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Einleitung 1

1. Einleitung

1.1 Der Zellkern

Ein herausragender Vorteil der eukaryotischen Zelle gegeniiber einem Prokaryoten liegt in
ihrer Moglichkeit, alle Stoffwechselprozesse auf den Moment zu regulieren. Dies ermoglicht
es der Zelle auch im Verband mit genauer Aufgabenverteilung zu koexistieren.

Um Stoffwechselprozesse dezidiert und unabhéngig von einander kontrollieren zu kdnnen, ist
es unabdingbar diese rdumlich voneinander zu trennen.

Eine solche Kompartimentierung stellt auch der Zellkern dar, welcher die
Stoffwechselprozesse, die unmittelbar die DNA betreffen, von allen anderen separiert.

Als begrenzende Einheit dient die Kernmembran, welche sich als Doppelmembran generiert
und somit in eine innere (INM, von inner nuclear membrane) und eine duBlere Membran
(ONM, von outer nuclear membrane) differenziert werden kann. Die duflere Membran bildet
eine funktionelle Einheit mit dem endoplasmatischen Retikulum (ER). Dariiber wird deutlich,
dass auch das von ONM und INM inkorporierte Periplasma mit dem Lumen des ER ebenfalls
eine Einheit bilden muss, dem beispielsweise die Funktion eines Calcium-Speichers
zukommt.

Da der inneren Membran in erster Linie stabilisierende und strukturgebende Aufgaben
zukommen, ist diese mit einem rigiden Netzwerk aus Laminen, der sogenannten Kernlamina,
iiber laminbindende Proteine (LAP, von lamine associated proteines) assoziiert. Aus der
Wirbeltierlamina sind die Lamine A, B1 + B2 und C, bei hoheren Sdugetieren zudem die
Lamine D und E identifiziert und charakterisiert worden. Hierbei lieBen sich zweierlei LAPs
nachweisen, bei denen LAP1 sowohl an Lamin A und B bindet, wihrend LAP2 neben Lamin
B auch mit dem Chromatin interagiert. Weitere in letzter Zeit identifizierte aber bisher noch
wenig charaktererisierte proteindre Bestandteile sind die Proteine Emerin, Otefin, LBR (von
Lamin binding receptor), Nutrim, MAN1 und UNC-84 (Ubersicht in Cohen et al. 2001).
Wihrend der Prometaphase hoherer Eukaryoten werden die Lamine in hohem Malle
phosphoryliert, was zu deren Dissoziation fiihrt. Wéhrend die Kernmembran mitsamt der
LAPs und dem daran gebundenem Lamin B vesikularisiert, liegen die Lamine A und C frei
im Cytosol vor. In der Anaphase konnen die Lamine A und C durch einsetzende
Dephosphorylierung wieder an das Chromatin und im weiteren an die ebenfalls

dephosphorylierten LAPs und Lamin B reassoziieren und somit den Wiederaufbau der
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Kernhiille einleiten (Foisner & Gerace 1993; Hutchinson et al. 1994; Nikolakaki et al. 1996;
Pyrapasopoulou et al. 1996).
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Abbildung 1.1:

Die Abbildung zeigt eine schematische Darstellung des Zellkerns und daraus vergroBert dargestellt einen
Abschnitt der INM. Hier wird gezeigt, wie man sich die Verkniipfung zwischen der Kernmembran und dem
Nukleplasma, dabei insbesondere mit dem Chromatin, heute vorstellt. Deutlich wird dabei, dass es sich bei der
Kernlamina keineswegs um ein rein zweidimensionales, die INM auskleidendes Proteinnetzwerk handelt,
sondern, dass sie eng mit der Strukturgebung des Chromatins und des Nukleoplasmas verbunden ist.

(nach Lehninger et al. 1994 und Cohen et al. 2001)

Auch das Chromatin, also die mit Proteinen assoziierte DNA, liegt im Zellkern an dessen
Lamina gebunden vor. Hierbei wird mehr und mehr dariiber diskutiert, dass LAPs auch im
Nukleoplasma strukturgebend wirken (Cohen et al. 2001; Gruenbaum et al. 1999; Wilson
2000). Diese strikte rdumliche und strukturelle Ordnung des Chromatins setzt sich im
Nukleoplasma fort, wodurch in diesem chromatinfreie Bereiche gebildet werden, welche dem
Transport aller fiir den Stoffewechsel des Zellkerns bendtigten Bestandteile vorbehalten sind.
Inzwischen geht man davon aus, dass innerhalb dieser chromatinfreien Bereiche des
Nukleoplasmas der Stofftransport nicht iiber freie Diffusion, sondern &hnlich wie im
Cytoplasma, sich an proteindren Strukturen orientierend, gerichtet verlduft. In der Hefe
tibernehmen diese Funktion sogenannte Mlps (von Myosin like proteines), bei denen man
jedoch noch spekuliert, ob sie kabeldhnliche Strukturen in den chromatinfreien Bereichen
bilden oder diese einer Rohre gleich ginzlich auszukleiden vermogen (Strambio de Castillia
et al. 1999). Bei den Vertebraten ist mit den Tpr-Proteinen (von translocated promoter region)
bisher ein Proteintyp identifiziert, welcher diese Aufgabe tibernehmen konnte. Diese Proteine

stellen in jedem Fall ein Bindeglied zwischen Nukleoplasma und den, die Kernporen
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auskleidenden, Kernporenkomplexen (NPC, von nuclear pore complex) dar (Gerace & Burke

1988; Goldberg & Allen 1995).

1.2 Der Kernporenkomplex

Der NPC ist der einzige bisher identifizierte Transportweg zwischen Nukleo- und
Cytoplasma. Entsprechend vielseitig sind seine Aufgaben. Neben der Funktion die Stabilitét
einer Membranpore zu gewéhrleisten, um eine ununterbrochene Kommunikation zwischen
den Kompartimenten zu erreichen, muss der KommunikationsfluB einer gewissen
Reglementierung unterliegen, um in dieser Gréfenordnung iiberhaupt von statten gehen zu
konnen. Je hoher der Entwicklungsgrad des Organismus ist, um so pradziser muss der
Stoffwechsel und mit ihm die Genexpression reguliert werden, und um so umfangreicher
stellt sich auch der NPC in seiner Komplexitit dar. Wihrend man bei der Hefe
(Saccharomyces Cerevisiae) von ca. 50 verschiedenen Proteinen, von denen bis dato 30
identifiziert werden konnten mit einer Gesamtmasse von in etwa 66 MDa ausgeht, generiert
sich der Vertebraten NPC aus etwa doppelt so vielen Proteinen. Erst 16 sind bisher
identifiziert, mit einer Gesamtmasse von ca. 125 MDa. Rein strukturell ist der Unterschied
jedoch nicht so gravierend (Reichelt et al. 1990; Doye & Hurt 1997). Lediglich die Mal3e
beider NPC-Typen divergieren leicht (Fahrenkrog et al. 1998) (siche Abb. 1.2). Einzig bei der
Mitose unterscheiden sich beide NPC-Typen deutlich voneinander. Wéahrend der Hefe NPC in
der Kernmembran erhalten bleibt, werden diese bei hoheren Eukaryoten wéhrend der
Prometaphase mitsamt der Kernmembran (s.0.) abgebaut. Im Folgenden wird daher, wenn
nicht anders erwihnt, auf die allgemeinen Merkmale des eukaryotischen Kerporenkomplexes
eingegangen. Die proteindren Bestandteile des Kernporenkomplexes werden als
Nucleoporine (Nups) bezeichnet. Charakteristisch flir diese Art von Proteinen sind
Sequenzmotive, welche sich bisher nur in Bestandteilen des NPC nachweisen lieen. Zu
diesen Sequenzen gehdren Abfolgen von FXFG, GLFG und FG, welche sich mit spezifischen
Zwischensequenzen zahlreich wiederholen konnen (Imamoto et al. 1995; Radu et al.
1995a+b; Rout & Wente 1994; Doye & Hurt 1997). Diese Motive konnten, indem sie sich
entlang der Gesamtstrecke des NPC hdufen, iiber Assoziation und Dissoziation der
Transportsubstrate die Richtung des Transportprozesses vorgeben (Gorlich & Mattaj 1996;
Ohno et al. 1998; Talcott & Moore 1999).
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Teilweise scheinen diese Nups nicht starr in das Gesamtgefiige des NPC integriert zu sein,
sondern besitzen die Fahigkeit sich liber die Gesamtlinge des NPC hinweg zu bewegen
(Fahrenkrog 1998). Etwa 25 Prozent des Gesamtproteinanteils eines Kernporenkomplexes
bilden Proteine die solche Sequenzmotive nicht vorweisen konnen, jedoch als eindeutig zum
Kernporenkomplex gehorend identifiziert wurden. Diesen Nups werden daher in erster Linie
strukturgebende und stabilisierende Aufgaben zugewiesen (Greber et al. 1990; Doye & Hurt
1997). Viele Nups sind zudem O-glykosidisch mit N-Acetylglukosaminen verkniipft. Diese
Glukosilierungen scheinen eine nicht unerhebliche Bedeutung fiir die Funktion des NPC zu
haben, da sich diverse Transportprozesse iliber das Lektin Weizenkeimagglutinin (WGA, von
wheat germ agglutinin) inhibieren lassen (Finlay et al. 1987; Finlay & Forbes 1990; Hu et al.
1996). Die eigentliche Pore wird von zwei Ringsystemen je eins auf der cytoplasmatischen
und eins auf der nukleoplasmatischen Seite, welche iiber acht radidre Speichen miteinander
verbunden sind, gebildet. Die Speichen sind wiederum iiber membranstindige Proteine an der
Schnittstelle zwischen ONM und INM in der Kernmembran verankert. Zwei integrale
Vertebratenproteine konnten hierfiir identifiziert werden ndmlich Pom121 und gp210 (Panté
& Aebi 1996; Soderqvist et al. 1997). Diese Strukturproteine sind zudem dafiir
verantwortlich, dass sich im Zentrum zwei unterschiedliche Transportwege erdffnen. Ein eher

peripher angeordneter diffusionsgetriebener Weg fiir lonen und kleinere Molekiile, und ein
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zentraler Weg fiir alle anderen Transportsubstrate, deren Diffusion dann jedoch stark gerichtet
ist. Mit dem Zentrum des NPC wird auch stets {iber einen Zentralkdrper (central plug oder
auch Transporter genannt) diskutiert. Dieser ca. 12 MDa grofler Komplex tritt jedoch je nach
Préaparationsart mehr oder weniger hdufig auf, was demnach eher fiir ein im Transport
befindliches Substrat, als fiir einen festen Bestandteil des Kernporenkomplexes spricht (Panté

& Aebi 1994; Stoffler et al. 1999).
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Abbildung 1.3:

Hier ist zum Vergleich zur Abbildung 1.2 ein Vertebraten NPC dargestellt.

Im Vertebraten NPC konnte bisher lediglich ein Unterkomplex detektiert und charakterisiert
werden. Dabei handelt es sich um den p62 Komplex (p62-p58-p54-p45), welcher dem Nsplp
Komplex des Hefe NPC homolog ist (Stoffler et al. 1999a).

Auf dem cytoplasmatischen Ring sind acht sogenannte Filamente aufgesetzt, welche ca. 50
nm weit in das Cytoplasma hineinreichen. Die cytoplasmatischen Filamente des NPC sind
sehr flexibel, und da man das Ende der Filamente schon des Ofteren im Bereich der inneren
Pore beobachten konnte, wird eine aktive Beteiligung der Filamente am Heran- und

Wegdirigieren von Transportsubstraten an die eigentliche Pore diskutiert (Panté & Aebi
1996). Ein weiterer Hinweis dafiir bildet die Lokalisation von RanBP2 (von Ran binding

protein 2, siche auch 1.3.5) an den Enden der cytoplasmatischen Filamente.
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Auch das Nukleoplasma wird von acht, jedoch mit dem nuklearen Ring in Verbindung
stehenden, Filamenten penetriert. Diese enden in einem terminalen Ring, was der
nukleoplasmatischen Seite des NPC eine korbdhnliche Struktur verleiht (nuclear basket).

Der terminale Ring lédsst sich einer Irisblende dhnlich 6ffnen und schlieBen, jedoch ist
weiterhin vollig unklar, was diesen Mechanismus auslost und reguliert. Es gibt Hinweise
dafiir, dass die lokale Calcium-Konzentration dabei eine Rolle spielt (Stoffler et al. 1999). Fiir
die Beweglichkeit des Ringes konnten sich die vier Zink-Finger-Doménen von Nupl53
verantwortlich zeigen, welche unmittelbar im Bereich des Ubergangs von den
nukleoplasmatischen Filamenten in den terminalen Ring lokalisiert wurden Sukegawa &

Blobel 1993; Kiseleva et al. 1996; Stoffler et al. 1999).

1.3 Kerntransportprozesse

Der Kernporenkomplex bildet einen wéssrigen Kanal, welcher fiir die meisten Molekiile, die
Grenze liegt bei ca. 40-60 kD oder 9 nm, tiber Diffusion frei passiert werden kann (Paine et
al. 1975; Peters 1986;Keminer & Peters 1999).

Dennoch werden auch Molekiile die sich weit unter diesem Grofenniveau befinden, wie
beispielsweise die t-RNAs, iiber Transportrezeptoren befordert, um den Prozess schlichtweg
zu beschleunigen. Messungen mit Goldpartikeln haben ergeben, dass der maximale
Durchmesser dieses Kanals etwa 26 nm betrdgt, was in etwa dem Durchmesser der 60S rUE
entspriache (Feldherr & Akin 1991). Dennoch werden durch die Kernporen von Chironomas
tentans die sogenannten Balbani-Ring-RNPs transportiert, die mit 50 nm Durchmesser das
bisher grofBite Transportsubstrat der Kernpore darstellen (Daneholt 1997; Kiseleva 1998). Die
Vielfalt und Spezifikation dieser doch sehr unterschiedlichen Transportsubstrate erfordern
erst einmal eine sehr prizise Selektion, um bei aller Vielfiltigkeit die Geschwindigkeit des

Prozesses moglichst hoch zu halten.

1.3.1 Transportsubstrate erkennen und gezielt passagieren: Transportsignale

Proteine werden im Cytoplasma synthetisiert und anschlieBend an ihren Zielort transportiert.
Alle bekannten Signale, die ein Protein in das rER in die Mitochondrien oder auch
Chloroplasten dirigieren, werden nach erreichen des entsprechenden Zielortes durch

Abspaltung ungiiltig. Bei allen Transportsignalen, welche mit dem Zellkern in Verbindung
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stehen, bleiben die Signale auch bei Proteinen, welche den NPC lediglich einmal
durchkreuzen miissen, erhalten. Doch wenn man bedenkt, dass hohere Eukaryoten eine offene
Mitose durchfithren, wird klar warum dies der Fall sei muss, ndmlich um die wéhrend der
Mitose vermischten nukledren und cytoplasmatischen Proteine nach Reassemblierung des
Zellkerns schnell wieder voneinander trennen zu konnen. Folgende Signale, die den Transport

durch die Kernpore betreffen, sind bisher bekannt:

1.3.2 Kernlokalisationssignal

Da die Proteinbiosynthese im Cytoplasma stattfindet, miissen Proteine deren Wirkungsstitten
im Nukleoplasma anzusiedeln sind, als kernstindige Proteine erkannt werden. Eine bisher
bekannte Adressierungsart bietet das Vorhandensein einer NLS.

Die NLS (von nuclear localization signal) ist ein héufig vorkommendes Erkennungssignal
beim Kernimport und wurde im Simian Virus 40 (SV40) groBen T-Antigen erstmals entdeckt.
Allen bekannten NLS gemein ist, dass es sich um kurze Aminosdureabfolgen handelt, in
denen der Anteil an basischen Aminosduren iiberwiegt (NLS des SV40 T-Antigens:
2CpPKKKRKV'??) (Kalderon et al. 1984). Die NLS kann auch durch unterschiedlich groBe
Zwischensequenzen zweigeteilt sein, wie es beim Nucleoplasmin (Robbins et al. 1991)
("’PPKAVKRPAATKKAGQAKKKKLDKE') der Fall ist. Versuche mit NLS gekoppelten
nicht kernstandigen Substraten zeigen, dass eine einzelne NLS ausreicht, um die Substrate in
den Nukleus zu leiten.

Bei den ohnehin stark basischen Proteinen, wie beispielsweise das ribosomale Protein L25,
existieren ganze Proteinbereiche (in diesem Fall 41 AS), welche fiir den Transport
unentbehrlich sind.

Neben diesen Peptidsignalen wurden bisher auch andere Erkennungsmerkmale beschrieben,
welche den Eintritt in den Nukleus ermoglichen kdnnen.

Die Uridin-reichen kleinen nuklearen RNAs (U snRNA von uridine-rich small nuclear RNA)
der Spleisosomen werden fiir ihre Reifung in das Cytosol exportiert, um nachher in den Kern
reimportiert zu werden. Dabei ist ein modifiziertes Guanosin, ndmlich 2,2,7-
Trimethylguanosin als sogenannte (m3;G)-Cap-Struktur unerldsslich. In Oocyten konnte
beobachtet werden, dass die 5S rRNA fiir ihre Prozessierung und Lagerung erst in das

Cytosol exportiert wird, um danach wieder reimportiert zu werden.
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Das Signal fiir den Import wird auf dem ribosomalen Protein L5 vermutet, da dies fiir den
Import unentbehrlich ist (Michael & Dreyfuss 1996).
Zu guter letzt wurden auch Glykosilierungen als entscheidendes Importsignal beschrieben

(Duverger et al. 1996).

1.3.3 Kernexportsignale

Entsprechend der NLS gibt es fiir Proteine, welche den Kern verlassen miissen, spezielle
Erkennungsmotive, welche eine Translokation ermdglichen. Das am besten untersuchte
Signal bildet hierbei eine, synonym zur NLS, als NES ( von nuclear export signal)
bezeichnete Leucin reiche Aminosduredoméne. Entdeckt wurde diese Art von Signal anhand
des HIV-Proteins Rev, welches die Sequenz 73LQLPPLERLTL84 aufweist, und damit das
Bindeglied darstellt, welches ndtig ist, um die HIV-RNA iiber den CRM1 Exportweg in das
Cytosol zu transportieren (Fischer et al 1995) (siche dazu auch 1.3.8). Inzwischen wurden
zahlreiche NES fiir weitere Proteinen identifiziert, worliber sich L(X);s;L(X),3LXL als
Konsensussequenz herausmitteln 1dsst (Bogerd et al 1996, Henderson & Eleftheriou 2000).
Jedoch muss eine Sequenziibereinstimmung nicht gleichbedeutend mit einer funktionellen
NES sein (Nakielny & Dreyfuss 1999). Desweiteren wurden einige Exportsignale ermittelt,
welche beispielsweise fiir den Export von t-RNA oder den U snRNPs verantwortlich sind,

und entsprechend ribonukleare Strukturen aufweisen (sieche dazu 1.3.6 und Abb.: 1.5).

1.3.4 Nuclear shuttling signals

Proteine, welche den Kernporenkomplex in beide Richtungen passieren miissen, kdnnen dies
auf unterschiedliche Art und Weise gewihrleisten. Zum einen besteht die Mdglichkeit das
Protein sowohl mit einer NLS als auch mit einer NES auszustatten, um diese Bewegungen zu
ermoglichen. Hierbei wiére es jedoch in beide Richtungen von den entsprechenden
Transportfaktoren abhingig. Die andere Moglichkeit wurde als erstes bei den hnRNP-
Proteinen entdeckt und als NS-Signal (von Nuclear shuttling signal) bezeichnet. Das NS-
Signal des hnRNP A1 besteht aus einer 38 AS langen Glycin und Aromaten reichen Sequenz
und wird als M9-Domine bezeichnet (Michael 1995). Der Transportvorgang unterscheidet

sich entsprechend seiner absoluten Bidirektionalitit dergestalt von den reinen Import- und
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Export Prozessen, dass unter den gegebenen Umstinden keine gerichtete Translokation mit

Start- und Zielpunkt zu beobachten ist (Michael 2000).

1.3.5 Terminierung des Transportprozess: Der Ran - Zyklus

Das zur Familie der kleinen GTPasen zdhlende Ran (von Ras related nuclear protein) ist ein
GTP bzw. GDP bindendes Protein mit einer ausgesprochen schwachen GTPase Funktion
(Bischoff et al. 1994, 1995; Corbett et al. 1995; Richards et al. 1995). Der Wechsel von der
GTP in die GDP bindenden Form und umgekehrt erfolgt daher durch unterschiedliche
proteindre Faktoren, welche zudem rdumlich strikt voneinander getrennt vorliegen. Die y-
Phosphathydrolyse des GTP erfolgt im Cytoplasma, katalysiert iiber RanGAP (von Ran
GTPase activating protein) und RanBP1 (von Ran binding protein 1), welche die an sich
geringe GTP-Hydrolyse um das 10°fache erhohen (Wu et al. 1995; Bischoff & Gérlich 1997;
Mahajan et al. 1997; Yokohama et al. 1995; Singh et al. 1999). Ran liegt somit im
Cytoplasma in GDP gebundenen Form vor. Der Nukleotidaustausch erfolgt jedoch iiber
RCC1 (von regulator of chromosome condensation 1), ein an Chromatin gebundenes und
somit im Nukleoplasma lokalisiertes Protein. Auch in diesem Fall ist der Prozess erst durch
den Aktivator um den Faktor 10.000 erh6ht (Ohtsubo et al. 1987, 1989; Bischoff & Ponstingl
1991a+b; Klebe et al. 1995). Ran muss demnach um einen Zyklus zu durchlaufen den NPC
zweimal durchqueren. Dadurch entsteht eine Art Gradient zwischen der GDP-Form von Ran
im cytoplasmatischen Bereich des NPC und der GTP-Form im Nukleoplasma. Uber diesen
Gradienten orientieren sich etliche Import- bzw. Exportprozesse, wobei Ran GTP je nach
Richtung die Assoziation bzw. Dissoziation von Transportsubstraten unterstiitzt (siche Abb.:
1.4).

Bei Importprozessen sorgt die Bindung von RanGTP an den Transportrezeptor fiir dessen
Dissoziation vom zu transportierenden Substrat und zu dessen Freigabe in das Nukleoplasma
(Rexach & Blobel 1995; Ribbeck et al. 1999; Seedorf et al. 1999). Umgekehrt wird bei
Exportrezeptoren die Assoziation zum entsprechenden Substrat iber RanGTP erméglicht, und
erst dessen GTP-Hydrolyse iiber RanGAP/RanBP1 an den cytoplasmatischen Filamenten des
NPC und der Dissoziation von RanGDP vom Exportrezeptor gibt das Transportsubstrat im
Cytoplasma wieder frei (Fornerod et al. 1997; Cole & Hammell 1998). Damit dies nicht
insgesamt zu einem Netto Export von RanGTP fiihrt, was einen Zusammenbruch des

angesprochenen Gradienten zur Folge hitte, wird Ran GDP {iber einen spezialisierten
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Importfaktor NTF2 (von nuclear transport factor 1), einem Vertreter der FXFG-Motiv
bindenden Proteine, vom Cytoplasma in das Nukleoplasma transportiert (Ribbeck et al. 1998;
Smith et al. 1998; Bayliss et al. 1999). Hier erfolgt der Austausch von GDP zu GTP an Ran

iiber RCC1, womit sich der Kreislauf letztlich schlieit. Dieser Zyklus stellt eine Moglichkeit

dar, wie sich der Transport iiber die Kernmembran terminieren l4sst.

1.3.6 Transportrezeptoren: Die Importin § Familie

Als Transportrezeptoren werden Proteine bezeichnet, welche auf der einen Seite unmittelbar
mit der Kernpore in Kontakt stehen und auf der anderen Seite in der Lage sind,
Transportsubstrate bzw. deren Mediatoren zu binden, um anschliefend die Translokation zu
gewihrleisten. Je nachdem welche Richtung dabei eingeschlagen wird spricht man von
Importinen oder Exportinen. Den meisten Transportrezeptoren ist zudem gemein, dass sie an
threm N-Terminus ein RanGTP Bindemotiv und einen Isoelektrischen Punkt im Bereich von
4,6-5,9 aufweisen. Kristallstrukturen von Transportin und Importin § konnten zeigen, dass
diese Proteine fast rein aus o-Helices bestehen, welche mit sich wiederholenden, den HEAT
oder Armadillo Wiederholungen dhnelnden, Motiven bestiickt sind. Aufgrund der Vielzahl an
Rezeptoren, in der Hefe Saccharomyces cerevisiae wurden bisher 14 (Adam et al. 1999,
Gorlich & Kutay 1999, Wozniak et al. 1998) beim Menschen sogar schon 21 (Gorlich &
Kutay 1999) Vertreter der Importin f Familie identifiziert, unterscheiden sich auch die
einzelnen Transportwege voneinander. Den Klassiker unter den Transportwegen stellt der
Weg eines NLS haltigen Proteins vom SV40 T-Antigen Typ, vermittelt {iber das Importin o/
Heterodimer, vom Cytosol in das Nukleoplasma dar. Hierbei dient das Importin o iiber seine
beiden funktionellen Dominen als Bindeglied zwischen dem zu transportierenden NLS
haltigen Substrat und dem eigentlichen Transportrezeptor dem Importin . Importin a bildet
mit dem NLS-Protein und Importin 3 einen relativ inerten Transportkomplex, welcher erst im
Nukleus tiber die Bindung von RanGTP an Importin  dissoziiert (Chi et al. 1996, Gorlich
1996¢c, Rexach & Blobel 1995). Die Bindung dieses Komplexes an Importin  erfolgt tiber
eine Domine des Importin a, welche als IBB (von importin beta-binding) bezeichnet wird.
Diverse Untersuchungen mit dieser IBB ergaben, dass es allein iiber ihre Assoziation an
Importin B zu einer Translokation in den Nukleus kommen kann (Gorlich et al. 1996a, Weis
et al. 1996a). Dies impliziert zum einen, dass Importin B der fiir die Passage verantwortliche
Faktor ist und zum anderen, dass Proteine, welche eine IBB-Domaéne besitzen, direkt tiber

Importin B in den Zellkern importiert werden kénnen.
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Abbildung 1.4: In dieser Darstellung ist der Ran-Zyklus explizit aufgefiihrt, um seine Bedeutung sowohl fiir
den Import als auch den Export von entsprechenden Transportsubstraten zu veranschaulichen. Néhere
Erlauterungen ergeben sich aus dem Text.

Als Proteine dieses Typs identifizierte man im Laufe der Zeit das HIV-Rev Protein
(Henderson & Percipalle 1997, Truant & Cullen 1999), HIV-Tat Protein (Truant & Cullen
1999), das Protein Rex vom menschlichen T-Zell Leukédmie Virus (Palmeri & Malim 1999),
die ribosomalen Proteine L23a, L7 und S5 (Jickel & Gorlich 1998) und das Parathormon
verwandte Protein (Lam et al. 1999). Die relative Vielfalt an Importsubstraten, welche iiber
Importin B in den Zellkern transportiert werden, wird noch deutlicher, wenn man in Betracht
zieht, dass inzwischen sechs verschiedene Importin a Subtypen und zudem die Proteine

Snurportin 1, XRIP a, Importin 7 und RanBPS als potentielle Bindungspartner bekannt sind.
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Die Importin o Subtypen weisen starke Sequenzhomologien auf, und sind sich in ihrer
Funktion absolut &hnlich. Sie binden 1iber einen Arm, welcher mehrere NLS-
Erkennungsmotive aufweist, sowohl die NLS vom Typ des SV40-Typ als auch die
zweigeteilte NLS des Nukleoplasmin-Typs. Unterschiede unter den einzelnen Importin o
Vertretern existieren lediglich in der Affinitdt zu ihren speziellen Substraten und damit
verbunden in ihrer Transporteffizienz (Kohler et al. 1999). Der Export in das Cytosol aller
Importin o Vertreter erfolgt tiber CAS (Kutay et al. 1997a?, Kohler et al. 1999b). Hierbei
bindet Importin a {iber eine relativ groBe Doméne (ca. 137 AS) hinweg an CAS (Herold et al.
1998), was eine erhebliche Spezifitit der Bindung voraussetzt. Mutationen an dem Hefe
Homolog Cselp (Hood & Silver 1998, Kunzler & Hurt 1998) konnten zeigen, dass dieses
Exportsystem fiir die Zelle absolut essentiell ist (Xiao et al. 1993).

Die bereits erwiahnten U snRNAs (U1, U2, U4 und U5) der Splicosomen, werden im Nukleus
iiber die Polymerase II gebildet und anschlieBend als Monomethylguanosin markierte (m’G-
capped) U snRNA in das Cytosol exportiert. Nach erfolgter Reifung im Cytoplasma, was
neben der Assoziation mit den entsprechenden Sm-Proteinen auch die weitere Methylierung
der Cap-Struktur zur m3;G-Struktur beinhaltet, werden die snRNPs in das Nukleoplasma
reimportiert. Dieser Transportvorgang wird iiber Snurportin 1, welches anschlieend an
Importin B bindet, vermittelt (Huber et al. 1998). Das Protein XRIP a dient als Adapter fiir
RPA ( von replication protein A) an Importin  (Jullien et al. 1999).

Die Faktoren Importin 7, welches eigenstindig fiir den Import von ribosomalen Proteinen
verantwortlich ist (Jikel & Gorlich 1998), und RanBP8 bilden mit Importin B Heterodimere
aus. Wéhrend man fiir den Importin 7/ Importin  Komplex das Histon H1 als
Transportsubstrat ausmachen konnte (Gorlich et al. 1997), bleibt die Funktion des RanBP8&/
Importin B Heterodimers bisher vollig unklar.

Das Protein Transportin wurde als Importrezeptor fiir hnRNP-Proteine identifiziert (Polland et
al. 1996, siche auch 1.3.8). Das Signal, iiber welches die hnRNP-Proteine an Transportin
binden ist bei hnRNP A1l eine ca. 38 AS lange glycinreiche als M9 bezeichnete Doméne, die
lediglich eine, dafiir aber essentielle basische AS beinhaltet (Bogert et al. 1999, Siomi &
Dreyfuss 1995, Weighardt et al. 1995). Diese M9 Doméne scheint sowohl bei Import- als
auch bei Exportprozessen eine Rolle zu spielen. Ebenfalls iiber Transportin erfolgt der Import
des ribosomalen Proteins L.23a, welches iiber eine stark basische Domine, BIB genannt, an
einen von der M9 Bindungsstelle entfernt liegenden Bereich des Transportins binden kann

(Jakel et al. 1999).
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Ein fiir den Export von Proteinen erforderlicher Rezeptor der Importin f Familie stellt das
CRM1 (von chromosome region maintenance) dar. Man fand heraus, dass dieses Protein eine
gewisse Homologie zu Importin B aufweist, iiber CAN/Nup214 an den NPC bindet und sich
iiber eine RanGTP Bindedoméne als Transportrezeptor zwischen Cyto- und Nukleoplasma
pendelnd bewegt (Fornerod et al. 1997b, Gorlich et al. 1997). Des weiteren wurde gezeigt,
dass als Erkennungsmerkmal fiir den Export eine NES (siehe 1.3.3) dient (Wolff et al. 1997),
da sich der Export von HIV-Rev mit Leptomycin B, welches zuvor als CRM1 bindendes
Antimycoticum identifiziert wurde (Nishi et al. 1994), hemmen lieB. Das Leptomycin B
bindet kovalent an Cystein Reste von Crm1p und verhindert dadurch sowohl die Bindung von
Ran als auch des Exportsubstrates (Kudo et al 1998 und 1999, Fornerod et al. 1997a, Fukuda
et al. 1997). Da die Bindung von RanGTP und des Exportsubstrates einen stark kooperativen
Prozess darstellen, wird die Funktion von CRM1 iiber Leptomycin B vollstindig eliminiert.
Die NES des Exportsubstrates sorgt nicht alleine sondern nur im proteindren Kontext fiir eine
ausreichende Bindungsaffinitit zu CRM1 und kann sogar, wie im Falle von Snurportin 1
vollig fehlen (Paraskeva et al. 1999). Diese Variabilitit an Erkennungsmerkmalen ermdglicht
es CRM1 den Export fiir eine Vielzahl von Substraten zu vermitteln.

