoren erlaubte. Es wurden sowohl
Endpunktbestimmungen durchgefihrt als auch Kinetiken aufgenommen, um das
Translokationsverhalten von rCamyr-Cy3 zu untersuchen.

Die Import-Assays wurden in Zusammenarbeit mit Frau K. Ribbeck (Abteilung D. Gorlich,
ZMBH, Heidelberg) durchgefuhrt. Da der experimentelle Aufbau auf HeLa-Zellen abgestimmt
war, wurden in allen Import-Assays anders als in den Mikroinjektionexperimenten Hela-

Zellen verwendet.
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421 Vergleich der Translokation von rCamyr und Kontrollproteinen in die Kerne

permeabilisierter HeLa-Zellen

Zunachst wurde die intrazelluléare Verteilung von rCamyr-Cy3 und der Kontrollen fur Diffusion
und aktiven Transport im Import-Assay verglichen. Dazu wurden Digitonin-permeabilisierte
HelLa-Zellen fur 3 Minuten mit den fluoreszenzmarkierten Proteinen in einem Import-Mix (s.
Abbildungslegende) bei RT inkubiert.

In Abbildung 39 sind Aufnahmen der permeabilisierten HelLa-Zellen nach 3-mindtiger
Inkubation mit den entsprechenden fluoreszenzmarkierten Proben gezeigt.

Es zeigte sich, dal} die eingesetzten Proben FL-BSA-NLS, STI-Cy3, rCamyr-Cy3 und MBP-
Cy3 sich sehr unterschiedlich verhielten.

Wie aus Abbildung 39 a hervorgeht, akkumuliert FL-BSA-NLS als Kontrolle fir den aktiven
Kernimport deutlich im Kern. Im Cytoplasma ist dagegen kaum Fluoreszenz zu beobachten.
Der aktive Import des FL-BSA-NLS in die Kerne der HeLa-Zellen scheint schnell und effizient
zu sein. Wie Vorversuche gezeigt hatten (Ergebnisse nicht gezeigt), war es jedoch
erforderlich, dem Import-Reaktionsmix Retikulozytenextrakt als Cytosol-Substitut sowie ein
Energie-regenerierendes System zuzusetzen, um Uberhaupt einen Import in den Kern
beobachten zu konnen. Auf3erdem bedurfte es der Zugabe von Importin a, da die
Konzentration an Importin a im Gegensatz zu der von Importin b im substituierten
cytoplasmatischen Extrakt zu gering war: eine Bestatigung fir die Notwendigkeit von
Importfaktoren wie z.B. Importin a und Energie beim aktiven NLS-vermittelten Import.

Das Ergebnis der Diffusionskontrolle MBP-Cy3 stellt ein anderes Extrem dar. Hier kam es
weder nach langerer Inkubation noch nach Substitution des Cytosols zu einer Anreicherung
in den Zellen (Abb. 39 d). Die Fluoreszenz verteilte sich gleichmafRig zwischen Kern,
Cytoplasma und dem die Zellen umgebenden Reaktionsmedium. Die Probe schien sich
vollstandig inert gegeniber jeglichen Bindungen zu Strukturen der Zelle zu verhalten.

STI-Cy3 (Abb. 39 b) als weitere Diffusionskontrolle zeigte sich ganz anders als MBP-Cy3.
Schon nach weniger als einer Minute war auch ohne Substitution cytoplasmatischer
Faktoren eine deutliche Anreicherung von STI-Cy3 im Kern zu erkennen (Kinetik nicht
gezeigt). Da STI-Cy3 wie MBP-Cy3 auch Uber Diffusion in den Kern gelangt, muf3ten
Bindungsstellen, die STI-Cy3 aus dem Diffusionsgleichgewicht ziehen konnten, der Grund
fur die Akkumulation von STI-Cy3 in den Kernen der HeLa-Zellen sein.

Far rCamyr-Cy3 konnte beobachtet werden, daf} es sich im Verlauf des Import-Assays in
Cytoplasma und Kern anreicherte. Wie aus Abbildung 39 c hervorgeht, war die Verteilung
von rCamyr-Cy3 allerdings weder mit der von STI-Cy3 (Abb. 39 b) noch mit der von FL-BSA-
NLS (Abb 39 a) zu vergleichen. Der Assay ergab, daf} eine Substitution des Cytosols fur die
Translokation des Enzyms in den Kern nicht erforderlich war. Durch den Vergleich zu den
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Kontrollen deutete sich fur rCamyr-Cy3 die Mdglichkeit an, daf Bindungsstellen in den

Zellkompartimenten die intrazellulare Verteilung von rCamyr-Cy3 beeinfluRen kdnnen.

Abbildung 39: Vergleich der intrazelluldren Verteilung von rCamyr-Cy3 und Kontrollproteinen nach
Translokation in die Kerne Digitonin-permeabilisierter HeLa-Zellen

Die Kerne Digitonin-permeabilisierter HeLa-Zellen wurden mit FL-BSA-NLS (a), STI-Cy3 (b), rCamyr-Cy3 (c) oder
MBP-Cy3 (d) in Gegenwart von cAMP (5 mM) und DTT (1 mM) fur 3 Minuten inkubiert. Der Reaktionsmix mit FL-
BSA-NLS enthielt zudem noch Retikulozytenextrakt, Importin a (3 pM) und Energiemix (2x) (1 mM ATP, 1 mM
GTP, 20 mM Kreatininphosphat und 50 pg/ml Kreatinkinase). Nur im Ansatz mit FL-BSA-NLS wurde die
Inkubation durch Fixieren der Zellen gestoppt und die Fluoreszenz im herkdmmlichen Fluoreszenzmikroskop
detektiert. Bei den anderen Proben wurden die Rasteraufnahmen der nicht fixierten Zellen nach 3-mindtiger
Inkubation durch den Reaktionsmix hindurch im CLSM aufgenommen.



118 Ergebnisse

4.2.2 Import-Kinetiken von rCamyr in die Kerne permeabilisierter HeLa-Zellen

Um den Verlauf der Translokation von rCamyr-Cy3 in die Kerne permeabilisierter Hela-
Zellen von Anfang an beobachten zu kdnnen, wurde rCamyr-Cy3 zu den bereits im CLSM
fokussierten Zellen gegeben.

Unter Abbildung 40 sind die aufgenommene Kinetik von rCamyr-Cy3 sowie
Rasteraufnahmen der Hela-Zellen zu verschiedenen Zeitpunkten des Import-Assays
gezeigt.

Wie aus den Rasteraufnahmen hervorgeht (Abb. 39B), nahm die detektierte Fluoreszenz in
Kern und Cytoplasma der HelLa-Zellen in ihrer Intensitéat Gber den beobachteten Zeitraum hin
stetig zu. Die frihen Aufnahmen zeigen, dal3 sich rCamyr-Cy3 zuerst im Cytoplasma
anreicherte und erst dann in den Kern zu gelangen schien. Die Fluoreszenzintensitat im Kern
vergro3erte sich demnach gegenlber der im Cytoplasma mit Verzégerung. Die quantitative
Auswertung der Verteilung von rCamyr-Cy3 in den Zellen ergab (Abb. 40A), daB die Fg/c-
Werte im Mittel wahrend der ersten 200 Sekunden linear ansteigen und danach in ein
Plateau tUbergehen (Fx,c von 3+ 0,7).

Es sind deutliche Unterschiede in den Fluoreszenzintensitaten zwischen den Zellen zu
erkennen, die u.a. durch eine unterschiedlich ausgepragte Permeabilisierung der Zellen
bedingt sein kann.

Verglichen mit den Import-Kinetiken aktiv in den Kern importierter Molekile verlief die von
rCamyr-Cy3 wesentlich langsamer (personliche Mitteilung, Frau K. Ribbeck, ZMBH,
Heidelberg).

Ein Vergleich der Kinetik von rCamyr-Cy3 mit der der Diffusionskontrolle MBP-Cy3 war nicht
moglich, da diese nicht in den Zellen akkumulierte und die Zellen so nur schwer von dem sie
umgebenden Medium zu unterscheiden waren (Abb. 39 d).
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Abbildung 40: Verlauf der Translokation von rCamyr-Cy3 in Digitonin-permeabilisierten HeLa-Zellen
Die Translokation von rCamyr-Cy3 (1 uM) in die Kerne Digitonin-permeabilisierter HeLa-Zellen wurde bei RT im
Beisein von Energiemix (2x) (1 mM ATP, 1 mM GTP, 20 mM Kreatininphosphat und 50 pg/ml Kreatinkinase),
Ran-Mix (2x) (3 uM Ran-GDP, 0,3 pM NTF2, 0,3 uM RanBP1 und 0,2 pyM Ran 1p), DTT (1 mM) und 8-Br-cAMP
(1 mM) am CLSM verfolgt. Die Rasteraufnahmen wurden ohne vorherige Fixierung durch den Reaktionsmix
hindurch aufgenommen.

A: Verlauf von Fg,c von rCamyr-Cy3 in permeabilisierter HeLa-Zellen Giber einen Zeitraum von 400 Sekunden. Die
quantitative Auswertung erfolgte nach der in Material und Methoden 5.7 und Ergebnisse 2 beschriebenen
Methode.

B: Rasteraufnahmen der permeabilisierten HeLa-Zellen wéhrend der fortschreitenden Translokation von rCa myr-
Cy3in die Kerne der HelLa-Zellen nach 10, 50, 100, 150, 200 und 300 Sekunden
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4.2.3 EinfluR von Energie-regenerierendem und Ran-System auf die Translokation von rCamyr

in die Kerne permeabilisierter HeLa-Zellen

Mit Hilfe des Import-Assays lieR sich zeigen, dal3 rCamyr-Cy3 offenbar auch ohne die
I6sliche cytoplasmatische Fraktion in die Kerne der Digitonin-permeabilisierten Zellen
gelangen kann. Fir die Translokation von rCamyr-Cy3 scheinen somit weder Importfaktoren
noch Energie zwingend erforderlich zu sein. Dennoch sollte im folgenden Assay Uberprift
werden, ob sich die Translokation und damit die intrazellulare Verteilung von rCamyr-Cy3
durch Zugabe eines Energie-regenerierenden Systems und Komponenten des Ran-Systems
beeinflussen lieRen. Dazu wurde die Translokation von rCamyr-Cy3 in Import-Assays mit
und ohne Substituten verfolgt. Es zeigte sich, daR durch Zugabe eines Energie-
regenerierenden Systems und eines Ran-Mixes, der die wichtigen Komponenten des Ran-
GTPase-Systems enthalt, zwischen 40 und 60 % hdhere F¢c-Werte erreicht wurden als im
Ansatz ohne Substitute (Abb. 41A). Auch wenn Energie und Ran nicht essentiell sein sollten,
so scheinen sie die Kern-Cytoplasma-Translokation von rCamyr-Cy3 doch zu férdern. Es ist
jedoch nicht auszuschlieBen, dall es sich bei dem beobachteten Effekt um einen
Sekundéreffekt handelt.

In Abbildung 41A sind die Kinetiken der Translokation von rCamyr-Cy3 in die Kerne
permeabilisierter HeLa-Zellen mit und ohne Zugabe von Ran- und Energie-Mix dargestellt.
Abbildung 41B zeigt Rasteraufnahmen von Zellen unter den jeweiligen Bedingungen nach 6-

minutiger Inkubation.

Um gezielt den Einflu3 der GTPase Ran auf das Translokationsverhalten von rCamyr-Cy3 in
permeabilisierten HeLa-Zellen zu untersuchen, wurden die Zellen vor Beginn des Assays mit
der Hydrolyse-defizienten Ran-Mutante Ran(Q69L) inkubiert. rCamyr-Cy3 konnte auch ohne
Zugabe von Komponenten des Ran-Systems im Kern nachgewiesen werden. Deshalb war
nicht anzunehmen, daf3 Ran-GTP fir die Translokation von rCamyr-Cy3 notwendig ist.

Ein Vergleich der intrazellularen Verteilung von rCamyr-Cy3 im Import-Assay mit (Abb. 42 a)
und ohne Ran(Q69L)-GTP (Abb. 42 b) in fixierten HelLa-Zellen zeigte, dal3 sich durch
Zugabe der Ran(Q69L)-Mutante Unterschiede ergeben. Vero-Zellen ohne Ran(Q69L)-GTP-
Behandlung zeigten ein starkeres Fluoreszenzsignal im Kern als im Cytoplasma. Man
erkennt, daf3 die Nukleoli von der Fluoreszenz ausgeschlossen sind. Durch die Vorinkubation
der Zellen mit Ran(Q69L)-GTP ergibt sich ein ganz anderes Bild der Fluoreszenz im Bereich
der Zellkerne. Die Fluoreszenz scheint von der Kernmembran auszugehen, das Innere der
Kerne scheint nicht fluoreszent zu sein (Nukleoli nicht sichtbar). Von einer quantitativen

Auswertung der intrazellularen Verteilung von rCamyr-Cy3 wurde deshalb abgesehen.
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Abbildung 41: Die Translokation von rCamyr-Cy3 in die Kerne peremabilisierter HelLa-Zellen in
Abhangigkeit von Energie und Ran

Die Translokation von rCamyr-Cy3 (1 pM) in die Kerne Digitonin-permeabilisierter HelLa-Zellen wurde in
Anwesenheit und Abwesenheit eines Energie-regenerierenden Systems (1 mM ATP, 1 mM GTP, 20 mM
Kreatininphosphat und 50 pg/ml Kreatinkinase) und eines Ran-Mixes (3 uM Ran-GDP, 0,3 uM NTF2, 0,3 uM
RanBP1 und 0,2 uM Rna 1p) durchgefuhrt. Die Translokation lief mit 5 mM 8-Br-cAMP und 1 mM DTT uber 6
Minuten bei RT ab und wurde am CLSM verfolgt. Die Rasteraufnahmen wurden direkt wahrend des Imports
aufgenommen, ohne dal3 die Zellen vorher fixiert wurden.

A: Fxic wahrend der Translokation von rCamyr in die Kerne permeabilisierter HeLa-Zellen mit Ran/Energie (+)
bzw. ohne Ran/Energie (-). Die quantitative Auswertung erfolgte nach der in Material und Methoden 5.7 und
Ergebnisse 2 beschriebenen Methode.

B: Rasteraufnahmen der permeabilisierten HelLa-Zellen im Import-Assay mit rCamyr-Cy3 nach 6 Minuten
Inkubation ohne Ran/Energie (a) bzw. mit Ran/Energie (b)
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Abbildung 42: Einflu3 der Hydrolyse-defizienten Ran-Mutante Ran(Q69L)-GTP auf die Translokation von
rCamyr-Cy3in die Kerne permeabilisierter HeLa-Zellen

Digitonin-permeabilisierte HeLa-Zellen wurden mit rCamyr-Cy3 (5 pM), Retikulozytenextrakt, Energiemix (2x), 8-
Br-cAMP (1 mM), DTT (1 mM) und wahlweise mit (b) und ohne Ran(Q69L)-GTP (30 uM) (a) inkubiert. Die Zellen
wurden nach 5-minltiger Inkubation bei RT fixiert. Die Fluoreszenzaufnahmen wurden mit Hilfe eines
herkémmlichen Fluoreszenzmikroskops gemacht.

424 EinfluB des Retikulozytenextraktes auf die Translokation von rCamyr in die Kerne
permeabilisierter HeLa-Zellen

Den Digitonin-permeabilisierten Zellen fehlt die 16sliche cytoplasmatische Fraktion und damit
auch alle l6slichen Bindungspartner wie z.B. Transportfaktoren. Um den Einflu der ldslichen
Komponenten fir die Translokation und die intrazellulare Verteilung von rCamyr-Cy3 zu
Uberprifen, wurde das Cytoplasma durch Zugabe von cytoplasmatischem Extrakt aus
Retikulozyten, kernlosen Zellen, substituiert.

Die Translokation von rCamyr-Cy3 wurde unter Cytoplasma-freien Bedingungen und nach
Cytoplasma-Substitution mit Retikulozytenextrakt im CLSM verfolgt. Wie der Vergleich der
Kinetiken in Abbildung 43A zeigt, unterschied sich der Verlauf der Kinetiken wahrend der
ersten 100 Sekunden kaum. Die quantitative Auswertung der Verteilung der
Fluoreszenzintensitdten von rCamyr-Cy3 nach 6 Minuten ergab allerdings, daf® nicht nur die
Signalstarke, sondern auch die Verteilung zwischen den Kompartimenten verdndert war
(Abb. 43B). So war das Kern-Cytoplasma-Verhaltnis Fqc von rCamyr-Cy3 nach Substitution
des Cytosols deutlich héher (um 50 %) als beim vergleichbaren Ansatz ohne
Retikulozytenextrakt (Abb. 43A).

Diese Zunahme der Kernfluoreszenz nach langerer Inkubationszeit in Gegenwart des
Retikulozytenextrakts kann mehrere Grinde haben, die nicht unbedingt nur mit einer
Beeintrachtigung  der  Translokation der Kinase im Hinblick auf deren

Translokationsmechanismus unter Cytosol-freien Bedingungen zu tun haben muissen.
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Abbildung 43: Translokation von rCamyr-Cy3in die Kerne permeabilisierter HeLa-Zellen in Abh&ngigkeit
von der Substitution des Cytosols durch Retikulozytenextrakt

Die Translokation von rCamyr-Cy3 (3 puM) in die Kerne Digitonin-permeabilisierter HelLa-Zellen erfolgte in
Gegenwart von Energiemix (2x), Ran-Mix (2x), 8-Br-cAMP (1 mM), DTT (1 mM) und mit bzw. ohne
Retikulozytenextrakt. Die Zellen wurden nicht fixiert, sondern durch den Reaktionsmix hindurch im CLSM
fotografiert.

A: Fkic wahrend des Imports von rCamyr-Cy3 in die Kerne der permeabilisierten HeLa-Zellen mit und ohne
Substitution des Cytoplasmas durch Retikulozytenextrakt. Die quantitative Auswertung erfolgte nach der in
Material und Methoden 5.7 und Ergebnisse 2 beschriebenen Methode.

B: Rasteraufnahmen von permeabilisierten HelLa-Zellen im Import-Assay nach mehr als 6-minitiger Inkubation
bei RT aufgenommen. Die HelLa-Zellen wurden ohne Retikulozytenextrakt (a) bzw. mit Retikulozytenextrakt (b)
inkubiert.
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4.2.5 EinfluB der Importin b-Mutante (45-462) auf die Translokation von rCamyr in die Kerne
permeabilisierter HeLa-Zellen

Wie bereits in Mikroinjektionsexperimenten gezeigt werden konnte (s. Ergebnisse 4.1.5),
ergibt sich in Gegenwart der Importin b-Mutante (45-462) fir rCamyr-Cy3 eine verédnderte
intrazellulare Verteilung mit einer deutlich geringeren Fluoreszenzintensitéat im Kern. Die
Importin b-Mutante (45-462), der sowohl die Bindungsstelle fir Importin a als auch die Ran-
GTP-bindende Domane fehlt, soll offenbar irreversibel an die Nukleoporine assoziieren und
so die fur den katalysierten Transport notwendigen Bindungsstellen in NPCs blockieren.

Im Import-Assay war es moglich, den Einflu? der Mutante auf Fx,c von rCamyr-Cy3 von
Beginn an zu verfolgen. Dazu wurden die permeabilisierten HeLa-Zellen vor den eigentlichen
Import-Assays mit Importin b-Mutante (45-462) inkubiert.

Das Ergebnis der Import-Assays ist in Abbildung 44 dargestellt. Es sind sowohl der Verlauf
der Import-Kinetiken (Abb. 44A) als auch Rasterabbildungen der permeabilisierten Zellen 10
Minuten nach Start des Assays gezeigt (Abb. 44B).

Wie sowohl aus den Rasteraufnahmen der Zellen als auch aus den aufgenommenen
Kinetiken ersichtlich ist, wurde auch hier die intrazellulare Verteilung von rCamyr-Cy3 in den
HelLa-Zellen durch die Blockierung der NPC deutlich beeinfluf3t. Nach Vorinkubation der
Kerne permeabilisierter HeLa-Zellen mit der Importin b-Mutante (45-462) ergaben sich bis zu
25 % geringere Fygc-Werte. Es zeigte sich, dal die Translokation von rCamyr-Cy3 in
Anwesenheit der Importin b-Mutante (45-462) im Vergleich zum Ansatz ohne Mutante von
sehr frihen Zeitpunkten an vermindert war. Der Ergebnis der Mikroinjektion lief3 sich fur
rCamyr-Cy3 bestatigen.

