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Einleitung

1. Einleitung

Der nucleo-cytoplasmatische Proteintransport in Eukaryonten

Die eukaryontische Zelle ist durch die strukturelle und funktionelle Untergliederung in
distinkte Reaktionsraume dazu befahigt, die Vielzahl von gleichzeitig ablaufenden
Stoffwechselprozessen durchzufiihren. Geregelte Transportprozesse stellen sicher, dass
Proteine und andere Molekille nur das Kompartiment erreichen, an dem sie ihre Funktion
ausuben. In diesem Zusammenhang sind Proteintransport und -sortierungsprozesse von
besonderer Bedeutung.

Proteine werden bis auf wenige mitochondrial kodierte Polypeptide im Cytoplasma
synthetisiert. Ihre Sortierung in bestimmte Kompartimente erfolgt aufgrund spezifischer
Signalstrukturen. Die grundlegenden Mechanismen dieser intrazellularen Sortierungs- bzw.
Transportprozesse sind in allen eukaryontischen Zellen gleich. So konnten in den letzten
Jahren durch die experimentelle Analyse von Transportprozessen, in tierischen, pflanzlichen
oder in Hefezellen, wesentliche Aspekte der molekularen Mechanismen, die die Regulation
des nucleo-cytoplasmatischen Austausches bewirken, aufgeklart werden.

In Eukaryonten ist die RNA-Biogenese und die DNA-Replikation auf den Kern beschrankt
und von der cytoplasmatischen Maschinerie der Proteinsynthese durch die
Kerndoppelmembran getrennt. Als Konsequenz missen zwischen den beiden subzellularen
Kompartimenten spezifische Transportereignisse ausgefuhrt werden. Erstens mussen z.B.
mRNAs und alle fiir das Cytoplasma bestimmte RNAs nach ihrer Synthese aus dem Kern in
das Cytoplasma transportiert werden, um, im Falle von mRNA, in Proteine translatiert zu
werden. Zweitens missen Histone, die an die DNA gebunden sind und andere Proteine, die
im Kern bendétigt werden, spezifisch — vom Ort ihrer Synthese im Cytoplasma - in den Kern
transportiert werden. Vermittelt werden die Transportprozesse Uber spezifische
Signalstrukturen, die in den einzelnen Transportsubstraten integriert sind und jeweils mit
spezifischen |6slichen Transportrezeptoren interagieren. Wesentliche Forschungsziele im
Bereich des nucleo-cytoplasmatischen Transports sind daher die ldentifizierung von an
solchen aktiven Transportprozessen beteiligten Signalstrukturen und Proteinen, die
Aufklarung der von lhnen vermittelten Importmechanismen und nicht zuletzt die Regulation
ihrer Aktivitat. Diese Arbeit soll einen Beitrag zum besseren Verstandnis nucleo-

cytoplasmatischer Transportprozesse leisten.
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Der Zellkern: Strukturelle und funktionelle Aspekte

Praparativ lasst sich der Zellkern (Nucleus) in zwei Fraktionen trennen: Die I6sliche Fraktion
des Zellkerns wird als Nucleoplasma bezeichnet. Die unlésliche Fraktion enthalt die innere
und aullere Kernmembran, die Porenmembran mit den Kernporenkomplexen und der
Kernlamina, die Kernmatrix, sowie das Chromatin. Im Kerninneren kénnen morphologisch
distinkte Strukturen unterschieden werden: Nucleoli, Orte der Assemblierung ribosomaler
Untereinheiten, coiled bodies, ,nucleare speckles” und eine Vielzahl weiterer Ultrastrukturen
(im Uberblick bei Lamond und Earnshaw, 1998). Die Hiille von Zellkernen wird durch zwei
Membransysteme gebildet. Man unterscheidet zwischen der inneren und der &uferen
Membran, die an den Kernporen ineinander Ubergehen. DarlUber hinaus ist die aullere
Kernmembran kontinuierlich mit der des Endoplasmatischen Retikulums (ER), sie weist nach
derzeitigem Wissensstand eine gleichartige Porteinausstattung wie die Membran des ER auf
und tréagt stellenweise Ribosomen (im Uberblick bei Gant und Wilson, 1997). Weite Bereiche
der inneren Kernmembran werden auf nuclearer Seite von der Kernlamina ausgekleidet. Die
Kernlamina ist ein maschenférmiges Gebilde, das aus den untereinander vernetzten
Laminen besteht (im Uberblick bei Nigg, 1992). Sie ist fir die Formgebung und Stabilisierung
der Kernhlle verantwortlich, mit der sie Uber Verankerungen in den Kernporenkomplexen
und der inneren Membran verbunden ist. Die innere Kernmembran bietet zusammen mit der
Kernlamina Bindungsstellen fir das Chromatin (Paddy et al., 1990; Ye und Worman, 1996).
Zwischen den beiden Kernmembranen befindet sich der perinucledare Raum, der
kontinuierlich mit dem Lumen des ERs ist. Funktionell stellen die nucledren Membranen eine
Barriere zwischen Cytoplasma und Kerninnerem dar, die die freie Passage von Molekilen
zwischen dem Kern und dem Cytoplasma verhindern und den Kern als ein distinktes,
biochemisches Kompartiment erhalten. Die Kernporen sind die einzigen Kanale, die durch
die Doppelmembran flihren. Sie sind von einem Porenkomplex aus fibrillarem Material
ausgeflllt, der seinerseits selektiv am Stoffaustausch zwischen Zellkern und Cytoplasma
beteiligt ist. Die Zahl der Poren pro Flacheneinheit ist, zumindest bei einigen der daraufhin
untersuchten Arten, von der Aktivitdt des Kerns abhangig. Sie spiegelt die Rate des nucleo-
cytoplasmatischen Austausches wider. Eine menschliche Zelle verfligt in Abhangigkeit ihres
Zellzyklusstatus im Durchschnitt Gber 2000 bis 4000 Kernporen (Gérlich und Ribbeck, 2001).

Der Kernporenkomplex

Zu den wenigen gut untersuchten regulierten Prozessen an der Kernmembran gehoéren
neben der De- und Reassemblierung der Kernhulle wahrend des Zellzyklus, der Protein-
Import und -Export tUber die Kernporenkomplexe. Um die Funktion der Kernporenkomplexe
im nucleo-cytoplasmatischen Transport zu verstehen, ist es wichtig, seine Komposition und

Struktur zu kennen (siehe Abb.1). Der Kernporenkomplex (nuclear pore complex, NPC) ist
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ein Multiproteinkomplex mit einem geschatzten Molekulargewicht von 125 Millionen Dalton
(~125 Mda) in Vertebraten (Reichelt et al., 1990, Akey und Radermacher, 1993) und 66 MDa
in Saccharomyces cerevisiae (Rout und Blobel, 1993; Vasu und Forbes 2001). Die Kernpore
erscheint in elektronenmikroskopischen Aufnahmen als ein Komplex von etwa 125 nm
Durchmesser mit einer achtfachen Rotationssymmetrie - acht ringférmig angeordnete
Ribonucleoprotein-Granula (Annulae) sind um einen zentralen Porenkanal angeordnet - und
verschiedenen Substrukturen (Panté und Aebi, 1996). Zu diesen gehdren ein
cytoplasmatischer Ring, der mit ins Cytoplasma ragenden filamentésen Strukturen, die als
Andockstellen flir Protein-Importkomplexe dienen kdnnen, dekoriert ist (Mattaj und
Englmeier, 1998); ein Komplex, der den zentralen Kanal bildet und der in einen weiteren
speichenartigen Komplex (,spoke complex”) eingebettet ist, der fur das Grundgerist des
Kernporenkomplexes gehalten wird; ein cytoplasmatischer und ein nuclearer Ring, sowie auf
der nucleoplasmatischen Seite eine korbartige Struktur (,nuclear basket“) (im Uberblick bei
Akey und Radermacher, 1993; Panté und Aebi, 1996, Goldberg und Allen, 1996), die Uber
filamentése Strukturen mit dem Kerninneren verbunden ist (Arlucea et al., 1998; Strambio de
Castillia et al., 1999).

Wie erreicht der NPC den Transport von Material in und aus dem Kern? Die Pore ist ein
wassriger Kanal, der mit einer Struktur (12 MDa) von niedriger Elektronendichte gefillt ist.
Diese Struktur stellt eine Permeabilitdtsbarriere dar und wird als Transporter (,Central Plug®)
bezeichnet (Reichelt et al., 1990). Die Passage von Molekilen durch den NPC kann
prinzipell auf zwei verschiedene Arten erfolgen: Durch passive Diffusion oder durch einen
carriervermittelten Transport. Besteht ein Zusammenwirken der molekularen Mechanismen
der Translokation und einer energieabhangigen Reaktion, welche die zu transportierenden
Partikel gegen ihr elektrochemisches Potential bewegen kann, spricht man von einem
aktiven Transportprozess. Passive Diffusion am NPC ist nur firr kleine Moleklile effizient und
wird flr Molekule, deren Grofie ein Limit von [20-40 kDa Ubersteigt, ineffizient und restriktiv
(Paine et al.,, 1975). In aktiv transportierenden NPCs betragt der funktionelle
Innendurchmesser des zentralen Poren-Kanals (25 nm (Feldherr et al., 1994; Ribbeck und
Gorlich 2001) - eine GroRe, die auch die Passage von grofden Ribonucleoprotein (RNP)-
Komplexen wie ribosomalen Untereinheiten erlaubt. Ermdglicht wird dieser aktive Transport
durch die Interaktion von spezifischen am Transport beteiligten Proteinen der Importin (3-
Familie mit Phe-reichen Wiederholungssequenzen, die einen funktionell relevanten
Bestandteil des Transporters bilden (Akey und Goldfarb, 1989; Ribbeck und Gérlich, 2001).
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Abb. 1. Schema des ,state-of-the-art"-Modells (im Querschnitt) des nucledren Porenkomplexes (NPC)
hoherer Eukaryonten nach Panté und Aebi (1994). Der Kernporenkomplex in Saugern baut sich
wahrscheinlich aus 30 bis 50 verschiedenen Proteinen, den sogenannten Nucleoporinen (Nups) auf.
Nucleoporine sind, wie bereits angedeutet, keine reinen Strukturproteine, sondern spielen vielmehr
eine wichtige Rolle fir den nucledren aktiven Transport; denn viele dieser Nucleoporine enthalten
charakteristische Tandem-Wiederholungs-Sequenzen, die auf Phenyl- und Glycin-Resten, welche
durch hydrophile Linker variabler Ldnge und Sequenz getrennt werden, basieren. Zwei konventionelle
Tetrapeptid-Motive sind FXFG und GLFG (Rout et al, 2000). Diese hydrophoben Bereiche dienen als
Interaktionsstellen mit 16slichen Faktoren, die an nucledren Transportprozessen beteiligt sind.

Der nucleo-cytoplasmatische Transport ist ein Signal-abhangiger Vorgang und wird
Uberwiegend von Mitgliedern der Importin B-Familie nuclearer Transportrezeptoren vermittelt.
Diese Rezeptoren verfligen Uber die Eigenschaft mit der kleinen GTPase Ran in der GTP-
gebundenen Form zu interagieren. Diese Eigenschaft ist grundlegend fiir die Kontrolle des
Kompartiment-spezifischen Bindens bzw. Freisetzens von Transportsubstraten.

Nachfolgend wird an ausgewahlten Beispielen die Natur und Diversitdt der
Transportrezeptoren und —Signale sowie die Regulation ihrer Wechselwirkungen durch die
kleine GTPase Ran beschrieben, um dann auf die Charakterisierung der Histone und ihren

Kern-Cytoplasma-Transport einzugehen.

Kerntransportsignale

Der Transport von Proteinen zwischen Kompartimenten innerhalb einer Zelle wird durch
Signalsequenzen vermittelt, die gleichzeitig essentiell und hinreichend fir den Kerntransport
sind. Von den Kernexportsignalen (nuclear-export-signal, NES), die fir den Export von
Proteinen aus dem Kern verantwortlich sind und sich oft durch einen hohen Leucingehalt
auszeichnen, lassen sich die Kernlokalisierungssignale (nuclear-localisation-signal, NLS)
unterscheiden (siehe Anhang).

Von den Kernexportsignalen (NES) ist das Leucin-reiche NES des HIV-1-Rev-Proteins
(Fischer et al., 1995) am besten verstanden. Rev ist als Kernexport-Adaptor zu verstehen.
Es enthalt eine N-terminale Doméane, mit der es ein RNA-Strukturmotiv, RRE genannt, in

viraler mRNA erkennt (Malim et al., 1989). Gleichzeitig enthalt Rev eine Leucin-reiche
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Sequenz, die als Exportsignal fungiert und von dem eigentlichen Exportrezeptor erkannt
wird. Der NES-Exportrezeptor ist CRM1 (Fornerod et al., 1997) oder in der Hefe auch
Exportin1 (Stade et al., 1997). Der aktive Rezeptor-vermittelte tRNA-Export wird vermutlich
durch direkte Bindung des tRNA-Exportfaktors, der in die Klasse der Importin 3-ahnlichen
Rezeptoren gehért, erreicht (Hellmuth et al., 1998; Kutay et al., 1998).
Kernlokalisierungssignale sind im Allgemeinen kurze Peptidsequenzen, die nétig und
ausreichend flr die nucleare Lokalisierung des betreffenden Proteins sind. NLS sind
grundlegend von anderen Peptid-Signalen bzw. ,Targeting“-Sequenzen zu unterscheiden,
weil sie nicht wahrend oder nach dem Transport-Prozess abgespalten werden. Im
Gegensatz zu ER- oder anderen ,Targeting“-Sequenzen wird ein funktionelles NLS zu
verschiedenen Zeitpunkten wahrend des gesamten Zellzyklus, der im Falle der meisten
Eukaryonten wahrend der Mitosephase den Abbau der nucledaren Doppelmembran
einschlief3t, bendtigt.

Zuerst wurden zwei Typen von basischen Kernlokalisierungssignalen beschrieben, welche
mit vergleichbarer Sequenz in einer Vielzahl von Kernproteinen vorkommen. Der erste Typ
wurde im groRen Tumor-Antigen vom Simian Virus (SV40) beschrieben und besteht aus
einem Aminosaure-Heptamer, das finf basische Reste einschliel3t (Kalderon et al., 1984;
Lanford et al., 1984). Die Substitution einer einzelnen AS fiir den kritischen K'?’-Rest
innerhalb des SV40-NLS fuhrt zum Verlust seiner Funktion (Dingwall et al., 1991). Der zweite
NLS-Typ wurde erstmals im Nucleoplasmin beschrieben. Dieser zweite NLS-Typ besteht aus
zwei basischen Regionen (bipartit) und weist zwischen einer ersten basischen Gruppe von
zwei Aminosauren (Arginin und/oder Lysin) und einer zweiten Gruppe, in der 3 von 5
Aminosauren basisch sind, in der Regel eine Folge von 10 bis 12 Aminosauren auf, die nicht

festgelegt sind (Dingwall et al., 1982; Dingwall et al., 1988; Robbins et al., 1991). Beide

Signale werden von Importin o in Gegenwart von Importin  erkannt und als klassische NLS
(cNLS) bezeichnet. Importin o selbst besitzt N-terminal ein bipartites NLS (IBB-Domane,
Importin B binding) mit hoch basischem Anteil, das spezifisch von Importin 3 erkannt wird.

Dieses Importin B kann als der eigentliche Vermittler des Imports betrachtet werden.

Aus den Daten mit klassischer NLS war urspringlich geschlossen worden, dass NLS
prinzipiell an basischen Aminosauren angereichert sind. Diese Hypothese konnte in den
vergangenen Jahren entkraftet werden, da flur mehrere Proteine NLS identifiziert wurden,
welche wenig Ahnlichkeit mit diesen klassischen NLS aufweisen. Beispiele sind: Das NLS in
dem Hefe Transkriptions Repressor Mata2 (Hall et al., 1990) oder das NLS des
Protooncogens c-myc, in dem die flankierenden Prolin- und Aspartat-Reste flr seine
Funktion unerlasslich sind. Beide NLS werden spezifisch von dem Importin a/B3-Heterodimer
erkannt. Die saure M9-Domane des mRNA bindenden Ribonucleoproteins A1 (hnRNP A1)

besteht aus einem Abschnitt von 38 Aminosauren und ist reich an Glycin und aromatischen
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Aminosauren (Michael et al., 1995). Weitere Beispiele sind die komplexen Signale von U
snRNPs (Fischer und Sumpter, 1993) oder die NLS der ribosomalen Proteine, welche sich
zwar aus basischen Aminosauren zusammensetzen, aber ein von den klassischen NLS
abweichendes Motiv aufweisen. Das Kernlokalisierungssignal des ribosomalen Protein L23a
besitzt 43 Aminosauren und wird alternativ von mindestens vier verschiedenen Import-
Rezeptoren erkannt. Die meisten dieser NLS-Typen werden direkt von spezifischen
Rezeptoren der Importin [3-Familie, ohne die Intervention von Importin a-ahnlichen
Adaptermolekilen, erkannt. Eine Vielzahl von Proteinen besitzen wenigstens zwei NLSs, die
oft in Verbindung gebraucht werden, um eine vollstandige nucleare Lokalisation (Mukaigawa
et al.,, 1991) oder sogar nucleolare Lokalisation (Claussen et al., 1999) zu erreichen. Ferner
konnen Import- und Exportsignale nebeneinander im gleichen Protein vorliegen. Importin 3
und Crm1p erkennen unabhangige Lokalisationssignale sowohl in Cyclin B1 (Moore et al.,
1999) als auch in HIV-Rev (Truant et al., 1999) und scheinen auf diese Weise den Transport
in bzw. aus dem Kern zu vermitteln. Auf der anderen Seite kann ein gegebener Import-
Rezeptor verschiedene Bindungsstellen flir ganz unterschiedliche NLS besitzen, so bindet

Transportin sowohl die BIB-, als auch die M9-Domane.

Kerntransportfaktoren

In proliferierenden eukaryonten Zellen missen mehrere hundert Proteine und RNPs pro
Minute durch den nuclearen Porenkomplex transportiert werden. Der Transport der
verschiedenen Klassen von Substraten mit einem Kernlokalisierungssignal ist ein sattigbarer,
energie- und temperaturabhangiger Vorgang und umfasst eine groRe Anzahl von
verschiedenen Transportwegen. Der Transport wird hauptsachlich von Mitgliedern der
Importin 3-Superfamilie nuclearer Transportrezeporen vermittelt (Gorlich et al., 1997). Diese
Rezeptoren ermoglichen die Translokation durch den Porenkanal mittels direkter Bindung an
Komponenten des NPC (Nakielny und Dreyfuss, 1999; Gérlich und Kutay, 1999). Importin [3-
ahnliche Rezeptoren [Karyopherine (Kaps)] wurden in Bezug auf ihre Transportrichtung in
Importine bzw. Exportine klassifiziert (Gorlich und Kutay, 1999). Wesentliche Eigenschaften
der Importin [3-dhnlichen Rezeptoren sind ihr ahnliches Molekulargewicht (90-130 kDa), ihr
saurer isoelektrischer Punkt (4.6-5.9) und ihre N-terminale Domane, die es ihnen erlaubt, die
kleine GTPase Ran in der GTP-gebundenen Form zu binden. Entsprechend sind viele
Mitglieder dieser Familie RanGTP-abhangige Transportfaktoren in unterschiedlichen
nuclearen Transportprozessen (Rexach und Blobel, 1995; Izaurralde et al., 1997).

Einen grofRen Anteil an der ldentifizierung von Transportrezeptoren hatte die Einfihrung des
in vitro Importassays von Adam et al. (1990). In diesem Testsystem kann ein nuclearer
Import nach Permeabilisierung der Plasmamembran von eukaryonten Zellen und

anschlieBender vollstandiger Entfernung (Depletion) des Cytosols mit rekombinanten
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Transportfaktoren und zu transportierenden Proteinen rekonstituiert werden. In
Saccharomyces cerevisiae sind 14 Mitglieder der Importin 3-Superfamilie bekannt und 13
davon funktionell charakterisiert (Wozniak et al., 1998). In héheren Eukaryonten wurden
bisher 23 Mitglieder beschrieben von denen jedoch nur 10 funktionell charakterisiert worden
sind (Goérlich und Kutay, 1999; Kutay et al., 2000; Yoshida und Blobel, 2001, Mingot et al.,
2001). Es wird angenommen, dass sehr viel mehr Importin 3-dhnliche Rezeptoren existieren.
Unter den charakterisierten Importinen finden sich: Importin 3 (Chi et al., 1995), Importin 5
(Deane et al., 1997), Importin 7 (Gdrlich et al., 1997) und Transportin (Pollard et al., 1996).

Transportin wurde nach der Entdeckung von Importin B (1994) als zweiter Transportrezeptor

beschrieben (~24% identisch mit Importin 3). Transportin bindet die sogenannte M9-Doméane
des mRNA bindenden Proteins hnRNP A1 (heterogeneous-nuclear-ribonucleoprotein Al).
Transportin, Importin 3, Importin 5 und Importin 7 sind u.a. nucleédre Importfaktoren fiir
ribosomale Proteine. Die ribosomalen Proteine L23, L5 und S7 und auch die Core-Histone
binden zumindest diese vier Importine direkt und kdnnen alternativ von jedem der vier
Rezeptoren importiert werden (Jakel et al., 1998; Mosammaparast et al., 2001; Mihlhausser
et al., 2001). Im Gegensatz dazu werden H1-Histone durch einen heterodimeren Komplex
aus Importin B und Importin 7 in den Kern transportiert (Jakel et al., 1999).

Auch Exportprozesse werden von Mitgliedern der Importin 3-Familie vermittelt. Sie wurden
als Exportine bezeichnet. Vier Exportine wurden in Saugern beschrieben, darunter CRM1
(Exportin-1), das verschiedene Substrate, die im Allgemeinen Leucin-reiche nucleare Export-
Signale (NES) besitzen, exportiert (Fornerod, 1997). Die anderen bekannten Exportine sind
hingegen substratspezifisch: CAS (Cellular-Apoptosis-Susceptibility-protein) exportiert
Importin a (Kutay et al., 1997a), Exportin-t sorgt fur den Export von tRNA (Arts et al., 1998;
Kutay et al., 1998) und Exportin 4 exportiert elF-5A (Lipowsky et al., 2000). Weitere
Rezeptoren wurden aufgrund ihrer Bindung an die kleine GTPase Ran (siehe unten), welche
auch am Kerntransport beteiligt ist, oder aufgrund ihrer Sequenzahnlichkeit mit Importin 3,
entdeckt. Die Mehrzahl dieser Faktoren interagiert direkt mit ihren Transport-Substraten
(siehe Anhang).

Neben der Superfamilie von Importin [-8hnlichen Rezeptoren wurden verschiedene
Mitglieder der Importin-a Proteinfamilie entdeckt. Zunachst zwei humane Importin

Proteine, Importin a1 (Rch1, Rag-cohort 1) und Importin a5 (hSRP1, Suppressor-of-
temperature-sensitive-RNA Polymerase | mutations) und vier neue humane Isoformen, die
allein im Jahr 1997 identifiziert wurden (Kohler et al., 1997). Alle Mitglieder dieser

Proteinfamilie besitzen die charakteristische basische Importin 3-bindende (IBB) Doméane

von Importin a und eine groRe NLS-bindende Domane, die zehn sogenannte ,arm repeats®
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enthalt. In Abwesenheit von Importin 3 oder einem NLS-tragenden Protein fungiert die IBB-
Domane als intrasterische autoregulatorische Sequenz, indem sie grof’e Teile der NLS-
bindenden Seite abdeckt (Catimel et al., 2001). Neben dieser wichtigen Funktion bei der
NLS-Erkennung sind bisher keine spezifischen Funktionen der Importin a Proteine bekannt.
Neben Importin o existieren noch weitere Importin [-abhéngige Adaptermolekiile.

Snurportin 1 ist am Import von m3G-snRNPs beteiligt (Huber et al.,, 1998) und XRIPa
vermittelt den Import von RPA (Jullien et al., 1999).

Eine wichtige Voraussetzung fur die Funktionsfahigkeit eines Importrezeptors ist nicht nur
seine Fahigkeit, seinen Transportliganden spezifisch zu binden, sondern er muss ihn auch in
Abhangigkeit von der Bindung des Ran-GTP im Kern wieder dissoziieren, um zwischen

Cytoplasma und Kern rezyklisiert werden zu kénnen.

Ran und Ran-bindende Proteine

Ran (ras-related nuclear protein)/TC4 hat eine regulatorische Schlusselfunktion in den
verschiedenen Import- und Export-Prozessen und ist entweder GDP- oder GTP-gebunden
(Moore et al., 1993; Melchior et al., 1993). Verschiedene Proteine regulieren den Nucleotid-
gebundenen Zustand von Ran (siehe Anhang): (1) Der Regulator der
Chromosomenkondensation 1 (regulator-of-chromosome-condensation, RCC1), der einzige
Nucleotid-Austausch-Faktor von Ran (Bischoff und Ponstingl, 1991); (2) das Ran GTPase
aktivierende Protein 1 (RanGAP1), das die RanGTPase-Aktivitdt erhdoht (Bischoff et al.,
1994) und (3) das Ran bindende Protein 1 (RanBP1), ein |8sliches Protein, das RanGTP
bindet und die Aktivitat von RanGAP1 stimuliert (Bischoff et al., 1995; Moore, 1998).

RCCH1, das auch unter der Bezeichnung RanGEF (Ran-GTP-exchange-factor) bekannt ist, ist
ein Chromatin-assoziiertes nucleares Protein (Ohtsubo et al., 1989). Ran-GTP wird daher im
Kern gebildet, wohingegen die cytoplasmatischen Proteine RanGAP1 und RanBP1 fir die
Hydrolyse von Ran-GTP zu Ran-GDP im Cytoplasma verantwortlich sind. RanGAP1 wurde
in hohen Konzentrationen an der cytoplasmatischen Peripherie des NPCs nachgewiesen
(Moore und Blobel, 1993). Es bindet wahrscheinlich nach posttranslationaler Konjugation mit
SUMO-1 (small-ubiquitin-related-modifier) an das Ran bindende Protein RanBP2 (Mahajan
et al., 1997). RanBP2 ist ein Nucleoporin (Nup358) und enthalt vier Domanen mit hoher
Homologie zu RanBP1. Aufgrund dieser Verteilung der RanBPs wird vermutet, dass das
Ran-gebundene GTP sofort nach Eintritt in das Cytoplasma hydrolysiert wird. Hieraus
resultiert ein steiler Ran-Nucleotid-Gradient Gber der Kern-Doppelmembran mit einer hohen
Konzentration von Ran-GTP im Kern und Ran-GDP im Cytoplasma. Diese asymmetrische
Verteilung der Ran-Nucleotide reguliert die Richtung und Beendigung von nucleo-

cytoplasmatischen Transportprozessen. Neben diesen Transportfaktoren und Ran gibt es
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eine Vielzahl anderer l6slicher Proteine, die an nucledren Transportprozessen beteiligt sind,
obgleich der Mechanismus ihres Wirkens weniger gut charakterisiert ist. Der nucledre
Import-Faktor NTF2 (p10), ein kleines homodimeres Protein, scheint die Aktivitat von Ran zu
koordinieren, indem es Ran-GDP bindet und fir seinen Transport in den Kern sorgt (Moore
und Blobel, 1994; Paschal und Gerace, 1995; Nehrbass und Blobel, 1996, Ribbeck et al.,
1998). Das Hitze-Schock-Protein 70 (Hsp 70, Hsc 70) sowie einige weitere nicht
charakterisierte cytoplasmatische Faktoren scheinen die Interaktion von Importin a mit
Kernlokalisierungssignalen zu erleichtern (Nadler et al., 1997; Shulga et al., 1996). Die
ektopische Expression von humanem hsp70 in Mausezellen komplementiert den defekten
Import von mutiertem SV40 T Antigen und die Depletion von Hsp70 aus cytosolischen
Extrakten verhinderte den Import von SV40-T-Antigen (Jeoung et al., 1991, Shi und Thomas;
1992; Okuno et al., 1993).

Der Transportmechanismus

Wie im oberen Abschnitt ausgefuhrt wurde, werden Importine und Exportine durch die kleine
GTPase Ran reguliert, die, so wird vermutet, in der GTP-gebundenen Form im Kern
ankonzentriert ist. Importine erkennen ihre Substrate im Cytoplasma und transportieren sie
durch die Kernporen in den Kern. Im Nucleoplasma flhrt das Binden von Ran-GTP an
Importin B-ahnliche Rezeptoren zur Dissoziation von Importin/Substrat-Komplexen und somit
zum Beenden von Import-Reaktionen. Auf der anderen Seite fiihrt das Binden von
Exportrezeptoren wie z.B. CAS an Ran-GTP zur Ausbildung eines Export-Komplexes flr
Importin a (Kutay et al., 1997a). Neben Substrat-Exportin-Komplexen werden auch Importine
im Allgemeinen durch das Binden von Ran-GTP exportiert. Die Hydrolyse von Ran-GTP im
Cytoplasma fiihrt zur Freisetzung des exportierten Substrats bzw. Importins, das schlieBlich
einen neuen Import-Komplex bildet (im Uberblick bei Gérlich und Kutay, 1999; Nakielny und
Dreyfuss, 1999). Importin- und Exportin- vermittelte Transportzyklen akkumulieren auf diese
Weise Substrate aktiv gegen einen chemischen Gradienten und verbrauchen Energie, die
aus dem beschriebenen Ran-Nucleotid Gradienten gewonnen wird. Der erleichterte
Translokationsprozess per se ist jedoch nicht an eine Nucleotid-Hydrolyse oder an andere
irreversible Reaktionen gebunden (Kose et al., 1997; Englmeier et al., 1999). Mit dem
Befund, dass flir die Translokation selbst keine Energie verbraucht wird, wurden zwei
Modelle vorgeschlagen, um den Mechanimus flr die Bewegung durch die Kernpore zu
erklaren. Beide Modelle postulieren ein dichtes Netzwerk von filamentésen FG-haltigen
Nucleoporinen in dem zentralen Kanal der NPCs, das eine Permeabilitatsbarriere gegenuber
der passiven Diffusion von Makromolekilen darstellt. In dem ,Brownian affinity gating”-
Modell interagieren die Transportrezeporen mit Nucleoporinen des NPC und erhéhen auf

diese Weise ihre lokale Konzentration am Poreneingang; ihre Diffusion durch den
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Porenkanal wird dadurch erleichtert (Rout et al., 2000). Das ,dynamic-sieve“-Modell
beschreibt den zentralen Porenkanal als Permeabilitatsbarriere, die durch die schwachen
hydrophoben Wechselwirkungen zwischen den Nucleoporin-Filamenten aufrechterhalten
wird. Nucleare Transportrezeptoren und Rezeptor-Substrat-Komplexe kénnen in dieses
Netzwerk inkorporiert werden, indem sie mit den FG-Einheiten der Nucleoporine interagieren
und lokal um Bindungsstellen kompetieren. In diesem Fall sind fir die Translokation keine
hohen Affinitaten der transportierten Spezies zu den Nuceoporinen notwendig. Dieser
Prozess des ,selektiven Losens” flihrt zu einer schnellen Passage (vergleichbar mit der

Geschwindigkeit fur eine freie Diffusion) durch die Porenkanale (Ribbeck und Gérlich, 2001).

©
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Abb. 2. Schematische Darstellung nuclearer Import- und Exportzyklen. Das NLS eines Import-
Substrats (C) wird zunachst von seinem Importin im Cytoplasma erkannt. Der Substrat-Importin-
Komplex wird durch den Kernporenkomplex in den Kern transportiert. Durch Binden von RanGTP
dissoziiert das Substrat vom Importin. Der Importin-RanGTP-Komplex wird in das Cytoplasma
exportiert, wo eine GTP-Hydrolyse durch RanGAP und RanBP1 stimuliert wird und das Importin fur
den nachsten Importzyklus entldsst. Das Binden von Substraten an Exportine wird in
entgegengesetzter Weise reguliert (siehe Text). Abkilrzungen: C: Cargo mit NLS; Imp: Importin; Exp:
Exportin; NTF2: Nuclear Transport Factor 2; Ran: Ras related nuclear protein; RCC1: Regulator of
Chromosome Condensation 1; RanGAP1: Ran GTPase Activated Protein.

Die Regulation des Kernimports

Es wurden unterschiedliche Mechanismen fir die Regulation des Signal/Importin-
abhangigen Kernimports von Proteinen beschrieben, welche dazu fihren, dass die Affinitat
des Transportsubstrates zu seinem Transportrezeptor moduliert wird. Dies geschieht
entweder gewebsabhangig oder findet wahrend der Entwicklung statt (Standiford und
Richter, 1992). Fur die Regulation wurden ganz unterschiedliche Szenarien beschrieben: (1)
Die gezielte Maskierung/Demaskierung der NLS durch die Interaktion mit anderen Proteinen,

wie im Fall des Imports des Transkriptionsfaktors NF-kB (Arenzana-Seisdedos et al., 1997);
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(2) die cytoplasmatische Retention durch das Binden an ein ,Anker-Protein“ (Sittler et al.,
1996); (3) eine Regulation des Kernimports durch posttranskriptionale Modifikation z.B.
Phosphorylierung (Jans, 1995, Jans und Hubner, 1996; Briggs et al., 1998). Demgegentber
steht eine passive Regulation des Kernimports durch Protein-inharente Eigenschaften. So
kann die Effizienz von kleinen NLS durch den Protein-Kontext beeinflusst werden (Roberts et
al., 1987). Selbst das SV-40 Tumor Antigen (T-ag) NLS bendétigt eine Doméane N-terminal zur
NLS fir eine vollstindige Aktivitat (Rihs und Peters, 1989; Rihs et al., 1991).
Interessanterweise lben sogar weit entfernte Regionen einen messbaren Einfluss aus (Gao
und Knipe, 1992). Vielfache Kopien einer NLS sind oftmals effizienter als nur eine Kopie, das
gilt besonders fir ,schwache* NLS (Dworetzky et al., 1988; Lanford et al., 1986; Shieh,
1993).