Zum einen ist CRM1 dafiir verantwortlich, dass die Asymmetrie des Ran Gradienten erhalten
bleibt, indem es RanGAP und RanBP1 aus dem Nukleoplasma fernhélt, zum anderen sorgt es
dafiir, den Zellkern von Aktin frei zu halten (Wada et al. 1998). Des weiteren sorgt es dafiir,
dass fiir die Einleitung der Mitose mitverantwortliche Protein Cyclin B stetig in das Cytosol
zuriickzubefordern (Hagting et al. 1998, Toyoshima et al. 1998, Yang et al 1998). Erst in der
Prophase wird dieser Export von Cyclin B gestoppt, was zu einer Akkumulation von Cyklin
B/cdk2 Komplexen im Nukleus folgend zur Phosphorylierung von Chromatin gebundenen
Proteinen und der Kernlamina und schlieflich zur Auflosung der Kernmembran und zur
Chromatinkondensation fiihrt. Weitere Kandidaten deren Aufenthaltsort iiber CRM1 Export
gesteuert wird, sind die Kinasen MAPK (Ferrigno et al. 1998) und MAPKAP Kinase 2 (Engel
et al. 1998), die Transkriptionsfaktoren NFAT (Kehlenbach et al. 1998) und AP-1 (Kuge et al.
1998, Yan et al. 1998) und der Tumorsupressor p53, welcher iiber den verstarkten Export und
cytosolischen Abbau in seiner Wirkung kontrolliert wird (Freedman & Levine 1998,
Strommel et al. 1999). Die U snRNA miissen bevor sie im Cytoplasma weiter prozessiert erst
in dieses transportiert werden. Die m’G-Cap Struktur der RNAs wird von den Proteinen
CBP20 (von cap binding protein 20 kD) und CBP80 erkannt, welche sich dort zu einem

Komplex anlagern (CBC, von cap binding complex).
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Dieser Komplex wiederum bindet auf bisher unbekannte Weise an CRM 1 und wird dann
dariiber exportiert (Fischer et al 1991, 1993, 1995, Fischer & Lithrmann 1990, Fornerod et al.
1997a, Hamm & Mattaj 1990).

1.3.7 Export von tRNA

Die Synthetisierung und weitest gehend auch die Modifizierung der tRNA, wie die
Verdanderungen am 3' und 5' Ende der RNA oder an einzelnen Nukleotiden, der post-
transkriptionalen Addition der 3' Endsequenz CCA und die Eliminierung kleiner Introns
(Wolin & Matera 1999), findet im Nukleus statt (Clark & Abelson 1987 ,Peebles et al. 1983
Wolin & Matera 1999). Auch hier stellt die vollstaindige Reifung der tRNA ein Kriterium fiir
deren spdteren Transport in das Cytoplasma dar (De Robertis et al. 1981, Melton et al. 1980,
Tobian et al 1985). Die Untersuchungen des tRNA Exports haben viel zum allgemeinen
Verstindnis anderer Exportarten beigetragen. So war der tRNA Export der erste, der sich liber
das Angebot an spezifischen Transportsubstraten sdttigen lie (Zasloff et al 1983,
Jarmolowski et al 1994). Weitere Untersuchungen konnten zeigen, dass der Export von
tRNA auch von einem funktionierendem RanGTP-Zyklus abhédngig ist (Izaurralde et al 1997).
Dies legte die Vermutung nahe, dass es sich bei dem gesuchten Rezeptor um einen Vertreter
der Importin B Familie wie CAS oder CRM1 handeln konnte. SchlieBlich identifizierte man
den Rezeptor Exportin-t (Kutay et al 1998), welcher zum entprechenden Rezeptor in der Hefe
S.Cerevisiae Los1p homolog ist (Arts et al 1998 a). Exportin-t ist zudem der einzige bekannte
Rezeptor, der die zu transportierende RNA direkt zu binden vermag (Arts et al 1998 a + b,
Kutay et al 1998, Lipowsky et al 1999). Der Mechanismus verlduft dabei genauso wie unter
1.3.5 in Verbindung mit dem Ran-Zyklus gezeigt (Kutay et al 1998). Die Bindung der tRNA
an Exportin-t erfolgt iiber den TyC-Bogen und tiber den Akzeptorarm (Arts et al 1998b).
Neben der sekundér und tertidr Struktur der tRNA sind auch alle bereits angesprochenen
Modifikationen bis auf das Splicing fiir die Bindung an den Rezeptor relevant (Arts et al
1998b, Kutay et al 1998, Lipowsky et al 1999, Lund & Dahlberg 1998). Der Transportprozess
bildet auch hier den entscheidenden Kotrollpunkt fiir die Entlassung funktionsfahiger tRNAs
in das Cytoplasma. Wie aber wird das korrekte Splicing der tRNA kontrolliert, um zu
vermeiden, dass unvollstindig oder gar ungesplicte tRNA im Cytoplasma akkumuliert? Eine
Moglichkeit der Erkldrung bietet eine Entdeckung in Xenopus Oocyten, bei denen die 5'
Modifizierung erst nach erfolgreichem Splicing erfolgt. Und da die 5' Modifizierung

wiederum zu den bendtigten Kriterien fiir die Bindung an den Exportin-t Rezeptor gehort, ist
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das korrekte Splicing in dieser Erkennung gewissermallen mit inbegriffen (Lund & Dahlberg
1998).

Die Tatsache das Loslp (von loss of suppression (Hopper et al 1980)) die gleichen
Auswirkungen zeigt wie Exportin-t spricht dafiir, dass es sich in der Tat um das
entsprechende Homolog aus S.cerevisiae handelt. Das Fehlen von Losl1p ist fiir Hefen jedoch
nicht letal, was entweder darauf schlieBen ldsst, dass es einen weiteren Transportweg gibt,
oder das die reine Diffusion durch die Kernpore, denn die tRNA liegt groBenméfig unter der

Diffusionsbeschrinkung, ein Uberleben der Hefezelle sicher stellen kann (Hurt et al 1987).

1.3.8 Export von mRNA

Die mRNA wird in Form eines Protein-RNA-Komplexes den sogenannten hnRNPs (von
heterogenous nuclear ribonucleo particle) aus dem Zellkern exportiert. Der GroBe und
Komplexitit dieser Gebilde, gegeniiber zuvor diskutierten Substraten der Importin B-Familie,
wird mit entsprechender Komplexitit beim Transportsystem Rechnung getragen.
Entsprechend wenig weill man bisher auch iiber diesen Prozess.

Die hnRNP Proteine stellen die grofite Fraktion der hnRNA bindenden Proteine dar, wobei
man zwischen den groBen hnRNP Proteinvertretern, die als hnRNP A-U klassifiziert sind, und
etlichen kleineren hnRNP Proteinen unterscheidet (Dreyfuss et al. 1993). Inzwischen
unumstritten ist, dass diese Proteine entscheidenden Einfluss auf die Reifung und den Export
der mRNA haben. Da die proteindre Zusammensetzung der hnRNPs je nach mRNA, und
zudem auch wihrend des Reifeprozesses variiert, ist es duflerst schwierig genaue Angaben
iiber die Beteiligung einzelner hnRNP Proteine beim Export zu machen. Einige hnRNP
Proteine, so zum Beispiel das hnRNP C, miissen vom RNP entfernt werden, bevor der Export
stattfinden kann (Nakielny & Dreyfuss 1996). Andere wiederum, wie hnRNP Al, E oder K,
begleiten den Komplex auf seinem Weg ins Cytoplasma (Pinol-Roma & Dreyfuss 1992,
Daneholt 1997) und miissen anschliefend in den Nukleus reimportiert werden. In jedem Fall
sollte die mRNA vor ihrem Ubertritt in das Cytosol komplett ausgereift sein. In erster Linie
kommt dafiir wohl der Splicingapparat in Frage, der die mRNA solange zuriickhélt, bis keine
Introns mehr in ihr vorzufinden sind (Griiter et al. 1998). Diese Tatsache stellt die Retroviren
vor ein Problem, da sie ihre RNA als Genom fiir den Zusammenbau des Virus ungesplicet in
das Cytosol retten miissen. Das HI-Virus umgeht diese Gefahr, indem es iiber RRE (von Rev

response element), eine cis-agierende RNA, das eigene REV-Protein bindet, und dariiber
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das CRM1-System nutzt, um unbeschadet ins Cytoplasma zu gelangen (Fornerod et al. 1997,
Fukuda et al. 1997). Andere Retroviren, wie MPMV (mason-pfizer monkey virus), bedienen
sich des CTE (von constitutive transport element), um dariiber zelleigene Exportsubstrate zu
binden, um in das Cytosol zu gelangen (Ernst et al. 1997, Bray et al. 1994). Interessant dabei
ist auch, dass sich iiber CTE die zelleigene mRNA Exportrate deutlich reduzieren ldsst, was
dazu fiihrt, dass man dieses RNA-Element als mdgliches Exportelement fiir die zelleigene
mRNA diskutiert (Pasquinelli et al. 1997, Saavedra et al. 1997). Als humanes CTE bindendes
Protein wurde TAP, ein homologes Protein zu Mex67p aus der Hefe, identifiziert. Dieses
Protein bindet CTE beinhaltende RNA direkt, wird zusammen mit der RNA exportiert und
nachher iiber Transportin wieder reimportiert (Braun et al. 1999, Cullen et al. 1999). Der
Transportvorgang ist dabei jedoch weiter unklar.

Erst seit einiger Zeit konnte man Proteine des NPC identifizieren, die unmittelbar mit dem
mRNA Transport in Verbindung stehen. Diese Proteine wurden erkannt, da spezielle
Antikorper gegen sie einen direkten Effekt auf den mRNA Export zeigten. In der Hefe S.
cerevisiae sind dies Rat7p/Nup159p (Belgareh et al. 1998), Rat3p/Nup133p (Doye et al. 1994,
Li et al. 1995, Pemberton et al. 1995), Rat2p/Nup122p (Aitchison et al. 1995, Heath et al.
1995), Nupl116p (Bailer et al. 1998, Wente & Blobel 1993), Rat9p/Nup85p (Goldstein et al.
1996, Siniossuglou et al. 1996), und Nup145p (Fabre et al. 1994, Teixeira et al. 1997, Wente
& Blobel 1994).

In hoheren Eukaryoten identifizierte man Nup98 (Powers et al. 1997, Pritchard et al. 1999),
Nupl153(Bastoe et al. 1996, Ullman et al. 1999) und TPR (Bangs et al. 1998).

Im Gegensatz zu RRE haltigen RNAs steht der Transport von mRNA auch in Verbindung zu
Transportrezeptoren der Importin B Familie. Da zudem ein intaktes RanGTPase System fiir
den Export der meisten mRNAs von Noten ist, spricht vieles dafiir, dass der Transport iiber
Ran regulierte Exportine gewihrleistet wird (Amberg et al. 1992 und 1993, Cheng et al 1995,
Forrester et al 1992, Izauralde et al 1997, Kadowaki et al 1992 und 1993, Schlenstedt et al
1995 a+b). In der Hefe S.cereviciae konnten bisher fiinf Vertreter der Importin B Familie
herausgestellt werden, denen ein mittel- oder unmittelbarer Einfluss auf den mRNA Export
zugesprochen werden konnte.

Dies sind im einzelnen Mtr10p (Kadowaki et al 1994) Crmlp (Stade et al 1997), Pselp,
Yrb4p/Kap123p und Sxmlp (Seedorf & Silver 1997).

In allen Féllen liefert die Literatur bis dato kein eindeutiges Bild tiber ihre genauen Aufgaben

bei der Translokation der mRNA iiber die Kernmembran.
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Dafiir gibt es andere Komponenten deren Einfluss sich deutlicher abzeichnet. Mex67p ist ein
in der Hefe S.cerevisiae gefundener Faktor (Segref et al 1997), der unmittelbar mit dem
polyA-Schwanz der gereiften mRNA und einigen RNA bindenden Proteinen interagiert. Ein
weiterer Faktor ist das Mtr2p ein ebenso essentielles Protein, welches mit Mex67p einen
Komplex bildet (Santos-Rosa et al 1998, Kadowaki et al 1994). Ein moglicher
Bindungspartner fiir diesen Komplex im NPC ist das Nup85p (Santos-Rosa et al 1998). Auch
fiir das humane Homolog zu Mex67p TAP interagiert mit Bestandteilen des NPC etwa mit
CAN/Nup214, Nupl153p oder Nup98p (Katahira et al). AuBBerdem konnte die Bindung von
pl5 an TAP nachgewiesen werden (Katahira et al 1999), welches sich in der Aufgabe mit
dem Hefe Mtr2p vergleichen lie3e.

Das ebenfalls in der Hefe entdeckte Gle2p ist am Transport von polyA mRNA direkt beteiligt,
ohne fiir die Zelle essentiell zu sein (Murphy et al 1996). Gle2p bindet iiber ein sogenanntes
GLEB-Motiv direkt an Nupl16p oder das Vertebraten Nup98p (Bailer et al 1998). Das
humane Homolog Raelp bindet ebenfalls an poly(A) RNA (Kramer & Blobel 1997) und
pendelt zwischen Nukleo- und Cytoplasma (Pritchard et al 1999).

Ein weiterer Vertreter ist das Rsslp oder Glelp, welches am NPC assoziiert und lokalisiert
werden konnte. Zudem konnte der Export von mRNA durch spezifische Antikorper gegen das
Protein gehemmt werden (Watkins et al 1998).

Desweiteren konnten hnRNP Proteine identifiziert werden, die direkt mit Komponenten des
NPC in Kontakt treten konnen. Dies ist zum einen hnRNP A1, welches liber eine M9 Doméne
interagiert und hnRNP K, das iiber die KNS Doméne mit dem NPC in Kontakt tritt (Michael
et al 1995 und 1997).

Letztlich ldsst sich noch Dbp5p/Rat8p, eine DEAD-box, ATP abhingige RNA-Helikase
anfiihren. Dbp5p ist verstiarkt am NPC lokalisiert (Snay-Hodge et al 1998) und bindet dort an
Nupl159p/Rat7p bei der Hefe oder an CAN/Nup214 in Vertebraten (Schmitt et al 1999).
Mutationen von Dbp5p fiihren zur Akkumulation von poly(A) RNA im Nukleus, zudem ist
die ATP-Hydrolyse fiir das Protein essentiell (Schmitt et al 1999).
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Abbildung 1.5: In dieser Grafik sind alle auch im Text erwdhnten RNA-Transportprozesse gesammelt
aufgefiihrt, um auch das Zusammenspiel der Komponenten erkennen zu kdnnen. Es wird dabei deutlich, dass
bei allen RNA-Typen der Beginn des Transports immer mit dem Abschluss der vorangegangen Modifikationen
einhergeht. Fiir den Export der ribosomalen Untereinheiten wird zurzeit ebenfalls iiber Crml als mdglicher
Mediator diskutiert. In der Hefe soll das Protein Nmd3p fiir die Kontaktherstellung zwischen Crm1 und den 60S
rUE verantwortlich sein (Ho et al. 2000). Weitere Erklérungen erfolgen im Context.



Einleitung 19

1.3.9 Export von ribosomalen Untereinheiten

Die Ribosomen der eukaryotischen Zelle bestehen aus einer 40S- und einer 60S-Untereinheit.
Die kleiner 40S rUE besteht aus einer 18S rRNA , welche, mit 33 Proteinen assoziiert, eine
Gesamtmasse von 1400 kD aufweist. Die 60S rUE besteht hingegen aus drei verschiedenen
rRNAs, der groflen 28S rRNA, welche mit der kleineren 5,8S rRNA direkt verbunden ist und
der 5S rRNA. Zusammen mit den 49 Proteinen ergibt sich eine Gesamtmasse fiir diese
Untereinheit von 2820 kD. An der Biosynthese der Untereinheiten sind alle bekannten RNA
Polymerasen beteiligt. So werden die 28S, die 18S und die 5,8S rRNA von der RNA
Polymerase I als ein Transkriptionsprodukt synthetisiert, welches nachher in die einzelnen
RNAs gesplicet wird. Die RNA Polymerase II transkribiert die mRNA fiir die ribosomalen
Proteine, wihrend die Polymerase III die 5S rRNA herstellt. Wahrend die Proteine nach ihrer
Biosynthese im Cytosol in den Nukleus importiert werden miissen, werden die RNA
Bestandteile im Nukleolus prozessiert (siche Abb.: 1.5).

Dort werden die ribosomalen Untereinheiten dann zu funktionalen Komplexen assembliert
(Scheer und Hock 1999, Venema und Tollervey 1999, Warner 1990). Dieser Vorgang ist
bisher noch kaum verstanden. Fest steht jedoch, dass der Transport der Untereinheiten in das
Cytosol erst nach ihrer kompletten Genese erfolgt (Rosmus 2000). Der Weg von den Nukleoli
an die Kernporenkomplexe erfolgt iiber klar definierte Wege durch das Nukleoplasma (Leger-
Silvestre 1997 & 1999).

Vom Transport durch die Kernpore selber ist bisher nur allzu wenig bekannt. Definitiv ist die
Tatsache, dass der Transport sowohl temperatur- als auch energieabhidngig ist und iiber
Transportmediatoren bewerkstelligt wird (Bataille et al 1990). Die Biogenese der rUE
benotigt ein funktionierendes Ran System. Experimente die beispielsweise den
Nukletidaustausch von Ran unterbinden, konnten zeigen, dass die rRNAs nach ihrer Synthese
nicht weiter prozessiert werden (Cheng et al 1995 Hopper & Banks 1978, Kadowaki et al
1993, Petersen & Nierlich 1978). Dieser Effekt ist wohl darauf zuriickzufiihren, dass die
benoétigten Proteine, welche die Prozessierung gewéhrleisten, nicht importiert werden kénnen.
Daher sind auch alle bisher ermittelten NPC Bestandteile, welche aus einem in vivo System
heraus resultieren, wie zum Beispiel Nup82 fiir den Transport von 40S rUE (Moy & Silver
1999) oder Nup49p und Nsplp fiir die 60S rUE (Hurt et al. 1999), mit Vorsicht zu genief3en.
Man muss auch hier stets vermuten, dass diese Mutanten ehr liber den Proteinimport einen
Einfluss auf die Ribosomenbiogenese nehmen, da sich beide Prozesse in einem in vivo

System, wie es die Hefe darstellt, nicht voneinander entkoppeln lassen.
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Bisher gibt es daher kaum einen Hinweis auf irgendeinen Mediator der den Export der 60S
ribosomalen Untereinheiten auf die eine oder andere Weise zu beeinflussen versteht. Als
relativ gesichert gilt die Annahme, dass CRMI als mdglicher direkter Exportfaktor
ausscheidet, da weder ein Uberangebot an CRM1 spezifischen Exportsubstraten (Fischer et al
1995) oder die Komplexierung des Rezeptors mit dem spezifischen Inhibitor Leptomycin B
(Rosmus 2000) noch eine CRM1 Mangelmutante (Hurt et al 1999) einen Einfluss auf den
Ribosomen Export aufzeigen. Das Lektin WGA (wheat germ aglutinin) kann den
Exportprozess komplett lahm legen (Bataille et al 1990).

Der Transport von 40S und 60S rUE lduft nicht unabhingig von einander (Khana-Gupta &
Ware 1989). Coinjektionen von 40S rUE, aber auch von tRNA reduzieren die Exportrate von
60S rUE, was dafiir spricht, dass zumindest teilweise die gleichen Bindungsstellen auf dem
Transportweg bendtigt werden. Zudem konnte gezeigt werden, dass sich die Exportrate von
60S rUE in Oocyten iiber die Verfiigbarkeit freier cytosolischer 40S rUE beeinflussen ldsst
(Rosmus 2000). Diese Effekte zeigen zumindest, dass ein Einfluss auf den Export der 60S
rUE von der cytosolischen Seite durchaus besteht.

Auf dieser Basis wurden in den letzten Jahren einige Details erortert, die sich irgendwann zu
einem Ganzen zusammensetzen konnten. So konnte gezeigt werden, dass sich die Exportrate
iiber das Vorhandensein cytosolischer Faktoren steuern ldsst (Hassel et al 1996). Eine
genauere Fraktionierung des Cytosols und die Beschrinkung auf wenige Proteine pro
Fraktion ergaben, dass sich der grofite Effekt bei der Fraktion -einstellte, deren

Hauptbestandteil sich nachher als Hsp90 herausstellte (Schlatter 1997).

1.4 Hitzestressproteine und ihre zellulire Funktion

Hitzestressproteine konnen in vier Klassen unterteilt werden. Kriterien fiir diese
Klassifizierung sind zum einen die molekulare GroBle und zum anderen die sequenziellen
Homologien. Die erste Klasse machen die kleinen Hsps (entsprechend sHsps von small
heatshock proteins) mit einem Molekulargewicht von 15-32 kDa. Die zweite Klasse umfasst
die Hsp70 Familie die dritte die der Hsp60 Verwandten und schlielich noch die Vertreter der
Hsp90 Familie, welche homologe Proteine in den Bereichen von 69 kDa (HtpG bei E.coli )
und 90 kDa (menschliches Hsp90) umfasst. Alle vier Klassen funktionieren als molekulare
Chaparone. In dieser Funktion sind sie fiir die Darstellung und Erhaltung der korrekten
Proteinfaltung verantwortlich und sollen die Bildung von Proteinaggregaten bei Zellstress

verhindern. Uber die bevorzugte Bindung an exponierte eher hydrophobe Seitenketten werden
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partielle proteindre Denaturierungen erkannt und dadurch der zelluldren Schiadigung bei
unphysiologischen Bedingungen entgegengewirkt (Hendrick & Hartel 1993;Netzer & Hartel
1998; Feldman & Frydman 2000).

Auch Transportvorginge sind fiir die betroffenen Proteine Stressituationen, da man von
leichten Schéddigungen bis hin zur voélligen Denaturierung der Proteine, z.B. bei der
Translokation {ber die Mitochondrienmembran, alle Eventualititen, bei denen die
Unterstiitzung der Hitzestressproteine gefordert ist, antrifft. Im Kerntransport ist der Einfluss
der Hitzestressproteine bisher noch nicht so bewusst in Erscheinung getreten. Lediglich von
Hsp/Hsc70, Hsc70 stellt die konstitutive wédhrend Hsp70 eine unter Stressbedingungen
exprimierte Variante darstellt, lieB sich zeigen, dass deren Uberexpression in der Hefe
S.cerevisiae Defekte im NLS bindenden zu Importin o homologen Hefeprotein scSRP1
auszugleichen vermag (Shulga et al. 1996). Zudem lieB sich der NLS abhéngige
Proteinimport iiber anti Hsc70 Antikorper, welche in Oocyten koinjiziert wurden, inhibieren
(Imamoto et al. 1992). Hsp/Hsc70 wurde des weiteren bei Hitzestress verstiarkt im Zellkern
detektiert (Welsch & Feramisco 1984). Letztlich wird Hsp/Hsc70 nach iiberstandener
Stressituation wieder in das Cytoplasma transportiert (Velaquez & Lindquist 1984; Welsch &
Mitzen 1988). Ein definierter Einfluss auf Kerntransportvorgénge konnte dem Protein bisher
jedoch nicht zugeschrieben werden. Analog dazu konnte jedoch eine direkte Beteiligung von
Hsp/Hsc70 an Transportprozessen der mitochondrialen Membran und der Membran des ER
nachgewiesen werden (Chirico et al. 1988). Anderes ldsst sich im Zusammenhang mit dem

Kerntransport von einem anderen Vertreter der Hitzestressproteine dem Hsp90 behaupten.

1.4.1 Das Hitzestressprotein 90 (Hsp90)

Hsp90 stellt ein fiir die Eukaryoten absolut essentielles Protein dar, wihrend E.coli HtpG
Mangelmutanten unter normalen Bedingungen iiberleben koénnen (Mayer & Bukau 1999).
Hsp90 lésst sich in drei Teilabschnitte differenzieren. Vom N-Terminus, der ca. die ersten 200
AS umfasst und dessen Kristallstruktur bekannt ist besitzt eine Bindungsstelle fiir ATP und
Geldanamycin (Prodromou et al. 1997; Pearl & Prodroumou 2000). Hsp90 verfiigt iiber einen
in etwa doppelt so groen C-Terminus, von dem bisher lediglich bekannt ist, dass er neben
der Dimerisierungssequenz auch eine Sequenz fiir die Interaktion mit weiteren Proteinen, in
erster Linie weiteren Chaparonen, eine 34 AS grofle TPR-Doméne (von tetratricopeptide

repeat-domain) besitzt. Eine Strukturanalyse vom C-Terminus steht bisher
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noch aus. Zwischen beiden Termini ist eine geladene Zwischendoméine eingeschoben, welche
je nach Spezies unterschiedlich lang ausfallen kann. Dieses Zwischensegment scheint
malBgeblich fiir die hohe Flexibilitét des Proteins verantwortlich zu sein.

Hsp90 ist bis zu einer Temperatur von 50°C stabil und auch eine partielle Denaturierung
durch Guanidiniumchlorid ist reversibel (Jacob et al. 1995). Die Oligomerisierung ist nicht
essentiell, wird durch die Anwesenheit zweiwertiger Kationen im milimolaren Bereich
ausgeldst, und stellt einen schnellen Verlauf dar. Durch Zugabe von Mg®" und Mn *"-Ionen
konnte eine deutliche Verdnderung in der quartiren Struktur von Hsp90-Komplexen
festgestellt werden. Bei einer Ca’” Konzentration von 5 mM wird die Dimer- bzw.
Oligomerbildung deutlich priferiert (Langer 2001). Die physiologisch aktive Einheit von
Hsp90 bildet dessen Dimer. Das Funktionsprinzip folgt einer Klammer bei der die beiden C-
Termini der Hsp90-Molekiile iiber die Dimerisierungssequenz miteinander assoziieren, und
die beiden N-Termini in Abhingigkeit von ATP zueinander in Kontakt treten konnen, um ein
gebundenes Proteinmolekiil regelrecht zu umfassen. Sowohl Bindung als auch Hydrolyse von

ATP sind fiir die Funktion von Hsp90 essentiell (Mayer & Bukau 1999).
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Abbildung 1.6: Aufgefiihrt sind einige der bisher bekannten und gut charakterisierten
Aufgaben von Hsp90. Hier zeigt sich, dass auf der einen Seite die Varianz an
potentiellen Substraten zwar recht groB3, das Schema der jeweiligen Assoziation aber
recht dhnlich ist, und meistens iiber Mediatoren wie p23 und cdk37 ermoglicht wird.
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Die Vertreter der Hsp90 Familie sind mit einem Anteil von 2% an der Gesamtproteinmenge
mit die am hdufigsten expremierten Proteine in eukaryotischen Zellen. Zudem ldsst sich
Hsp90 in beinahe allen Bereichen der Zelle nachweisen, ohne dass sich bisher eine Erklérung
sowohl fiir die Expressionsrate als auch fiir das ubiquitdre Auftreten finden lie8. Hsp90 bildet
mit einer ganzen Reihe von Proteinen Komplexe, welche in vielen Bereichen der Zelle eine
Rolle spielen. Eine zentrale Rolle spielt Hsp90 bei der Bewahrung der funktionalen
Eigenschaften ligandenfreier Steroidrezeptoren im Cytosol. An diesem Komplex sind mit
Hsp70 und Hsp40, der Prolyl-Isomerase FKBP52, die Proteine Hip und Hop weitere Proteine
beteiligt. Die Affinitdt der Rezeptoren zu den Steroidhormonen wird durch Hsp90 deutlich
erhoht. Nach Bindung des Liganden begleitet Hsp90 den Rezeptor-Liganden-Komplex
entlang des Cytoskeletts in den Zellkern, wo der Komplex als Transkriptionsfaktor fungiert
(Yang & DeFranco 1996; Mijata & Yahara 1991; Pratt 1993). Auch an der Dissoziation des
Hormonrezeptors von der DNA scheint Hsp90 involviert zu sein.

Eine dhnliche Rolle spielt Hsp90 auch in der Signaltransduktion. Auch hierbei werden
Proteine in diesem Fall Kinasen gebunden, um ihre Funktionalitit zu stabilisieren. Zu diesen
Kinasen zdhlen die Tyrosinkinasen Src und Weel, die Serin/Threonin-Kinasen Rafl und Mek
die Cyclin abhingige Serin/Threonin-Kinase Cdk4 (von cyclin dependent kinase) und die
Ham abhéngige elF-20-Kinase (Pratt 1997; Mayer & Bukau 1999). Fiir die Riickfaltung
denaturierter Proteine bendtigt Hsp90 die Proteine Hsp70 und dessen Cochaparon Hsp40
(Mayer & Bukau 1999). Auch fiir die Aktivitit der NO-Synthase zeigt sich Hsp90
verantwortlich (Garcia-Cardena et al. 1998). Trotz der Vielfalt moglicher Bindungspartner ist
die jeweilige Bindung hochgradig spezifisch. So bindet die celluldre Kinase-Variante cSrc der
Src-Familie Hsp90 in stdrkerem Mafe als der virale Vertreter vSrc.

In vielen Fillen geht Hsp90 iiber Mediatoren, um den Kontakt zu den Bindungspartnern
herzustellen, etwa iiber p23 bei Steroidrezeptoren oder iiber Cdc37/p50 bei den Kinasen.

Ein weiterer sehr interessanter Aspekt von Hsp90 wurde von Rutherford und Lindquist
(Rutherford & Lindquist 1998) beschrieben, die feststellten, dass die homozygote Mutation
von Hsp90 zu einer Vielzahl von leichten Abnormalititen bei Drosophila melanogaster fiihrt.
Dies macht die Multifunktionalitit von Hsp90 insbesondere in der Strukturerhaltung von
Proteinen besonders deutlich, und verleiht der genetischen Entstehung und der daraus
resultierenden phenotypische Ausprigung von Mutationen eine ganz neue Dimension

(McLaren 1999).
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Vor einiger Zeit konnte fiir Hsp90 eine vollig neue Funktion beschrieben werden. Auf der
Suche nach cytosolischen Faktoren in Bezug auf den Export von 60S rUE, kristallisierte sich
ein Protein als besonders wirkungsvoll heraus, welches spéter als Hsp90 identifiziert wurde
(Schlatter 1997). Inzwischen sind einige Indizien an das Tageslicht getreten, welche diesen

Effekt naher zu charakterisieren versuchen.