Durch den Import-Assay wurde deutlich, dal3 der Grund fur die veranderte intrazellulare

Verteilung von rCamyr-Cy3 eine beeintrachtigte Translokation durch die Mutante ist.
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Abbildung 44: Einflu3 der Importin b-Mutante (45-462) auf die Translokation von rCamyr-Cy3in HelLa-
Zellen

Die Digitonin-permeabilisierten HelLa-Zellen wurden mit 2 pM der dominant-negativen Importin b-
Deletionsmutante (45-462) fur ungefahr 2 Minuten vorinkubiert. Der Import-Assay mit rCamyr-Cy3 (1 puM) wurde
in Anwesenheit eines Energie-regenerierenden Systems, Ran-Mixes (2x), 5 mM 8Br-cAMP und 1 mM DTT
durchgefiihrt. Die Translokation von rCamyr-Cy3 lief iber 10 Minuten bei RT ab und wurde am CLSM verfolgt.
Die Rasteraufnahmen wurden direkt durch den Importmix aufgenommen, ohne daf3 die Zellen vorher fixiert
wurden.

A: Fgic von rCamyr-Cy3 Uber den Verlauf des Assays mit (+) und ohne (-) vorherige Inkubation der
permeabilisierten HelLa-Zellen mit Importin b (45-462).

B: Rasteraufnahmen aufgenommen nach 10-minutiger Inkubation Digitonin-permeabilisierter HeLa-Zellen ohne

vorherige Inkubation mit Importin b (45-462) (a) bzw. mit vorheriger Inkubation mit Importin b (45-462) (b).
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5 Untersuchungen zur Retention von rCamyr in Kern und Cytoplasma

Die unter Ergebnisse 4.1 beschriebenen Mikroinjektionsexperimente legen Diffusion als
Translokationsmodus fir rCamyr in den Kern nahe. Dies ergab sich aus den Vergleich mit
der Diffusionskontrolle MBP. Das wirft die Frage nach dem Grund fir die unterschiedlichen
intrazellularen Verteilungen beider Proteine auf. In den Import-Assays (s. Ergebnisse 4.2)
wurde deutlich, dal3 rCamyr im Vergleich zu MBP offenbar viele Bindungspartner in der Zelle
hat. Deshalb wurde als Ausléser fir die andersartigen intrazellularen Verteilungen von
rCamyr und MBP eine unterschiedliche Retention der beiden Proteine in den
Zellkompartimenten angenommen. Bekannte Bindungspartner der C-Untereinheiten sind die
R-Untereinheiten, PKI und verschiedene Substrate. Im folgenden werden Untersuchungen
zur Retention von rCamyr in Kern und Cytoplasma beschrieben. Der Fokus der

Untersuchungen lag dabei auf der Bindung zu den R-Untereinheiten.

5.1 EinfluB der Bindung von rCamyr zu den R-Untereinheiten in Mikroinjektionsexperi-

menten und Import-Assays

5.1.1 Die R-bindungsdefiziente Ca-Doppelmutante rCamyr (H87Q/W196R)

Die R-Untereinheiten gehen Uber ihre Substrat- bzw. Pseudosubstrat-Region mit dem
katalytischen Zentrum der C-Untereinheiten eine Bindung ein. Es konnte allerdings gezeigt
werden, dal3 es noch eine zusatzliche Doméne an der Ca-Untereinheit gibt, die bei der
Holoenzym-Ausbildung mit der R-Untereinheit von Bedeutung ist [Orellana und McKnight
1992]. Fur die hochaffine Bindung von PKI, das ebenfalls an das katalytische Zentrum der
Ca-Untereinheit bindet, spielt diese Doméne der Ca-Untereinheit keine Rolle. Diese
Oberflachendoméne der Ca-Untereinheit liegt um den Tryptophanrest 196 herum [Orellana
et al. 1993]. Durch Mutationen in dieser Domane wird die spezifische Interaktion zwischen R-
und Ca-Untereinheit gestort. Eine Inhibition der Ca-Untereinheit durch Bindung der R-
Untereinheit kann nicht mehr erfolgen, wohl aber durch Bindung von PKI.

Um die Verteilung von rCamyr-Cy3 in Vero-Zellen ohne den inhibitorischen BnfluR der R-
Untereinheiten und damit den Beitrag der R-Untereinheiten an den bestimmten Kern-
Cytoplasma-Verhéltnissen zu untersuchen, wurde die Ca-Doppelmutante rCamyr
(H87Q/W196R) [Orellana und McKnight 1992] hergestellt (s. Ergebnisse 1.1) und in
Mikroinjektionsexperimenten eingesetzt.

In Abbildung 45 wird die intrazellulare Verteilung von rCamyr (H87Q/W196R)-Cy3 und

rCamyr-Cy3 in Vero-Zellen nach 15-mindtiger Inkubation verglichen.
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Im Unterschied zum Wildtyp-Enzym ist das Fluoreszenzsignal in den Zellen, in die rCamyr
(H87Q/W196R)-Cy3 injiziert wurde, eher diffus Uber die Zelle verteilt und zeigt nicht wie beim
Wildtyp eine Akkumulation im Kern. Dieser Unterschied driickt sich auch im Fqc-Wert aus,
der fur die Mutante nach 15-minutiger Inkubation im Mittel um 35 % geringere Werte ergab
als fur das Wildtyp-Enzym (Abb. 45A).

A

rCamyr-Cy3 rCamyr (H86Q/W196R)-Cy3

Abbildung 45: Vergleich der intrazellularen Verteilung von rCamyr-Cy3 und rCa myr (H87Q/W196R)-Cy3in
Vero-Zellen

rCamyr-Cy3 (1,3 mg/ml) bzw. rCamyr (H87Q/W196R)-Cy3 (1,2 mg/ml) wurde zusammen mit cAMP (5 mM) und
DTT (1 mM) in das Cytoplasma von Vero-Zellen injiziert. Nach 15-mindtiger Inkubation bei 37 °C in 1 mM 8-Br-
cAMP-haltigem Medium wurden die Zellen fixiert. Die Mikroinjektion und quantitative Auswertung erfolgte wie
unter Ergebnisse 4.1.1 angegeben.

A: Fkic von rCamyr-Cy3 und rCamyr (H87Q/W196R)-Cy3 nach 15-min(tiger Inkubation

B: Lokalisation von rCamyr-Cy3 (a) und rCamyr (H87Q/W196R)-Cy3 (b) nach 15minutiger Inkubation in fixierten
Vero-Zellen.
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Des weiteren wurde der Einflu3 von Leptomycin B (LMB) auf das Verhaltnis Fg,c von rCamyr
(H87Q/W196R)-Cy3 untersucht, um festzustellen, inwieweit der aktive Export Uber PKI fir
rCamyr (H87Q/W196R)-Cy3 eine Rolle spielt (s. Ergebnisse 4.1.9).

Es ergab sich, daf? durch die Behandlung mit LMB die Werte fir Fyxc von rCamyr
(H87Q/W196R)-Cy3 im Mittel um ca. 20 % anstiegen (Abb. 46). Die Inhibition des aktiven
PKI-vermittelten Exports zeigte einen Einflu@ auf die intrazellulare Verteilung der Mutante.
Demnach wird die intrazellulare Verteilung von rCamyr (H87Q/W196R)-Cy3 durch den
aktiven Export Uber PKI beeinfluf3t.

3,5
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2,5+

2,0

FK/C

1,54
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0,0
Ethanol Leptomycin B (Ethanol)

Abbildung 46: EinfluR von Leptomycin B auf die intrazellulare Verteilung von rCamyr (H87Q/W196R)-Cy3
in Vero-Zellen

Zur Inhibition des aktiven Exports Uiber PKI wurden die Vero-Zellen vor der Mikroinjektion fiir 30 Minuten in LMB-
haltigem Medium (10 ng/ml) inkubiert. Nach der Mikroinjektion von rCamyr (H87Q/W196R)-Cy3 (1,2 mg/ml)
wurden die Zellen fir 10 Minuten bei 37 °C im Gegenwart von LMB inkubiert und anschlie3end fixiert. Da LMB in
Ethanol gel6st vorlag, wurde der Kontrollansatz entsprechend dem LMB-Ansatz mit Ethanol behandelt. Das
Experiment fand in Gegenwart von 5 mM cAMP bzw. 8Br-cAMP und 1 mM DTT statt. Die Mikroinjektion und
quantitative Auswertung erfolgte wie unter Ergebnisse 4.1.1 angegeben.

Eine Abhéngigkeit der intrazellularen Verteilung von rCamyr (H87Q/W196R)-Cy3 vom
intrazelluldaren cAMP-Spiegel war nicht zu beobachten, was wegen ihrer geringen Affinitat zu

den R-Untereinheiten auch nicht zu erwarten war (Abb. 47).
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. + cAMP

Abbildung 47: Effekt von cAMP auf die intrazellulére Verteilung von rCamyr (H87Q/W196R)-Cy3in Vero-
Zellen

Zur Untersuchung des cAMP-Effekts bei der R-bindungsdefizienten Ca-Mutante wurde rCamyr (H87Q/W196R)-
Cy3 (1 mg/ml) mit DTT (1 mM) und je nach Ansatz mit oder ohne 5 mM cAMP in Vero-Zellen injiziert. Die Zellen
wurden fir 15 Minuten bei 37 °C in 5 mM 8-Br-cAMP-haltigem und -freiem Medium inkubiert und anschlieRend
fixiert. Die Mikroinjektion und quantitative Auswertung erfolgte wie unter Ergebnisse 4.1.1 angegebenen.

5.1.2 Vergleich der Import-Kinetiken von rCamyr und rCamyr (H87Q/W196R) im

Mikroinjektionsexperiment und im Import-Assay

Es stellte sich die Frage nach dem Grund fur das geringe Fluoreszenzsignal der Ca-
Doppelmutante im Kern. Ein Vergleich der Kinetiken der Translokation von rCamyr-Cy3 und
rCamyr (H87Q/W196R)-Cy3 Uber einen Zeitraum von 10 Minuten zeigte, dafl3 die Kinetiken
beider Enzyme &hnlich, aber auf unterschiedlichen Niveaus verlaufen. Die Mutante zeigt
bereits nach einer Inkubation von 1 Minute einen mittleren F,c-Wert, der um 25 % und nach
10-mindtiger Inkubation um 35 % unter dem des Wildtyp-Enzyms liegt.

In Abbildung 48 sind die im Mittel erreichten Fy,c-Werte von rCamyr-Cy3 und rCamyr
(H87Q/W196R)-Cy3 zu verschiedenen Zeitpunkten gezeigt.
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Abbildung 48: Vergleich der Translokations-Kinetiken von rCamyr-Cy3 und rCamyr (H87Q/W196R)-Cy3
rCamyr-Cy3 (1,3 mg/ml) bzw. rCamyr (H87Q/W196R)-Cy3 (1,2 mg/ml) wurden zusammen mit cAMP (5 mM) und
DTT (1 mM) in das Cytoplasma von Vero-Zellen injiziert. Nach einer Inkubation von 1, 3, 5 bzw. 10 Minuten bei
37 °C in 1 mM 8-Br-cAMP-haltigem Medium wurden die Zellen fixiert. Die Mikroinjektion und quantitative
Auswertung erfolgte wie unter Ergebnisse 4.1.1 angegeben.

Der Vergleich der Import-Kinetiken von rCamyr-Cy3 und rCamyr (H87Q/W196R)-Cy3 im
Import-Assay zeigte, daf® sich die Translokation beider Proteine wahrend der ersten 50
Sekunden des Import-Assays zunachst identisch verhalt (Abb. 49). Im weiteren Verlauf der
Import-Reaktion erreicht rCamyr-Cy3 gegentber rCamyr (H87Q/W196R)-Cy3 im Mittel
hohere Fgc-Werte. Diese Beobachtung stimmt mit denen der Mikroinjektionsexperimente
Uberein (Abb. 45).

Die Ergebnisse geben einen Hinweis darauf, daf? der Translokationsmechanismus durch den
Aminosaureaustausch und damit das Unvermdgen, R-Untereinheiten zu binden, nicht

beeinfluf3t wird, wohl aber die Retention von rCamyr (H87Q/W196R) in den Vero-Zellen.
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Abbildung 49: Vergleich der Import-Kinetiken von rCamyr-Cy3 und rCamyr (H87Q/W196R)-Cy3

Der Import-Reaktionsansatz enthielt neben rCamyr-Cy3 bzw. rCamyr (H87Q/W196R)-Cy3 (1,5 uM)
Retikulozytenextrakt, Energie-Mix (2x), DTT (1 mM) und 8-Br-cAMP (1 mM). Die Translokation der Proben in die
Kerne der Digitonin-permeabilisierten HelLa-Zellen wurde am CLSM durch den Reaktionsmix hindurch verfolgt.
Die quantitative Auswertung erfolgte wie unter Material und Methoden 5.7 und Ergebnisse 2 angegeben.

5.1.3 Das AKAP Ht-31-Inhibitorpeptid

Die PKA-Ankerproteine, die sogenannten AKAPs (A-kinase anchoring proteins), binden das
Holoenzym Uber das R-Dimer an spezifische subzellulare Strukturen. Um die Bedeutung von
AKAPs auf die intrazellulare Verteilung von freier rCamyr zu untersuchen, wurde ein
synthetisches Peptid, das AKAP St-Ht-31-Inhibitorpeptid (St-Ht-31 IP) (Promega, USA), das
der R-Bindungsdomane von AKAP Ht31 entspricht, in Mikroinjektionsexperimenten
eingesetzt. Das Peptid unterbindet durch kompetitives Binden an die R-Untereinheiten deren
Assoziation an AKAPs [Hausken et al. 1996; Vijayaraghavan et al. 1997]. Fir die meisten
der inzwischen dber 20 bekannten AKAPs wurde eine Bindung zu RIl-Untereinheiten
beschrieben [Klussmann et al. 1999; Vijayaraghavan et al. 1997]. Fur das AKAP Ht-31
konnte jedoch inzwischen gezeigt werden, dal3 es neben der hochaffinen Bindung zu der R-
Untereinheit Rlla auch eine schwachere Bindung zu der R-Untereinheit Rla ausbilden kann
[Miki und Eddy 1999].

Zur Absattigung der AKAP-Bindungsstellen der R-Untereinheiten wurden die Vero-Zellen vor
der Mikroinjektion von rCamyr-Cy3 fur 5 Minuten in Gegenwart von St-Ht-31 IP (50 puM)
inkubiert [Klussmann et al. 1999; Vijayaraghavan et al. 1997]. Durch die Stearinsdure ist
AKAP St-Ht-31 IP membrangéangig. Da die Bindung des Inhibitorpeptids an das R-Dimer
reversibel ist, wurden die Zellen auch nach der Mikroinjektion mit AKAP St-Ht-31 IP
behandelt. Als Kontrolle wurde ein AKAP St-Ht31-Kontrollpeptid (St-Ht-31 KP) (Promega,

USA) verwendet, das sich durch einen Aminoséureaustausch von der Inhibitorsequenz
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unterscheidet und dadurch nicht mehr an die R-Untereinheiten binden kann [Vijayaraghavan
et al. 1997].

Abbildung 50 zeigt das Ergebnis eines typischen Mikroinjektionsexperiments mit rCamyr-Cy3
in Gegenwart von St-Ht31 IP nach 30-minutiger Inkubation in Vero-Zellen.

Wie aus der Abbildung 50 hervorgeht, scheint in Gegenwart von AKAP St-Ht-31 IP das
Fluoreszenzsignal im Kern geringfigig abzunehmen. Eine Abnahme des ermittelten
Verhdltnisses Fg,c um im Mittel 15 % gegeniber dem unbehandelten bzw. gegeniber dem
mit Kontrollpeptid behandelten Ansatz ist zu beobachten. Das Kontrollpeptid scheint keinen
Einflud auf die intrazelluldare Verteilung von rCamyr-Cy3 zu nehmen. Da die
Mikroinjektionsexperimente in Anwesenheit von cAMP, das eine Bindung der G- an die R-
Untereinheiten aufheben sollte, durchgefiihrt wurden, ist es erstaunlich, dal das
Inhibitorpeptid Uberhaupt einen, wenn auch geringen Effekt auf die Lokalisation von rCamyr-
Cy3 zu haben scheint. Es konnte ein Hinweis darauf sein, dal3 sich die C- und die R-
Untereinheit bei erhohtem cAMP-Spiegel in Abhéngigkeit von der AKAP-Bindung nur
unvollstandig trennen oder dalR die Bindung zu anderen Bindungspartnern durch das
Inhibitorpeptid ebenfalls beeintrachtigt wird. Das in Gegenwart von AKAP St-Ht-31 IP
ermittelte  Verhdltnis Fyc erreichte jedoch nicht das geringe Niveau der R-
bindungsdefizienten Ca-Doppelmutante rCamyr (H87Q/W196R) (s. Ergebnisse 5.1.1), die

ebenfalls in Gegenwart von cCAMP eingesetzt wurde.

+ St-Ht-31 IP + St-Ht-31 KP

Abbildung 50: EinfluR des AKAP St-Ht-31-Inhibitorpeptids auf die intrazellulare Verteilung von rCamyr-
Cy3in Vero-Zellen

Um die Bindung von R-Untereinheiten und AKAPs zu inhibieren , wurden die Vero-Zellen vor der Mikroinjektion
fur 5 Minuten mit dem Inhibitorpeptid St-Ht-31 IP (50 uM) bzw. dem Kontrollpeptid St-Ht-31 KP (50 uM) inkubiert.
rCamyr-Cy3 (1,3 mg/ml) wurde mit cAMP (5 mM) und DTT (1 mM) zusammen in das Cytoplasma der Vero-Zellen
injiziert. Nach einer Inkubation von 30 Minuten bei 37 °C in Gegenwart von Inhibitor— bzw. Kontrollpeptid und 8-
Br-cAMP (5 mM) wurden die Zellen fixiert. Die Mikroinjektion und quantitative Auswertung der intrazellularen

Verteilung von rCamyr-Cy3 zwischen Kern und Cytoplasma erfolgte wie unter Ergebnisse 4.1.1 angegeben.
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5.1.4 EinfluB von cAMP auf die intrazellulare Verteilung von rCamyr in Vero-Zellen

Die C-Untereinheiten liegen in vivo bei geringem intrazellularen cAMP-Spiegel berwiegend
im Cytoplasma als heterotetramere Holoenzyme an die R-Untereinheiten gebunden vor [Cox
und Taylor 1994]. Steigt die cAMP-Konzentration in der Zelle an, wird CAMP von den R-
Untereinheiten gebunden, wodurch die Affinitat der R- und C-Untereinheiten zueinander sinkt
und das Holoenzym dissoziiert [Granot et al. 1980]. Die freigesetzten C-Untereinheiten
kdnnen daraufhin in den Kern gelangen, die R-Untereinheiten jedoch nicht. Diese spielen
dabei nicht nur als Inhibitor eine Rolle in der Regulation der PKA-Aktivitdt, sondern bei
geringem intrazellularen cAMP-Spiegel auch als Bindungspartner in der Lokalisation der C-
Untereinheiten.

Durch Zugabe von 1 - 5 mM des membranpermeablen cAMP-Analogons, 8-Br-cAMP
[Meinkoth et al. 1990], das nicht durch Phosphodiesterase hydrolysierbar ist, zum Medium
bzw. durch Coinjektion von cAMP in die Zellen wurde dieser sogenannte cAMP-Effekt fur die
in dieser Arbeit verwendeten Vero-Zellen Gberprift.

Der cAMP-Effekt konnte auch bei Vero-Zellen nach Injektion von rCamyr-Cy3 beobachtet
werden. In dem in Abbildung 51 gezeigten Experiment kam es nach 15-mindtiger Inkubation
im Mittel durch cAMP-Gabe zu einer 60 %-igen Steigerung des Fx,c-Wertes flr rCamyr-Cy3.
Es zeigte sich jedoch, daR der Effekt von Experiment zu Experiment unterschiedlich stark
ausgepragt war. Es schien ein Zusammenhang zwischen der Menge an injizierter rCamyr-
Cy3 und der Auspragung des beobachteten Effekts zu bestehen. Bei Injektion geringer
Konzentration an rCamyr-Cy3, wie in dem Experiment unter Abbildung 51 (Konzentration an
rCamyr-Cy3: 0,4 mg/ml » 1 uM), war der Effekt groRRer als bei Experimenten, in denen eine
hohere Konzentration an rCamyr-Cy3 (z.B. 1 mg/ml » 2,4 uM) eingesetzt wurde (Ergebnisse
nicht gezeigt). Ein Grund dafur konnte sein, daf® durch die Injektion groRerer Mengen an
freier rCamyr-Cy3 die Bindungsstellen der R-Untereinheit austitriert werden kdnnten. Das
hatte zur Folge, dal? die intrazelluldre Verteilung der ungebundenen rCamyr-Cy3 die durch
die Retention Uber die R-Untereinheiten bedingte Verteilung Gberlagert.

Der cAMP-Effekt macht deutlich, daR die intrazellulare Verteilung von rCamyr-Cy3,
zumindest bei geringen cAMP-Konzentrationen in der Zelle, abhangig ist von

Bindungspartnern, den R-Untereinheiten.