Alternative Routen durch die Kernpore

Neben dem Importin-vermittelten Transport in den Kern wurden eine Reihe von alternativen
Transportwegen beschrieben. Beispiele sind: Der nucledre Import von B-Catenin (Fagotto et
al., 1998), von den Transportern Importin (3, Transportin 1, CRM1, Exportin-t, NTF2 als auch
von hnRNP K und Calmodulin (Kose et al.,1997, Nakielny et al., 1998; Kehlenbach et
al.,1998; Kutay et al.,1998; Katahira et al., 1999; Michael et al., 1998; Schmalz et al., 1998;
Pruschy et al., 1994). Importin 3 und andere nucleare Transportrezeptoren bendtigen weder
Ran noch andere Carrier-Systeme, um in den Kern transportiert zu werden. B-Catenin
interagiert wie die Importrezeptoren direkt mit einzelnen Nucleoporinen. HhnRNP K enthalt
zwei verschiedene Typen von Kernlokalisierungssignalen, eine cNLS und eine ,KNS*
(hnRNP K nuclear shuttling domain). Die cNLS folgt dem klassischen Import-Weg, wahrend
die KNS sowohl den Import als auch den Export von hnRNP K vermittelt. Der KNS-

vermittelte Import ist nicht von anderen I6slichen Faktoren abhangig.

Core Histone, Linker Histone und Chromatin

Das Genom eines Lebewesens ist durch die Basensequenz von Nucleinsauren kodiert. Bei
Prokaryonten liegt die gesamte genetische Information gewdhnlich als ringférmiges, stark
gefaltetes DNA-Molekil (Nucleoid) vor. Die DNA-Molekiile aller Eukaryonten - mit Ausnahme
der mitochondrialen DNA - sind linear und als Nucleoprotein-Komplex, der als Chromatin
bezeichnet wird, im Zellkern eingeschlossen (van Holde, 1989). Histone sind die Haupt-
Protein-Komponenten des Chromatins und kénnen strukturell in zwei Haupt-Kategorien
klassifiziert werden: Die Core Histone (H2A, H2B, H3, und H4) und die Linker-Histone (H1)
(Kornberg und Lorch, 1999). Grundsatzlich sind alle Histone durch einen relativ hohen

Gehalt an Lysin and Arginin charakterisiert (Stedman und Stedman, 1951).
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‘ Anteil (%) | Nomenklatur |
Eigenschaften | Arginin / Lysin | Bradbury | Molekulargewicht|
Lysin-reich | 1 29 | H1 | 21.500 |
schwach Lysin-reich | 9 11 | H2A | 14.004 |
schwach Lysin-reich | 6 16 | H2B | 13.774 |
Arginin-reich |13 10 | H3 | 15.324 |
Arginin-reich |14 11 | H4 | 11.282 |

Tab. 1. Characteristika von Histonen des Kalbsthymus: IUPAC Ubernahm die Nomenklatur von
Bradbury (1975).

Die Core-Histone bilden einen oktameren Histonkomplex. Dieses Aggregat aus zwei
H2A/H2B-Heterodimeren und einem H3,/H4,-Tetramer wird von einem kurzen DNA-
Abschnitt von 146 Basenpaaren (bp) in einer linksgangigen Superhelix annahernd zweifach
umwunden. Diese Nucleosomen-Core-Strukturen, die aus solchen Assoziationen resultieren,
sind durch ,Linker-DNA® variabler Lange (~60 bp) verbunden (Kornberg und Thomas, 1974;
Green et al., 2001). In den meisten Fallen ist in vivo jedes nucleosomale Core-Partikel mit
einem weiteren Protein, dem Linker-Histon (H1). assoziiert. Partikel, die aus dem ,Core*-
Komplex, Histon H1 und der Linker-DNA aufgebaut sind, werden als Nucleosomen
bezeichnet (Kornberg und Lorch, 1999). Sie stellen die strukturelle Basiseinheit des
Chromatins dar. Die Struktur der Nucleosomen ist in allen Eukaryonten sehr ahnlich und
wurde bis zur atomaren Auflésung (2.8 A) dargestellt (Luger et al., 1997).

Die Konformation der Histonbereiche, die im Nucleosom miteinander assoziieren, wird als
shistone-fold“ bezeichnet. C- bzw. N-terminale Bereiche der Histone, die Uberwiegend
gestreckt vorliegen und sich mobil verhalten, werden ,tails* genannt. Posttranslationale
Modifikationen der positiv geladenen N-terminalen ,tails“ von Core-Histonen beeinflussen die
Struktur des Chromatins und spielen eine wichtige Rolle in DNA-abhangigen Prozessen, z.B.
der Replikation, Transkription oder Rekombination (Strahl und Allis, 2000). Core-Histone
wurden im Laufe der Evolution unter allen Proteinen am ausgepragtesten konserviert und
kommen in allen Eukaryonten vor (Mardian und Isenberg, 1978). Es wird angenommen, dass
sie von einem DNA-bindenden Protein, wie Hmf, das in dem thermophilen Organismus
Methanofermus fervidus gefunden wurde, abstammen. Derartige DNA-bindende Proteine
enthalten das ,histone-fold"-Motiv, aber keine C- bzw. N-terminale Domanen (Baxevanis et
al., 1995).

Histone der H1-Familie interagieren nachhaltig mit Linker-DNA und werden daher auch als
Linker-Histone bezeichnet. Durch diese Interaktion mit H1-Histonen kommt es zur
zusatzlichen Bindung eines Teils der Linker-DNA an die Core-Nucleosomen (Thoma et al.,
1979; Pruss et al.,, 1996). Die so entstehenden Chromatineinheiten werden als

Chromatosomen bezeichnet (Simpson, 1978). Das Chromatosom besteht aus ~166 bp DNA,
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die um den Histonkern gewunden sind und durch ein H1-Histon fixiert werden. Der geringste
Grad von Chromosomen-Organisation findet sich in den Chromatinfaden (LI 10 nm, zum

Vergleich: DNA-Doppelstrang: [1 ~4 nm), die sich aus Chomatosomen getrennt von Linker-
DNA Segmenten aufbaut. Das Linker-Histon Ubernimmt eine essentielle Rolle bei der
Organisation der Polynucleosomen-Kette in 30 nm Filamente (Wolffe, 1998). Ein Modell fur
die definierte Anordnung der Nucleosomen in diesen 30 nm Filamenten, das auf elektronen-
mikroskopischen Untersuchungen basiert entwickelten Finch und Klug (1976). In diesem
Modell, dem sogenannten ,Solenoid“-Modell, liegen die Nucleosomen in rechtsgangig

helikaler Anordnung mit 6-8 Nucleosomen pro Windung in der Helix vor.

Abb. 3. Modell der Bindung von Histon H1 an Chromatin (nach M. Bustin, 2001). Die DNA ist in blau,
das Histon-Oktamer als brauner Zylinder und die HMG-Proteine als rote Bander dargestellt. Die
Lokalisation der globularen Domane von H1, die an spezifische Abschnitte auf dem Nucleosom bindet,
ist in grin gezeigt. Die Position der globularen Domane am nucleosomalen Core-Partikel wurde flr
das Linker-Histon H5 beschrieben (Zhou et al., 1998).

Diese 30 nm Filamente bilden ein System von Schleifen. Diese Schleifen entstehen durch
die Anheftung an Scaffold-Proteine (Gasser und Laemmli, 1987). Eines der beiden Scaffold-
Proteine ist eine Typ IlI-Topoisomerase, die den topologischen Zustand der DNA bei
Replikation oder Transkription bestimmen kann. Die Scaffold-Proteine bilden bei der Mitose
ein Gertst und das Chromatin verdichtet sich bis zur Bildung von Chromosomen. Wahrend
der Mitose erreicht somit die Chromatinverdichtung in Form des Metaphase-Chromosoms
ihren Hohepunkt. Wahrend des gesamten Zellzyklus bleiben die Histone mit der DNA
assoziiert und das Chromatin behalt seine nucleosomale Struktur. Eine Ausnahme bilden in
diesem Zusammenhang nur mannliche Keimzellen. Hier erfolgt sukzessive eine Substitution
der Histone durch sogenannte Protamine.

Aufler den Histonen und Protaminen (im Falle der Keimzellen) findet man im Zellkern
zahlreiche ,saure“ Nicht-Histon-Chromatin-Proteine. Zu den ,sauren" Proteinen gehdren
Enzyme und Proteine, die fur die Gen-Expression verantwortlich sind (z.B. Polymerasen),
und ,high-mobility-group“-Proteine (HMG-14/17).
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Histon H1

Die Histon-H1 Familie in mehrzelligen Eukaryonten ist eine heterogene Klasse von
entwicklungsregulierten Histonen. Bei den Saugetieren werden sieben verschiedene H1-
Subtypen unterschieden, die sich ihrerseits in zwei Gruppen unterteilen lassen: Zu den
Haupttyp H1-Histonen werden die menschlichen Histongene H1.1-H1.5 gezahlt (Albig et al.,
1991; Albig et al., 1993; Eick et al., 1989; Doenecke et al., 1994). Neben diesen Haupttyp-
Formen sind zwei H1-Sonderformen bekannt, das H1° (Doenecke & Tdnjes, 1986; Alonso et
al., 1988) und H1t (Drabent et al., 1991), deren Expression nicht an die DNA-Synthese
gekoppelt ist, so dass sie also replikationsunabhangig exprimierte Subtypen darstellen.
Wahrend alle anderen Histone in fast allen Geweben exprimiert werden, findet man fir H1t-
Histone eine exklusive Expression wahrend der ersten meiotischen Prophase in testikularem
Gewebe. Eine weitere Gen-Variante von H1, das Histon H5, wird in kernhaltigen

Vogelerythrozyten exprimiert (Appels und Wells, 1972).
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Abb. 4. Modell von Histon H1 (nach Knippers, 1995). Es kdnnen drei strukturelle Domanen der Linker-
Histone unterschieden werden. Das H1-Molekll hat einen hochkonservierten, zentralen globularen
Abschnitt, der von weniger konservierten, ausgestreckten amino- und carboxyterminalen Domanen
flankiert wird (Hartman et al., 1977).

Im Gegensatz zu der hochkonservierten Klasse der Core-Histone sind die H1-Linker-
Histone, mit einem durchschnittlichen Molekulargewicht von 21 kDa, durch hohe Variabilitat
gekennzeichnet (Isenberg, 1978; Cole, 1984). Die variablen Anteile liegen in den C- bzw. N-
terminalen Domanen der H1-Histone. Die sequenzkonservierte zentrale Domane von H1-
Histonen bindet die DNA an der Eintritts- und Austrittsstelle des Nucleosoms (Allan et al.,
1980; Allan et al.,, 1986), wahrend die positiv geladenen C-terminalen Enden Teile der
negativ geladenen Phosphatreste auf der internucleosomalen DNA neutralisieren.

Die wichtigste Funktion von H1-Histonen ist das Kondensieren des Chromatins und/oder die
Blockierung der nucleosomalen DNA (Thoma et al., 1979; Thomas, 1999). H1 wird generell

als Transkriptions-Repressor betrachtet, da es in der Lage ist, den Zugang von

-14 -



Einleitung

Transkriptionsfaktoren und Chromatin-remodulierenden Komplexen an die DNA
einzuschranken (Strahl and Allis, 2000). Die Bindungseigenschaften von H1 an Chromatin
wurden in vivo untersucht, um eine Erklarung dafir zu finden, wie diese Funktion von den
Linker-Histonen wahrgenommen wird. Dazu wurden die dynamischen
Bindungseigenschaften von H1-GFP an Chromatin von lebenden Zellen mit Hilfe von
.Photobleach"-Techniken (FRAP) analysiert. Es zeigte sich, dass Linker-Histone dynamisch

in einer ,stop-and-go" Weise mit dem Chromatin wechselwirken (Misteli et al., 2000).

Der nucleéare Transport von Histonen

Proteine, die im Kern akkumulieren, werden generell aktiv und rezeptorvermittelt
transportiert. Selbst kleine DNA-bindende Proteine wie Histone (Kurz et al.,1997) oder HMG-
Proteine (Hock et al. 1998), die aufgrund ihrer Grof3e passiv in den Zellkern diffundieren und
durch Bindung an die DNA zuruckgehalten werden konnten, erreichen ihre nucleare
Lokalisation durch einen signalvermittelten Mechanismus.

Der H1-Import wurde erstmals von Breeuwer und Goldfarb (1990) durch Mikroinjektion von
Fluoreszenz-markiertem Kalbsthymus H1 (eine Mischung aus replikationsabhéangigen H1-
Subtypen ohne H1°) untersucht. In diesem System liel sich die Energie- und
Temperaturabhangigkeit des H1-Kerntransports nachweisen. Fir das Linker-Histon H1°
wurden in in vivo Transfektionstudien mit Hela-Zellen mehrere NLS identifiziert
(Schwamborn et al., 1998). Sowohl die globulare Domane, die relativ wenige basische Reste
aufweist und als einziger Abschnitt der Histone eine definierte Tertiarstruktur ausbildet, als
auch drei verschiedene Bereiche der stark basischen C-terminalen Domane translozierten
das Reporterprotein B-Galaktosidase in den Kern. In einer Kooperation konnte unsere
Arbeitsgruppe schliel3lich den funktionellen Importrezeptor fiir H1-Histone identifizieren. Der
Kernimport der Linker-Histone wird von Importin 3 in Verbindung mit Importin 7 erreicht
(Jakel et al., 1999). Zur Charakterisierung des nuclearen Transports von Core-Histonen
leisteten Moreland et al. (1987) Pionierarbeit. Sie identifizierten eine NLS des Core-Histons
H2B der Hefe. Diese NLS hat grof’ie Homologie zur NLS des klassischen SV40 Typs, ist
aber nicht essentiell fir die Funktion des H2B Histons. Baake et al. (2001a) identifizierten
schlieBlich fir jedes Core-Histon mehrere Sequenzbereiche, die als NLS fungieren.
Ausserdem konnten wir zeigen, dass die Core-Histone von verschiedenen

Transportrezeptoren der Importin B-Familie importiert werden (Baake et al., 2001b).
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Fragestellung

Zu Beginn dieser Arbeit (1998) war bekannt, dass Linker-Histone in einem aktiven, Signal-
vermittelten Transport in den Zellkern gelangen und ihr Kernimport von einem Heterodimer
aus Importin 3 und Importin 7 vermittelt wird. Ausserdem wurden in dem Replacement-
Histon H1° mehrere Kernlokalisierungssignale, die zwei strukturell unterschiedliche NLS-
Typen zu zuordnen sind, identifiziert. Es stellt sich daher zum einen die Frage nach den
Transportrezeptoren, die mit den einzelnen NLS interagieren zum anderen die Frage nach
der Struktur des funktionellen Importkomplexes. Ferner musste geklart werden, ob die
Normaltyp-Histone (H1.2) auf die gleiche Weise importiert werden wie die Replacement-
Variante (H1°).

Zunachst sollten in in vivo Transfektionsstudien Sequenzabschnitte in H1° mit NLS-Funktion
eingegrenzt und die einzelnen Domanen von H1.2 hinsichtlich ihrer Transportkompetenz
analysiert werden. Daruberhinaus sollten die molekularen Mechanismen des Kerntransports
der einzelnen Kernlokalisierungssignale von H1° und H1.2 aufgeklart werden und daran
beteiligte potentielle Transportfaktoren identifiziert werden. Fir die Suche nach
interagierenden Partnern wurden affinitdtschromatographische Methoden genutzt, um eine
direkte physikalische Interaktion mit den H1-NLS nachzuweisen. In in vitro Rekonstitutions-
Analysen wurde gepruft, inwieweit die interagierenden Transportfaktoren funktionell fir einen
Kernimport einzelner NLS waren.

In weiterfihrenden Untersuchungen sollten die wechselseitigen Bindungsstellen des
vermeintlich trimeren Komplexes eingegrenzt werden, um den Importkomplex naher zu

definieren.
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2. Material und Methoden

2.1 Material

2.1.1. Chemikalien

Aceton
Acetonitril

30% (w/v) Acrylamid-Stammldsung

mit 0.8% (w/v) Bisacrylamid
Agarose peqGold Universal
Ampicillin (Binotalll)
Ammoniumchlorid
Aphidicolin

Apyrase

Bacto-Agar
Bacto-Hefeextrakt
Bacto-Trypton
BCIP
[Mercaptoethanol
Bromphenolblau
BSA

CaC|2
Chloroform
Coomassie Brilliant Blue R-250

Coomassie Brilliant Blue G-250

DAPI
DAB/Metal
Digitonin
dNTPs
DTT

EDTA, EGTA
Ethanol
Ethidiumbromid

ROTH
MERCK
ROTH

PEQLAB
RATIOPHARM
MERCK
FLUKA
SIGMA

DIFCO
DIFCO
DIFCO
BIOMOL
SERVA

SERVA
SIGMA

MERCK
MERCK
MERCK
MERCK

SIGMA
PIERCE
CALBIOCHEM
ROCHE
BIOMOL

SERVA
MERCK
SIGMA
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FCS (fotales Kalberserum) SEROMED/BIOCHROM Berlin
Fluorescein-5-Maleimid PIERCE Rockford, USA
Glutathion Sepharose CL 4B APBIOTECH Freiburg
Glycerin SERVA Heidelberg
Glycin SERVA Heidelberg
H1™ (Kalbsthymus H1) ROCHE Mannheim
HCI MERCK Darmstadt
H,SO, MERCK Darmstadt
Hepes SERVA Heidelberg
H>O (in HPLC-Reinheit) MERCK Darmstadt
Isoamylalkohol MERCK Darmstadt
Isopropanol MERCK Darmstadt
KCI MERCK Darmstadt
KH,PO, MERCK Darmstadt
KoHPO, MERCK Darmstadt
Kreatinkinase SIGMA Minchen
MEM SEROMED/BIOCHROM Berlin
Methanol SERVA Heidelberg
MgCl, MERCK Darmstadt
NaAc MERCK Darmstadt
Natriumazid ROCHE Mannheim
NBT BIOMOL Hamburg
Na,HPO, APPLICHEM Gatersleben
NaH,PO, MERCK Darmstadt
NaHCO; MERCK Darmstadt
NaOH MERCK Darmstadt
NH;Ac MERCK Darmstadt
Ni-NTA Agarose QIAGEN Hilden
NP-40 MERCK Darmstadt
Paraformaldehyd SERVA Heidelberg
Pepton DIFCO Detroit, USA

Penicillin-Streptomycin SEROMED/BIOCHROM Berlin
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Phenol, TE gesattigt
Phosphokreatin
PMSF

Ponceau-S

Proteinmarker

Reticulocytenlysat

Sephadex”G-10, G-25, G-50
SDS

Trichloressigsaure (TCA)
TEMED

Tris

Triton X-100

TRITC

Tween-20

BIOMOL
SIGMA
SERVA
SIGMA
BIORAD

PROMEGA

APBIOTECH
SERVA

MERCK
SERVA
PAESEL & LOREI
MERCK
SIGMA
SIGMA

2.1.2. Nachweis- und Reinigungssysteme

AminoLink Plus Immobilization-Kit

SulfoLink Kit
Slide-A-Lyzer®

Big Dye™ Terminator
Sequencing Ready Reaction

BioRad Protein-Assay

The Bulk and RediPack
GST Purification Modules

Qiagen Plasmid-Midi-Kit

QiaEx Il Agarose Gel Extraktions-Kit
QIAquick-PCR-Produkt- Aufreinigungs-

Kit
T7-Sequenzierungskit

E.Z.N.A. Plasmid-Miniprep Kit Il

E.Z.N.A Cycle-Pure Kit

IgG Sepharose® Fast Flow
Vivaspin-Saulen

NAP™.5 S3ulen

PIERCE
PIERCE
PIERCE

APPLIED BIOSYSTEMS

BIORAD
APBIOTECH

QIAGEN
QIAGEN
QIAGEN

APBIOTECH

PEQLAB
PEQLAB

APBIOTECH
BIOFILTRONICS

APBIOTECH

-19-

Hamburg
Minchen
Heidelberg
Munchen

Minchen
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Heidelberg
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Rockford, USA
Rockford, USA
Rockford, USA
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Minchen

Freiburg

Hilden
Hilden
Hilden

Freiburg

Erlangen
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2.1.3. Filter und Membranen

Nitrocellulose Extra Blotting Membran
Faltenfilter (L 12,5 cm)
Filtrierpapier Dick 2668

2.1.4. Enzyme

2.1.4.1. Restriktionsendonucleasen

In den Untersuchungen wurden folgende Restriktionsenzyme einschliefdlich der vom

Hersteller empfohlenen Puffer verwendet.

BamH | G*GATCC
aus Bacillus amyloliquefaciens H

Bgl Il ANGATCT
aus Bacillus globigii

EcoR | GMAATTC
aus Echerichia coli RY 13

Hind Il AMAGCTT

aus Haemophilius influenza rd com 10

Nco | CACATGG
aus Nocardia corallina

Nhe | GACTAGC
aus Neisseria mucosa heidelbergensis

Nru | TCG"CGA
aus Nocardia rubra

Sma | CCCNGGG
aus Serratia marcescens

2.1.4.2. DNA-modifizierende Enzyme

Alkalische Phosphatase (E.C.3.1.3.1)
aus Kalberdarm

T4 DNA Ligase (E.C.6.5.1.1)

Tag DNA Polymerase (E.C. 2.7.7.7)

SARTORIUS
MACHEREY-NAGEL

SCHLEICHER & SCHULL

NEW ENGLAND
BIOLABS

TAKARA

MBI FERMENTAS

MBI FERMENTAS

NEW ENGLAND
BIOLABS

NEW ENGLAND
BIOLABS

NEW ENGLAND
BIOLABS

NEW ENGLAND
BIOLABS

ROCHE

GIBCO/BRL

ROCHE
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2.1.4.3. Sonstige Enzyme

Lysozym (Muramidase) (E.C.3.2.1.17) SIGMA Munchen

RNase A (E.C.3.1.27.4) ROCHE Mannheim
aus Rinderpankreas

2.1.5. Proteaseinhibitoren

Aprotinin ROCHE Mannheim
Leupeptin ROCHE Mannheim
Pepstatin ROCHE Mannheim
Pefabloc ROCHE Mannheim
Phenymethysulfonylfluorid (PMSF) ROCHE Mannheim
Protease Inhibitor Cocktail (Tabletten) ROCHE Mannheim

2.1.6. Antikorper

Wenn nicht anders vermerkt, stammen die aufgefiihrten polyklonalen Antiseren aus

Kaninchen und die monoklonalen Antikérper aus Mausen.

2.1.6.1. Priméarantikorper

Maus-lgG gegen [-Galaktosidase, SIGMA Mdinchen
polyklonal
Kaninchen-lgG gegen Importin-o (Rch1) Dr. Gorlich Heidelberg
Kaninchen-IgG gegen Maus-H1°- Abt. Molekularbiologie Universitat
Histon-Protein Gottingen
Kaninchen-lgG gegen Importin 7 Dr. Gérlich Heidelberg
Kaninchen-lgG gegen Importin 3 Dr. Gorlich Heidelberg
Kaninchen-lgG gegen Transportin Dr. Gérlich Heidelberg
Maus-IgG gegen GST Biotechnology Santa Cruz,
Biotechnology

2.1.6.2. Sekundarantikorper

Ziege-Anti-Kaninchen-IgG an DIANOVA Hamburg
Alkalische-Phosphatase gekoppelt
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Ziege-Anti-Kaninchen-1gG an DIANOVA Hamburg
Peroxidase gekoppelt

Kaninchen-Anti-Maus-IgG an SIGMA Minchen
Alkalische Phosphatase gekoppelt

Ziege-Anti-Maus-IgG mit DIANOVA Hamburg
Rhodamin (TRITC) gekoppelt

Ziege-Anti-Maus-IgG mit APBIOTECH Freiburg
Cy3 gekoppelt

2.1.7. Proteine: Transportfaktoren und Substrate

Aufgereinigte Proteine, die uns freundlicherweise von Dr. Dirk Gorlich (Heidelberg) zur
Verfligung gestellt wurden, dienten allein zu Kontrollzwecken. Im Rahmen der eingenen
Arbeiten  wurden die Proteine in groRBeren Mengen Uberwiegend durch
Affinitdtschromatographie aufgereinigt. Die entsprechenden Expressions-Plasmide wurden

von Dr. Dirk Gorlich zur Verfligung gestellt.

IBB Dr. Gérlich Heidelberg
Importin 5 Dr. Gorlich Heidelberg
Importin 7 Dr. Gorlich Heidelberg
Importin 3 Dr. Gorlich Heidelberg
Importin o Dr. Gorlich Heidelberg
Transportin Dr. Gorlich Heidelberg
Ran-Mix* Dr. Goérlich Heidelberg

(Ran, RanBP1, RanGAP1 und NTF2)

*Die Zugabe von RanGAP1 und RanBP1 zu dem Ran-Mix hatte keine messbaren
Auswirkungen auf den Verlauf unserer Experimente, daher wurde auf ihre Aufreinigung
verzichtet.

2.1.8. Mikroorganismen, Vektor- und Marker-DNA

2.1.8.1. Bakterienstamme (Escherichia coli)

Die Organismen waren, wenn keine andere Quellenanzeige erfolgt, im Labor (AG Doenecke)

bereits vorhanden.
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Stamm: Genotyp: Quelle:
DH5a F/endAl,hsdR17(rK-mK+), supE44, thi-1, recAl,
gyrA (Nal), relA1A (lacZYA-argF),U169 (m80lacZ
A M15)
BL21 E. coli. B F dcm ompT hsdS (rB- mB-) gal
M15 Nal® Str® Rif° Lac’ Ara” Gal" Mt F RecA" Uvr' AG Pieler
Lon®
TG1 lac-proAB,supE44,thi,hsdD5(F traD36proAB’lacl® AG Pieler
lacZAM15)
XL1-blue F::Tn10,proA'B*lac19,A(lacZ)AM15/RecA,endA1, AG Pieler
gyrA96(Nal'),thi,hsdR17(rK-mK+),supE44,relA,lac
JM109 endA1,recA1,9yrA96,thi,hsdR17(rK-mK+),relA1,
supE44, A(lac-proAB),[F'traD36, proAB lacliZA
M15]

2.1.8.2. pSVB-Vektor

Der pSV[B-Vektor wird zur Expression des bakteriellen p-Galaktosidase-Proteins in
Saugerzellen verwendet. Das Gen fir B-Galaktosidase steht unter der Kontrolle des friihen
SV40-Promotors. Der pSV[(-Vektor wurde zur Klonierung von Fusionsproteinen aus H1-
Histonen bzw. einzelnen Fragmenten von H1-Histonen mit B-Galaktosidase als Reporter-

Protein eingesetzt. In dem Vektor, der eine GroRe von 6900 bp hat, ist eine MCS mit

verschiedenen Restriktionsenzym-Erkennungssequenzen einkloniert worden (Abb. 5).

# 544 pobyodesylstion
* Lalie donsr/splice accapiar
& Enrly pramadar

= nhancer

Abb. 5. Aufbau des pSV-Vektors. (Abbildung aus dem Clontech Katalog 96/97). Der Vektor besitzt
die SV40 Replikationsstelle ori und das Ampicillin-Resistenzgen (AmpR) fur die Selektion
transformierter Bakterien in Ampicillin-haltigen Medien. Die fettgedruckten Buchstaben mit Zahlen in
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den Klammern geben die Schnittstellen mit entsprechender Position im Plasmid an. Die Symbole: u:
SV40 Polyadenylierungssignal; s: SV40 Promoter; S: SV40 Spleit Donor- Akzeptorsequenz; n:
Enhancer. Die Pfeile geben die funktionelle Orientierung der Gene an.

2.1.8.3. pQE70-Vektor

Der pQE70-Vektor wurde modifziert, um Proteine neben dem ,6 x His-Tag“ mit 2z- bzw. ,,6z-
Tag“ zu exprimieren. Dazu wurde die kodierende Sequenz fir die z-Peptide vor die MCS
eingefuhrt (Abb. 6).

==l

Fon BUFERS  Sgh | Tuxers HI Byl W hakE  Hird i
[ A GAGGATCC ACATLT| I TAMGCTTAATTAGE GAE_]

Abb. 6. Aufbau des pQE-70-Vektors. (Abbildung aus www.Qiagen.com).
Position der Elemente in Basen:

Vektor-GroRe (bp) 3426

Start der Nummerierung bei Xhol (0) 1-6

T5 Promotor/lac Operator Element 7-87
T5Transkriptionsstart 61

6 x His-Tag kodierende Sequenz 133-150
Multiple Klonierungs Seite 113-132
Lambda t, transkriptionelle Terminations-Region 173-267
rrB T1 transkriptionelle Terminations-Region 1029-1127
ColE1 Ursprung der Replikation 1603
B-Laktamase kodierende Sequenz 3221-2361

2.1.8.4. Marker-DNA

Als Marker-DNA fir die GréRenbestimmung von DNA-Fragmenten diente die mit Hindlll
verdaute A-DNA von der Firma MBI FERMENTAS (Vilnius, Litauen) oder die mit EcoRI und
Hindlll verdaute A-DNA MBI FERMENTAS (Vilnius, Litauen).
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2.1.9. Zelllinien

Far in vivo Transfektionsstudien und in vitro Import-Assays wurde folgende humane Zelllinie

verwendet:

HelLa (humane Portiokarzinom-Zellen); adharent DSMZ Braunschweig

wachsend, kultiviert in MEM-Medium

2.1.10. Oligonucleotide

Die Auswahl der Primersequenzen fir einen optimalen Verlauf der Polymerase-Ketten-

Reaktion sollte nach den folgenden Kriterien (Saiki, 1988) erfolgen:

« die Sequenzahnlichkeit der Primer zueinander sollte méglichst gering sein
¢ lange Purin- und Pyrimidinbereiche sollten nach Méglichkeit vermieden werden

e das Verhaltnis von A-T zu G-C bei den Primersequenzen sollte moglichst 1:1 sein

Die Oligonucleotide zur Herstellung der PCR-Produkte wurden von der Firma INTERACTIVA
(Ulm) oder MWG BIOTECH in HPLC-gereinigter Form geliefert. Im Anhang sind nur die
Sequenzen der Oligonukleotide, die speziell zur Anfertigung dieser Arbeit synthetisiert

wurden, aufgeflhrt.

2.1.11. Stammlésungen, Puffer und Nahrmedien

Die folgenden Stammldsungen wurden, wenn nicht anders beschrieben, mit bidestilliertem

H,O angesetzt, autoklaviert und bei Raumtemperatur aufbewahrt.

2.1.12. Haufig verwendete Puffer und Lésungen

Einbettungsmedium:
10% (v/v) PBS, 90% (v/v) Glycerin, 1 mg/ml Phenylendiamin, 1 pg/ml 4,6-Diamino-2-
Phenylindol (DAPI)

10x PBS:
1.4 M NaCl, 27 mM KClI, 15 mM KH,PO,4, 90 mM Na,HPO, (pH 7.4)

TBE-Puffer (10 x):
0.9 M Tris/Base (pH 8.3), 0,9 M Borsaure, 0.025 M EDTA

TE-Puffer (1 x):
10 mM Tris-HCI, 1 mM EDTA (pH 8.0)
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TELT-Puffer:
50 mM Tris-HCI (pH 7.5), 62.5 mM EDTA, 2.5 M LiCl, 4% (v/v) Triton X-100

Transportpuffer:
20 mM Hepes, 110 mM KAc, 2 mM MgAc, 1 mM EGTA, 2 mM DTT (pH 7.4)

2 x Laemmli-Auftragspuffer:
(,Probenpuffer®): 100 mM Tris-HCI (pH 6.8), 2% (w/v) SDS, 2% (v/v) B-Mercapto-

ethanol, 20% (w/v) Glycerin, 0.002% (w/v) Bromphenolblau

2.1.13. Nahrmedien zur Kultivierung von Bakterien

L-Broth (LB)-Medium: NaCl 1 % (W/v)
Bacto-Trypton 1 Y% (W/v)
Hefe-Extrakt 0.5 %(w/v)

2x YT-Medium: NaCl 0.5  %(w/v)
Bacto-Trypton 1.6 %(w/v)
Hefe-Extrakt 1 Y% (W/v)

Der pH-Wert wurde mit NaOH auf 7.0 eingestellt und die Lésung autoklaviert.

LB-Agar Platten:
Einem Liter LB-Medium wurde vor dem Autoklavieren 15 g Bacto-Agar beigefligt. Bei einer

Temperatur von 48°C wurde dem Medium sterilfiltriertes Ampicillin in einer Endkonzentration

von 50 pg/ml zugesetzt und das Medium in Petrischalen gegossen.

Ampicillin-Stammlésung 10 mg/ml in H,O
Glycerin

2.1.14. Ndhrmedium fur die Zellkultur

komplettes MEM-Medium:

MEM-Trockenpulver 104 g/Liter
Hepes 15 mM
NaHCO; 24 mM
Penicillin-Streptomycin (10000 U/10000 pg/ml) 1 Y% (vIv)
FCS 10 Y% (vIv)
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Das FCS wurde vor Gebrauch 45 min bei 56°C inaktiviert. Die Medien wurden grundsatzlich

steril angesetzt (Sterilfiltration) und bei 4°C gelagert.

2.1.15. Gerate und Sonstiges

AktaPurifier-System

Vortex Genie 2™

Photometer ULTROSPEC 4050
Spannungsgeber Power Pack P25
Tischzentrifuge 5415

Biofuge pico, Brutschrank cytoperm 2,
Brutschrank Typ B5050, Megafuge
1.0, Sterilbank HERAsafe Typ 18/2,
Varifuge 3.0R

Brutschrank Modell CO 24
Incubator Shaker Modell G 25

Magnetriihrer IKAMAG® RET
Digital Sonifier

Speed Vac SC 100
Zell-Zahlgerat CASY 1
Dialyseschlauch
Elektroporationskiivetten

MicroPulser™
Easyiject Il

APBIOTECH

BENDER & HOBEIN AG
APBIOTECH
BIOMETRA
EPPENDORF
HERAEUS

NEW BRUNSWICK
SCIENTIFIC CO. INC

JALUNKE & KUNKEL
BRANSON SONIFIER
SAVANT

SCHARFE SYSTEM
ROTH

PEQLAB

BIORAD LABORATORIES
EUROGENETEC
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2.2. Methoden

MOLEKULARBIOLOGISCHE METHODEN

2.2.1. Arbeitsbedingungen und -methoden

Es wurden ausschliefldlich molekularbiologische Arbeiten der Sicherheitsstufe S1 unter
Beachtung der allgemeinen Richtlinien der Gentechnik-Sicherheits-Verordnung (GenTSV,
1994) durchgefiihrt. Die in dieser Arbeit verwendeten molekularbiologischen Methoden
wurden zum grofden Teil in dem Standardwerk ,Molecular Cloning“ (Sambrook und Russell,
2001) ausfuhrlich beschrieben. Sofern es sich um Standardverfahren handelt, wird unter

Angabe der Quelle auf eine detaillierte Beschreibung verzichtet.