1.5 Zielsetzung

Diese Arbeit soll den Einfluss von Hsp90 auf den Kerntransport weiter verifizieren und iiber
Quervernetzungsstudien eventuelle Bindungspartner von Hsp90 im Bereich des

Kernporenkomplexes identifizieren.
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2. Ergebnisse

2.1 Isolierung von Zellkernen aus Rattenhepatocyten

Die Isolierung erfolgte nach einer von Riedel und Fasold (Riedel und Fasold 1987)
modifizierten Methode von Blobel und Potter (Blobel & Potter 1966). Hierzu wurde den
frisch geschlachteten Sprague-Dawley-Ratten die Leber entnommen und diese mechanisch
zerkleinert und aufgeschlossen. Das Homogenisat wurde durch Gaze filtriert, um Restgewebe
zu entfernen. Durch eine sachte Zentrifugation werden die Zellorganellen, Zelltriimmer und
andere schwer loslichen Bestandteile gegeniiber den cytosolischen und interstitialen
Bestandteilen sedimentiert. Der Uberstand kann der Isolierung von Hsp90 zugefiihrt werden
(siche 2.4). Das resuspendierte Pellet wird auf ein Saccharosekissen gegeben, welches die
Zellkerne mittels Ultrazentrifugation aufgrund ihrer wesentlich héheren Dichte von allen
weitern Bestandteilen trennt. Die Kerne wurden anschlieend mehrmals gewaschen und die
Ausbeute schlieBlich iiber eine ODygp bestimmt. Im Schnitt ergaben die Lebern von vier
Ratten 700-800 OD Kerne. Eine OD»¢ entspricht einer Kernproteinmenge von 66 pg (Langer
1996). Zusitzlich wurde die Qualitit der Kerne unter dem Lichtmikroskop routineméBig

iiberpriift.

2.2 Darstellung von Kernhiillenvesikel aus Rattenleberzellkernen

Auch diese Préiparation folgte einer von Riedel und Fasold (Riedel & Fasold 1987)
modifizierten Methode, welche wiederum auf der Arbeit von Bornens und Courvalin
(Bornens & Courvalin 1978) basiert.

Die Kerne werden in calciumfreiem, leicht hypotonem Medium aufgeschlossen und die DNA
durch Zugabe von Heparin oder DNase aus diesen verdringt bzw. abgebaut. Die
Membranhiillen werden {iber eine sich anschlieBende Zentrifugation vom Medium getrennt.
Das Pellet wird in moglichst wenig hypotonem Puffer resuspendiert und die so erhaltene
Suspension mit radioaktiv markierten Ribosomen versetzt. Nach kurzer Inkubationszeit
erfolgt die Wiederversiegelung der Kernhiille durch Zugabe von Saccharose und Calcium.
Die Vesikel werden bei 4°C mehrmals gewaschen, um nicht eingeschlossene 60S rUE zu

entfernen.
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Es konnte gezeigt werden, dass die so erstellten Vesikel nach der Praparation dicht, von der
Membran aus richtig herum orientiert und iiber einen ldngeren Zeitraum hinweg stabil sind

(Schlatter 1997, Riedel et al. 1987).

2.3 Isolierung von 60S rUE aus Rattenhepatocyten

Der mechanische Aufschluss des Lebergewebes erfolgte in einem Puffer, welchem das
Detergens Triton X-100 und das Polyanion Heparin zugesetzt wurde. Hieriiber wird die
Ablésung der Ribosomen von den Membranen und der freien mRNA forciert. Uber einen
Zentrifugationsschritt werden alle nicht 16slichen Bestandteile aus dem Homogenisat entfernt
und beim Uberstand anschlieBend die Magnesium-Ionen Konzentration von 5 auf 105 mM
erhoht, um die Ribosomen aus dem Losungsmittel zu verdrangen. Nach einer Inkubationszeit
von einer Stunde bei 4°C sind die Ribosomen quantitativ gefdllt und wurden dann mittels
Ultrazentrifugation aus der Losung iiber ein 40%iges Saccharosekissen isoliert. Das Pellet
wurde erneut in Saccharose haltigem Puffer aufgenommen, von der Losung eine ODag-
Bestimmung (eine ODyg entspricht, nach Wool 1979, 83 pg Ribosomen), und die Polysomen
schlieBlich iiber eine erneute Ultrazentrifugation pelletiert und gewaschen. Die Pellets wurden
vereinigt, schockgefroren und bei -80°C gelagert. Bei einer Pridparation ausgehend von 10
Ratten lag die Ausbeute im Schnitt bei 11.000 OD Ribosomen.

Die Polysomen konnten nun sukzessive zur Gewinnung von 60S rUE eingesetzt werden.
Hierzu wurden etwa 5000 OD Polysomen in Puffer geldst und iiber eine kurze Zentrifugation
alles unldsliche aus der Losung entfernt. AnschlieBend wurde die Polysomensuspension mit
dem Antibiotikum Puromycin versetzt, welches bei der Translation zu einem Kettenabbruch
und dariiber zur Trennung der ribosomalen Untereinheiten fithrt. Der Ansatz wird fiir 40
Minuten bei 36°C inkubiert. AnschlieBend wurden die rUE in einem Dichtegradienten von 0-
40% Saccharose von einander getrennt. Alle Fraktionen, welche lediglich 60S rUE enthielten,
wurden vereinigt und die Losung dann mit 1 M MgCl, Losung auf 25 mM
Magnesiumionenkonzentration eingestellt. Bei dieser Magnesiumionenkonzentration wurden
die 60S rUE gefillt und in einem abschlieBenden Ultrazentrifugationsschritt pelletiert. Die
Pellets wurden in Puffer geldst einer ODygp-Bestimmung zugefiihrt und schlieflich bei -80°C
gelagert. Im Durchschnitt ergaben die eingesetzten 5000 OD Polysomen ein Ausbeute von

2000 OD 60S rUE.
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2.4 Isolierung von Hsp90 aus Rattenhepatocyten

Die Isolierung erfolgt nach einer modifizierten Vorschrift von Schlatter (Schlatter 1997).

Der nach der ersten Zentrifugation unter 2.1 gewonnene Uberstand wurde innerhalb einer
einstiindigen Ultrazentrifugation von allen nichtléslichen und groferen Aggregaten gereinigt.
Danach wurde die Losung einer mehrstiindigen Dialyse gegen HEPES-Puffer unterzogen, um
der Losung die Saccharose weitest gehend zu entziehen. In einer sich anschlieBenden weiteren
Ultrazentrifugation wurden tiiber Nacht alle durch die Dialyse unldslich gewordenen
Bestandteile aus der Losung entfernt und diese zusitzlich von allem Fett befreit. Das Fett
konnte nach der Zentrifugation abgesaugt und der Uberstand als Rohcytosol entweder bei
-80°C gelagert oder der zur weiteren Aufreinigung der Anionenaustauscherchromatographie
zugefiihrt werden.

Die Anionenaustauschersdule wurde mit 250 mM NaCIl-HEPES-Puffer equillibriert. Das
Rohcytosol konnte mit einem maximalen Gesamtvolumen von 150 ml (Superloop 150,
Pharmacia) aufgetragen werden. Anschliefend wurde die Siule solange weiter mit 250 mM
NaCl-HEPES-Puffer gewaschen bis iiber die UV-Kiivette kein Protein mehr detektiert werden
konnte. AnschlieBend wurde mit 450 mM NaCl-HEPES-Puffer eluiert , das Eluat fraktioniert
und die Fraktionen einzeln iiber eine 12,5% SDS-PAGE-Gelelektrophorese analysiert (Siehe
Abbildung 2.1).
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Die Fraktionen, welche Hsp90 enthielten wurden entweder bei -80°C gelagert oder mittels
Gelfiltration weiter gereinigt. Die Proteinkonzentration variierte je nach Menge und

Konzentration des eingesetzten Rohcytosols zwischen 2 und 6 mg/ml.

Fraktionen
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Abbildung 2.2: Es wurden 10 Fraktion von je 6 ml ab einem Elutionsvolumen von 35 ml
gesammelt. Die proteindre Zusammensetzung der einzelnen Fraktionen kdnnen der SDS-
PAGE in Abbildung 2.3 entnommen werden.
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Abbildung 2.2: Das Elutionsprofil der Superdex-200 16/60. Gesammelt wurde 10
Fraktionen je 6 ml ab einem Elutionsvolumen von 35 ml. Die Fraktionen sind in der
Reihenfolge ihres Elutionsvolumens nummeriert und aufgetragen. Man erkennt, dass
die Fraktionen 5 und 6 verhéltnismifBig sauberes Hsp90 enthalten.Eine bessere
Aufreinigung war fiir die Quervernetzungs- und Funktionsanalysen nicht praktikabel.
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Fir die Gelfiltration (Superdex 200 HiLoad 16/60 prepgrade, Pharmacia) wurde ein
maximales Auftragsvolumen von 2 ml nicht iiberschritten, um eine gute Trennung der
Proteine zu gewihrleisten. Die Gelfiltrationssdule wurde mit HEPES-Puffer equillibriert und
die Proteine mit dem selben Puffer eluiert und fraktioniert.

Hsp90 eluiert bereits ab 40 ml. Die Fraktionen wurden erneut in einer 12,5% SDS-PAGE-
Gelelektrophorese analysiert. Alle Fraktionen, welche Hsp90 beinhalten werden auf Ihre
Proteinkonzentration hin untersucht (siche Abbildung 2.3).

In den meisten Féllen lag die Proteinkonzentration der Fraktionen nach der Gelfiltration
zwischen 0,3-0,5 mg/ml. Bei Bedarf konnten diese mittels Ultrafiltration (Centriprep50,
Amicon) aufkonzentriert werden. Die Hsp90-Konzentration sollte 2 mg/ml aber nicht
iiberschreiten, da es sonst zur verstirkten Aggregation und auch verstirktem Abbau des
Proteins kommt. Die Hsp90-Fraktionen konnen anschlieend bei -80°C gelagert oder am

besten direkt weiterverwendet werden.

2.5 Exportmessung mit 60S rUE aus wiederversiegelten Kernhiillen

Die Messungen erfolgten nach einer Methode von Kondor-Koch (Kondor-Koch 1980). In
400ul Mikrofugenrohrchen werden 10 pl Perchlorsédure mit 40 pl Silicondl {iberschichtet. Der
Inkubationsansatz wird bis auf die gemél 2.2 erstellten Vesikel zusammengestellt und bei
37°C vorinkubiert. Durch Zugabe der Vesikel startet die Messung. Von den
Inkubationsansitzen werden jeweils 150 pul auf sechs bei 37°C vorinkubierten
Mikrofugenréhrchen iiberfiihrt und die Inkubation fortgesetzt.

Nach der entsprechenden Inkubationszeit von 20 Minuten werden die Proben scharf
zentrifugiert, so dass die Vesikel, welche eine hohere Dichte als das Silicondl und die
Perchlorsdure aufweisen, sedimentieren und in der Perchlorsdure zusitzlich denaturieren.
Vom  Uberstand werden jeweils 100 pul  entnommen und iiber die
Fliissigkeitszintilationsmessung auf den Gehalt an Radioaktivitit hin untersucht. Die
Mittelwerte der jeweiligen Ansdtze wurden zueinander in Bezug gesetzt. Fiir die Darstellung
wurde anschlieBend die Probe bei 4°C mit null Prozent und die Probe mit der hochsten

Exportrate mit 100 Prozent gleichgesetzt.
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2.6 Der Einfluss von CKII auf die exportfordernde Aktivitit von Hsp90

Phosphorylierung konnen ein Protein in seiner Aktivitdt stark beeinflussen. Hsp90 besitzt
gemill seiner Aminosduresequenz eine Vielzahl potentieller Phosphorylierungsstellen, von
denen die meisten auf die Caseinkinase II entfallen. Nun war es sinnvoll zu iiberpriifen,
inwiefern sich eine Phosphoylierung von Hsp90 durch die Casenkinase II auf die von Hsp90
beeinflusste Exportrate von 60S rUE aus wiederversiegelten Kernhiillen auswirkt. Alle
Ansdtze wurden mit einer Vesikelmenge versehen, welches einer Menge von 50 OD an
isolierten Zellkernen entsprach. Neben den Kontrollansdtzen bei 4°C und 37°C, welche
lediglich Puffer enthielten, um die Dichtheit der Vesikel zu bestétigen, wurde ein Ansatz nur
mit Hsp90 (0,5 mg/ml), einer mit Hsp90 (0,5 mg/ml), welches mit CKII (10 mU) und 1 mM
ATP vorinkubiert wurde und ein Ansatz, bei dem Hsp90 (0,5 mg/ml) und CKII (10 mU) erst
zum Inkubationsbeginn beigefiigt wurden, bestiickt. Zu allen Ansédtzen auch den Kontrollen
wurde zudem 4 mM ATP (aus 10fach Stammlésung) und 2 mM DTT (aus 100fach
Stammlosung) zugegeben und die Ansédtze mit Wasser auf ein Gesamtvolumen von 1 ml

erganzt.
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Abbildung 2.4:

Die Abbildung lisst erkennen, dass sich der Hsp90 Effekt in Bezug auf den

Export von 60S rUE aus wiederversiegelten Kernhiillen iiber die Einwirkung mit CKII
dramatisch reduzieren lésst. Der 4°C-Wert wurde als Hintergrund von allen Werten abgezogen.
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Die Inkubationsansitze wurden zu je 150 pl auf sechs Mikrofugenréhrchen verteilt und bei
entsprechender Temperatur fiir insgesamt 20 Minuten inkubiert (siche dazu 2.5).

Die Grafik in Abbildung 2.4 macht deutlich, dass die Inkubation mit CKII den Exportrate von
Hsp90 deutlich nach unten korrigiert, wobei dieser Effekt bei dem vorinkubierten Ansatz
erwartungsgemdll deutlicher ausfillt. Die Kontrollen zeigen gewohnte Werte, womit die

Aussagekraft dieser Messung untermauert wurde.

2.7 Einfluss von Radicicol auf die exportfordernde Aktivitat von Hsp90

In in vitro Versuchen konnte bisher gezeigt werden, dass sich die iiber Hsp90 erzielte
Steigerung der Exportrate von 60S rUE aus wiederversiegelten Kernhiillen, durch Zugabe
Hsp90 spezifischer Inhibitoren wieder deutlich reduzieren ldsst. Fiir Geldanamycin und
Novobiocin konnte dieser Effekt bisher verdeutlicht werden (Langer 2001). Mit Radicicol trat
ein weiterer Inhibitor auf den Plan, welcher ebenfalls wie Geldanamycin im Bereich der N-

terminalen ATP Bindungsstelle zu binden vermag und diese dadurch blockiert.

O Geldanamycin
M Radicicol

O Hsp90
OKontrolle 37°C

Radioaktivitit im Uberstand [%]

500nM 5upM 50 pM 500 pM

Abbildung 2.5:

Es zeigt sich eine konzentrationsabhéngige Reduzierung des Hsp90 Effektes durch die
Inkubation mit Radicicol. Der 4°C Wert wurde auch hier als Hintergrund von allen
Werten abgezogen. 100 pl Gesamtansatz ergaben 100 %. Die Kontrollwerte unter
Einfluss von DMSO und Ethanol zeigten keinen Unterschied zum 37°C-Wert und
wurden daher nicht aufgefiihrt.
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Dementsprechend sollte sich das Ergebnis fiir den Radicicol Einflul dem gezeigten von
Geldanamycin zumindest anndhern. Daher wurde der Geldanamycin Einfluss zum Vergleich
erneut gepriift. Hierfir wurden Vesikel wie unter 2.2 gezeigt hergestellt und mit '*J
markierten 60S rUE gefiillt. Fiir die Endpunktbestimmung wurden fiinf Ansétze erstellt. Allen
Ansitzen war gemein, dass sie Vesikel enthielten, welche einer Menge von 50 OD Kernen
entsprach. Zudem wurde den Ansdtzen 4 mM ATP und 2 mM DTT zugefiihrt. Als
Positivkontrolle wurde eine Endpunktbestimmung mit 500 pg Hsp90 (Ratte) durchgefiihrt.

Weitere Kontrollen umfassten die Zugabe der beiden Losungsmittel Ethanol und DMSO, um
einen Effekt ihrerseits ausschlieBen zu konnen. Die letzte Kontrolle enthielt den 4°C Wert,
um die Dichtheit der Vesikel zu bestétigen. SchlieBlich wurden in weiteren Ansétzen, welche
500 mg Hsp90 enthielten, die Antibiotika Geldanamycin und Radicicol in den
Konzentrationen von 500 nM bis 0,5 mM eingesetzt. Alle Ansédtze wurden mit Wasser auf ein

Gesamtvolumen von 1 ml ergéinzt und schlieBlich zu je 150 pl auf sechs Mikrofugenréhrchen

verteilt und bei 37°C bzw. bei 4°C fiir 20 Minuten inkubiert (siche 2.5).

o In der Tat =zeigte sich in Dbeiden Fillen eine
o konzentrationsabhédngige Inhibierung von Hsp90. Jedoch
fallt der reduzierende Effekt bei Radicicol etwas geringer
aus. Die beiden Losungsmittel zeigten keinen Effekt. Hsp90

als Positivkontrolle zeigte wie erwartet die hdochste

Exportrate aller Ansétze.

Geldanamycin

Abbildung 2.6:
Struktur von Geldanamycin
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2.8 Einfluss von Hsp90-Inhibitoren auf den in vive Export von 60S rUE

Diese Messreihen wurden durchgefiihrt, um den Einfluss von Hsp90 auf den Transport von
60S rUE auch in vivo weiter zu konkretisieren.

Bisherige Arbeiten diesbeziiglich konnten
unter anderem zeigen, dass Geldanamycin ein
benzochinoides Ansamycin, welches
spezifisch die N-terminale ATP-
Bindungsstelle von Hsp90 blockiert und
dariiber dessen Funktion herabsetzt, die
Exportrate in den Zellkern von Oocyten
injizierter 60S rUE, deutlich reduziert

(Rosmus 2000). Desweiteren wurde gezeigt,

dass  Geldanamycin, Novobiocin  und

Y Radicicol den Hsp90 Einfluss auf den 60S

Abbildung 2.7: rUE Export im in vitro System deutlich zu
Strukturen von Radicicol (I.) und Novobiocin (I1.) reduzieren vermdgen. Daher sollte gepriift
werden, ob die Ergebnisse der in vitro Studien sich auch im Falle der Substanzen Novobiocin

und Radicicol im in vivo System bestitigen.

2.9 Mikroinjektion und Exportmessung von 60S rUE
in Oocyten von Xenopus laevis

Die Mikroinjektion in Oocyten des Krallenfrosches Xenopus laevis stellt ein ideales in vivo
System zur Uberpriifung in vitro gewonnener Ergebnisse dar. Jedoch muss man dabei stets in
Betracht ziehen, dass sich die erzielten Ergebnisse stets in einem schmalen Fenster
physiologischer Relevanz bewegen.

Das heifit im Falle des zu messenden Exports von 60S rUE, dass hierbei in Oocyten keine
Steigerung der Exportrate zu erzielen ist, da sich die Rate ohnehin schon am oberen Limit
bewegt. Auf der anderen Seite ldsst sich die Exportrate auch nicht auf nahezu Null reduzieren,
da hierdurch alle anderen in der Zelle stattfindenden Stoffwechselprozesse derart beeinflusst

werden, dass die Zelle apoptotisch wird.
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Demnach ldsst sich die Exportrate zwar drosseln aber niemals lahm legen, was einen
scheinbar geringen Effekt im Kurvenverlauf zu vergleichender Messungen ergibt.

Der Zellkern einer im Durchmesser ca. Imm grof3en Oocyte des Entwicklungsstadiums V-VI
besitzt ein Volumen von nicht ganz 100 pl, was in etwa einem Zehntel des Gesamtvolumens
einer Oocyte entspricht. Der Zellkern ist zwar von aullen her nicht erkennbar, da er jedoch
direkt unter dem animalen Pol der Oocyte lokalisiert ist, kann man, sich daran orientierend,
mit relativ hoher Trefferquote in diesen injizieren. Injiziert wurde stets ein Volumen von 18,4
nl zum einen weil der Gehalt an Radioaktivitdt die Mindestmenge von 300 cpm pro Injektion
nicht unterschreiten sollte, zum anderen, um eine zu hohe Ribosomenkonzentration zu
vermeiden, welche sonst zu Aggregaten fithren, die weder transportiert, noch verniinftig
injiziert werden konnen, da sich die Nadel dadurch haufig verstopft.

In das Cytosol wurden stets 50 nl in den Bereich des Ubergangs vom vegetativen in den
animalen Pol injiziert.

Die Oocyten entstammen dem operativ entnommenen Ovar von Xenopus laevis.

Das Ovar wurde einer Kollagenasebehandlung unterzogen, um das Bindegewebe zu lysieren,
in welches die Oocyten eingebettet sind. Anschliefend werden die Oocyten in calciumfreiem
Medium inkubiert, um sie von den Folikelzellen zu befreien, welche den Kontakt zwischen
Oocyte und der Basallamina gewihrleisten. Sobald sich die Folikelzellen geldst haben,
werden die Oocyten wieder in normales ORI-Medium tiberfiihrt und kénnen dort bei RT iiber
mehrere Tage hinweg gelagert werden. Dem Medium wurde gelegentlich und wechselnd
Antibiotika zugegeben, um das Wachstum von Bakterien im Medium wéhrend der Lagerung
Zu minimieren.

Die mit '*°J radioaktiv markierten 60S rUE wurden wie oben beschrieben in den Zellkern der
Oocyten injiziert. Zur Kontrolle der Trefferquote konnte dem Injektat vorgeldstes
Héamoglobin zugegeben werden. Bei erfolgreicher Kerninjektion farbt dieses den Kern leicht
rotlich an, da das Hidmoglobin nicht aus dem Kern exportiert werden kann. Im Schnitt wurde
der Kern bei % aller durchgefiihrten Injektionen getroffen.

Die Menge an 60S rUE, welche pro Oocyte injiziert wurden lag bei ca. 500 ng. Dazu
proportional lag auch die Menge an Radioaktivitit, welche je nach Giite oder Alter der
Markierung zwischen dem absoluten Minimum von 200 und weit {iber 1000 cpm pro Oocyte
liegen konnte. Nach erfolgter Injektion wurden die Oocyten solange bei 4°C inkubiert, bis

alle Injektionen abgeschlossen und mit der Uberfiihrung der Oocyten in Medium bei RT die
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Messreihe begann. Pro Messwert wurden folgend mindestens 10 Oocyten dem Ansatz
entnommen und in 1% TCA/Ori-Medium bei 4°C fixiert.

Nach 30 miniitiger Fixierung wurden der Zellkern aus der Oocyte prapariert und beides
Zellkern und der Oocytenrest separat voneinander {iber die Fliissigkeiszintillationszdhlung auf
ihren Gehalt an Radioaktivitdt hin ausgewertet. Die Werte zueinander ins Verhdltnis gesetzt,

ergaben die prozentuale Menge der im Zellkern befindlichen Radioaktivitét.

2.10 Darstellung einer Messreihe

Um zu ermitteln mit welcher Dosis an Hsp90 Inhibitoren man am besten arbeiten konnte,
wurden entsprechende Vorversuche unternommen. Hierbei wurde die Bildung apoptotischer
Zellen in Abhédngigkeit zur eingesetzten Konzentration der entsprechenden Inhibitoren
betrachtet. Dabei sollten nach der sechs Stunden umfassenden Messung keine apoptotischen
Zellen entstanden sein. Die hochste Konzentration, welche diese Voraussetzung erfiillte,
wurde spiter fiir die Messungen eingesetzt. Es stellte sich hierbei heraus, dass man bei
Novobiocin mit einer maximalen Endkonzentration von 0,5 mM und bei Radicicol mit einer
maximalen Endkonzentration von 0,2 mM pro Oocyte arbeiten konnte.

Die Oocyten wurden mit radioaktivmarkierten 60S rUE vorinjiziert und auf Eis bei 4°C
aufbewahrt. AnschlieBend wurden in 50% der vorinjizierten Oocyten die Inhibitoren in das
Cytosol coinjiziert und die Messung durch Uberfiihrung der Oocyten in Inkubationsmedium
bei RT gestartet.

Zur Kontrolle wurden stets auch jeweils 10 Oocyten bei 4°C auf Eis belassen.

2.11 Einfluss von Novobiocin auf den Export von 60S rUE in vive

Die Oocyten wurden mit jeweils etwa 500 ng '*J markierten 60S rUE vorinjiziert.
Anschliefend wurden in das Cytosol 50 nl einer 10 mM Novobiocin/Ori-Losung bzw. reine
Ori-Losung coinjiziert. Daraus resultiert eine cytosolische Endkonzentration von 0,5 mM

Novobiocin pro Oocyte.
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Abbildung 2.8:

Der Unterschied im Kurvenverlauf ist deutlich erkennbar. Die Aktivitdt von Hsp90
wird in der Oozyte durch Novobiocin entscheidend reduziert. Der Effekt liegt sogar
tiber dem von Geldanamycin (Rosmus 2000), was jedoch auch der geringeren
Spezifitdt von Novobiocin zugeschrieben werden kann, da die in vitro Studien ein
genau gegensitzliches Ergebnis erbringen. Die Fehlerbalken geben die
Standardabweichung wieder.

Uber einen Zeitraum von sechs Stunden wurde den Inkubationsansitzen jeweils zehn Oocyten
pro Stunde zur Fixierung und Auswertung entnommen, je zehn Oocyten pro Ansatz
verblieben liber den gesamten Messzeitraum bei 4°C auf Eis (siche Abbildung 2.8).

Die Zugabe von Novobiocin inhibiert den Export von 60S rUE aus dem Zellkern von
Oocyten. Uber den gesamten Zeitverlauf verbleibt die Novobiocinkurve iiber der des
Normalexportes und erreicht mit 51% kernstdndiger Radioaktivitidt nach den sechs Stunden

auch einen deutlich hoheren Endwert.

2.12 Einfluss von Radicicol auf den Export von 60S rUE in vive

In vitro im Vesikelmesssystem konnte bereits gezeigt werden, dass Radicicol den von Hsp90

verursachten Exporteffekt deutlich zu reduzieren vermag. Dieser Effekt sollte nun in vivo
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{iberpriift werden. Hierzu wurden die Oocyten wieder mit '*’J markierten 60S rUE in den
Kern vorinjiziert. Das in Ethanol geloste Radicicol (Konzentration 10 mM) wird in Ori-
Medium auf 4 mM Endkonzentration verdiinnt, so dass bei einer cytosolischen Injektion von
50 nl eine Gesamtkonzentration von 0,2 mM Radicicol pro Oocyte erreicht wird. Die
Messreihe wurde dann wie oben beschrieben angelegt. Jedoch musste hier der
Kontrollinjektion ein entsprechendes Aquivalent Ethanol beigegeben werden, um einen
moglichen Einfluss von Ethanol auf den Transport von vornherein ausschlieen zu kdnnen.

Die Ergebnisse ergeben den Kurvenverlauf von Abbildung 2.9 .
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Abbildung 2.9:

Auch hier ist der Einfluss von Radicicol deutlich sichtbar. Die Exportkurve unter
Einfluss des Inhibitors bleibt wihrend des gesamten Zeitverlaufs iiber der normalen
Exportkurve. Diw Differenz auch im Endpunkt ist zwar nicht gro3, aber aufgrund der
angegeben Fehlertoleranz (Fehlerbalken, Standardabweichung) durchaus signifikant.

Hier bestitigt sich zum einen das Ergebnis der Endpunktbestimmung (siehe 2.6), wo sich der
Hsp90 Effekt ebenfalls reduzieren lieB, zum anderen zeigt es erneut das ein in vivo
eingesetzter Inhibitor von Hsp90 auch Auswirkungen auf den Export von 60S rUE aus dem

Zellkern der Oocyten nach sich zieht.
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2.13 Phosphorilierung von Hsp90

In der Literatur wird beschrieben, dass Hsp90 zusammen mit der Serin/Threonin-Kinase
Caseinkinase II (im Folgenden CKII genannt), ein Heterotetramer bestehend aus zwei
katalytischen o- und zwei regulatorischen B-Untereinheiten, komplexiert, um wie bei vielen
anderen Kinasen auch deren Funktionalitit zu stabilisieren (Mijata & Yahara 1992, 1995).

Gleichzeitig kann Hsp90 von der CKII phosphoryliert und somit beeinflusst werden.
Insgesamt besitzt Hsp90a 17 und Hsp90B 15 potentielle Motive, um von der CKII
phosphoryliert werden zu konnen, wenn man die Konsensussequenz von S/T-X-X-D/E
(Pearson & Kemp 1991) als Erkennungssequenz zu Grunde legt. Natiirlich sind nicht alle
potentiellen Phosphorylierungsstellen gleichsam physiologisch bedeutend. Bisher konnten
lediglich drei der fiinf Threonine beim hHsp90a sowie ein von zwdlf Serinen und zwei von

drei Threoninen beim hHsp90p als mogliche Phosphorylierungsstelle ausgeschlossen werden.

Insgesamt verbleiben demnach noch folgende Reste als potentielle Phosphorylierungsstellen:

1.) fiir hHsp90a

die Serinreste: 39, 63, 68, 72, 231, 263, 470, 476, 641, 658, 677 und 726
die Threoninreste: 90 und 566
2.) fiir hHsp90pB
die Serinreste: 34, 58, 63, 67, 225, 255, 261, 462, 468, 669 und 718
der Threoninrest: 85

Da man bisher zudem iiber die dreidimensionale Struktur von Hsp90 nur sehr wenig weil,
kann man auch die Bedeutung der Phosphorylierungsstellen bisher nur vage erortern.

Stets wird auch das Potential von Hsp90 zur Autophosphorylierung diskutiert. Bisher konnte
eine Kinase Beteiligung an diesem Phdnomen nie ganz ausgeschlossen wird. Aufgrund des
Proteinspektrums im SDS-Gel ldsst sich nicht ausschlieBen, dass beispielsweise die CKII mit
der Hsp90-fraktion eluiert.

Daher wurde die Hilfte einer nach der Gelfiltration erhaltenen Hsp90 Probe zusitzlich iiber
eine Heparinsdule gegeben, um die CKII, welche iliber ihre a-Untereinheit sehr affin an

Heparin zu binden vermag, aus der Préparation zu verdringen. Die auf diese Weise erhaltenen



Ergebnisse 39

zwei Hsp90 Proben wurden anschlieBend auf Unterschiede im Grad ihrer

Eigenphosphorylierung hin untersucht (siche Abbildung 2.10).
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Abbildung 2.10: Die ATPy*’P-Konzentrationen der einzelnen Proben lagen bei 0; 35 uM;
175uM; 350 uM; 1,75 mM; 3,5 mM; 17,7 mM; und 35 mM. Unter 1. sind die Hsp90-
Proben nach der Gelfiltrationsséule gezeigt. I1. gibt die Hsp90-Proben nach der
zusétzlichen Heparinsdule wieder. Sowohl die Intensitit als auch das Signalmuster
differieren deutlich voneinander.

Der Grad an Autophosphorylierung wird tatsdchlich erheblich reduziert, aber nicht komplett
aufgehoben. Im Zuge dessen scheint eine Beteiligung der CKII an der Hsp90
Phosphorylierung der Gelfiltrations-Probe als sehr wahrscheinlich.