134 Ergebnisse
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Abbildung 51: Effekt von cAMP auf die intrazellulére Verteilung von rCamyr-Cy3in Vero-Zellen

Zur Untersuchung des cAMP-Effekts wurde rCamyr-Cy3 (0,4 mg/ml) mit DTT (1 mM) und je nach Ansatz mit oder
ohne 5 mM cAMP in Vero-Zellen injiziert. Die Zellen wurden fur 15 Minuten bei 37 °C in 5 mM 8Br-cAMP-
haltigem und -freiem Medium inkubiert und anschlieend fixiert. Die Mikroinjektion und quantitative Auswertung
erfolgte wie unter Ergebnisse 4.1.1 angegebenen.

Aus Grinden der Gleichbehandlung wurden die Experimentationsansatze der
Kontrollproteine grundsétzlich auch immer dann mit cAMP behandelt, wenn das Experiment
mit rCamyr-Cy3 in Gegenwart von cAMP durchgefuhrt wurde. Die Coinjektion von cAMP und
die Inkubation der Zellen mit 8-Br-cAMP zeigte bei den Kontrollen FL-BSA-NLS, STI-Cy3
oder MBP-Cy3 keinen dem cAMP-Effekt der PKA &hnlichen Einflu® auf die intrazellulare

Verteilung.

Bei der Ca-Mutante rCamyr (H87Q/W196R) (s.0.), die nicht mehr an die R-Untereinheiten
binden kann, stellte sich, wie zu erwarten war, kein cCAMP-Effekt ein. Wie aus Abbildung 47
zu ersehen ist, blieb Fgc von rCamyr (H87Q/W196R)-Cy3 auch nach cAMP-Behandlung im
Mittel unveréndert bei einem Wert von 3,2 + 0,6 bzw 3,3 + 0,6. Der cAMP-Effekt scheint
folglich nur dann zu beobachten zu sein, wenn die C-Untereinheiten an die R-Untereinheiten

gebunden vorliegen.
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5.1.5 Sattigungskinetik

Die bisherigen Ergebnisse weisen darauf hin, dal3 die intrazellulare Verteilung von rCamyr
maf3geblich Uber Bindungsstellen in Kern und Cytoplasma bestimmt wird. Unter der
Voraussetzung, dal3 es sich um eine begrenzte Anzahl von Bindungsstellen handelt, sollten
diese Bindungsstellen durch einen UberschuR an rCamyr sattigbar sein. Es wurde eine
Sattigungskinetik  mittels  Import-Assays aufgenommen, da hier anders als im
Mikroinjektionsexperiment die Konzentration der Probe in der Zelle sehr genau reguliert
werden kann. Dazu wurden Digitonin-permeabilisierte Hela-Zellen fur 3 Minuten in
Importlésung mit rCamyr-Cy3 in Konzentrationen von 0,05 bis 5 uM inkubiert. Die Detektion
erfolgte nach der PFA-Fixierung und Einbettung der Zellen durch CLSM. Die quantitative
Auswertung zur Bestimmung des Verhdltnisses Fygc erfolgte wie fur die
Mikroinjektionsexperimente beschrieben (s. Material und Methoden 5.7 und Ergebnisse 2).

In Abbildung 52A sind die Verhdltnisse Fg,c von rCamyr-Cy3 in permeabilisierten Hela-
Zellen in Abh&ngigkeit von der eingesetzten Konzentration an rCamyr-Cy3 nach 3-minttiger
Inkubation gezeigt. In Abbildung 52B sind die dazugehdrigen Rasteraufnahmen abgebildet.

Wie aus der Abbildung 52A zu entnehmen ist, steigt der Wert fir Fx,c von rCamyr-Cy3 bis zu
einer Konzentration von 1 puM linear an. Bei héheren Konzentrationen an rCamyr-Cy3
scheint die Kern-Cytoplasma-Verteilung von rCamyr-Cy3 weitestgehend
konzentrationsunabhangig zu sein. Eine Sattigung tritt ein, wie auch die Rasteraufnahmen
(Abb. 52B) der mit unterschiedlichen Konzentrationen an rCamyr-Cy3 behandelten Zellen
zeigen. Die intrazelluldre Verteilung von rCamyr-Cy3 scheint offenbar tatsachlich von

Bindungspartnern abhangig zu sein.
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Abbildung 52: Sattigungskinetik

Digitonin-permeabilisierte HelLa-Zellen wurden mit Cy3-markierter Ca-Untereinheit rCamyr (0,05 - 5 pM) in
Anwesenheit von cytosolischem Extrakt aus Retikulozyten, einem Energie-regenerierenden System (1x), DTT (1
mM) und 8-Br-cAMP (1 mM) fur 3 Minuten inkubiert und anschlieBend fixiert. Die Zellen wurden im CLSM
fotografiert.

A: Fkic von rCamyr-Cy3 in Abhangigkeit von der im Import-Assay eingesetzten Konzentration. Die quantitative
Auswertung der intrazellularen Verteilung des Enzyms erfolgte nach der in Material und Methoden 5.7 und
Ergebnisse 2 beschriebenen Methode.

B: Rasteraufnahmen der Digitonin-permeabilisierten und nach 3-minttigem Import von rCamyr-Cy3 (0,05 -5 puM)
fixierten HeLa-Zellen.
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5.2 Depletion von Retikulozytenextrakt mit rCamyr

Als Mdoglichkeit, zellulare Bindungspartner von rCamyr zu finden, wurden Bindungsassays
durchgefihrt (s. Material und Methoden 8). In diesen Assays wurde biotinylierte rCamyr an
Streptavidin-Sepharose-Beads immobilisiert und anschlieend zusammen mit Hela-Lysat
oder cytosolischem Extrakt aus Retikulozyten inkubiert. Die an rCamyr gebundenen Proteine
aus dem Zellextrakt wurden nach mehrmaligem Waschen mit Hochsalz eluiert. Zur Kontrolle
wurde das Cytosol mit Streptavidin-Agarose ohne Ligand inkubiert (Pseudodepletion).
Unbehandelter Retikulozytenextrakt, der Retikulozytenextrakt nach Depletion bzw.
Pseudodepletion, das Eluat nach Depletion bzw. Pseudodepletion und die Sepharose-Beads
nach erfolgter Elution wurden im SDS-Gel aufgetrennt. Die Abbildung 53 zeigt ein solches
Coomassie-gefarbtes SDS-Gel eines Bindungsassay, der mit Retikulozytenextrakt
durchgefuhrt wurde.

Wie sich im SDS-Gel in Abbildung 53 aus Spur 4 ergibt, wurde beim Depletionsansatz eine
ganze Reihe von Proteinen unterschiedlichen Molekulargewichts eluiert. Da beim
Pseudodepletionsansatz bei identischen Mengen eingesetzten Cytosols kaum Proteine
eluiert wurden (Spur 8), ist anzunehmen, daf3 es sich bei den an rCamyr gebundenen
Proteinen um spezifische Bindungspartner der Kinase handelt. Trotz Zugabe von 1 mM 8-Br-
CAMP zum Reaktionsansatz, was eine Bindung der R-Untereinheiten verhindern sollte, sind
Banden in dem fur die R-Untereinheiten typischen Molekulargewichtsbereich zwischen 49
und 55 kDa zu erkennen. Aufgrund der Vielzahl von eluierten Proteinen (Spur 4) war eine

Bestimmung der Bindungspartner im Rahmen dieser Arbeit nicht méglich.

Um die Bedeutung der depletierten Proteine fur die Kern-Cytoplasma-Translokation von
rCamyr zu untersuchen, wurden Kerne Digitonin-permeabilisierter HeLa-Zellen mit rCamyr-
Cy3 und dem depletiertem Cytosol im Import-Assay inkubiert. Als Kontrolle diente auch hier
der pseudodepletierte Extrakt.

In Abbildung 54 sind Rasteraufnahmen von permeabilisierten HelLa-Zellen nach 6-mindtiger
Inkubation mit rCamyr-depletiertem bzw. pseudodepletiertem Retikulozytenextrakt und
rCamyr-Cy3 gezeigt.

Bei Inkubation der Digitonin-permeabilisierten HelLa-Zellen mit depletiertem bzw.
pseudodepletiertem Cytosol aus Retikulozyten sind in jedem Ansatz zwei Populationen von
Zellen zu beobachten (Abb. 54 a+b). Bei der einen Gruppe von Zellen ist fast kein rCamyr-
Cy3 im Kern zu erkennen, wohingegen bei der anderen Gruppe von Zellen das Enzym
deutlich im Kern akkumuliert. Aufgrund dieser Uneinheitlichkeit in der intrazellularen

Verteilung von rCamyr-Cy3 in den permeabilisierten HelLa-Zellen war die Auswertung des
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Abbildung 53: Depletion mit rCamyr bzw. Pseudodepletion von Retikulozytenextrakt im Bindungsassay

1: Molekulargewichtsstandard; 2: unbehandelter Retikulozytenextrakt; 3: depletierter Retikulozytenextrakt; 4:
Eluat nach Depletion; 5: Sepharose-Material mit rCamyr als Liganden nach Depletion; 6: unbehandelter
Retikulozytenextrakt; 7: pseudodepletierter Retikulozytenextrakt; 8: Eluat nach Pseudodepletion; 9: Sepharose-
Material nach Pseudodepletion

Der cytosolische Extrakt aus Retikulozyten wurde mit 8Br-cAMP (1 mM), DTT (1 mM) und Energiemix (1x)
versetzt. 240 ul Extrakt wurden mit jeweils 200 pl Streptavin-Agarose sowohl mit biotinyliertem rCamyr-Liganden
(Depletion) als auch ohne (Pseudodepletion) fir 30 Minuten inkubiert. Nach Waschen, Elution und Fallung
erfolgte die Trennung der eluierten Proteine in einem 4-20 % Gradientengel (BioRad, Miinchen) (s. Material und
Methoden 8).

Abbildung 54: Lokalisation von rCamyr-Cy3in permeabilisierten HeLa-Zellen in Gegenwart von rCamyr-
depletiertem bzw. pseudodepletiertem Retikulozytenextrakt im Import-Assay

Die Translokation von rCamyr-Cy3 in die Kerne Digitonin-permeabilisierter HeLa-Zellen erfolgte in Gegenwart von
depletiertem (a) bzw. pseudodepletiertem Retikulozytenextrakt (b), 8-Br-cAMP (1 mM) und Energiemix (2x). Die
Zellen wurden nicht fixiert, sondern durch den Reaktionsmix hindurch im CLSM fotografiert. Die Rasteraufnahmen
wurden nach 6-minitiger Inkubation bei RT aufgenommen.
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Experiments schwierig. Es konnte jedoch festgestellt werden, dal in Gegenwart von
pseudodepletiertem Retikulozytenextrakt (Abb. 54 b) 70 % der untersuchten Zellen eine
Akkumulation von rCamyr-Cy3 im Kern zeigten, wahrend bei Verwendung des depletierten
Cytosols (Abb. 54 a) nur bei 20 % der Zellen diese Beobachtung gemacht werden konnte.
Das konnte als Hinweis genommen werden auf mogliche durch rCamyr depletierbare
Faktoren, die die Lokalisation von rCamyr beeinflussen.

Da in Gegenwart von Retikulozytenextrakt nach mehrminutiger Inkubation eine deutlich
starkere Akkumulation von rCamyr-Cy3 im Kern zu beobachten war als in Abwesenheit von
Retikulozytenextrakt (s. Ergebnisse 4.2.4), konnte der Extrakt aber auch einen Faktor
enthalten, der nicht oder nur schlecht durch rCamyr depletiert werden kann, der aber
dennoch die Akkumulation im Kern steigert.

Worin der Grund fir das Auftreten der beiden Populationen innerhalb eines Ansatzes liegt,
konnte nicht geklart werden. Mdoglich ware z.B. eine unterschiedlich ausgepragte
Permeabilisierung der Hela-Zellen mit Digitonin sowie auch eine Abhangigkeit vom

Zellzyklus.

5.3 Indirekte Immunfluoreszenzuntersuchungen zur zellularen Lokalisation der R-

Untereinheiten und PKI

Mittels indirekter Immunfluoreszenz wurde die Lokalisation der endogenen R-Untereinheiten
und von endogenem PKI untersucht, um so das Vorkommen und die Verteilung von R-
Untereinheiten und von PKI als moéglichen Bindungspartnern von rCamyr in Vero-Zellen, NIH
Swiss 3T3 und Hela-Zellen aufzudecken. Dazu wurden die unbehandelten, logarithmisch
wachsenden Zellen, nach Fixierung mit 3 % PFA und Permeabilisierung mit 0,1 % Triton X-
100, mit Antikdrpern gegen die Isoformen der R-Untereinheiten sowie gegen PKI inkubiert (s.
Material und Methoden 1.3 / 6). Detektiert wurden die gesuchten Proteine nach Inkubation
mit  einem gegen den Primarantikbrper  gerichteten fluoreszenzmarkierten
Sekundéarantikdrper Gber herkdbmmliche Fluoreszenzmikroskopie. Zur Kontrolle der Spezifitat
der Farbung wurden die Primarantikdrper vor der Immunfarbung mit inrem Antigen blockiert

(2x Gewichtsuberschul3).

5.3.1 Vorkommen und Lokalisation der R-Untereinheiten
In Abbildung 55 ist eine solche indirekte Immunfluoreszenz mit gegen die R-Untereinheiten
Rla, Rlb, Rlla und Rllb gerichteten Antikdrpern in NIH Swiss3T3-Zellen abgebildet.

Das bei der Immunfluoreszenzfarbung mit anti-Rla erhaltene Signal war zu schwach, um

eine Aussage uUber die Lokalisation dieser R-Untereinheit machen zu kénnen (Abb. 55 a).
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Auch bei geringsten Antikérperverdinnungen lie3 sich die R-Untereinheit Rla in keiner der
untersuchten Zellinien nachweisen.

Die Detektion der R-Untereinheit RIb fiel bei allen Zelltypen anders aus (Abb. 55 c). In HeLa-
Zellen konnte es im Cytoplasma nachgewiesen werden. Eine deutliche Farbung einer
kernnahen Struktur, wahrscheinlich dem Golgi-Apparat, war zu beobachten. Bei Vero- und
NIH Swiss 3T3-Zellen war die gesamte Zelle bis auf die Nukleoli gefarbt. Bei den Vero-Zellen
war zudem eine auffallig gefarbte Struktur in Kernnahe zu erkennen, die auch bei den Hela-
Zellen zu finden war. Insgesamt war die durch den Antikérper anti-RIb erreichte Farbung
schwach.

Die RII-Untereinheiten konnten in allen Zelltypen im Cytoplasma nachgewiesen werden. Ein
deutliches Signal war vermutlich im Bereich des Golgi-Apparats, das sich durch das
Zugeben des Antigens blockieren liel3, zu beobachten. Eine Ausnahme bildete die R-
Untereinheiten Isoform RIIb, die in HeLa-Zellen nicht detektiert werden konnte.
Zusammenfassend laf3t sich folglich sagen, daf? die R-Untereinheit Rla nicht zu detektieren
war, die R-Untereinheit Rlb in unterschiedlicher Weise im Cytoplasma und - unter Vorbehalt -
auch im Kern und die RII-Untereinheiten im Cytoplasma vornehmlich im Bereich des Golgi-

Komplexes nachgewiesen werden konnten.

5.3.2 Vorkommen und Lokalisation von PKI

Zur Beantwortung der Frage nach dem Vorkommen und der Lokalisation von PKI wurde an
logarithmisch wachsenden Vero-Zellen, wie sie auch in Mikroexperimenten eingesetzt
wurden, eine indirekte Immunfluoreszenz durchgefuhrt.

Es konnte in der Immunfluoreszenz gesehen werden, dal PKI sowohl im Cytoplasma als
auch im Kern der exponentiell wachsenden Vero-Zellen vorkommt, wobei im Kern ein
starkeres Fluoreszenzsignal festzustellen war (Abb. 56 a). Die Fluoreszenzverteilung war
diffus, d.h., PKI schien nicht an Strukturen zu binden. Die Nukleoli blieben ausgespart. Wie
die Abbildung 56 b zeigt, war das Signal spezifisch, da es durch Inkubation des verwendeten
Antikdrpers mit dem antigenen PKI-Protein vollstéandig zu unterdriicken war.

Demnach kommt endogenes PKI in logarithmisch wachsenden Vero-Zellen in detektierbaren
Konzentrationen vor. Bei den durchgefiihrten Experimenten muf3 folglich bericksichtigt
werden, dal3 die intrazellulare Verteilung von rCamyr-Cy3 auch durch PKI als Exportfaktor

beeinfluf3t wird.
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Abbildung 55: Indirekte Immunfluoreszenzfarbung von NIH Swiss3T3-Zellen mit Antikdrpern gegen die R-

Untereinheiten
Die logarithmisch wachsenden NIH Swiss3T3-Zellen wurden mit 3 % PFA fixiert, mit 0,1 % Triton X-100

permeabilisiert und mit den Primarantikérpern anti-Rla (Verdiinnung: 1:50) (a), anti-RI (Verdiinnung: 1:250) (c),
anti-Rlla  (Verdinnung: 1:250) (e) bzw. anti-RIIB (Verdinnung: 1:250) (g) und den Cy3-markierten
Sekundarantikérpern Ziege-anti-Maus IgG (Verdiinnung: 1:1000) bzw. Ziege-anti-Kaninchen 1gG (Verdinnung:
1:2000) eine indirekte Immunfluoreszenz durchgefihrt. Bei den Kontrollen wurden die Antikérper durch
Vorinkubation mit den jeweiligen antigenen R-Untereinheiten Rla (b), RIB (d), Rlla (f) bzw. RIIB (h) (zur
Verflgung gestellt von Herrn F. W. Herberg, Universitat Bochum) blockiert. Die Detektion der Fluoreszenz

erfolgte in einem herkdmmlichen Fluoreszenzmikroskop.
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Abbildung 56: Indirekte Immunfluoreszenzfarbung von Vero-Zellen mit einem Antikdrper gegen den
Proteinkinase-Inhibitor PKI

Die logarithmisch wachsenden Vero-Zellen wurden mit 3% PFA fixiert und mit 0,1 % Triton X-100 permeabilisiert.
Anschieend wurde eine indirekte Immunfluoreszenz mit dem Primérantikdrper anti-PKI (C-20) (Verdinnung:
1:200) und einem FITC-markierten Sekundarantikérper (Verdinnung: 1:160) durchgefiihrt (a). Als Kontrolle diente
der Primérantikorper, der zuvor mit antigenem PKI blockiert wurde (b). Die Detektion der Fluoreszenz erfolgte in
einem herkémmlichen Fluoreszenzmikroskop.
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Der cAMP-abhangigen Proteinkinase (PKA) kommt eine Schliusselrolle in der Regulation
zellularer Prozesse wie Hormonantwort, Zellwachstum, Differenzierung und Genexpression
zu. Sie reguliert die Funktion einer Reihe von Proteinen in Cytoplasma und Kern. Wahrend
die katalytischen Untereinheiten (C-Untereinheiten) bei niedrigen intrazellularen cAMP-
Konzentrationen an die regulatorischen Untereinheiten (R-Untereinheiten) gebunden als
Holoenzym inaktiv im Cytoplasma vorliegen, kénnen die C-Untereinheiten nach Erhéhung
des cAMP-Spiegels in der Zelle vom Holoenzym dissoziieren und als aktiviertes Enzym ihre
Substrate im Cytoplasma und im Kern phosphorylieren. Ausgehend von der Arbeit von
Harootunian et al. [Harootunian et al. 1993] wird fur die C-Untereinheiten passive Diffusion
als Translokationsmechanismus zwischen Cytoplasma und Kern angenommen.
Untersuchungen von Pepperkok et al. (2000) haben jedoch gezeigt, dal’ die intrazellulare
Verteilung der aktivierten C-Untereinheiten zwischen Kern und Cytoplasma durch eine
posttranslationale Modifikation am zweiten N-terminalen Aminoséaurerest der C-Untereinheit
beeinflult werden kann [Pepperkok et al. 2000]. Diese Beobachtung wurde zum Anlaf3
genommen, die Diffusion als Translokationsmechanismus der C-Untereinheiten zu
hinterfragen und den Mechanismus aufzudecken, der der intrazellularen Verteilung der C-
Untereinheiten zugrunde liegt.

In dieser Arbeit wurde der Einflu3 verschiedener transportrelevanter Parameter auf die
intrazellulare Verteilung der Ca-Untereinheit untersucht. Aus den Ergebnissen wurde eine
mogliche Erklarung fur den Mechanismus der Translokation und der Lokalisation der Ca-
Untereinheit entwickelt. Die Frage nach dem Translokationsmechanismus und der daraus
resultierenden intrazellularen Verteilung der Ca-Untereinheiten wurde zunachst Uber
Mikroinjektionsexperimente und im weiteren Verlauf auch Uber Import-Assays mit
permeabilisierten Zellen untersucht. Dazu wurden die Fluoreszenzintensitat der
fluoreszenzmarkierten Ca-Untereinheit in Kern und Cytoplasma quantifiziert und das
Verhéltnis beider Intensitaten zueinander als Fyxc-Wert angegeben (s. Ergebnisse 2). Die
Fwc-Werte der fluoreszenzmarkierten Ca-Untereinheit wurden in den Experimenten als

Grundlage fur Veranderungen in der intrazellularen Verteilung der Probe herangezogen.
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1 Der Mechanismus der Kern-Cytoplasma-Translokation der Ca-Untereinheit:

Diffusion oder aktiver Transport?