2.2.2. Methoden zum Arbeiten mit DNA

2.2.2.1. Praparation von Vektor-DNA fur die Subklonierung von DNA-Fragmenten

Restriktionsendonucleasen werden von verschiedenen Bakterienstammen synthetisiert. Die
Endonucleasen erkennen spezifische Sequenzmotive der DNA und spalten die
doppelstrangige DNA an genau definierten Positionen. Je nach Enzym entstehen glatte
DNA-Enden (,blunt ends®) oder Fragmente mit 3’- oder mit 5-Uberhangenden, kohasiven
Enden (,sticky ends®). Die Phosphodiesterbindungen werden get6ffnet, dabei wird das 3'-
Hydroxylende frei, wahrend das 5-Ende die verbleibende Phosphatgruppe tragt (Roberts et
al., 1983). Die verwendeten Enzyme wurden nach den jeweiligen Angaben der Hersteller
und in entsprechenden Pufferldsungen eingesetzt. Es wurden 1 bis 5 Einheiten (units)
Enzym flir die Spaltung von 1ug DNA in einem Volumen von 20 bis 50 pl Pufferldsung
eingesetzt. (1 U Enzym spaltet, bei einer Erkennungssequenz pro DNA Molekil, 1 ug
lambda-DNA in einer Stunde bei der fir das Enzym optimalen Temperatur). Die Inkubation
erfolgte, abhangig vom Enzym, fir ein bis drei Stunden bei der vom Hersteller angegebenen
Temperatur. Nach Spaltung mit nur einer Restiktionsendonuclease ist anschliefend eine

Behandlung mit Phosphatase notwendig, um die Religation des Vektors zu verhindern.

Restriktionsenzyme

Reaktionspuffer (10 x): Dieser wurde von den jeweiligen Firmen entsprechend
den verwendeten Enzymen mitgeliefert
Auftragspuffer: 40% (w/v) Saccharose
0.1% (w/v) Bromphenolblau
0.1 MEDTA
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2.2.2.2. Behandlung von linearisierter DNA mit alkalischer Phosphatase

Zur Vermeidung der Religation von Vektor-DNA wurde durch Behandlung mit alkalischer
Phosphatase der Phosphatester des 5'-Endes des Vektors enzymatisch entfernt. Dazu
wurde die linearisierte Vektor-DNA im Falle von &’-Uberhdngenden Enden in einem
Gesamtvolumen von 50ul mit Phosphatasepuffer und 3 ul Alkalischer Phosphatase inkubiert
(30 min, 37°C). Bei 3’-Uberhangenden Enden erfolgte die Reaktion 15 min bei 37°C und 15
min bei 56°C. Um die Reaktion abzustoppen, wurde diesem Ansatz 3 yl EDTA (0.5 M)
hinzugefligt und anschliefliend auf 75°C fur 15 min erhitzt. Der gesamte Ansatz wurde im
Agarosegel aufgetrennt und die gesuchte Vektorbande nach den unten beschriebenen

Methoden isoliert.

Alkalische Phosphatase

Plasmid-DNA

Phosphatasepuffer (10 x): 0.5 M Tris/HCI, pH 8.5
0.001 M EDTA

EDTA: 0.5MpH 8.0

2.2.2.3. Behandlung von DNA mit T4;-Polynucleotidkinase

Die Kinase ermdglicht die Ubertragung einer Phosphatgruppe von der y-Position des ATP
auf die 5 Hydroxylgruppe der DNA. Mit T4-Polynucleotidkinase wurden doppelstrangige
Oligonucleotide (siehe 2.2.2.5) behandelt, die in einen dephosphorylierten Vektor ligiert
werden sollten.

Die Kinase-Reaktion wurde bei 37°C fir 30 min durchgefihrt. Die Inaktivierung der Kinase
erfolgte mit Hitze (70°C, 10 min).

T4-Polynucleotidkinase: 1 pli/20 pl Ansatz
10 x T4-Polynucleotidkinasepuffer: 0.07 M Tris/HCl pH 7.6
0.01 M MgCl,
0.005 MDTT
Oligonucleotid: 100 pmol
ATP: 0.2 mM

2.2.2.4. Ligation von DNA-Doppelstrang-Fragmenten

Linearisierte DNA-Molekiile kdnnen durch die Bildung von Phosphodiesterbindungen
zwischen benachbarten 3-Hydroxyl- und 5-Phosphat-Enden miteinander verbunden
werden. Die T,-DNA-Ligase katalysiert diese Reaktion unter Hydrolyse von ATP. DNA-
Fragmente mit komplementaren, berhangenden Enden werden dabei effizienter verknlpft
als Fragmente mit glatten Enden. Ein typischer Ligationsansatz hatte ein Gesamtvolumen

von 20 pl. Dieser enthielt neben dem Ligasepuffer, der T4-Ligase und 50-100 ng Vektor-DNA
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einen etwa fiinffachen molaren Uberschuss an zu integrierender Insert-DNA. Der

Reaktionsansatz wurde fiir 12-16 Stunden bei 12 °C inkubiert.

5 x Ligasepuffer: 0.25 M Tris/HCI pH 7.6
0.05 M MgCl2

0.005 M ATP

0.005 MDTT

25% (w/v) Polyethylenglykol-8.000
T4,-DNA-Ligase : 1 U/l

2.2.2.5.'Annealen’ von einzelstrangigen Oligonucleotiden

Um neusynthetisierte einzelstrangige Oligonucleotide in den Vektor zu integrieren, missen
sie doppelstrangig (annealed) vorliegen.

Dazu wurden je 20 pl der komplementaren Oligonucleotide und 40 pl 2 x Annealing-Puffer in
einem Reaktionsgefall gemischt und in einem 1 L Wasser auf 85°C erhitzt. Wahrend einer
langsamen Abklhlung (bis RT) konnten die komplementaren, einzelstrangigen

Oligonucleotide zu doppelstrangigen Oligonucleotiden hybridisieren.

Annealing-Puffer (2 x): 0.04 M Tris/HCI, pH 7.6
0.06 M NaCl
komplementare Oligonucleotide: 100 pmol/pl

2.2.2.6. Extraktion von DNA mit Phenol/Chloroform

Die Losung mit der zu extrahierenden DNA wurde mit 2 Volumen Phenol und %2 Volumen
Chloroform/lsoamylalkohol (24:1) versetzt, fir 10 Sekunden gut durchmischt und
anschlielend zur Phasenabtrennung zentrifugiert (13000 rpm, 5 min, RT). Die wassrige,
DNA-haltige Phase wurde vorsichtig in ein neues Reaktionsgefal® uberfihrt und dann mit
gleichen Volumenanteilen Phenol und Chloroform/Isoamylalkohol erneut extrahiert. Nach
erfolgter Zentrifugation und Abnahme der oberen, DNA-haltigen Phase wurde der Vorgang
noch zweimal mit Chloroform wiederholt. AnschlieRend konnte die DNA - wie unter 2.2.2.7

beschrieben - aus der wassrigen Oberphase mit Ethanol gefallt werden.

Phenol (Tris-gesattigt)
Chloroform/Isoamylalkohol (24:1) (v/v)

2.2.2.7. Fallen von DNA mit Ethanol

Mit Hilfe der Ethanol-Fallung wird DNA von Salzen und freien Nucleotiden gereinigt.
Zunachst wird durch die Zugabe von Natriumacetat die Konzentration einwertiger Kationen in
der Lésung erhoht und so die AbstolRung der negativen Ladungen des Phosphodiester-
Ruckgrats verringert. Die Fallung der DNA wird durch einen Losungsmittelentzug bei Zugabe

von Ethanol erreicht.

-30-



Material und Methoden

Die DNA-L6sung wurde mit 1/10 Volumen 3 M Natriumacetat und 2% Volumina eiskaltem
absolutem Ethanol gemischt und anschlieRend entweder fir 30 min bei -70°C oder fir 2
Stunden bei -20°C geféllt. Danach wurde die gefallte DNA in einer Zentrifuge sedimentiert
(14000 rpm, 30 min, 4°C) und einmal mit 70% Ethanol gewaschen. Nach erneuter
Zentrifugation (14000 rpm, 10 min, 4°C) wurden alle Ethanolreste vorsichtig mit einer
Wasserstrahlpumpe abgesaugt, das DNA-Pellet in einem Vakuumtrockner getrocknet und

anschliel’end in einem geeigneten Volumen 10 mM Tris-HCI (pH 8.5) oder Wasser geldst.

100% (v/v) Ethanol

70% (v/v) Ethanol

Natriumacetat: 3M,pH4.8
Tris-HCI: 10 mM, pH 8.5

2.2.2.8. Fallen von DNA mit Isopropanol

Die Fallung mit Isopropanol erfolgt nach dem gleichen Prinzip wie die Ethanol-Fallung. Fir
eine Fallung mit Isopropanol sind allerdings schon 0.7-1 Volumen Isopropanol ausreichend.
Daher ist die Isopropanolfallung von Vorteil, wenn aus groRen Volumina DNA gefallt werden

soll.

2.2.2.9. Photometrische Bestimmung der Konzentration und Reinheit von DNA-

Losungen

Die Lichtabsorption von Nucleinsauren bei einer Wellenlange von 260 nm wurde zur
Bestimmung der DNA-Konzentration genutzt. Eine optische Dichte von 1.0 bei 260 nm
entspricht dabei etwa einer DNA-Konzentration von 50 mg doppelstrangiger DNA/mI, 40
mg/ml Einzelstrang DNA oder RNA oder 20 mg/ml fir Oligonucleotide. Aromatische
Aminosauren und Phenol absorbieren Lichtwellen bei 280 nm. Der Quotient OD2gonm /OD2gonm
ist ein Mal} fur die Reinheit der Probe. Proteinfreie DNA besitzt einen Quotienten-Wert
zwischen 1.8 bis 2.0 (Sambrook et al., 2001).

2.2.2.10. Konzentrationsabschéatzung von DNA durch , Geltitration*

Eine weitere Methode der Konzentrationsbestimmung von Nucleinsduren ist die
.Geltitration“. Dabei wurde eine Agarose-Gelelektrophorese mit einem Aliquot der zu
untersuchenden DNA-Losung und einem Langenstandard bekannter Konzentration
durchgefihrt. Nach Inkubation in einer Ethidiumbromid-Lésung wurde die Leuchtintensitat

der Banden unter dem UV-Licht verglichen und die Konzentration der DNA abgeschatzt.
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2.2.2.11. Gelelektrophoretische Auftrennung von DNA

Die Agarose-Gelelektophorese wurde zur Reinigung, Trennung und Indentifizierung von
zirkularer Plasmid-DNA und DNA-Fragmenten benutzt. Aufgrund der negativen Ladung ihrer
Phosphatgruppen wandern die DNA-Molekile im elektrischen Feld. Wird die angelegte
Spannung gering gehalten, so ist die Wanderungsgeschwindigkeit von linearer,
doppelstrangiger DNA in einem Agarosegel umgekehrt proportional dem Logarithmus ihres
Molekulargewischtes (Helling et al., 1974). Die GroRe der DNA-Fragmente konnte durch den
Vergleich mit Standard-DNA-Fragmenten definierter Grosse ermittelt werden. Eine
Abschatzung der Menge der aufgetragenen DNA erfolgte durch einen Vergleich der

Intensitat der Ethidiumbromidfarbung.

2.2.2.12. Analytische und préaparative Agarose-Gelelektrophorese

Zur analytischen und praparativen Trennung von DNA-Fragmenten wurden Agarose-
Flachbettgele benutzt. Je nach GroRe der zu trennenden DNA-Molekile wurde eine
Agarosekonzentration zwischen 0.8%-2.0% gewahlt. Die Agarose wurde durch Aufkochen in
TAE-Puffer geldst und in einen entsprechenden Rahmen gegossen. Durch das Aufsetzen
eines Kammes wurden Taschen fur die aufzutragenden Proben freigehalten. Die DNA-
Proben wurden mit 1/10 Volumen Auftragspuffer versetzt und in die Taschen des mit
Laufpuffer bedeckten Gels pipettiert. Zusatzlich wurden unterschiedliche Molekulargewichts-
Standards verwendet. Als Elektrophoresepuffer wurde TAE-Puffer eingesetzt. Die
elektrophoretische Trennung wurde bei konstanter Spannung von 80-100 V durchgefuhrt.
Die aufgetrennten DNA-Fragmente wurden im Agarosegel mit Ethidiumbromid-Lésung
gefarbt und konnten danach durch Bestrahlung mit UV-Licht (302 nm) sichtbar gemacht
werden. Praparative Gele wurden fur moglichst kurze Zeit langwelligem UV-Licht (366 nm)
ausgesetzt, um DNA-Schaden zu vermeiden. Zur Isolierung von DNA aus praparativen

Agarose-Gelen wurde das QIAEXx Kit-System der Firma Qiagen (Hilden) angewendet.

peq Gold Agarose

Tris-Acetat-EDTA-Puffer: 500 mM Tris/HCI, pH 7.8
(10 x TAE): 200 mM Natriumacetat,

10 mM EDTA
Ethidiumbromid-Lésung: 3 pyg/ml Ethidiumbromid in Wasser
Elektrophorese-Puffer: 1 x TAE

2.2.2.13. Elution von DNA aus Agarosegelen

Far die Aufreinigung von DNA-Fragmenten aus Agarosegelen wurde der QIAEX® Il Agarose
Gel Extraction Kit verwendet. Die DNA wurde durch Agarose-Gelelektrophorese aufgetrennt
und das aufzureinigende Fragment unter UV-Licht mit einem Skalpell aus dem Gel

ausgeschnitten. Das Gelstlickchen wurde in ein Reaktionsgefal® tberfuhrt und mit dem
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dreifachen Volumen von QX 1-Lésung versetzt. Bei Fragmentlangen unter 100 bp wurde das
funffache Volumen von QX 1-Lésung zugegeben. Die QIAEX II-Suspension wurde auf einem
Vortex-Gerat resuspendiert und 10-30 yl zum Ansatz pipettiert. Der Ansatz wurde gemischt
und dann fir 10 min bei 50°C inkubiert. Wahrend der Inkubationszeit bindet die DNA an die
Glasmilchpartikel der QIAEX [I-Suspension. Danach wurde die Probe in einer
Tischzentrifuge zentrifugiert (13000 rpm, 1 min, RT), der Uberstand abgesaugt und das
Pellet mit 500 yl QX1-Puffer gewaschen, um Agarosereste zu entfernen. Dann wurde wie
zuvor zentrifugiert und der Uberstand vollstéandig abgesaugt. AnschlieRend wurde das Pellet
zweimal mit PE-Puffer gewaschen, um die durch den QX1-Puffer eingebrachten Salze
auszuwaschen.

Nach der letzten Zentrifugation wurde der Uberstand vollstandig entfernt, das Pellet 10-
15 min an der Luft getrocknet, dann in 20 pl Tris-HCI (pH 8.5) gelést und 10 min bei
Raumtemperatur inkubiert. AnschlieRend wurde die Probe zentrifugiert (13000 rpm, 1 min,
RT) und der DNA-haltige Uberstand in ein neues ReaktionsgefaR Uberfiihrt. Es wurden noch
einmal 20 pl Tris-HCI (pH 8.5) zum Pellet gegeben und die letzten Schritte wiederholt. Die

Eluate wurden vereinigt und ein Aliquot auf einem Agarosegel Uberpruft.

QIAEX® I

Agarose Gel Extraction Kit: QIAEX Il (Glasmilchsuspension)
QX1-Puffer
PE-Puffer

10 mM Tris-HCI, pH 8.5

2.2.2.14. Mini-Praparation von Plasmid-DNA mit Tris-EDTA-LiCI-Triton (TELT)

Die im folgenden beschriebene Methode dient zur Isolierung von analytischen Mengen DNA.
Sie wurde vorrangig zur qualitativen Analyse von Einzelklonen nach einer Transformation
verwendet. Rekombinante Einzelkolonien wurden in 3 ml LB-Medium Uber Nacht bei 37°C
unter Schitteln inkubiert. Am nachsten Tag wurden 1.5 ml der Zellsuspension in ein 1.5 ml
Reaktionsgefal® Uberfuhrt und in einer Tischzentrifuge abzentrifugiert (3500 rpm, 5 min, RT).
Der Uberstand wurde verworfen und die Zellen in 150 yl TELT-Puffer resuspendiert. Dann
wurden 15 yl Lysozym-Losung zugegeben. Die Zellen wurden 2 min bei 95°C aufgekocht,
wodurch der Zellaufschlu® erfolgte und die meisten bakteriellen Proteine hitzedenaturiert
wurden. AnschlieBend wurden die Proben 5 min auf Eis gestellt. Bei der nachfolgenden
Zentrifugation (14000 rpm, 10 min, 4°C) bildete sich ein Pellet, das aus genomischer DNA,
Zelltrimmern und denaturierten Proteinen bestand. Das Pellet wurde mit einer Pinzette
entfernt und der Plasmid-DNA-haltige Uberstand mit 150 ul Isopropanol gemischt. Die
Proben wurden zentrifugiert (14000 rpm, 15 min, 4°C), der Uberstand abgesaugt und das
Pellet mit 100 pl eiskaltem 70%-igem Ethanol gewaschen. Nach der Zentrifugation (14000
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rpm, 5 min, 4°C) wurde der Uberstand erneut abgesaugt. Das Pellet wurde 5 min in der
SpeedVac getrocknet und dann in 40 pyl Wasser aufgenommen.

Fir eine nachfolgende analytische Restriktionsverdauung wurden 10 pl der Plasmid-DNA
eingesetzt. Entstanden bei der Restriktionsspaltung Fragmente, die kleiner als 300 bp waren,
wurde anschliefend 1 yl RNase zugegeben und der Ansatz fir 30 min bei 37°C inkubiert.
Dadurch wurde die RNA zu Nucleotiden abgebaut, so dass keine Uberlagerung der RNA-

Banden mit den Fragmenten der Restriktionsverdauung bei der Elektrophorese entstand.

Tris-EDTA-LICI-Triton (TELT): 50 mM Tris/HCI, pH 7.5
62.5 mM EDTA
2.5 M LiCI0.4% (v/v)
Triton X-100
Lysozym-L&sung: 10 mg/ml Lysozym in H,O
EtOH: 70% (viv)
RNase: 10 mg/ml
Isopropanol

2.2.2.15. Plasmid-Mini-Préparation (peqLab-Methode)

Der Plasmid-Miniprep-Kit Il bietet eine schnelle Methode, um bis zu 75 pg hochreine
Plasmid-DNA zu isolieren. 10-15 ml LB-Medium wurden mit dem geeigneten Antibiotikum
versetzt und das komplettierte Medium mit den E. coli Bakterien, die das gewlnschte
Plasmid enthalten, angeimpft und Uber Nacht bei 37°C in einem Schuttler inkubiert. Die
Ubernachtkultur wurde durch Zentrifugieren (10 min, 5000 x g) pelletiert, der Uberstand
abgenommen und verworfen. Das Bakterienpellet wurde durch Vortexen in Losung |
suspendiert, die Suspension in ein 2 ml Zentrifugenréhrchen Gberfihrt und mit 500 pl Lésung
Il versetzt. Das Rdhrchen wurde viermal invertiert und fir maximal finf Minuten bei RT
inkubiert, bis sich ein klares Lysat gebildet hatte. Das klare Lysat wurde mit Losung Il
versetzt und das Réhrchen mehrmals invertiert und anschlieRend zentrifugiert (10 min,
10000 x g). Das Laden der Saulen erfolgte zunéchst mit 800 ul des klaren Uberstands ohne,
dass Teile des Debrispellets in die Hibind-Miniprep-Zentrifugensaule Ubertragen wurden.
Nach Zentrifugieren (1 min, 10000 x g) erfolgte die erneute Beladung der Saule mit dem
restlichen Lysat und ein weiterer Zentifugationsschritt (1 min, 10000 x g). Die
Saulendurchflisse wurden verworfen, die Saule selbst mit 500 pl HB-Puffer durch
Zentrifugieren (1 min, 10000 x g) gewaschen. Zwei weitere Waschschritte wurden mit dem
DNA-Waschpuffer (je 750 ul) durchgefihrt. Die Saulen wurden in ein leeres Reaktionsgefaf
gestellt und erneut zentifugiert (1 min, 10000 x g), um alle Ethanol Rickstande zu beseitigen.
Die Zentrifugensaulen wurden am Ende der Waschvorgange in sterile Zentrifugenréhrchen
gesteckt und die Plasmid-DNA mit 80 pl H,O durch Zentrifugieren (1 min, 10000 x g) eluiert.
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E.ZNA®

Plasmid Miniprep Kit II: Lésung I, 1l und llI
Waschpuffer (zzgl. 100% EtOH)
HB-Puffer

HiBind® Saulen

2.2.2.16. Plasmid-Midi-Pr&paration (QIAGEN-Methode)

Es wurden 100 ml einer Bakterienkultur mit einer ODgoo > 1 abzentrifugiert (5500 x g). Das
Bakterienpellet wurde in P1 (4 ml) resuspendiert, in geeignete Réhrchen Uberflihrt und mit
P2 (4 ml) versetzt. Die Losung wurde durch vorsichtiges Invertieren gemischt und 5 min bei
RT inkubiert. Durch Zugabe von kaltem P3 (4 ml) und sofortigem Invertieren wurde die
Lésung neutralisiert und flr 15 min auf Eis inkubiert. Der Ansatz wurde sedimentiert (30 min,
4°C, 15000 x g) und der mdglichst klare Uberstand durch einen Filter auf eine zuvor mit 5 ml
QBT aquilibrierte Tip-100 Saule Uberfuhrt. Die an die Saule gebundene DNA wurde zweimal
mit 10 ml Lésung QC gewaschen und mit 5 ml Losung QF von der Saule eluiert. Mit dem
0.75-fachen Volumen Isopropanol (RT) wurde die DNA gefallt und abzentrifugiert (30 min,
4°C, 10000 x g). Das Sediment wurde mit 5 ml kaltem 70% (v/v) EtOH gewaschen,
getrocknet und in 100 yl H,O aufgenommen. Die DNA-Konzentration wurde photometrisch

durch eine Messung der OD bei 260 nm bestimmt.

P1: 50 mM Tris/HCI, pH 8.0

10 mM EDTA

RNase A (100 pg/100 ml)
P2 200 mM NaOH

1% (w/v) SDS
P3: 2.55 M Kalium-Acetat, pH 4.8
QBT: 750 mM NaCl

50 mM MOPS

15% (v/v) Ethanol, pH 7.0
QcC: 1 M NaCl

15% (v/v) Ethanol, pH 7.0
QF: 1.2 M NaCl

50 mM MOPS

15% (v/v) Ethanol, pH 8.0
EtOH: 70% (v/iv)
Qiagen-Tip 100 Saule
Isopropanol

2.2.2.17. DNA Amplifikation mit der Polymerase-Kettenreaktion

Bei der Polymerase-Kettenreaktion (polymerase-chain-reaction, PCR) wird eine zyklische
Folge von verschiedenen Reaktionsschritten wiederholt (Mullis und Faloona, 1987). In jedem
Zyklus verdoppelt sich die Anzahl der spezifisch synthetisierten DNA-Molekile. Es genligen
nur wenige Molekile DNA als Ausgangsmaterial, im idealen Fall sogar nur ein einziges DNA-
Molektll, um eine millionenfache Anreicherung zu erhalten. Im ersten Schritt wird die

doppelstrangige DNA, welche als Matrize dient, durch Erhitzen denaturiert. Daraufhin wird
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der Reaktionsansatz soweit abgekihlt, dass die Oligonucleotide jeweils an die
komplementaren Abschnitte anlagern konnen. Diese Annealingtemperatur T eines Primers
hangt von seiner Lange und von seiner Basenzusammensetzung ab. G-C-Paare bilden
starkere Wasserstoffbrickenbindungen aus als A-T-Paare, daher haben G-C-reiche
Oligonucleotide eine hdhere Annealingtemperatur als A-T-reiche. Die Schmelztemperatur Ty
eines Oligonucleotids lasst sich mit einer Formel, die sowohl den relativen molaren GC-
Gehalt (% GC) als auch die Lange des Oligonucleotids (n) bericksichtigt, berechnen:

Tu [°C] =6.3 + 0.41 x (% GC) — 650/n.

Daraus kann dann wie folgt die Annealingtemperatur T, der verwendeten Oligonucleotide
berechnet werden: Ta = [(Tu1 + Tw2)/2] — 3°C.

Die Oligonucleotide sind so gewahlt, dass sie den zu amplifizierenden DNA-Abschnitt
flankieren und je eines mit dem kodierenden und eines mit dem nicht-kodierenden DNA-
Strang hybridisiert. Die thermostabile DNA-Polymerase verlangert in dem folgenden
Synthesezyklus diese Startermolekiile durch den Einbau von Desoxynucleotiden
(Elongationsphase). Erneute Denaturierung leitet den nachsten Zyklus ein. Durch viele
nachfolgende Reaktionszyklen (20-30) lasst sich der Abschnitt der Matrizen-DNA zwischen
den beiden Primern mit logarithmischer Rate amplifizieren.

Die PCR kann neben der Amplifikation von DNA-Abschnitten zur gerichteten Mutagenese, z.
B. zum Einflhren von Mutationen oder Schnittstellen eingesetzt werden. Als DNA-Matrize fur
die Polymerase-Reaktion diente Plasmid-DNA. Es wurden 10-20 ng der entsprechenden
Vektor DNA und 100 pmol der beiden Oligonukleotide pro Reaktionsansatz eingesetzt. Die

Ansatze wurden auf ein Volumen von 100 pl gebracht. Nach der PCR-Amplifikation wurden

10 W Aliquots der Reaktionsansatze durch Agarose-Gelektrophorese analysiert. Die
Einstellung des Thermocyclers (Zeiten, Temperatur und Zykluszahl) richtete sich nach Lange
und GC-Gehalt der Primer und nach der Lange des zu amplifizierenden DNA-Abschnitts. Die
Hybridisierungstemperatur war sequenzabhangig und wurde fiir jede einzelne Reaktion nach

Hinweisen von Kidd und Ruano (1995) optimiert (s. 0).

DNA-Matrize

Oligonucleotid-Primer

(5°-Primer, 3’-Primer): 0.5 pg/ul in H2O geldst

dNTP-L6sung: 2 mM dATP, dGTP, dCTP, dTTP
Reaktionspuffer (10 x): 100 mM Tris/HCI, pH 8.3
REDTaq™Polymerase: 500 mM KCI,11 mM MgCIz; 0.1% (w/v) Gelatine

4 U/l

2.2.2.18. Aufreinigung von PCR-amplifizierten DNA-Produkten

Protokoll 1: QIAquick PCR Purification Kit (Qiagen):
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Das QIAquick PCR Purification Kit erlaubt es PCR-Produkte zwischen 100 bp und 10 kb von
Primern, Nucleotiden, Polymerasen und Salzen zu trennen. Zur Aufreinigung wurden
5 Volumen PB-Puffer zu einem Volumen PCR-Ansatz gegeben und gemischt. Dann wurde
die Probe auf eine QIAquick-Saule pipettiert und der Ansatz in einer Tischzentrifuge
zentrifugiert (13000 rpm, 1 min, RT). Der Durchfluld wurde verworfen und das Saulchen in
dasselbe Reaktionsgefal® zurlickgestellt. Die DNA wurde mit 750 ul PE-Puffer gewaschen,
und es wurde wie zuvor zentrifugiert. Der Durchflu® wurde erneut verworfen und das
Saulchen in das Reaktionsgefal® zurtickgestellt. Es wurde noch einmal 1 min zentrifugiert,
um alle Ethanolreste zu entfernen. Dann wurde das Saulchen in ein sauberes
Reaktionsgefall gestellt. Zur Elution der DNA wurden 30-80 ul EB-Puffer in die Mitte der
Saule pipettiert und 1 min inkubiert. Anschlielend wurde erneut zentrifugiert (13000 rpm, 1
min, RT).

QIAquick PCR Purification Kit: PB-Puffer

PE-Puffer (vor Gebrauch mit 100% EtOH versetzen)
EB-Puffer (10 mM Tris-HCI, pH 8.5)

QIAquick Spin Saulen

100% EtOH

Protokoll 2: E.Z.N.A.® Cycle-Pure Kit (pegLab):

Alternativ wurden PCR-Produkte zwischen 100 bp und 10 kb mit dem E.Z.N.A.® Cycle-Pure
Kit aufgereinigt. Das Protokoll weicht nicht wesentlich von der oben beschriebenen Qiagen
Methode ab.

E.Z.N.A.® Cycle-Pure Kit: CP-Puffer

DNA-Waschpuffer

EB-Puffer (10 mM Tris-HCI, pH 8.5)
HighBind® DNA -Saulen

100% EtOH

2.2.2.19. DNA-Sequenzanalyse

Das Ketten-Abbruch-Verfahren nach Sanger et al. (1977) beruht auf der in vitro-Synthese
eines DNA-Strangs mit Hilfe einer DNA-Polymerase. Die Synthese wird nur an der Stelle
initiiert, wo ein genau definiertes Oligonucleotid (,Primer) an das Template bindet. Die
Synthese-Reaktion wird durch den Einbau von Nucleotid-Analoga, Fluoreszenz-markierte
2°,3"-Didesoxynucleosid 5'-triphosphate (ddNTPs), abgebrochen. Diesen Analoga fehlen die
3°-OH Gruppen, die fur die Elongation der DNA-Ketten notwendig sind. Wird eine geeignete
Mischung aus dNTPs und einem der vier ddNPTs verwendet, dann bricht die enzym-
katalysierte Reaktion an allen Stellen ab, wo das entsprechende ddNTP eingebaut werden
kann. Der Polymerase, die flr die Sequenzierung eingesetzt wird, fehlt die 5’,3-

Exonuclease-Aktivitat, daher bricht die Synthese ab, und es entstehen Fragmente definierter
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Lange, die durch denaturierende Polyacrylamid-Gelektrophorese aufgetrennt werden
kénnen. In einem PCR-Reaktionsgefall wurden 0.5 pg Plasmid- DNA mit 8 pl Enzym-Premix
und 1ul des entsprechenden Primers zusammenpipettiert und mit H,O auf ein Endvolumen
von 20 pl gebracht. Die PCR wurde in einem PCR-Prozessor (Perkin EImer TC1/480) mit

folgendem Programm durchgefuhrt:

1. Schritt (Denaturierung): 30 sec bei 96°C
2. Schritt (Anlagerung der Primer): 15 sec bei 50°C
3. Schritt (Kettenverlangerung): 4 min bei 60°C

Nach insgesamt 25 Cyclen wurde die PCR beendet.

5x Terminator Ammonium Cycle 400 mM  Tris/HCI
Sequencing Puffer 10 mM  MgCl,
(TACS) 100 mM  (NH,),SO,

Die Lésung wurde vom
Hersteller mitgeliefert.
dNTP-Mix 150 pMm dATP
150 um dCTP
150 um dGTP
150 uM dTTP
Die Losung wurde vom
Hersteller mitgreliefert.
Dye Desoxy Terminatoren 900 pM A Dye Desoxy M Terminator ddA™TP
450 uM  C Dye Desoxy™" Terminator ddC™TP
15 yMm G Dye Desoxy'" Terminator ddG™TP
4 ny T Dye DesoxyT'VI Terminator ddT"TP
m = Fluoreszenzmarkierung Die Ldsung
wurde vom Hersteller mitgeliefert.
Oligonucleotidprimer 10 pmol
Ampli Taq™" DNA-Polymerase 4 U/l

Enzym-Premix:

5x TACS Puffer 4 ml
dNTP-Mix (i
Dye Desoxy A ddA"TP 1 ul
Dye Desoxy T ddT"TP 1 ul
Dye Desoxy G ddG"TP 1 ul
Dye Desoxy C ddC"TP 1 ul
Ampli Taq""DNA-Polymerase 0.5 i

Die DNA wurde im Anschluss an die PCR mit Wasser auf 90 pl aufgefillt, durch Zugabe von
10 yl 3 M NaAc und 250 ul absolutes Ethanol (RT) gefallt und durch anschlieRende
Zentrifugation in einer Tischzentrifuge (14000 rpm, 15 min, 4°C) sedimentiert. Die DNA
wurde mit 70%-igem Ethanol gewaschen, 5 min in der Speed Vac getrocknet und dann in
3yl Auftragspuffer aufgenommen. Die Proben wurden aufgekocht und fur die
Hochspannungs-Gelelektrophorese eingesetzt. Die Elektrophorese und Auswertung des
Gels erfolgten durch Laserscannerabtastung in einem ABI-Sequencer (Modell 373A, DNA-

Sequenziergerat der Firma Applied Biosystem GmbH).
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Probenreinigung:

NaAc 3 M pH 3.8
EDTA-L6sung: 25 mM pH 8.0
Formamid-L6sung: 100 %(v/v)
Formamid-EDTA-LAsung: 1 Tell Formamid-Lésung

5 Teile EDTA-LOsung
Die Losungen wurden gemischt
und bei 4°C gelagert.
EtOH 100 %(viv) -20°C
EtOH 70 %(viv) -20°C

2.2.3. Kultivierung von E. coli

2.2.3.1. Nahrmedien fiur E coli

LB-Medium wurde fir die Vermehrung von Plasmiden und 2x YT-Medium fur die Produktion
von Proteinen eingesetzt (siehe Nahrmedien).