Es zeigte sich, dass sowohl die Phosphorylierung als auch die Zugabe spezifischer Inhibitoren
den Einfluss von Hsp90 auf die Exportrate von 60S rUE zu reduzieren vermdgen. Diese
funktionellen Verlagerungen kdnnten durch vergleichbare strukturelle bzw. konformelle
Verdnderungen im Protein provoziert werden. Daher kdnnte es mdglich sein das sich die eine
oder andere Phosphorylierungsstelle durch die Bindung von Geldanamycin, Novobiocin oder
Radicicol maskieren ldsst, so dass sie von der CKII eventuell nicht mehr zu erkennen und zu

phosphorylieren ist.
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Die Abbildung 2.11 zeigt die Abhingigkeit des Phosphorylierungsgrades durch die CKII

unter Einsatz der drei Hsp90 spezifische Inhibitoren.
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Abbildung 2.11: Die
Inkubationsansétze wurden
grofBenmifig so gewihlt, dass
die daraus resultierenden
Gelproben ein Gesamtvolumen
von 50 pl hatten, um fiir zwei
Gele auszureichen. Zu jedem
Ansatz wurden 40 pU der a-
Untereinheit der CKII
zugegeben. Die Konzentration
an y**P-ATP betrug in allen
Proben 3,5 mM. Die Inhibitoren
wurden jeweils in
Konzentrationen von 50; 100;
500 und 1000 uM eingesetzt.
Die Menge an Hsp90 entsprach
in etwa 30 pg pro Probe.
Lediglich in einer Probe wurde
auf den Zusatz von Magnesium
verzichtet (Mg”" -). Bei allen
anderen Proben lag die
Magnesiumionen Konzentration
bei 5 mM. Interessanter Weise
dhnelt das Bandenmuster der
Probe ohne Magnesium denen
durch Zusatz von Radicicol und
Novobiocin beeinflussten.

Man kann erkennen, dass sich die Phosphorylierungsrate von Hsp90 durch die CKII nach

Zusatz von lediglich 100 pM Radicicol deutlich reduzieren ldsst. Auch Novobiocin

unterbindet die Phosphorylierung, jedoch auf andere Art und Weise als Radicicol, was sich im

Bandenmuster niederschldgt. Geldanamycin scheint in diesem Bezug keine Wirkung zu

haben.
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Abbildung 2.12:

In den Proben des oberen
Gels wurde y*’P-ATP in
den Konzentrationen

1 uM; 35uM; 100 uM;
350 uM; ImM; 3,5 mM
und 10mM eingesetzt.
Fiir die Proben des
unteren Gels wurden
dann jeweils 3,5 mM
gewihlt. Novobiocin
wurde dort in den
Konzentrationen 1; 2,5;
5; 10; 25; 50; 100; 250

Gl und 500 uM zugesetzt.
Alles andere entsprach
den Werten wie in
Abbildung 2.11.

Eine  genauere  Konzentrationsabhingigkeit = zwischen = Novobiocin und dem
Phosphorylierungsgrad zeigt, dass die Phosphorylierung bei niedrigen Novobiocin
Konzentration gegeniiber der normalen Phosphorylierung deutlich reduziert ist, dass aber erst
ab einer Novobiocin Konzentration

unterbunden wird (siehe Abbildung 2.12).

von 250 puM die Phosphorylierung insgesamt

Im folgenden war es interessant zu erfahren, ob sich eine derartige Wirkung auch bei den
Fragmenten von Hsp90 (N-Terminus AS 1-237; C-Terminus AS 238-732) zeigt.

Die Inhibierung der Phosphorylierung macht sich demnach erst bei recht hohen
Konzentrationen von Radicicol bemerkbar, wihrend eine Wirkung von Geldanamycin auch
hier ausbleibt. Vergleichbare Studien mit dem C-terminalen Fragment (AS 238-732) und
Novobiocin sollten das bestéitigen, was Novobiocin im Gesamtprotein bereits an Wirkung
zeigen konnte. Hierbei zeigte sich jedoch lediglich, dass sich das Fragment bei einer sehr
hohen Konzentration an ATP in einem sehr geringem Malle autophosphorylieren kann (siehe
Abbildung 2.14). Eine Auswirkung von Novobiocin auf die Phosphorylierung des Fragments
durch die CKII konnte jedoch nicht festgestellt werden.



Ergebnisse 42
& Zeld '
% % SielEr el M Abbildung 2.13:
wor #r Hier wurde der Einfluss
! . R 20 w45 kDa von Geldanamycin und
e 2t & ey Radicicol auf die durch
M———J 31 kDa die CKII katalysierte
—— e, - Phospghorylierung  von
; Hsp90 untersucht.
Autoradiogramm Geldanamycin und
Radicicol wurden jeweils
- RN in den Konzentrationen
10; 25; 50; 100; 250;
500 und 1000 pM
M K Radicicol zugegeben. Die. v?P-
e — ATP Konzentration lag
Erae B : Fae f jeweils bei 3,5 mM.
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lag die v “P-ATP
- A —— Konzentration bei 3,5
mM. Weiteres siche
Abbildung 2.11.
| 200
116
87 Abbildung 2.14:
85 y?P-ATP wurde in den

Konzentrationen von
1; 3,5; 10; 35; 100; 350;
500; 1000; 3500 und
10000 uM eingesetzt.
Unter 1. wurde den
Proben jeweils 40 pU
CKII (o-Untereinheit)
zugegeben, was unter II.
weggelassen wurde.
I I Alles andere verblieb wie
unter Abbildung 2.11
erklart.
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ATP-Konzentration Autoradicgramm
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2.14 Charakterisierung unterschiedlicher Quervernetzungsreagenzien

Ein Quervernetzer, welcher filir derartige Studien Verwendung findet, sollte
heterobifunktional sein, was soviel heilit, als dass er tiber zwei unterschiedliche reaktive
Gruppen unter unterschiedlichen Bedingungen mit Proteinen kovalente Bindungen eingehen

kann. In den meisten Féllen handelt es sich bei der

NO2 0 ersten reaktiven Gruppe um einen Ester, welcher je

‘| C\ nach Gestaltung mit unterschiedlichen funktionellen

C —0—< Gruppen der Aminosdureseitenketten unter pH

/ neutralen Bedingungen kovalent reagieren kann,

N3 o) wihrend es sich bei der anderen Gruppe meist um

eine Azidogruppe handelt, welche unter Bestrahlung
Abbildung 2.15: . . . )
Struktur von (N-(5-Azido-2- mit UV-Licht entsprechender Wellenldnge mit

Nitrobenzoyloxy)succinimid; ANS benachbarten  Gruppen  ebenfalls  kovalente
Bindungen eingeht. Entscheidend fiir die spitere Ausbeute ist jedoch meistens die Linge des
zwischen den beiden Gruppen befindlichen Molekiilrestes. Des weiteren sollte darauf geachtet
werden, dass sich der Quervernetzer moglichst gut im wéssrigen Milieu 16st, bzw. ein
Losungsmittel zum vorlosen gewdhlt werden kann, welches das System, in welchem spéter
gearbeitet werden soll, nicht allzu sehr beeinflusst.

Schlielich wurden drei verschiedene Quervernetzer getestet, um zu eruieren mit welchem

man am ehesten brauchbare Quervernetzungen erzielen konnte.

Verwendet wurden hierbei die Crosslinker:

SASD ( Sulfosuccinimidyl-2-(p-azidosalizylamido)ethyl-1,3'-dithiopropionat , Pierce),
APAI (p-Azidophenylacetylimidoester) und

ANS  ( N-(5-Azido-2-Nitrobenzoyloxy)succinimid, Sigma-Aldrich) (sieche Abbildung 2.15).

SASD stellt sicherlich fiir die Verwendung innerhalb eines solch komplexen Systems einen

1251 markiert als

idealen Quervernetzer dar (siche Abbildung 2.16). Denn er kann sowohl {iber
auch reduktiv gespalten werden, was eine Identifikation von Quervernetzten Proteinen extrem

erleichtern wirde.
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OH o o  SO:Na
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H

Abbildung 2.16:
Struktur von Sulfosuccinimidyl-2-(p-azidosalizylamido)ethyl-1,3'-dithiopropionat ; SASD

So lieBe sich das unbekannte Protein iiber den jodierten Rest radioaktiv markieren und nach
erfolgter Abspaltung vom bekannten Protein dieses separat der Sequnzanalyse zufiihren. Es
zeigte sich jedoch, dass die beiden kiirzeren Quervernetzer APAI und ASN wesentlich
effektiver waren als der mit iiber 18 nm doch recht lange SASD. Zudem birgt ein langer
Spacerarm stets die Gefahr einer unspezifischen Verknilipfung, gerade im Bereich des
Kernporenkomplexes, welcher an sich ja nur knapp 30 nm im Durchmesser misst.

Die beiden kurzen Quervernetzer zeigten im Versuch dhnliche Resultate. ASN ist zwar

der etwas kiirzere Quervernetzer, da ihm eine Acetylgruppe zwischen den reaktiven Gruppen
fehlt, dennoch bot das APAI zwei wesentliche Vorteile. Erstens stand es in grof3erer Menge
zur Verfligung und konnte jederzeit nachsynthetisiert werden, zweitens wies es als
Hydrochlorid bessere Losungseigenschaften auf als das ASN. Dadurch wurde im weiteren das

APALI als Quervernetzungsreagenz eingesetzt.

2.15 Darstellung und Verwendung des heterobifunktionalen
Quervernetzers APAI

Die Synthese von APAI erfolgt nach einer Anleitung von Fink, Fasold und Rommel (Fink et
al. 1980). Das Edukt p-Aminobenzylcyanid wird diazotiert und anschlieBend in para-Stellung
in die Azidoverbindung umgesetzt. Die Azidogruppe konnte im Infrarotspektrum bei 2124
cm™' mit einer Transmission von 7% gegeniiber dem Leerwert (Luft) nachgewiesen werden.
Anschliefend wird die Nitril-Gruppe unter Chlorwasserstoffsdtigung mit Methanol in den
Imidoester umgesetzt.

APALI ldsst sich hochkonzentriert in Methanol vorlésen und vor der Zugabe zum Protein in

1M NaPO; entsprechend verdiinnen und abpuffern.
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Den Imidoester ldsst man dann mit freien Aminogruppen des ersten querzuvernetzenden
Proteins (Hsp90) unter Lichtausschluss reagieren, um eine frithzeitige Reaktion der
Azidogruppe und damit interne Quervernetzungen zu vermeiden.

Die Reaktion lduft innerhalb von 30 min bei RT oder 90 min bei 4°C ab. Es erwies sich als
erfolgreich, den Quervernetzer gegeniiber dem Protein im molaren Verhiltnis von 5 : 1

gegeniiber dem zu vernetzenden Protein einzusetzen.

Uberschiissiger Quervernetzer wurde durch

NH' CL Zugabe von 1M Tris/HCI pH 7,4 abgefangen.
7 Die Proteinlosung wurde danach mit frisch
O — CH; isolierten Zellkernen inkubiert und schlieBlich

mit UV-Licht bei 254 nm bestrahlt, um die
zweite Verkniipfung zu erzeugen. In der

Hoffnung auf diese Weise unbekannte

Abbildung 2.17:

Proteine markiert zu haben, konnten diese in
Struktur von p-Azidophenylacetylimidoester; APAI

der folgenden Analyse herausisoliert werden.

2.16 Analyse und Isolierung quervernetzter Proteine aus der
Kernmembran

Die Zellkerne wurden nach erfolgter Quervernetzung mehrmals in HEPES-Puffer gewaschen,
um nicht vernetztes Protein zu entfernen. AnschlieBend wurden von den Kernen Vesikel
erstellt, indem die Zellkerne in einem hypotonem Medium geldst und mit DNasel behandelt
wurden. Durch das hypotone Medium werden die Zellkerne gedffnet, was die DNase an die
Kernstindige DNA bringt und diese vor Ort abbaut. AnschlieBend wurde die
Vesikelsuspension zentrifugiert. Die pelletierten Vesikel wurden in sehr wenig Puffer
resuspendiert auf 1M NaCl und 1% Triton X-100 eingestellt und fiir eine halbe Stunde
inkubiert. Durch verdiinnen der Suspension unterschreitet man die kritische
Micellenbildungskonzentration von Triton X-100 und bringt so alle solubilisierten
Bestandteile der Kermembran in Lésung. Hierdurch wurden alle peripheren und ein gewisser

Teil membransténdiger Proteine aus den Vesikeln herausgeldst und ein Kernextrakt erstellt.
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Durch Zentrifugation entfernt man alle nicht 16slichen Bestandteile der Suspension und
konzentriert den Uberstand anschlieBend mittels Ultrafiltration wieder auf.
Die Proteine wurden in einer SDS-PAGE aufgetrennt und konnten anschlieBend im

Phosphoimager oder iiber Westernblot-Analyse auf Markierungen hin untersucht werden.

2.17 Markierung von Proteinen

Die fiir die Quervernetzungsversuche verwendeten Proteine wurden unterschiedlich markiert.
Hsp90, welches aus Rattenleberzellen isoliert wurde, konnte entweder radioaktiv mit 1257 oder
durch Biotinylierung markiert werden. Alle in E.coli expremierten Proteine, wie die Hsp90
Fragmente der AS 1-237 und AS 238-732, trugen ein endstdndiges His-tag und konnten iiber
einen speziellen Antikorper (Anti-(His)s IgG aus der Maus; Quiagen) im WesternBlot

Verfahren spezifisch nachgewiesen werden.

2.17.1 Biotinylierung von Hsp90

Hsp90 wurde zur spéteren Detektion sowohl in den Quervernetzungsversuchen als auch in
elektonenmikroskopischen Aufnahmen mit Biotin markiert.  Fiir die Arbeiten mit
Quervernetzungsreagenzien wurde das Biotin iiber einen Maleinimidester an Hsp90
gekoppelt, da dieser spezifisch mit endstidndigen Sulfhydrylgruppen kovalent bindet und
somit nicht mit dem Quervernetzungsreagenz in Konkurrenz tritt, welches freie
Aminogruppen zur Kopplung benétigt. Fiir die spiateren EM-Aufnahmen wurde das Biotin
auch durch einen Succinimidester an Aminogruppen gekoppelt. Die Biotinylierungen lassen
sich nach der Proteinauftrennung in einem 12,5% SDS-PAGE im Western-Blot {iber ein

Peroxidase gekoppeltes Avidin nachweisen.

2.17.2 Radioaktive Markierung von Proteinen mit dem Radioisotop '*°J

Hsp90 und die Proteine der 60S rUE wurden auf zweierlei Weise radioaktiv markiert. Das
eine Verfahren folgt der Vorschrift nach Hunter und Greenwood (Hunter & Greenwood
1962). Uber das Reduktionsmittel Chloramin-T wird in einer Na'*’J Losung Jodid freigesetzt.
Nach Zugabe zu einer Proteinlosung reagiert das freie Jodid kovalent mit den
Tyrosinseitenketten und markiert hierliber das gesamte Protein radioaktiv. Durch Zugabe von

Ascorbat als Oxidationsmittel wird die Reaktion schlieBlich gestoppt. Uberschiissiges
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Radioisotop konnte iiber eine mehrmalige Dialyse gegen HEPES-Puffer aus der Proteinldsung
entfernt werden. In einer leichten Abwandlung dieses Verfahrens fand spéter eine Methode
der Firma Pierce (IodoBeads) Verwendung, bei der das Reduktionsmittel durch Bindung an
Sepharosekiigelchen imobilisiert wurde. Hierzu wurden zwei Sepharosekiigelchen fiir 5 min
mit der Na'*’J Losung vorinkubiert, anschliefend die Proteinlésung hinzupippetiert und nach
weiteren 15 min die Reaktion durch Trennung der Sepharosekiigelchen von der Losung
gestoppt. AnschlieBend wurde die Proteinlosung wie oben dialysiert. Hierdurch wird die
ganze Prozedur ein wenig einfacher und besser kontrollierbarer. Zudem erwies sich diese
methodische Abwandlung als schonenderes Verfahren fiir die Proteine, da das Jodid nicht auf
einen Schlag sondern kontinuierlich freigesetzt wurde.

Die Aktivitdt der Markierung wurde durch Auszdhlung im Fliissigkeitsszintilationszdhler

bestimmt. Die durchschnittliche Aktivitit der Proteinproben lag bei ca. 6 Bq/ug.

2.18 Quervernetzungsversuche mit Hsp90 aus Rattenhepatocyten

Das isolierte Hsp90 wurde wie beschrieben markiert und mit APAI fiir die Ausbildung einer
kovalenten Verkniipfung iiber den Imidoester unter Lichtausschluss inkubiert. Uberschiissiges
APAI wurde durch die Zugabe von Tris/HCl pH 7,4 abgefangen. Dann wurde ein
Reaktionsansatz erstellt, welcher neben HEPES-Puffer pH 7,4, 5 mM MgCl,, 2 mM DTT und
4 mM ATP eine entsprechende Menge isolierter Zellkerne enthielt. Die Menge der
eingesetzten Kerne richtete sich nach der Menge an verfiigbarem Hsp90. Es erwies sich als
giinstig Hsp90 in einem Verhéltnis von 1:1 im Bezug die Menge an Kernmembranprotein
einzusetzen. Die Menge an Kernmembranprotein errechnet sich wie oben unter 2.1
beschrieben. Das ergibt bei einer Menge von 1 mg einsetzbarem Hsp90 die Menge von 20 OD
isolierter Zellkerne. Der Reaktionsansatz wurde fiir 20 min unter Lichtausschluss und unter
leichtem Riihren bei RT inkubiert. AnschlieBend wurde fiir 10-15 min bestrahlt.

Die Kerne wurden pelletiert und mehrmals gewaschen. Danach wurde ein Kernextrakt
erstellt, die Proteine davon aufkonzentriert, in einer SDS-PAGE und iiber den

Phosphoimager, bzw. iiber Western-Blot analysiert.



Ergebnisse 48

2.19 Quervernetzungsversuche mit Fragmenten von hHsp90a

Mit den Fragmenten zum einen des N-Terminus mit den Aminosduren 1-237 (ca. 33 kDa) und
zum anderen mit dem C-Terminus mit den Aminosduren 238-732 (ca. 60 kDa) wurde dhnlich,
wie unter 2.18 flir das Hsp90 aus der Ratte bereits beschrieben, verfahren.

Einziger Unterschied bestand darin, dass fiir diese Versuche das Verhéltnis zwischen
eingesetzten Kernen und eingesetztem Fragmentprotein ein anderes war, da die Fragmente
nicht die gleiche Spezifitit aufwiesen wie das isolierte Hsp90. Dies hangt sicherlich zum
einen damit zusammen, dass man bei dem Einsatz der Fragmente organismusiibergreifend
arbeitet, wiahrend man beim isolierten Hsp90 innerhalb des Organismus bleibt. Desweiteren
spielt sicherlich auch die unterschiedliche Biosynthese der Proteine eine Rolle, da ja
inzwischen hinreichend bekannt ist, dass in E.coli exprimierte eukaryontische Proteine nicht
in allen Details den natiirlich exprimierten Proteinen entsprechen. Daher wurde das

Mengenverhéltnis zwischen Fragmentprotein und Zellkernproteinen auf 2:1 erhdht.

2.20 Identifizierung von quervernetzten Proteinen

Sowohl in den Autoradiogrammen als auch in den Western-Blots zeigten sich sowohl fiir das
isolierte Hsp90 als auch fiir die Fragmente Markierungen in unterschiedlicher GroBenlage.
Eine prizise Zuordnung gestaltete sich jedoch &uBerst schwierig, da die Signale in den
meisten Fillen unterhalb der Proteindetektionsgrenze lagen, so dass man zwar eine leichtes
Signal im Autoradiogramm und im Western-Blot erkennen konnte, dieses jedoch nicht auf
Proteinbanden im zugehorigen Gel bzw. auf der Membran projizieren konnte (siehe
Abbildungen 2.18-2.21).

In der Abbildung 2.18 kdnnen im Kernextrakt zwei Banden im Grofenbereich von 75 und 90
kDa klar zugeordnet werden. weitere Banden in oberen Molekularbereichen lieBen sich
lediglich erahnen.

In weiteren Versuchen konnte sich eine weitere Bande herauskristallisieren, welche sich in
Abbildung 2.18 lediglich andeuten lie3 (sieche Abbildung 2.19). Diese Bande lieB sich auch
iiber die Quervernetzung des kleineren N-terminalen Fragmentes (AS 1-237) nachweisen,
wobei zuséitzlich noch eine weitere Bande im Kernextrakt auftrat (siehe Abbildung 2.20). Um
ausschlieen zu konnen, dass die Markierung im Western-Blot auf eine unspezifische
Kreuzreaktion der Antikorper zuriickzufiihren ist, wurde stets eine Negativ- und
Positivkontrolle mitgefiihrt. Hierbei wurde stets von einem Teil der priaparierten Zellkerne ein

Extrakt erstellt, um es in der SDS-PAGE und spéter im Western-Blot mit zu analysieren. Als
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Positivkontrolle diente stets die einfache Proteinprobe des zu vernetzenden Proteins (siche
Abbildung 2.21).
Die Zuordnung zwischen Signal und Proteinbande im Western-Blot blieb jedoch weiterhin

duBerst schwierig.

la I

-

Abbildung 2.18: Gezeigt wird der Western-Blot einer Quervernetzung zwischen dem
N-terminalen Fragment von Hsp90 (AS 238-732) und isolierten Rattenleberzellkernen
iiber das Reagenz APAI. Unter 1. befindet sich das Kernextrakt. II. bezeichnet den
Uberstand der nach der Quervernetzung und den Waschvorgingen anfiel. Hierbei zeigt
sich, dass sich das Fragment nur leicht homolog quervernetzt und als Dimer auftritt (D).
Der GroBteil im Uberstand bleibt als Monomer (Mo) erhalten. Unter III. ist das
Ergebnis einer leichten Vorextraktion zu sehen bei der mit 250 mM NaCl in HEPES-
Puffer fiir 15 Minuten extrahiert wurde. Ia und Illa stellen VergroBerungen und
Kontrastierungen der eingerahmnten Bereiche dar. Die Pfeile verweisen zum
GroBenvergleich in die entsprechenden Originalbereiche.
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Abbildung 2.19: Dargestellt ist erneut ein
lla Western—Blot, welcher in der ersten Bahn den
Uberstand nach Quervernetzung und
Waschvorgang wiedergibt. Auch hier zeigt sich
eine leichte homologe Quervernetzung unter
den Fragmentproteinen, das Homodimer wird
auch hier mit D gekennzeichnet, das
verbliebene Monomer mit Mo. In der zweiten
und dritten Bahn sind zwei Kernextrakte
aufgefiihrt, welche beide eine deutliche Bande
jenseits der 200 kDa Molekiilgewicht
aufweisen, was iiber die jeweilige
VergroBerung und Kontrastierung der
entsprechenden Bereiche in den Bahnen ITa und
[M1a gut herauskommt. Auch die Bande im
Bereich von 90 kDa ist, wenn auch stark diffus,
zu erkennen. Ebenso die Bande bei 75 kDa,
welche ebenfalls in der Abbildung 2.18 klarer
hervortritt, deutet sich hier an.

Abbildung 2.20:

Die  Quervernetzung des  N-
terminalen Fragments (AS 1-237)
gestaltete sich dhnlich wie die des
C-Terminus. Lediglich die Ausbeute
lag deutlich niedriger. In der ersten
Bahn ist erneut der Uberstand nach
der Quervernetzung und
anschliefendem Waschvorgang
gezeigt. Deutlich erkennbar ist, dass
ein grofer Teil des Fragments nicht
gebunden hat und rausgewaschen
wurde. Interessanter weise geht
hierbei das Homodimer nicht in die
Losung iiber sondern tritt erst mit
den Kernextrakten der Bahnen II
+I1I, dort aber deutlich, auf. In der
zweiten und dritten Bahn zeigt sich
eine Bande jenseits der 200 kDa,
welche der Bande wie sie in
Abbildung 2.19 zu sehen ist stark
dhnelt. In der dritten Bahn tritt
zusétzlich eine Bande bei 90 kDa
deutlich zu Tage. Bei genauer
Betrachtung ist auch eine sehr
diskrete Bande oberhalb  der
dominanten Dimerbande bei etwa
75 kDa zu erkennen.
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Dies machte natiirlich auch eine Analyse durch eine partielle Sequnzierung unmoglich. Es
wurden daher priparative Gele erstellt und die betreffenden Bereiche ausgeschnitten und die
Proteine anschlieend aus dem Gel riickeluiert. Die Gele wurden hierfiir in einer Coomassie-
Blue Férbelosung ohne Essigsdure angefdarbt und in 50% Methanol wieder entfdrbt. Die
interessanten Gelbereiche wurden herausgeschnitten, zerkleinert und in eine

Riickelutionskammer gegeben. Die Riickelution erfolgte liber einen Zeitraum von 5 h bei RT.
Die Anodenfalle, in welcher sich die eluierten Proteine sammeln, wurde regelmaflig entleert

und die entnommenen Ldsungen vereinigt.

Abbildung 2.21:

200== Kontrolle der
e Quervernetzungsversuche. In
B 116 - der ersten Bahn des Western-
97 Blots wurde das N-terminale
&« Fragment als Positivkontrolle
mitlaufen gelassen. In der
zweiten Bahn lief ein
66 - erstelltes Kernextrakt als
: Negativkontrolle mit. Im
. Kernextrakt trat keinerlei
5 "'- Signal  auf. Die  mit
' Amidoschwarz gefirbte
Membran ist durch den Film
‘ ‘ hindurch zu erkennen. Eine
' weitere Positivkontrolle
liefert der Marker, bei dem
die 31 kDa Proteinbande in
allen Western-Blots angeférbt

I H M : werden konnte.

Die Gesamtmenge an Eluat wurde anschlieBend mittels Ultrafiltration und danach in der
Speedvac wieder aufkonzentriert. Die Konzentrate konnten dann in einer erneuten SDS-
PAGE und anschlieBendem Western-Blot erneut untersucht werden. In den seltensten Féllen
konnten nachher distinkte Banden erkannt und zugeordnet werden, da sich meistens ein
breiter Schmier iiber die Gesamte Gelbahn ausbildete. Dennoch zeigte sich, dass drei
Proteinbanden auf dies Art und Weise soweit angereichert werden konnten, dass sie auf der
PVDF-Membran nach Amidoschwarzfirbung in der Form zu erkennen waren, dass sie

ausgeschnitten und der Proteinsequenzierung zugfiihrt werden konnten.
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Die ausgeschnittenen Membranstiicke wurden an das MPI fiir Biochemie Abteilung
Proteinchemie in Miinchen Martinsried geschickt und von Dr. Mann nach LysC-Spaltung

vom N-Terminus ausgehend sequenziert.

2.21 Ergebnisse der Proteinsequenzierungen

Die Proteinbanden mussten von der Membran herunter gespalten werden, da der
Quervernetzer nicht spaltbar und somit das Hsp90 Fragment nicht von dem markierten
Protein getrennt werden konnte. Somit konnte man nicht einfach vom N-Terminus aus
sequenzieren, da ansonsten stets ein Gemisch an abgespaltenen Aminoséduren auftreten wiirde.
Zudem war die Proteinmenge trotz aller Bemiithungen duferst diirftig, so dass lediglich von
einer der drei eingeschickten Banden Fragmente nach dem LysC-Verdau ansequenziert
werden konnten. Bei dieser Bande handelt es sich um jene , welche bei ca. 250 kDa gefunden
und herausgeschnitten wurde.

Zwei der erzielten Fragmente konnten dabei sequenziert werden, und ergaben folgendes

Ergebnis:
1. Sequenz: CKESW
2. Sequenz: NRGLPP

Beide Sequenzen stammen nicht vom Hsp90 Fragment (AS 238-732), daher sind sie einem
anderen Protein zuzuordnen. Uber eine Sequenzdatenbankrecherche

(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/blast) wurde versucht, diese Sequenzen bereits bekannten

Proteinen zuzuordnen. Beide Sequenzen stammen von Fragmenten, welche aus der selben
Bande erstellt worden sind. Entsprechend sollten die Sequenzen auf dasselbe Protein

hindeuten.


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/blast
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Die Suche fiir die Sequenz CKESW ergab folgende Treffer mit 100 Protzentiger

Ubereinstimmung:
1.) KIAA0864 Protein [Homo sapiens]
2.) AKO007566 vermutlich [Mus musculus]
3) Nup57 Protein [Saccharomyces cerevisiae]
4.) Kallmann Syndrom Protein [Gallus gallus]
5. Hypothetisches Protein W05B5.2 [Caenorhabditis elegans]

6.) Pankretischer Polypeptidrezeptor Y4  [Cavia porcellus]

Fiir die Sequenz NRGLPP wurden folgende Proteine ermittelt, bei denen die Sequenz zu

100% Ubereinstimmung zeigt:

1.) Inositol Polyphosphat 5-Phosphatase ~ [Homo sapiens]

2.) Phenylalanin Ammonium Lyase [Homo sapiens]

3.) RNA2 Polyprotein [Wheat yellow mosaic virus]
4.) Hypothetisches Protein Y5S3G8AR.a  [Caenorhabditis elegans]

5.) Protoporphyrin IX Magnesium Chelatase [Methanococcus jannaschii]

Mit einer Ubereinstimmung von 83,3 Prozent wurde jedoch erneut Nup57 [Saccharomyces

cerevisiae] angegeben. Die Sequenziibereinstimmung lautet hier:

gefundene Sequenz: NRGLPP
Ubereinstimmung: NRGLP-
Nup57 AS 424-428: NRGLPL

Dieses Ergebnis legt die Vermutung nahe, dass es sich bei dem, iiber eine Quervernetzung mit
dem Hsp90-Fragment (AS 238-732) markierten Protein um ein homologes Protein von Nup57
aus Saccharomyces cerevisiae handeln konnte. Bei hoheren Eukaryoten wurde das
Nucleoporin p54, welches am p62-Komplex beteiligt ist, als dem Nup57p aus S.cerevisiae
homologes Protein beschrieben. Uberpriifungen der Sequenzen ergaben in diesem Fall aber

kaum Ubereinstimmungen.
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Die Sequenz von Nup57p aus S.cerevisiae lautet folgendermalien, die gefundenen Sequenzen

sind hierbei farblich hervorgehoben.

1 MFGFSGSNNG ~ FGNKPAGSTG ~ FSFGQNNNNT

31 NTQPSASGFG ~ FGGSQPNSGT  ATTGGFGANQ

61 ATNTFGSNQQ  SSTGGGLFGN  KPALGSLGSS

91 STTASGTTAT  GTGLFGQQTA  QPQQSTIGGG
121 LFGNKPTTTT  GGLFGNSAQN NSTTSGGLFG
151 NKVGSTGSLM  GGNSTQNTSN  MNAGGLFGAK
181 PQNTTATTGG  LFGSKPQGST  TNGGLFGSGT
211 QNNNTLGGGG LFGQSQQPQT  NTAPGLGNTV
241 STQPSFAWSK ~ PSTGSNLQQQ  QQQQIQVPLQ
271 QTQAIAQQQQ LSNYPQQIQE  QVLKCKESWD
301 PNTTKTKLRA  FVYNKVNETE  AILYTKPGHV
331 LQEEWDQAME KKPSPQTIPI QIYGFEGLNQ
361 RNQVQTENVA  QARIILNHIL EKSTQLQQKH
391 ELDTASRILK  AQSRNVEIEK  RILKLGTQLA
421 TLKNRGLPLG IAEEKMWSQF  QTLLQRSEDP
451 AGLGKTNELW ARLAILKERA  KNISSQLDSK
481 LMVFNDDTKN QDSMSKGTGE  ESNDRINKIV
511 EILTNQQRGI  TYLNEVLEKD  AAIVKKYKNK
541 T

Die Ubereinstimmung beider Proteinsequenzen zwischen Nup57p und p54 betriigt ca. 45
Prozent. Da die gefundenen Sequenzen in diesem Protein jedoch nicht wiederzufinden sind
muss man davon ausgehen, dass es sich um ein anderes Homolog zu scNup57p handelt,
welches iiber die Proteindatenbank zur Zeit nicht ermittelbar ist.