Der Vergleich der intrazellul&ren Verteilung von rCamyr mit der anderer Molekile gibt keinen
eindeutigen Hinweis auf den Translokationsmechanismus

Mit einem Molekulargewicht von 41 kDa befindet sich die Ca-Untereinheit noch im
GroRRenbereich von Makromolekllen, der unter der Ausschlu3grenze (= 40 — 60 kDa) fur
Diffusion durch die NPCs liegt. Da aber auch viele kleinere Moleklle aktiv und somit
regulierbar in den Kern gelangen, ist das Molekulargewicht eines Molekils allein noch kein
Hinweis auf dessen Translokationsmodus.

Es wurde ein Vergleich der intrazellularen Verteilung von rCamyr-Cy3 mit der anderer
Molekile bekannter Translokationsmodi in Mikroinjektionsexperimenten durchgefihrt. Als
Kontrolle fur den aktiven Transport wurde FLUOS-markiertes BSA verwendet, an das NLS-
Peptide des SV40 T-Antigens gekoppelt waren (FL-BSA-NLS). Als Diffusionskontrollen
dienten Cy3-markierter Trypsininhibitor aus Sojabohnen, STI-Cy3 (21 kDA), sowie Cy3-
markiertes Maltose-bindendes Protein aus E. coli, MBP-Cy3 (43 kDA). STI-Cy3 wurde
eingesetzt, da es auch in anderen, vergleichbaren Arbeiten als Diffusionskontrolle benutzt
wurde. MBP-Cy3 wurde hingegen in dieser Arbeit erstmalig als Kontrolle fur die Diffusion
verwendet. Es bot sich als Kontrolle an, da es zu rCamyr-Cy3 eine ahnliche GroRRe, nach der
Kristallstruktur zu urteilen, auch ahnliche Gestalt [Spurlino et al. 1991] sowie ein dadurch
bedingtes vergleichbares Diffusionsverhalten hat, wie Uber Gelfiltration gezeigt werden
konnte.

Die Hohe der in dieser Arbeit erreichten Kern-Cytoplasma-Verhéltnisse der Fluoreszenz Fy,c
(Fwc-Werte zwischen 4 - 6) unterschied sich von den von Harootunian et al. [Harootunian et
al. 1993] publizierten Werten fur die rekombinante, nicht myristylierte Ca-Untereinheit. Sie
befand sich aber im Bereich von den von Pepperkok et al. [Pepperkok et al. 2000] fur natives
Enzym bestimmten Werten. Die Unterschiede im Niveau der erhaltenen Fy,c-Werte um einen
Faktor von 2 bis 3 konnen mdglicherweise mit unterschiedlicher experimenteller
Durchfihrung und Auswertungsart erklart werden. So werden z.B. nach Detektion der
Fluoreszenz mit konfokaler Fluoreszenzmikroskopie (s. Harootunian et al.) geringere Fyc-
Werte erreicht als mit herkdmmlicher Fluoreszenzmikroskopie (s. Pepperkok et al., diese
Arbeit), da bei der konfokalen Fluoreszenzmikroskopie der Beitrag der Fluoreszenz im
Cytoplasma an der Kernfluoreszenz wegféllt (s. Ergebnisse 2.4). Bei Harootunian et al.
wurden zudem kernnahe helle Bereiche zur Auswertung ausgewahlt, wodurch sich héhere
cytoplasmatische Werte ergeben (Ergebnisse 2) als bei Pepperkok et al. (s. Ergebnisse 2.4),

die verschiedene Zonen des Cytoplasmas zur Auswertung herangezogen haben, was zu
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geringeren Werten fir die cytoplasmatische Fluoreszenzintensitat und damit hoheren Fyc-
Werten fiuhrt. Ein gegenliber dem Fy,c-Wert von MBP-Cy3 héherer Fy,c-Wert von rCamyr-
Cy3 konnte als Hinweis fir aktiven Import gesehen werden. Der Fy,c-Wert der kleineren
Diffusionskontrolle STI-Cy3 ist jedoch verglichen mit rCamyr-Cy3 noch etwas hdher, was
auch von Harootunian et al. [Harootunian et al. 1993] beobachtet wurde, wenn auch auf viel
geringerem Niveau. Die Hohe der Verteilungsverhdltnisse allein kann deshalb nicht als
Hinweis auf den Transportmodus herangezogen werden.

Die im Vergleich sehr viel hdheren Werte fir die intrazelluldaren Verteilungsverhaltnisse Fy,c
von FL-BSA-NLS lassen sich damit erklaren, dal3 dieses zwar aktiv in den Kern gelangen,
aber aufgrund seiner molekularen Gr6Re nicht wieder aus dem Kern diffundieren kann. Da
ihm ein entsprechendes Exportsignal fehlt, ist auch aktiver Export nicht moéglich. Fy,c von FL-
BSA-NLS héangt direkt von der eingesetzten Konzentration an fluoreszenzmarkierter Probe
ab [Schulz und Peters 1987]. Da die Ca-Untereinheit sich sowohl in den Kern hinein als auch
aus den Kern heraus bewegen kann, wie von Harootunian et al. [Harootunian et al. 1993]
gezeigt wurde, kann sich hier ein Gleichgewicht zwischen verschiedenen Translokationsmodi

und -wegen (Diffusion und aktivem Transport) einstellen.

Die Kinetik der Translokation von rCamyr ist langsam verglichen mit der aktiv importierter
Molekile und der kleinerer diffusibler Molekdle

Die Geschwindigkeit der Diffusion in den Kern zeigt sich von dem Stoke’schen Radius der
diffusiblen Molekile abhangig. Aktiver Transport ist dagegen offenbar unabhéangig von dem
Molekulargewicht und der Form der Transportsubstrate und lauft immer schnell ab. Deshalb
bekommt man Uber den Verlauf der Translokationskinetik einen Hinweis auf die Art der
Translokation.

Es zeigte sich, dal® rCamyr-Cy3 nach Mikroinjektion ins Cytoplasma viel langsamer im Kern
akkumuliert als die kleine Diffusionskontrolle STI-Cy3 oder FL-BSA-NLS. Bei rCamyr-Cy3
stellt sich erst nach 10 - 15 Minuten ein Gleichgewicht in der intrazellularen Verteilung ein.
STI-Cy3 erreicht dagegen als nur halb so grof3e Diffusionskontrolle schon nach weniger als 5
Minuten ein Verteilungsgleichgewicht. Die im Vergleich zu rCamyr-Cy3 nur wenig groRere
Diffusionskontrolle MBP-Cy3 braucht dagegen ungeféahr 20 Minuten, um ein steady state zu
erreichen.

Da beim aktiven Transport anders als bei der Diffusion das Erreichen des Plateaus
konzentrationsabhangig ist, wurden die Anfangskinetiken der Translokation in den Kern
verglichen. Im Import-Assay war es moglich, die Translokation in den Kern am konfokalem
Laserscanning-Mikroskop (CLSM) schon wahrend der ersten Minute zu verfolgen. Auch hier

zeigte sich, dald rCamyr-Cy3 eine langsamere Translokationskinetik zu haben scheint, als fur
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aktiv importierte Transportsubstrate beobachtet werden kann (personliche Mitteilung, K.
Ribbeck, ZMBH, Heidelberg).

Die Kinetiken geben somit einen Hinweis darauf, dal? rCamyr-Cy3 eher passiv als aktiv in
den Kern gelangt. Die intrazellulare Verteilung der Diffusionskontrollen und von rCamyr-Cy3
scheint der Regel zu folgen, dal’ groRere Molekule weniger effektiv durch NPC diffundieren,
wodurch sich das Equilibrium zwischen Kern und Cytoplasma langsamer einstellt. Die
Geschwindigkeit, mit der STI-Cy3 sein Verteilungsplateau erlangt, kénnte zusatzlich noch
durch das Vorhandensein von Bindungsstellen im Kern vergréf3ert sein, die es aus dem
Verteilungsgleichgewicht ziehen. Da sich bei rCamyr-Cy3 trotz seines geringen
GrolRenunterschieds zu MBP-Cy3 das Verteilungsgleichgewicht wesentlich schneller

einzustellen scheint, ist auch hier das Vorhandensein von Bindungsstellen im Kern denkbar.

Fehlen eines funktionellen NLS in der Sequenz der Ca-Untereinheit

Um die Existenz eines funktionellen NLS, das den aktiven Import vermittelt, in der Sequenz
der Ca-Untereinheit zu tberprifen, wurden Fusionsproteine der Ca-Untereinheit verwendet.
Schulz und Peters haben [Schulz und Peters 1986] gezeigt, dal3 auch sehr grol3e Proteine
wie Phycoerythrin (240 kDa) nach Fusion an ein Protein mit einem funktionellen NLS in den
Kern transportiert werden kdnnen. Die Fusion der 113 kDa grof3en (3-Galaktosidase an die
Ca-Untereinheit fihrte dazu, da das Fusionsprotein mit einer Grol3e von mehr als 150 kDa
nach Mikroinjektion in das Cytoplasma und im Import-Assay mit permeabilisierten Zellen vom
Kern ausgeschlossen blieb. Das stimmt mit einer Kernausschluf3grenze fir Diffusion von 40 -
60 kDa Uberein. Das Unvermdgen der Ca-Untereinheit, B-Galaktosidase in den Kern zu
verhelfen, kann damit als Fehlen eines funktionellen NLS gewertet werden. Das
Vorhandensein eines funktionellen NLS scheint ausgeschlossen werden zu kdnnen, da sich
die Translokation der Ca-Untereinheit in den Kern gréRenabhangig zeigte, der aktive Signal-
vermittelte Transport aber unabhangig von der MolekulgréRe (bis zu MolekilgréfZen von
mehreren MDa) ablauft. Diese Beobachtung stimmt mit der von Harootunian et al. Gberein
[Harootunian et al. 1993]. Deren Fusionsprodukt aus Ca-Untereinheit und GST blieb
ebenfalls vom Kern ausgeschlossen. Anders als bei Harootunian et al. wurde in dieser Arbeit
B-Galaktosidase jedoch C-terminal an die Ca-Untereinheit fusioniert, um den N-Terminus
moglichst wenig zu beeinflussen. Dies geschah unter Bertcksichtigung der Beobachtungen
von Pepperkok el al. [Pepperkok et al. 2000], dafld dem N-Terminus bei der Translokation der
Ca-Untereinheit eine besondere Rolle zukommt. Die Art der Fusion scheint aber keinen

Einflud auf die Translokation der Ca-Fusionsproteine zu haben.
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In diesem Zusammenhang ist auch die Fusion der ersten 40 Aminosaurereste des N-
Terminus der Ca-Untereinheit, die z.T. eine a-Helix (A-Helix) ausbilden, an GST zu sehen.
Der N-Terminus weist eine Reihe basischer Aminosaurereste auf, die auch fir das
klassische NLS typisch sind. Die mit diesem Fusionsprotein aus N-Terminus der Ca-
Untereinheit und GST nach Mikroinjektion ins Cytoplasma erreichten Fy,c waren &hnlich
gering wie die von GST-Cy3 allein und lagen damit weit unter denen von rCamyr-Cy3. Der
N-Terminus scheint demnach trotz seiner hohen Dichte an basischen Aminoséuren kein
Signal zu beinhalten, das in der Lage ist, die Translokation von GST zu beeinflussen. Da das
klassische NLS nur tber seine Primarsequenz bestimmt wird, durfte das Herausnehmen des
N-Terminus aus seiner natirlichen Umgebung keinen Einflul3 auf die Funktionalitéat des NLS
haben. So Ubt das klassische NLS des SV40 T-Antigens auch dann noch seine Funktion
aus, wenn es als Peptid an andere Proteine gekoppelt wird, wie bei dem in dieser Arbeit
verwendeten FL-BSA-NLS.

Fantozzi et al. [Fantozzi et al. 1992] hatten bereits zuvor in der Sequenz der Ca-Untereinheit
nach Peptiden mit NLS-Ahnlichkeit gesucht. Doch ortspezifische Mutagenese-Studien haben
gezeigt, dal es sich bei der auf der Molekuloberflache gefundenen Peptidsequenz KRVK
(189-192) nicht um ein funktionelles Signal fir den Kernimport handeln kann. Die Mutationen
dieser Sequenz fuhrten nicht zu Veranderungen der intrazellularen Verteilung der Ca-
Untereinheiten.

Die von Pepperkok et al. [Pepperkok et al. 2000] gemachte Beobachtung, daf3 dem zweiten
N-terminalen Rest eine die intrazellulare Verteilung der C-Untereinheit regulierende Funktion
zukommt, scheint also weniger auf ein Sequenzsignal hinzuweisen, sondern eher entweder
auf Konformationsdnderungen der C-Untereinheiten, die das Diffusionsverhalten
beeinflussen, oder auf ein verandertes Bindungsverhalten des Enzyms.

Jiingste Beobachtungen haben gezeigt, dal3 die Kernlokalisation auch Uuber eine
amphipatische a-Helix vermittelt werden kann, wobei diese als Ganzes und in der richtigen
Orientierung vorliegen muf3. Die entsprechende a-Helix kann dabei sowohl mitten im Protein
lokalisiert sein, wie z. B. bei der B-Isoform der Typ Il Phosphatidylinositolphosphat-Kinase
[Ciruela et al. 2000], als auch am N-Terminus, wie es bei dem viralen Protein Vpr des HIV
der Fall ist [Popov et al. 1998; Popov et al. 1998]. Da die A-Helix der Ca-Untereinheit im
Ca(1-40)-GST-Fusionsprotein maglicherweise nicht die physiologische Orientierung wie in
der intakten Ca-Untereinheit hat, ist die Translokation Uber einen solchen Mechanismus

durch diese Experimente allerdings nicht restlos auszuschlief3en.
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Keine Kompetition der Translokation von rCamyr durch NLS

Um zu untersuchen, ob rCamyr-Cy3 Uber den Importweg des klassischen NLS in den Kern
gelangt, wurden Kompetitionsexperimente durchgefihrt.

Eine Sattigung der Importin a-Bindungsstellen mit NLS durch Zugabe von NLS-Peptid des
SV40 T-Antigens fuhrte nicht zu einer Beeintrachtigung der Akkumulation von rCamyr-Cy3
im Kern. rCamyr-Cy3 scheint demnach unter den experimentellen Bedingungen nicht mit
dem Peptid um eine NLS-Bindung am NLS-Rezeptor Importin a zu konkurrieren. Durch
Coinjektion von rCamyr-Cy3 mit BSA-NLS konnte ebenfalls kein Effekt auf die intrazellulare
Verteilung der Kinase gemessen werden. Eine Kompetition um den Importweg des
klassischen NLS bzw. um von diesem genutzte Bindungsstellen in NPCs kann vor allem im

Kontext der anderen Daten dieser Arbeit offenbar ausgeschlossen werden.

Energie- und Temperaturabhangigkeit der Translokation von rCamyr

Entgegen der Tatsache, dafd in der Literatur der aktive Transport in der Vergangenheit oft als
ATP-abhéngige und damit temperaturabhéngige Reaktion beschrieben wurde, konnte
bislang weder beim Import noch beim Export ein ATP-abhéngiger Schritt identifiziert werden
[Talcott und Moore 1999]. Dennoch wird nach Schulz und Peters [Schulz und Peters 1987]
der aktive Import von fluoreszenzmarkiertem Nukleoplasmin in den Kern in
Mikroinjektionsexperimenten durch ATP-Depletion oder Temperaturerniedrigung verhindert.
Da fir diffusible Molekile eine solche Beeintrachtigung nicht zu beobachten war, wurde die
Translokation von rCamyr-Cy3 und von Kontrollproteinen daraufhin untersucht.

Es zeigte sich, dal’ der Import von FL-BSA-NLS durch Temperaturerniedrigung bzw. ATP-
Depletion deutlich inhibiert wurde, wéahrend sich bei STI-Cy3 kein Effekt einstellte. Die
Diffusion von MBP-Cy3 wurde dagegen beeintrachtigt. MBP-Cy3 verblieb fast vollstandig im
Cytoplasma. rCamyr-Cy3 verhielt sich @hnlich wie MBP-Cy3. Die Verteilung von rCamyr-Cy3
zeigte sich bei Absenken der Temperatur auf 4 °C bzw. ATP-Depletion deutlich
cytoplasmatischer.

Wahrend sich bei FL-BSA-NLS und STI-Cy3 die erwarteten Ergebnisse einstellen, entsprach
das Ergebnis von MBP-Cy3 nicht den Erwartungen. Das Verhalten von MBP-Cy3 als
Diffusionskontrolle - ohne Interaktionen mit den Nukleoporinen - laf3t vermuten, dal3 es sich
bei der Beeintrachtigung der Diffusion in den Kern um einen Sekundareffekt handelt. So
kénnten als Folge der Inhibition des aktiven Transports Transportsubstrate, die in ihrer
Translokation durch die NPCs inhibiert wurden, die Kernporen verengen. GroRRere diffusible
Proteine wie MBP-Cy3 konnten so an der Diffusion durch die NPC gehindert werden,
wahrend kleine Molekile noch durch die Pore hindurchtreten kénnten. Diese Hypothese wird
durch die Beobachtung von Newmeyer und Forbes [Newmeyer und Forbes 1988] bzw.
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Richardson et al [Richardson et al. 1988] gestutzt, die nach ATP-Depletion
Transportintermediate an den NPCs arretiert vorfanden (Abb. 57). Ihr Erklarungsansatz, daf3
sich einem energieunabhéangigen Andocken des Transportkomplexes an die Kernpore eine
energiebedirftige Translokation des Transportsubstrates durch die Pore anschlief3t, hat sich
allerdings nicht bestatigt. Moglich ware allerdings, daf? grof3e Transportmolekile, wie z.B.
MRNP-Komplexe, einen zuséatzlichen Energiebedarf bei der Translokation durch die NPCs
haben, der durch ihre Linearisierung oder aber eine dazu notwendige
Konformationsanderung der NPC bedingt sein kdénnte [Talcott und Moore 1999].

Weiterhin wird die Hypothese durch die Vermutung von Talcott und Moore [Talcott und
Moore 1999] gestutzt, dald die scheinbar energieunabhangige Bewegung des Importin (3-
Transportkomplexes durch die NPCs nach Herunterkiihlen der Zellen auf 4 °C durch die
temperaturbedingte Inhibition der sequentiellen Assoziation-Dissoziation-Reaktionen bei
Durchtritt des Importkomplexes durch die Pore beeintrachtigt wird.

Fur rCamyr-Cy3 als ahnlich groRes Protein wie MBP-Cy3 ware die fur MBP-Cy3 aufgestellte
Hypothese ebenfalls denkbar. Der maogliche Einwand, dal PKA in der enzymatischen
Aktivitat und der Bindung von Inhibitoren ATP-abhangig sei und dies die intrazellulare
Verteilung beeinflussen konnte, wird sowohl durch den Vergleich mit der sich &ahnlich
verhaltenden Diffusionskontrolle als auch durch die Beobachtungen der Experimente mit den
Kinase-Inhibitoren abgeschwacht.

WGA

¢ 4-°C

< Importin 3
(45-462)

Abbildung 57: Mdgliche Blockaden in einem Kernporenkomplex durch Temperaturerniedrigung, WGA-
Behandlung oder Zugabe dominant-negativer Importin B-Deletionsmutanten
Darstellung des NPC nach Allen et al. [Allen et al. 2000]. Die Blockierungsstellen wurden nach AufRerungen von

Ueli Aebi eingetragen (personliche Mitteilung, 2000).
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EinfluR des Ran-Systems auf die Translokation von rCamyr

Die GTP-Hydrolyse scheint die hauptsachliche, wenn nicht sogar die einzige Energiequelle
fur den aktiven Transport, wie z.B. dem Importin B-vermittelten Import, zu sein [Bischoff und
Gorlich1997; Moore und Blobel 1993; Weis et al. 1996]. Die Notwendigkeit der GTP-
Hydrolyse fir die Translokation von rCamyr-Cy3 kann durch Verwendung der dominant-
negativen Ran-Mutante Ran(Q69L) und von nicht hydrolysierbaren GTP-Analoga untersucht
werden. Diese Ran-Mutante ist zwar in der Lage, GTP zu binden, kann dieses aber nicht
mehr hydrolysieren und verbleibt so in GTP-gebundener Form. Es konnte gezeigt werden,
da die Zugabe von Ran(Q69L)-GTP den Import von NLS-haltigen Transportsubstraten
blockiert [Palacios et al. 1997]. Nicht hydrolysierbare GTP-Analoga kénnen GTP in seiner
Funktion substituieren, was deutlich macht, da3 die durch GTP-Hydrolyse freiwerdende
Energie nicht das ist, was Substrate durch die Poren treibt [Talcott und Moore 1999]. Der
Komplex aus Ran und GTP-Analogon kann genau wie Ran(Q69L)-GTP oder Wildtyp-Ran
auch den Transportkomplex dissoziieren und das Transportsubstrat in den Kern entlassen.
Der Transportrezeptor kann dann zwar auch ins Cytoplasma zurtickkehren, dort jedoch kein
Importsubstrat mehr binden. Dazu muf3te erst das GTP aus dem Ran-GTP-Komplex entfernt
werden, ein Prozel3, der die Hydrolyse von GTP erfordert. Der mehrzyklische Import bedarf
demnach der GTP-Hydrolyse und tritt somit nicht in Gegenwart von GTP-Analoga auf. Bei
Verwendung von GTP-Analoga bzw. der Ran-Mutante akkumulieren die Transportkomplexe
aus Transportrezeptor, Ran und GTP-Analogon im Cytoplasma, wodurch nur eine
Importrunde mdoglich ist [Ribbeck et al. 1999]. Eine Abhangigkeit der Translokation von Ran-
GTP konnte damit auf aktiven Transport hindeuten. Es sind jedoch nicht alle aktiven
Kerntransportwege Ran-abhangig. So bendétigt z.B. der Transportin-abhangige Import von
M9-haltigen Importsubstraten weder Ran-GTPase noch NTP-Hydrolyse [Englmeier. et al.
1999; Ribbeck et al. 1999].