2.2.3.2. Anzucht von E. coli

Die verschiedenen E.coli-Stamme und -Transformanten wurden von einer frisch
ausgestrichenen Agarplatte in Flissigmedium (2-4 ml) angeimpft. Zur Kultivierung von
Transformanten enthielt das Medium ein vom Vektor abhangiges entsprechendes

Antibiotikum. Flissigkulturen wurden unter Schutteln Gber Nacht inkubiert (210 rpm, 37°C).

2.2.3.3. Anlegen von Bakteriendauerkulturen

Dauerkulturen wurden angelegt, indem 500 pl einer in der logarithmischen Wachstumsphase

befindlichen Bakterienkultur mit 500 pl sterilem Glycerin versetzt und durchmischt wurden.

Die Bakterien kdnnen bei einer Lagerung von -70°C so uber mehrere Jahre konserviert

werden.

2.2.4. Transformation von E. coli mit Plasmid-DNA

Die transformierten E.coli werden von dem Hintergrund nicht-transformierter Zellen selektiert,
indem sie in Gegenwart von Antibiotika oder anderen Substanzen, gegen welche von der
transformierten DNA eine Resistenz vermittelt wird, ausgestrichen werden. Die folgende
Prozedur ist ausreichend, um genigend Zellen zu transformieren und bis zu 1000
Transformanten zu produzieren.

2.2.4.1. Herstellung chemisch-kompetenter Bakterien

Der Mechanismus, durch den die Bakterien kompetent werden, ist unklar. JM109, DH5a und
BL21 wurden nach der Methode von Mandel und Higa (1970) fir die Aufnahme von DNA

kompetent gemacht.
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5 ml LB-Medium wurden mit 5 pl Glycerindauerkultur des entsprechenden Bakterienstamms
angeimpft und Uber Nacht bei 37°C geschdttelt. Von dieser Vorkultur wurden 2 ml auf 100 ml
LB-Medium angeimpft und bis zu einer ODgy von 0.6-0.9 wachsen gelassen. Dann wurden
die Zellen 30 min auf Eis gestellt und anschlieRend durch Zentrifugation in zwei 50 ml
Roéhrchen (4000 rpm, 10 min, 4°C) geerntet. Jedes Pellet wurde vorsichtig mit einer
Pasteurpipette in eiskaltem CaCl, (25 ml, 50 mM) resuspendiert. Die Zellen wurden erneut
30 min auf Eis gestellt, dann wie zuvor zentrifugiert und die Pellets in insgesamt 5 ml CaCl,
resuspendiert und vereinigt. Die Zellen wurden nun 2-3 h auf Eis gestellt. AnschlielRend
wurde 1 ml Glycerin zugegeben und die Zellen in 100 ul Aliquots in flissigem Stickstoff

eingefroren. Die kompetenten Zellen wurden bei —70°C gelagert.

CaCl, 50 mM
Glycerin
LB-Medium (siehe 2.1.13)

2.2.4.2. Transformation chemisch-kompetenter E. coli-Zellen

100 ul kompetente Bakterien wurden auf Eis aufgetaut und mit dem Ligationsansatz oder
1 ng Vektor-DNA gemischt. Nach einer 30 minltigen Inkubation auf Eis erfolgte ein
Hitzeschock flr zwei Minuten bei 42°C. Die positiv geladenen Calcium-lonen neutralisieren
die negativen Ladungen der DNA und der Lipopolysaccharide der Bakterienmembran, so
dass die Aufnahme der DNA in die Zelle erleichtert wird. Nach dem Hitzeschock wurden die
Proben fur weitere 5 min auf Eis inkubiert, dann 1 ml LB-Medium pro Ansatz zugegeben und
die Zellen zur Ausbildung der Antibiotika-Resistenz fir 60-90 min bei 37°C und 250 rpm
geschittelt. Danach wurden die Zellen durch Zentrifugation in einer Tischzentrifuge
sedimentiert (3500 rpm, 3 min, RT), 900 ul des Uberstands abgenommen und verworfen. Die
restliche Bakteriensuspension wurde mit einem Drigalski-Spatel auf LBAmp Agar-Platten
ausplattiert. Die Platten wurden (ber Nacht bei 37°C inkubiert. Dabei besitzen die
transformierten Bakterien durch ein auf dem Plasmid lokalisiertes [(-Lactamase-Gen
Ampicillin-Resistenz und kénnen sich auf dem Selektionsmedium vermehren, wahrend das
Wachstum der nicht transformierten Bakterien durch das Antibiotikum unterdrtickt wird. Jede
Transformanten-Kolonie besteht dann aus identischen Klonen einer einzelnen

transformierten Bakterienzelle.

LB-Medium siehe 2.1.13
LBamp-Agarplatten siehe 2.1.13
CaCly-kompetente Zellen siehe 2.2.4.2
Ligationsansatz siehe 2.2.2.4
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2.2.4.3. Elektroporation von E. coli-Zellen

Die Elektroporation ist eine effiziente Methode zum Transfer von DNA (z. B. ein bei einer
Ligation entstandenes zirkuldres Plasmid) in gram-negative und gram-positive
Bakterienzellen. Die Methode beruht auf der Beobachtung, dass kurze Hochspannungspulse
.Locher® in der Zellhille verursachen, durch welche dann exogene DNA in die Zelle
aufgenommen werden kann. Die zu transformierende DNA muss sich zur Vermeidung eines
elektrischen Durchschlags in einer weitgehend von lonen befreiten Losung befinden. Bei
gram-positiven Bakterien kann man die Transformationseffizienz bei der Elektroporation
noch erhohen, indem man bei der Anzucht der Zellen Substanzen zusetzt, die den
Zellwandaufbau schwachen (z.B. Tween 80 oder Isonikotinsdurehydrazid). Diese Zellen
muissen dann in der frihlogarithmischen Phase geerntet und fir die Elektroporation
aufbereitet werden.

E. coli-Zellen, die sich in der logarithmischen Wachstumsphase befanden, wurden durch
mehrmaliges Waschen mit kaltem Wasser und kaltem 10%igem Glycerin fur die
Elektroporation vorbereitet. Das Zellpellet wurde in einem Glycerin-Volumen, das das 1/500
des ursprunglichen Kulturvolumens entsprach, aufgenommen. Fir jeden Ansatz wurden
40 ul Zellsuspension mit 0.8 ul Ligationsansatz oder ca. 50 ng Plasmid DNA gemischt. Alle
Elektroporationen wurden mit dem Gene PulserTM-Gerat (inklusive ,Pulse Controller® und
~.Capacitance Extender”) von BioRad, USA durchgefuhrt (Pulser auf 25 pF, 400* und 1.8 kV
eingestellt). Die Zellen wurden anschlieRend in 500 pl LB-Medium aufgenommen und nach
einer Regenerationsphase von 60 min auf LBams,-Agar-Platten oder einem anderen, dem

Plasmid entsprechenden Antibiotikum ausplattiert.

BIOCHEMISCHE METHODEN

2.2.5. Analyse von Proteinen

2.2.5.1. Messung von Proteinkonzentrationen (BioRad-Assay)

Die Bestimmung der Proteinkonzentration erfolgte nach einer Methode von Bradford (1976).
Das Prinzip dieser Methode basiert auf der Eigenschaft des Coomassie-G-250-Farbstoffs,
sein Absorptionsmaximum durch Anlagerung an Proteinmolekilen Uber hydrophobe
Wechselwirkungen von einer Wellenlange von 465 nm auf 595 nm zu verschieben. Die durch
Proteine induzierte Erhéhung der Absorption einer Coomassie-Lésung ist direkt proportional
zum Proteingehalt der Lésung. Die quantitative Bestimmung erfolgte mit einer Farbeldsung
und nach einer Vorschrift der Firma BioRad (Richmond, USA). Eichkurven wurden unter

Verwendung definierter Konzentrationen von Rinderserumalbumin (BSA) angelegt.
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2.2.5.2. Konzentrierung verdinnter Proteinldsungen

Fir die Konzentrierung verdunnter Proteinlésungen sind verschiedene Verfahren im
Gebrauch, z.B. Lyophilisierung, Druckfiltration oder negative Druckdialyse mit
semipermeablen Membranen.

Proteinlésungen wurden neben der Lyophilisierung durch Ultrazentrifugation mit Centricon-
(Millipore/Amicon, USA) und Vivaspin-Saulen (Biofiltronics GmbH, Noérten-Hardenberg)
konzentriert. Die Saulen enthalten Filter, welche Substanzen, die kleiner als die Porengrolie
der Filter sind, durchlassen und gréRere Molekile zurtickhalten. Der Vorteil dieser Methode
der Konzentrierung von Proteinen gegenliber dem Lyophilisieren von Proteinen besteht
darin, dass vorher keine Dialyse durchgefiihrt werden muss. Ein Nachteil der Centricon-
Methode ist, dass 10-20 % der Proteine dabei an der Filtermembran irreversibel haften
bleiben und so verloren gehen.

Die Ultrafiltrationssaulen wurden vor Gebrauch mit H2O bei der vorgeschriebenen g-Zahl
aquilibriert. Danach wurden die verdinnten Proteinldsungen sukzessiv durch Zentrifugation
bei 4°C bis zum gewtinschten Endvolumen eingeengt. Die konzentrierte Proteinlésung wurde

anschlief’end enthommen und aliquotiert.

Centricon C3: Ausschlussvolumen 3.000 Da
Centricon C10: Ausschlussvolumen 10.000 Da
Centricon C30: Ausschlussvolumen 30.000 Da

Centricon C100: Ausschlussvolumen 100.000 Da
Vivaspin 500 (PES): Ausschlussvolumen 10.000 Da

2.2.5.3. Trennung von Proteinen durch SDS-Polyacrylamid-Gel-Elektrophorese

Die SDS-Polyacrylamid-Gel-Elektrophorese [SDS-PAGE (Laemmli, 1970)], dient dazu,
Proteine aus einem Gemisch nach ihrem Molekulargewicht aufzutrennen, um die GréRe
eines Proteins zu bestimmen oder um die Reinheit eines Proteins zu Uberprifen. Die
elektrophoretische Beweglichkeit von Proteinen in einer Polyacrylamid-Gelmatrix ist von ihrer
GrélRe und Form abhangig und wird durch die Nettoladung des Proteins bestimmt. Das
anionische Detergenz Natriumdodecylsulfat (SDS) wird von Proteinen quantitativ gebunden
und bewirkt in Gegenwart von Thiolreagenzien wie [-Mercaptoethanol eine zumeist
vollstdndige Denaturierung der Proteine. Die Sulfatgruppen des SDS verleihen den
Proteinen eine stark negative Gesamtladung, die der Masse des jeweiligen komplexierten
Proteins proportional ist. Die Wanderungsgeschwindigkeit von Proteinen in der SDS-PAGE
wird so hauptsachlich durch den Siebeffekt der Gelmatrix und die angelegte Stromstarke
bestimmt und korreliert sehr gut mit dem Molekulargewicht der Proteine.

Die SDS-PAGE wurde als diskontinuierliche Gelelektrophorese mit Trenn- und Sammelgel
mit unterschiedlicher Konzentrations- und Pufferzusammensetzung nach dem von Laemmli
beschriebenen System durchgefihrt. Fir die diskontinuierliche und kontinuierliche

Elektrophorese auf Polyacrylamid-Basis existiert eine Vielzahl von Rezepturen, die zumeist
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speziellen Problemstellungen angepal’t sind. Generell a3t sich sagen, dass fir die
Trennung von Proteinen im Bereich von 10.000 bis 500.000 Dalton Gelkonzentrationen

zwischen 5 und 20% Polyacrylamid eingesetzt werden.

~ MG-BEREICH | ACRYLAMID-KONZENTRATION

10000-40000 15-20 %
40000-100000 10-15%
100000-300000 5-10%
300000-500000 5%

uber 500000 2-5%

Die Elektrophorese erfolgte in einer vertikalen Mini-Gel-Apparatur (Biometra, Goéttingen).
Nach dem Zusammenbau der Gelplatten mit Spacer in der Apparatur wurde zunachst das
Trenngel gegossen, welches mit Isopropanol (berschichtet wurde, um eine glatte,
meniskusfreie Oberflache zu erhalten. Nach der Polymerisation der Trennmatrix wurde das
Isopropanol entfernt, das Sammelgel gegossen und der Kamm eingesetzt. Die Apparatur
wurde dann mit Elektrophorese-Puffer geflllt, und die in Probenpuffer geldsten Proben
(reduzierend: mit 5% 2-Mercaptoethanol und 3 min 95°C; nichtreduzierend: 30 min RT)
wurden in die Starttaschen des Gels gefiillt. Die Elektrophorese lief dann unter folgenden
Parametern: Einsinken der Proben in das Sammelgel: U = 50 V, | = 15 mA. Proben im Gel:
bei 1 mm starken Gelen: Umax = 150 V, Imax = 20 mA. Die Elektrophorese wurde beendet,
sobald der im Auftragspuffer enthaltene Farbmarker Bromphenolblau die untere Kante der
Gelmatrix erreicht hatte. Um die Proteine zu detektieren, wurde das Gel mit einer

Coomassie-Farbeldsung (siehe 2.2.5.4.1) angefarbt.

Trenngel-Lésung: 5% (vIv)-15% (v/v) Acrylamid/Biscrylamid (30:0.8)
0.375 M Tris-HCI, pH 8.8
0.1% (w/v) SDS
0.1% (w/v) in H,O Ammoniumpersulfat-Losung
0.08% (v/v) TEMED
Sammelgel-Lésung: 5% (v/v) Acrylamid/Bisacrylamid (30:0.8)
0.12 M Tris-HCI, pH 6.8
0.1% (w/v) SDS
0.1% (w/v) in H,O Ammoniumpersulfat-Losung
0.08% (v/v) TEMED
Elektrophorese-Puffer: 25 mM Tris-HCL, pH 8.8
0.2 M Glycin
200 mM Tris-HCI, pH 6.7
6% (w/v) SDS
15% (v/v) Glycerin
10% (v/v) 2-Mercaptoethanol
0.05% (w/v) Bromphenolblau
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2.2.5.4. Detektion von Proteinen in Gelen und Blots

Die Identifizierung von Proteinen hangt im Allgemeinen von einer sensitiven Detektion der
Proteine in Gelen und auf Blots ab. Nur wenige Proteine (z. B. Cytochrom ¢, Myoglobin, etc.)
kénnen direkt, aufgrund ihrer intrinsischen Farbe oder Fluoreszenz, visualisiert werden. Die

meisten Proteine bendtigen Farbereagenzien flr die Detektion.

2.2.5.4.1. Detektion von Proteinen in Gelen (Coomassie-Farbung)

Die Gele wurden nach Beendigung der Elektrophorese flir ca. 1 Stunde bei Raumtemperatur
mit einer Coomassie-Farbelésung inkubiert. AnschlieRend wurde die Farbeldsung
abgeschuttet und das Gel bis zur gewilinschten Entfarbung in die Entfarber-Lésung gelegt.
Die Gele wurden zur Dokumentation getrocknet und/oder mit Hilfe eines Scanners im

Computers gespeichert.

Coomassie-Farbelosung: 0.1% (w/v) Coomassie Brilliant Blue R 250
50% (v/v) Methanol
10% (v/v) Essigsaure

Entfarber-L6sung: 50% (v/v) Methanol
10% (v/v) Essigsaure

~ o~~~

2.2.5.4.2. Detektion immobilisierter Proteine (Western-Blot)

Das Immunoblot-Verfahren erlaubt es, aufgetrennte Proteine elektrophoretisch auf eine
Nitrozellulosemembran zu transferieren (Towbin et al., 1979) und im Anschluss an den
elektrophoretischen Transfer spezifische immobilisierte Proteine mit Hilfe von Antikérpern zu

identifizieren.

2.2.5.4.2.1. Transfer von Proteinen auf Nitrozellulose-Filter

Nach der SDS-PAGE wurden die aufgetrennten Proteine im sogenannten ,semi-dry"-
Verfahren auf eine Nitrozellulosemembran transferiert. Nach dem elektrophoretischen
Transfer konnten spezifische Proteine mit Hilfe von Antikérpern identifiziert werden. Der
Transfer wurde mit Hilfe zweier Graphitelektroden (vorher 1 h in Wasser quellen lassen)
durchgefiihrt. Zwischen den Elektroden befand sich ein Stapel aus Filterkarton, Gel und
Transfermembran. Kartons und Membran hatten dabei die gleiche Grolie wie das Gel.

Methode I: 2 Filterpapiere in Puffer A, dann ein weiterer Filter in Puffer B jeweils flir 5 min
aqulibrieren. Nitrozellulose 10 min in H,O und 3 Filterpapiere in Puffer C aquilibrieren.
Methode II: Filter und Gel in Puffer D aquilibrieren. Der Stapel wurde wie folgt auf der
Anodenplatte zusammengebaut: Anode || 3x Filterkarton (Anodenpuffer) | Transfermembran |
Gel | 3x Filterkarton (Kathodenpuffer) || Kathode. Der Stapel wurde mit einer Glaspipette

vorsichtig von Luftblasen befreit und Gberschissiger Puffer mit einem Papiertuch entfernt.
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AnschlieRend plazierte man die Kathodenplatte auf dem Stapel und beschwerte den Aufbau
mit einem 1 kg Gewicht. Der Transfer lauft bei einer konstanten Stromstérke von 1.0 mA/cm?
bei RT fur ein bis zwei Stunden (Towbin et al., 1979).

Nitrozellulose
Watman-Filterpapier

| Puffer A (Anodenpuffer 1): 300 mM Tris-HCI, pH 10.4
20% (v/v) Methanol
Puffer B (Anodenpuffer 2): 25 mM Tris-HCI, pH 10.4
20% (v/v) Methanol
Puffer C (Kathodenpuffer): 25 mM Tris pH 9.4

20% (v/v) Methanol
0.2 M Gilycin, 0.25 M Tris-HCI, 0.1%; SDS, pH 8.7
Il Puffer D 10% (v/v) Methanol

2.2.5.4.2.2. Ponceau-Farbung von Nitrozellulose-Filtern

Um den Transfer zu kontrollieren, wurden die Proteine durch Ponceau-S reversibel
angefarbt. Nach dem Transfer wurden die Ubertragenen Proteinbanden durch zweiminutiges

Farben in Ponceau-S-Farbel6sung und Entfarben mit Wasser sichtbar gemacht.

Ponceau-S-Farbeldsung: 1:10 in H20 verdunnt

2.2.5.4.2.3. Immunologischer Proteinnachweis auf Nitrozellulose-Filtern

Eine sehr spezifische Methode zur Proteincharakterisierung ist der immunologische
Proteinnachweis auf Nitrozellulose-Filtern. Proteine (Antigene), die auf Nitrozellulose-Filter
Ubertragen worden sind, koénnen durch spezifische Primarantikérper und gegen die
Primarantikérper gerichtete Nachweisantikérper detektiert werden. Die Nachweis- oder
Sekundarantikdrper reagieren gegen den Fc-Teil des Primarantikorpers.

Vor der Antigen-Detektion wurde die Nitrozellulosemembran zunéchst fur 1-2 Std in der
Blocklésung inkubiert, um unspezifische Immunreaktionen zu verhindern. Die Bindung des in
Blockpuffer verdinnten Primarantikérpers erfolgte tUber Nacht bei 4°C. Danach wurde die
Membran 5 x 5 min in TBS-Tween gewaschen. Die Inkubation des Sekundarantikdrpers
(Konjugat) erfolgte fur 1-2 Std bei 37°C. Nicht gebundenes Konjugat wurde erneut mit TBS-
Tween von der Membran abgewaschen und das Antigen anschlielend durch Inkubation mit
der Farbeldsung detektiert. Fur die Farbeldsung wurden 35 ul BCIP und 45 pl NBT in 10 ml
AP-Puffer gemischt und mit dem Immunoblot inkubiert. Die von der AP katalysierte
Dephosphorylierung von BCIP und die durch NBT eingeflihrte Reduktions-Reaktion fihrt zu
einem tiefblauen unléslichen Prazipitat. Nach Sichtbarwerden dieser Banden wurde die
Farbentwicklung durch Waschen mit H,O gestoppt.

Nach der ersten Immunreaktion konnte ein weiteres Protein in einer zweiten Immunreaktion

nachgewiesen werden. Dazu wurde der Blot mit einem zweiten Primarantikdrper tber Nacht
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bei 4°C in Blocklésung inkubiert. Nach dem Waschen wurde mit dem zweiten
Sekundarantikdrper (Peroxidase-gekoppelt) fur 2 Std. inkubiert. Der Blot wurde gewaschen
und mit dem Substrat DAB behandelt. Nach Sichtbarwerden dieser Banden wurde die
Farbentwicklung durch Waschen mit H,O gestoppt.

TBS-Tween: 0.02 M Tris/HCI, pH 8.2
0.9% (w/v) NaCl
0.05% (v/v) Tween 20

Block-Losung: 10% Magermilchpulver in TBS-Tween
Primarantikorper
Sekundarantikorper: Anti-Kaninchen IgG-AP Konjugat (1:10000)

Alkalische-Phosphatase Farbeldsung:
Bromochloroindoylphosphat (BCIP):
50 mg/mlin 100% (v/v)
Dimethylformamid
Nitroblau-tetrazolium (NBT):

Alkalische-Phosphatase Puffer: 35 mg/mlin 70% (v/v) Dimethylformamid
0.1 M Tris/HCI, pH 9.5
0.1 M NaCl
0.05 M MgCl2
2. Primarantikérper
2.Sekundarantikorper: Anti-Kaninchen IgG-Perodidase Konjugat (1:2000)
Peroxidase Farbelésung: DAB/Metal

2.2.6. Expression und Reinigung rekombinanter Proteine aus E. coli

Das entsprechende Gen wurde zunachst -am schnellsten via PCR- als Fusion mit
Epitopsequenzen in einen Expressionsvektor kloniert. Nach Uberexpression und Aufschluss
der E.coli-Zellen wird das Fusionsprotein an einer Epitop-spezifischen Affinitatsmatrix

gebunden, gewaschen und abschlielend in reiner und konzentrierter Form eluiert.

2.2.6.1. Expression und Reinigung rekombinanter Transportfaktoren

Die Plasmid-DNA fur die Transportfaktoren Importin a, Importin (3, Importin 3 (45-462),
Importin 5, Importin 7, Transportin, Ran (wt) und RanQ69L wurden freundlicher Weise von
Dr. Gorlich (Heidelberg) zur Verfigung gestellt und in die entsprechenden E. coli-Stdmme
transformiert. Die Plasmid-DNA flir den Transportfaktor M9 (GST-Fusion) wurde freundlicher
Weise von Dr. G. Dreyfuss (New York) zur Verfigung gestellt. Nucleoplasmin und die NLS-
defiziente Form von Nucleoplasmin (GST-Fusionen) wurden uns aus der

Entwicklungsbiochemie (Prof. Pieler, Géttingen) zur Verfligung gestellt.

Ran-Nucleotide

Eine 10 ml Vorkultur (10 ml LB, 50 ul/ml Ampicillin, 25 pl/ml Kanamycin) wurde mit einer
frischen Einzelkolonie angeimpft und tUber Nacht bei 37 °C inkubiert. Es wurden 300 ml LB-
Medium mit 50 pl/ml Ampicillin und 25 pl/ml Kanamycin dazugegeben und bis zu einer ODgg
= 0.8 weiter inkubiert. Die Induktion mit IPTG (2 mM) erfolgte bei 30 °C, bei dieser
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Temperatur wurde die Kultur fir maximal 2 h inkubiert. Die Zellen wurden abzentrifugiert
(5000 x g, 10 min) und das Pellet in Puffer A (20 ml) resuspendiert. Die Suspension wurde
sonifiziert und anschlieRend zentrifugiert (15000 x g, 30 min). Der Uberstand wurde mit GDP
bzw. GTP im Falle von RanQ69L (je 1 mM Endkonzentration) versetzt und mit Ni-NTA-
Agarose (0.7 ml Matrixvolumen) 2 h bei 4 °C auf dem Drehrad inkubiert. Die Ni-NTA-Agarose
wurde vorsichtig anzentrifugiert (500 x g, 30 s), der Uberstand abgenommen und die Matrix
mit Puffer B (5 x 30 ml) gewaschen. Die Elution erfolgte mit Puffer A mit 150 mM Imidazol.
Die eluierten Proteine wurden in Puffer C umdialysiert, in flissigem Stickstoff schockgefroren

und bei -70 °C gelagert.

Ran/TC4
Konstrukt | Ran/N-His: |
Plasmid | pQE32 |
Bakterienstamm | BL21/Rep4 |
Anzucht | LB Kan/Amp ohne Glukose |
Induktionsbedingungen | ODgg = 0.8, 30°C, 2 mM IPTG, 2 h |
Aufschlusspuffer | 200 mM Tris, 500 mM NaCl, 2 mM MSH, pH 8.0 |
Aufreinigung Ni-NTA-Chromatographie
lonenaustausch-Chromatographie mit einer Mono S-Saule
1. Schritt Waschen mit Puffer A + 10 mM Imidazol/HCI pH 7.0
A: 50 mM Tris/HCI pH 7.5, 300 mM NacCl
Elution mit Puffer B
B: Puffer A +150 mM Imidazol/HCI pH 7.5
Umdialysieren in Puffer C (Konzentration bis 1 mg/ml)
C: 20 mM Hepes/KOH, 100 mM NaCl 2 mM MgCl,, 0.5 mM
EDTA, 2 MM DTT, pH 7.6
2. Schritt Far hochreine Proteine: Nach Elution mit Puffer B in 20 mM KPi
pH 7.0, 0.5 mM MgCl,, 5% Glycerin umdialysieren und Mono S
beladen.
Elution mit einem 15 ml Gradienten
A: 20 mM KPi pH 7.0, 0.5 mM MgCl,, 5% Glycerin
B: 500 mM KPi pH 7.0, 0.5 mM MgCl,
Ran wt eluiert in zwei Peaks bei ungefahr 30% bzw. 40% B
entsprechend RanGDP und RanGTP
NTF2

Eine 10 ml LB-Vorkultur [Chloramphenicol (34 pg/ml) ohne Glukose] wurde mit einer frischen
Einzelkolonie angeimpft und Uber Nacht bei 37 °C inkubiert. Es wurden 1| LB-Medium mit 34
pug/ml Chloramphenicol dazugegeben und bis zu einer ODgy = 0.7 weiter inkubiert. Die
Induktion mit IPTG (1 mM) erfolgte bei 30 °C, bei dieser Temperatur wurde die Kultur fur
maximal 2 h inkubiert. Die Zellen wurden sedimentiert (10 min, 4000 x g), im

Aufschlusspuffer resuspendiert und in fliissigem Stickstoff eingefroren.
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Konstrukt | NTF2/wt |
Plasmid | pet Vektor |
Bakterienstamm | BL21 DE3 Lys S. |
Anzucht | LB Chloramphenicol (34 pg/ml) ohne Glukose |
Induktionsbedingungen | ODggo = 0.7, 30°C, 1 mM IPTG, 2 h |
Aufschlusspuffer | 50 mM Tris, 2 mM DTT, pH 8.0 |
Aufreinigung | lonenaustausch-Chromatographie mit Q-Sepharose FF 16/60 |
1. Schritt Prazipitieren der Proteine mit 50% gesattigter Ammoniumsulfat-
Lésung und resuspendieren in 250 ml Aufschlusspuffer.
2. Schritt Mono Q-Saule beladen.

Elution mit einem 60 ml Gradienten

A: 50 mM Tris, 2 mM DTT, pH 8.0

B: 50 mM Tris, 500 mM NaCl, 2 mM DTT, pH 8.0

Elution bei ungefahr 240 mM NacCl.

Anschliellend wurde die Saule mit den gepoolten Fraktionen ein
zweites Mal beladen und das Protein eluiert.

3. Schritt Umdialysieren in 20 mM Hepes, 100 mM NaCl, 2 mM DTT,
250 mM Saccharose, pH 7.4

Importin a

400 ml 2x YT wurden mit einer 15 ml Ubernachtkultur von Importin a angeimpft und bei 37°C
bis zu einer ODggo von 0.7 inkubiert. AnschlieRend wurde mit IPTG-Lésung (2 mM) induziert
und fir weitere 3 h bei 26°C inkubiert. Die Zellen wurden sedimentiert (10 min, 4000 x g), in
Puffer A resuspendiert und in flissigem Stickstoff eingefroren.

Die Bakteriensuspension wurde aufgetaut und nach dem Sonifizieren (4 x 10 sec Intervalle
alternierend mit 10 sec Pauseneinheiten) 30 min bei 10000 x g zentrifugiert. Der Uberstand
wurde mit 500 pl Ni-NTA Agarosesuspension versetzt, die zuvor mit Puffer A equilibriert
worden war, und 2 h bei 4°C unter Rotieren inkubiert. AnschlieRend wurde bei 400 x g
sedimentiert, der Uberstand verworfen und das Sediment dreimal mit Puffer A gewaschen.
Nach einem weiteren Zentrifugationsschritt (400 x g, 30 sec) wurde das proteinhaltige Ni-
NTA-Agarose-Sediment mit 500 ul Waschpuffer resuspendiert und 10 min bei 4°C rotiert. Zur
Elution des gebundenen Proteins wurde mit Elutionspuffer resuspendiert und 30 min bei 4°C
inkubiert. AnschlieRend wurde zentrifugiert (400 x g, 30 sec) und der proteinhaltige
Uberstand abgenommen. Dieser wurde 3 h gegen Puffer B dialysiert und in Aliquots von
50 pl in flissigem Stickstoff schockgefroren.

Die kodierende Sequenz ist in den pQE70 (Qiagen) Vektor kloniert. Das Konstrukt dient zur

Expression von Importin a mit einem C-terminalen His-Tag.

| Konstrukt | Importina/C-His: |
| Organismus | Xenopus . |
| Plasmid | pPQE70 |
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Bakterienstamm | BL21/Rep4 |

Anzucht | 2xYT ohne Glukose |

Induktionsbedingungen | ODggo = 0.7, 26°C, 2 mM IPTG, 3 h |

Aufschlusspuffer 50 mM Tris/HCI pH 7.5, 500 mM NaCl, 5§ mM MgCl,, 2 mM
MSH

Aufreinigung | Ni-NTA-Chromatographie |

1. Schritt Waschen mit Aufschlusspuffer + 20 mM Imidazol/HCI pH 7.5
Elution mit 50 mM Tris/HCI pH 7.5, 300 mM NaCl, 100 mM
Imidazol

2. Schritt Umpuffern in 50 mM Tris/HCI pH 7.5, 200 mM NaCl, 2 mM
DTT. Zugabe von 250 mM Saccharose, schockfrieren und bei
-70°C lagern

Importin B-ahnliche Transportfaktoren

Da die Genprodukte der entsprechenden Konstrukte toxisch wirken, wurden, um die
Expressionsraten zu steigern, das Aufnahme-Medium nach der Transformation, die Agar-
Platten und das Medium fiir die Unernachtkulturen mit 2% Glucose versetzt.

Die Proteine sind nur in Tris-Puffer stabil und wurden vor dem Einfrieren mit 250 mM

Saccharose (Endkonzentration) versetzt.

Importin B

200 ml 2x YT (inklusive 2% Glukose) wurden mit Impp angeimpft und tUber Nacht bei 37°C
bis zu einer ODggg von 1.2-1.3 inkubiert. Anschlie®end wurden 600 ml 2x YT ohne Glukose
hinzugefligt und bei 37°C fur ungefahr 90 min inkubiert (ODggo = 1.0). Durch Zugabe von 800
ml eiskaltem LB-Medium und IPTG-Lésung (Endkonzentration: 1 mM) wurde die
Proteinsynthese induziert und man lieR bei 21°C fir weitere 3 h wachsen. Nach
Zentrifugation (4000 x g, 15 min) wurde das Bakterienpellet in 40 ml Puffer A resuspendiert

und in flissigem Stickstoff schockgefroren.

Konstrukt | Importin B/C-His |
Organismus | Mensch |
Plasmid | pQEBO |
Bakterienstamm | XL1-blue |
Anzucht | 2x YT Amp/Tetracyclin (12.5 pg/ml) mit Glukose |

Induktionsbedingungen | ODgoo = 1.0, 21 °C, 1 mM IPTG, 2% Ethanol, 0.2% Glukose,
3h

Aufschlusspuffer 50 mM Tris/HCI pH 7.5, 500 mM NaCl, 5 mM MgCl,,2 mM
MSH

Aufreinigung Ni-NTA-Chromatographie
Gelfiltration

1. Schritt Waschen mit Aufschlusspuffer + 20 mM Imidazol/HCI pH 7.5
Elution mit 50 mM Tris/HCI pH 7.5, 300 mM NaCl, 200 mM
Imidazol
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2. Schritt Gelfiltration mit Superdex 75 unter 50 mM Tris/HCI pH 7.5,
200 mM NaCl, 2 mM DTT, 5 mM MgCl,. Zugabe von 250 mM
Saccharose, schockfrieren und bei -70°C lagern

Importin B(45-462)

Die kodierende Teilsequenz, die fir die Aminosauren 45-462 von Importin 3 kodiert, ist als
Ncol/BamHI Fragment in den pQEG60 (Qiagen) Vektor kloniert (Kutay et al., 1997b). Das
Konstrukt ist gegen Ampicillin (100 pg/ml) resistent und dient zur Expression eines Importin 3
Fragments mit einem C-terminalen His-Tag. Die Aufreinigung erfolgte vergleichbar der

Herstellung von Importin B (s.0.).

Importin 7

Die kodierende Sequenz ist in den pQE9 (Qiagen) Vektor kloniert. Das Konstrukt erlaubt die
Expression rekombinanten Importins 7 mit einem N-terminalen His-Tag. Die Expression und
Aufreinigung wurde analog zu Importin  durchgefiihrt mit den beiden Unterschieden, dass

die Expression bei 17°C und fur héchstens 3 h erfolgte.