Auch die Laufweite der Bande lésst auf ein anderes Protein schlieBen, da das Fragment von

einer Proteinbande jenseits der 200 kDa stammt.

2.22 Erstellung eines mit kolloidalem-Gold markierten Antikorpers

Diese Priparation erfolgte gemédR den Vorschriften von Slot und Geuze (Slot & Geuze 1985)
und Baschong und Wrigley (Baschong & Wrigley 1990).

Um zu bestimmen bis zu welcher maximalen Konzentration der Antikorper-Goldkomplex
stabil ist, wurde ein Flocculations-Test durchgefiihrt. Hierfiir wurden auf einen Parafilm
jeweils 5 pl einer Antikorperverdiinnungsreihe aufgetropft. Die Tropfen wurden mit 25 pl
Gold-Kolloid-Losung und anschlieBend mit 25 pl einer 10%igen NaCl-Losung vermischt. Die
Konzentration bei der ein erster Farbumschlag von leicht rétlich in ein schwaches blau zu
beobachten ist kennzeichnet die kritische Konzentration bei welcher der Protein-Goldkomplex

instabil zu werden beginnt. Fiir die spitere Komplexbildung nimmt man dann das doppelte
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der kritischen Konzentration als MaBstab fiir die einzusetzende Proteinmenge. Die
entsprechende Menge Antikdrper wurde dann mit den Goldkolloiden vermischt und fiir 15
Minuten gerilihrt. Der Ansatz wird auf mit eine BSA-LOsung auf eine Endkonzentration von
0,1% BSA eingestellt und fiir weitere 10 Minuten geriihrt. Die Losung wurde zentrifugiert
und das lockere Sediment in Puffer mit 0,1% BSA resuspendiert.

2.23 Elektronenmikroskopische Lokalisation von endogenem Hsp90a

Um die Lokalisation von Hsp90 im Bereich der Zellkernmembran genauer zu
charakterisieren, sollten elektronenmikroskopische Aufnahmen von verschiedenen
Inkubationsansitzen gemacht werden. Hsp90 und dessen Fragmente (AS 1-237 und 238-732)
wurden hierfiir mit den Zellkernen bei 4°C iiber Nacht inkubiert, da eine Inkubationszeit von
lh bei RT keinen Erfolg brachte. Die Zellkerne wurden gewaschen und anschliefend
entweder mit Streptavidin-Gold (8 nm Durchmesser) oder dem entsprechenden
goldmarkiertem Antikorper konfrontiert, fiir eine Stunde bei RT inkubiert und anschliefend
gewaschen. An dieser Stelle wurden auch die Proben erstellt, bei denen die Zellkerne
lediglich mit dem Antikorper inkubiert wurden. Diese Proben sollten dazu dienen den
Hintergrund fiir die EM-Aufnahmen bestimmen zu kénnen. Danach wurden die Zellkerne mit
Glutardialdehyd fixiert, erneut gewaschen und in Agar eingebettet.

In einer 0,5%igen Osmiumtetroxidlésung wurden die Kernmembranen angefarbt, um fiir die
Aufnahmen einen stirkeren Kontrast zu erzeugen. Nach einem weiteren Waschschritt wurde
die Probe entwéssert in Harz eingebettet und geschnitten. Versuche durch die Inkubation der

Zellkerne mit Hsp90 die Signalhdufigkeit zu erhéhen, schlugen allesamt fehl.
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Abbildung 2.22:

Das Bild A zeigt eine Ubersicht iiber einen priiparierten Rattenhepatozyten Zellkern. Die Innere- und
AuBere-Kernmembran (INM und ONM) sind angezeigt. Im rechten unteren Teil sind kleinere ER-
Vesikel zu erkennen, welche auch in der VergroBerung auftreten. Die beiden Rahmen geben die
Bereiche an welche im folgenden vergrofert dargestellt wurden. In dieser Abbildung ist lediglich der
Rahmen Nr. II vergrofBert als Bild B dargestellt. Hier erkennt man mehrere Goldpartikel, von denen
etliche an den ER-Vesikeln gebunden vorliegen. Zwei Partikel sind jedoch direkt am
Kernporenkomplex lokalisiert. Einmal in der &uBleren cytoplasmatischen Peripherie des
Kernporenkomplexes und einmal zentral auf der cytoplasmatischen Seite. Einen weiteren Partikel
ekennt man an der INM knapp oberhalb des unteren NPC.

Es konnte weder biotinyliertes Hsp90 iiber Streptavidin-Gold bzw. einen goldmarkierten
Anti-Hsp90a(N-17)-IgG, noch die Hsp90-Fragmente iiber einen goldmarkierten Anti-(His)s-
Tag IgG detektiert werden. Auch der goldmarkierte Anti-(His)s-Tag IgG zeigte kein Signal.
Lediglich der Anti-Hsp90a(N-17)-IgG allein wies nach der Inkubation mit den Zellkernen
Signale auf (sieche Abbildungen 2.22-2.26).
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Abbildung 2.23:

Das Bild zeigt eine stark
vergroBerte  Kernpore  knapp
oberhalb der Bezeichnung fiir die
Innere- und AuBere-
Kernmembran. Auch hier ist eine
Goldmarkierung zu erkennen,
welche sich im Bereich der
cytoplasmatische Fibrillen
befindet.

Die Aufnahmen zeigen Signale im Bereich der Kernmembran, und hierbei iiberwiegend auf

der cytoplasmatischen, weniger auf der nukleoplasmatischen Seite. Einige Goldpartikel

konnten in unmittelbarem Kontakt zum Kernporenkomplex gefunden werden, andere

befanden sich wiederum im Nukleoplasma. Grofere Aggregate wurden jedoch nur auBlerhalb

des Zellkerns detektiert, alle anderen Signale waren relativ separiert von einander.
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Abbildung 2.24:

Hier ist in Bild A eine VergroBerung des eingerahmten Ausschnitts aus Bild B dargestellt. Hierbei
zeigt sich neben einer Goldmarkierung an der cytoplasmatischen Fibrille auch eine Markierung auf
der nukleoplasmatischen Seite des Kernporenkomplexes. Die Erkenntnis, dass sich Hsp90 auch auf
der nukleoplasmatischen Seite des NPC detektieren ldsst, konnte fiir das Verstindnis liber den
Einfluss von Hsp90 auf den Export von 60S rUE aus dem Zellkern von groBer Wichtigkeit sein.
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Abbildung 2.25:

Das Bild I zeigt den Ausschnitt eines Zellkerns und die Bilder II und III die jeweilige
VergroBerung der in Bild I eingerahmten Bereiche A und B. In Bild II findet sich eine Markierung
in einigem Abstand zur cytoplasmatischen Seite des Kernporenkomplexes. Hierbei konnte es sich
um eine Markierung von mit der Kernmembran bzw. dem Kernporenkomplex assoziiertem
Cytoskelett handeln. Bild II zeigt eine cytoplasmatische Markierung an den NPC.
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Abbildung 2.26:

In diesen Bildern wird gezeigt, dass sich die Markierungen keineswegs auf die Cytoplasmatische
Seite bzw. auf die unmittelbare Umgebung der Kernmembran beschranken. Der Rahmen im Bereich
des Nucleolus von Bild A zeigt den Bereich an, aus welchem die VergroBerungen in Bild B und C
entstammen. Dies zeigt, dass Hsp90 iiber das Nukleoplasma verteilt und auch im Bereich des
Nucleolus zu finden ist. Vergleichbar dazu ist die Abbildung 2.22.

2.24 Untersuchung von Wechselwirkung zwischen Hsp90 und 60S rUE

Da Hsp90 Einfluss auf den Export ribosomaler Untereinheiten aus dem Zellkern nimmt, liegt
die Vermutung nahe, dass dabei auch eine direkte Assoziation zwischen Hsp90 und den 60S
rUE eine Rolle spielen kdnnte.

Um dies zu untersuchen wurden zweierlei Wege verfolgt. Zum einen wurde nachzuvollziehen
versucht, inwieweit Hsp90 60S rUE co zu prizipitieren vermag. Hierzu wurde Hsp90 an eine
aktivierte Sepharose gekoppelt. Das imobilisierte Hsp90 wurde dann zusammen mit 60S rUE
fiir 10 Minuten inkubiert anschlieBend wurde die Losung scharf zentrifugiert, der Uberstand
abgenommen und sowohl das Sediment als auch der Uberstand mit Probenpuffer versetzt,

aufgekocht und in einer 12,5% SDS-PAGE analysiert.
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Abbildung 2.27:

Die beiden Gele spiegeln das Ergebnis wieder, welches durch die Coprézipitation von
60S rUE durch imobilisiertes Hsp90 erzielt wurde. Das obige Gel gibt hierbei die
Proteinzusammensetzung des Sediments, das untere die des Uberstandes wieder. In
der ersten Probe wurde lediglich das imobilisierte Hsp90, der Uberstand dieser Probe
befindet sich jedoch in der Bahn VIII des unteren Geles, wo die erste Bahn nach dem
Marker (M) freigelassen wurde, eingesetzt. Zu allen anderen Proben wurden etwa 1
OD 60S rUE zugegeben. Die Proben 3-5 wurden in der Reihenfolge mit 0,5 mM
Novobiocin (IIT); 0,5 mM Geldanamycin (IV) und 0,5 mM Radicicol (V) inkubiert.
Die Probe Nr. VI wurde mit 40 pU CKII inkubiert. Die Probe VII + VIII entspricht
der Probe VI bis auf die Tatsache, dass hier die Mg*"-Tonen fiir die ATP-Hydrolyse
im Ansatz fehlten. Die Bahn IX im unteren Gel zeigt den Uberstand einer Probe in
welcher lediglich 60S rUE mit Agarose eingesetzt wurden, um zu zeigen, dass diese
nicht allein liber unspezifische Assoziationen mit der Agarose sedimentieren.



Ergebnisse 62

Es zeigte sich, dass mit dem imobilisierten Hsp90 der Grof3teil der eingesetzten 60S rUE
gefdllt wurden. Andererseits konnte durch Einsatz von Novobiocin, Geldanamycin und
Radicicol oder durch die Phosphorylierung von Hsp90 die Coprézipitation zumindest
teilweise unterbunden werden. Es zeigte sich, dass insbesondere die Zugabe von Novobiocin
die Bindung zwischen Hsp90 und den 60S rUE zu verhindern vermag, denn hier war bei einer
Konzentration von 0,5 mM Novobiocin der Verbleib der 60S rUE im Uberstand besonders

deutlich.

Fragment von Hsp90 (AS 1-237)

Glutardialdehyd
e K M

i
i bk demdt e = Ll =

s W -

Hsp90 aus Ratte

Glutardialdehyd

45

a3t

12,5% SDS-PAGE Autoradiogramm

Abbildung 2.28:

Die Fixierung (steigende Glutardialdehydkonzentrationen) zeigt gegeniiber der
Kontrolle (K) einen Unterschied im Bandenmuster. Der Bereich bei 90 kDa zeigt
beim Hsp90 leichte Mengen von Radioaktivitit. Diese kdnnen an und fiir sich nur
dann auftreten, wenn es zu einer Interaktion zwischen Hsp90 und den '*J-markierten
60S rUE gekommen ist. Ob das Fragment im oberen Gel eine dhnliche Assoziation
hervorruft, lasst sich nicht bestimmen, da die groBten Proteine der 60S rUE ebenfalls
bei 30 kDa laufen, und in ihrem Anteil an Radioaktivitit dann deutlich dominieren.
Im den obigen Proben wurde das Glutardialdehyd in den Konzentrationen 0,005;
0,001; 0,005; 0,01; 0,05; 0,1; 0,5 und 1 % zugesetzt. In dem unteren Gel wurde mit
0.01: 0.05 und 0.1 % fiixiert.
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Desweiteren wurde in diesem Zusammenhang versucht festzustellen, ob auch bei der
eigentlichen Translokation der 60S rUE iiber die Kernmembran ebenfalls eine Assoziation
zwischen Hsp90 und 60S rUE detektierbar ist. Dazu wurden Vesikel wie unter 2.2

1251 radioaktivmarkierten 60S rUE beladen. Es wurde ein

beschrieben pripariert und mit
Inkubationsansétze erstellt, welche neben Hsp90 (Ratte) bzw. dem Hsp90-Fragment (AS 1-
237),4 mM ATP, 2 mM DTT und 5SmM Mg2+ in HEPES-Puffer enthielten.

Die Ansdtze wurden bei 37°C vorinkubiert. SchlieBlich sind, wie bei einer
Endpunktbestimmung beschrieben, die Vesikel zugegeben worden, um einen Transport zu
simulieren. Nach 5 Minuten weiterer Inkubationszeit wurde die Ansitze auf Eis gestellt und
zu den Ansitzen steigende Konzentration Glutaraldehyd zugegeben, um die Proteine zu
fixieren und damit den Transport einzufrieren. Die Proben wurden dann mit Probenpuffer
versetzt, aufgekocht und iiber eine 12,5%ige SDS-PAGE analysiert (siche Abbildung 2.28).
Es zeigt sich in beiden Féllen sowohl bei den Proben mit Hsp90 (Ratte) als auch bei denen mit
dem rekombinanten Hsp90-Fragment (AS 1-237), dass das entsprechende Autoradiogramm
eine wenn auch sehr schwache radioaktive Markierung im Bereich der jeweiligen Proteine,
also bei etwa 90 kDa bzw. 33 kDa, aufweist. Interessanter Weise zeigt sich auch ein anderes
Verhalten der Proteinbanden bei steigender Glutardialdehyd Konzentration. Wéhrend bei den
Hsp90-Proben die Vernetzung schon bei sehr geringen Konzentrationen einsetzt, so dass
bereits in der vierten Gelbahn keine Proteinbanden mehr im Trenngel zu erkennen sind,
beginnt die  Vernetzung bei den = Fragmentproben erst bei  hdheren
Glutaraldehydkonzentrationen und erreicht erst in der letzten Bahn einen derartigen
Vernetzungsgrad, dass der Komplex nicht mehr in das Trenngel einzuwandern vermag. Dies
bedeutet, dass die Probe mit Hsp90 einen wesentlich hoheren Vernetzungsgrad besitzt, als die
mit dem N-terminalen Fragment von Hsp90.

Dies konnte auch ein Hinweis dafiir sein, dass der Kontakt zu den 60S rUE iiber den N-
Terminus von Hsp90 erfolgt, aber {iiber den C-Terminus eine Verbindung zum

Kernporenkomplex besteht, was die stirkere Vernetzung erklaren konnte.
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3. Diskussion

3.1 Warum ausgerechnet Hsp90?!

In vorangehenden Arbeiten konnte Hsp90 als cytosolischer, den Export von 60SrUE
beeinflussender Faktor identifiziert und néher charakterisiert werden (Schlatter 1997, Rosmus
2000, Langer 2001).

Diese Arbeiten gaben etliche Indizien preis, welche die beobachtete Wirkung von Hsp90 zu
untermauern vermdgen. Mit Geldanamycin verfligt man iiber einen sehr spezifisch im Bereich
der N-terminalen ATP-Bindungsstelle assoziierenden Faktor, welcher alle bisher bekannten
Aktivitdten von Hsp90 signifikant reduziert (Chadli et al. 1999; Czar et al. 1997; Jakob et al.
1995; Neckers et al. 1999; Schnaider et al. 2000; Stebbins et al. 1997; Whitsell et al. 1998).
Zudem konnte gezeigt werden, das Geldanamycin in Oocyten coinjiziert auch in vivo sehr
spezifisch bindet und die Wirkung von endogenem Hsp90 signifikant zu beeinflussen vermag
(Uzawa et al. 1995). Im Hinblick auf den Export 60S rUE aus dem Zellkern konnte der
Einsatz dieses Ansamycins sowohl in in vitro wie auch in in vivo Studien zeigen, dass zum
einen die iiber Hsp90 hervorgerufene Steigerung des 60S rUE Exports aus isolierten
Zellkernen zumindest teilweise wieder aufgehoben werden konnte, zum anderen ein
unmittelbarer Zusammenhang zwischen dem Einsatz von Geldanamycin und der Exportrate
von 60S rUE auch in Oocyten feststellbar ist. Vergleichbares zeigte sich bei dem Einsatz
weiterer an Hsp90 bindender Substanzen, wie Radicicol und Novobiocin. Von Radicicol
wurde geschrieben, dass es dhnlich wie Geldanamycin im Bereich der ATP-Bindungsstelle
am N-Terminus des Proteins zu binden vermag. Die Rontgenstrukturanalysen des N-Terminus
in Verbindung mit Radicicol konnten dies eindeutig bestdtigen, wobei die Wechselwirkungen
schon allein aufgrund der sterischen GroBenunterschiede beider Stoffe von leicht
unterschiedlicher Natur sind. Der Unterschied in der Lokalisation der Bindung zwischen
Geldanamycin und Radicicol wird jedoch weder im in vitro noch im in vivo Transportversuch
wirklich signifikant deutlich. Beide Substanzen beeinflussen den Transport mit gleicher
Wirkung, ndmlich dass der Effekt von Hsp90 im in vitro Versuch eliminiert und in vivo
deutlich reduziert werden konnte. Ein weiterer Aspekt in dieser Richtung ergab sich durch
den Einsatz von Novobiocin. Dieses Antibiotikum, welches als Inhibitor der bakteriellen
DNA GyraseB bekannt wurde, zeigte eine ebenso deutliche Affinitit zu Hsp90. Es konnte bis

dato jedoch nicht klargestellt werden in welchem Bereich von Hsp90 es seine spezifische
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Bindungsstelle besitzt. Es besetzt bei der Inhibierung der Gyrase eine dafiir typische ATP-
Bindungsstelle. Bei Hsp90 konnte ein Bindung an die bisher einzig bekannte ATP-
Bindungsstelle des Proteins an dessen N-Terminus nicht gezeigt werden. Vielmehr geht man
aufgrund unterschiedlicher Studien inzwischen davon aus, dass Nocobiocin seine
Bindungsstelle im Bereich der Aminosauren 538-728, wahrscheinlich den Aminosauren 657-
677, des C-Terminus von Hsp90 besitzt und folgert daraus, dass auch der C-Terminus von
Hsp90 {iiber eine ATP-Bindungsstelle verfiigt, welche der entsprechenden Doméine der
angesprochenen Gyrase strukturell dhnlich sein konnte (Marcu et al. 2000 a +b). Auch der
Einsatz dieses Antibiotikums in den beiden Transportsystemen erzielt die Effekte, welche
bereits von Radicicol und Geldanamycin bekannt sind. Wenn man also die Ergebnisse aller in
vitro und in vivo Transportmessungen zusammennimmt, ergibt sich ein sehr schliissiges Bild.
Alle getesteten Substanzen reduzieren sowohl den iiber die Zugabe von Hsp90 erzielten
exportfordernden Effekt im Vesikelmesssystem, als auch die natiirliche Exportrate von 60S
rUE aus Oocytenzellkernen. Alle Substanzen zeigten dabei dhnliche Wirkungsprofile. Dies
driickt sich auch in dem Verhéltnis zwischen eingesetzter Dosis und erzielter Wirkung aus, da
Geldanamycin und Radicicol mit 0,2 mM cytoplasmatischer Konzentration eine vergleichbare
Wirkung in der Oocyte hervorriefen wie Novobiocin mit einer Endkonzentration von 0,5 mM,
was geradeeinmal einen Faktor von 2,5 ausmacht. Die etwas hohere Konzentrationen die bei
Novobiocin bendétigt wird, ldsst auf eine etwas geringere Assoziationskonstante flir
Novobiocin an Hsp90 schlieen. Auch die in vitro Studien zeigen ein dhnliches Ergebnis
beim Dosis-Wirkungs-Verhiltnis (Langer 2001). In jedem Fall muss man jedoch deutlich
machen, dass der Effekt in vivo nicht oder nicht génzlich der Inhibierung von Hsp90
zugesprochen werden muss, da ebenso auch andere Faktoren durch die Zugabe eines
einzelnen der Inhibitoren in ihrem Wirken eingeschrinkt werden konnen. Da sich der Effekt
jedoch unabhéngig voneinander bei allen an Hsp90 bindenden Faktoren mit vergleichbarer
Intensitét zeigt, kann man davon ausgehen, dass die Reduzierung der Transportrate von 60S
rUE aus Oocyten Zellkernen signifikant auf die direkte Beeinflussung von Hsp90
zurlickzufiihren ist. Es wurde bisher an mehreren Stellen beschrieben, dass eine Bindung von
Geldanamycin Einfluss auf die Bindung von Hsp90 Partnerproteinen am C-Terminus
hervorruft. Genauso liel sich die Assoziation von Geldanamycin iiber vorangehende
Novobiocin Inkubation reduzieren. Diese Ergebnisse machen deutlich, dass beide Termini
von Hsp90 sich gegenseitig stark zu beeinflussen vermogen (Roe et al.1999). Letztlich wird

das genaue Zusammenspiel und damit das Wirkungsprinzip von Hsp90 erst dann verstanden
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werden konnen, wenn man den physiologischen Daten genaue strukturelle Daten des

Gesamtproteins zugrunde legen kann.

Die Hsp90 Familie stellt eine iiber die Organismen hinweg extrem stark konservierte
Proteinfamilie dar, bei der sich die homologen Proteine von E.coli iiber alle Eukaryoten bis
hin zum Menschen in weniger als 40% der Aminosduren unterscheiden (Bartwell & Craig
1987, Lindquist & Craig 1988). Zwischen pro- und eukaryotischen Zellen ldsst sich der
deutlichste Unterschied zwischen den Hsp90 Vertretern feststellen. Zum einen unterscheiden
sich die geladenen Doménen zwischen N- und C-Terminus erheblich, zum anderen ist Hsp90
fiir die Hefezelle absolut essentiell, wahrend E.coli auch ohne HtpG iiberleben kann, obwohl
sich beide Vertreter physikochemisch kaum unterscheiden (Bartwell & Craig 1988,
Brokowitsch et al. 1989).

Die Oligomerisierung von Hsp90 und ihre Auswirkung auf die Aktivitdt wird vielfach
diskutiert. Die Fahigkeit zur Oligomerisierung ist jedoch nicht essentiell, und 20% des gesamt
Hsp90 Anteils liegt in der dimeren Form in der Zelle vor. Dennoch konnte die
Oligomerisierung bei der Prédparation und Anwendung von Hsp90 die Ergebnisse deutlich
beeinflussen, da durch Fehler in der Konzentration zweiwertiger Ionen und verstédrkter

Oligomerisierung die aktive Dimerform dem System entzogen werden konnte.

3.2 Die Phosphorylierung von Hsp90 und ihr Einfluss auf die Aktivitit

Das Potential von Hsp90 tiber Autophosphorylierung die eigene Aktivitdt beeinflussen zu
konnen ist bis dato von mehreren Seiten beschrieben worden. Dennoch ist dabei nie
ausgeschlossen worden, ob diese Erkenntnis nicht auf eine préparative Unzulidnglichkeit
zuriickfiihrbar ist. Inzwischen unbestritten ist die Assoziation zwischen Hsp90 und einer
Vielzahl von Kinasen (Ubersichtsartikel von Buchner 1999). Zwar wurde des 6fteren eine
Kinaseaktivitit etwa von CKII in der Hsp90 Préparation beschrieben (Nadeau et al. 1993),
interessanter Weise ist dabei nie richtig untersucht worden, inwieweit Hsp90-Kinase-
Komplexe iiber die diversen Prédparationsschritte hinweg erhalten bleiben, und somit im
letztlich erhaltenen Priparat weiterhin vorhanden sind. Eine Moglichkeit dies herauszufinden
bestand in einer weiteren Aufreinigung von Hsp90, bei welcher das nach der Gelfiltration
erhaltene Priparat iiber eine Heparinsdule gegeben wurde. Aus der Literatur ist bekannt, dass

die Kinase CKII stark mit Heparin wechselwirkt, wahrend Hsp90 eine sehr geringe Affinitit
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zeigt. Die Hoffnung bestand somit darin, die Kinase zumindest teilweise aus der Praparation
zu entfernen, um einen Unterschied in der spateren Phosphorylierung feststellen zu konnen.
Wie gezeigt, wurde hierbei in der Tat ein deutlicher Unterschied sichtbar, was die Theorie
bestitigt, dass eine Prédparation von Hsp90 stets auch ein gewisses Quantum an Kinasen
mitzieht, welches ausreicht, um eine deutlich sichtbare Phosphorylierung von Hsp90 zu
erzielen. Dadurch ist zwar die Qualitit des Potentials von Hsp90 zu einer
Autophosphorylierung nicht weg zu diskutieren, da die Phosphorylierung auch nach der
Einwirkung von Heparin weiterhin zu erkennen ist, der quantitative Anteil an der
beobachteten Phosphorylierung, der auf eine Autophosphorylierung von Hsp90
zuriickzufiihren ist, ldsst sich iiber diesen Befund aber in jedem Fall reduzieren. Aufgrund
anderer Studien, erscheint das Vorhandensein einer Eigenphosphorylierung von Hsp90
ohnehin nicht abwegig. So konnte gezeigt werden, dass fiir die Autophosphorylierung das
komplette Protein bendtigt wird und diese iiber Novobiocin blockiert wurde (Langer 2001).
Die ATPase-Aktivitit von Hsp90 wurde dabei verstirkt dem C-Terminus zugesprochen, da
ein Fragment des N-Terminus (AS 1-210) zwar ATP bindet, aber dieses nicht selbststdndig zu
hydrolysieren vermag (Prodromou et al. 2000). In dieser Hinsicht war es auch interessant zu
erfahren, inwieweit sich die Bindung von Geldanamycin, Radicicol und Novobiocin auf den
Phosphorylierungsgrad von Hsp90 auswirken. Erst kiirzlich wurde beschrieben, dass die
Bindung von Geldanamycin eine Phosphorylierung durch die Casein Kinase II unterbindet
(Zhao et al. 2001). Wenn man dazu die vermutete Bindungsstelle von Novobiocin mit den
postulierten CKII Phosphorylierungsstellen vergleicht, sieht man, dass die Bindung von
Novobiocin durchaus die potentielle Phosphorylierung der Serine 658 und 677
beeintrachtigen konnte. Die Studien welche in dieser Hinsicht erfolgten konnten zeigen, dass
Novobiocin die Phosphorylierung von Hsp90 ab einer Konzentration von 0,5 mM deutlich
unterbunden. Radicicol scheint im Bezug auf das Gesamtprotein einen noch wesentlich
starkeren Effekt auf die Phosphorylierung zu haben, da hier die Inhibierung bereits bei 0,05
mM Radicicol einsetzt. Geldanamycin zeigt hingegen keine Wirkung. Interessanter Weise
zeigt sich die Wirkung aber auf unterschiedliche Art, da lediglich im Falle von Radicicol
andere Proteinbanden weiterhin phosphoryliert wurden, wéhrend bei Novobiocin auch die
Phosphorylierung anderer Proteinbanden im gleichen MaBle abnahm, wie die
Phosphorylierung von Hsp90. Dies kann darauf zuriickzufiihren sein, dass Novobiocin
eventuell breiter wirkt und eventuell sogar mit der ATP-Bindungsstelle der CKII interagiert.
Die Bindung von Radicicol scheint eine Phosphorylierung jedoch sehr effektiv zu verhindern,

was entweder mit der Wirkung auf die raumliche Struktur von Hsp90 nach erfolgter Radicicol
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Bindung zuriickzufiihren ist, oder auf eine durch Radicicol verursachte Maskierung der
entsprechenden Phosphorylierungsstelle. Ebenfalls sehr interessant ist die Tatsache, dass sich
eine Phosphorylierung des 1-237 Fragments erst mit wesentlich héherer Dosis an Radicicol
verhindern ldsst. Dies konnte darauf zuriickzufiihren sein, dass das Fragment in seiner
rdumlichen Struktur erheblich vom N-Terminus des nativen Proteins abweicht oder dass in
der Tat das Zusammenwirken und die gegenseitige Beeinflussung beider Termini von Ndéten
sind, um einen dezidierten Effekt im Protein zu erzielen. Der Versuch die Phosphorylierung
des C-terminalen Fragments (AS 238-732) durch CKII auf diese Weise unter der Einwirkung

von Novobiocin zu unterbinden, zeigte keinen Effekt.

3.3 Der Transport von 60S rUE

Die ribosomalen Untereinheiten stellen ein Protein-RNA Ensemble dar, welches in seiner
strukturellen und funktionellen Komplexitét seines gleichen in der Zelle sucht. Thre prézise
Funktion ist fiir die Zelle und den Organismus existentieller Bedeutung, was den enorm hohen
Umsatz dieser Untereinheiten wiederspiegelt. Eine gerade in proliferierenden Zellen enorme
Stoffwechselleistung und damit verbundene Proteinbiosynthese bedingt eine ebenso gewaltige
Neuproduktion an ribosomalen Untereinheiten, um eine mittlere cytosolische Halbwertszeit
von etwa 10 Minuten gewdhrleisten zu konnen. Dies spiegelt sich natiirlich auch in der
Transportrate fiir ribosomale Untereinheiten iiber den Kernporenkomplex wieder, so wird fiir
einen Oocyten Zellkern eine Transportrate von 3-17 60S rUE pro Minute veranschlagt je
nachdem wie viele Kernporen man pro pm® Kernmembran annimmt (Bataille 1990).

Ein entscheidendes Kriterium fiir die Translokation von ribosomalen Untereinheiten iiber die
Kernmembran ist deren vollstindige Generierung. Das heilit, dass der Transportmechanismus
in jedem Fall erkennen muss, wann dieser Reifungsprozess abgeschlossen wurde. Nimmt man
andere Transportmechanismen zur Hand, welche bisher besser untersucht wurden als der
Export von 60S rUE, so stellt man fest, dass in allen Fillen ein Signal existiert, welches den
Abschluss dieser Prozedur der Reifung symbolisiert. Bei der t-RNA erfolgen nach dem
erfolgreichen  Splicing diverse posttranskriptionale  Modifikationen, welche im
Zusammenspiel als Erkennungsmerkmal flir den Rezeptor Exportin-t dienen. Bei den U
snRNPs dient die Methylierung des 5'-Endes als entscheidendes Moment und Signal fiir die
Translokation sowohl in die eine wie die andere Richtung (Cullen 2000). Auch bei den 60S

rUE wurde herausgefunden, dass diese nur dann transportiert werden, wenn die Biogenese
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abgeschlossen und die Untereinheiten somit funktionstiichtig waren. Da die Assemblierung
der 60S rUE im Nucleolus einem vorgegebenen Mechanismus unterliegt, ldsst sich der Status
der Assemblierung an den letzten assoziierten Proteinen erkennen. Hier ist vermutlich auch
die Erkennungssequenz fiir den Transport der Ribosomen zu suchen, da Experimente, welche
eine sukzessive Ablosung peripherer Proteine beinhaltete, zeigen konnten, dass diese
degenerierten ribosomalen Untereinheiten nicht oder nur sehr langsam transportiert wurden
(Rosmus 2000). Als moglicher Kandidat der ribosomalen Proteine wird hier sehr hdufig das
L10 diskutiert, welches sich in der zeitlichen Reihenfolge abschlieBend assoziiert und
dementsprechend an der dulersten Peripherie lokalisiert ist. In diesem Zusammenhang wurde
beschrieben, dass ein Exportsignal an L10 (Gadal et al. 2001; Ho et al. 2000; Stage-
Zimmermann et al. 2000) letztlich dafiir verantwortlich ist, dass die 60S rUE {iber den
Exportrezeptor CRM1 in das Cytoplasma transportiert werden. Diese These muss man jedoch
mit Vorsicht genielen, da Experimente an Oocyten, bei denen der sehr spezifische CRM1-
Inhibitor Leptomycin B coinjiziert worden war, zeigen konnten, dass der Export von 60S rUE
dariiber in keinerlei Weise zu beeintrichtigen war (Rosmus 2000; Battaile 1990).
Wahrscheinlicher ist es da, dass dieses Signal nicht bei einer einzelnen Komponente, sondern
eher im Kontext mehrerer Faktoren zu suchen ist. Desweiteren muss in Betracht gezogen
werden, dass die 60S rUE durch einen Kernporenkomplex mandvriert werden muss, welcher
an seiner engsten Stelle in etwa dem Durchmesser einer Untereinheit entspricht und von
Anfang bis Ende des Transports etwa 10 mal so lang ist. Allein dies verdeutlicht, dass der
Transport der 60S rUE nicht allein von einem Faktor abhédngig sein kann. Vielmehr muss man
sich ein Zusammenspiel diverser Faktoren an unterschiedlichen Wirkungsorten vorstellen,
welche letztlich dazu beitragen, dass die Translokation von 60S rUE iiber die Kernmembran
ablaufen kann.