In dieser Arbeit zeigte sich, daR offenbar sowohl die Verwendung der GTP-
hydrolysedefizienten Ran(Q69L)-Mutante als auch der nicht hydrolysierbaren GTP-Analoga
GTP-y-S und GMP-PNP in Mikroinjektionsexperimenten zu einer geringeren Akkumulation
von rCamyr-Cy3 im Kern fihrte. Nach Vorinkubation der Zellen mit Ran(Q69L)-GTP wurden
um 30 - 40 % verringerte Fyc-Werte bestimmt und nach GTP-y-S- bzw. GMP-PNP-Gabe
eine 50 %-ige Erniedrigung beobachtet. Das zeigt, daf? die Verteilung von rCamyr-Cy3 in
den Kern durch die Eingriffe in das Ran-System deutlich beeinfluf3t wird. Das Ergebnis fir
sich betrachtet befurwortet die Annahme des aktiven Imports fur die rCamyr-Cy3. Unter
Berucksichtigung der Beobachtung, dalR die Diffusion der Diffusionskontrolle MBP-Cy3 im
gleichen Mal3e wie die Translokation von rCamyr-Cy3 beeintrachtigt wird, kann Diffusion als
mdglicher Weg fir die rCamyr-Cy3 in den Kern auch mit diesen Daten jedoch nicht

ausgeschlossen werden. Es stellt sich vielmehr die Frage, ob die Beeintrachtigung der
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intrazellularen Verteilung beider um die 40 kDa grofRen Proteine nicht vielmehr auch hier
indirekter Natur sein konnte. So konnte die beobachtete Beeintrachtigung eine Folge der
Inhibition anderer vom Ran-GTP-System abhangiger Prozesse und weniger eine Folge des
direkten Bedarfs der GTP-Hydrolyse bei der Translokation beider Proteine in den Kern sein.

Dald nicht die experimentelle Durchfiihrung der Grund fir diese Ergebnisse ist, zeigen die
Experimente mit den Kontrollen FL-BSA-NLS und STI-Cy3, die sich erwartungsgemali
verhalten. Wahrend sich in der intrazellularen Verteilung des STI-Cy3 als Diffusionskontrolle
durch Blockierung der GTP-Hydrolyse keine Veranderung ergibt, wird die Akkumulation des
FL-BSA-NLS im Kern inhibiert. Um 70 — 80 % niedrigere Fyc-Werte machen die
Abhangigkeit des Imports von FL-BSA-NLS vom Ran-System deutlich. Eine 100%-ige
Inhibition war nicht zu erwarten, da ein erster Importzyklus auch ohne Hydrolyse von Ran

moglich ist. Lediglich das Recycling von Importin (3 fur weitere Importrunden wird verhindert.

EinfluR des Cytosols auf die Translokation von rCamyr

Da der aktive Import oft von cytosolischen Faktoren wie z.B. den Importinen oder dem Ran-
System abhéngig ist, lauft er nur in Gegenwart von Cytoplasma ab. Im Import-Assay war es
mdglich, das Translokationsverhalten von rCamyr-Cy3 in die Kerne Digitonin-
permeabilisierter HeLa-Zellen in einem Cytoplasma-freien System zu untersuchen.

Es zeigte sich, daR rCamyr-Cy3 offenbar auch ohne Zusatz von cytosolischen Faktoren in
die Kerne der permeabilisierten Zellen gelangen kann, ein deutlicher Hinweis auf Diffusion.
Transportfaktoren scheinen somit fiir die Kern-Cytoplasma-Translokation von rCamyr-Cy3
nicht zwingend notwendig zu sein. Experimente mit FL-BSA-NLS erforderten dagegen die
Substitution von Cytosol, Energie-regenerierendem System und Importin a, da dessen
Konzentration in dem als Cytosol-Substitut verwendeten Retikulozytenextrakt zu gering ist
(personliche Mitteilung, Katharina Ribbeck, ZMBH, Heidelberg). Die Abhéngigkeit des NLS-
vermittelten Imports von der Substitution von Cytosol bzw. cytosolischen Fraktionen konnte
bereits zuvor gezeigt werden [Adam et al. 1990; Moore und Blobel 1993].

Der Einsatz von rCamyr-depletiertem Retikulozytenextrakt als Cytosol-Substitut im Import-
Assay ergab, daB in der Mehrzahl der Digitonin-permeabilisierten HelLa-Zellen keine
deutliche Akkumulation von rCamyr-Cy3 zu erkennen war. Dagegen wiesen die meisten
Zellen nach Zugabe des pseudodepletierten Extrakts eine deutliche Akkumulation auf.
Obwohl rCamyr-Cy3 auch unter Cytoplasma-freien Bedingungen in den Kern gelangen kann,
konnten durch Zugabe eines Energie-regenerierenden Systems sowie Komponenten des
Ran-Systems dennoch bis zu 60 % héhere Fy,c-Werte erreicht werden, ein Ergebnis, dal® zu
den Beobachtungen der Mikroinjektionsexperimente, in denen die Energieabhangigkeit

untersucht wurde, paf3t. Allerdings werden auch hier Sekundéareffekte als Ursache
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angenommen. Noch im System verbliebene, aktiv translozierende Transportsubstrate
kénnten durch fehlende Komponenten wie Ran in ihrer Bewegung durch die NPC gestoppt
werden und so die Poren verengen. Ein Durchtreten von rCamyr-Cy3 in den Kern kénnte
deshalb sterisch gehindert werden. Das gleiche gilt fur die Import-Assays, in denen
Retikulozytenextrakt und Energie zugegeben wurden und bei denen ebenfalls héhere Fyjc-
Werte beobachtet werden konnten. Anders als beim Vergleich der Translokation mit und
ohne Zusatz eines Energie-regenerierenden Systems und von Komponenten des Ran-
Systems stellten sich die Unterschiede in Abhangigkeit vom substituierten Cytosol erst nach
mehreren Minuten ein, was sehr fur eine indirekte Abhangigkeit spricht. Es ist denkbar, daf3
die Unterschiede hier weniger durch Blockieren der NPC durch andere Transportsubstrate
als durch eine im Verlauf des Assays veranderte Verflgbarkeit von nukledren
Bindungspartnern, die auch erst in den Kern importiert werden miften, hervorgerufen
werden. Des weiteren wéare auch eine Beeintrachtigung der Translokation aufgrund einer
Beeinflussung der NPCs durch Retikulozytenextrakt-spefizische Eigenschaften, wie z.B.

seine hohe Kinase-Aktivitat, moglich.

Blockierung der NPCs beeintrachtigt die Translokation von rCamyr

Der aktive Transport I&R3t sich weiterhin Uber Interaktionen des Transportsubstrats mit den
Kernporenkomplexen (NPC) charakterisieren. In Gegenwart von Weizenkeimagglutinin
(WGA) oder der Importin B-Mutante (45-642) werden NPCs blockiert. Der aktive Transport ist
inhibiert, wahrend diffusible Molekule noch in den Kern gelangen kdnnen.

Nach Finlay et al. [Finlay et al. 1987] bindet das Lektin WGA an N-Acetyl-D-Glukosamin-
Reste, durch die viele Nukleoporine modifiziert sind, und blockiert so den NLS-vermittelten
Import, ohne dabei die passive Diffusion kleiner Makromolekile zu beeintrachtigen. In
Experimenten mit WGA-markierten Goldpartikeln konnten Rutherford et al. [Rutherford et al.
1997] zeigen, daR WGA in der zentralen Region des NPC und besonders mit der Oberflache
der inneren cytoplasmatischen Filamente, die den zentralen Ring mit dem Transporter
verbinden, interagiert (Abb. 57). Dadurch scheint sich eine Barriere auszubilden, da nach
WGA-Zugabe keine Goldpartikel mehr im Transporter zu sehen waren, an die Nukleoplasmin
als NLS-haltiges aktives Importsubstrat gekoppelt worden war. Das Binden von WGA an die
inneren Filamente, die moglicherweise in einem Offnungs- und SchlieBmechanismus des
zentralen Kanals im Transporter involviert sind, kdnnte den Eintritt des Transportsubstrates
in den Transporter verhindern [Allen et al. 2000; Rutherford et al. 1997] (Abb. 57).

In  Mikroinjektionsexperimenten und Import-Assays wurden deshalb die NPCs durch
Weizenkeimagglutinin (WGA) oder Importin 3 (45-642) blockiert und der Effekt auf die

Translokation von rCamyr-Cy3 und von Kontrollproteinen beobachtet.
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Nach Mikroinjektion von FL-BSA-NLS ins Cytoplasma war in Gegenwart von WGA im Kern
kaum Fluoreszenz zu messen, was den Vorgaben aus den Literatur entspricht. Auch die
unverénderte intrazellulare Verteilung der kleinen Diffusionskontrolle STI-Cy3 nach WGA-
Behandlung wich nicht von den Dbereits veroffentlichten Beobachtungen ab.
Erstaunlicherweise verhielt sich MBP-Cy3 anders, als fiir eine diffusible Probe erwartet
wurde. Hier konnte eine deutliche Inhibition der Translokation in den Kern bis hin zum
KernausschluR beobachtet werden. Dieser Befund widerspricht den publizierten
Beobachtungen. Die Translokation von rCamyr-Cy3 in den Kern zeigte sich in Gegenwart
von WGA ebenfalls beeintrachtigt. Obwohl die beobachtete Inhibition eigentlich als Hinweis
fur aktiven Transport gewertet werden konnte, kristallisiert sich fur rCamyr-Cy3 durch den
Vergleich mit MBP-Cy3 Diffusion als Translokationsmechanismus weiter heraus. Fur MBP-
Cy3 kann aktiver Transport ausgeschlossen werden, da es, wie besonders im Import-Assay
deutlich wird, keine Akkumulation im Kern zeigt und es aufgrund seiner bakteriellen Herkunft
kein NLS haben sollte.

Die dominant negative Importin 3-Mutante (45 — 462), die zwar noch eine hohe Affinitat zum
NPC hat, aber weder mit Ran noch mit Importin a interagiert, bindet anders als WGA
irreversibel an die Nukleoporine und ist somit ein potenter Inhibitor des aktiven Transports
[Gorlich et al. 1996]. Das 45-462 Fragment konnte auf der nukledren Seite der NPC sichtbar
gemacht werden, an der normalerweise die Termination der Translokation auftritt und an der
Interaktionen mit Ran-GTP notwendig sind, um Importin 3 von den NPCs zu dissoziieren
[Kutay et al. 1997]. Sie verhindert nicht nur den Import des klassischen NLS, sondern
blockiert auch andere Transportwege mit gleicher Effizienz wie z.B. den M9-Import, den
NES-vermittelten Kernexport sowie den Export von mRNA, U snRNA und etwas weniger
effizient den von tRNA [Izaurralde et al. 1997; Kutay et al. 1997]. Es wurde deshalb vermutet,
daf3 sich die Transportkomplexe verschiedener Transportwege entweder die Bindungsstellen
der NPCs teilen oder aber, dal3 es Mechanismen gibt, die die Translokationen Uber die
verschiedenen Wege durch die NPCs koordinieren [Kutay et al. 1997] (Abb. 57).

Die nach Coinjektion der Importin 3-Mutante erzielten Ergebnisse entsprachen denen nach
WGA-Behandlung. Sie zeigten sich jedoch etwas weniger ausgepragt, was u.a. durch die
Dosisabhangigkeit beider Inhibitionen erklart werden kénnte. Dennoch waren die
intrazellularen Verteilungen von FL-BSA-NLS, MBP-Cy3 und rCamyr-Cy3 auch hier stark
beeintrachtigt. Die Fyc-Werte von STI-Cy3 verhielten sich dagegen weitestgehend
unverandert (Abnahme um ca. 10 % nach Importin B (45-462)-Behandlung). In Import-
Assays mit FL-BSA-NLS und rCamyr-Cy3 wurde die Beeintrachtigung der Akkumulation
beider Proben im Kern durch die Importin -Mutante bestétigt. Die Tatsache, daf? sowohl die
Coinjektion von WGA als auch die Behandlung mit dem Importin B-Fragment (45-462) die

Akkumulation von STI-Cy3 im Kern nicht verhindern konnte, die Kern-Cytoplasma-
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Translokation von MBP-Cy3 und rCamyr-Cy3 dagegen doch, kénnte ein Hinweis drauf sein,
dafR die Diffusion von STI-Cy3 durch NPCs sich von der von MBP-Cy3 und von rCamyr-Cy3

unterscheidet.

Keine Abhé&ngigkeit der Translokation von rCamyr vom Cytoskelett

Fur die 80 kDa-grof3e Proteinkinase C (PKCa), eine ebenfalls in Kern und Cytoplasma aktive
Kinase, wird anders als fir Transportsubstrate mit klassischem NLS, ein nur von der
Integritat des Cytoskeletts abhéngiger Importmechanismus beschrieben [Schmalz et al.
1998; Schmalz et al. 1996]. Auf der Suche nach Parametern, die die Translokation der Ca-
Untereinheit beeinflussen, wurde in dieser Arbeit diese Abhangigkeit auch fur PKA Gberprdft.
Es wurde Cytochalasin B, ein Zellmembran-gangiges Pilztoxin, das die Formation
kontraktiler Mikrofilamente blockiert, verwendet, um das Cytoskelett zu depolymerisieren. Fir
rCamyr-Cy3 der PKA konnte in Mikroinjektionsexperimenten keine Abhangigkeit der
Akkumulation im Kern von der Integritat des Cytoskeletts nachgewiesen werden. Die sich
nach Vorinkubation der Zellen mit Cytochalasin B einstellenden Werte fur Fy,c von rCamyr-
Cy3 waren in ihrer H6he nicht beeintrachtigt, sondern durch die Cytochalasin B-bedingten
morphologischen Veranderungen sogar noch leicht erh6ht. Der fur den Import von PKCa
vorgeschlagene Cytoskelett-abhangige Weg scheint damit fir PKA nicht in Frage zu

kommen.

Kein Einflul} der Kinase-Aktivitat von rCamyr auf die Translokation

Durch Zugaben von Inhibitoren der Kinase-Aktivitat wurde tberprift, ob die Kainaseaktivitat
bzw. das katalytische Zentrum einen Einfluld auf die Kern-Cytoplasma-Translokation und die
intrazellulare Verteilung der Ca-Untereinheit haben. Dazu verwendet wurde der synthetische
Inhibitor H-8 (K;: 1,2 uM) und dessen Derivat H-89 (K;: 48 nM) [Chijiwa et al. 1990; Hidaka et
al. 1984], die die Kinase durch Kompetition zu ATP im katalytischen Zentrum inhibieren, bzw.
modifiziertes PKImyr-Peptid (6-24) (Ki: 2 nM, PKI (5-24)) [Fernandez et al. 1991; Herberg
und Taylor 1993], das mit Substrat um die Bindung im katalytischen Zentrum kompetitiert.
Die Inhibitoren der enzymatischen PKA-Aktivitdt zeigten sich nicht in der Lage, die
Kernakkumulation von rCamyr-Cy3 zu blockieren. Sowohl die Kern-Cytoplasma-
Translokation als auch die Kernlokalisation von rCamyr-Cy3 scheinen somit unabhangig von
der katalytischen Aktivitat zu sein.

Nicht bestatigt werden konnte die Annahme, daf} aufgrund der hoheren Affinitat endogener

Komponenten zu rCamyr-Cy3 die Wirkung der synthetischen Inhibitoren auRer Kraft gesetzt
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werden konnte. Die durch PKA induzierten morphologischen Veranderungen der Zellen, das
Sich-Abrunden bzw. das Ausbilden von Zellauslaufern, waren in Gegenwart der Inhibitoren
nicht zu beobachten. Die Zellen blieben flach, ein Hinweis darauf, dafl’ die Inhibitoren auch in
vivo ihre inhibitorische Wirkung zeigten.

Auch die Mikroinjektionsexperimente mit der zu 90 % inaktiven Ca-Mutante His-rCa (E91Q)
(personliche Mitteilung, T. Schneider, DKFZ, Heidelberg) zeigten keine zum Wildtyp
veranderte intrazellulare Verteilung und bestéatigen so den fir die Inhibitoren beschriebenen
Befund. Sowohl die Translokation als auch die Lokalisation von rCamyr-Cy3 scheinen somit
unabhangig von der katalytischen Aktivitat zu sein.

Anders verhielt es sich bei der Coinjektion von intaktem PKI. Wie Fantozzi et al. [Fantozzi et
al. 1992] bereits beschrieben haben, wird die Akkumulation der in ihrem Fall verwendeten
nicht myristylierten Ca-Untereinheit in Gegenwart von PKI vermindert. Die geringe
Konzentration an Ca-Untereinheit im Kern war somit nicht der inhibitorischen Wirkung des
PKI zuzuschreiben, sondern dessen Exportsignal, das nach Bindung der C-Untereinheit
exponiert wird und den aktiven Export der C-Untereinheit vermittelt [Wen, W. et al. 1994;
Wiley et al. 1999].

EinfluR des Exports auf die intrazelluldre Verteilung von rCamyr

Neben der Diffusion der C-Untereinheit aus dem Kern wurde von Fantozzi et al. fir die C-
Untereinheiten auch ein aktiver Exportweg beschrieben [Fantozzi et al. 1992]. Der aktive
Export der C-Untereinheiten wird Gber PKI vermittelt. Dieser exponiert nach Bindung an die
C-Untereinheiten ein NES, das daraufhin von dem Exportrezeptor Exportin-1 (CRM 1)
erkannt wird, Uber den der aktive Export des Komplexes aus C-Untereinheit und PKI durch
NPCs ablauft.

Die Konzentration von endogenem PKI in den Zellen wird in Abhangigkeit vom Zellzyklus
reguliert und ist bei mitotischen Zellen am hdchsten [Wen et al. 1995]. Da der Anteil an
mitotischen Zellen bei den verwendeten Vero-Zellansatzen nur bei 5 % lag (Ergebnisse nicht
gezeigt), sollte die Konzentration an PKI bei der Mehrzahl der verwendeten Zelle gering sein.
Um eine Vorstellung von dem Einflu® des aktiven Exports auf die intrazellulare Verteilung
von rCamyr-Cy3 und damit auf die in dieser Arbeit ermittelten Verhaltnisse Fygc zu
bekommen, wurde Leptomycin B (LMB) in Mikroinjektionsexperimenten eingesetzt bzw. die
Kinetiken der Translokation von rCamyr-Cy3 nach Kern- und Cytoplasma-Injektion
verglichen. LMB ist ein spezifischer Inhibitor des aktiven Exports. Es bindet an Exportin-1,
wodurch sich der Exportkomplex, bestehend aus Ca-Untereinheit, PKI und Exportin-1, nicht

mehr ausbilden kann [Kudo et al. 1998].
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Die Konzentration des endogenen PKI in den Zellen wird in Abhangigkeit vom Zellzyklus
reguliert und ist bei mitotischen Zellen am héchsten [Wen et al. 1995]. Da der Anteil an
mitotischen Zellen bei den verwendeten Vero-Zellansatzen im Mittel nur bei 5 % lag
(Ergebnisse nicht gezeigt), wurde erwartet, dafd die Konzentration an PKI bei der Mehrzahl
der verwendeten Zelle gering ist.

Die Untersuchungen zum Einflul3 des aktiven Exports durch das endogene PKI bei den in
dieser Arbeit durchgefihrten Mikroinjektionsexperimenten ergaben, dald der aktive Export die
intrazellulare Verteilung von rCamyr-Cy3 durchaus beeinflu3t. So wurden in Gegenwart von
Leptomycin B (LMB), einem Inhibitor des aktiven Exports, um bis zu 40 % hdhere Fy,c-Werte
von rCamyr-Cy3 erreicht.