Konstrukt | Importin 7/N-His |
Organismus | Xenopus |
Plasmid | pQE9 |
Bakterienstamm | XL1-blue |
Anzucht | 2x YT Amp/Tetracyclin (12.5 pg/ml) mit Glukose |

Transportin
Die kodierende Sequenz ist in den pQE32 (Qiagen) Vektor kloniert. Die Expression und

Aufreinigung von rekombinantem Transportin mit einem N-terminalen His-Tag erfolgte

analog zu Importin B.

Konstrukt | Transportin/N-his |
Organismus | Mensch |
Plasmid | pQE32 |
Bakterienstamm | XL1-blue |
Anzucht | 2xYT Amp (12.5 pg/ml) mit Glukose |
Importin 5

Die kodierende Sequenz ist in den pQE30 (Qiagen) Vektor kloniert. Die Expression und
Aufreinigung von rekombinanten Importin 5 mit einem N-terminalen His-Tag erfolgte analog

zu Importin B mit folgenden Modifikationen:

-50-



Material und Methoden

Konstrukt | Importin 5 (RanBP5)/N-his |
Organismus | Mensch |
Plasmid | pPQE30 |
Bakterienstamm | BLR (pREP4) |
Anzucht | LB Kan/Amp ohne Glukose |

Induktionsbedingung | ODgyo = 1.0, 18 °C, 0.5 mM IPTG, 3 h 2.5% Ethanol, 0.2%
en Glukose

Aufschlusspuffer | 50 mM Tris/HCI pH 7.5, 500 mM NaCl, 5 mM MgCl,,2 mM MSH |
Aufreinigung | Ni-NTA-Chromatographie |
1. Schritt Waschen mit Aufschlusspuffer + 20 mM Imidazol/HCI pH 7.5
Elution mit 50 mM Tris/HCI pH 7.5, 300 mM NaCl, 200 mM
Imidazol
2. Schritt Gelfiltration mit Superdex 75 unter 50 mM Tris/HCI pH 7.5,
200 mM NacCl

2.2.6.2. Expression und Reinigung rekombinanter Transportsubstrate

Neben den H1-Histonen wurden folgende Transportsubstrate in in vitro Systemen eingesetzt.
Sie dienten ausschlieBlich Kontrollzwecken, um die Aktivitdt rekombinanter

Transportfaktoren zu bestimmen.

Ribosomales Protein L23a (4z/C-CysHis)
Die kodierende Sequenz ist in den pQE30 (Qiagen) Vektor kloniert. Die Expression und
Aufreinigung von rekombinantem L23a mit einem N-terminalen 4z-Tag, einem C-terminalen

His-Tag und einem C-terminalen Cystein-Rest, erfolgte wie in folgender Tabelle beschrieben:

Konstrukt | p2zL23aCys |
Plasmid | pPQE30 |
Bakterienstamm | BLR (pREP4) |
Anzucht | LB Kan/Amp ohne Glukose |
Induktionsbedingungen | ODggo = 1.0, 30°C, 0.5 mM IPTG, 3 h |
Aufschlusspuffer | 50 mM Hepes/KOH pH 7.0, 1 M LiCl, 5 mM Mg(OAc), |
Aufreinigung | Ni-NTA-Chromatographie |
1. Schritt Waschen mit Aufschlusspuffer + 20 mM Imidazol/HCI pH 7.0

Umpuffern auf Saule gegen Puffer A
Gradientenelution

A: 50 mM Tris/HCI pH 7.5, 300 mM NaCl
B 1 M Imidazol/HCI pH 7.5

2-50% Puffer B in 20 ml

2. Schritt Gelfiltration mit einer Superdex 75-Saule unter 50 mM
Tris/HCI ph 7.5, 200 mM NaCl

GST-M9
GST-M9 ist ein Fusionsprotein aus der M9-Domane des hnRNPA1-Proteins und Glutathion-

-B51-



Material und Methoden

S-Transferase. Die kodierende Sequenz von M9 ist als EcoRI/Xhol Fragment in den pGex-
5x-1 (Amersham) Vektor kloniert. Das Konstrukt ist gegen Ampicillin (100 pg/ml) resistent
und dient zur Expression der M9-Doméane des hnRNPA1 Proteins mit einem C-terminalen
GST-Tag. Die Aufreinigung erfolgte vergleichbar der Herstellung anderer GST-Chimaren
(2.2.6.4).

GST-Nucleoplasmin/GST-ANLSNucleoplasmin

Die kodierende Sequenz ist als BamHI-Fragment den pGex-5x-1 (Amersham) Vektor
kloniert. Das Konstrukt ist gegen Ampicillin (100 pg/ml) resistent und dient zur Expression
von Nucleoplasmin mit bzw. ohne NLS und einem C-terminalen GST-Tag. Die Aufreinigung

erfolgte vergleichbar der Herstellung anderer GST-Chiméren (2.2.6.4).

2.2.6.3. Expression und Immobilisieren von GST-Fusionsproteinen

Die Konstruktion von carboxyterminal erweiterten Fusionsproteinen der 26-kDa Glutathion S-
Transferase von Schistosoma japonicum erfolgte mit Hilfe des Vektors pGEX-4T bzw. pGEX-
5X unter Abwandlung einer Methode von Smith und Johnson (1988). Der Vektor ermoglichte
die Expression von Gluthathion S-Transferase (GST)-Fusionsproteinen in E.coli unter der
Kontrolle des mit IPTG induzierbaren tac-Promotors. Durch Affinitatschromatographie an
Gluthathion-Sepharose 4B (GSH) konnte eine Aufreinigung der Fusionsproteine aus E.coli-
Extrakten erfolgen. Die GST-bindende Matrix benutzt 11-Atom-Spacerarme (ca. 16 A), die
Uber Disulfidbricken kovalent mit reduzierten Glutathion-Molekilen verbunden sind. Die
Bindungskapazitat betragt 5-8 mg/ml Matrix.

Nach der Transformation der Vektoren in den proteasedefizienten E.coli-Stamm BL21
wurden 5 ml einer Ubernachtkultur (2x YTamp) in 200 ml des gleichen Mediums verdiinnt und
bei 37°C inkubiert, bis eine ODggo= 0.60-0.80 (90-150 min) erreicht wurde. Zur Induktion der
Proteinexpression wurde IPTG in einer Endkonzentration von 1 mM zugesetzt und die Kultur
fur max. 3 Stunden bei 30°C inkubiert. Der Aufschluf® der Zellen erfolgte durch sonifizieren (4
x 10 sec Intervalle alternierend mit 10 sec Pauseeinheit). Es wurde Puffer A mit
Proteaseinhibitoren als Aufschlusspuffer verwendet. Der 10000 x g-Uberstand wurde mit in
Puffer A aquilibrierter Gluthathion-Agarose (200 pl Gelbettvolumen) 3 h bei 4°C unter
langsamem Rotieren inkubiert. Die Matrix wurde anschlieBend entweder in eine Saule
Uberfihrt und mit 10 ml Puffer Puffer A gewaschen, oder im ,Batch-Verfahren* jeweils bei
500 x g abzentrifugiert und zweimal mit 5 ml Puffer Puffer A gewaschen. Anschlief3end
wurde die Matrix mit 1 ml Puffer Puffer A ohne Proteaseninhibitoren gewaschen und bei 4°C
aufbewahrt. Die Kopplungseffizienz wurde Uberprift, indem 3 pl der Matrix in SDS-

Probenpuffer aufgenommen und auf einer SDS-PAGE analysiert wurde.
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Puffer A: 50 Mm Tris-HCI, pH 7.5
150 mM NacCl
12.5 mM MgCl,
10% Glycerin
0.1% NP-40
1TmM DTT

1 mM Pefabloc, PMSF

2.2.6.4. Elution von GST-Fusionsproteinen

Zur Elution der GST-Fusionsproteine wurde die gekoppelte Matrix mit gleichem Volumen
10 mM Glutathionlésung (GEB) 5-10 min bei 4°C inkubiert. Anschliel3end wurde bei 500 x g
abzentrifugiert, der Uberstand abgenommen und eine weitere Inkubation mit gleichem
Volumen GEB durchgefiihrt. Das Pellet und die Uberstande wurden tiber SDS-PAGE (12%)

analysiert.

GEB (,glutathione elution buffer): 10 mM reduziertes Glutathion
50 mM Tris-HCI, pH 8.0

2.2.6.5. Expression von Hexahistidin-erweiterten Proteinen in E.coli

Die Metallchelat- oder die immobilisierte Metall-Affinitats-Chromatographie (IMAC) ist eine
Technik, die es ermdglicht, rekombinante Fusionsproteine unter milden Bedingungen
aufzureinigen. Dazu ist das Metallion auf einem chromatographischen Medium immobilisiert.
Die multivalenten Metallionen (z. B. Cu*, Ni**, Zn* oder Co*) sind derart gebunden, daR
einige Koordinationsstellen fir eine selektive Interaktion mit Proteinen frei bleiben.
Typischerweise werden sechs Histidinreste (,tag") an den C- oder N-Terminus des
Zielproteins angehangt, wenn rekombinante Techniken angewandt werden. Der Tag
interagiert spezifisch mit chelatisierten Metallionen.

Die Elution des Fusionsproteins wird Ublicherweise mit einer steigenden Konzentration eines
kompetitiven eluierenden Agenz wie Imidazol oder durch pH-Erniedrigung erreicht.

Die Expression von Hexahistidin-erweiterten Proteinen erfolgte mit Hilfe der pQE-Vektoren
der Firma Qiagen, Hilden. Die durch diese Vektoren vermittelte hohe Expression von
Proteinen in E. coli beruht auf dem T5-Phagen-Transkriptions-Translations-System. Die
Ribosomenbindungsstelle RBSII sorgt fir hohe Translationsraten der Proteine. Der T5-
Phagenpromotor enthalt zwei lac-Operator-Sequenzen, die eine durch den lac-Repressor
regulierte Expression von Proteinen ermdglichen. Eine Induktion der Proteinexpression wird
durch Zugabe von IPTG, welches das lac-Repressorprotein inaktiviert, erzielt. Durch die am
C/N-Terminus der Proteine befindliche Hexahistidin-Erweiterung wird eine effektive
Aufreinigung an einer Ni-NTA Affinitatsmatrix mdglich. In dieser Matrix sind Nickelkationen
(Ni?*) als Chelatkomplex gebunden. Zwei freie Koordinationsstellen der Kationen kénnen mit
dem Hexahistidin wechselwirken und erlauben somit eine affinitdtschromatographische

Isolierung der rekombinanten Proteine. Zur Expression der Proteine wurden die
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entsprechenden Plasmide zunachst in die fir die Proteinexpression optimierten E. coli-
Stdmme (z.B. BL21, JM109) transformiert. Das lac-Repressorprotein wird in diesen
Stammen durch das Plasmid pREP4 kodiert, wodurch eine konstitutive Proteinexpression
unterdrickt wird. Wenn nicht fir einzelne Proteine anders beschrieben, wurde die
Expression wie folgt durchgefihrt:

5 ml einer Ubernachtkultur (2X YT amp) der Zellen wurden in 200 ml dieses Mediums verdinnt
und bei 37°C inkubiert, bis eine ODgy= 0.60-0.80 (90-150 min) erreicht wurde. Zur Induktion
der Proteinexpression wurde IPTG in einer Endkonzentration von 1 mM zugesetzt und die
Kultur fur max. 3 Stunden bei 30°C inkubiert.

2.2.6.5.1. Aufreinigung unter nativen Bedingungen

Der Zellaufschluss und das Binden an die Ni-NTA-Matrix erfolgt wie oben beschrieben:

Die Zellen wurden in Puffer A resuspendiert, sonifiziert und abzentrifugiert. Der Uberstand
wurde auf equilibriertes Ni-NTA-Agarose Harz gegeben und fir 1-2 h bei RT inkubiert. Nach
Waschen mit Puffer B (4 x zehnfaches Gelbettvolumen), wurden die Proteine mit dem
Elutionspuffer eluiert. Die Elutionsvolumina waren von der Menge an gebundenem Protein

abhangig und wurden stark variiert.

Puffer A: 50 mM Tris/HCI

300 mM NaCl

10% Glycerin

2mM [B-Mercaptoethanol, pH 7.4
Puffer B: Puffer A einschlieRlich 20 mM Imidazol
Elutionspuffer: Puffer A einschliel3lich 100-250 mM Imidazol

Nach der Elution der Proteine wurden die Lésungen gegen Bindungspuffer (3 x 1 Liter)
(siehe 2.2.8) dialysiert. Eine Analyse der Proteinexpression erfolgte durch SDS-PAGE
(2.2.5.2).

2.2.6.5.2. Aufreinigung von unldslichen Proteinen unter denaturierenden

Bedingungen

Nicht alle Proteine kénnen in E. coli beliebig tUberproduziert werden. Einige rekombinante
Proteine mit Histidin-Erweiterung bildeten in E. coli-Zellen unlésliche Aggregate (,inclusion
bodies®). In einigen Fallen sind Detergenzien ausreichend, um diese Aggregate zu lésen, in
anderen Fallen solubilisieren stark denaturiende Chemikalien (z.B. Harnstoff oder
Guanidinthiocyanat) diese Aggregate komplett, wenn sie in hoher Konzentration (bis 6-8 M)
angewandt werden. Alternativ kann man versuchen die Expressionsstarke zu verringern. Zur
Aufreinigung unter denaturierenden Bedingungen wurden die Zellen in Puffer A

resuspendiert, sonifiziert und abzentrifugiert. Der Uberstand wurde auf aquilibriertes Ni-NTA-
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Agarose Harz gegeben und fir 1-2 h bei RT inkubiert. Nach Waschen mit Puffer B (4 x
zehnfaches Gelbettvolumen), wurden die Proteine mit dem Elutionspuffer eluiert. Die
Ruickfaltung der Proteine erfolgte via Dialyse in Puffer C (4-0 M Harnstoff) bei 4°C. Puffer C

wurde mit absteigender Harnstoffkonzentration alle 3 h substituiert.

Puffer A: 50 mM Tris/HCI

6 M Harnstoff

1M NaCl

10 mM B-Mercaptoethanol, pH 7.0
Puffer B: 50 mM Tris/HCI

6 M Harnstoff
10 mM [B-Mercaptoethanol
1M NaCl, pH 6.4
Elutionspuffer: Puffer B mit
100-250 mM Imidazol
50 mM Tris/HCI
Puffer C: 4,2,1,0 M Harnstoff
0.005% Tween 20, pH 7.4
2 mM/0.2 mM Glutathion (reduziert/oxidiert)
1M NaCl

2.2.6.6. Expression und Aufreinigung von 2z (6z)-Fusionsproteinen in E.coli

Das Affinitatschromatographie-Gel besteht aus einer Sepharose-Matrix, an die humanes IgG
gekoppelt ist. Es erlaubt die Aufreinigung von Protein A- (bzw. z-Domane-)
Fusionsproteinen, die in prokaryotischen Expressionssystemen produziert wurden.

Der Vektor p2z70 (p6z70) enthalt neben dem ,Histidin-Tag“ zwei (oder sechs) synthetische
,Z'-Domanen, die auf der B-Domane des Proteins A (Staphylococcus aureus) basieren. Die
B-Doméne bindet die Fc-Region von humanem IgG (Léwenadler, 1987). Die Proteine
werden als Fusionsproteine mit dem 2z (6z)--Peptid exprimiert und kénnen mit einer IgG
Sepharose-Matrix, die den 2z (6z)-Anteil bindet, aufgereinigt. Das 2z-Peptid hat eine GroRRe
von ~14 kDa und hat nur geringen Einfluss auf die Faltungseigenschaften des
Fusionspartners. Da alle 2z (6z)-Fusionen mit einem ,Histidin-Tag“ (C-terminal) konstruiert
waren, erfolgte die Aufreinigung im ersten Schritt (2.2.6.5.1) Uber eine Nickel-Agarose-

Matrix.

2.2.6.7. Darstellung rekombinanter Proteine durch FPLC-Gelfiltration

Die oben beschriebene Affinitatschromatographie liefert in vielen Fallen Proteine niedrigen
Reinheitsgrades. Vor allem bei Hexahistidin-erweiterten Proteinen, die im Allgemeinen durch
eigene Fragmente und andere Proteine mit Histidin-Resten verunreinigt sind, ist oft ein
weiterer Reinigungsschritt erforderlich. Die FPLC-Gelfiltrationschromatographie wurde
durchgefuihrt, um Proteine aufgrund ihres unterschiedlichen Molekulargewichtes

aufzutrennen.
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AktaPurifier-System (Amersham Pharmacia Biotech)
Pharmacia HiLoad Superdex®® (PC 3.2/30)

2.2.6.8. Aufreinigen von Proteinen Uber FPLC-lonenaustauschchromatographie

Proteine kénnen aufgrund ihrer Nettoladung durch lonenaustauschchromatographie getrennt
werden. Die lonenaustauschchromatographie beruht auf dem reversiblen, elektrostatischen
Austausch von in Ldsung befindlichen lonen gegen lonen, die an ein unldsliches
Tragermaterial gebunden sind. Ein lonenaustauscher ist ein Polyelektrolyt, wobei der
Kationenaustauscher kovalent negativ geladene, der Anionenaustauscher kovalent positiv
geladene Gruppen enthalt. Bei einem Kationenaustauscher verlassen Proteine wahrend der
Elution mit einer geringen positiven Ladungsdichte zuerst die Saule, dann folgen die mit
hoherer Ladungsdichte.

Bei der Aufreinigung von NTF2 und Ran(wt) Uber einen Anionenaustauscher wurde eine
Pharmacia/Biotech HiLoad Q Sepharose Fast Flow (FF) bzw. eine Mono S-Saule verwendet.
Die Pumpen der Pharmacia-FPLC-Anlage wurden mit sterilfiltriertem Niedrigsalzpuffer
gespult und die Saule mit dem Niedrigsalzpuffer (3 x Gelbettvolumen) bei einer Flufdrate von
1 mil/min und 4°C &aquilibriert. Die gelésten Proteine wurden lber eine Superloop (z.B. 50 ml)
bei einer FluRrate von 0.5 ml/min auf die Saule aufgetragen. Dann wurde der
Anionenaustauscher 90 min bei einer Flufdrate von 1 ml/min gewaschen. Die Elution der
Proteine erfolgte mit einem linearen Salzgradienten. Es wurden 0.5 ml Fraktionen in
Eppendorf-Reaktionsgefalten gesammelt; eine Analyse von Fraktionsaliquots erfolgte
obligatorisch durch SDS-PAGE. Die Auswahl geeigneter Fraktionen konnte aufgrund der

Chromatogramme eingegrenzt werden.

Saule (fur Ran): Mono S
Saule (fir NTF2): HILoad Q Sepharose Fast Flow (FF)
Niedrigsalzpuffer: fur NTF2

50 mM  Tris/HCI; pH 8.0

20 mM NaCl

fur Ran

20 mM Kaliumphosphat-Puffer pH 7.0,

0.5 mM MgCl,, 5% Glycerin
Hochsalzpuffer: far NTF2

50 mM Tris/HCI; pH 8.0

500 mM NacCl

fur Ran

500 mM Kaliumphosphat-Puffer pH 7.0,

0.5 mM MgCl,

2.2.7. In vitro Interaktionstest rekombinanter Proteine (Pull-Down-Assay)

Die Wechselwirkung bestimmter Proteine lasst sich durch Inkubation dieser Proteine in vitro
untersuchen. Dazu wurden diverse Liganden in Form von GST- 2z- oder 6z-

Fusionsproteinen an Glutathion- bzw. IgG-Sepharose gebunden. Der zu testende zweite
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Interaktionspartner wurde entweder als Hexahistidin-erweitertes Protein oder in nativer Form
(Reticulozytenlysat) eingesetzt. Proteine, die Uber eine spezifische Affinitdt zum
immobilisierten Liganden verflgten, wurden gebunden, wahrend nahezu alle unspezifischen
Bestandteile nicht mit der Matrix wechselwirkten und sich aus diesem Grund leicht abtrennen
lieRen. Nach mehrfachem Waschen der Affinitdtsmatrix erfolgte eine Analyse von
Saulenmaterial und Waschfraktionen durch SDS-PAGE und Western-Blot.

Zunachst wurde die Matrix in Bindungspuffer &quilibriert. 10-20 pg (100 pmol)

Transportfaktor in 200 pl Bindungspuffer, E. coli-Lysat mit einer vergleichbaren Menge an

rekombinanten Proteinen oder 350 Yl Reticulozytenlysat wurden mit 30 pl Glutathion- bzw.
IgG-Sepharose, die mit den entsprechenden Fusionsproteinen abgesattigt war, inkubiert. Es
erfolgte eine Inkubation bei 4°C unter Rotieren fir 3 h. Anschliel3end wurde die Matrix 3 x mit
1 ml eiskaltem Bindungspuffer fiir 15 min unter Rotieren inkubiert. Dazwischen wurde bei RT
fiir 5 min zentrifugiert (500 x g) und der Uberstand verworfen. Nach dem letzten Waschschritt
wurde die Affinitatsmatrix entweder in 15 pl 2 x Probenpuffer resuspendiert, 4 min bei 95°C
erhitzt und anschlieend durch SDS-PAGE und Western-Blot analysiert oder alternativ mit
150 pl MgCl, (1.5 M) inkubiert, um die gebundenen Faktoren zu eluieren. Dazu wurde die
Affinitdtsmatrix 1 h unter Rotieren bei 4°C inkubiert. Nach einer Zentrifugation (500 x g, 5
min, RT) wurde der Uberstand abgenommen und mit Isopropanol (Endkonzentration: 90 %)
versetzt. Die ausgefallten Proteine wurden durch Zentrifugation (10000 x g , 30 min, 4°C)
sedimentiert, der Uberstand abgesaugt und das Sediment getrocknet. Die Proteine wurden
mit 20 Yl 2 x Probenpuffer unter vortexen geldst, 4 min bei 95°C erhitzt und anschlieRend

durch SDS-PAGE und Western-Blot analysiert.

Bindungspuffer: 50 mM  Tris/HCI; pH 8.0
300 mM NaCl
5 mM MgCl,

10% Glycerin
2mM B-Mercaptoethanol

2.2.8. Affinitatschromatographie mit dem Streptavidin/Biotin-System

Biotin verfligt Uber eine hohe Affinitat zu Avidin. H1-Histone [humanes H1° (H1°cys) bzw.
Kalbsthymus H1 (H1™)] wurden biotinyliert und an dem unldslichen Tréger aus Streptavidin-
Agarose immobilisiert. Dieser Ligand-Matrix-Komplex wurde in eine Saule geflllt und

anschlief’end die Proteinprobe hinzugegeben.
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Biotinylierung:
1 mg H1 wurde in 500 ul PBS geldst und mit 10 pl Biotin-Stockldsung versetzt. Nach 60 min
wurde freies Biotinreagenz chromatographisch mit NAP-5-Saulen abgetrennt.

1TH

a) Kalbsthymus H1 wurde als Ligand verwendet. H wurde mit Biotinamidocapronat-N-

Hydroxysuccinimidester biotinyliert. Dabei reagieren die akiven Succinimidester mit den

primaren Aminen von H1™

unter Ausbildung einer kovalenten Bindung.

b) Aufgereinigtes, rekombinantes H1°-Protein (mit N-terminalem Cystein-Rest) aus Hefe
wurde als Ligand verwendet. H1° wurde mit Biotin-5-Maleimid biotinyliert. Dabei reagiert der
Maleimidrest mit dem N-terminalen Cystein-Rest des H1°-Histons unter Ausbildung einer

kovalenten Bindung.

Biotin-Stockldsungen:

a) Biotinamidocapronat-N-Hydroxysuccinimidester 20 mg/ml in DMSO
b) Biotin-5-Maleimid 20 mg/ml in DMF
NAP™ 5-Saule

Immobilisieren an die Streptavidin-Agarose:

250 pl Streptavidin-Agarose wurde mit Bindungspuffer (2 ml) aquilibriert. Anschlielend
wurde die Saulenmatrix mit biotinyliertem H1 fir 60 min bei 4°C inkubiert. Die Matrix wurde
dreimal mit Bindungspuffer bei 4°C gewaschen und konnte in Bindungsstudien eingesetzt

werden.

Bindungspuffer: 50 mM  Tris/HCI, pH 7.4
300 mM NacCl
10% Glycerin
2mM B-Mercaptoethanol

Strepatvidin-Agarose

2.2.9. Fluoreszenzmarkierung von Proteinen

Verschiedene photostabile Farbstoffderivate sind erhaltlich, die entweder mit freien Aminen
oder Sulfhydrylgruppen, wie sie z.B. in Lysinen oder Cysteinen vorkommen, reagieren.
Typische Farbstoff-Derivate, die fir das Markieren von Aminen und Sulfhydrylgruppen
Anwendung finden, sind Isothiocyanate, Carboxy-Succinimidyl-Ester oder Maleinimid. Amine
von Seitenketten sind im Allgemeinen an der Oberflache des Proteins lokalisiert und leicht zu
derivatisieren. Im folgenden werden zwei Protokolle beschrieben, die in dieser Arbeit zur
Protein-Markierung routinemafig angewandt wurden. Protokoll 1: Koppeln mit Fluoreszein-5-
Maleinimid. Protokoll 2: Koppeln mit TRITC (Tetramethylrhodamin-Isothiocyanat) bzw. FITC
(Fluoreszein-Isothiocyanat). Fluoreszenzfarbstoffe und fluoreszenzmarkierte Proteine

wurden stets vor Lichteinwirkung geschitzt, um ein Ausbleichen zu verhindern.
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Protokoll 1:

Es existieren verschiedene Vorschriften (Wagner, 1967) zur Fluoreszenzmarkierung mit
Fluoreszeinfarbstoffen. Allgemein wird gefordert, dass der pH-Wert wahrend der Kopplung 9-
9.5 und der Proteingehalt 10-40 mg Protein/ml betragen soll. Die Markierung erfolgte
Uberwiegend mit einem SH-reaktiven Reagenz (Fluoreszein-5-Maleimid). Die Abtrennung
freien Markierungsreagenzes wurde durch Gelfiltration auf NAP™ 5-Saulen erreicht.

Im Fall von Fluoreszein-5-Maleinimid (Excitation = 495 nm, Emission = 520 nm) ist ein pH
zwischen 6.5-7.5 akzeptabel, da hier Sulfhydryl- und nicht Aminogruppen mit dem
Farbstoffmolekil reagieren. Die Reaktionszeit ist von der Temperatur abhangig. Bei 25°C
gentgen 30-60 min (,Schnell-Markierung®), bei 4°C sind 12 h angezeigt (,Langsam-
Markierung*). Nach der Inkubation mit einem 25fachen molaren Uberschuss an Fluoreszein-
5-Maleinimid gegentiber der molaren Menge an Sulfhydrylgruppen, die gekoppelt werden
sollten, wurden die gekoppelten Proteine von freien Farbstoffmolekilen durch Gelfiltration
getrennt. Die Gelfiltration erfolgte mit Sephadex-NAP™ 5-Saulen (G-25 DNA Grade). Ein

Verhaltnis von OD49s5/ODogy zwischen 0.2 und 0.5 ist das Optimum fir eine intensive

Kopplung.

Fluorochrom: Fluoreszein-5-Maleinimid (MG: 427 g/mol)
1 mg/mlin DMF

Transportpuffer

NAP™ 5-Szule

Protokoll 2:

Bezuglich der TRITC-Markierung differieren die Angaben in der Literatur betrachtlich
(Amante et al., 1972). Die folgende Methode ist flr das Markieren von Aminogruppen (z.B.
von Lysinen) geeignet und wurde routinemafig angewandt.
Tetramethylrhodamin-5-Isothiocyanat (TRITC; Excitation = 546 nm, Emission = 579 nm).
wird vor Gebrauch in trockenem DMSO (1 mg/ml) gel6st (frisch angesetzt) und 40fach in 0.5
ml Konjugationspuffer inklusive 500 ug Substrat verdiinnt und 12 Stunden bei 4°C langsam
in der Dunkelheit rotiert. Die Reaktion wurde durch Zugabe von Glycin-Lésung (pH 8.5,
Endkonzentration 1 mM) gestoppt und bei 4°C flr weitere 2 h inkubiert, um freies TRITC zu
blocken. AnschlielRend wurden die gekoppelten Proteine von freien TRITC durch Gelfiltration
getrennt. Die Gelffiltration erfolgte mit Sephadex-NAP™ 5-Saulen (G-25 DNA Grade).
Nachdem die Probe in die Matrix eingeflossen war, wurde mit Transportpuffer
nachgewaschen. Da die Protein-TRITC-Konjugate die Matrix schneller passieren als freies
TRITC, konnte so Uberschussiger Farbstoff abgetrennt werden. Die Probe wurde in 0.1 ml

Fraktionen gesammelt und durch SDS-PAGE analysiert.
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Die FITC Markierung verlief analog zur TRITC-Markierung. Das Verhaltnis von ODs46/OD,go
sollte zwischen 0.15 and 0.5, das ungeféahr mit zwei bis sechs Farbstoffmolekulen pro

Protein korrespondiert, liegen.

Fluorochrom: TRITC (MG: 376 g/mol)
1 mg/mlin DMSO

100 mM Na2CO3
100 mM NaHCOg3, pH 9.0

50 mM NaCl
100 mM Glycin-Lsg., pH 8.5

Konjugationspuffer:

Block-Lsg.:

Transportpuffer
NAP™ 5-Saulen

Derivat

Ex./Em.(nm)

Spezifitat

Lésungsmittel

Fluoreszein-lsothiocyanat 494/526 Amin DMSO
Fluoreszein-5 Maleinimid 495/526 Sulfhydryl DMF
Alexa488 Succinimidylester 495/519 Amin Wasser
Alexa488 Maleinimid 495/519 Sulfhydryl Wasser
Tetramethylrhodamin-5-Isothiocyanat 544/570 Amin DMSO
*Cy3 Succinimidylester 550/570 Amin Wasser
*Cy5 Succinimidylester 649/670 Amin Wasser

Alle Farbstoffderivate, die hier genannt sind und viele andere mit Variationen in Excitations- und
Emissionsmaxima, sind bei Molecular Probes (/www.probes.com/), *oder bei Amersham Pharmacia
Biotech (/www.apbiotech.com/) erhaltlich.

2.2.10. Geratetechnik und Dokumentation

Bei der einfachen Fluoreszenz-Mikroskopie wird das Objekt mit UV-Licht bestimmter
Wellenlange bestrahlt und auf diese Weise fluoreszierende Substrate mit der
entsprechenden Energie angeregt. Die Qualitdt des Mikroskopbildes hangt hauptsachlich
von der Bildhelligkeit und vom Bildkontrast ab. Der Bildkontrast wird bestimmt durch das
Verhaltnis zwischen dem Fluoreszenzlicht der Strukturen, die durch das Konjugat
,spezifisch“ oder ,unspezifisch® angefarbt wurden und der Untergrundhelligkeit (van der
Ploeg und Ploem, 1973). Die Lichtquelle hat nur den Zweck, die selbstleuchtenden Objekte
zur Fluoreszenz anzuregen. Sie soll eine mdglichst hohe Strahlungsintensitat in dem
jeweiligen Absorptionsmaximum des Fluorochroms haben. Die Erreger-, Anregungs-,
Exzitations- oder Primérfilter haben die Aufgabe, nur die Wellenlange hindurchzulassen,
welches zur optimalen Anregung der Fluoreszenz bendétigt wird. Die Analysen erfolgten mit
einem Zeiss-Fluoreszenzmikroskop, das mit drei Filtern (TRITC-, FITC- und DAPI)
ausgestattet war. Rhodaminderivate (z.B. TRITC) werden durch Licht der Wellenlange von
480-550 nm angeregt und emittieren Licht der Wellenldange von 570-590 nm. Daher
erzeugen sie eine intensive, rotliche Farbung. FITC absorbiert bei einer Wellenlange
zwischen 470-490 nm. Die Emission findet bei einer Wellenlange von 515-550 nm statt und

erscheint grinlich. Eine Unterscheidung zwischen Kern und Cytoplasma konnte durch die
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parallele Anfarbung der Zellen mit dem DNA-bindenden Farbstoff DAPI (blaue Farbung)

erreicht werden.

Fluoreszenzmikroskop (Zeiss):  Axioskop 20. Durchlicht und Auflicht-Fluoreszenz

Zusammenstellung der Filtersatze:

Chromophor Anregung Filtersatz | Anregungsfilter | Farbteiler | Sperrfilter
Cy3 Grun H 546 nm 487915 BP 546/12 FT 580 LP 590
FITC Blau 450-490 nm 487909 BP 450/490 FT 510 LP 520
DAPI UV-G 365 nm - G 365 FT 395 LP 420

ZELLBIOLOGISCHE METHODEN

2.2.11 Kultivierung und Ernte von humanen Tumorzelllinien

Menschliche Zelllinien lassen sich in adharent wachsende Zelllinien und Suspensionszellen
unterteilen. Adharente Zelllinien wachsen als Monolayer auf dem Boden der Kulturflasche.
Die Anheftung ist fur ihre Proliferation notwendig. Die meisten Zelllinien, die von Geweben
abstammen (mit Ausnahme von Blutzellen), sind adharent wachsende Zellen.
Suspensionszellen - wie z. B. Leuka&miezelllinien - leben und proliferieren ohne Anheftung.
Transformierte Tumorzelllinien sind unsterblich und kdnnen kontinuierlich kultiviert werden.
Fir die Kultivierung werden dem Medium 10% FCS zugesetzt. Die genaue
Zusammensetzung des Serums ist nicht bekannt, aber es enthalt Wachstums- und
Anheftungsfaktoren, die fiir das Uberleben der Zellen notwendig sind.