Allein auf cytoplasmatischer Seite wirken unterschiedlich Faktoren auf diesen Prozess ein.
Vorrangig sind an dieser Stelle die kleineren 40S rUE zu nennen, welche zwar getrennt von
den 60S rUE transportiert werden, jedoch im Cytoplasma im Verhéltnis 1:1 mit den groBeren
Untereinheiten assoziieren. So konnte durch die cytosolische Coinjektion von 40S rUE in
Oocyten eine konzentrationsabhiingige Beeinflussung des Exports von 60S rUE festgestellt
werden (Rosmus 2000).

Durch Fraktionierung des Cytosols und dem anschlieBenden Einsatz der Fraktionen im
Vesikelsystem konnten verschieden starke Einfliisse durch die unterschiedlichen Fraktionen
auf den Vesikelexport von 60S rUE festgestellt werden (Romero-Matuschek 2000). Doch ist

bisher einzig das Hsp90 als proteinérer Faktor isoliert worden.
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Hsp90 vermag direkt an 60S rUE zu binden. Dies wurde {iber die Coprizipitation von Hsp90
mit 60S rUE verdeutlicht. Hierbei wurde mit an Agarose gekoppeltem Hsp90 untersucht, ob
sich die zugegebenen ribosomalen Untereinheiten dariiber ebenfalls sedimentieren lassen. Es
liegt natiirlich immer die Vermutung nahe, dass ein Chaperon ohnehin an alle mdglichen
Proteine bindet, gerade dann, wenn sie anfangen zu denaturieren. Kontrollversuche belegten
jedoch, dass Hsp90 nicht wahllos Proteine bindet sondern dieses nur sehr dezidiert tut. Somit
lasst sich davon ausgehen, dass es sich im Falle der 60S rUE in der Tat um eine spezifische
Affinitét handelt. Diese Spezifitit lie sich zudem auch in der Fixierung von Hsp90 bzw. des
AS 1-237 Fragmentes im Vesikelsystem zeigen. Zumindest was das komplette Protein betraf
lieB3 sich hier eine, wenn auch sehr leicht radioaktive Markierung im Bereich der 90 kDa
nachweisen. Eine solche Markierung konnte nur durch die Verkniipfung von Hsp90 mit '*°J
radioaktiv markierten Proteinkomponenten der 60S rUE erzielt werden. Mit zunehmender
Glutaraldehyd verschwand sowohl die Markierung im Autoradiogramm als auch die
Proteinbande im SDS-Gel. Da die Vesikel vor der Erstellung der Gelproben pelletiert wurden,
ist zudem davon auszugehen, dass diese Markierung lediglich iiber 60S rUE erfolgte, welche
sich in unmittelbarem Kontakt zur Kernpore bzw. Kernmembran befanden, da sie ansonsten
nicht mit sedimentiert wéren. Im Falle des Hsp90-Fragmentes ldsst sich nur sehr schwer
sagen, ob hier eine Markierung stattgefunden hat, da sich Fragment und Teile der ribosomalen
Proteine in einem dhnlichen Gewichtsbereich bewegen. Definitiv ist jedoch der Unterschied
innerhalb der Vernetzung beider Proben. Wéhrend die Hsp90-Probe bereits bei einer
Konzentration von 0,05% - 0,1% Glutardialdehyd komplett vernetzt und als riesiger Komplex
nicht mehr in das Trenngel einzudringen vermag, stellt sich diese Beobachtung bei dem
Fragment des N-Terminus erst bei verhdltnismafig hohen Glutardialdehyd Konzentrationen
von 0,5% - 1% ein. Dies konnte ein Beleg dafiir sein, dass das Fragment zum einen schlechter
bindet, und somit auch in einem geringeren Mafe vernetz wird, zum anderen liele sich diese
Beobachtung aber auch dadurch erkldren, dass aufgrund des fehlenden C-Terminus der
Kontakt zu Kernpore bzw. Kernmembran fehlt, und somit auch die Vernetzung zwischen
Kernpore und dem Transportsubstrat den 60S rUE nicht nur geringer ausfillt, sondern
scheinbar auch eine direkte Verkniipfung zwischen den Untereinheiten und der Kernpore
aufgrund der Anwesenheit des Fragmentes unterbleibt. Denn auch im Autoradiogramm ist
weiterhin Radioaktivitit in den unteren Bereichen zu detektieren, wiahrend bei der Probe mit
Hsp90 die Radioaktivitit ausschlieBlich in der Geltasche bzw. am Ubergang zwischen Trenn-
und Sammelgel zu finden ist. Diese Beobachtung konnte zum Verstindnis der Hsp90

Funktion beim Transport der 60S rUE beitragen. So deutet es darauf hinaus , dass der C-
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Terminus eher den Kontakt zur Kernpore herstellt, wihrend die ribosomalen Untereinheiten
iiber den N-Terminus fixiert werden. Die Flexibilitdt von Hsp90 konnte dabei zur besseren
Uberwindung des Engpasses Kernpore fiir die ribosomalen Untereinheiten beitragen, was die
Erhohung der Transportrate im Vesikelsystem erkldren konnte. Desweiteren scheint sich auch
die direkte Kontaktfliche von den 60S rUE zur Kernpore durch die Anwesenheit von Hsp90

deutlich zu reduzieren, auch dies konnte den Transport der Untereinheiten beschleunigen.

3.4 Einfluss von Hsp90 auf den Transport von 60S rUE

Uber die Fraktionierung des Cytosols und den Einsatz der Fraktionen im Transportversuch
von 60S rUE aus wiederversiegelten Zellkernmembranen erbrachte den Hinweis darauf, dass
insbesondere die Anwesenheit eines Proteins die iiber die Zugabe von Cytosol erzielte
Transportrate erheblich zu steigern vermochte, welches sich anschlieBend als Hsp90
herausstellte (Schlatter 1997). Im Folgenden wurde versucht dieses Phidnomen ndher zu
charakterisieren. Dabei wurde stets davon ausgegangen, dass Hsp90 von auBlen zugegeben
auch lediglich dort seine Aktivitdt entwickeln kann. Eine Mdglichkeit inwieweit Hsp90 in
diesem Bereich in den Transport eingreifen konnte, ist indem Hsp90 als cytosolisches Protein
durch Interaktion mit den im Transport befindlichen 60S rUE aus dem Einflussbereich der
Kernpore in das Cytoplasma herausldst. Geht man davon aus, dass die Bindung zwischen
Hsp90 und den 60 rUE spezifisch sind, muss man auch davon ausgehen das ein spezielles
Motiv existiert, welches fiir die Bindung an Hsp90 signifikant sein sollte. Da zudem bekannt
ist, dass die 60S rUE als komplette und funktionelle Einheit iiber die Kernmembran hinweg
transportiert wird, kann dieses Erkennungsmotiv auch nur in der Peripherie des Komplexes
gesucht werden (Wood 1997; Wool 1996). Es zeigte sich, dass der N-Terminus von Hsp90
eine gewisse Affinitdt zu den 60S rUE aufwies, die Verknilipfung zur Kernmembran aber
schwiécher war als beim kompletten Hsp90 Protein. Dies kdnnte darauf hindeuten, dass Hsp90
zwischen Kernporenkomplex und den im Transport befindlichen 60S rUE agiert und dariiber
die Interaktionen zwischen Kernpore und 60S rUE minimiert, was zu einem "reibungslosen",
schnelleren und in Bezug auf die Untereinheiten auch schonenderen Translokationsprozess
fiihrt. Doch zu welchem Zeitpunkt des Transportprozesses soll Hsp90 aktiv werden konnen?

Wenn man sich die Morphologie des Kernporenkomplexes betrachtet, lieBen sich vier

Terminationspunkte definieren an welchen die Interaktion einsetzen konnte.
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Der spiteste Zeitpunkt liegt beim Verlassen des Zentralkanals und Ubertritt der
Untereinheiten in den cytoplasmatischen Teil des Kerporenkomplexes bzw. in das
Cytoplasma selbst. An dieser Stelle konnte Hsp90 auf der Seite der Kernpore eine
strukturunterstiitzende bzw. stabilisierende Funktion iibernehmen und gleichzeitig aufgrund
seiner intramolekularen Flexibilitdt in den Transport der 60S rUE unterstiitzend eingreifen,
um in einer Art "Geburtshelfervorgang" den Ubertritt der 60S rUE in das Cytoplasma zu
erleichtern. Dazu angenommen, dass ein zu scNup57p homologes Protein vielleicht noch im
Bereich des cytoplasmatischen Ringes am NPC lokalisiert ist, wiirde dies diese Theorie stark
unterstiitzen konnen.

Ein weiterer moglicher Zeitpunkt liegt beim Ubertritt der Untereinheit in den Zentralkanal auf
der nukleoplasmatischen Seite des NPC. An dieser Stelle konnte Hsp90 den Eintritt der 60S
rUE in den Zentralkanal erleichtern, denn man muss stets bedenken, dass der Durchmesser
einer 60S rUE zu dem des Zentralkanals ungefdhr kongruent ist, was vollkommen andere
Adhisionsbedingungen hervorruft als dies bei allen anderen bekannten Transportprozessen
der Fall ist. Zudem konnte Hsp90 wihrend der eigentlichen Translokation als "Schmiermittel"
fungieren, um auf diese Weise den NPC und natiirlich auch die 60S rUE vor mdglichen
Schiaden zu bewahren und den Transport zu beschleunigen. Dieser Ansatz lésst sich tiber alle
bisher ermittelten Ergebnisse genauso erkldren, wie dies im vorangegangenen Punkt getan
wurde. Nur wiirde hierbei die Passage durch den Zentralkanal des Kernporenkomplexes im
Vordergrund der Betrachtung stehen.

Die beiden anderen Moglichkeiten, wo Hsp90 in den Ribosomentransport eingreifen konnte,
befinden sich dann im Kerninneren. Hier wére zum einen die Phase der Assoziation an den
Kernporenkomplex im Bereich der nuklearen Korbstruktur. Wenn Hsp90 an diesem Punkt
unterstiitzend eingreift, miisste es verstirkt kernstdndig sein, um diese Funktion ausfiillen zu
konnen. Wenn es aber verstirkt kernstdndig ist, sollte wenig dagegen sprechen, dass Hsp90
sich im Nukleoplasma relativ frei bewegen kann, und somit spricht auch nichts dagegen, dass
es die 60S rUE auch direkt im Bereich ihrer Assemblierung sprich im Nukleolus binden kann.
Dies wiirde jedoch ein ganz anderes Licht auf den gesamten Transportprozess werfen. Denn
dann hitte Hsp90 fiir die 60S rUE eine Funktion, wie man sie bei bisher allen
Heterokomplexen an denen Hsp90 beteiligt ist, beschreiben konnte, ndmlich eine Funktion,
welche vornehmlich begleitende und dabei die Struktur und die Funktion bewahrende
Tétigkeiten umfasst. Aufgrund der Tatsache, dass endogenes Hsp90 auch im Nukleoplasma
detektiert werden kann, es im Heterokomplex mit Steroidrezeptoren im Nukleus funktionell

nachgewiesen wurde und es definitiv Affinition zu 60S rUE aufweist, ldsst sich dieser Weg
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durchaus plausibel darstellen. Entscheidend ist dabei, dass man Hsp90 nicht als ein rein
cytosolisches Protein darstellen kann, sondern vermehrt auch nukleoplasmatische
Betitigungsfelder fiir das Protein identifiziert (Galy et al. 2000; Cserembly et al.1994). Wenn
Hsp90 demnach auch als teilweise kernstidndig betrachtet werden kann, ist nur schwer
dagegen zu argumentieren, dass der Einfluss von Hsp90 auf den Export von 60S rUE aus dem
Zellkern bereits weit vor der eigentlichen Translokation tliber die Kernmembran im
Nukleoplasma einsetzt. Dennoch kann in einem in vitro System durchaus eine Steigerung des
Exports von 60S rUE nach einer Zugabe von Hsp90 auf der cytoplasmatischen Seite der
Kernmembran beobachtet werden, da Hsp90 dann immer noch in der Lage ist einen Einfluss

auf den Translokationsprozess zu nehmen, wie auch immer sich dieser im Endeffekt darstellt.

3.5 Elektronenmikroskopische Detektion von endogenem Hsp90

Um zu zeigen, dass das endogene Hsp90 in der Tat im Bereich der Kernpore und der
Kernmembran auffindbar ist, wurden tliber die Transmissions Elektronenmikroskopie versucht
Hsp90 in diesem Bereich zu detektieren.

Versuche welche die Quervernetzungsversuche mit Hsp90 und dessen Fragmente als EM-
Studien wiedergeben sollten, schlugen allesamt aus nur schwer nachvollziehbaren Griinden
fehl. Hierbei sollte untersucht werden, inwieweit sich das Hsp90 bzw. die rekombinanten
Fragmente nach ihrer Zugabe zu den isolierten Zellkernen im Bereich der Kernmembran
detektieren lassen. Dabei wurde das Hsp90 zum einen mit Biotin markiert, um es dann mit
Streptavidin-Gold nachweisen zu konnen, zum anderen sollte es iiber einen goldmarkierten
anti-Hsp90 Antikorper detektiert werden. Die Fragmente, welche ja von Haus aus mit einem
His)s-Taq markiert sind sollten ebenfalls iiber einen goldmarkierten, jedoch anti-(His)s
Antikorper detektiert werden. Zudem wurden zwei verschiedene Inkubationwege einmal fiir
lh bei RT und einmal iiber Nacht bei 4°C gewihlt. Jedoch zeigte sich bei keinem dieser
Ansitze ein verniinftiges auswertbares MaBl an Signalen. Lediglich ein als Kontrolle
gedachter Ansatz, welcher nur eine einstiindige Inkubation mit dem anti-Hsp90 Antikorper
vorsah, um einen Hintergrundwert bestimmen zu konnen, lieferte einige Bilder welche somit
endogenes Hsp90 zeigen.

Es finden sich Goldpartikel im Bereich der duBeren und inneren Kernmembran, im Bereich

der cytoplasmatischen Fibrillen, partiell im Nukleoplasma aber auch an Resten von ER-
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Membran. Dies und die Tatsache, dass kein Locus sich durch verstirkte Markierung
irgendwie hervorhebt, zeigt die weite rdumliche Streuung und Aktivitit von Hsp90.

Das Hsp90 im Bereich der cytoplasmatischen Fibrillen detektiert wurde, kann natiirlich
mehrere Griinde haben. Zum einen, und dies gilt auch fiir alle weiteren potentiellen
Lokalisationen, kann Hsp90 an leicht denaturierte Proteine binden, um diese rezunaturieren
und zu stabilisieren. Es konnte sich dabei jedoch auch um eine spezifische Bindung von
Hsp90 in diesem Bereich handeln, vielleicht auch verbunden mit einem Import von Hsp90.
Bekannt ist diesbeziiglich bisher jedoch noch gar nichts. Jedoch zusammen mit der
Erkenntnis, dass Hsp90 sich unter Stressbedingungen im Bereich der dulleren Kernmembran
akkumuliert, ldsst sich diese Bindungsstelle durchaus erkldren. In Verbindung mit der
zelluldren Verteilung von Steroidrezeptoren, wird auch die damit zusammenhdngende
Verteilung von Hsp90 diskutiert. Es ist weiterhin nicht zweifelsfrei gezeigt worden, inwieweit
der Transport von Steroidrezeptoren in den Zellkern und auch ihr gezeigter Riicktransport mit
dem Vorhandensein von Hsp90 in Verbindung steht (Kang et al. 1994). Angeblich soll Hsp90
in das Recycling von Steroidrezeptoren nach der Dissoziation von der DNA involviert sein
(Liu et al.1999). Dafiir spricht auch, dass Hsp90 die DNA-Bindedomine des Steroidrezeptors
zu maskieren vermag, was keinerlei Sinn ergeben wiirde, wenn Hsp90 nicht auch wichtige
nukleoplasmatische Funktionen in Verbindung mit den Steroidrezeptoren iibernechmen muss
(Sabbah et al.1996). Dies wiirde auch die intranuklearen Markierungen bei den EM-
Aufnahmen erkldren. Man muss sich vielleicht von der These verabschieden, dass es sich bei
Hsp90 um ein rein cytoplasmatisch wirkendes Protein handelt.

Das in dieser Priparation Antikorper in das Nukleoplasma gelangten, stellt einen ebenfalls
sehr interessanten Aspekt dar. Denn eigentlich stellen Antikérper aufgrund ihrer Grofle und
ihres eigentlichen Vorkommens kein potentiell iiber den NPC transportierbares Substrat dar,
dennoch gelangt es, auch nach Studie der EM-Bilder, in absolut intakte Zellkerne. Dies ldsst
im Prinzip drei mogliche Schliisse zu. Erstens konnten die Antikorper auf der Kernauflenseite
an Hsp90 binden und anschlieBend mit dem Protein in den Zellkern transportiert werden.
Zweitens konnte wihrend der Prédparation und der Inkubation mit dem Antikorper die
Membran doch pordser gewesen sein, als es die spéteren Bilder zu zeigen vermdgen, und ist
hierbei der Antikorper zu einem gewissen Teil in den Zellkern inkorporiert worden. Drittens

konnten Antikdrper trotz ihrer Gro3e einfach in das Nukleoplasma difundieren.
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Denn die These, dass lediglich Molekiile unterhalb von 40 kDa frei die Kernpore passieren
konnen, gilt nicht mit hundertprozentiger Gewissheit. Zudem wiirde dies auch fiir die These
sprechen, dass die eigentliche Selektion zwischen kernstindigen und nichtkernstindigen
Komponenten weniger iiber den Import als iiber den Export gewéhrleistet wird (Wada et al.

1998).

3.6 Quervernetzung von Hsp90 mit Proteinen der Kernmembran

Hsp90 stellt ein Protein dar, welches eine Vielzahl proteindrer Bindungspartner in der Zelle
aufweist. Zudem ist die Wirkung von Hsp90 nicht auf eine oder wenige Lokalititen
beschriankt, sondern erstreckt sich beinahe iiber die gesamte Bandbreite moglicher
Wirkungsstitten und Kompartimente. Vorangegangene Lokalisationsstudien konnten jedoch
zeigen, dass Hsp90 eine besondere Affinitit zur Kernmembran, im besonderen der
cytoplasmatischen Seite, aufweist. Bei Zellen unter Hitzestress wird die Lokalisation von
floureszenzmarkiertem Hsp90 besonders deutlich, da man in diesem Falle eine deutliche
Ringfiarbung um den Zellkern herum erkennen kann (Rosmus 2000). Wiirde man davon
ausgehen, dass sich das Wirkungsspektrum von Hsp90 auf die bis dato beschriebenen
Phinomene beschrinken, welche sich in erster Linie auf funktionserhaltende und begleitende
Tétigkeiten in Verbindung mit vor allem cytoplasmatischen Proteinen beziehen, lidge die
Vermutung nahe, dass auch oder gerade im Falle von Zellstress Hsp90 ebenfalls verstirkt und
verteilt im Cytosol detektiert werden miisste (Yonehara et al. 1996). Da sich die
Aufenthaltswahrscheinlichkeit fiir Hsp90 im Bereich der Kernporenkomplexe in
Stresssituationen aber deutlich erhoht spricht dies fiir den essentiellen Einfluss, den Hsp90 in
diesem Bereich innezuhaben scheint. Zieht man des weiteren in Betracht, dass die
Aufrechterhaltung der Transportprozesse iiber die Kernmembran fiir die Zelle neben der
Energieversorgung einen existentiellen Eckpfeiler darstellt und eine Aggregation von
Proteinen im Bereich der inneren Kernpore schnell zu einem schwer behebbaren Verschluss
der Poren fiihren konnte, macht vielleicht deutlich, warum gerade in dieser Situation die
Anwesenheit von Hitzestressproteinen und hier insbesondere von Hsp90 derartige Wichtigkeit
fiir die Zelle besitzt.

Dies und natiirlich alle bisher erbrachten Befunde, welche den Einfluss von Hsp90 auf den
Transport 60S rUE betreffen, legen die Schlussfolgerung nahe, dass Hsp90 aufgrund seiner

Affinitdt auch konkrete Bindungspartner im Bereich der Kernpore besitzen muss. Unter
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anderem dort einen ndheren Hinweis zu finden und einen dieser Partner detektieren und
beschreiben zu konnen war, ein Bestandteil dieser Arbeit.

Die Vorgehensweise basierte auf der Verkniipfung von Hsp90 mit dessen imagindrem
Partnerprotein in der Kernpore iiber spezielle Quervernetzungsreagenzien, welche eine
moglichst hohe Spezifitit der Verknilipfung aufweisen sollten. Um dies zu untersuchen
wurden Studien unter der Verwendung verschiedener Quervernetzungsreagenzien
durchgefiihrt, um anschlieBend den Quervernetzer mit dem womdoglich besten Verhiltnis
zwischen Spezifitit und Ausbeute ermitteln zu kdnnen.

SASD zeigte sich hierbei als zu unspezifisch, was sicherlich auf den um einiges ldngeren
Zwischenraum der zwischen den beiden kovalenten Verkniipfungen zuriickbleibt,
zuriickzufiihren ist. Hierdurch erhoht sich die Bandbreit moglicher Verkniipfungen um ein
Vielfaches und umfasst eine grole Anzahl nicht relevanter meist zufélliger Bindungen. ANS
und APALI zeigten eine deutlich hohere Selektivitdt, was die Verkniipfungen anbetraf, wobei
die Ausbeute dann doch fiir das APAI sprach. Nicht zu letzt war das APAI einfach auch in
groflerer Menge verfligbar und lief3 sich zudem in hoher Konzentration in Methanol vorldsen
und anschliefend in Puffer auf die angemessene Konzentration verdiinnen, was mit ANS
schon aufgrund der geringen Verfiigbarkeit nicht in dem Malle moglich war. Zudem waren
die Losungseigenschaften von ANS deutlich schlechter als die von APAL

Aufgrund der Tatsache, dass die Quervernetzung lediglich mit einem Reagenz moglich war,
dessen Platzhalter ausgesprochen kurz gehalten wurde, zeigt prinzipiell die Spezifitit der
Protein-Protein Wechselwirkung zwischen Hsp90 und den entsprechenden Komponenten der
Kernmembran auf.

Es wurde beschrieben, dass die Bindung und nachfolgende Hydrolyse von ATP fiir die
Funktion von Hsp90 essentiell sind (Prodromou et al. 2000). In weiteren Untersuchungen
zeigte sich, dass die Ausbeute der Quervernetzungen mit dem Vorhandensein eines
ausreichenden ATP-Spiegels deutlich ansteigt. Interessanterweise galt dies auch fiir die
Quervernetzung mit dem C-Terminus von Hsp90 dem Fragment mit den Aminosduren 238-
732. Interessant ist dies, weil bisher lediglich eine zweite ATP-Bindungsstelle im Bereich des
C-Terminus postuliert, aber nicht nachgewiesen wurde. Aufgrund der Bindung von
Novobiocin, wo man das Bindemotiv in dem Aminosdurebereich 657-677 vermutet, hat man
der Novobiocinbindungsstelle eine vergleichbare Charakteristik zugeschrieben, wie sie der
Novobiocinbindungsstelle in der bakteriellen DNA Gyrase B entspricht, bei der es sich
ebenfalls um eine ATP-Bindungsstelle handelt (Marcu et al. 2000b).
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Die Quervernetzungen ergaben in der SDS-PAGE Analyse stets ein sehr diffuses Bild ab, in
welchem sich nur selten distinkte Proteinbanden hervortaten. Wenn diese Banden auftraten,
war es hdufig nur moglich diese im Autoradiogramm bzw. wie in den meisten Féllen im
Western-Blot, nicht aber im gefdrbten Gel oder der gefirbten PVDF-Membran deutlich zu
erkennen. Diesen Banden in irgendeiner Form habhaft zu werden stellte die weitere
Herausforderung dar, welche schlieBlich nur bedingt bewiéltigt werden konnte. Der Versuch
tiber die Proteinriickelution einiger Gelbereiche die entsprechenden Proteine verstirkt
anzureichern schlug absolut fehl, da der Verlust an Protein durch Abbau und priparativem
Schwund groBer war als der Nutzen der sich durch die weitere Isolierung und Vereinigung
von Préparationen ergab. Die Folge war, dass lediglich iiber groBBere Ansétze versucht werden
konnte die Proteinausbeute insgesamt und damit die der Quervernetzungsausbeute zu
erhohen.

Aus Griinden der besseren Zuordnungsmoglichkeiten fanden fiir die Studien lediglich die
beiden Fragmente von Hsp90 Verwendung, da diese auch in diesen groBeren Mengen, der
Einsatz von 500 OD Kernen benétigte eine querzuvernetzende Proteinmenge von bis zu 60
mg der Fragmente, zur Verfiigung standen, wesentlich stabiler waren und sie zudem oberhalb
der eigenen Bande keinerlei Verunreinigung mehr aufwiesen. Zudem gewann man anhand
erster Studien mit isoliertem Hsp90 als querzuvernetzendes Protein den Eindruck, dass
insgesamt eine stirkere Vernetzung des Gesamtgefiiges verursacht wurde, welches in der
SDS-PAGE spiter nicht mehr aufzutrennen war.

Auf diese Weise war es moglich bei der Quervernetzung zwischen dem C-terminalen
Fragment mit den Aminosduren 238-732 und der Kernmembran drei Proteinbanden zu
identifizieren. Zwei Proteinbanden ergaben sich bei der Quervernetzung des kleineren N-
terminalen Fragments (AS 1-237).

In der priparativen SDS-PAGE lieBen sich die Signale den Proteinbanden auf der PVDF-
Membran soweit zuordnen, dass diese ausgeschnitten und der Sequenzanalyse zugefiihrt
werden konnten. Doch lediglich bei einer Proteinbande vom quervernetzten AS 238-732
Fragment im molekularem Gewichtsbereich von 250 kDa, reichte die Proteinmenge aus, um

von zwei Segmenten eine Sequenz zu bekommen.
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3.7 Die Sequenzen CKESW und NRGLPP

Die Datenbankrecherche (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/blast) ergab fiir die Sequenz CKESW:

1.) KIAA0864 Protein [Homo sapiens]

2.) AKO007566 vermutliches Protein [Mus musculus]

3) Nup57 Protein [Saccharomyces cerevisiae]
4.) Kallmann Syndrom Protein [Gallus gallus]

5)) Hypothetisches Protein W05B5.2 [Caenorhabditis elegans]
6.) Pankretischer Polypeptidrezeptor Y4  [Cavia porcellus]

Fiir die Sequenz NRGLPP:

1)
2.)

3.)
4)
5.

Inositol Polyphosphat 5-Phosphatase
Phenylalanin Ammonium Lyase

RNAZ2 Polyprotein

Hypothetisches Protein Y53G8AR.a
Protoporphyrin IX Magnesium Chelatase

[Homo sapiens]

[Amanita muscaria]

[Wheat yellow mosaic virus]
[Caenorhabditis elegans]

[Methanococcus jannaschii]

Mit einer Ubereinstimmung von 83,3 Prozent fand sich diese Sequenz ebenfalls in Nup57
[Saccharomyces cerevisiae] wieder.

Da beide Sequenzen auf ein Protein hindeuten, muss man davon ausgehen, dass es sich bei
dem markierten Protein um ein zu scNup57p homologes Protein der Ratte handelt.

Dennoch darf man deswegen die anderen Proteine auf welche diese Sequenzen zutreffen
konnten erst einmal nicht aufler Acht lassen, da eine stichfeste Zuordnung in der Form nicht
moglich ist.

Uber einige dieser Proteine ist bis dato nichts bzw. nur duBerst wenig bekannt. Bei den
Proteinen AK007566, W05B5.2 und Y53G8AR.a handelt es sich um rein hypothetische
Proteine, welche sich aufgrund von Genomanalysen als mogliches Genprodukt darstellen.
Dem zum Kallmann-Syndrom Protein homologen Genprodukt aus dem Huhn konnte in
diesem bisher ebenfalls keine Funktion zugeordnet werden. Das Kallmann-Syndrom stellt
eine psychische Erkrankung beim Menschen dar, welche durch eine Uberproduktion dieses

Proteins beispielsweise in den Purkinjen Zellen des Cerebellum, den Neuronen der Retina und
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des Geruchszentren sowie weiteren Neuronen ausgelost wird. Dies fithrt zur Anosmia und
einem Defizit in der Produktion von Gonadotropin-Releasing-Hormone (Legouis et al. 1993).
Die Inositol Polyphosphat 5-Phosphatase ist ein cytosolisches Protein, welches an der
Eliminierung des iiber die Phospholipase C freigesetzten Second-Messanger 1P; beteiligt ist.
Dieses Enzym diirfte in beinahe allen Zellen expremiert werden die Wahrscheinlichkeit ein
derartiges rein cytoplasmatisches Protein in dieser Form zu markieren ist jedoch &dufBerst
unwahrscheinlich.

Die Phenylalanin Ammonium Lyase ist ein spezielles Enzym welches bisher in
unterschiedlichen  Microorganismen gefunden wurde, und dort fiir den Umsatz von
Phenylalanin zu Phenylpyruvat verantwortlich ist. In der Phenylketonurie, einer genetischen
Disposition, bei welcher Phenylalanin nicht {iber die Phenylalaninhydroxylase zu Tyrosin
abgebaut werden kann, wird dieses Enzym substituiert (Levy 1999), um dem Uberangebot an
Phenylalanin zu entgegnen. Auch in diesem Fall ist eine Verkniipfung mit Hsp90 mehr als
unwahrscheinlich.

Ebenso ein Enzym welches in Mikroorganismen zu finden ist stellt die Protoporphyrin IX
Magnesium Chelatase dar. Dieses Enzym dient dem Einbau von Magnesium in den
Protoporphyrinring und kommt fiir eine mdgliche Verkniipfung daher ebenfalls nicht in
Frage.

Das RNA2 Polyprotein ist ein virales Polyprotein, welches posttranskriptional proteolytisch
in vier funktionelle Proteine gespalten wird. Vertreter in welchen dieses Protein gefunden
wurde, sind die Familie der Nepoviren oder Comoviren zu denen auch das Wheat yellow
mosaic virus zu zéhlen ist, und welche allesamt zu den Pflanzenviren gehohren (Carrier et
al.2001).