Einen weiteren Hinweis auf die Beteiligung des aktiven Exports an der Translokation von
rCamyr-Cy3 ergab die Beobachtung, dal3 sich das Verteilungsgleichgewicht nach Injektion
von rCamyr-Cy3 in den Kern von Vero-Zellen zwei- bis dreimal schneller einstellte, als nach
Cytoplasma-Injektion. Insgesamt kann aber der EinfluR des Exports Uber PKI, der
temperatursensitiv, Ran-abhéangig und durch ATP-Depletion [Wen et al. 1994], WGA- bzw.
Importin (3 (45-462)-Zugabe [Kutay et al. 1997] inhibierbar ist, auf die intrazellulare Verteilung
von rCamyr-Cy3 nicht grold gewesen sein, sonst hétten die beobachteten Effekte beziiglich
rCamyr-Cy3 unter den oben genannten Bedingungen nicht so ausgepragt sein konnen.
AuBerdem waére dann ein vollstandiger AusschluR von rCamyr-Cy3 aus dem Kern zu
erwarten gewesen wie nach Coinjektion von rekombinantem PKI. Bei dieser Coinjektion von
rCamyr-Cy3 und rekombinantem PKI dominierte der Export Gber die Translokation von
rCamyr-Cy3 uber Diffusion in den Kern. rCamyr-Cy3 war nur noch im Cytoplasma zu
detektieren. Der aktive Export von rCamyr-Cy3 aus dem Kern scheint demnach
ausschlief3lich von der Konzentration an intrazellularem PKI abhéngig zu sein. Die gewahlten

Methoden waren geeignet, um die Translokation in den Kern zu untersuchen.
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SchlufZfolgerung

Proben
FL-BSA-NLS | rCamyr-Cy3 | MBP-Cy3 STI-Cy3
Temperatur + + + -
ATP-Depletion + + + -
% Ran(Q69L)-GTP + + + -
% GTP-Analoga + + + -
E WGA + + + -
§ Kinetik ++++ ++ + +++
é H8 / H89 / - / /
= [PKI-Peptid / . / /
Cytochalasin B - - / -

Tabelle 2: Ubersicht iber die in den Mikroinjektionsexperimenten erhaltenen Ergebnisse
Die Zeichen stehen fir: +: Effekt; -: kein Effekt bzw. ++++: relativ schnelle Kinetik; +: relativ langsame Kinetik; /:

nicht bestimmt

In Tabelle 2 wurden die Ergebnisse der Mikroinjektionsexperimente zur Untersuchung der
Kern-Cytoplasma-Translokation tabellarisch zusammengefal3t.

Die beobachteten Abhangigkeiten der intrazellularen Verteilung der Ca-Untereinheit von
ATP, der Temperatur und Ran-GTP sowie die Beeintrachtigung durch Blockierung der NPCs
sind typisch fur den aktiven Transport, wie FL-BSA-NLS zeigt. Da MBP-Cy3 als
Diffusionskontrolle  ebenfalls diese Abhangigkeiten zeigt, kann Diffusion als
Translokationsmechanismus der Ca-Untereinheit nicht ausgeschlossen werden. Die
Tatsache, daR die Effekte bei FL-BSA-NLS oft, vor allem zu frilhen Zeitpunkten, deutlich
ausgepréagter waren, macht die Diffusion als Translokationsmodus der Ca-Untereinheit
wahrscheinlicher.

Auch andere Beobachtungen, wie die der langsamen Kinetik der Kern-Translokation, die der
Translokation in Abwesenheit von Cytosol, die der Translokation in Gegenwart der NLS-
Peptide, sowie die des Kernausschluf? nach Vergroferung des Molekulargewichts der Ca-
Untereinheit Gber die Kernausschlu3grenze, ein Hinweis auf das Fehlen eines funktionellen
NLS, sprechen fir eine Kern-Translokation tber Diffusion.

Das trifft insbesondere zu, da sich rCamyr-Cy3 bei der Charakterisierung des Transports fast
genauso verhielt wie die Diffusionskontrolle MBP und weniger wie die Kontrolle fur den
aktiven Import, FL-BSA-NLS.
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Favorisiert man jedoch Diffusion als Transportmodus fur rCamyr-Cy3, so stellt sich die
Frage, warum sich STI-Cy3 anders verhalt als rCamyr-Cy3 und MBP-Cy3. In der Literatur
wurde nach Erklarungsansatzen dafir gesucht. So kdnnte nach dem Modell von Hinshaw et
al. [Hinshaw et al. 1992] angenommen werden, dal3 STI-Cy3 durch die als Diffusionskanéle
bezeichneten peripheren Kanéle der NPCs diffundiert, wahrend MBP-Cy3 und rCamyr-Cy3
aufgrund ihrer GroéfRe nur durch den mittleren Porenkanal hindurchkommen. Der getrennte
Diffusionsweg konnte erklaren, warum nur rCamyr-Cy3 und MBP-Cy3, nicht aber STI-Cy3
durch Blockaden des Transporters in ihrer Diffusion beeintrachtigt werden.

Nach Feldherr et al. [Feldherr und Akin 1997] geht hingegen jeglicher Transport, also auch
die Diffusion kleiner Molekile, durch den zentralen Transporter. In diesem Modell wéare
vorstellbar, dal® trotz gemeinsamen Transportweges nur die beiden fir den Diffusionsweg
bereits sehr grof3en Proteine sterisch am Durchgang durch die teilweise blockierten
Porenkanéle gehindert werden. STI-Cy3 konnte dagegen aufgrund seines Kkleineren
Stoke’schen Radius ungehindert durch die NPCs diffundieren.

Alle Beeintrachtigungen der Diffusion gréRerer Molekile durch Faktoren, die auch den
aktiven Transport (z.B. von FL-BSA-NLS) betreffen, waren dann Uber eine, durch die
Inhibition des aktiven Transports bedingte, Blockade der NPCs zu erklaren. So kénnten die
Daten zuséatzlich einen Hinweis darauf geben, dafl? rCamyr-Cy3 und MBP-Cy3 durch den

zentralen Kanal diffundieren, durch den auch der aktive Transport ablauft.
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2 Die intrazellulare Verteilung der Ca-Untereinheit: Einflul® durch Retention?

Geht man von Diffusion als Kern-Translokationsmechanismus fir STI-Cy3, MBP-Cy3 und
rCamyr-Cy3 aus, so stellt sich die Frage, warum die fur die drei Proteine bestimmten Fyc-
Werte so unterschiedlich hoch sind. Im Falle von Diffusion wird eine Gleichverteilung der
Probe zwischen den Kompartimenten angenommen, da eine Akkumulation im Kern gegen
einen Konzentrationsgradienten nur mit aktivem Import zu erreichen ist. Unter Diffusion ist
nur dann eine Akkumulation im Kern denkbar, wenn die Probe aus dem
Verteilungsgleichgewicht gezogen wird, was z.B. durch Bindungsstellen erreicht werden
kann. So kann es zu einer Akkumulation im Kern kommen, obwohl die Konzentration freier
Molekiile ausgeglichen ist. Hierin konnte also der Grund fiur die unterschiedlich hohen Fyc-
Werte der Diffusionskontrollen STI-Cy3 und MBP-Cy3 bzw. fir rCamyr-Cy3 liegen. Eine
Bindung an Strukturelemente oder andere Molekile kdnnte aufgrund des Grélenzuwachses
die freie Diffusion der Ca-Untereinheit in den Kern bzw. zuriick ins Cytoplasma verhindern.
Bereits bekannte mdgliche Bindungspartner der Ca-Untereinheit sind die R-Untereinheiten
im Cytoplasma, PKI besonders im Kern und Substrate in beiden Kompartimenten.

Bei der in dieser Arbeit verwendeten Detektionsmethode war es nicht mdglich, zwischen
freier und gebundener Probe zu differenzieren. Deshalb konnte zwischen einer Akkumulation
durch aktiven Transport im Kern und einer Akkumulation aufgrund von Bindungsstellen im
Kern bei Proben, die Uber Diffusion in den Kern gelangen, nicht unterschieden werden.
Harootunian et al. (1993) ziehen das Vorhandensein von Bindungsstellen als Grund fir die
Akkumulation von rCamyr-Cy3 im Kern nicht in Betracht. Sie begriinden die tber einem Wert
von 2 liegenden Fy,c von ST-Cy3l und rCamyr-Cy3 nicht mit einer Akkumulation der Proben
im Kern, sondern mit dem Effekt héherer Quantenausbeute der Fluoreszenz im Kern. Diese
Erklarung scheint jedoch unter Berucksichtigung des Befunds von Pepperkok et al.
[Pepperkok et al. 2000], dal’ ein héherer Wert flr Fy,c - mit bis zu Werten tGber 6 - mit einer
groRReren Aktivitdt im Kern direkt korreliert, unzutreffend zu sein.

Dal’ die H6he der Fxc-Werte nicht mit dem Translokationsmechanismus, der molekularen
GroRRe bzw. Effekten der Quantenausbeute zusammenhéngt, haben die im Vergleich zum
Wildtyp weit geringeren Fyc-Werte der Ca-Mutante rCamyr (H87Q/W186R)-Cy3 gezeigt,
denen ein verandertes Retentionsverhalten zu Grunde gelegt wird (s.u.).

In dieser Arbeit wurde Experimente durchgefuhrt, um einer Retention von rCamyr-Cy3 in der

Zelle nachzugehen.
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Import-Assay zeigt das Vorhandensein von Bindungsstellen fir aktivierte rCamyr

Im Import-Assay mit Digitonin-permeabilisierten Zellen stellt sich, anders als in
Mikroinjektionsexperimenten, ein Gleichgewicht zwischen dem die Zellen umgebenden
Inkubationsmedium, Cytoplasma und Kern ein. Eine Bindung von diffusiblen Molekilen an
zellulare Strukturen kann zur Anreicherung in Kern bzw. Cytoplasma fuhren.

In den durchgefihrten Import-Assays wurde beim MBP-Cy3 eine Gleichverteilung zwischen
Inkubationsmedium, Cytoplasma und Kern der permeabilisierten Zellen beobachtet. STI-Cy3
und rCamyr-Cy3 reicherten sich dagegen in den Digitonin-permeabilisierten Zellen an. Dabei
wurde deutlich, daf? STI-Cy3 hauptsachlich Bindungsstellen im Kern zu haben scheint, da es
dort schnell akkumuliert. Fir rCamyr-Cy3 konnte dagegen beobachtet werden, dal3 das
Fluoreszenzsignal von rCamyr-Cy3 zunéchst im Cytoplasma und danach erst im Kern
zunimmt, was fir das Vorhandensein von Bindungsstellen in beiden Kompartimenten spricht.
Da insgesamt das Kernsignal starker war als das cytoplasmatische Signal, scheint die Ca-
Untereinheit mehr oder hoheraffine Bindungsstellen im Kern zu haben als im Cytoplasma.
Die Beobachtungen wahrend der Import-Assays unterstiitzen die Annahme, dal} in diesen
Bindungsstellen, die die gebundenen Molekile aus dem Verteilungsgleichgewicht ziehen, die
Ursache liegt fur die Akkumulation von STI-Cy3 und rCamyr-Cy3 im Kern sowie fur den

Unterschied zwischen ihnen und MBP-Cy3.

Die R-bindungsdefiziente Ca-Doppelmutante zeigt eine andere intrazelluldre Verteilung als
rCamyr

Um die Bedeutung der Interaktionen zwischen den R-Untereinheiten und den Ca-
Untereinheiten fur die durchgefiihrten Experimente zu untersuchen, wurde eine Ca-
Doppelmutante mit Mutationen an den Positionen 87 und 196 eingesetzt (rCamyr
(H87Q/W196R)). Der Aminosaureaustausch Histidin 87 gegen Glutamin und Tryptophan 196
gegen Arginin beeinflul3t die Interaktionen mit den R-Untereinheiten an einer Stelle, die
unabhéngig ist von der Substraterkennung oder der katalytischen Aktivitat [Orellana et al.
1993; Orellana und McKnight 1992]. Die Ca-Doppelmutation blockiert so die Inaktivierung
durch die R-Untereinheiten ohne Beeintrachtigung der katalytischen Aktivitat oder der
Bindung von PKI. Wie die Kristallstruktur der Ca-Doppelmutante gezeigt hat, sind die
Aminosaurereste 87 und 196 Teil einer Oberflachendoméne, die zumindest zu einem Teil fur
die hochaffine Bindung an das R-Dimer verantwortlich ist [Orellana und McKnight 1992]. So
bindet rCamyr (H87Q/W196R) sowohl RI- als auch RII-Untereinheiten nur noch mit so
geringer Affinitat, dafl? bereits basale cAMP-Spiegel ausreichen, um die mutierte PKA in

dissoziierter Form zu halten. Sie ist somit in Abwesenheit von PKI konstitutiv aktiv [Orellana
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und McKnight 1992]. Histidin 87 ist in die Stabilisierung der Phosphatgruppe des
autophosphorylierten Threonin 197 involviert. Fir das in der raumlichen Nachbarschaft des
Histidin 87 liegende Tryptophan 196 wird vermutet, dal} es einen spezifischen Kontakt mit
hydrophoben Resten der Substrat/Pseudosubstrat-Region der R-Untereinheiten ausbildet.
Da durch den Austausch des Tryptophans gegen Arginin eine positive Ladung eingefuhrt
wird, werden diese hydrophoben Interaktionen moglicherweise gestort. Fur die Region um
die Reste 196 und 87 wird angenommen, dal3 sie an der durch cAMP Uber
Konformationsanderungen vermittelten Dissoziation der R-Untereinheiten und der C-
Untereinheiten beteiligt ist [Orellana und McKnight 1992]. Grund fir diese zusatzliche
Interaktionsdoméane konnte eine erleichterte Assoziation des katalytischen Zentrums der Ca-
Untereinheit und der Substrat/Pseudosubstrat-Domé&ne der R-Untereinheit sein, da die R-
und C-Untereinheiten Uber diese Domane aneinandergeheftet sein konnten. Bei anderen
Proteinkinasen, wie der Proteinkinase C oder der cGMP-abhéngigen Proteinkinase, gibt es
das Phanomen des Zusammenbringens von katalytischer und regulatorischer Untereinheit
nicht, da beide Untereinheiten zu einer einzigen Polypeptidkette gehoren. Der Vorteil, zweli
voneinander getrennte C- und R-Untereinheiten zu haben, liegt in einer gréf3eren
funktionellen Diversitat, da verschiedene R-Untereinheiten an unterschiedliche Isoformen der
C-Untereinheiten binden und so unterschiedliche biologische Spezifitdt verleihen kdnnen
[Orellana et al. 1993].

Mikroinjektionsexperimente mit rCamyr (H87Q/W196R)-Cy3 fuhrten, verglichen mit denen
mit Wildtyp rCamyr-Cy3, zu 30 - 40 % geringeren Fy,c-Werten. Das Ergebnis entsprach nicht
den Erwartungen, da rCamyr-Cy3 in Gegenwart von cAMP ebenfalls von den R-
Untereinheiten dissoziiert vorliegen sollte. Es dirfte somit eigentlich in der intrazellularen
Verteilung zwischen Kern und Cytoplasma von rCamyr (H87Q/W196R)-Cy3 nicht zu
unterscheiden sein. So war bei rCamyr (H87Q/W196R)-Cy3, anders als beim Wildtyp, der in
Gegenwart von 5 mM cAMP bis zu 60 % hohere Fyc-Werte zeigte als bei basalen cAMP-
Konzentrationen, erwartungsgemal keine Abhangigkeit vom intrazellularen cAMP-Level zu
beobachten.

Um moglichen Unterschieden in der Translokation der beiden Proteine auf die Spur zu
kommen, wurden Import-Kinetiken aufgenommen. Die Import-Kinetik von rCamyr
(H87Q/W196R)-Cy3 verlief in der ersten Minute der Translokation in den Kern identisch mit
der von rCamyr-Cy3, was fur einen gleichen Transportmechanismus durch die NPC spricht.
Im weiteren Verlauf der Kinetik erreichte die Ca-Doppelmutante verglichen mit dem Wildtyp
niedrigere Fyc-Werte. Da die Fy,c-Werte der Ca-Doppelmutante sich auf einem niedrigeren
Niveau einpendelten, kdnnen die Unterschiede nicht durch eine langsamere Translokation
an sich erklart werden. Der Grund fir die Unterschiede in der intrazellularen Verteilung von

Ca-Doppelmutante  und Wildtyp scheint demnach weniger in einem anderen
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Translokationsmodus als in einer veranderten Retention zu suchen zu sein. Durch die
Experimente mit rCoamyr (H87Q/W196R)-Cy3 wird die Bedeutung der vorhandenen
Bindestellen der C-Untereinheit und deren Lokalisation fur die intrazellulare Verteilung von
rCamyr-Cy3 deutlich. Da die Kristallstruktur zeigt, daf die Aminosaurereste Histidin 87 und
Tryptophan 196 nicht direkt mit PKI-Peptid in Kontakt treten, kann angenommen werden,
dal3 die Inhibierung der Ca-Untereinheit durch PKI und damit der aktive Export weder
beeintrachtigt noch verbessert ist. So stellte sich im Mikroinjektionsexperiment in Gegenwart
von Leptomycin B, das den PKI-vermittelten aktiven Export von rCamyr-Cy3 inhibiert, auch
ein um 20 % hoherer Fyc-Wert fir rCamyr (H87Q/W196R)-Cy3 ein. Ein Grund fur die im
Vergleich zum Wildtyp geringere Steigerung der Kernfluoreszenz von rCamyr
(H87Q/W196R)-Cy3 in Gegenwart von PKI konnte sein, daf? PKI die R-bindungsdefiziente
Ca-Doppelmutante nach dem Export aus dem Kern im Cytoplasma nicht an die R-
Untereinheiten 'abgeben’ kann. PKI kann im Komplex mit der Ca-Mutante nicht wieder zu
einem neuen Exportzyklus in den Kern gelangen. Der Export von rCamyr (H87Q/W196R)-
Cy3 wird beeintrachtigt.

Die Inhibierung der katalytischen Aktivitdt durch synthetische Inhibitoren oder durch die
Mutation des Aminosaurerestes 91 fuhrt nicht zu veranderten Fgc-Werten. Das kodnnte
darauf hindeuten, daf} rCamyr-Cy3 weder uber die ATP- noch uber die Substratbindestelle
mit Bindungspartnern interagiert, die die Lokalisation von rCamyr-Cy3 bestimmen konnen.
Eine mdgliche Bindungsdoméne von rCamyr-Cy3 kénnte die hydrophobe Region um die
Aminosaurereste 87 und 196 sein. Eine Veranderung dieser Domane, z.B. durch Einfihrung
einer geladenen Gruppe wie die des Argininrestes, wirde diese hydrophoben Bindungen
beeintrachtigen.

Die von Pepperkok et al. [Pepperkok et al. 2000] beobachteten geringeren Kern-Cytoplasma-
Verteilungsverhaltnisse der deamidierten C-Untereinheit konnten somit eventuell auch durch
die Einfuhrung einer zusatzlichen Ladung verursacht worden sein. Die Frage, ob die
EinfUhrung von Ladungen auf der Oberflache der C-Untereinheiten ortsgebunden oder eher
generell Veranderungen in der intrazellularen Verteilung der C-Untereinheit hervorruft, kann

anhand der in dieser Arbeit durchgefiihrten Experimente nicht beantwortet werden.

Inhibitorpeptid St-Ht-31 (IP) beeinfluf3t die intrazellulare Verteilung von rCamyr nur marginal

Mit der Ca-Doppelmutante rCamyr (H87Q/W196R)-Cy3 war es mdoglich, die Interaktion
zwischen den C- und R-Untereinheiten zu untersuchen, wohingegen durch Gabe des
Inhibitorpeptids St-Ht-31 (IP) der EinfluR der Bindung der R-Dimere an AKAPs auf die

intrazellulare Verteilung von rCamyr-Cy3 untersucht werden konnte. St-Ht-31 (IP) bindet
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reversibel an das regulatorische Dimer (R-Dimer) und besetzt so die Bindungsstelle fir
AKAPs (PKA-Ankerproteine). AKAPs binden das Holoenzym an subzellulare Strukturen und
konnen durch gleichzeitige Interaktion mit anderen Kinasen, Phosphatasen oder Substraten
PKA-Holoenzyme mit ihren Substraten bzw. mit anderen Regulatoren zellularer Prozesse
zusammenbringen. Die Interaktion zwischen R-Dimer und AKAP wird Uber Helix-Helix-
Kontakte von amphipatischen a-Helices beider Proteine vermittelt. Das Inhibitorpeptid St-Ht-
31 (IP) entspricht der Bindungsdomane von AKAP Ht-31 fur die R-Untereinheiten und
kompetitiert mit AKAPs um die AKAP-Bindungsstellen der R-Untereinheiten.