Die HeLa-Zelllinie wurde in flissigem Stickstoff tiefgefroren und gelagert. Die Zellen wurden
revitalisiert und nach maximal 72 h oder wenn die Zellen zu 80-90% konfluent waren, geteilt.
Medien und Lésungen wurden auf 37°C vorgewarmt, wenn nicht anders angegeben. Eine

optimale Aussaatdichte wurde fiir die adhdrent wachsenden Zellen bei 3 x 10* Zellen/cm?

bestimmt.
Medien:
Fotales Kalberserum (FCS): Vor Gebrauch 45 min bei 56°C inaktiviert
nicht essentielle Aminosauren (100 x): L-Alanin, L-Asparagin, L-Aspartat
(NEAA) Glutamat, Glycin, Prolin, Serin, (je 10 mM)
Komplettes MEM-Medium 47.6 g Fertigpulver (ad 5 1):
Minimum Essential Medium 2 mM L-Glutamin
mit Earle’s Salzen 15 mM Hepes
24 mM NaHCO3, pH 7.4
1% (w/v) NEAA
10% (v/v) FCS
Trypanblau-Losung: 0.2% (w/v) in PBS
PBS-Puffer
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2.2.12. Ernten und Passagieren von Zellen

Die Kulturen wurden in den Flaschen bis zur einer maximalen Dichte von 1.25 x 10°
Zellen/cm? wachsen gelassen. Nach Absaugen des Mediums wurde der Zellrasen zweimal
mit PBS gespdilt, um inhibierende Einflisse von Serumbestandteilen auf die Trypsinaktivitat
zu verhindern. Nach dem Absaugen des PBS wurden bei einer Zellfliche von 175 cm? 3 ml
Trypsinlésung aufgebracht. Die Zellen I6sten sich wahrend der Inkubation (3-5 min, 37°C)
von dem Plastikboden der Kulturflasche ab und wurden mit komplettem MEM-Medium
(20 ml) aufgenommen und in ein Réhrchen berfihrt. Die Zellen wurden durch Zentrifugation
(2000 x g, 5 min) sedimentiert, der Uberstand verworfen und die Zellen in 5 - 10 ml
komplettem MEM-Medium resuspendiert. Die Zelldichte wurde bestimmt, indem die Zellen in
einem 10 pul Aliquot mit einem elektronischen Zellzahlgerat gezahlt wurden. Die bendtigte
Anzahl an Zellen wurde durch Zentrifugation pelletiert (1200 rpm, 5 min, RT), das Medium
abgegossen und die Zellen einmal mit 30 ml PBS gewaschen. Das Pellet wurde in einer
entsprechenden Menge an komplettem Medium aufgenommen und die Zellen durch
vorsichtiges Auf- und Abpipettieren vereinzelt. Die Zellen wurden dann in der gewlinschten

Dichte in einer Kultur-Platte mit sechs Vertiefungen ausgesat.

Trypsin-EDTA-L&sung: 0.05% (w/v) Trypsin
0.02% (w/v) EDTA in PBS

2.2.13. Gefrierkonservierung von Zellen

Die Zellen wurden trypsiniert und sedimentiert (5 min, 1000 x g). Das Zellsediment wurde
nach Absaugen des Uberstandes mit 1 ml Einfriermedium resuspendiert und in ein Nunc-
Cryo-Roéhrchen gefillt und bei -70°C Uber Nacht eingefroren. Ab dem nachsten Tag wurden

die Zellen in flissigen Stickstoff gelagert.

Einfriermedium: 10% (v/v) DMSO und 20% FCS im Zellkulturmedium
(sofort verbrauchen oder einfrieren, da oxidiertes DMSO als
Zellgift wirkt).

2.2.14. Revitalisieren von Zellen

Die Zellen aus dem flissigen Stickstoff wurden bei 37°C in einem Wasserbad schnell
aufgetaut und danach sofort in 4 ml frisches Kulturmedium Uberfihrt. Die Zellen wurden
sedimentiert (1000 x g, 5 min) und das Medium abgenommen. Das Zellsediment wurde in
5 ml warmen Medium (37°C) resuspendiert, in eine groRe Kulturflasche Uberflihrt und mit
50 ml Medium Uberfihrt. Danach wurden die Zellen in den Brutschrank bei 37°C kultiviert.
Am nachsten Tag wurde das Medium gewechselt, um restliches DMSO, tote Zellen und

Zelltrimmer zu entfernen.
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2.2.15. Transiente Transfektion von Eukaryonten

Die Transfektion (Transformation, Infektion) ist eine Methode zur Inkorporation heterologer
DNA in lebende Eukaryontenzellen. Die Gene, die auf dem neu-integrierten Vektor liegen,
werden in der Zelle durch zelluldare Enzyme der transfizierten Zelle transkribiert und die
Transkripte in eine Aminosaureabfolge translatiert. Diese Methode ist in der molekularen
Biologie von hoher Bedeutung, weil durch sie die Wirkung von einzelnen Genen auf Zellen
relativ leicht untersucht werden kann. Aufgenommene DNA kann in Zellen repliziert,
transkribiert, translatiert und das Genprodukt enzymatisch oder immunologisch
nachgewiesen werden. Bei der transienten Transfektion kann das entsprechende Protein

nach 1-2 Tagen detektiert werden.

2.2.15.1. Transfektion der Zellen durch Elektroporation

Mit Hilfe der Elektroporation wird die Einschleusung von Makromolekilen, insbesondere
Fremd-DNA in Eukaryonten durch eine temporare und reversible Permeabilisierung der
Zellmembran mittels einer angelegten Hochspannung erreicht (Showe et al.,, 1992). Die

Transfektionsbedingungen fiir die HeLa-Zellen waren wie folgt optimiert:

Elektroporationsgerat | EASYJECT Il (Firma Eurogentec) |
Kivette | 0.4 cm Elektrodenabstand |
Kapazitat | 1350 uF |
Spannung | 240V |
Ableitungswiderstand | 156 Ohm |
Widerstand vor Impuls | 20-40 Ohm |
Effektive Pulsdauer | 10-40 msec |
DNA-Menge | 25 ug in 50 pl H,O |
Zell-Anzahl | 5x 10° in 500 pl MEM-Medium |

Transiente Transfektion von Hela-Zellen

Es wurden 4-5 Glasplatichen (10 mm Durchmesser) in eine Gewebekulturschale, die 6
Vertiefungen (pro Vertiefung 4 cm? Wachstumsflache) enthielt, gelegt und mindestens
30 min unter UV-Bestrahlung sterilisiert. Die Zellen wurden flr die Elektroporation
vorbereitet. Dazu wurden sie zunachst abzentrifugiert (5 min bei 1.500 x g), mit 10 ml PBS
gewaschen, erneut abzentrifugiert und in einer Zelldichte von 1 x 10° Zellen/ml im MEM-
Medium resuspendiert. 500 ul dieser Zellsuspension wurden in eine Elektroporationskivette
Uberfuhrt. Die Plasmid-DNA (25 pg in 50 ul H,O) wurde in die gleiche Kivette gegeben,
gemischt und die Elekroporation gestartet. Der Klivetteninhalt wurde ohne Verzégerung mit 1

ml MEM-Medium verdinnt, die Proben in die Vertiefungen der Gewebekulturschale tberfihrt
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und mit weiteren 3 ml Medium aufgefillt. Diese Gewebekulturschalen wurden dann in einem
Brutschrank bei 37°C inkubiert. Nach 24 Stunden wurde das Medium durch frisches MEM-
Medium ersetzt. Und fur weitere 24 Stunden bei 37°C inkubiert. Schlielich erfolgte die
Detektion des Genprodukts durch indirekte Immunfluoreszenz (2.2.16.1).

Bei allen Versuchen diente -Galaktosidase aus pSVf (siehe 2.1.8.2) als Kontrolle fiir eine
effiziente DNA-Aufnahme.

2.2.16. Prinzip der Immunfluoreszenz

Coons et al. (1941) gelang es, durch stabiles Beladen (Synonyme: Kuppeln, Koppeln,

Markieren, Konjugieren) von Antikérpern mit einem Fluorochrom, die hohe

Nachweisempfindlichkeit fluoreszenzmikroskopischer Methoden mit der strengen Spezifitat

serologischer Verfahren zu verbinden. Es wird nicht nur das ,ob“ einer Antigen-Antikdrper-

Reaktion registriert, sondern auch das ,wo“ (Holz, 1975). Es lassen sich drei Methoden der

Immunfluoreszenz (IR) unterscheiden:

a) Die direkte Methode (Coons u. Kaplan, 1950): hier wird ein mit einem Fluorochrom
markierter Antikorper (Ak) direkt mit dem Antigen in Verbindung gebracht.

b) Die Antikomplementmethode (Goldwasser u. Shepard, 1959): diese Technik beruht auf
der Bindung von Komplementkomponenten der Antigen-Antikérper-Reaktion.

c) Die indirekte Methode (Weller u. Coons, 1954): auf diese Methode soll im Folgenden
naher eingegangen werden, da nur diese Technik in der vorliegenden Arbeit angewandt

wurde.

2.2.16.1. Indirekte Immunfluoreszenz

Bei der ersten Reaktion verbindet sich ein Antikdrper (Ak) mit dem Antigen, in der zweiten
Reaktion wird ein markierter Ak hinzugegeben, der sich gegen den unmarkierten Ak richtet,

ein sogenannter Anti-Ak.

Fixieren:

Vor dem Fixieren der Zellen, die adharent auf den Glasplattchen gewachsen waren, wurden
sie dreimal mit PBS (je 5 ml, 37 °C) gewaschen und anschlieRend fur 15 min mit 3%
Paraformaldehydlésung bei RT inkubiert. Die fixierten Zellen wurden zweimal mit PBS (je 5
ml, RT) gewaschen und anschlieRend mit der Block-Lésung inkubiert (1 h, RT). Die
Inkubation mit dem Primarantikérper erfolgte flr 1 h bei 37°C. Nach erneutem Waschen mit
PBS, wurde mit dem fluoreszierenden Sekundarantikérper unter Lichtabschluss inkubiert

(1 h, 37°C), um ein Ausbleichen des Fluoreszenzfarbsoffes zu vermeiden.
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Einbetten:

Das Einbetten der Zellen erfolgte mit DAPI-Einbettungsmedium, das zu diesem Zweck auf
Objekttrager gegeben wurde. Die Glasplattchen wurden gewendet und so die Zellen in das
Medium getaucht. Zur Versiegelung wurden die Glasplattchen mit Nagellack umrandet und
bei 4 °C gelagert. Nach Trocknen des Nagellacks wurde an einem einfachen Fluoreszenz-

Mikroskop die Detektion bzw. Visualisierung vorgenommen (siehe 2.2.11).

PBS
Paraformaldehyd: 3% (w/v) in PBS
Triton X 100: 0.5% (v/v) in PBS
BSA (Block-L6sung): 3% (w/v) in PBS
Primarantikorper: polyklonaler Ak gegen [3-Galaktosidase aus Maus
(1:1000 Verdinnung in Block-Lésung)
Sekundéarantikdrper: TRITC markierter Ak gegen IgG aus Maus (1:200 Verdinnung in

Block-L6sung), alternativ:

Cy3 markierter gegen IgG aus Maus (1:1000)
DAPI-Einbettungsmedium: 10% (v/v) PBS

90% (v/v) Glycerin

1 ug/ml 4,6-Diamidino-2-Phenylindol (DAPI)

1 mg/ml Phenylendiamin

2.2.17. In vitro-Rekonstitution des Kerntransports

Die gebrauchlichsten Verfahren, um einen Kernimport in vitro zu untersuchen, sind Analysen
unter Verwendung von permeabilisierten Zellen oder von isolierten Zellkernen. Adam et al.
(1990) entwickelten eine Methode, um den Kernimport von exogenen Substraten in vitro bei
unveranderter Kernstruktur zu analysieren. In diesem Verfahren werden eukaryotische
Zellen mit dem nichtionischen Detergens Digitonin inkubiert. Digitonin ist ein Steroid-
Glycosid, das spezifisch 3RB-Hydroxysterole bindet und daher die cholesterinreiche
Plasmamembran selektiv permeabilisiert, wahrend die Kerndoppelmembran in Ermangelung
von Cholesterin-Bausteinen funktionell nicht beeintrachtigt wird. Auch das Cyotoskelett bleibt
weitgehend intakt. Durch diese Perforierung der Plasmamembran, wird das Cytosol an
I6slichen Komponenten ,depletiert”. In Abhangigkeit von der Inkubationsdauer und der
Konzentration an Digitonin verbleiben nur 20-30 % der I8slichen Proteine im Cytoplasma.

Die zielgerichtete Zugabe einer Losung aus einzelnen Komponenten oder Gesamt-Cytosol,
einem Energie-regenerativen System und dem Transportsubstrat lassen eine detailierte
Analyse der Beteiligung einzelner Faktoren zu. Im Fall eines Fluorochrom-markierten
Substrats war die direkte Detektion der subzellularen Lokalisation mdglich. Eine indirekte
Immunofluoreszenz konnte anstatt einer Fluoreszenzmarkierung durchgefuihrt werden. In
diesem Fall erkannte ein Primarantikorper das Substrat entweder direkt oder Uber einen

Fusions- bzw. Epitop-Anteil. Der Zweitantikdrper ist mit dem Fluoreszenzfarbstoff gekoppelt.
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2.2.17.1. In vitro Import-Assay

Die Rekonstitution des nucledaren Imports von Proteinen, RNPs und anderen Substraten
lasst sich mit Zellextrakten (z.B. Reticulocytenlysat, Adam et al., 1990) als Quelle fir Import-
Faktoren oder mit aufgereinigten rekombinanten Proteinen durchfihren. Der Import-Assay
laRkt sich generell in 3 Abschnitte unterteilen. Im ersten Abschnitt wird die Praparation der
permeabilisierten Zellen erldutert. Im zweiten Abschnitt wird der nucleare Import von
Substraten unter Beteiligung von Transportfaktoren, also der eigentliche Transportvorgang,
beschrieben. Im dritten und letzten Abschnitt wird die Detektion des nuclearen Imports mit
Hilfe der direkten und indirekten Immunfluoreszenz dargestellt.

Der Import-Assay bietet die Moglichkeit, weitere Parameter der Transportreaktion zu
variieren. So lassen sich in Inhibierungsexperimenten durch Vorbehandeln der Zellen mit
bestimmten  Substanzen  verschiedene  Faktoren inhibieren. Ferner  kdnnen
Kompetitionsexperimente durchgeflihrt werden. Hier wird neben dem zu analysierenden
Transportsubstrat ein Peptid bzw. ein Protein als Kompetitor hinzugefiigt, dessen
Transportweg schon charakterisiert ist. Als Rekonstitutionsexperimente werden die
Untersuchungen verstanden, in denen aufgereinigte rekombinante Transportfaktoren dem

Substrat hinzugefligt werden.

2.2.17.1.1. Einfacher Import-Assay

Schritt 1: Permeabilisieren derZellen

Es wurden 2 x 10° Zellen 2 Tage bzw. 5 x 10° Zellen 1 Tag vor Versuchsdurchfilhrung auf
sterilen Glasplattchen (010 mm) in den 6'er Gewebekulturschalen ausgesat. Die
Glasplattchen wurden vor Versuchsbeginn in eisgekihlten Transportpuffer transferiert. Der
Transportpuffer wurde abgesaugt, kalter Permeabilisierungspuffer (PB, 4 ml/Vertiefung)
erganzt und nicht langer als 10 min inkubiert. Der PB wurde abgesaugt und die Zellen
dreimal mit kaltem Transportpuffer gewaschen (Waschzeiten: 1 min / 5 min / 10 min). Die
Glasplattchen wurden vorsichtig abgetropft. AnschlieRend wurden sie in eine feuchte
Kammer gegeben, so dass die Zellen nach oben zeigten. Nach dieser Prozedur waren die

Zellen flr den eigentlichen Transportvorgang vorbereitet.

Schritt 2: Transport-Reaktion
Nach dem Entfernen Uberschissiger Flissigkeit von den Platichen wurde der komplette
Import-Mix (Die Ansatze hatten vorzugsweise ein Volumen von 20 pul) auf die Zellen gegeben

und in einer feuchten Kammmer fur 15 min bei RT inkubiert.

Schritt 3: Fixieren der Zellen und Detektion
Der Import-Mix wurde von den Zellen abgesaugt. Die Zellen wurden zweimal mit

Transportpuffer gewaschen. Nach den Waschschritten wurden die Zellen durch Inkubation

- 66 -



Material und Methoden

mit 3% Paraformaldehyd fur 15 min bei 37°C fixiert. Nach zweimaligem Waschen konnten
die Zellen, die mit fluoreszierenden Substraten behandelt worden waren, in das
Einbettungsmedium eingebettet werden. Ein Tropfen des Einbettungsmedium wurde auf
einen Objekttrager gegeben und die Glasplattchen mit der bedeckten Seite nach unten in
den Tropfen gelegt und mit Nagellack versiegelt.

Zellen, die mit Transportsubstraten behandelt worden waren, deren Nachweis durch
indirekte Immunfluoreszenz stattfand, wurden zunachst mit einem primaren Antikorper
versetzt. Dazu wurden die paraformaldehydfixierten Zellen mit Triton-Lésung (10 min, RT)
behandelt und danach dreimal mit Transportpuffer gewaschen. Unspezifische
Bindungsstellen wurden vor der Behandlung mit dem Primarantikérper mit der BSA-Ldsung
(15 min, RT) abgeblockt. Der verdiinnte Primarantikbrper wurde in einem geeigneten
Volumen (20 ul) auf die Zellen pipettiert und die Zellen in einer feuchten Kammer inkubiert (1
h, 37°C). Danach wurden sie dreimal mit PBS gewaschen. Es folgte die Inkubation mit dem
Sekundarantikorper (unter den gleichen Bedingungen wie fir den Primarantikérper) mit
entsprechender Verdinnung. Es wurde dreimal mit PBS gewaschen und die Zellen wie
beschrieben eingebettet.

Die Detektion des Transportsubstrates erfolgte an einem Zeiss-Fluoreszenzmikroskop, das
mit einem TRITC-, FITC- und DAPI-Filter ausgestattet war. Rhodamine und Derivate,
insbesondere TRITC, werden durch Licht der Wellenlange von 554 nm angeregt und
emittieren Licht der Wellenlange von 575 nm. Sie erzeugen daher eine intensive, rétliche
Farbung, wahrend FITC bei 492 nm absorbiert und Licht mit einer Wellenlange von 515 nm,
einer grunlichen Farbung, emittiert. Das Nucleoplasma wurde vom Cytoplasma durch
Farbung mit dem DNA-bindenden Farbstoff DAPI unterschieden.

Fluorochrom Aaps (NM) Aem (NM)
DAPI 344 450
FITC 494 526
TRITC 543 575
Digitonin: Stammldsung: 20 mg/ml in DMSO
Permeabilsierungspuffer (PB): 40 pg/ml Digitonin in Transportpuffer
Einbettungsmedium (siehe 2.2.16.1)
BSA: 20 mg/mi
ATP-regenerierendes System:
Phosphokreatin
Kreatinkinase: 5 mg/ml 10 mM Tris-HCI, pH 7.4, 40 mM KCI, 1 mM
DTT, 50% Glycerin, gelagert bei -70°C
GTP-Lsg.: 100 mM, pH 7.0, gelagert bei -70°C
ATP-Lsg: 100 mM, pH 7.0, gelagert bei -70°C
HEPES/KOH-Puffer:
1M,pH7.3
1.5 M Sucrose
10 x Stammlsg.: 25.5 mg Phosphokreatin
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50 pl ATP-Lsg.
50 pl GTP-Lsg.
166 ul Saccharose
15 Wl Kreatinkinase, auf 1 ml mit Wasser, Aliquots bei -70°C
Reticulocytenlysat
Transportsubstrat: 500 nM
HelLa-Zellen:
Gewebekulturschale mit 6 Vertiefungen (steril durch UV-Bestrahlung)
Glasplattchen (10 mm Durchmesser) (steril durch UV-Bestrahlung)

Paraformaldehyd 3% (w/v) in PBS
Nagellack, Objekttrager
Transportpuffer 20 mM Hepes, 110 mM KAc, 2 mM MgAc, 1 mM

EGTA, 2mMDTT, pH 7.4

2.2.17.1.2. Rekonstitutionsexperimente

In  den Rekonstitutionsexperimenten wurde dem Versuchsansatz neben dem
Transportsubstrat entweder exogenes Cytosol (Reticulocytenlysat) oder eine Kombination
aus rekombinanten Transportfaktoren hinzugefligt. Die einzelnen Transportfaktoren waren
wie folgt konzentriert:
Transportfaktoren: Importin o 0.5 uyM

Importin B 0.5 uM

Importin 5 0.5 uM

Importin 7 0.5 uyM

Transportin 0.4 yM
Transportsubstrat: 0.5 uM

Allen Transportansatzen lag ein Ran/NTF2- und ein Energiemix zugrunde:

Energiemix (siehe 2.2.17.1.1)
Ran 3 uM
NTF2 0.4 uM

Alle Ansatze hatten ein Endvolumen von 20 pl.

2.2.17.1.3. Inhibierungsexperimente

Fur die Inhibierungsexperimente wurden die Komponenten fir den Transport standardmaRig
(2.2.17.1.2) kombiniert, die Zellen entweder entsprechend vorbehandelt oder der jeweilige

Hemmstoff hinzugefligt.

2.2.17.1.4. Transportblockierung durch WGA-Behandlung der Zellen

Das Lektin Weizenkeimagglutinin (WGA, wheat germ agglutinin) hemmt den Kerntransport
durch Interaktion mit Kernporenkomplexproteinen, die O-verknipfte N-Acetylglucosaminreste
besitzen (Finlay et al., 1987). Dabei ist nicht klar, ob der verhinderte Kerntransport auf eine

sterische Hinderung oder auf eine Kompetition mit Importin 3 zurlickzufiihren ist.

WGA: 50 yg/ml in Transportpuffer
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Die Zellen wurden nach dem Permeabilisieren mit 50 ug/ml WGA in Transportpuffer fur
15 min bei RT inkubiert. Danach wurden die Zellen dreimal mit Transportpuffer gewaschen,

mit dem Transportmix inkubiert und standardmafig weiterverfahren.

2.2.17.1.5. Transportblockierung durch ATP-Depletierung

Das ATP der Zellen wurde depletiert, indem einerseits auf ATP bzw. ein ATP-
regenerierendes System verzichtet wurde, andererseits Apyrase (100U/ml) dem
Transportmix zugefiigt wurde. Der Transportansatz wurde vor seiner Zugabe auf die Zellen

fur 15 min auf Eis vorinkubiert.

Apyrase: 2000 U/ml

2.2.17.1.6. Transportblockierung durch Inkubation des Transports bei 4°C

Anstatt den Transport bei RT flir 15 min durchzufihren, wurde bei dieser

Transportblockierung die Inkubation auf Eis fir 20 min durchgefuhrt.

2.2.17.1.7. Transportblockierung in Gegenwart von RanQ69L

RanQ69L ist eine GTPase-defiziente Punktmutante von Ran, die selbst in Gegenwart von
RanGAP1 (cytoplasmatisch) GTP-gebunden bleibt.

RanQ69L 15 uM
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3. Ergebnisse

3.1. Identifizierung von NLS in Linker-Histonen

Die Selektivitat des Imports von Proteinen in den Kern wird durch Kernlokalisierungssignale,
die nur in Kernproteinen vorkommen, gewahrleistet. Diese Signale, die gleichzeitig essentiell
und hinreichend fir den Kernimport sind, kénnen uberall in der Aminosaure-Sequenz
lokalisiert sein. Zu Beginn der NLS-Studien wurden zwei Haupttypen von
Kernlokalisierungssignalen beschrieben, welche in vielen karyophilen Proteinen vorkommen.
Zunachst wurde im groRen T-Antigen von SV40-Viren ein basisches Aminosaure-Heptamer
als NLS beschrieben (Kalderon et al., 1984). Der zweite NLS-Typ wurde im Nucleoplasmin
entdeckt (Robbins et al., 1991). Das NLS vom Nucleoplasmin-Typ besteht auch aus kurzen
basischen Sequenzen mit funktionell kritischen basischen Aminosauren, ist aber zweigeteilt.
In den letzten Jahren sind eine Reihe weiterer Kernlokalisierungssignale charakterisiert
worden, die sich von diesen klassischen Typen unterscheiden. Die Diversitat der
Kernimportsignale flir Proteine ist inzwischen schon viel groRer als noch vor kurzem erwartet
wurde. Die NLS des Ribonucleoproteins A1 (hnRNP A1), welches an der mRNA-Reifung
beteiligt ist, besteht aus einem Abschnitt von 38 Aminosauren (Michael et al., 1995). Diese
Region ist reich an Glycin und aromatischen Aminosauren. Die NLS der ribosomalen
Proteine enthalt zwar zahlreiche basische Aminosauren, besitzt aber keine Ahnlichkeit mit
dem klassischen NLS-Motiv. Die Histone besitzen zwei Arten von strukturell
unterschiedlichen NLS: NLS-Typ 1 ist reich an basischen Aminosauren und in den
unstrukturierten aminoterminalen bzw. carboxyterminalen Domanen der Histone lokalisiert.
NLS-Typ 2 ist relativ hydrophob und umfasst die hochstrukturierte globuldre Domane. Bisher
wurden diese beiden NLS-Typen nur in dem replikationsunabhangig exprimierten H1°-Histon
(Schwamborn et al., 1999) und in den Core-Histonen (Baake et al., 2001a) identifiziert. Von
dem Replacement-Histon H1° und dem testikular exprimierten H1t unterscheiden sich finf
replikationsabhangig exprimierte H1-Histone (H1.1-H1.5). Angesichts der grundsatzlichen
Sequenzhomologien dieser H1-Normaltyp-Histone mit dem Replacement-Histon H1°
einerseits und ihrer divergierenden Expression wahrend des Zellzyklus andererseits,
erscheint eine vergleichende Studie der Mechanismen ihres Kernimports interessant.

In dieser Arbeit wurden flir einen replikationsabhangigen H1-Haupttyp die
Sequenzabschnitte, die als NLS fungieren, bestimmt. Fir die Analysen wurde das
H1.2-Histon ausgewahlt und in in vivo Transfektionexperimenten untersucht. In den
Transfektionsstudien wurde, wie im Fall des H1°-Histons, die allgemeine Domanenstruktur
der Histone berlcksichtigt, um eine Allgemeingultigkeit der NLS-Einteilung in Typ 1 bzw.

Typ 2 zu Uberprifen. Um die Aminosauresequenz des NLS-Typ 1 in H1° einzugrenzen und
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naher zu charakterisieren, wurden sukzessiv verklrzte Abschnitte eines C-terminalen

Fragments von H1° (pKS 18) in Transfektionsexperimenten analysiert.

3.1.1. Klonierung der H1/B-Galaktosidase-Chimare

Zur Identifizierung von NLS wurden HelLa-Zellen mit Expressionsplasmiden, die Fusionsgene
von H1.2 und H1° bzw. einzelnen Fragmenten dieser H1-Histongene mit dem f3-
Galaktosidasegen enthielten, transfiziert. [B-Galaktosidase, ein bakterielles Protein, ist
aufgrund seines hohen Molekulargewichts (~116 kDa), seiner cytoplasmatischen Verteilung
und nicht zuletzt dadurch, dass sich die intrazellulare Lokalisation der Fusionsproteine
eindeutig durch indirekte Immunfluoreszenz nachweisen Iasst, ein geeignetes
Reporterprotein (Burglin et al., 1987; Schmolke et al., 1995).

Durch Insertion einer ,poly cloning site“ (multiple Klonierungsstelle, MCS) vor das [3-
Galaktosidasegen in pSVp (Clontech) wurde ein geeigneter Expressionsvektor (pKS 10) mit
drei weiteren Restriktionsschnittstellen (Bglll, Nhel und Nrul) konstruiert (Schwamborn et al.,
1998). Das H1-Gen bzw. Genfragmente wurden vor das 5’-Ende des -Galaktosidasegens in
pKS10 kloniert. Die Genfragmente von H1.2 wurden durch PCR mit Primern (die Primer
waren so konstruiert, dass die Fragmente am 5’-Ende eine Bglll- und am 3’-Ende eine Nhel-
Restriktionsschnittstelle enthielten) aus dem Cosmid (Cosmid C3) amplifiziert. Nach einer
Restriktionsspaltung mit Bglll und Nhel wurden die PCR-Produkte in den pKS 10-Vektor, der
mit Bglll/Nhel linearisiert und anschlieRend dephosphoryliert worden war, ligiert. Die Inserts
des H1°-Gens bzw. der H1°-Genfragmente wurden entweder mit PCR aus pWA 312 durch
Amplifikation generiert (hier waren die Primer so konzipiert, dass sie die entsprechenden
Restriktionsschnittstellen fur die anschlieRende Klonierung in pKS 10 besalien) oder durch
direktes ,Annealen“ zweier synthetischer Oligonucleotide hergestellt (hier waren die
Oligonucleotide so konzipiert, dass sie nach dem Annealen Bglll bzw. Nhel Gberhangende
Schnittstellen hatten und daher nach Hybridisierung nicht mehr geschnitten werden
mussten). Im Fall hybridisierter Oligonucleotide erfolgte vor der Ligation in den
dephosphorylierten  pKS 10-Vektor die  Phosphorylierung der  doppelstrangigen
Oligonucleotide. Nach erfolgter Klonierung und einer genauen Sequenzkontrolle wurden die
einzelnen Konstrukte mittels Elektroporation transient in HelLa-Zellen transfiziert. Die
subzelluldare Lokalisation des exprimierten Fusionsproteins wurde durch indirekte

Immunfluoreszenz nachgewiesen.

3.1.2. Das Transfektionssystem

Systeme fir die Analyse des nucleo-cytoplasmatischen Transports in h6heren Eukaryonten,

basieren entweder auf in vitro Rekonstitutionsexperimenten oder auf der Einflhrung
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nucledrer Substrate in geeignete Zellen. Von diesen in vivo Ansatzen findet haufig die
Mikroinjektion von Proteinen oder der Gebrauch von Expressionsplasmiden Anwendung. Es
gibt verschiedene Methoden, die, in Abhangigkeit von der Zielsetzung, dazu benutzt werden
kénnen, DNA in Saugetierzellen einzufiihren. Diese Methoden schlieRen die direkte
Mikroinjektion der DNA in den Zellkern, die Inkorporation der DNA in Lipid-Vesikeln
(Liposomen), die mit der Plasmamembran fusionieren und das Versetzen von Zellen mit
einem kurzen elektrischen Impuls (Elektroporation), der transient Poren in der Membran
offnet, durch welche dann DNA aufgenommen werden kann, ein.

In dieser Arbeit wurden Hela-Zellen ausschlief3lich durch Elekroporation transfiziert. Dabei
lag die Anzahl transfizierter Zellen um 5%. Fur eine Elektroporation wurden 25 yg DNA und
2 x10° Zellen eingesetzt. 48 Stunden, das entspricht ca. 2 Generationszeiten, wurden die
Zellen nach der Elektroporation bei 37°C inkubiert. Danach erfolgte die Detektion des
transportierten Materials mit einem kommerziell erhaltlichen polyklonalen Antikérper gegen
das Reportergen (leicht nachweisbares Gen) -Galaktosidase und einem TRITC-markierten
Zweitantikorper, der leicht mit dem Fluoreszenzmikroskop detektiert werden konnte. Zur
Einbetten der Zellen (Kap. 2.2.17) wurde ein Medium verwendet, das DAPI zum Anfarben
der DNA enthielt. Der Kern konnte auf diese Weise deutlich vom Cytoplasma unterschieden
werden. Die mikroskopische Betrachtung und photographische Befunddokumentation fand

direkt im Anschluss an die Einbettung der Zellen statt.

3.1.3. Zwei strukturell unterschiedliche NLS-Typen in H1.2

Das ganze H1.2 und die einzelnen Domanen von H1.2 wurden als Fusionskonstrukte mit 3-
Galaktosidase in Transfektionsstudien analysiert. Abbildung 7A zeigt den Aufbau der
Fusionskonstrukte aus H1.2-Anteil und dem B-Galaktosidase-Gen. In Abbildung 7B sind
reprasentative Immunfluoreszenzbilder fir die einzelnen Fusionsproteine dargestelit.

In den Kerntransportexperimenten zeigten die Zellen, die mit dem Kontrollplasmid ohne
Histonanteil (pKS 10) transfiziert worden waren, ausschlieBlich cytoplasmatische
Fluoreszenz. HelLa-Zellen, die mit der H1.2/B-Galaktosidase-Chimare (pAB 6) transfiziert
wurden, zeigten ausschlieRlich Fluoreszenz im Kernplasma. Sowohl fir die globulare
Domane (pAB 4), als auch fir den C-terminalen Bereich (pAB 5) von H1.2 konnte eine
nucleare Verteilung der Fusionsproteine beobachtet werden. Dagegen wiesen die Zellen, die
Fusionsproteine mit der N-terminalen Domane exprimierten, ein  ahnliches
Fluoreszenzmuster auf, wie es fir die Kontrolle (pKS 10) beschrieben wurde. Die N-
terminale Domane von H1.2 (pAB 3) verblieb bei >90% der transfizierten Zellen als

Fusionsprotein exklusiv im Cytoplasma, sie enthalt also kein potentielles NLS.
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Abb. 7. Nachweis des NLS-Typ 1 und Typ 2 in dem H1.2-Histon. In A sind die transfizierten Plasmide
der H1.2/B-Galaktosidase-Chimaren schematisch zusammengefasst. Abk.: P: Promotor, MCS: Multi-
Cloning-Site, AS: Aminosauren. Die dicken horizontalen Balken reprasentieren die entsprechenden
H1.2-Fragmente. Die vertikalen schwarzen Linien stehen fiir die basischen Aminosauren Arginin und
Lysin. Rechts ist die Lokalisation der Fusionsproteine in HelLa-Zellen dargestellt. Abk.: N =
Kernlokalisation, C = Cytoplasmalokalisation.
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In B sind reprasentative Immun-
fluoreszenzbilder der Transfektions-
studien mit H1.2/B-Galaktosidase-
Chiméaren, die die Aminosauren 1-212
(pPAB 6), 1-36 (pAB 3), 37-113 (pAB 4)
und 114-212 (pAB 5) von H1.2
enthielten, gezeigt. HeLa-Zellen wurden
mit diesen Konstrukten durch
Elektroporation transient transfiziert. Die
Lokalisation der Genprodukte wurde
nach 48 Stunden mit Immunfluoreszenz
nachgewiesen. Als Erstantikérper wurde
ein polyklonaler Antikbrper gegen [3-
Galaktosidase (Verdinnung 1:1000) und
als Zweitantikorper ein TRITC-markierter
Antikorper gegen IgG der Maus
verwendet (Verdinnung 1:200). Die
Genprodukte von den Konstrukten
pAB4, pAB 5 und pAB6 wurden
ausschlieBlich im Kern beobachtet. Das
Genprodukt mit der aminoterminalen
Domane (pAB 3) hingegen war nicht
transportkompetent. Zur Kontrolle wurde
pKS 10 in HeLa—Zellen transfiziert. Das
Genprodukt, die B-Galaktosidase, wurde
ausschlieRlich im Cytoplasma
nachgewiesen.