Zu guter letzt steht noch der Pankretischer Polypeptidrezeptor Y4 zur Diskussion. Wie der
Name suggeriert, handelt es sich um einen Rezeptor fiir die Peptidhormone der
Bauchspeicheldriise. Von den Peptidhormonrezeptoren sind die Varianten Y, bisher
wesentlich besser charakterisiert. Von IThnen weill man, dass es sich um G-Protein gekoppelte
Rezeptoren handelt, welche als Neuropeptidrezeptoren nach Bindung des Liganden héufig
endosomal internalisiert werden (Parker et al. 2001).

In jedem Fall schlieBen sich alle bis hierhin beschriebenen Proteine entweder vom
Organismus, dem Organ oder dem zelluldren Wirkungsort beinahe génzlich aus.

Daher bleibt von den Sequenzen her lediglich Nup57p aus Saccharomyces cerevisiae iibrig,

um zumindest funktionell diskutiert zu werden.



Diskussion 80

3.8 Ein Bestandteil der Kerporenkomplexes der Hefe S.cerevisiae:

Nup57p

Uber diese Komponente der NPC ist bis dato noch nicht allzu viel bekannt geworden. Es ist
Bestandteil eines Unterkomplexes der Kernpore, welcher als Nsp1-Komplex bezeichnet wird.
Zu diesem zéhlen unter anderem auch die Proteine Nup49p, Nic96p und das namengebende
Nsplp (Fahrenkrog et al. 1998). Nup57p scheint in diesem Subkomplex ehr eine
strukturgebende Funktion zu erfiillen. Es stellt das organisatorische Fundament des
Komplexes dar, an welchen folgend die Proteine Nsplp und Nup49p individuell assoziieren.
Erst wenn dieser Komplex generiert wurde, kann auch Nic96p, welches nicht in der Lage ist,
einen der drei Bestandteile in freier Form zu erkennen, binden, um den Subkomplex zu
vervollstindigen (Schlaich et al. 1997). Die Proteine Nsp1p, Nup49p und Nup57p besitzen im
Bereich ihres C-Terminus eine siebenfache Wiederholungssequenz (heptade repeat), welche
als a-helicale coiled-coil Bindedomine fungieren kénnte. Zumindest bei Nic96p zeigt sich bei
fehlender Coiled-Coil-Doméne des N-Terminus, dass keine Assoziation mit dem Nspl-
Grundkomplex mehr stattfindet (Grandi et al. 1995; Schlaich et al. 1997). Lokalisiert ist der
Komplex sowohl an der nukledren als auch an der cytoplasmatischen Peripherie des
Zentralkanals (Fahrenkrog et al. 1998). Alle Nups dieses Komplexes tragen zudem die
typischen FXFG- und GLFG-Wiederholungssequenzen. Die Bedeutung dieser Motive ist
weiterhin Bestandteil von Spekulation. Sinnvoll erscheint hierbei die Hypothese, dass tiber
das Vorkommen dieser Sequenzen entlang der Transportstrecke durch die Kernpore die
Richtung fiir potentielle Transportsubstrate vorgegeben wird.

In jedem Fall fiihren Defekte in den Proteinen Nic96p und Nsplp zu einem defizitdren Import
in den Zellkern (Mutvei et al. 1992; Nehrbas et al. 1993; Grandi et al. 1993), wihrend
Mutationen in den Proteinen Nup57 und Nup49 sowohl zu einem Block beim Proteinimport
wie auch beim mRNA-Export fiihrt (Sharma et al. 1996; Grandi et al. 1995; Hurwitz & Blobel
1995).

Das Homolog diese Subkomplexes bei den Vertebraten stellt der p62-Komplex dar. Auch die
Komponenten des Komplexes weisen Homologien zueinander auf. Daher lassen sich
aufgrund der Ubereinstimmungen die Proteine p62 mit Nsplp, p58/46 mit Nup49p, p93 mit
Nic96p und p54 mit Nup57p miteinander vergleichen. Insbesondere im Bereich des C-
Terminus liegen die Ubereinstimmung bei iiber 50 Prozent (Carmo-Fonseca et al. 1991),

wihrend sie iiber das gesamte Protein betrachtet bei 35-45 Prozent anzusiedeln ist. Lediglich
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zwischen Nic96p und p93 liegt die Ubereinstimmung mit lediglich 27 Prozent deutlich
niedriger (Doye & Hurt 1997; Fabre & Hurt 1997).

Das Vertebratenhomolog zu Nup57p das p54 besitzt eine Ubereinstimmung in der
Aminosduresequenz von 45 Prozent. Dennoch waren die ermittelten Sequenzen lediglich in
Ubereinstimmung einer einzelnen Aminosiure wiederzufinden. Zudem wiirde der
GroBenvergleich mit der Proteinbande in der SDS-PAGE nicht auf ein Protein von 50 - 60
kDa sondern vielmehr auf ein Protein in der Grofle von etwa 200 kDa schlielen lassen, wenn
man von einer 1:1 Verkniipfung zwischen Hsp90-Fragment (60 kDa) mit dem unbekannten
Protein einmal ausgeht.

Aufgrund der Vielzahl bis dato noch unbekannter Proteine im Bereich des
Kernporenkomplexes besteht durchaus die Moglichkeit, dass sich unter diesen auch eines
befindet, welche ein identisches Sequenzmuster aufweist.

Letztlich muss man sich natiirlich auch fragen, ob es sich bei dieser Ubereinstimmung beider
Sequenzen mit Nup57p um einen absoluten Zufall handeln kénnte, und das entsprechende
Protein gar nichts mit der Kernpore zu tun hat. Dies ldsst sich jedoch zum einen anhand
dessen verneinen, da die isolierte Proteinbande aus welcher diese Sequenzen gewonnen
wurden, erst {iber die Erstellung eines Kernextraktes soweit in Losung zu bringen war, dass
eine Detektion mdglich war. Ein Protein welches keinerlei Bezug zur Kernpore besitzt oder
der Kernmatrix besitzt, wire sicherlich nicht erst an diesem Punkt zu detektieren gewesen.
Der andere Punkt ist natiirlich der, dass es sich bei dem Protein zwar um kein Nukleoporin,
aber dafiir um ein absolut kernstindiges Protein handeln kdnnte. Dies Mdglichkeit 1dsst sich
anhand der Ergebnisse in der Tat nicht von der Hand weisen. Dies wiirde jedoch den
Befunden, welche den Hsp90 Einfluss auf den 60S rUE Transport wiederspiegeln, in erster
Sicht nicht wiedersprechen. Doch muss man dann natiirlich kritisch anmerken, dass bei einem
System welches den Einfluss eine von aulen zugegebenen Faktors auf den Fluss ribosomaler
Untereinheiten von Innen nach Aufen hin untersucht, es nur schwer erklarbar ist, dass dieser
Faktor den erzielten Effekt lediglich iiber die Bindung an ein internes Protein erzielen kann.
Zudem fand ja auch bei der Quervernetzung die Zugabe von Hsp90 von der
cytoplasmatischen Seite aus statt. Dabei ist es durchaus nicht abwegig, dass Hsp90 einen
Einfluss auf den Transport von 60S rUE nicht nur in Bezug auf die Passage durch den
Kernporenkomplex besitzt, sondern auch auf den Transport durch das Nukleoplasma hat.
Auflerdem stammten die ermittelten Sequenzen ja nur von einem der drei isolierten
Proteinbanden, was bedeutet, dass dort zumindest noch zwei weitere Proteine auf eine

Identifizierung warten, welche innerhalb dieser Studien spezifisch markiert wurden. Des
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weiteren gab es noch Signale deren Proteinbande jedoch nicht detektiert werden konnte,

wobei es sich aber dennoch um spezifisch markierte Proteine handeln konnte.

3.9 Ausblick

Letztlich kann man einen unmittelbaren Einfluss von Hsp90 auf den Export von 60S rUE aus
dem Zellkern nicht mehr wegdiskutieren. Lediglich das Wie, Warum und Wo bleibt weiterhin
zu diskutieren.

Hierzu wire vor allem anderen eine brauchbare strukturelle Darstellung vom gesamten Hsp90
Protein von groem Vorteil, um das Protein selbst erst einmal richtig verstehen zu konnen,
ohne dass man sich wie bisher nur iiber seine Vielseitigkeit wundert. Insbesondere der C-
Terminus diirfte nach allen bisher gewonnenen Erkenntnissen mit einigen Uberraschungen
aufwarten. Das Zusammenspiel zwischen N- und C-Terminus iiber die zwischengeschaltete
geladene Sequenz scheint entscheidend fiir die Funktionalitit von Hsp90 zu sein, diesen
Zusammenhang im Detail zu beleuchten wire ebenfalls ein wichtiger Schritt zum genaueren
Verstdndnis dieser Materie.

Um den Einfluss von Hsp90 auf den Ribosomentransport weiter zu untersuchen, sollte man
verstirkt liber Bindungsstudien bereits identifizierter Kernporenproteine mit Hsp90 versuchen
genaueres tiber die Affinitit von Hsp90 zu Kernpore herauszufinden.

Im Zuge der Genomsequenzierung auch von Vertebraten sollte eine Identifizierung von
Kernporenproteinen in der Form wie es bei der Hefe vollzogen wurde, auch hier durchgefiihrt
werden, um mehr iiber die Architektur und Funktion des Kernporenkomplexes in Erfahrung
zu bringen. Zusétzlich konnten auf diesem Wege weitere Komponenten des NPC identifiziert
werden, welche eine spezifische Affinitit zu Hsp90 aufweisen. Denn die
Quervernetzungsversuche konnten zeigen, dass nicht nur ein Protein im Bereich des
Kernporenkomplexes liber Hsp90 markiert werden konnte. Durch weitere Quervernetzung
und einer eventuell groBeren Ausbeute markierten Proteins lieBen sich auch weitere
Sequenzen gewinnen, welche eine Identifikation der Proteine insoweit ermoglichen konnte,
dass man tiiber die Erstellung sequenzspezifischer Antikorper vielleicht eine bessere
Isolierung und genauere Charakterisierung vornehmen kann.

Interessant wire es in FErfahrung zu bringen, ob Hsp90 in der Lage ist,

Konformationsédnderungen am Kernporenkomplex zu begiinstigen bzw. zu stabilisieren, was
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in Bezug auf die Translokation von 60S rUE durch die Kernpore durchaus eine unterstiitzende
Funktion von Hsp90 darstellen konnte.

Auch prédzisere Angaben zu Lokalisation von Hsp90 wiren erstrebenswert. Mit heutiger
Technik, welche bis in den Molekiilmafstab aufzulésen vermag, sollte dies nur eine Frage der
Zeit darstellen.

Die Entdeckung von Hsp90 auch als pharmazeutisches Zielprotein, beispielsweise in der
gezielten Tumorbekdmpfung, wird in naher Zukunft ebenfalls aufgrund verstdrkter

Forschungsintensitit das Bild von Hsp90 weiter konkretisieren helfen.
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4. Zusammenfassung

Hsp90 ist ein duBerst vielseitiges Protein, welches nicht strikt cytosolisch anzusiedeln ist. Es
besitzt eine Vielzahl von Partnerproteinen zu denen stetig neue hinzukommen und deren
Interaktionen langst nicht alle hinreichend untersucht und verstanden wurden.

Worin der Unterschied in der Funktionalitdt von Hsp90 in Eukaryoten und HtpG in
Prokaryoten besteht, das Hsp90 fiir Eukaryoten (auch einzellige) derart essentiell werden
lasst, ist absolut unklar. Ein moglicher Grund konnte die Beteiligung von Hsp90 an
Transportprozessen in und um den Zellkern darstellen.

Der Einfluss von Hsp90 auf den Export von 60S rUE aus dem Zellkern konnte manifestiert
werden. Die Einwirkung Hsp90 spezifischer Inhibitoren wie Geldanamycin, Radicicol und
Novobiocin zeigten deutliche Effekte in den Transportmessungen sowohl in vitro als auch in
vivo. Durch Coinjektionen von Novobiocin und Radicicol in die Oocyten von Xenopus laevis
lieB sich der Export von '*°J markierten 60S rUE aus dem Zellkern gegeniiber den Kontrollen
deutlich reduzieren. Damit konnte der mittel- oder unmittelbare Zusammenhang zwischen
Hsp90 und dem Export von 60S rUE in vivo erneut bewiesen werden.

Hsp90 besitzt mehrere potentielle Phosphorylierungsstellen fiir die Casein Kinase II.
Untersuchungen zeigten, dass die Phosphorylierung von Hsp90 den Effekt auf den in vitro
Export von 60S rUE aufzuheben vermag. Die Phosphorylierung von Hsp90 durch die CKII
konnte somit eine potentielle Regulationsmoglichkeit von Hsp90 darstellen.

Die Phosphorylierung von Hsp90 durch die CKII lieB sich durch die Zugabe von Radicicol
deutlich reduzieren. Es ist durchaus moglich, dass die potentielle Phosphorylierungsstelle im
Bereich der Bindungsstelle von Radicicol am N-Terminus von Hsp90 zu suchen ist, da auch
die Phosphorylierung des N-terminalen Fragments iiber Radicicol beeinflusst werden konnte.
Uber Quervernetzungsversuche zwischen Hsp90 und isolierten Zellkernen, konnten Proteine
der Kernmembran spezifisch markiert werden. Aufgrund der dulerst geringen
Proteinausbeute war eine Analyse sehr schwierig. Lediglich eine Proteinbande konnte
schlieBlich partiell N-terminal ansequenziert werden. Die ermittelten Sequenzen deuten auf
ein zu scNup57p homologes Protein der Ratte hin, welches bisher jedoch noch nicht iiber eine
der Proteindatenbanken ermittelbar ist.

Transmissionselektronenmikrokopische Aufnahmen von isolierten Rattenleberzellkernen,
welche mit einem Anti-Hsp90a Antikorper inkubiert wurden, konnten zeigen, dass Hsp90
neben Komponenten im Bereich des Kernporenkomplex auch an Bestandteile im

Nukleoplasma bindet. Da aufgrund der in vitro Messungen bisher ein rein cytosolische Effekt
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von Hsp90 in Bezug auf den Export von 60S rUE vermutet wurde, konnte dieser Befund nahe
legen, dass die Einflussnahme von Hsp90 auf den Transport von 60S rUE wesentlich friiher
bereits im Nukleoplasma oder in den Nukleoli einsetzen konnte. Wenn dies der Fall ist,
konnte Hsp90 auch im Zusammenhang mit den ribosomalen Untereinheiten eine
Begleiterfunktion zukommen, welche den Transport vom Ort der Biosynthese bis an die
spatere Wirkungsstitte unter Aufrechterhaltung der Funktion gewéhrleistet.

Hierfiir kdnnte auch sprechen, dass Hsp90 mit den 60S rUE interagiert, wie es in
Coprizipitationsversuchen gezeigt wurde.

Zudem konnte Hsp90 gezielt liber proteinidre Bestandteile im Transport befindlicher 60S rUE
radioaktiv markiert werden. Es spricht demnach vieles dafiir, dass Hsp90 unmittelbar in den
Transportprozess der groflen ribosomalen Untereinheiten eingreift, und hierbei der Effekt
nicht lediglich in der Unterstiitzung bei der Translokation zu suchen wére, sondern eventuell

schon sehr viel frither im inneren des Nukleoplasmas.
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S. Experimenteller Teil

5.1 Isolierung von Zellkernen aus Rattenhepatozyten

Die frisch préparierten Lebern von vier ca. 400g schweren ménnlichen Sprague-Darwley-
Ratten werden in 4°C kaltem 0,25M STKMC-Puffer gewaschen.

Im folgenden wird, wenn nicht anders erwidhnt, stets bei 4°C weitergearbeitet.

Die Lebern werden mit einem Skalpell grob zerkleinert und anschlieend die Hepatozyten in
einem 60 ml Elvejhem-Homogenisator aufgeschlossen. Der Zellaufschluss wird durch vier
Lagen Gaze gestrichen, um Restgewebe zuriickzuhalten. Das Filtrat wird einer Zentrifugation
(1.500g , 12 min , 4°C ) unterzogen. Der so erhaltene Uberstand wird vorsichtig abgegossen,
bis sich das Pellet als grau-braune Zunge zeigt. Der Uberstand kann wie unter 5.4
beschrieben fiir die Isolierung zytosolischer Faktoren weiterverwertet werden. Das Pellet wird
in einen 30 ml Elvejhem-Homogenisator iiberfithrt und erneut homogenisiert. Vom Resultat
werden in einen Messzylinder 40 ml abgemessen und diese anschlieend auf 180 ml mit 2,3M
STKMC-Puffer aufgefiillt und durch invertieren gemischt. Mit der so erhaltenen Ldsung
werden die zuvor mit 5 ml 2,3M STKMC-Puffer befiillten SW28 Zentrifugenrdhrchen
tiberschichtet.

Die sich anschlieBende Zentrifugation erfolgt fiir 1h bei 4°C und 130.000g. Man erhélt ein
gelblich-weiles Pellet, welches in einem 15 ml Elvejhem-Homogenisator in 0,25M STKMC-
Puffer resuspendiert wird. Die Suspension wird bei 1000g und 4°C fiir 3 min zentrifugiert.
Das Pellet wird in 0,25M STKMC-Puffer wieder resuspendiert. Dieser letzte Waschschritt
wird wiederholt, bis der Uberstand fast klar ist.

Nach dem letzten Waschschritt wird das Pellet in einem definierten Volumen 0,25M
STKMC-Puffer resuspendiert, um anschlieBend iiber eine ODys-Messung die Ausbeute
bestimmen zu konnen. Hierbei entspricht eine OD,gp 106,5 pug Kernprotein bzw. 3 * 10°

Kernen.

5.2 Darstellung von Kernhiillenvesikeln

Die Kerne werden bei 1.500g, 4°C und 2 min sedimentiert und anschlieBend in 8,5 ml
Permeabilisierungspuffer pro 100 OD vorsichtig bei RT resuspendiert. Die Kerne werden fiir

3 min geriihrt und die Suspension dann mit 65,5 ul Heparin ( Liquemin N 25.000, Roche ) je
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100 OD versetzt. Nach weiteren 4 min pelletiert man die Kerne bei 1.800g in 3 min. Der
Uberstand wird vorsichtig entfernt und das Pellet in 0,2 ml Permeabilisierungspuffer gelost.

Die so erhaltenen offenen Kernhiillen kénnen mit dem entsprechenden Transportsubstraten
beladen werden. In diesem Fall werden 120 pg zuvor mit '*°J radioaktiv markierten 60S rUE
zum Ansatz hinzugegeben und fiir 90 s bei RT und anschlieBend fiir weitere 60 s auf Eis
inkubiert. Durch die Zugabe von 0,4 ml 0,25M STKMC-Puffer pro 100 OD werden die
Kernmembranen wieder geschlossen und ein Teil des Transportsubstrates entsprechend der
Volumenverteilung eingeschlossen. 60S rUE welche nicht in die Vesikel eingeschlossen
wurden, werden durch dreimaliges Waschen der Vesikel in 0,25M STKMC-Puffer bei 4°C fiir
3 min bei 1.800g aus dem Ansatz entfernt. Nach dem letzten Waschschritt werden die
beladenen Vesikel in 0,5 ml Transportpuffer je 100 OD resuspendiert und bis zur weiteren

Verwendung auf Eis gelagert.

5.3 Isolierung von 60S rUE aus Rattenhepatocyten

Pro Priparation werden die Lebern von 10 zuvor mit Genickbruch getdteten Sprague-Dawley-
Ratten prépariert. Die Lebern werden in Puffer A gewaschen, und anschlieend im Starmix
mit 200 ml Puffer A zerkleinert. In einem 60 ml Elvejhem-Homogenisator erfolgt der
ZellaufschluB3. Danach wird das Homogenisat bei 30.000 g und 4°C fiir 10 min zentrifugiert,
um alle Zelltriimmer aus dem Homogenisat zu entfernen. Die vereinigten Uberstiinde werden
mit Puffer A auf 400 ml aufgefiillt und anschlieend mit ebenfalls 400 ml Puffer B vermischt.
Der Ansatz wird auf Eis fiir 1 h inkubiert.

Der Inkubationsansatz wird danach auf 12 Ultrazentrifugenrohrchen (Beckmann 45 Ti)
verteilt und mit 5 ml Puffer C vorsichtig unterschichtet. Es folgt eine Zentrifugation fiir 1 h
bei 110.000 g und 4°C. Die Pellets werden in 5 ml Puffer C mit einem Elvejhem-
Homogenisator resuspendiert. Von dieser Suspension wird eine ODys Bestimmung
durchgefithrt, um den ungefdhren Gehalt an Polysomen zu ermitteln. Die
Polysomensuspension wird anschlieend iiber eine weitere Ultrazentrifugation bei 110.000 g
und 4°C fiir 1,5 h gewaschen. AnschlieBend werden die Sedimente mit einem Spatel
herausgekratzt und vereinigt. Die vereinigten Polysomen werden dann in fliissigen Stickstoff
schockgefroren und bis auf weiteres bei -80°C gelagert.

Von den Polysomen entnimmt man ca. 6000 OD,s und resuspendiert diese in 15 ml

Aufnahmepuffer. Diese Suspension wird dann bei 4°C, 10.000 g fiir 10 min zentrifugiert, um
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ungeloste Bestandteile zu sedimentieren. Von einer zuvor angesetzten Puromycin-Losung
werden zu den 15 ml Suspension 150 ul Losung zugefiihrt und fiir 40 min bei 36°C inkubiert.
In einem Gradienten von 0-40% Saccharose lassen sich beide Untereinheiten gemif ihrer
Dichte voneinander trennen. Die Auftrennung erfolgte in einem Zonalrotor bei 60.000 g,
12°C fiir 16,5 h. Der Gradient wird anschlieend mit 50% Saccharoseldsung abgepumpt und
fraktioniert. Zudem wird die Verteilung der Untereinheiten iiber eine Extinktionsmessung bei
280 nm bestimmt. Die Fraktionen, welche die 60S rUE beinhalten, lassen sich anschlieBend
vereinigen und werden mit 1M MgCl,-Ldsung zur besseren Stabilitét der 60S rUE auf eine
Endkonzentration von 0,25 M MgCl, gebracht. Die 60S rUE der vereinigten Fraktionen
werden in der Ultrazentrifuge fiir 22 h bei 150.000 g und 16°C sedimentiert. Die Sedimente
werden folgend in Markierungspuffer resuspendiert und, nachdem die ODy¢p bestimmt wurde,

bei -80°C gelagert.

5.4 Isolierung von Hsp90 aus Rattenhepatocyten

Das bei der Zellkernpraparation nach dem ersten Zentrifugationsschritt anfallende Rohcytosol
wird in der Ultrazentrifuge fiir 1 h bei 4°C und 130.000 g zentrifugiert. Der Uberstand wird
zweimal fiir zwei Stunden gegen 5 | HEPES-Puffer dialysiert, um die Saccharose aus der
Losung zu eliminieren und gleichzeitig das System von Tris/HClI auf HEPES/KOH
umzupuffern. Das Dialysat wird anschlieBend fiir 14 h bei 4°C und 95.000 g
ultrazentrifugiert.

Vom Uberstand wird das flottierende Fett abgesaugt und der restliche Uberstand gesammelt.
Die so erhaltene cytosolische Fraktion kann eingefroren werden, um beispielsweise fiir
Transportmessungen eingesetzt zu werden, oder wird unmittelbar der weiteren
chromatographischen Aufarbeitung unterzogen. In diesem Falle erfolgt erst eine
Anionenaustauscherchromatographie iiber eine Q-Sepharose Sdule (Pharmacia; Flussrate 2
ml/min; Riickdruck 3 bar). Bei allen Chromatographischen Arbeiten wurden die Puffer vor
ihrer Verwendung entgast. Das Sdulenmaterial wird zuvor mit jeweils dem doppelten
Saulenvolumen einfachen HEPES-Puffer gefolgt von HEPES-Puffer mit 1M NaCl und erneut
einfachem HEPES-Puffer dquillibriert. AnschlieBend wird die Séule bei 250 mM NaCl
beladen, und dann bei 450 mM NaCl eluiert, da die Hsp90 haltigen Fraktionen bei dieser
Ionenkonzentration von der Sdule gewaschen werden. Sobald kein Protein mehr detektiert

werden kann, wird der Gradient auf 1M NaCl gestellt, um die Sdule zu reinigen.
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Die erhaltenen Fraktionen konnen iiber SDS-PAGE Gelelektrophorese (sieche 5.9 ) auf ihren
Gehalt an Hsp90 hin untersucht werden. Danach konnen die relevanten Fraktionen in 2 ml
Schritten iiber eine Superdex 200 (Pharmacia; Flussrate 1,5 ml/min; Riickdruck 15 bar)
Gelfiltrationssdule nach ihren Proteinbestandteilen weiter aufgereinigt werden. Die Hsp90
Fraktionen eluieren ab 38 ml, gesammelt werden 10 Fraktionen zu je 6 ml. Die Fraktionen
werden auf ihren Gehalt an Hsp90 hin {iberpriift, dann vereinigt und anschlieBend bei Bedarf
mittels Zentrifugalkonzentratoren (Centriprepl0; Amicon) eingeengt. Danach werden die

Fraktionen bei -80°C gelagert.

5.5 Proteinbestimmung

Um den Proteinanteil von 60S rUE und von isolierten Rattenleberkernen bestimmen zu
konnen, wurde jeweils die optische Dichte bei 260 nm (OD,40) gemessen.

Aus der gemessenen OD ldsst sich die Proteinmenge wie folgt ermitteln:

1.) Bei 60S rUE entspricht 1 ODy¢ der Menge von 83 pg 60S rUE. Da 60S rUE neben
59% RNA-Anteil lediglich zu 41% aus Proteinen bestehen ergibt sich somit eine
Proteinmenge von 34 pg pro gemessener ODg.

2.) Bei den isolierten Rattenleberkernen ergibt sich pro ODy eine Anzahl von

3 x 10° Kernen und eine Proteinmenge von 66 pg Kernprotein.

Fiir alle tibrigen Proteinbestimmungen fand der Proteintest der Firma Roth, welcher sich an

die Methode nach Bradford (Bradford 1976) anlehnt, Verwendung.

5.6 Expression rekombinanter Proteine

Fir die Expression der beiden rekombinanten Hsp90 Fragmente hHsp90a1-237 und
hHsp90a238-732 wurden die entsprechenden Stimme aus der Gefrierkultur in 5 ml 2fach TY-
Medium bei 37°C {iiber Nacht im Schiittler angezogen. Damit wurde am nichsten Tag die
Vorkultur und dariiber die Hauptkultur angeimpft. Die Hauptkultur wurde bis zu einer

Bakteriendichte von 0,8 ODggo angezogen und dann mit 2 mM IPTG fiir 3-6 h induziert.
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Daraufhin wurden die Zellen auf Eis gestellt und auf 2 mM PMSF, 2 pg / ml Leupeptin und
40 pg / ml Pepstatin (Sigma-Aldrich) gebracht. Die Zellen wurden in einem
Zentrifugationsschritt bei 7.300 g fiir 20 min bei 4°C sedimentiert. Die Zellen wurden dann in
Resuspendierungspuffer resuspendiert und bei -80°C eingefroren. Nach dem Auftauen
wurden die Zellen in einer French-Press (Cell Pressure 18000 psi) aufgeschlossen. Die
erhaltene Losung wurde fiir 30 min und 12.000 g bei 4°C zentrifugiert. Der Uberstand wurde
mit einer 1 M Imidazol-Stammldsung, pH 7,6 auf eine Gesamtkonzentration von 10 mM
Imidazol gebracht. Eine Ni-NTA-Superflow-Sdule (Quiagen) fiir die FPLC wurde ebenfalls
mit 10 mM Imidazol dquilibriert. Die Proteinlésung wurde auf die Sdule aufgetragen und die
Saule anschlieBend mit 30 mM Imidazol gewaschen. Die mit einem (His)-Taq versehenen
Proteine wurden dann {iber einen linearen Gradienten von 30 - 500 mM Imidazol eluiert. Die
eluierten Proteine wurden vereinigt und gegen HEPES-Puffer dialysiert. Danach wurden die

Proteine aliquotiert und bei -80°C gelagert.

5.7 Endpunktbestimmungen mit wiederversiegelten Kernhiillen

Die entsprechenden zu untersuchenden Ansédtze werden mit den wiederversiegelten
Kernmembranen versetzt. Die Ansitze werden zu je 150 pl auf die vorbereiteten
Mikrofugenrohrchen verteilt und darauthin fiir 20 min bei 37°C inkubiert. Nach der
Inkubationszeit werden die Kernhiillen bei maximaler Geschwindigkeit in der Mikrofue E"

(Beckmann, 1-2 min) sedimentiert. Vom Uberstand iibertrigt man 100 pl zur quantitativen
Radioaktivitdtsbestimmung in entsprechende Fliissigkeitsszintillationszdhlrohrchen (siehe

5.8).

5.8 Flissigkeitsszintillationszihlung

Um in Losungen die Menge an radioaktiven Isotopen quantitativ auswerten zu konnen,
werden die Losungen in spezielle Zahlrohrchen tiberfiihrt und mit Szintillationsfliissigkeit auf
das fiinffache Volumen verdiinnt. Die Proben konnen anschlieend im Szintillationszdhler

(Beckmann, LS 6500) in cpm ausgezédhlt werden.
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5.9 Gelelektrophorese

Alle  durchgefithrten =~ SDS-Polyakrylamidgelelektrophoresen  erfolgten nach  einer
modifizierten Methode von Laemmli (Laemmli et al. 1970). Hierbei fanden
Minigelapparaturen von Biorad Verwendung. Die Rezepte fiir die einzelnen Geldichten sind

in der folgenden Tabelle 6.1 aufgelistet.

Tabelle 6.1:

Trenngel |5% [7,5% [10% |12% |15% |18% |Sammelgel|4% |5% [6%

Wasser 5,53 |47 3,85 [3,5 2,5 1,5 Wasser 3,05 [2,625(2,5
[ml] [ml]

3M Tris 2,5 2,5 2,5 2,5 2,5 2,5 0,5M Tris |1,25 [1,25 |1,25
pH 8.8 pH 6,8
[ml] [ml]

AA/BisAA | 1,7 2,5 3,35 |4 5 6 AA/BisAA 0,65 0,85 |1
[ml] [ml]

10% SDS [100 [100 |100 |100 [100 [100 [10%SDS [50 |50 |50
[ul] [ul]

10% APS[150 [150 |150 [150 |150 [150 [10% APS|[100 [100 [100
[ul] [ul]

TEMED [10 |10 10 10 10 10 |TEMED |5 5 5
[ud] [ud]

Fiir Gradientengele wurden die Rezepturen der Tabelle 6.2 verwendet. Von den Ldsungen

wurden jeweils 2,5-2,9 ml in einen Gradientenmischer gegeben.

Tabelle 6.2:

Gradientengel 5% 7,5 % 15 %
Wasser [ml] 2.5 3,75 7,5
3M Tris pH 8,8 [ml] |9,175 7,9 4,175
AA/BisAA [ml] 1,875 1,875 1,875
10 % SDS [ul] 150 150 150
TEMED [pul] 6 6 6

10 % APS [ul] 60 60 60
Saccharose - - 2,5
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5.10 Western-Blotting

Die Proteine einer Probe werden iiber eine SDS-PAGE Gelelektrophorese (sieche 5.9 ) gemil
ihrer GroBe voneinander getrennt. Pro Gel werden vier Filterpapiere, zwei Vliese und eine
PVDF-Membran (Millipore, Immobilon P) in frisch angesetztem CAPS-Puffer vorinkubiert.
Nach der Elektrophorese wird das Gel entnommen und in CAPS-Puffer gewissert. Die
Apparatur (Bio-Rad Minigel Blotting Apparatur) wird wie folgt unter CAPS-Puffer
zusammengebaut:

Auf die dunkle Seite der Apparatur wird ein Vlies gefolgt von zwei Filterpapieren gelegt.
Darauf positioniert man das Gel und legt dariiber die PVDF-Membran. Es folgen erneut zwei
Filterpapiere und abschlieBend das zweite Vlies. Die Apparatur wird unter Puffer
zusammengeklappt und verschlossen, damit sich keinerlei Luftblasen bilden kdnnen.