In Folge der Vorinkubation der Vero-Zellen mit St-Ht-31 (IP) stellten sich nach Mikroinjektion
von rCamyr-Cy3, verglichen mit Ansétzen des Kontrollpeptids St-Ht-31 (KP), um 15 %
geringere Fyc-Werte ein. Wie bei Verwendung der R-bindungsdefizienten Ca-
Doppelmutante kommt es zu einer geringen Verdnderung der Kern-Cytoplasma-Verteilung
der Ca-Untereinheit in Gegenwart des Inhibitorpeptids, obwohl die Aufhebung der Bindung
der R-Dimere zu den AKAPs eigentlich nur die subzellulare Lokalisation des R-Dimers, aber
in Gegenwart von hohen cAMP-Konzentrationen nicht die von rCamyr-Cy3 beeinflussen
durfte. Fur die Beeintrachtigung der Akkumulation von rCamyr-Cy3 im Kern durch Blockieren
der Interaktion von R-Dimer und AKAP kann es mehrere Grinde geben. Da das
Inhibitorpeptid St-Ht-31-IP (und mit Einschrankungen auch das Kontrollpeptid St-Ht-31) in
hoher Konzentration verwendet wird, konnte es mit seiner hydrophoben Bindestelle
unspezifisch mit noch nicht bekannten hydrophoben Bindepartnern der Kinase interagieren
und so deren Retention beeintrachtigen. Zum anderen konnte sich mdglicherweise die
Bindung zwischen R- und C-Untereinheiten in Abhangigkeit davon veréndern, ob das R-
Dimer an AKAPs gebunden vorliegt und um welchen Typ von AKAP es sich handelt.
Denkbar ware in diesem Zusammenhang auch, dal3 die C-Untereinheiten sich nach
Aktivierung durch cAMP in Abh&ngigkeit von der AKAP-Bindung nicht vollstandig von den R-
Dimeren I6sen und so im Cytoplasma gebunden verbleiben [Johnson et al. 1993; Yang et al.
1995].

Lokalisation von endogenen R-Untereinheiten und endogenem PKI (ber indirekte
Immunfluoreszenz

Um die Verteilung der bekannten Bindungspartner in den verwendeten Gewebekulturzellen
zu untersuchen, wurden mit Hilfe von indirekter Immunfluoreszenz die endogenen R-
Untereinheiten und endogenes PKI detektiert. Es ging dabei vor allem auch darum
aufzudecken, ob R-Untereinheiten im Kern nachgewiesen werden konnen, und zu

uberprufen, ob PKI in den exponentiell wachsenden Kulturzellen detektiert werden kann.
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Es konnte beobachtet werden, dal? die verschiedenen R-Isoformen im Cytoplasma, und dort
Uberwiegend an Strukturen gebunden, vorkommen. Die Isoform Rla, die eigentlich ubiquitar
exprimiert wird, konnte nicht nachgewiesen werden. Ob sie unterhalb der Nachweisgrenze
lag oder der Antikdrper seine Funktion nicht erflllte, blieb unbestimmt. Die Untereinheit Rla
wird als eine Art Puffer fur die katalytische Aktivitat beschrieben [Spaulding 1993], da die
Rla-Konzentration an Veranderungen in der Zelle angepaldt werden kann. So ist z.B. der
Level an Rla bei erhohter Konzentration an RIl gering [Otten und McKnight 1989] und bei
hoher Konzentration an aktivierter C-Untereinheit hoch [Uhler und McKnight 1987]. Da die
RIlI-Untereinheiten gut detektiert werden konnten und damit anscheinend in hoheren
Konzentrationen vorlagen, war die Untereinheit Rla mdglicherweise herunterreguliert.
Lediglich bei der Farbung gegen die Untereinheit RIB konnte ein durch das Antigen
blockierbares schwaches Signal im Kern beobachtet werden. Ob R-Untereinheiten im Kern
zu finden sind, wird in der Literatur kontrovers diskutiert. Falls dort R-Untereinheiten
lokalisiert sein sollten, so ware dieses nur in geringen Konzentrationen oder auf bestimmte
Signale hin der Fall. So konnten z.B. Constantinescu et al. [Constantinescu et al. 1999] RIIR
nach chronischer Ethanolinkubation im Kern nachweisen.

Nach den Ergebnissen der indirekten Immunfluoreszenzfarbungen kommen die R-
Untereinheiten als Bindungsstellen im Kern fir die Retention von rCamyr-Cy3 wahrscheinlich
nicht in Frage.

Das detektierte PKI lag diffus Uber Cytoplasma und Kern verteilt vor, wobei das
Fluoreszenzsignal im Kern etwas starker war als das im Cytoplasma. Insgesamt war das
erhaltene Signal gering, was aber den Erwartungen entsprach. PKI ist somit, wenn auch nur
in geringem Male, als Bindungspartner der Ca-Untereinheit zu bericksichtigen und der
Einflul seiner Funktion als Exportfaktor auf den sich einstellenden Fyc-Wert in die
Uberlegungen einzubeziehen. Veranderte Affinititen von PKI zu den Ca-Untereinheiten
konnten so einen Einflul auf deren intrazellulare Verteilung zur Folge haben. Die im
Vergleich zum Wildtyp geringeren Fy,c-Werte von rCamyr (H87Q/W196R)-Cy3 lassen sich
damit allerdings kaum erklaren, da die Daten der Resonant Mirrow Affinographie und die
Untersuchungen von Orellana et al. [Orellana und McKnight 1992] kaum eine

Beeintrachtigung der Bindung der Ca-Doppelmutante zu PKI zeigen.

Viele Bindungspartner von rCamyr im Bindungsassay
Uber einen Bindungsassay, in dem biotinyliertes rCamyr-Protein zusammen mit
Retikulozytenextrakt inkubiert wurde, biotinyliertes rCamyr samt Bindungspartnern uber

Streptavidin-Sepharose-Beads isoliert wurden und die eluierten Bindungspartner im
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Coomassie-gefarbten SDS-Gel sichtbar gemacht werden konnten, sollten Bindungspartner
der rCamyr detektiert werden.

Mit diesem Assay wurden eine ganze Reihe von Proteinen gefunden, bei denen durch
Vergleich mit dem pseudodepletierten Ansatz eine spezifische Bindung der C-Untereinheit
angenommen werden kann. Dieser Befund unterstitzt die im Import-Assay hinsichtlich der
Retention von rCamyr gemachten Beobachtungen, daf’3 rCamyr viele Bindungspartner in der
Zelle hat. Eine Identifikation der eluierten Proteine wurde nicht vorgenommen. Dal3 es sich
bei dem verwendeten Retikulozytenextrakt um die losliche Fraktion der Retikulozyten
handelt, konnte einen Hinweis auf die Natur der Bindungspartner geben. Hiernach ware
auszuschlieBen, daf} zu den Bindungspartnern von rCamyr ausschlie3lich Strukturproteine
oder Membranen gehoren.

Obwohl unter hohen cAMP-Konzentrationen gearbeitet wurde, scheinen R-Untereinheiten an
rCamyr-Cy3 gebunden zu haben. Das gibt einen Hinweis darauf, daf} auch die Gegenwart
von hohen Konzentrationen an cAMP Interaktionen von C- und R-Untereinheiten nicht
ausschlief3t [Johnson et al. 1993; Yang et al. 1995].

Sattigung der Bindungsstellen durch rCamyr

Falls spezifische Bindungsstellen die Verteilung der Ca-Untereinheit beeinflussen sollten,
ware anzunehmen, dal3 deren Konzentration begrenzt und damit zu sattigen sei. Aus diesem
Grund wurden die sich einstellenden intrazellularen Verhaltnisse in Abhangigkeit von der
Konzentration an rCamyr-Cy3 im Import-Assay bestimmt.

Es ergab sich eine Sattigungskinetik. Die in einem Konzentrationsbereich von 0,05 - 5 uM
ermittelten Fyc-Wert, steigen ab einer Konzentration von 1puM nicht mehr linear an. Die
Kurve geht in ein Plateau mit Fy,c-Werten um 5 Uber. Wie bei der Aufnahme von Import-
Kinetiken mit permeabilisierten Zellen deutlich wurde, werden zuerst Bindungsstellen im
Cytoplasma von der in die Zellen diffundierten rCamyr-Cy3 bedient. rCamyr-Cy3 erreicht erst
danach den Kern und kann erst dann die Bindungsstellen im Kern besetzen. Ein Equilibrium
von frei diffundierender rCamyr-Cy3 stellt sich vermutlich erst nach Absattigung der freien
Bindungsstellen ein. Sowohl Pepperkok et al. [Pepperkok et al. 2000] als auch Harootunian
et al. [Harootunian et al. 1993] geben an, dal3 die intrazellulare Verteilung von rCamyr-Cy3
konzentrationsunabhangig ist und keiner Sattigung unterliegt. Dazu mufd bemerkt werden,
dald in beiden Fallen ein Konzentrationsbereich der C-Untereinheit als Bestatigung
herangezogen wurde, der bereits im Plateau der hier gefundenen Kinetik lag. Die
Beobachtungen widersprechen sich somit nicht. Unter der Annahme, dal® der Grad der
CREB-Phosphorylierung direkt mit der Konzentration an aktivierter C-Untereinheit im Kern

korreliert [Meinkoth et al. 1993], stimmt die aufgenommene Kinetik mit einem von Pepperkok
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et al. [Pepperkok et al. 2000] gemachten Experiment Uberein, in dem die CREB-
Phosphorylierung in Abhéngigkeit von der mikroinjizierten Konzentration an C-Untereinheit
quantifiziert wurde. Es ergab sich eine lineare Konzentrationsabhangigkeit der
Phosphorylierung von CREB bis zu einer eingesetzten Konzentration von 1 mg/ml Enzym.
Bei hoheren Konzentrationen ergab sich auch hier ein Plateau. Mit dem Wissen, dal} die
injizierte Probe durch die Mikroinjektion durchschnittlich um einen Faktor von 20 verdinnt
wird, was einer effektiven Konzentration von 1,25 uM gleichkommt, entsprechen sich beide
Beobachtungen. Die in dieser Arbeit durchgefiuhrte Sattigungskinetik ist damit durch die von
Pepperkok et al. [Pepperkok et al. 2000] vorgenommenen Aktivitdtsmessungen gestitzt.
Inwieweit bei der Sattigung der CREB-Phosphorylierung die CREB-Konzentration
limitierender Faktor sein kdnnte, ist unbekannt. Der Turnover dieser Phosphorylierung ist
jedoch hoch.

Die intrazellulare Verteilung von rCamyr-Cy3 ist somit offenbar konzentrationsabhéngig. Die
Sattigungskinetik ist ein Hinweis darauf, dal3 die intrazellulare Verteilung von rCamyr-Cy3
durch die Anzahl der Bindungsstellung und weniger durch die Affinitat der Bindungsstellen
beeinflult wird. Da fur die endogene C-Untereinheit Konzentrationen von 0,3 - 1 puM
angegeben werden [Hagiwara et al. 1993; Hofmann et al. 1977; Lohmann und Walter 1984],
scheint die indirekt bestimmte Konzentration an Bindungsstellen in der Zelle von etwas mehr
als 1 uM realistisch zu sein. In grober Schatzung wéren bei einem in Gegenwart von cAMP
maximal gemessenen Fy,c von 5 dann folglich 15 % der Bindungsstellen im Cytoplasma und
85 % der Bindungsstellen im Kern lokalisiert. Harootunian et al. [Harootunian et al. 1993]
haben fir das Cytoplasma eine Bindungskapazitat in einer GréRenordnung von 1 uM bei
basalem cAMP-Level angegeben. Dabei handelt es sich allerdings vornehmlich um R-

Untereinheiten.

SchluBfolgerung

Eine Retention der Ca-Untereinheit Gber Bindungsstellen im Kern, aber auch im Cytoplasma
ist wahrscheinlich.

Als mdgliche Bindungspartner im Cytoplasma kommen die R-Untereinheiten in diesem
Experiment in Frage, obwohl die Interaktion durch cAMP eigentlich aufgehoben sein sollte.
Es kann jedoch vermutet werden, daf? die C-Untereinheiten z.T. trotz Aktivierung an die R-
Untereinheiten assoziiert bleiben. Ob AKAPSs, die uber hydrophobe Kontakte R-Dimere
binden, in der Lage sind, die aktivierte C-Untereinheit auch direkt zu binden, ist noch nicht
bekannt.

Das Vorkommen von R-Untereinheiten im Kern ist umstritten. Ein mdglicher Bindungspartner

im Kern ist PKI, welches die C-Untereinheit allerdings vermutlich nicht im Kern festhalt,
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sondern diese schnell aus dem Kern exportiert. Dal3 Substrate im Kern wie z.B. die CRE /
ATF-Familie, Histon oder Lamine der Grund fiir die Retention im Kern sind, ist nicht
anzunehmen, da die Zugabe von Inhibitoren der PKA keine Veréanderung ihrer intrazellularen
Verteilung zur Folge hatte. Eine Mdglichkeit konnte die Retention tber Adapter-Proteine
sein, die die Kinase abseits der ATP- bzw. der Substraterkennungsstelle binden. Fir den
pro-apoptotischen Faktor, BAD, der von PKA phosphoryliert wird [Harada et al. 1999], wurde
ein solches multifunktionales Adaptermolekil, das Protein 14-3-3, beschrieben, das
Serinphosphat binden kann. Da die R-bindungsdefiziente Ca-Doppelmutante eine geringere
Akkumulation im Kern aufwies als das Wildtyp-Enzym, kann eine Bindung Uber
mdglicherweise hydrophobe Wechselwirkungen mit der Region um Histidin 87 und
Tryptophan 196 vermutet werden. Eine hydrophobe Interaktion wurde in der Literatur fur die
Bindung der C-Untereinheit an Chromatin beschrieben [Glukhov et al. 1986; Taylor 1982].
Ein Zurtckhalten der Ca-Untereinheit ausschliel3lich tber Membranbindungen kann nicht
angenommen werden, da die Sattigungskinetik fiir eine begrenzte Anzahl an Bindungsstellen
spricht. Eine Membranassoziierung Uber die Myristylsdure der Ca-Untereinheit ist bisher nur
fur das Holoenzym in vitro nachgewiesen worden. Die Bindung der Ca-Untereinheiten an
RII-Dimere, nicht aber an RI-Dimere, soll zur Exposition der Myristylsaure fuhren, was eine
Membranbindung ermoéglicht. Die Funktion der Myristylsdure, die mit der hydrophoben
Oberflache der katalytischen Kernregion assoziiert vorliegt [Bossemeyer et al. 1993], fur die
aktivierte Ca-Untereinheit wird bisher mit erhohter struktureller Stabilitdt beschrieben
[Yonemoto et al. 1993]. Sie ist keine Voraussetzung fur die Kernmigration [Meinkoth et al.
1990].

Auch Constantinescu et al. [Constantinescu et al. 1999], die nach chronischer Exposition von
Zellen mit Ethanol eine Akkumulation der Ca-Untereinheit im Kern beobachten konnten,
postulieren als Grund dafir die Existenz eines Bindepartners im Kern, in diesem Fall ein
zusatzlicher Inhibitor, der weder R-Untereinheit noch PKI sein soll.

Die Translokation von rCamyr-Cy3 und STI-Cy3 unterscheidet sich dadurch von der von
MBP-Cy3, dal3 die intrazellulare Verteilung der erstgenannten mafgeblich durch
Bindungspartner in der Zelle mitbestimmt wird. Das wurde im Falle der Ca-Untereinheit auch
durch rCamyr (H87Q/W196R)-Cy3 deutlich. Die sehr frilhe Translokationskinetik dieser
Mutante entspricht der des Wildtyp-Enzyms. Im weiteren Verlauf erreicht diese aber
wahrscheinlich bedingt durch veranderte Bindungseigenschaften fir Fyc nur geringere
Werte.



168 Diskussion

3 Das Modell der Kern-Cytoplasma-Translokation der Ca-Untereinheit

Im folgenden soll nun in Anbetracht der Ergebnisse dieser Arbeit die Frage beantwortet
werden, ob und wenn ja, welches der oben in der Einleitung vorgestellten Modelle der Kern-
Cytoplasma-Translokation am ehesten den Mechanismus der Kern-Cytoplasma-
Translokation der Ca-Untereinheit und ihrer Verteilung zwischen Kern und Cytoplasma

beschreibt.

Modell des aktiven Imports

Zunachst schienen die beobachteten Abhéngigkeiten der intrazellularen Verteilung der Ca-
Untereinheit von Energie, Temperatur, Ran-System, Cytosol, WGA und Importin (3 (45-462),
die in der Regel als Hinweis fur aktiven Transport gelten, fir einen aktiven Import der Ca-
Untereinheit zu sprechen. Aber der Vergleich mit der ungefahr grof3engleichen
Diffusionskontrolle MBP-Cy3, die sehr ahnliche Abh&ngigkeiten zeigte, 1&3t vermuten, dald
es sich bei den beobachteten Effekten um Sekundéareffekte handelt und die Ca-Untereinheit
wie MBP in den Kern diffundiert. Gegen das Modell des aktiven Imports spricht auch die fir
aktiven Transport zu langsam scheinende Kinetik der Kern-Cytoplasma-Translokation von
rCamyr-Cy3. FL-BSA-NLS wird Uber aktiven Transport viel schneller in den Kern importiert
als rCamyr-Cy3. Auch STI-Cy3, die kleinere Diffusionskontrolle, gelangt mit grol3erer
Geschwindigkeit in den Kern, was mit der reziproken Abhangigkeit zwischen Stoke'schen
Radius und sterischer Hinderung zu erklaren ist. Zudem steht der Kernausschluf? nach
GroRenzunahme, was dem Fehlen eines Kernlokalisationssignals gleichkommt, der
Annahme des aktiven Transports entgegen. Auch ein zusatzlich zur Diffusion auftretender
aktiver Transport ist wenig wahrscheinlich, da dieser vor allem in der friihen Kinetik beim
Import-Assay hatte beobachten werden mussen.

Der aktive Import in den Kern scheint als Mdglichkeit der Translokation der Ca-Untereinheit

nicht zuzutreffen.

Modell der Diffusion ohne Retention

Ein in dieser Arbeit gefundenes Beispiel dafiir ist MBP-Cy3, das sich, wie im Import-Assay
mit Digitonin-permeabilisierten Hela-Zellen deutlich wurde, gleichmaRig zwischen den
zellularen Kompartimenten und dem Reaktionsmix verteilt. rCamyr-Cy3 verhielt sich
dagegen im Import-Assay ganz anders. Es akkumulierte in den Zellen und dort vor allem im
Kern. Es erreichte viel hbhere Werte fur Fy,c als MBP-Cy3, was am wahrscheinlichsten auf
Bindungsstellen in den Zellen hinweist.

Die von Harootunian et al. [Harootunian et al. 1993] postulierte freie Diffusion ohne Retention

der Probe durch Bindungspartner ist ebenfalls als nicht wahrscheinlich abzulehnen.
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Modell der Diffusion mit Retention

Das dritte Modell ist das der freien Diffusion mit Bindungsstellen, wobei die Bindungsstellen
entweder a) nur im Kern, b) nur im Cytoplasma oder aber c) in beiden Kompartimenten
lokalisiert sein konnen. In diesem Modell ist eine Anreicherung in einem Kompartiment tber
Diffusion mdglich, ohne daf gegen die Gesetze der Thermodynamik verstol3en wird. Im Falle
einer gréfReren Anzahl von Bindungsstellen oder eventuell hoheraffinen Bindungsstellen in
einem der Kompartimente, z.B. dem Kern, wirde der energieunabhéngige Ausgleich,
bezogen auf die Gesamtkonzentration des Substrats, in einer Akkumulation im Kern bei
identischer Konzentration an freiem Substrat in beiden Kompartimenten resultieren.

a) Einer Lokalisation aller Bindungsstellen im Kern widerspricht die Beobachtung einer
Anreicherung des Enzyms im Cytoplasma wahrend der ersten Minute im Import-Assay.
AulRerdem muRten hdhere Fyc-Werte gemessen werden, wie z.B. bei STI-Cy3, das - dem
Import-Assay nach zu urteilen - viele Bindungsstellen im Kern besitzt. Aul3erdem durften die
Ca-Untereinheiten nach Kerninjektion nicht so schnell aus dem Kern ins Cytoplasma
ubertreten, wenn es nur im Kern Bindungsstellen gabe. Da die PKA auch Substrate im
Cytoplasma hat, wére eine solche Annahme zudem physiologisch wenig sinnvoll. Die C-
Untereinheit konnte zudem moglicherweise nicht schnell genug auf einen Rickgang der
intrazellularen cAMP-Konzentration reagieren.

b) Aufgrund der hohen gemessenen Fluoreszenzintensitaten im Kern ist auszuschlie3en,
dald die aktivierte C-Untereinheit unter den experimentellen Bedingungen nur
Bindungsstellen im Cytoplasma hat. Fur basale cAMP-Spiegel und physiologische
Konzentrationen an C- und R-Untereinheiten ist diese Annahme allerdings richtig. Bei
niedrigen cAMP-Konzentrationen liegen die C-Untereinheiten hauptséachlich an R-Dimere im
Cytoplasma gebunden vor. Die durch PKI aus dem Kern exportierten C-Untereinheiten
kénnen aufgrund der GrolRenzunahme durch PKI nicht zuriick in den Kern diffundieren, und
man nimmt an, daf sie von PKI direkt an die R-Untereinheiten, die eine etwas grtRere
Affinitat fur die C-Untereinheiten haben als PKI, Gbergeben werden [Wen et al. 1995]. Somit
wird durch PKI und die hohe Konzentration an hochaffinen R-Untereinheiten im Cytoplasma
bei basalem cAMP-Level erreicht, daR die Kinase im Cytoplasma lokalisiert und darlber
hinaus inaktiviert ist.

c) Die letzte Variante des dritten Models, Bindungspartner in Kern und Cytoplasma, scheint
fur die aktivierte C-Untereinheit zuzutreffen. Wie bereits zuvor beschrieben, zeigen die
durchgefiihrten Import-Assays der C-Untereinheit deutlich deren Bindung in Cytoplasma und

Kern. Dieses Modell wird am meisten favorisiert.
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Die Kern-Cytoplasma-Translokation der Ca-Untereinheit

Die in dieser Arbeit durchgefiihrten Untersuchungen legen somit eine Kern-Cytoplasma-
Translokation der Ca-Untereinheit Uber Diffusion nahe (Abb. 58). Die Diffusion verlauft tber
den fur Molekille dieser GroR3e typischen Diffusionsweg. Da die Ca-Untereinheit sowohl im
Cytoplasma als auch im Kern Substrate hat, ist es nicht verwunderlich, dal3 sie nicht mit
einem starken NLS ausgestattet ist. Der Export der Ca-Untereinheit aus dem Kern erfolgt
zusatzlich aktiv (Abb. 58), ist aber von der Gegenwart von PKI als NES-haltigem Adapter
abhangig. Dieser wird in Zellzyklus-abhangiger Weise reguliert und ermdglicht eine schnelle
Inhibition der PKA-Aktivitdt im Kern, ohne gleichzeitig die Aktivitat im Cytoplasma zu
inhibieren. Da PKI die Ca-Untereinheiten wieder an die R-Untereinheiten tbergeben soll,
wird das System PKA mit seiner Hilfe auch wieder in den unaktivierten Ausgangzustand
gebracht [Wen et al. 1995].