Ergebnisse

Zusammenfassend wurde in diesen Experimenten gezeigt, dass H1.2 wenigstens zwei
Kernlokalisierungssignale besitzt. Diese NLS sind strukturell voneinander zu unterscheiden.
Wahrend der Import der globularen Domane wahrscheinlich analog zum H1°-Histon durch
die ihr zugrunde liegende Sekundarstruktur vermittelt wird, erreicht der C-terminale
ausgestreckte Bereich seine Kernlokalisierung Uber einzelne basische Sequenzmotive. Der
Import scheint hier nur von der Primarstruktur abzuhangen.

Diese Ergebnisse decken sich mit den Beobachtungen fir das H1°-Histon, fir das
wenigstens vier NLS beschrieben wurden (Schwamborn et al., 1999). Neben der
Transportkompetenz fur die globuldre Domane (NLS-Typ 2) wurden drei NLS vom Typ 1 in
der C-terminalen Domane nachgewiesen. Der N-terminale Bereich von H1° hatte, wie jetzt

hier fir H1.2 gezeigt wurde, nicht als NLS fungiert.

3.1.4. Minimale Kernlokalisierungssignale in H1°

Die Transportkompetenz kleiner Abschnitte der carboxyterminalen Domane von H1° wurde
in Transfektionsstudien untersucht, um eine minimale Typ 1-NLS in dem H1°-Histon zu
definieren. Dazu wurden von dem bereits analysierten carboxyterminalen Konstrukt pKS 18,
das ein funktionelles NLS-Reporterprotein exprimiert, kirzere Fragmente kloniert (siehe Abb.
8) und in HelLa-Zellen transfiziert. Die Konstrukte pAB 55 (Aminosauren: 119-141) und pAB
56 (Aminosauren: 96-118) enthielten jeweils die Halfte des C-terminalen Fragments von
pKS 18, ihre Genprodukte wurden beide im Kern detektiert (Abb. 8B, oben links). Neben
dieser deutlichen Fluoreszenz im Kernplasma traten vereinzelt Zellen auf (<20%), in denen
sowohl das Kernplasma, als auch das Cytoplasma nahezu homogen gefarbt waren (Abb. 8B,
oben rechts). Eine weitere Verkleinerung dieser Fragmente fuhrte zum vélligen Verlust der
Kernfluoreszenz. Eine Ausnahme stellte in diesem Zusammenhang nur das Konstrukt pAB
62 dar. Dieses Fusionsprotein mit dem H1°-Genfragment (Aminosauren 118-130) wurde in
beiden Kompartimenten detektiert. Diese Sequenz hat daher nur eine sehr eingeschrankte
Transportkompetenz oder -spezifitat. In diesen Experimenten weisen die importkompetenten
minimalen NLS also folgende Sequenzen auf: Peptid 1 (in pAB 56):
AKSDEPKKSVAFKKTKKEIKKVA'® (23  Aminosduren). Peptid 2 (in pAB 55):
TPKKASKPKKAASKAPTKKPKAT™' (23 Aminosduren). Beide Peptide enthalten hohe
basische Anteile (39%) exklusiv in Form von Lysin-Resten, besitzen aber keine Ahnlichkeit
mit den Lysin-reichen klassischen NLS. Es ist daher unwahrscheinlich, dass die
entprechenden Fusionsproteine Uber einen Importin a/B-vermittelten Transport in den
Zellkern gelangen. Zusammenfassend konnte mit den Transfektionsexperimenten zur
Identifizierung von NLS in den Linker-Histonen gezeigt werden, dass sowohl H1°- als auch

H1.2-Histone Uber zwei strukturell unterschiedliche NLS-Typen verfligen.

-74-



Ergebnisse

A

pKS 20
pKS 18

pAB 56
pAB 55
pAB 60
pAB 61
PAB 62

pAB 63

N-terminale
Domane

Konstrukt AS 1

Globulare
Domane

94

C-terminale
Doméane

193  Lokalisation
]

1
B-Gal
LI > ~

[T

[|] > N

118-141

[T

—p N/C; N

95-110

[[lL —» N/C; N

109-117

—» C

118-130

131-141

—» N/C

11—

—- —» C
-
—I-

—» C

Abb. 8. Eingrenzung des NLS-Typ 1 von H1°. In A sind die transfizierten H1°/B-Galaktosidase-

Chimére schematisch &hnlich Abb.7 zusammengefasst.

Abk.: [B-Gal: B-Galaktosidase, AS:

Aminosauren. N = Kernlokalisation, C = Cytoplasmalokalisation, N/C: In einigen Fallen zeigte sich
eine homogene Verteilung der Fluoreszenz in beiden Kompartimenten. Zum Aufbau des Grundvektors
siehe Abb. 7.

In B sind reprasentative Immun-
fluoreszenzbilder fir die angegebenen
Konstrukte (Vergleich in A) gezeigt.

Die H1° Abschnitte in pAB 56 und
pAB 55 erwiesen sich als minimale
NLS. Die Fluoreszenz der
Genprodukte beider Konstrukte wurde
bei den meisten Zellen ausschlief3lich
im Kern (linke Spalte), bei wenigen
Zellen in  beiden Kompartimenten
detektiert  (rechte  Spalte). Das
Genprodukt von pAB 62 wurde nur in
beiden Kompartimenten gleichzeitig
nachgewiesen und besitzt daher nur
eine eingeschrankte Transport-
kompetenz. Die Genprodukte der
weiteren Konstrukte waren nur im
Cytoplasma nachweisbar. Als
ErstantikGrper wurde ein kommerzieller
polyklonaler Antikbrper gegen [3-
Galaktosidase (Verdinnung 1:1000),
und als Zweitantikbrper ein TRITC-
markierter Antikbrper gegen IgG der
Maus verwendet (Verdinnung 1:200).

Beide NLS-Typen wurden bereits

fur die Core-Histone (Baake et al., 2001a) und das H1°-Histon beschrieben (Schwamborn et
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al., 1998) und sind wahrscheinlich allen Histonen inharent. Die Transportkompetenz des
NLS-Typ 1 basiert auf seiner Primarstruktur, die einen hohen Anteil basischer Aminosauren
aufweist. Der NLS-Typ 2 ist relativ hydrophob (~18 % basische Aminosauren), stellt aber im
Gegensatz zum NLS-Typ 1 eine hochstrukturierte Domane dar.

Der NLS-Typ 1 wurde fir das H1°-Histon auf eine minimale Sequenz eingegrenzt. Es konnte
gezeigt werden, dass sich die Sequenzen mit NLS-Funktion aus wenigstens 23 Aminosauren
aufbauen. Diese Sequenzen sind duRerst basisch (IP ~11), besitzen aber keine Ahnlichkeit
mit den klassischen NLS. Es ist anzunehmen, dass ahnliche minimale Sequenzen mit NLS-

Funktion in weiteren Bereichen der C-terminalen Domane lokalisiert sind.

3.2. Mechanismen des Kern-Imports von unterschiedlichen H1-

Kernlokalisierungssignalen

Nach der erfolgten Identifizierung von verschiedenen Kernlokalisierungssignalen in Linker-
Histonen bestand ein nachstes Ziel dieser Arbeit in ihrer naheren funktionellen
Charakterisierung. In den dargestellten in vivo Transfektionsexperimenten konnten Regionen
identifiziert werden, die Uber Kernlokalisierungsaktivitaten verfiigen. Diese Regionen missen
nicht notwendig bona fide NLS reprasentieren, z.B. in dem Sinne, dass sie von nuclearen
Transportrezeptoren erkannt werden, sondern sie kdnnten auch mit anderen NLS-tragenden
Proteinen (,piggy-back“-Import) assoziieren (Booher et al., 1989), um auf diese Weise Uber
externe NLS in den Kern zu gelangen. Um diese Frage zu klaren, wurden die Mechanismen
fur den Transport der einzelnen H1-NLS im Detail untersucht.

In Zusammenarbeit mit Dr. Goérlich (Heidelberg) war mit einer Kombination aus in vitro
Rekonstitutionsexperimenten und  Bindungsstudien gezeigt worden, dass ein
Importin B/Importin 7 Heterodimer der funktionelle Import-Rezeptor fur die H1-Histone in
héheren Eukaryonten ist (Jakel et al., 1999). Einerseits konnte der nucleare Import von H1-
Histonen in einem cytosolfreien in vitro Importsystem mit rekombinantem Importin 3 und
Importin 7 rekonstituiert werden, andererseits wurde eine direkte physikalische Interaktion
von H1-Histonen mit Importin [ und Importin 7 nachgewiesen. In den
Affinitatschromatographien wurden H1-Histone (Kalbsthymus H1 und rekombinantes
humanes H1°) nach Biotinylierung an Streptavidin-Agarose immobilisiert und im Anschluss
mit HelLa-Extrakten bzw. E.coli-Lysaten, in denen bestimmte Importrezeptoren exprimiert
waren, inkubiert. Importin 3 und Importin 7 wurden dabei spezifisch an H1-Histonen
gebunden. Diese Bindung war hochkooperativ, d.h. Importin  und Importin 7 zeigten, wenn
sie unabhangig voneinander mit H1-Histonen untersucht wurden nur eine schwache bzw.
moderate Affinitdt zu H1-Histonen, verhielten sich aber in Kombination synergistisch.

Der Importkomplex war naher charakterisiert worden, indem verschiedene Bindungsstellen in

Importin (B einerseits zu Importin 7, andererseits auch zu den H1-Histonen definiert wurden.
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Alle weiteren Bindungsstellen in dem vermeintlich trimeren Komplex blieben ungeklart.

Anknupfend an diese Ergebnisse, wurde im folgenden die Frage nach den funktionellen
Faktoren der unterschiedlichen H1-NLS bearbeitet. Dazu wurde zunachst die physikalische

Interaktion einzelner Histon-Domanen zu den einzelnen Importfaktoren untersucht.

3.2.1. Biochemische Untersuchungen der Interaktion von H1 bzw. H1-Fragmenten mit

Transportfaktoren

Um fir ein bestimmtes Protein bzw. fir Proteinabschnitte interagierende Partner zu finden,
kénnen verschiedene Vorgehensweisen angewendet werden. Von den biochemischen
Methoden werden Affinitdtschromatographie oder Koimmunprazipitation genutzt. Sie
erlauben den direkten Nachweis einer physikalischen Interaktion von Molekdlen.

Fur die Affinitdtschromatographie sind verschiedene Konstellationen denkbar; so kann z.B.
ein Protein Uber einen geeigneten ,Tag" an einer Matrix immobilisiert werden, um einen
potentiellen Bindungspartner aus Reticulocytenlysat anzureichern. Ferner kénnen bereits
bekannte rekombinant exprimierte Bindungspartner auf eine potentielle Interaktion mit

einzelnen Liganden untersucht werden.

3.2.1.1. Herstellung von Chiméaren von H1l-Histonen bzw. Histonfragmenten mit

z-Peptiden

Durch Affinitdtschromatographien von Reticulocytenlysat an matrixgekoppelten Liganden
lassen sich mit dem Liganden interagierende Komponenten isolieren und immunochemisch
oder durch Peptidsequenzierung identifizieren. Zu diesem Zweck wurden zunachst Chimare
der H1-Histone (H1°, H1.2) bzw. einzelner Fragmente von H1-Histonen mit aminoterminalen
,Z-Peptiden hergestellt. Das ,z“-Peptid basiert auf der B-Domane des Proteins A (S. aureus)
und bindet die Fc-Region von humanem IgG. Die H1-Chimare mit zwei ,z“-Peptiden (2z)
bzw. sechs ,z‘-Peptiden (6z) lielen sich daher einfach an einer IgG-Sepharose-Matrix
immobilisieren. Die H1-Gene wurden aus den entsprechenden pKS-Vektoren des
Transfektionssystems (siehe Kap. 3.1 und Dissertation: K. Schwamborn, 1998) in einen
geeigneten Vektor subkloniert. Neben einem ,Polyhistidin-Tag“ sollten die rekombinanten
Proteine Uber einen ,2z-Tag“ verfligen. Als Ausgangsplasmid wurde der pQE70-Vektor in 5'-
Richtung der MCS mit der kodierenden Sequenz flr den ,2z-Tag“ konstruiert. Dieser
sogenannte p2z70-Vektor wurde von Dr. F. Rudt (Géttingen) zur Verfiigung gestellt (Abb. 9).
Der p2z70-Vektor enthielt eine BamHI Schnittstelle in der MCS, die fir die Klonierung
samtlicher ,2z-Tag“-Chimare benutzt wurde, um die H1-Genfragmente in den Vektor
einzufihren. Dazu wurde der p2z70-Vektor mit BamHI geschnitten und im Anschluss
dephosphoryliert. Die Gene wurden durch PCR aus dem entsprechenden Plasmid

amplifiziert. Die Primer wurden so gewahlt, dass die Fragmente sowohl am 5'- als auch am
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3’-Ende die Sequenzen flir die BamHI Restriktionsschnittstelle, enthielten. Nach einer
Restriktionsspaltung mit BamHI, wurden die PCR-Produkte fir die Ligation in den
vorbereiteten p2z70-Vektor verwendet. Der p2z70-Vektor enthalt den T5-Phagen-Promotor.
Zwei lac-Operatorsequenzen sichern eine effiziente Repression des T5-Promotors. Eine 6 x
Histidin-kodierende Sequenz liegt in 3'-Richtung zur MCS. Ein B-Lactamasegen (bla) sorgt
fur eine Resistenz gegen Ampicillin (siehe Kap. 2.1.8.3, Abb. 6). Die Expression der
rekombinanten Proteine wird durch die Zugabe von Isopropyl-3-D-thiogalactosid (IPTG)
induziert, das an den lac-Repressor bindet und ihn dadurch inaktiviert. Die E.coli-Stamme
zur Expression der rekombinanten Proteine sind in Material und Methoden (Kap. 2.1.8.1)
aufgefuhrt. Ein typisches Expressionsmuster von H1°- bzw. H1.2-Liganden ist in Abbildung
10 gezeigt.
BamHI

p2z70-Vektor — P+ 2z Histon H1 6 x His |

Abb. 9. Klonierung von 2z-Chimaren mit dem p2z70-Vektor. Die Histongene wurden mit der PCR
amplifiziert und in die BamHI-Schnittstelle des p2z70-Vektors kloniert. In der Kontrollregion (P) des
Vektors sind die Promotorregion des T5-Phagen integriert und zwei lac-Operator-Elemente. Die
Induktion erfolgte mit Isopropyl-B-D-thiogalactosid (IPTG).

Die Aufreinigung der rekombinanten Proteine erfolgte Uber Metall-Affinitatschromatographie
an einer Nickel-NTA-Matrix (siehe Kapitel 2.2.6.5). Bei dieser Methode werden die Ni**-lonen
der Nickel-NTA-Matrix von den Histidin-Resten chelatisiert. Zur Elution der gebundenen
Proteine wird im Allgemeinen mit einer Imidazol-Lésung inkubiert. Imidazol konkurriert mit
den Histidin-Resten um die Bindungsstellen an den Ni**-lonen. Durch ausreichend hohe
Konzentrationen an Imidazol werden die Proteine vollstandig verdrangt.

Nicht alle H1-Fusionsproteine, die flr die Affinitdtschromatographie konstruiert wurden,
lieBen sich unter nativen Bedingungen aufreinigen. Bis auf die Chimaren mit der globularen
Domane oder der N-terminalen Domane der Histone H1° bzw. H1.2 bildeten alle weiteren
Histon-Fragmente unlésliche Aggregate (,inclusion bodies) und wurden unter
denaturierenden Bedingungen (6 M Harnstoff bzw. Perchlorsdure) aufgereinigt. In Tabelle 2
sind die Liganden und das entsprechende Aufreinigungsprinzip angegeben.

H1-Liganden, die unter nativen Bedingungen aufgereinigt wurden, wurden nach ihrer Elution
in einen geeigneten Bindungspuffer dialysiert. Die Liganden, die nur unter denaturierenden
Bedingungen mit Harnstoff aufgereinigt werden konnten, wurden in der Dialyse suksessive
von Harnstoff befreit und auf diese Weise in ihre natirliche Konformation zurlickgefaltet.
Liganden, die durch Perchlorsdure-Extraktion aufgereinigt wurden, konnten nach ihrer
Fallung mit Isopropanol und anschlie®endem Lyophilisieren in Bindungspuffer gelést werden.
Im letzten Schritt wurden die entsprechenden Lésungen der Liganden mit IgG-Sepharose

inkubiert, so dass die Fusionsproteine Uber ihren ,2z-Tag" mit hoher Affinitat an IgG binden
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konnten. Die  immobilisierten Histon-Fragmente ~ wurden  schlieBlich ~ durch
Affinitatschromatographie mit Gesamt-Cytosol (Reticulocytenlysat) oder mit rekombinanten
Proteinen auf eine direkte physikalische Interaktion untersucht. An dieser Stelle sei
angemerkt, dass eine Aufreinigung unter denaturierenden Bedingungen mit Harnstoff in der
Regel groRere Ausbeuten an Proteinen lieferte, wahrend mit der Perchlorsaure-Extraktion in
der Regel reinere Proteine gewonnen wurden. Aufgrund der Vor- und Nachteile, die beide

Methoden aufwiesen, kamen beide Techniken zur Anwendung.

Protein AS Fusionsanteile Vektor Expression in Reinigung

H1° 3-189 2z/6His p2z70 E.coli denaturierend
H1° | 1-20 |  2z/6His p2z70 | Ecoli | nativ |
H1° | 21-95 |  2z/6His p2z70 | Ecoli | nativ |
H1° | 95-193 | 2z/6His p2270 | E.coli | denaturierend |
H1° | 95-141 | 2z/6His p2z70 | E.coli | denaturierend |
H1° | 142-159 | 2z/6His p2z70 | E.coli | denaturierend |
H1° | 160-193 |  2z/6His p2z70 | E.coli | denaturierend |
H12 | 1212 |  2z/6His p2z70 | E.coli | denaturierend |
H12 | 137 |  2z/6His p2z70 | Ecoli | nativ |
H12 | 37-114 | 2z/6His p2z70 | E.coli | nativ |
H1.2 | 114-212 | 2z/6His p2z70 | E.coli | denaturierend |
BB | - | 2z/6His pQE30 | Ecoli | nativ |
L23a | - |  4z6His PQE30 | Ecoli | nativ |

Tab. 2. In Affinitadtschromatographie mit Reticulocytenlysat eingesetzte rekombinante Proteine. Die
H1-Fragmente und die Kontrollproteine (IBB: Importin B-bindende Doméane von Importin a und das
ribosomale Protein L23a) wurden im ersten Schritt Uber ihren C-terminalen ,Histidin-Tag“ (6His)
entweder nativ oder denaturierend aufgereinigt. In einem zweiten Schritt wurden die Proteine Uber
ihren N-terminalen ,z-Tag" an IgG-Sepharose immobilisiert.
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Abb. 10. Schematische Darstellung der H1°- bzw. H1.2-Fusionsproteine mit N-terminalen ,z-Tags".
Jedes dieser H1-Fragmente wurde bereits als [3-Galactosidase-Konstrukt in vivo hinsichtlich seiner
Importkompetenz untersucht. Mit den 2z-Fusionsproteinen [(z),] wurden Affinitdtschromatographien
durchgefiihrt, um interagierende Importfaktoren zu identifizieren. Einige Konstrukte enthielten 6z-
Peptide [(z)s], die in Bindungsstudien nur eingeschrankt verwendet werden konnten. Von einigen H1-
Fragmenten wurden beide Konstruktarten hergestellt, um die Aktivitdt von einzelnen
Interaktionspartnern mit 6z-Peptiden in in vitro Rekonstitutionen zu testen, (sie sind mit einem roten
Stern gekennzeichnet). Am unteren Ende ist der Vektor vereinfacht dargestellt. Abk.: his: 6 x Histidin,
z: z-Peptid, N-: N-terminales Ende, -COOH: carboxyterminales Ende, MCS: Multiple Klonierungs-Seite
(divergierend bezuglich p2z70 (s.0.) und p6z70) AS: Aminosauren. P: Promotor.
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Alle Chimaren von den H1-Histonen bzw. Histonfragmenten mit z-Peptiden, die in dieser
in Abbildung 10

zusammengefasst. Von einigen Histon-Fragmenten wurden sowohl 6z- als auch 2z-Chiméare

Arbeit hergestellt wurden, sind in der schematischen Darstellung
hergestellt; denn im Allgemeinen lieRen sich die 2z-Chimare in Bindungsexperimenten
effektiver analysieren, wahrend die 6z-Chiméaren in in vitro Rekonstitutionen (siehe 3.2.2)
eingesetzt wurden, um mit Hilfe des grofieren Fusionsanteils eine passive Diffusion in den

Zellkern zu minimieren.
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Abb. 11. Gelelektrophoretische Auftrennung von 2z/H1-Chimaren. lllustration der Expression von
2z/H1-Chimaren in E.coli am Beispiel der Histone H1° (A), der C-terminalen Fragmente von H1° (B)
und H1.2 (C). H1 bzw. Fragmente von H1 wurden als 2z-Chimére und als 2z-Chiméare mit einem C-
terminalen B-Gal Anteil (~420 AS) in E.coli nach Zugabe von 1 mM IPTG induziert. Die Lysate mit und
ohne B-Gal Anteil sind jeweils alternierend gelelektrophoretisch getrennt worden (SDS-PAGE, 10%
bzw. 15%) ,+“ kennzeichnet die Fusionen mit und ,-“ ohne B-Gal. Abk.: AS: Aminosauren. Fir die
Bindungsstudien wurden nur die einfachen 2z-Chimare verwendet.
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Ferner wurden von den meisten H1-Histonen bzw. Histonfragmenten Fusionsproteine
hergestellt, die sowohl einen N-terminalen 2z-Tag als auch einen C-terminalen B-Gal (~420
AS)-Tag (enthielt die ersten 420 N-terminalen Aminosauren von [3-Galaktosidase) enthielten.
Dieser zusatzliche (-Gal (~420 AS)-Tag wurde mit der Intention eingefuhrt, die
Fusionsproteine der H1-Histonfragmente zu vergréfiern, um dadurch eine passive Diffusion
in in vitro Rekonstitutionsexperimenten (siehe 3.2.2) zu reduzieren. Die Expression der 2z-
Chimaren mit bzw. ohne den (3-Gal (~420 AS)-Tag in E.coli ist in Abbildung 11 dargestellit.

3.2.1.2. Aufreinigung von RanQ69L

Eine Eigenschaft von Importin/Substrat Interaktionen ist ihre Sensitivitdt gegenlber Ran-
GTP, das an den Rezeptor bindet und die Dissoziation des Importin/Substrat-Komplexes
bewirkt (Rexach und Blobel, 1995; Siomi et al.,1997). Dieser Effekt wird gemeinhin genutzt,
um die Spezifitat der Importin/Substrat Bindung zu kontrollieren. RanQ69L ist eine GTPase-
defiziente Punkt-Mutante von Ran, die GTP nicht signifikant zu hydolysieren vermag (Klebe
et al., 1995) und daher fast ausschlie3lich in der GTP-gebundenen Form vorliegt. RanQ69L-
GTP dient generell als Kontrolle fir die Spezifitdt von Importrezeptor/Substrat-Bindungen.

Far die nachfolgend beschriebenen affinitdtschromatographischen Analysen mit H1-Histonen
bzw. H1-Fragmenten wurde RanQ69L-GTP aufgereinigt. Das Plasmid fir RanQ69L wurde
von Dr. Rudt zur Verfigung gestellt. Die Praparation von RanQ69L-GTP wurde analog zu
Ran/TC4 (siehe Kap 3.2.2.1), jedoch in Gegenwart von GTP, durchgefiihrt. Fir die
Affinitatschromatographien wurde eine Ein-Schritt Aufreinigungsprozedur als ausreichend
erachtet. Die Reinheit des Uber Ni-NTA-Agarose aufgereingten Proteins lag bei den meisten
Praparationen um 90% (Abb. 12). Fur in vitro Rekonstitutionsexperimente (Kap. 3.2.2) wurde

RanQ69L-GTP hochrein Uber lonenaustausch-Chromatographie aufgereinigt.

KkDa RanQ69L ) , ,
Abb. 12. Praparation von RanQ69L-GTP. Die
164 — Aufreinigung von RanQ69L-GTP erfolgte iber seinen
97 == Polyhistidin-,Tag“. Die Bindung des rekombinanten
66 | P Proteins an die Ni-NTA-Saule erfolgte in Gegenwart
45 — —— von 1 mM GTP. Nach mehreren Waschschritten
— wurde RanQ69L-GTP mit einer Imidazol-Lésung
' (150 mM) eluiert. Nach Umdialysieren in einen
31T~~~ Hepes-Puffer wurde die Lésung
.‘ gelchromatographisch via SDS-PAGE (12.5%)
21 = analysiert. In der linken Spur ist das aufgetrennte
E.coli Lysat, in der rechten Spur das aufgereinigte
Protein gezeigt. RanQ69L-GTP wurde durch einfache
149 Affinitatschromatographie mit hoher Reinheit (~90%)
und guter Ausbeute (2pg/ml Kulturmedium) erhalten.

Die Proteine wurden durch Coomassie angefarbt.
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3.2.1.3. Bindung von Importrezeptoren an H1-Histone und H1l-Fragmente

Far die affinitdtschromatographischen  Analysen wurde Reticulocytenlysat  mit
Proteinaseinhibitoren versetzt und mit den entsprechend immobilisierten Affinitatsliganden
(2z/H1-Fragmente, siehe Tab. 2) inkubiert. In diesen Experimenten sollten die
Importrezeptoren, die spezifisch mit den H1-Fragmenten interagieren, identifiziert werden.
Um eine spezifische Bindung der cytosolischen Importrezeptoren (insbesondere von Importin
B und Importin 7 zu erreichen) wurden die Experimente in An- bzw Abwesenheit von
RanQ69L-GTP durchgefuhrt. Die ndhere Charakterisierung der gebundenen Proteine
erfolgte im Western-Blot mit Antikérpern gegen Importin 3, Importin 7. Die Antikérper wurden
von Dr. Dirk Goérlich (Heidelberg) zur Verfugung gestellt.

In Abbildung 13 sind die Bindungsexperimente mit den Fragmenten von H1-Histonen, der
IBB (Importin -bindende Doméne) und dem ribosomalen Protein L23a dargestellt. Die
immobilisierten Liganden wurden 3 Stunden bei 4°C mit Reticulocytenlysat in An- bzw
Abwesenheit von RanQ69L-GTP inkubiert und anschlieRend dreimal intensiv gewaschen.
Die gebundenen Proteine wurden mit 1.5 M MgCl,-Lésung eluiert, gefallt und durch SDS-
PAGE, gefolgt von Immunoblots mit spezifischen Antikbrpern gegen verschiedene Importine
und durch Coomassie-Farbung analysiert.

In Abbildung 13A sind die Experimente mit H1°-Fragmenten dargestellt. Wahrend an den N-
Terminus (pAB 13, AS 1-20) von H1° kein Faktor signifikant gebunden hatte, stellte man fir
alle anderen H1°-Liganden eine Bindung von Importin 3 bzw. Importin 7 (MG: 90-120 kDa)
fest, die hoch-spezifisch war; denn in Gegenwart von RanQ69L-GTP wurden die
entsprechenden Bindungen von Importin 3 bzw. Importin 7 reduziert oder vollig aufgehoben.
Als Kontrolle wurde die Bindung an das ribosomale Protein L23a, das neben Importin 8 und
Importin 7 sowohl Importin 5 als auch Transportin bindet, und an das IBB, das spezifisch von
Importin B erkannt wird, analysiert. Fir L23a konnte eine Bindung an Importin (3, Importin 7
Uber eine Westernblot-Analyse nachgewiesen werden (Abb. 13D). In Bezug auf IBB wurde
ebenfalls neben Importin 3 die Bindung von Importin 7 nachgewiesen. Importin 7 bindet nicht
direkt an die IBB-Domane; vielmehr bildet es unter geeigneten in vitro Bedingungen mit
Importin 3 ein stabilen Heterodimer (Goérlich et al.,1997). Zwischen den Bindungsmustern
des ganzen H1°-Histons (AS 3-189), der carboxyterminalen Domane (pAB 9, AS 95-193)
und den einzelnen Fragmenten der carboxyterminalen Domane (AS 95-141; AS 142-159; AS
160-193) wurden keine wesentlichen Unterschiede festgestellt (Abb. 13A, B). In allen Fallen
konnte eine spezifische Bindung von Importin B und Importin 7 nachgewiesen werden.
Ausserdem wurden weitere Proteine unterschiedlicher molekularer Massen, von denen zwei
als Nucleolin-Formen identifiziert wurden (Jakel et al., 1999), von den H1-Fragmenten
gebunden. Diese Bindungen waren jedoch nicht durch Zugabe von Ran69L-GTP zu
reduzieren bzw. aufzuheben.
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Abb. 13. Interaktion von Importrezeptoren mit H1-Domanen. H1°-Fragmente (in A und B) und H1.2-
Fragmente (in C) waren mit einem aminoterminalen ,2z-Tag" versehen, so dass sie sich leicht an IgG-
Sepharose immobilisieren lielen. Die Fragmente wurden auf ihre Bindung von Importrezeptoren aus
Reticulocytenlysat (Start) untersucht. Als Kontrollen dienten IBB (in A), das spezifisch Impf3 (und Imp7
indirekt Gber Impp) bindet und das ribosomale Protein L23a (in D), an das Impf3 und Imp7 und
ausserdem Trn, Imp5 und Impa (mangels spezifischer Antikérpern nicht nachgewiesen) binden. 20 pl
Matrix wurden mit 250 ul Reticulocytenlysat in Gegenwart oder Abwesenheit von RanQ69L-GTP
(15 uM) inkubiert. Die gebundenen Proteine wurden nach drei Waschschritten in 50 mM Tris-HCI pH
7.5, 300 mM NaCl, 5 mM MgCl, mit 1.5 M MgCl, eluiert, prazipitiert und durch SDS-PAGE und
Immunoblot oder, wenn nicht anders gekennzeichnet, durch Coomassie-Farbung analysiert. Die
Sterne kennzeichnen mit-eluierte Fusionsproteine.
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Ein abweichendes Bindungsmuster zeigte sich fur die globuldare Doméane (pAB 11, AS 21-
95). Wahrend alle anderen Liganden eine unbestimmte Anzahl an nicht identifizierten
Faktoren gebunden hatten, wurden von der globulare Doméane fast ausschlieBlich Importin 3
und Importin 7 (bzw. Proteine gleichen Molekulargewichts) gebunden. Nur eine weitere
Proteinbande wurde bei einem Molekulargewicht um 70 kDa (wahrscheinlich eine Nucleolin-
Form) nachgewiesen. IBB zeigte ein ahnliches Bindungsverhalten, neben Importin 3 und
Importin 7 wurde in den Bindungsexperimenten mit immobilisiertem IBB nur ein weiteres
Protein (MG ~70 kDa) nachgewiesen.

In Bezug auf die H1.2-Liganden kam man zu einem analogen Ergebnis (Abb. 13C). In
vergleichbaren Affinitdtschromatographien interagierte der N-Terminus (AS 1-37) mit keinem
Faktor aus dem Reticulocytenlysat signifikant. Hingegen wurde fir das ganze H1.2 (AS
1-212), die globulare Domane (AS 37-113) und fir die carboxyterminale Domane (AS 114-

212) eine spezifische Interaktion mit Importin B und Importin 7 nachgewiesen.

3.2.1.4. Praparation von Importrezeptoren

Um den H1-Importkomplex ndher zu charakterisieren, wurden die immobilisierten H1-
Fragmente mit aufgereinigten, rekombinanten Transportfaktoren inkubiert. Auf diese Weise
konnte untersucht werden, ob Importin 7 bzw. Importin  unabhangig voneinander an
einzelne H1-Doméanen bindet (wegen ihrer Neigung, ein Heterodimer zu bilden, konnte diese
Aussage mit den bisherigen Experimenten nicht getroffen werden) und, ob weitere Importine
mit H1-Domanen interagieren konnen. Zur Praparation von rekombinanten
Transportrezeptoren wurden uns die entsprechenden Plasmide von Dr. Gorlich (Heidelberg)
zur Verfligung gestellt. Da die Gene fir Importin 3, Importin 5, Importin 7 und Transportin in
pQE-Vektoren kloniert waren, konnten die Proteine in E.coli Uberexprimiert und tber ihren ,,6
x Histidin-Tag" aufgereinigt werden. Alle Aufreinigungen erfolgte unter nativen Bedingungen.
Die Reinheits- und GréRenkontrolle erfolgten anhand einer gelelektrophoretischen Analyse

und anschlieRender Coomassie-Farbung (Abb. 14).

3.2.1.5. Praparation von Importin a

Neben diesen Transportrezeptoren wurde Importin a (Impa) aufgereinigt, um potentielle
klassische Kernlokalisierungssignale in H1 zu identifizieren (Abb. 15). Importin a bindet als
Adapterprotein klassische NLS vom SV40 T-Antigen- bzw. Nucleoplasmintyp (Kalderon et
al.,1984; Dingwall und Laskey, 1991). Importin a selbst besitzt ein bipartites Signal in seiner
N-terminalen Region, die sogenannte IBB-Domane, die von Importin  erkannt wird (Gérlich
und Mattaj, 1996). In Assoziation mit Importin  transportiert Importin a Substrate mit einer

klassischen NLS in den Kern.
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Abb. 14. Gelelektrophoretische Auftrennung rekombinanter Importine. Dargestellt sind die
aufgereinigten, rekombinanten Importine. Neben dem Marker (Spur 1) wurden induzierte E.coli-Lysate
(Spur 2,4,6 und 8) und aufgereinigte Faktoren (Spur 3,5,7 und 9) tber SDS-PAGE (10%) getrennt und
mit Coomassie sichtbar gemacht. kDa (auf der linken Seite) gibt das Molekulargewicht der
entsprechenden Marker-Proteine in Kilodalton an. Die GréRe der Importine bewegt sich zwischen 90-
120 kDa.
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Abb. 15. Darstellung von Importin a (Impa). Zwei Fraktionen von aufgereinigtem Impa wurden
gelelektrophoretisch (SDS-PAGE, 12%) aufgetrennt und durch Coomassie-Farbung und Westernblot
(Immunoblot) nachgewiesen. Impa wurde in allen Praparationen im SDS-Gel als charakteristische
Doppelbande nachgewiesen. Die untere Bande ist ein N-terminal verklrztes Abbauprodukt des
ganzen Impa-Proteins.