Die Apparatur wird in die Halterung gesteckt ein Eisbehélter wird eingehdngt und die
Gesamtapparatur mit CAPS-Puffer aufgefiillt. Der Elektrotransfer erfolgt bei 150 mA pro Gel
fiir 1,5 - 2 h. Die Apparatur wird dabei auf Eis gekiihlt , um eine Uberhitzung und damit eine
Widerstandserhohung zu unterbinden.

Der Erfolg lasst sich iiberpriifen, indem man die Membran nach dem Elektrotransfer in einer
Tintenfarbelosung fiir 20-30 min inkubiert wird. Die Proteinbanden werden dabei sichtbar,
ohne dass dies das weitere Prozedere beeinflusst, und konnen bei Bedarf markiert werden.
AnschlieBend kann die Membran iiber Nacht in TBST-Puffer mit 5 % Milchpulver bei 4°C
geblockt, oder direkt mit dem ersten Antikérper (in TBST-Puffer mit 1 % Milchpulver) fiir
eine Stunde bei RT inkubiert werden. Die Membran wird dreimal fiir 10 min in TBST-Puffer
gewaschen. Es folgt die Inkubation mit dem zweiten Antikorper (ebenfalls in TBST-Puffer
mit 1 % Milchpulver) der gegen den Fc-Teil des ersten Antikdrper gerichtet und zusétzlich
Peroxidase gekoppelt ist.

Tabelle 5.3:

primérer Antikorper sekundérer Antikorper

Anti-Hsp90a (N-17, Santa Cruz) Anti-Ziege, Peroxidase (A5420, Sigma)
Anti-(His)s (Quiagen) Anti-Maus, Peroxidase (A0412, Sigma)
Avidin-Peroxidase (A3151, Sigma) kein zweiter Antikdrper
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Auch diese Inkubation bendtigt eine Stunde und erfolgt bei RT. Es schlief8t sich erneut ein
dreimaliges Waschen fiir 10 min mit TBST-Puffer bei RT an. Die Membran wird auf einen
aufgeschnittenen Autoklavierbeutel in eine Expositionskassette gelegt. Die ECL-Losung
(NEN bzw. Amersham) wird zu gleichen Teilen gemischt und auf der Membran verteilt. Nach
einer 1 miniitigen Inkubation wird die {iiberschiissige Losung abgenommen und der
Autoklavierbeutel Luftblasenfrei zugeklappt. Die Exposition erfolgt in der Dunkelkammer
unter Rotlicht. Hierzu wird ein Rontgenfilm in die Expositionskassette gelegt, und fiir 1-15
min belichtet. Danach wird der Film in Entwickler (Tetenal Eukobrom) gelegt und fiir 2-4
min entwickelt. Der Film wird in Wasser gewaschen und anschlie3end in Photofixierer fixiert,
bis der Film klar geworden ist. Danach wird der Film fiir 10 min gewéssert und zum trocknen
aufgehangen.

Die Membran wird fiir eine Minute in Amidoschwarzfarbelosung getrénkt anschlieBend mit
Wasser abgespiilt und schlieBlich mit einfachem Entfarber entfirbt und zum trocknen

aufgehangen.

5.11 In vivo Messungen in Qocyten von Xenopus laevis

5.11.1 Isolation und Aufbewahrung von Oocyten

Die Arbeiten zur operativen Entnahme von Ovar aus Xenopus laevis wurden im Arbeitskreis
Dr. Schmalzing durchgefiihrt. Nach der Priparation wurden die Ovarloben in Ori-Medium
mittels einer feinen Pinzette vorsichtig gedffnet, um die Oberfldche flir die anschlieBende
Collagenasebehandlung zu vergrofern. Zuvor in Ori-Medium geldste Collagenase (Serva)
wird zu den gedffneten Loben zugegeben und fiir 3h bei RT inkubiert.

Danach wurden die Oocyten zweimal in Ori-Medium und anschlieBend dreimal in
calciumfreien Ori-Medium gewaschen. Es folgt eine 10 miniitige Inkubation in calciumfreiem
Ori-Medium, um die Folikelzellen vollstindig abzuldsen. Die Oocyten kdnnen nun durch
mehrmaliges waschen mit calciumfreiem Medium von den Folikelzellen getrennt werden, um
schlieBlich zur Lagerung in Ori-Medium {iberfiihrt zu werden.

Von allen Oocyten wurden die in den Stadien V und VI befindlichen fiir die spiteren

Injektionen herausselektiert.
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Bei der weiteren Lagerung sollte stets darauf geachtet werden, dass apoptotische Zellen
ausgemustert werden, da sie ansonsten iiber Botenstoffe auch bei den {ibrigen Oocyten der
Charge die Apoptose einleiten konnen. Beriicksichtigt man dies und fiihrt zudem einen
regelméfBigen Mediumwechsel durch, so lassen sich die Oocyten bei RT iiber mehrere Tage

lagern.

5.11.2 Mikroinjektion in Qocyten

Die fiir die Mikroinjektion bendtigten Glasnadeln wurden aus mit einem Brown-Flaming
Micropipette Puller aus Sodaglaskapillaren (Ldnge 100 mm, & 1 mm) gezogen.

Zur Vorbereitung der Injektionsapparatur wird eine Injektionsnadel dem Vorrat entnommen
und mittels einer Pinzettenscherer am vordersten Ende abgeschnitten. dabei sollte moglichst
eine scharfe Kante entstehen, um nachher bei der Injektion leichter durch die Plasmamembran
stechen zu konnen.

Die Nadel wird von hinten iiber eine Spritze mit Parafin6l Luftblasenfrei befiillt, und
anschlieBend manuell auf die Spitze des Nanoliter Injektors (WPI) gesteckt.

Um den Injektor prizise fiihren zu konnen, wird er in einen Mikromanipulator (WPI)
gespannt. Die Funktionalitdt des Systems ldsst sich nun {iberpriifen, indem man iiber die
Injekttaste einen Parafindltropfen herausdriickt. Zur Befiillung der Nadel gibt man einen
kleinen Tropfen des entsprechenden Injektats auf ein Stiick Parafilm, fiihrt die Spitze der
Nadel vorsichtig {iber den Mikromanipulator in den Losungstropfen und saugt das Injektat
iber die Fill-Taste in die Nadel.

Die fiir die Injektion vorgesehenen Oocyten werden in eine mit Rillen aus Sylgard versehenen
Petrischale tiberfiihrt. Je nachdem wohinein injiziert werden soll, wird die Oocyte mit einer
Wimper so platziert, dass iiber den vorgegebenen Winkel des Mikromanipulators die
entsprechende Stelle optimal getroffen werden kann.

Bei Injektionen in den Zellkern der Oocyte wurde die Oocyte so positioniert, dass das
Zentrum des dunklen, animalen Pols genau getroffen werden konnte, da sich genau dort der
Zellkern befindet. Das Volumen betrug hierbei maximal 18,5 nl. Bei cytosolischen
Injektionen wurden bis zu 50,6 nl im Bereich des Aquators in die Zelle gespritzt. Nach der

jeweiligen Injektion wurden die Oocyten bis zum Start der Messreihe auf Eis gelagert.



Experimenteller Teil 95

5.11.3 Darstellung einer Messreihe

Je nach Dauer und Umfang der Messreihe werden pro Messpunkt eine Petrischale vorbereitet,
auf welche die Oocyten nach der Injektion verteilt werden kdnnen. Pro Messpunkt werden
mindestens zehn Oocyten veranschlagt. Der Zeitrahmen einer Messreihe betrdgt 0-6 h, wobei
pro Stunde ein Messpunkt anfillt. Zur jeweiligen Stunde wird die entsprechende Anzahl an
Oocyten entnommen und bei 4°C fiir 30 min in 1% TCA/Ori-Medium fixiert.

Nach der Fixierung kénnen der Nukleus vom Cytosol getrennt werden. Hierfiir fixiert man die
Oocyte mit einer feinen Pinzette und ritzt den animalen Pol etwas seitlich mit einer Nadel
vorsichtig an. Durch leichten Druck tritt der Nukleus, welcher zum gelblich-weillen Cytosol
leicht bldulich schimmert, hervor und lésst sich mit der Nadel dann herauspréperieren. Wenn
man das Kerninjektat mit Hidmoglobin versehen hat, sollte der préparierte Nukleus bei
erfolgreicher Kerninjektion leicht rosafarben schimmern. Nukleus und Cytosol lassen sich
nun in separate Szintilationsrdhrchen tiberfiihren und mittels Fliissigkeitszintillatinszdhlung
die cpm pro Fraktion bestimmen.

Die cpm-Werte konnen zueinander ins Verhéltnis gesetzt werden, um so die prozentuale
Verteilung der Radioaktivitit pro Oocyte zu ermitteln. Der Wert des entsprechenden
Messpunktes ergibt sich dann aus dem Mittelwert aller fiir diesen Messpunkt verwendeten

Oocyten.

5.12 Synthese der Quervernetzungsreagenz APAI

Das Quervernetzungsreagenz APAI (p-Azidophenylacetylimidoester) wurde nach einer

Vorschrift von Fink, Fasold und Rommel (Fink 1980) synthetisiert.

Vom Edukt p-Aminophenylcyanid wurden 0,1 Mol eingewogen und in 200 ml kalter 2N HCl
geldst. Zur Losung werden 0,105 Mol in 170 ml HyOgemin gelOstes Natriumnitrit zugegeben.
Aufgrund der stark exothermen Reaktion sollte die Zugabe in kleineren Portionen unter
Schiitteln und auf Eis erfolgen. Der Ansatz wird fiir 10 min geschiittelt und anschlieBend fiir
30 min geriihrt. Das iiberschiissige Nitrit wird mit 30 mg Harnstoff gefillt und kann iiber eine
sich anschlief3ende Filtration aus dem Ansatz eliminiert werden. 0,1 Mol Natriumazid werden
in 5 ml HyOgemin geldst, und dem Filtrat zugegeben und geschiittelt. Das dabei entstehende p-

Azidophenylcyanid ldsst sich dann in zwei Extraktionsschritten mit jeweils 200 ml
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Methylenchlorid ausschiitteln. Danach wird die Losung erst mit verdiinnter Salzsdure, dann
mit einer 5%igen Natriumbicarbonat-Losung und abschlieBend mit HyOgemin gewaschen. Die
Losung wird iiber Nacht mit Natriumsulfat getrocknet und anschlieBend im
Rotationsverdampfer bis zur Trockenheit eingeengt. Das getrocknete Zwischenprodukt wird
in 20 ml wasserfreiem Methanol und 40 ml ebenfalls wasserfreiem Diethylether
resuspendiert, und die resultierende Losung bei 0°C mit wasserfreiem Chlorwasserstoffgas
gesittigt. Die gesittigte Losung wird fiir 12 h bei 4°C stehengelassen. Es sollten sich in der
Zeit erste Hydrochloridkristalle des Endproduktes gebildet haben. Produkt welches noch nicht
ausgefallen ist kann mit wasserfreiem Diethylether in mehreren Extraktionsschritten
ausgefallt und abfiltriert werden. Das Produkt wird mit wasserfreiem Diethylether gewaschen

und tiber Phosphorpentoxid im Exsiccator getrocknet. Die Ausbeute liegt bei 75%.

5.13 Proteinmarkierung

5.13.1 Radioaktive Markierung mit |

Fiir eine Proteinlosung mit einer Gesamtproteinkonzentration von 10 mg/ml werden 0,25 mCi
N'2°J bendétigt, welche in 100 pl 1M NaH,PO4 pH 7,2 verdiinnt und anschlieBend mit 100 pl
Chloramin T-Losung versetzt wird. Chloramin T reduziert das freie Jod in der Losung zu
freiem Jodid. Die lodidlosung wird zur Proteinldsung hinzu pipettiert und fiir 5 min
inkubiert.

Danach wird die Reaktion durch Zugabe von Ascorbat gestoppt. AnschlieBend wird die
Losung gegen, mit Ascorbat versetzten, Inverspuffer dialysiert, um das freie Jod zu entfernen.
Eine schonendere Variante der Jodierung erfolgte iiber den Einsatz von lodo-Beads® (Pierce).
Hierbei wurde Na'*’I auf eine entsprechende Zahl der Kiigelchen (0,55 umol / bead) gegeben
und fiir 5 min inkubiert. Anschliefend wurde die Proteinldsung addiert und fiir weitere 15 min
inkubiert. Die Reaktion wurde mit dem Zeitpunkt der Enfernung der Lésung von den Beads
gestoppt. Die Proteinlosung wurde anschlieBend ebenfalls gegen Inverspuffer dialysiert. Von
der Proteinlosung wird abschlieBend tiber Fliissigkeitszintilationszdhlung die spezifische

Aktivitat der Probe in cpm/pg bestimmt. Danach kann die Probe bei -80°C gelagert werden.
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5.13.2 Biotinylierung von Proteinen

Zu einer Proteinldosung von 1 ml Volumen und einer Proteinkonzentration von 2 mg/ml
werden 150 pg Biotin (Sigma Aldrich) in moglichst wenig DMF gel6st und zur Proteinlésung
gegeben. Der Ansatz wird fiir 2 h bei 4°C unter schiitteln inkubiert. Danach wird das
iberschiissige Biotin durch Zugabe von 20 pl 1M Tris/HCI pH 7,4 abreagiert und kann
anschliefend tiber eine Gelfiltrationssdule vom Protein getrennt werden. Die Biotinylierung
lasst sich nachweisen, indem man die Proteine im Western-Blotting auf eine PVDF Membran
elektrotransferiert (siche ) und anschlieBend fiir 1 h mit 10 pg Avidin (Peroxidase gekoppelt),
welches in 50 ml TBST mit 1% Milchpulver gelost wurde, inkubiert. Die Exposition erfolgt

anschlieBen wie unter (5.10) beschrieben.

5.14 Quervernetzung von Proteinen

Das entsprechende Quervernetzungsreagenz wurde in einem entsprechenden Ldsungsmittel
als Stammlosung angesetzt. Von dieser Stammlosung die Menge an Reagenz entnommen wie
sie dem Mengenverhéltnis zum eingesetzten Protein entsprach, bei APAI wurde die flinffache
molare Menge gegeniiber dem Protein eingesetzt, und in Puffer vorgeldst. Protein- und
Reagenzldsung wurden miteinander vermischt und unter Lichtausschluss bei 4°C im Schiittler
fiir 1,5 h inkubiert. Durch Zugabe von Tris/HCI, pH 7,4 wurde die Reaktion gestoppt und
iiberschiissige Imidoester abgefangen. Die Protein-APAI Losung wird mit einer
entsprechenden Menge isolierter Rattenleberzellkerne versetzt und nach Zugabe von 4 mM
ATP und 2 mM DTT fiir 15 min unter Lichtausschluss unter leichtem Riihren inkubiert.
Danach wurde der Ansatz fiir 15 min bei 256 nm bestrahlt. Die Kerne wurden mehrmals
durch Zentrifugation (1000 g; 2 min 4°C) gewaschen. Die Uberstinde wurden vereinigt und

aufkonzentriert (Centriprep). Die Kerne wurden der weiteren Extraktion zugefiihrt.
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5.15 Darstellung eines Kernextraktes

Die Darstellung eines Kernextraktes erfolgte geméf einer Vorschrift von Ruoff (Ruoff 1998).
Die Zellkernsuspension wurden vorsichtig bei 1500 g fiir 3 min bei 4°C zentrifugiert.

Das Sediment wurde mit 5 M NaCl auf 1 M NaCl und mit Triton X-100 auf 1 % Triton X-100
eingestellt, und fiir 30 min auf Eis geriihrt. AnschlieBend wurde die Suspension auf das
30fache Volumen mit Niedrigsalzpuffer verdiinnt. Der Abbau der DNA wurde durch Zugabe
von 5 U DNasel (Boehringer Mannheim) gewéhrleistet. Der Ansatz wurde flir 15 min bei RT
geriihrt. AbschlieBend wurden alle nicht I6slichen Bestandteile {iber eine Ultrazentrifugation

fiir 1h bei 4°C und 100000 g aus der Losung entfernt.

5.16 Proteinriickelution

Die SDS-PAGE wird in Farbelosung ohne Essigsdure fiir eine halbe Stunde gefirbt und
anschlieend mit 50 % Methanol entférbt. Die relevanten Gelbereiche werden ausgeschnitten
leicht zerdriickt, mit Laufpuffer versetzt und in die Kammer des Biotrap-
Elektroseparationssystems (BioRad) iiberfiihrt. Zwischen Anode und Anodenfalle sowie
zwischen Anodenfalle und Gelkammer wurde eine glycerinierte Membran (BT1, Schleicher
und Schiill) eingebracht, wihrend die Gelkammer und Katode iiber eine trockene Membran
(BT2, Schleicher und Schiill) voneinander getrennt wurden. Die Elution erfolgte bei RT unter
konstanten 300 mV fiir einen Zeitraum von 3-5 h. Die Anodenfalle wurde regelméfig entleert
und die Kammer mit Laufpuffer wieder aufgefiillt. Anhand des Farbemittels konnte man den

Stand der Elution stets gut verfolgen.

5.17 Bromcyan-Spaltung membrangebundener Proteine

BrCN spaltet Peptidbindungen C-terminal von Methionin. Auf diese Weise lassen sich von
einem Protein mehrere Fragmente mit unblockiertem N-Terminus erzeugen, welche folgend
der partiellen Sequenzanalyse zugefiihrt werden konnen.

Die wie unter (5.10) auf einer PVDF-Membran fixierten und mit Amidoschwarz geférbten

Proteinbanden, werden ausgeschnitten, zerkleinert und in 2 ml Reaktionsgefil3e iiberfiihrt.
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Die Membranstiicke werden zweimal mit 2 ml Aceton gewaschen. Das Acton wird dekantiert
und anschlieend werden die Membranstiicke in 400 ul BrCN-Losung fiir 24 h im Dunkeln
unter schiitteln inkubiert. Durch Verdiinnung des Ansatzes mit 800 pl HyOgemin Wird die
Reaktion gestoppt. Der Uberstand wird abgenommen und im Vakuumkonzentrator
(Speedvac) auf ca. 50ul Volumen eingeengt.

Um das restliche BrCN zu entfernen wird die Lésung mit 400 ul HyOgemin abermals verdiinnt

und dann bis zur Trockenheit eingeengt.

5.18 Affinitatschromatographie mit Heparin-HiTrap

Da CKII sehr effektiv an das Polyanion Heparin bindet, wurde versucht, die Hsp90
Priparation {iber eine weitere chromatographische Aufreinigung mit einer Heparin-HiTrap-
Sdule CKII frei zu bekommen. Dabei bindet CKII wesentlich stirker an das Polyanion
Heparin als es Hsp90 tut. Da aber auch Hsp90 iiber seine geladene Mittelsequenz an Heparin
zu binden vermag, musste es iiber einen Salzgradienten eluiert werden. Hsp90 eluierte bei ca.
200 mM NaCl wieder von der Sdule, und wurde anschlieBend tiber Ultrafiltration
(Centriprep10) entsalzt

Die Sdule hatte ein Bettvolumen von 5 ml. Die Flussgeschwindigkeit betrug durchgehend 2

ml / min. bei einem maximalen Riickdruck von 10 bar (~ 1,0 MPa).

5.19 Phosphorylierung und radioaktive Exposition

Fir die Phosphorylierungsversuche wurde y’’P-ATP von Amersham (100 mCi / ml;
spezifische Aktivitit 30 Ci / mmol; Amersham-Pharmacia) eingesetzt. Alle
Phosphorylierungsversuche wurden iiber eine SDS-PAGE analysiert.

Alle SDS-PAGEs in denen radioaktive Substanzen untersucht wurden, konnten nach dem
Trocknen in eine Phospholmager -Kassette eingelegt und exponiert werden. Die Platte konnte
nach erfolgter Exposition im Phospholmager (Modell 445 SI, Molecular Dynamics)

abgescannt und ausgewertet werden (ImageQuaNT V.4.2; Molecular Dynamics).
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5.20 Herstellung eines Hsp90-Agarose Gels

Um Hsp90 zu imobilisieren wurden 10 ml Affi-Gel 10 (BioRad) in 50 mM Phosphatpuffer
(pH 8,0) im Batch-Verfahren gewaschen. AnschlieBend wurden 5 mg Hsp90 zu dieser
Suspension gegeben und das geanze unter leichter Rotation bei 4°C fiir 3 h reagieren
gelassen. Der aktivierte Ester der Agarose reagiert mit freien Aminogruppen des Proteins
kovalent ab. AnschlieBend wurden 1 ml 1 M Tris/HCL, pH 7,4 zum Reaktionsansatz gegeben,
und fiir weitere 1,5 h bei 4°C rotieren gelassen, um {berschiissige Ester zu blockieren.
Abschlieflend wird das Gel in HEPES-Puffer mit 1 % BSA und 0,03 % NaN3; mehrmals im
Batch-Verfahren gewaschen und kann dann bei 4°C fiir kurze Zeit (wenige Tage) gelagert

werden.

5.21 Darstellung eines Gels mit imobilisiertem Novobiocin

Es werden 3g Epoxy-aktivierte Sepharose 6B (Sigma) in HyOgemin fir 1 h quellen gelassen.
Das entstandene Gel wird mit Kopplungspuffer gewaschen, bis es einen pH von 9,5 aufweist.
400 pg Novobiocin (Sigma) werden in 10 ml Kopplungspuffer gelost. Im weiteren sollten die
Schritte moglichst unter Lichtausschlufl erfolgen, da Novobiocin relativ lichtempfindlich
reagiert. Das Gel und die Novobiocin-Losung werden in einen Rundkolben gegeben und bei
30-40°C unter leichtem Schwenken wird das Novobiocin iiber 20 h an die Sepharose
gekoppelt. Danach wird das Gel im Batchverfahren mehrmals mit Kopplungspuffer
gewaschen, um nicht gekoppeltes Novobiocin zu entfernen. AnschlieBend wird mit
Kopplungspuffer + 1 M Ethanolamin gewaschen. Um verbliebene Epoxygruppen der
Sepharose zu blocken, wird der Ansatz unter leichtem Schwenken bei 30°C fiir 12 h inkubiert.

Darauthin wird das Gel mit folgenden Losungen gewaschen:

1.) Kopplungspuffer
2.) Kopplungspuffer + 0,5 M NacCl

3) HZOdemin
4.) 0,1 M Natriumacetatpuffer pH 4 + 0,5 M NaCl
5) H2Odemin

6.)  Aquilibrierungspuffer

Das Gel kann im Aquilibrierungspuffer bei 4°C lichtgeschiitzt gelagert werden.
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5.22 Darstellung eines kolloidalen Gold-Protein Komplexes

Diese Durchfiihrung folgt einer Vorschrift von Slot und Geuze (Slot & Geuze 1985).

Fiir 8-nm Goldpartikel wurden 80 ml einer 0,01 % HAuCls-Losung (HAuCls von Sigma G-
4022) hergestellt. Die Losung wird in einem siliconisiertem Becherglas geriihrt und auf 60°C
erhitzt. AnschlieBend werden 20 ml Gold-Reduktionslosung zugegeben, die Losung
aufgekocht und wieder abgekiihlt. Die Losung wird fiir die Lagerung auf 0,01 % NaN;
gebracht und kann so unter Lichtausschluss bei RT gelagert werden.

Um die Stabilitdit eines Protein-Gold-Komplexes zu iberpriifen, wurde eine
Verdiinnungsreihe der Proteinldsung erstellt und diese in 5 pl Tropfen auf einen Parafilm
gebracht.

Zu diesen Tropfen wurden nacheinander jeweils 25 pl der Goldlosung und 25 pl 10 % NaCl-
Losung gegeben und jeweils miteinander gut vermischt. Die Tropfen wurden betrachtet und
die Konzentration, bei welcher ein Wechsel der Farbe von Rot zu Blau feststellbar war, stellte
die kritische Konzentration dar, bei welcher der Gold-Protein-Komplex instabil zu werden
beginnt. Protein und Goldlésung wurden in entsprechender Konzentration gemischt und fiir
15 min geriihrt. Mit einer BSA-Stammldsung wird die Gold-Protein Losung auf eine
Konzentration von 0,1 % BSA gebracht, um {iiberschiissiges Gold zu binden. AnschlieBend
wurde die Losung filir 15 min bei 4°C und 32.000 rpm (Beckmann 50.1 Ti) zentrifugiert.

Das lockere Pellet wird in PBS mit 0,1 % BSA resuspendiert.

5.23 Transmissionselektronenmikrokopie

20 OD isolierter Rattenleberzellkerne wurden bei 1.000 g in 2 min sedimentiert und
anschlieend in PBS mit 1 % BSA resuspendiert. Dazu wurden 50 bzw. 100 pg des zu
untersuchenden Proteins (Hsp90) gegeben. Der Ansatz wurde unter leichter Rotation iiber
Nacht bei 4°C inkubiert. Danach wurde der Ansatz mit 800 ul PBS mit 1 % BSA gewaschen
(Zentrifugation bei 1.000 g fiir 2 min), und das Sediment in 100 pl PBS mit 1 % BSA
resuspendiert. Hierzu wurden entweder 5 pl Streptavidin-Gold oder 5 pl des Gold-markierten
Antikorpers hinzugegeben und fiir eine weitere Stunde bei RT inkubiert. Danach wurden 800
ul PBS hinzugegeben und die Losung 2 min bei 2.000 g zentrifugiert. Das Pellet wurde in
PBS mit 1 % BSA resuspendiert und zweimal gewaschen. AnschlieBend wurde mit 2 %

Glutardialdehyd in PBS fiir 30 min im Taumler fixiert.
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Die Kerne wurden erneut zweimal mit PBS gewaschen und dann in Agar eingebettet. Alle
weiteren Schritte bis hin zur Aufnahme wurden ausschlieBlich von Ursula Sauder am

Biozentrum der Universitit Basel (Schweiz) durchgefiihrt.
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6. Puffer und Losungen

AA/Bis-Losung

29,5 g Acrylamid
0,5 g N,N'-methylen-bisacrylamid
auf 100 ml mit HyOye auffiillen

Aquilibrierungspuffer

25 mM HEPES/KOH, pH 8
1 mM EDTA

200 mM KCl

10 % Ethylenglykol

0,03% NaNj3

Amidoschwarzfirbelosung
1 g Amidoschwarz 10b (Serva)
20 ml Essigsdure

100 ml Methanol
Aufnahmepuffer

40 mM Tris/HCI, pH 7,4

3 mM MgCI2

25 mM NaCl

3mM DTT

0,5 mM PMSF
BrCN-Losung

70 mg BrCN
in 400ul 13% Acetonitril, 87% Ameisensdure

CAPS-Puffer

10 mM CAPS/NaOH, pH 10,5-11
12,5 % Methanol)

Chloramin T-Losung
2 mg / ml Chloramin-T in 50 mM Phosphatpuffer pH 7,4
Entfirber

10 % Eisessig
40 % Methanol
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Gelfiarbelosung

10 % Essigsdure
10 % Methanol
0,1 % Coomassie Brilliant Blue R250 (Sigma-Aldrich)

Gelfiarbelosung ohne Essigsiaure

50 % Methanol
0,1 % Coomassie Brillant Blue R250

Gold-Reduktionslésung

4 ml 1 % Na-Citrat-Losung

0,5 ml 1 % Tanninsaure

0,5 ml 25 mM KCO;

auf 20 ml mit H,Oges. auffiillen

HEPES-Puffer

50 mM HEPES/KOH, pH 7,4
25 mM KCl

5 mM NaCl

0,5 mM CaCl,

1,25 mM NaH,PO,, pH 7,4

Inverspuffer

50 mM HEPES/KOH pH 7,4
110 mM Kac

5 mM NaAc

5 mM MgAc,;

2mM DTT

Kopplungspuffer

0,3 M Na,HCO;3, pH 9,5
Laufpuffer

3 g Tris

14,4 g Glycin

1 g SDS

auf 1000 ml mit H,Oges;. auffiillen

Markierungspuffer

50 mM NaH2PO4/NaOH, pH 7,2
5SmM MgCI2
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Niedersalzpuffer
25 mM Tris/HCl pH 7,4
Ni-NTA-Séulen-Puffer

10 mM; 30 mM; 500 mM und 1M Imidazol, pH 7,6
0,5 M Na(Cl

Ori-Medium

5 mM HEPES/KOH, pH 7,4

110 mM NacCl

1 mM KCl

1 mM MgCl,

1 mM CaCl,

50 mg / 1 Streptomycin oder Penicilin

PBS

80 g NaCl

2 gKCl

16,6 g NaH,POy4, pH 7,4
ad 1 1 mit HyOgyes: auffillen

Perchlorsiure (Dichte = 1,3 g / ml)

4,6 ml HC1O4
5 ,4 ml HZO
Permeabilisierungspuffer

10 mM Tris/HCI, pH 8,0
10 mM NaH,POy4, pH 8,0
0,5 mM PMSF

Photofixierer
1 % w/v Natriumpyrosulfit
10 % w/v Natriumthiosulfat

Puffer A

25 mM Tris/HCI, pH 7,4

5 mM MgClI2

25 mM NaCl

3 mM DTT

2 % v/v Triton X-100

1 mg / ml Heparin (Liquemin N 25.000, Roche)
0,5 mM PMSF
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Puffer B

25 mM Tris/HCI, pH 7,4
200 mM MgCI2
25 mM NaCl

Puffer C

25 mM Tris/HCI, pH 7,4
5 mM MgCl,

25 mM NaCl

40 % w/v Saccharose
0,5 mM PMSF

Puromycin-Losung
10 mg Puromycin auf 500 ul Wasser
Resuspendierungspuffer

0,2 M Tris/HCI, pH 8,0
0,5 M NaCl

5 mM B-Mercaptoethanol
1 mM PMSF

SDS-Probenpuffer

8 ml 0,5 M Tris/HCI, pH 6,8
6,2 ml Glycerin

12,8 ml 10 % SDS

3,2 ml B-Mercaptoethanol

1,6 ml 0,1 % Bromphenolblau

Silicon6l (Dichte = 1,03 g / ml)

1 Teil Silicondl Typ 3 (Merck)
4 Teile Silicondl Typ 550 (Merck)
48 h rithren, dann ruhen lassen

0,25/2,3 M STKMC-Puffer

50 mM Tris/HCI, pH 7,4
25 mM KC1

5 mM MgCl,

3,3 mM CaCl,

0,5 mM PMSF

0,25/2,3 M Saccharose



Puffer und Losungen

107

TBST-Puffer

10 MM Tris/HCI, pH 7,4
150 mM NaCl
0,05% Triton X-100

Tintenfarbelosung

98,9 % TBST
1 % Eisessig
0,1 % Pelikan Tinte 4001 Konigsblau

Transportpuffer

50 mM Tris/HCI, pH 7,4
25 mM KCl

5 mM NaCl

2,5 mM MgCl,

2,5 mM NaH,PO4, pH 7,4
0,5 mM CaCl,

5 mM Spermidin

0,5 mM PMSF

TY-Medium

0,8 % Casein-Hydrolysat
0,5 % Hefeextrakt

0,5 % NaCl

pH 7.4
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