AuBer durch PKI wird die intrazellulare Verteilung der aktivierten Ca-Untereinheit
hauptséachlich Uber Bindungsstellen in Kern und Cytoplasma bestimmt, die die Ca-
Untereinheit aus dem Verteilungsgleichgewicht ziehen. Da die Spezifitat der aktivierten Ca-
Untereinheit sich Uberwiegend durch deren Lokalisation bestimmt, kommt den
Bindeproteinen ein bedeutender Einfluld auf die PKA-Aktivitat zu.

Fir die Spezifitat der Hormonantwort im Cytoplasma sind die AKAPs verantwortlich, die das
Holoenzym in die Néhe der cytoplasmatischen Substrate bringen. Welche Strukturen im
Kern Ahnliches bewirken, wird die zukiinftige Forschung zeigen.

Eine Beeintrachtigung der Kern-Cytoplasma-Translokation der Ca-Untereinheit z.B. bei
geringem Energiespiegel in der Zelle koénnte physiologisch sinnvoll sein, da die
Konzentration der Substrate, die aktiv in den Kern gelangen, im Kern begrenzt ist, wenn der

Transport limitiert ist. Ein UberschuRR an Kinase unter diesen Bedingungen unerwiinscht.
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Abbildung 58: Aktivierung und Kern-Cytoplasma-Translokation der Ca-Untereinheit

Nach Anstieg des interzellularen cAMP-Spiegel dissoziiert das Holoenzym durch Bindung von cAMP an die R-
Untereinheiten (R). Die aktivierten C-Untereinheiten (C) kdnnen im Cytoplasma und im Kern Zielproteine
phosphorylieren. Die Translokation in den Kern erfolgt Uber Diffusion. Dort wird die C-Untereinheit von noch
unbekannten Partnern gebunden. Der Export der C-Untereinheit ins Cytoplasma kann sowohl tber Diffusion als
auch aktiv Uber PKI vermittelt erfolgen. Der Exportkomplex, bestehend aus C-Untereinheit, PKI mit exponiertem
Kernexportsignal (NES), Exportrezeptor Exportin-1 (CRM1) und Ran-GTP, dissoziiert im Cytoplasma unter
EinfluB der Faktoren RanBP1 (Ran-bindendes Protein) und RanGAP (Ran-GTPase-aktivierendes Protein) durch
Hydrolyse von GTP. Die C-Untereinheiten werden von PKI an die R-Untereinheiten tibergeben, wodurch sich bei
basalem cAMP-Level wieder inaktive Holoenzyme ausbilden [Amieux et al. 1997; Fantozzi et al. 1994; Fornerod
et al. 1997; Krebs und Beavo 1979; Wen et al. 1995].
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4 Ausblick

Die Aktivitat der PKA wird u.a. durch ihre subzellulare Lokalisation in der Zelle bestimmt
[Colledge und Scott 1999]. Wie die Publikationen der jingsten Vergangenheit zeigen, liegt
ein Schwerpunkt der aktuellen Forschung auf der Identifizierung und Charakterisierung der
AKAPs, die das inaktive Holoenzym Uber die R-Untereinheiten assoziieren.

Die Ergebnisse dieser Arbeit deuten darauf hin, daf3 auch die intrazellulare Verteilung der
von den R-Untereinheiten dissoziierten aktiven C-Untereinheiten von Bindungspartnern
bestimmt wird. Diese Bindungspartner scheinen anders als die das Holoenzym
assoziierenden AKAPs uberwiegend im Kern lokalisiert zu sein.

Der Schwerpunkt weiterer Untersuchungen sollte vor allem auf der ldentifikation der
Bindungspartner der aktivierten Ca-Untereinheit liegen. Dabei wére zunéchst zu klaren, ob
die moglichen Bindungspartner der l6slichen Fraktion oder den Strukturkomponenten des
Kerns zuzuordnen sind. Dieses ware z.B. Uber die sogenannte FRAP (Fluorescence
recovery after photobleaching)-Methode maoglich, mit der die Mobilitdt von rCamyr-Cy3 in
vivo qualitativ untersucht werden kann [Reyes 1997]. Zur lIdentifikation der nuklearen
Bindungspartner in der loslichen Fraktion, konnten Bindungsassays mit Nukleoplasma
durchgefiihrt  werden. Eine Bindung von aktivierten Ca-Untereinheiten an
Strukturkomponenten des Kerns kdnnte an durch Hochsalz extrahierter nukleédrer Matrix
bzw. Chromatin untersucht werden. Weiterhin kdnnten Bindungspartner ber Co-Lokalisation
von Ca-Untereinheiten und mdglichen Bindungspartnern mit indirekter Immunfluoreszenz
detektiert werden.

Daruber hinaus kdonnte man auch die fir die Interaktionen mit den Bindungspartnern
verantwortlichen Oberflachendémanen der Ca-Untereinheit ndher untersuchen. Experimente
mit Inhibitoren der Kinase-Aktivitdt lassen annehmen, daf3 weder die ATP- noch die
Substratbindestelle an der Retention der aktivierten C-Untereinheiten beteiligt ist, da sich die
intrazellulare Verteilung von rCamyr-Cy3 unabhangig von der katalytischen Aktivitat zeigt. 85
Diese Annahme konnte anhand der Ca-Mutante His-rCa (E91Q) fir die ATP-Bindungsstelle
bestatigt werden. Durch Mutation der Glutamatreste 127, 170 und 230 in der
Substraterkennungsstelle kdnnte die Rolle der Bindung an Substrate fur die intrazellulare
Verteilung von Ca-Untereinheit abschliel3end geklart werden. Bei diesen Mutanten wurden
wesentlich geringere K,-Werte fur das Substrat Kemptid bestimmt, wahrend die ATP-
Bindung weitestgehend unbeeintréachtigt blieb (personliche Mitteilung Dr. D. Bossemeyer,
DKFZ, Heidelberg).

Einen ersten Hinweis auf eine mogliche Bindungsdoméne gibt bereits die hier eingesetzte
Ca-Doppelmutante rCamyr (H87Q/W196R). Mit rCamyr (H87Q/W196R)-Cy3 sind geringere

Fwc-Werte erreicht worden als mit dem Wildtyp-Enzym, was flr eine Beeintrdchtigung der
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Bindungseigenschaften im Kern sprechen kdnnte. Die von der Abteilung fur Pathochemie in
Kooperation mit Pepperkok et al. gemachten Beobachtungen, daf3 die intrazellulare
Verteilung sich abhéngig von der Deamidierung des zweiten Aminosaurerestes zeigt, kdnnen
ebenfalls Hinweis auf eine mdgliche Interaktionsstelle sein. Weitere Mutanten der Ca-
Untereinheit mit Mutationen von Oberflachenresten sollten im Mikroinjektionsexperiment
eingesetzt werden. Zudem koénnten Kompetitionsstudien mit Mutanten und Wildtypenzym
Aufschlufd tber die Bindung der Ca-Untereinheit an Bindungspartner geben.

Neben der Suche nach mdglichen Bindungspartnern der Kinase ist die weitere Aufklarung
der Diffusion durch NPCs von Interesse. Es sollten Untersuchungen im Hinblick auf
Regulation und Wege der Diffusion durch NPCs gemacht werden. Dabei kénnte das in
dieser Arbeit verwendete MBP als Werkzeug dienen, da es aufgrund seiner molekularen
Grole gerade noch unterhalb der Ausschluf3grenze fir Diffusion durch NPCs liegt und seine

interzellulare Verteilung nicht durch andere Faktoren wie Retention beeinfluf3t wird.
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Anhang

1 Primer

Klonierung des Fusionsproteins PKA Ca-R-Galaktosidase

Primer Sequenz
P1 5 - TAT ACC ATG GGC AAC GCC GCC GC
P2 5 - GCG CGG ATC CCC GAACTC AGA AAACTCCTT GCC

Klonierung des Fusionsproteins PKA Ca (1-40)-GST

Primer Sequenz
Ca (vorne) 5-TATTTT GTT AAAATT CGC GT
Ca (hinten) 5 -TTC AAA CAA GCT TAAGTG GGC TGT

GST (vorne) 5 -GTATTAAGG TTC CCT ATACTA GGT
GST (hinten) 5 - TGG GGA TCC TCA CGG AAC CAG ATC

Mutagenese der PKA Ca-Doppelmutante (H87Q/W196R)

Primer Mutation Austausch Sequenz

His87 CAC_.CAG His87GIn 5 -G AAA CAG ATT GAG CAG ACC CTG AAT GAG AAG
His87 (rev.) GTG-CTG His87GIn 5 -CTT CTC ATT CAG GGT CTGCTCAATCTGTTTC
Trpl196 TGG-CGG Trpl96Arg 5 -TG AAA GGC CGC ACCCGG ACCTTG TGT GGG

Trpl96 (rev.) CCA_CCG Trpl96Arg 5 - CCC ACA CAA GGT CCG GGT GCG GCC TTT CA

De novo-Synthese von PKI

Primer Sequenz

P1 5 -TTTG ATC CAT ATG ACT GAT GTG GAA ACT ACT TAT GCA GAT
P2 5 - A GGT AGA AGA ATT GCA ATA CAT GAT ATC CTG GTT TCC TCT
P3 5 -TTAGCC TTG AAA TTA GCA GGT CTT GAT ATC AAC AAG ACA

P4 5 - ACGA AGT TCT ACA GAA CAA AGT GGG GAA GCC CAG GGA GAA
P1R 5 -TCT TCT ACC TGT TCT TCC TGA AGC AAT AAAATC TGC ATAT
P2R 5 - CAA GGC TAATTC ATT GCT GTT GCC ACT TGC AGA GGA AAC C
P3R 5 -AGAACTTCGTTG TGCATCTTCTTCACCTTCTGTCTTGTTG
P4R 5 -AAGG ATC CTG CAG TTAGCTTTCAGATTTTGC TGC TTC TCCCTG G
P1k 5 -T TGG ATC CAT ATG ACT GAT GT

P2k 5 - A GGT AGA AGA AAT GCA ATACA

P3k 5 -ATTAGCC TTG AAATTA GCA GG

P4k 5 - ACGA AGT TCT ACA GAA CAA AG

P1Rk 5 -TCTTCT ACC TGT TCT TCC TGA

P2Rk 5 -CAAGGC TAATTCATT GCT GTT

P3Rk 5 -AGAACT TCATTG TGC ATCTTC

P4Rk 5-AAGGATCCTG CAGTTAGCTTT
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2 Peptidsequenzen

Kemptid

Sequenz: LRRASLG

Strukturformel: C3,HgN1304

Mr der freien Base: 771,9 Da

PKI (5-24)

Sequenz: TTYADFIASGRTGRRNAIHD
Strukturformel: CoaH14gN3,031

Mr der freien Base: 222,4 Da

Kaninchensequenz

myr PKI (6-24)

Sequenz: myrT*YADFIASGRTG(D-R)*RNAIHD(OcHXx)-COOH***
Strukturformel: C110H177N31039

Mr der freien Base: 2414.,4 Da

* N-terminale Myristylierung

*x D-Arginin
*kk Aspartat(OcHx)-COOH (Cyclohexylmethylester)

myr PKI (6-24) (random)

Sequenz: myrT*DIGRYNRAHAT(D-R)**FAIGSD(OcHX)-COQH***
Strukturformel: C110H177N31030

Mr der freien Base: 2414,4 Da

* N-terminale Myristylierung

*x D-Arginin
*kk Aspartat(OcHx)-COOH (Cyclohexylmethylester)

SV40 NLS

Sequenz: CGGGPKKKRKVED
Strukturformel: C50H104N2003os

Mr der freien Base: 1400,9 Da

SV40 NLS Peptid-Analog

Sequenz: CGTGPKKKRKVGG
Strukturformel: C55H102N20015S

Mr der freien Base: 1315,6 Da

Anhang
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3 PKA Ca-DNA- und Proteinsequenz

CAT
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CGG

GCC GCC
A A
AAA GCC
K A
ACA GCC
T A
TCC TTC
S F
TAC GCC
Y A
ATT GAG
| E
CCG TTC
P F
TAC ATG
Y M
CGA CGG
R R
CAG ATT
Q I
CGG GAC
R D
CAG GTG
Q \%
ACC TTG
T L
AAA  GGC
K G
TAC GAA
Y E
CAG ATC
Q |
TTC AGC
F S
CTC ACC
L T
AAC CAC
N H
AAG GTG
K \%
AGT AAC
S N
GAG AAG
E K
ATC CGG

BamHI

TTT

TGT
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GTG
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Abbildung Al: DNA-und Proteinsequenz der Ca-Untereinheit.
Sequenzbezeichnung: BTPKINCA; EMBL / GenBank / DDBJ Databases. Das N-terminale Methionin wird sowohl
in Eukaryonten als auch in E. coli abgespalten.
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4 Vektoren

C
Hindlll
Hincll
Sall
EcoRlI
| BamHI
EcoRV
Xmal
Smal
Clal

~s0 pET-Ca

6402 bp

pPBR322 ori 454
&

Hincll

Anhang

pT7-7-Ca

w00 3515 bp

EcoRI Hindlll

6000

SYNPMC1871

2000

so0o 7478 0P

lacZ

Abbildung A2 : Plasmidkarten der Vektoren A) pBS-Ca, B) pT7-7-Ca, C) pEt28b-Ca und D) SYNpMC1871
AuRerhalb der Vektoren: Restriktionsnukleasen, die die Vektoren an der jeweiligen Position schneiden. ori:
Replikationsursprung; Ap: Ampillicin- und Carbenicillin-resistenzvermitteindes Gen; Kn: Kanamycin-

resistenzvermittelndes Gen; Ca: PKA Ca-Gen
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5 PCR-Programme

Ortsspezifische Mutagenese (QuikChange Site-Directed Mutagenesis Kit)

Zyklenzahl  Temperatur Zeit Zyklenzahl Temperatur Zeit
1 95°C 30s 1 95 °C 30s
12 95 °C 30s 12 95 °C 30s
55°C 60 s 58 °C 60 s
68 °C 13 min 68 °C 7 min

1 4°C 00 1 4°C 00

Einfigen von Schnittstellen Gber PCR

Zyklenzahl  Temperatur Zeit Zyklenzahl Temperatur Zeit
1 94 °C 2 min 1 94 °C 2 min
30 94 °C 1 min 30 94 °C 1 min
55 °C 60 s 50 °C 30s
72 °C 3 min 72 °C 3 min
1 72 °C 7 min 1 72 °C 7 min
1 4°C 0 1 4°C 0

De novo-Synthese von PKI Giber PCR

Zyklenzahl  Temperatur Zeit Zyklenzahl Temperatur Zeit
1 94 °C 5 min 1 94 °C 7 min
10 55°C 36s 25 55°C 1 min
72 °C 2 min 72 °C 2 min
94 °C 20 min 95 °C 1,5 min
1 72 °C 6 min 1 72 °C 6 min

1 4°C 0o 1 4°C )
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Anhang

6 Abkirzungsverzeichnis

% (v/v)
% (W/V)
8-Br-cAMP
A

Abb.
AKAP
Asn
Asp
ATP

bp

BSA
bzw.

C

Ca
cAMP
CLSM
Cy3

D
Dextran 70S
dNTP
DTAF
DTT

E

E. coli
ESI-MS
F

I:K/C

FITC
FL

G
GMG-PNP
GST
GTP
GTP-y-S
H-8
H-89
IEF
19G
IP

K

Kb
kDa
Ki
KP

L
LMB
LSM
MBP
MDa
MS
myr
NES
NLS

Volumenprozent

Gewichtsprozent
8-Bromoadenosion-3'-5’-Cyclomonophosphat
Alanin

Abbildung

PKA-Ankerprotein (A-kinase anchoring protein)
Asparagin

Asparaginsaure

Adenosintriphosphat

Basenpaar(e)

Rinderserumalbumin (Bovine serum albumin)
beziehungsweise

Katalytische Untereinheit der PKA

Katalytische Untereinheit der PKA des Isotyps o
Cyclisches Adenosinmonophosphat

Konfokales Laserscanning-Mikroskop
Indocarbocyanin

Asparaginsaure

Dextran mit Molekulargewicht von 70 kDa
Desoxyribonukleosidtriphosphat
Dichlorotriazinylamino-Fluoreszein

1,4-Dithiothreitol

Glutaminsaure

Escherichia coli
Elektronensprayionisations-Massenspektrometrie
Phenylalanin

Verhaltnis der Fluoreszenzintensitaten in Kern und Cytoplasma auf der Basis
der von der Kamera produzierten Grauwerte
Fluoreszein-lsothiocyanat
5-(6)-Cyrboxyfluoreszein-N-Hydroxysuccinimidester
Glycin

5-Guanylylimidodiphosphat
Glutathion-S-Transferase

Guanosintriphosphat
Guanosion-5’-0-(-Thiotriphosphat)
N-(2-Methylamino)-ethyl-5-isoquinolindulfonamid
N-[(2)-(p-Bromocinnamylmethylamino)-ethyl]-5-isoquinolindulfonamid
Isoelektrische Fokussierung

Immunglobulin G

Inhibitorpeptid

Lysin

Dissoziationskonstante

Kilodalton

Inhibitorische Konstante

Kontrollpeptid

Leucin

Leptomycin B

Laserscanning-Mikroskopie (Laser scanning microscopy)
Maltose-bindendes Protein

Megadalton

Massenspektrometrie

Myristyliert bzw. Myristylsaure

Kernexportsignal (Nuclear export signal / sequence)
Kernimportsignal (Nuclear location signal / sequence)
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NMT
NPC
0. D-GGO
P
PAGE
PBS
PCR
PFA
PKA
PKI
PKI(5-24)
Q

R

R

r

RITC
rpm
RT

S

SDS
St-Ht-31
STI
SV40

N-Myristyltransferase

Kernporenkomplex (Nuclear pore complex)
Optische Dichte bei einer Wellenlange von 660
Primer

Polyacrylamidgeleletrophorese
Natriumphosphatpuffer
Polymerase-Kettenreaktion

Paraformaldehyd

cAMP-abhéngige Proteinkinase
Proteinkinase-Inhibitor

Synthetisches Peptid der inhibitorischen Doméane von PKI
Glutamin

Arginin

Regulatorische Untereinheit der PKA
rekombinant

Rhodamin-B-Isothiocyanat

Umdrehungen pro Minute

Raumtemperatur

Serin

Natriumdodecylsulfat (sodium dodecyl sulfate)
AKAP Ht-31 Inhibitorpeptid mit N-terminaler Stearinsaure
Sojabohnen-Trypsininhibitor

Simianvirus 40

Threonin

Unit(s)

Valin

Tryptophan

Weizenkeimagglutinin

Wildtyp
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