Die kodierende Sequenz von Importin o war in den pQE70-Vektor, der am 3’-Ende des
kodierenden Bereichs die Sequenz fir eine Polyhistidindomane enthalt, kloniert. Die
Aufreinigung des Fusionsproteins erfolgte Uber Affinitdtschromatographie an Ni-NTA-
Agarose (Kap. 2.2.6.5).
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3.2.1.6. Schwach-kooperative Bindung von Importin 7 und Importin f an H1°-Histone

Jakel et al. (1999) konnten zeigen, dass Importin 7 und Importin  in Bezug auf den H1-
Kernimport synergistisch wirken. In Bindungsstudien war die Interaktion der einzelnen
Importrezeptoren an H1-Histone nur schwach. In Gegenwart beider Importine wurde eine
deutliche Steigerung der Bindungseffizienz beobachtet.

In dem folgenden Versuch wurde in affinitdtschromatographischen Untersuchungen die
Bindung von Importin 7 und Importin 3 an immobilisiertes H1° bzw. den C-Terminus von H1°
untersucht. Die Bindung von Importin 7 an das ganze H1°-Histon bzw. an die C-terminale
Domane von H1° war relativ schwach, die Bindung von Importin 3 war moderat. Waren beide
Faktoren gleichzeitig anwesend, konnte in Bezug auf die Importin 7-Bindung eine deutliche
Steigerung der Bindungseffizienz beobachtet werden, wahrend die Bindung von Importin 3

weitgehend unbeeinflusst blieb.
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Abb. 16. Schwache kooperative Bindung von Impp und Imp7 an H1° bzw. der C-terminalen Doméane
von H1°. Die H1°-Liganden (50 pmol) wurden an IgG-Sepharose immobilisiert. Die Inkubationen mit
Imp7 und ImpB (je 80 pmol) erfolgten in Gegenwart von 300 mM NaCl. Die gebundenen Proteine
wurden nach drei Waschschritten in 50 mM Tris-HCI pH 7.5, 300 mM NaCl, 5 mM MgCl, mit 1.5 M
MgCl, eluiert, prazipitiert und durch SDS-PAGE (10%) und Coomassie-Farbung analysiert. Die Sterne
kennzeichnen mit-eluierte H1°-Liganden. Impf und Imp?7 interagieren direkt mit H1° (AS: 3-189) bzw.
der C-terminalen Domane von H1° (AS: 95-193). In Gegenwart von ImpB bindet Imp7 wesentlich
effizienter an die H1°-Liganden.

Die gesteigerte Importin 7 Bindung in Gegenwart von Importin 3 ist wahrscheinlich auf die
Bildung des Rezeptor-Dimers, der von hoher thermodynamischer Stabilitat ist,
zurlckzufihren. Um  diese Hypothese zu Uberprifen, wurde in analogen
Bindungsexperimenten anstelle von Importin 7 eine mutierte bzw. verkirzte Importin 7-
Variante (siehe Kap. 3.3.2, Abb. 37) verwendet, die Importin (3 nicht effizient binden kann. In

diesen Experimenten konnte keine Kooperation nachgewiesen werden kdnnen.
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3.2.1.7. Interaktion rekombinanter Importine mit H1-NLS

In den folgenden Versuchen wurde die Interaktion von Importin B-ahnlichen Importinen mit
unterschiedlichen H1-Fragmenten analysiert. Die Inkubation von 2z-Chimaren mit
rekombinanten Importfaktoren wurde ahnlich zu der in Abbildung 13 beschriebenen
Vorgehensweise vorgenommen. An Stelle des Reticulocytenlysates wurden die
immobilisierten H1-Fragmente mit rekombinanten Proteinen inkubiert. Die Inkubation erfolgte
in einem Glycerin- und DTT-haltigen Tris-Puffer bei einer Salzkonzentration von 300 mM
(wenn nicht anders angegeben). In Abbildung 17 sind die Ergebnisse fiir die H1°-Fragmente
und in Abbildung 18 die Ergebnisse fiur H1.2-Fragmente dargestellt. Die gebundenen
Importfaktoren wurden mit 1.5M MgCl, eluiert, prazipitiert und nach ihrer
gelelektrophoretischen Auftrennung durch SDS-PAGE mit Coomassie angefarbt.

In diesen Analysen wurde die direkte Bindung von Importin (3, Importin 7, Importin 5 und
Transportin mit den ganzen H1-Histonen und der C-terminalen Domane von beiden H1-
Histonen (Abb. 17 und 18) nachgewiesen. Unter gleichen Bedingungen wurde ausserdem
eine Bindung von Importin 3 an die globuldren Domanen von H1.2 bzw. H1° nachgewiesen.
Im Gegensatz dazu fand keine signifikante Interaktion der anderen Importine mit dieser
Region statt. Es zeigte sich, dass die Affinitat von Importin 3 zur globularen Domane von H1-
Histonen geringer war, als die Affinitat von Importin B zu den C-terminalen H1-Domanen.
Wahrend Importin B unter sehr hohen Salzkonzentrationen (500 mM) signifikant mit C-
terminalen Bereichen interagierte, wurde unter diesen Bedingungen keine signifikante

Interaktion mit der globularen Domane nachgewiesen.

3.2.1.7.1. Importin 7, Importin 5 und Transportin haben nur eine geringe Affinitat zur

globularen Doméane von H1-Histonen

Zur Veranschaulichung der starken Salz-Abhangigkeit der Importin-Bindung an die Histon-
Fragmente wurde ein analoges Experiment beispielhaft fur H1°-Fragmente mit Importin 3
und Importin 7 bei niedrigen Salzkonzentrationen (140 mM NaCl) durchgeflihrt. Unter diesen
Bedingungen binden sowohl Importin 3 als auch Importin 7 an die globulare Domane von
H1° (Abb. 19). Ein analoges Ergebnis wurde fur H1.2 beobachtet (nicht gezeigt). Aus den
Daten, die bei 300 mM NaCl erhalten wurden, kann man im Vergleich zu den Ergebnissen
bei 140 mM NaCl schlief3en, dass die Affinitat der globularen Domane der H1-Histone zu
Importin 7 sehr viel weniger ausgepragt ist, als zu Importin . Affinitatschromatographien mit
Importin 5 und Transportin fihrten zu vergleichbaren Resultaten wie fir Importin 7. Beide
Importine interagierten bei hohen Salzkonzentrationen (300 mM) mit dem ganzen H1°-Histon
und der C-terminalen Doméane von H1°, jedoch nicht mit der globularen Doméane. Inkubierte

man dagegen bei niedrigen Salzkonzentrationen (140 mM), interagierten auch diese
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Importine schwach mit den globuldaren H1-Doméanen (nicht gezeigt). Versuche, die in
Gegenwart von RanQ69L-GTP durchgefihrt wurden, zeigten in allen Analysen eine

deutliche Reduzierung der spezifischen Importin/Substrat-Bindung.
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Abb. 17. Bindung von rekombinanten Importinen an H1° bzw. an Fragmente von H1°. Impf, Imp7,
Imp5 und Trn1 interagieren direkt mit der C-terminalen Doméane von H1° (95-193) in einer Ran-GTP
regulierten Weise. Imp[3 bindet zudem die globuldre Doméane von H1° (AS 21-95) spezifisch.
Rekombinantes Impf, Imp7, Imp5 und Trn1 (je ~150 pmol) wurden mit IgG-Sepharose, das mit
~50 pmol H1°-Liganden - mit Ausnahme von der globularen Domane (~150 pmol) - beladen war,
inkubiert. Die Inkubationen erfolgten in Gegenwart von 300 mM NaCl und in An- oder Abwesenheit
von RanQ69L-GTP (400 pmol). Die gebundenen Proteine wurden eluiert, prazipitiert und durch SDS-
PAGE (10%) mit Coomassie-Farbung analysiert. Die Sterne kennzeichnen mit-eluierte H1°-
Fragmente. Die Pfeile kennzeichnen die jeweiligen aufgetrennten Importine.
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Abb. 18. Bindung von rekombinanten Importinen an H1.2 bzw. an Fragmente von H1.2. Imp3, Imp7,
Imp5 und Trn1 interagieren direkt mit der C-terminalen Doméne von H1.2 (AS 114-212) in einer Ran-
GTP regulierten Weise. Imp bindet zudem die globulare Domane von H1.2 (AS 37-114) spezifisch.
Rekombinantes Imp, Imp7, Imp5 und Trn1 (je ~150 pmol) wurden mit IgG-Sepharose, das mit ~50
pmol H1.2-Liganden - mit Ausnahme von der globuldren Doméne (~150 pmol) - beladen war,
inkubiert. Die Inkubationen erfolgten in Gegenwart von 300 mM NaCl und in An- oder Abwesenheit
von RanQ69L-GTP (400 pmol). Die gebundenen Proteine wurden nach drei Waschschritten in 50 mM
Tris-HCI pH 7.5, 300 mM NacCl, 5 mM MgCl, mit 1.5 M MgCl, eluiert, prazipitiert und durch SDS-PAGE
(10%) mit Coomassie-Farbung analysiert. Die Sterne kennzeichnen mit-eluierte H1.2-Fragmente. Die
Pfeile kennzeichnen die jeweiligen aufgetrennten Importine.
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Abb. 19. Bindung von Impf und Imp7 an H1° bzw. an Fragmente von H1° bei 140 mM
Salzkonzentrationen. Die einzelnen Domanen von H1° wurden ahnlich den Experimenten in Abb.17 in
Affinitdtchromatographien mit Imp7 und Imp(3 analysiert. Der Test war nur insofern modifiziert, als
dass der Bindungspuffer anstelle einer Salzkonzentration von 300 mM nur 140 mM NaCl enthielt. Das
Ergebnis war, dass Imp7 spezifisch mit der globuldaren Domane interagieren konnte. Hohere
Salzkonzentrationen reduzierten oder verhinderten diese Interaktion. SDS-PAGE (10%). Die Pfeile
kennzeichnen die jeweiligen aufgetrennten Importine.

3.2.1.7.2. Die globulare Doméane von H1 und IBB interagieren mit distinkten

Bindungsstellen in Importin B

Importin 3 erkennt unterschiedliche Kernlokalisierungssignale und interagiert z.B. mit IBB
(Importin B-bindende Domane) Uber seinen C-terminalen Bereich oder mit BIB (Importsignal
von L23a) Uber seinen zentralen Proteinabschnitt. In Bindungsexperimenten wurde
analysiert, ob IBB und die globulare Domane von H1-Histonen mit der gleichen
Bindungsstelle in Importin (3 interagieren (Abb. 20). Zu diesem Zweck wurde die globulare
Domane von H1.2 als GST-Chimare hergestellt. Das entsprechende Gen-Fragment wurde
aus dem Cosmid C3 PCR amplifiziert und Uber BamHI/Smal in den pGex-5x-1-Vektor
(Amersham Pharmacia Biotech) kloniert. Die Aufreinigung des GST-Fusionsproteins erfolgte
Uber eine Glutathion-Sepharose-Matrix. Zur Elution des Proteins wurde mit einer
Glutathionlésung erreicht (siehe Kap. 2.2.6.4). Fur die kompetitiven Bindungsexperimente
wurde die IBB-Domaéne Uber ihren ,z-Tag® an IgG-Sepharose immobilisiert und anschlie3end
mit Reticulocytenlysat in An- oder Abwesenheit der globulare Domane des H1.2-Histons
inkubiert. Die Anwesenheit der globularen Domane von H1.2 verursachte Kkeine
Abschwachung der Interaktion von Importin  mit IBB. Im Gegenteil, die globulare Domane
wurde parallel von Importin B gebunden und interagierte daher offensichtlich nicht mit
gleichen oder Uberlappenden Bindungsstellen in Importin . Selbst die Bindung von

Importin 7 zu Importin B scheint nicht beeintrachtigt worden zu sein.
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Abb. 20. Die Bindungsseiten von IBB und der globularen Domane von H1.2 in Impf sind verschieden.
IBB (60 pmol) wurde an IgG-Sepharose immobilisiert und mit Reticulocytenlysat in Gegenwart der
globuldren Doméane (mit Kompetitor, 200 pmol) bzw. in Abwesenheit der globuldren Doméane von H1.2
(ohne Kompetitor) inkubiert. Die gebundenen Proteine, ein Aliquot des Reticulocytenlysats (Start) und
2 pg des Kompetitors [GST-H1.2(37-113)] wurden gelelektrophoretisch (SDS-PAGE, 10%) getrennt
und mit Coomassie angefarbt. Die globulare Doméane von H1.2 kompetiert nicht mit IBB um die
gleiche Bindungsstelle in Impp.

3.2.1.7.3. C-terminale Fragmente von H1° interagieren mit Importin 8, Importin 7,

Importin 5 und Transportin

Die C-terminale Doméane der Histone H1° bzw. H1.2 bindet Importin (3, Importin 7, Importin 5
und Transportin mit relativ hoher Affinitat. In weiteren Bindungsstudien wurde getestet, ob
einzelne Regionen der C-terminalen Domane von H1°, die in vivo hohe (pKS18, AS 95-141;
pKS 19, AS: 160-193) bzw. moderate (pKS 12, AS: 142-159; pAB 55, AS: 118-141; pAB: 56,
AS: 96-118) NLS-Aktivitat hatten, mit einzelnen Importinen interagieren. Die
Affinitatschromatographien mit Gesamt-Cytosol lielten bereits analoge Eigenschaften der C-
terminalen Fragmente, verglichen mit der ganzen C-terminalen Doméane, antizipieren. Diese
Vermutung konnte bestatigt werden (Abb. 21).

Die C-terminalen H1°-Liganden (pAB 37, AS 95-141; pAB 39, AS 160-193; pAB 35, AS 142-
159) interagierten mit Importin (3, Importin 7, Importin 5 und Transportin. Fir die weiteren C-
terminalen Fragmente (pAB 55, AS 118-141; pAB 56, AS 96-118) konnte nur eine wenig
signifikante Interaktion mit den Importinen nachgewiesen werden, obgleich ihre NLS Aktivitat
in vivo gezeigt worden war. Ein Grund fur dieses Verhalten konnte in dem Aufbau der

entsprechenden Fusionproteine liegen. Die H1°-Fragmente waren nicht, wie in den bisher
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Abb. 21. Bindung von Fragmenten der C-terminalen H1°-Domé&ne an Importfaktoren. Gezeigt ist die
gelelektrophoretische Auftrennung der gebundenen Proteine (SDS-PAGE, 10%). Einzelne Fragmente
von H1° wurden analog den Experimenten in Abb.17 als 2z-Chimare in Affinitatchromatographien mit
ImpB, Imp5, Imp7 und Trn analysiert. Rekombinantes Impf(, Imp7, Imp5 und Trn1 (je ~150 pmol)
wurden mit IgG-Sepharose, das mit ~50 pmol C-terminalen Fragmenten (H1°) beladen war, inkubiert.
Die Inkubationen erfolgten in Gegenwart von 300 mM NaCl und in An- oder Abwesenheit von
RanQ69L-GTP (400 pmol). Der Bindungspuffer enthielt eine Salzkonzentration von 300 mM NacCl. Alle
vier Importine binden spezifisch an jedes C-terminale H1°-Fragment. Anmerkung: Viele Proben waren
mit IgG kontaminiert. Wahrscheinlich wurden beim Abnehmen des Elutionspuffers (,Batch-Verfahren®)

Matrix-Bestandteile mit aufgenommen.
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beschriebenen Chimaren, mit einem 2z-Peptid, sondern mit einem 6z-Peptid fusioniert (siehe
Abb.10). Vermutlich Gbt das gréRere Fusionsprotein einen sterisch unglnstigen Einfluss auf
die C-terminalen Fragmente aus, so dass eine potentielle Interaktion zu den Importinen
eingeschrankt wurde. Eine andere Erklarung beruht auf der Tatsache, dass relativ kleine
NLS-Bereiche oft eine eingeschrankte Zuganglichkeit in einem gewissen Protein-Kontext
aufweisen. Moreland et al. konnten bereits 1985 zeigen, dass der Protein-Kontext einen
wichtigen Faktor flr die NLS-Erkennung darstellt. Ein Fragment des ribosomalen Proteins S3
konnte nur dann ein B-Galaktosidase Fusionsprotein in den Kern translozieren, wenn es mit
einer Spacersequenz (einem Octapeptid) versehen wurde. Die Einfihrung von Spacer-
Peptiden kann also in einigen Fallen die Zuganglichkeit von Proteinen an kleine
Kernlokalisierungssignale erhdhen und auf diese Weise eine spezifische Bindung
ermdglichen. Ein weiteres Problem konnte der proteolytische Abbau der kleinen
Histonfragmente in den 6z-Fusionsproteinen, die unter nativen Bedingungen aufgereinigt
wurden, darstellen. Die Histone sind im Allgemeinen sehr degradationsanfallig. Der
proteolytische Abbau der kleinen Histon-Anteile im Kontext eines 6z-Fusionsproteins ist in
SDS-PAGE-Analysen nur sehr eingeschrankt festzustellen gewesen, d.h. es ware durchaus
moglich, dass Teile der Histone abgebaut wurden, bevor sie in affinitdtchromatographischen
Analysen zur Anwendung gekommen waren.

In weiteren Affinitatschromatographien wurde die Bindung von Importin a an die C-
terminalen Fragmente von H1° untersucht. In diesen Bindungsstudien konnte flir kein C-

terminales Fragment eine signifikante Interaktion mit Importin a nachgewiesen werden.

3.2.1.8. Core-Histone interagieren auch mit Importin B, Importin 7, Importin 5 und

Transportin

Die Core-Histone verfligen analog zu den Linker-Histonen Uuber zwei strukturell
unterschiedliche Kernlokalisierungssignale. Die N-terminalen Domanen der Core-Histone
reprasentieren den NLS-Typ 1, wahrend die zentrale und C-terminale Region dem NLS
Typ 2 entspricht (Baake et al., 2001a). Aufgrund dieser strukturellen Verwandtschaft war es
von grof3em Interesse, die potentiellen Interaktionspartner der Core-Histone zu bestimmen
und in weiterflUhrenden Experimenten ihre Rolle fur den Kernimport ndher zu analysieren.
Um die potentiellen Importrezeptoren zu bestimmen, wurden in analogen
Affinitatschromatographien die Histon/Importin Wechselwirkungen von H2A, H2B, H3 und H4
untersucht. Die Core-Histon-Gene von H2A, H2B, H3 und H4 wurden aus den Plasmiden
pWA352, pWA355, pWA356 bzw. pWA357 des Transfektionssystems (siehe Baake et al.,
2001) durch PCR amplifiziert. Uber Bglll/Nrul Schnittstellen wurden die PCR-Produkte in die
BamHI/Smal-Restriktionsstellen des pGex-4T-2-Vektors subkloniert. Die spezifischen

Interaktionen von Importinen mit den rekombinanten Core-Histonen wurde
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affinitdtschromatographisch analysiert. Die Core-Histone wurden in E.coli als GST-
Fusionsproteine exprimiert (Abb. 22) und an Glutathion-Sepharose (GT-Sepharose)
immobilisiert. Nach Inkubation mit aufgereinigten Importrezeptoren in An- oder Abwesenheit
von RanQ69L-GTP wurden die gebundenen Faktoren durch SDS-PAGE und Coomassie-
Farbung analysiert (Abb. 23). Importin 3 bindet mit hoher Effizienz an jedes der vier Core-
Histone. Die Zugabe von RanQ69L-GTP beseitigte die Interaktion von Importin 3 in allen
Fallen nahezu vollstandig. In vergleichbarer Weise interagierte Transportin spezifisch mit

allen Core-Histonen.

H2A H2B H3 H4

kDa
97 =—o
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Abb. 22. Die Core-Histone H2A, H2B, H3 und H4 wurden als GST-Fusionsproteine in E.coli
exprimiert. Die induzierten Lysate wurden in Laemmli-Puffer aufgenommen, 3 min bei 95°C inkubiert
und Uber SDS-PAGE (12%) und Coomassie-Farbung analysiert. Zum Vergleich: Die Grof3en der
Core-Histone ohne GST-Anteil sind: H2A: 14 kDa, H2B: 14 kDa, H3: 15 kDa, H4:11 kDa.

Die Bindung von Importin 7 bzw. Importin 5 an die Core-Histone war ebenfalls von hoher
Affinitdt gekennzeichnet, obgleich ihre Bindungseffizienz unter der von Importin 3 bzw.
Transportin lag. Die Zugabe von RanQ69L-GTP verhinderte eine Interaktion von Transportin,
Importin B und Importin 5 mit den Core-Histonen véllig, wahrend die Bindung von Importin 7
nur teilweise aufgehoben wurde. Diese maRige Sensitivitat gegenliber RanQ69L-GTP wird
durch die vergleichsweise geringe Affinitat von Importin 7 gegeniiber Ran-GTP verursacht.
Um den Kernimportweg der Core-Histone spezifischer zu definieren, wurde in unserer
Gruppe der Import von H2A, H2B, H3 und H4 in in vitro Rekonstitutionen in Gegenwart von
verschiedenen nucledren Importrezeptoren untersucht (Baake et al., 2001b). Es konnte
gezeigt werden, dass zumindest Importin 3, Importin 5, Importin 7 und Transportin
funktionelle Importrezeptoren flir die Core-Histone sind. Darlberhinaus wurde von ihm
demonstriert, dass H2B in der N-terminalen Domane Uber eine klassische NLS verflgt, die

jedoch im Kontext des gesamten Proteins nicht funktionell zu sein scheint.

-05-



Ergebnisse

Impf Blindung an Imp¥ Bindung an
I | [ ]
H3 H4 HZA HZB H3 H4 H2& HZE
| I I | 1 & | 1 I | &
HiDa } ¥ - i - 0 - 1 i 1 t ¥ RanQEIL-GTP
16 4 - S e 1
i My < =i oo
H T -— ap - =
EE e —
15 .
e : v —-
—
| mmm—Tr== ———
Conmasse Coomassie
Imp5 Bindung an Tm Bindung an
I | I I
H3 H4 HZ2A HZH N H3F H4 HZA HZH
kpa | T LT M T # Lo o o0 0 T & osaoTe
116 4 ==
A T — — « | =l
= - — — = il
fifi =
T
5
- pp— - -
h =1"-'- —_— H T — — | — e T — T —
¥ il T —
00 ES 88 Coomassie

Abb. 23. Interaktion der Core-Histone mit Importrezeptoren. GST-Fusionsproteine der vier Core-
Histone wurden an Gluthation-Sepharose immobilisiert. Die einzelnen Inkubationsschritte mit
Importfaktoren (je 150 pmol) erfolgten in An- oder Abwesenheit von RanQ69L-GTP (400 pmol). Die
Bindung von aufgereinigten, rekombinanten Faktoren (Impf, Imp7, Imp5 und Trn1) wurde durch
gelelektorphoretische Auftrennung der eluierten Proteine (SDS-PAGE, 10%) und Coomassie-Farbung

analysiert. Die Position der Importine ist mit einem Pfeil gekennzeichnet. Die Position der GST-
Fusionsproteine ist mit Sternen gekennzeichnet.
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Zusammenfassend konnte in diesen affinitdtschromatographischen Analysen gezeigt
werden, dass die Linker-Histone uber ,universelle* Bindungsstellen flr vier unterschiedliche
Importrezeptoren verfligen. Diese ,universellen® Bindungsstellen sind in den Linker-Histonen
auf den NLS-Typ 1, d.h. auf die C-terminale Doméane bzw. auf Fragmente der C-terminalen
Domane, beschrankt. Bemerkenswerter Weise interagierten in analogen Experimenten auch
die ganzen Core-Histone mit den gleichen vier Importinen.

Universelle Bindungsstellen wurden in der Vergangenheit bereits flr ribosomale Proteine
beschrieben (Jakel und Goarlich, 1998). Das ribosomale Protein L23a interagiert Uber seine
BIB (B-like import receptor binding) alternativ mit jedem dieser Importine direkt. Die
Beobachtung, dass Linker-Histone die gleichen Importine binden, ist sehr aufschlussreich;
denn im Gegensatz zu den Core-Histonen (Baake et al., 2001b) oder L23a (Jakel und
Gorlich, 1998), die auch von jedem einzelnen Importin effektiv in den Kern importiert werden,
werden die Linker-Histone nur von einem Heterodimer aus Importin 7 und Importin 3 im Kern
akkumuliert. In diesem Zusammenhang sollte erwahnt werden, dass der NLS-Typ 1 in Linker-
Histonen keine nahe Verwandtschaft zu den korrerspondierenden Sequenzelementen in den
Core-Histonen oder ribosomalen Proteinen aufweist, ausser der Tatsache, dass alle
Sequenzen reich an basischen Aminosauren sind.

Far den relativ hydrophoben NLS-Typ 2, der sich strukturell von dem NLS-Typ 1
unterscheidet, konnte eine signifikante Interaktion mit Importin B nachgewiesen werden.
Dieser Befund ist interessant, da bisher noch kein NLS mit einer hochstrukturierten

globularen Domane beschrieben wurde, das Importin 3 spezifisch bindet.

3.2.2. In vitro Rekonstitutionsexperimente zur funktionellen Analyse der
Interaktion von H1-NLS mit Transportfaktoren

Um die in vivo durch Transfektionsstudien beobachteten NLS-Funktionen naher zu
charakterisieren, wurden einzelne H1-Fragmente als geeignete Chimare mit Hilfe eines in
vitro Protein Import-Systems analysiert.

Die affinitatschromatographischen in vitro Daten Uber die Interaktion einzelner H1-Fragmente
mit unterschiedlichen Importinen deuteten darauf hin, dass jedes NLS in H1-Histonen auf
bestimmte Importine hinsichtlich ihres Kerntransports angewiesen ist. Ausgehend von dem
Befund, dass der Transport der H1-Histone von einem Heterodimer aus Importin 3 und
Importin 7 vermittelt wird, sollte gepruft werden, ob autonome ,Kernimportwege“ in den
Zellkern von einzelnen H1-NLS wahrgenommen werden. Ein etabliertes experimentelles
Testsystem flir derartige Analysen ist der in vitro Import-Assay.

Mit der Einflhrung dieses in vitro Systems (Adam et al., 1990), das die Reproduktion des in

vivo Import-Prozesses erlaubt, waren viele l6sliche Faktoren, die flr den Import von
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nucledren Proteinen bendtigt werden, identifiziert worden. Bei dem Import-Assay wird die
Cholesterin-reiche Plasmamembran von Saugetierzellen selektiv mit Digitonin permeabilisiert
und das Cytosol ausgewaschen. Die Einfuhrung eines fluoreszierenden Import-Substrates in
diese permeabilisierten Zellen zeigte, dass die Hinzugabe einer cytosolischen Fraktion und
eines Energie-regenerierenden Systems notwendig ist, um eine nucleare Akkumulation des
Substrates zu erreichen.

Die gezielte Zugabe rekombinanter Proteine und Komponenten zusammen mit einem
Kernsubstrat ermdglicht eine detaillierte Analyse der Import-Mechanismen, sei es durch
einfache Rekonstitutionen  von  Transportprozessen, Inhibitionsanalysen  oder

Kompetitionsexperimente.

3.2.2.1. Praparation der Kontrollsubstrate und regulatorischer Proteine

Zunachst wurde der Import von vier verschiedenen Kontrollsubstraten analysiert. Die
Auswahl dieser Kontrollsubstrate erfolgte keineswegs beliebig, vielmehr mufiten sie
bestimmten Anforderungen gentigen: 1. Die Funktionalitat der bekannten Importine, die im
Zusammenhang mit den Affinitatschromatographien als rekombinante Proteine aufgereinigt
worden waren, sollte wenigstens anhand eines Kontrollsubstrats Uberprift werden kénnen.
2. Der Import der Kontrollsubstrate sollte in Gegenwart von Reticulocytenlysat deutlich und
gut reproduzierbar sein. 3. Die subzelluldre Lokalisation der Kontrollsubstrate sollte sich
deutlich entweder direkt oder indirekt nachweisen lassen. 4. Die Aufreinigung der
Kontrollsubstrate sollte unproblematisch und effizient erfolgen kdnnen. Kontrollsubstrate, die
diesen Kriterien gerecht wurden, waren: M9-GST, SV40-NLS-HSA, 6z-IBB und das
ribosomale Protein L23a (4z-L23a). Diese Kontrollsubstrate wurden im Fall von M9-GST und
dem L23a-Fusionsprotein selbstandig aufgereinigt. Das SV40-NLS-Fusionsprotein und das
IBB-Fusionsprotein  (Dr.  Gorlich, Heidelberg) waren als fluoreszenzmarkierte
Kontrollsubstrate vorhanden und konnten direkt in den Assays eingesetzt werden. Der
Expressionsvektor flir M9-GST wurde unserer Arbeitsgruppe von Dr. Dreyfuss (Philadelphia,
USA) zur Verfligung gestellt. Die Expression von M9-GST wurde mit hoher Effizienz in E.coli
(XL1-blue) durchgeflhrt. Die anschlielende Aufreinigung erfolgte Uber
Affinitatschromatographie an GT-Sepharose und lieferte gute Ausbeuten (2 pg/ml Kultur). Als
einziges Importsubstrat wurde M9-GST nicht mit einem fluoreszierenden Marker versehen,
sondern durch indirekte Immunfluoreszenz mit einem ersten Antikdrper gegen GST und
einem fluoreszenzmarkierten Sekundarantikérper detektiert.

Der Expressionsvektor flr ribosomale Protein L23a wurde von Dr. Gorlich (Heidelberg) zur
Verfligung gestellt. Die Expression von L23a, das N-terminal Uber einen 4z-,Tag“ und C-
terminal sowohl Uber einen Cystein-Rest, als auch Uber einen Polyhistidin-,Tag“ verflgte,

erfolgte in E.coli (XL1-blue). Das Protein wurde durch Affinitatschromatographie an Ni-NTA-
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Agarose aufgereinigt. Es wurde anschlieend mit einem SH-reaktiven Fluoreszenzfarbstoff

(Fluoreszein-5-Maleimid) markiert und im Import-Assay verwendet (Abb. 24).
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Abb. 24. Analyse von aufgereinigtem M9-GST bzw. L23a. Die Proteine wurden via SDS-PAGE (12%
bzw. 10%) getrennt und durch Coomassie-Farbung nachgewiesen. Jeweils in Spur 1 wurde das
E.coli-Lysat und in Spur 2 das aufgereinigte Protein aufgetrennt. Fir in vitro Assays wurde L23a
fluoreszenzmarkiert, wahrend GST-M9 nicht mit einem Fluorochrom markiert wurde, sondern durch
indirekte Immunfluoreszenz mit Hilfe eines monoklonalen Antikérpers gegen GST nachgewiesen
werden konnte. Abk.: M: Markerproteine.

Die Kontrollsubstrate dienten eingangs der in vitro-Analysen mit H1-Substraten dazu, die
Aktivitat der aufgereinigten, rekombinanten Importine zu Gberprifen. Fir ein funktionierendes
Testystem zur Rekonstitution von Importsubstraten wurden, abgesehen von den Importinen,
Komponenten des Ran-Systems - Ran und NTF2 - benétigt. die Plasmide wurden von Dr.
Gorlich (Heidelberg) zur Verfigung gestellt. Die Aufreinigung von NTF2(wt) wurde Uber
lonenaustausch-Chromatographie mit einer Mono-Q Saule (QFF 16/10) erreicht. Dazu wurde
das Protein zunachst mit einer 50% gesattigten Ammoniumsulfat-Losung prazipitiert und
anschliefend in 250 ml Tris-Puffer (50 mM pH 8.0, 2 mM DTT) resuspendiert. Im Anschluf
an das Aquilibrieren der Mono-Q Séule in Tris-Puffer (50 mM pH 8.0, 2 mM DTT) wurde sie
mit dem NTF2-haltigen Lysat beladen. Die Elution erfolgte mit einem NaCl-Gradienten (0—
500 mM). NTF2 eluierte bei einer Salzkonzentration um 240 mM (Abb. 25). Die NTF2-
haltigen Fraktionen wurden mittels SDS-Gelelektrophorese und anschlielRender
Coomassiefarbung der aufgetrennten Proteine ermittelt. NTF2-enthaltende Fraktionen
wurden vereinigt und gegen Tris (50 mM pH 8.0, 2 mM DTT) dialysiert. Eine aquilibrierte
Mono-Q Saule wurde mit der dialysierten Lésung beschickt. Eine Elution des Proteins
erfolgte erneut mit einem NaCl-Gradienten (0-500 mM). Mit Hilfe dieser Rechromatographie
konnte die Reinheit des Proteins deutlich erhdht werden. Die Fraktionen wurden
gelelektrophoretisch (SDS-PAGE, 15%) analysiert und bei einer Reinheit 290% in in vitro-

Assays verwendet (Abb. 25 und Abb. 27).
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Abb. 25. Aufreinigung von NTF2. Aliquots von Fraktionen der ersten lonenaustausch-
Chromatographie von NTF2(wt) Gber eine Q-Sepharose FF 16/10-Saule wurden gelelektrophoretisch
(SDS-PAGE, 15%) getrennt und mit Coomassie gefarbt. In der ersten Elutions-Spur betrug der
Salzgehalt 160 mM in der letzten Elutionsspur (Spur 26) 370 mM NaCl). NTF2 eluiert um 240 mM
Salzkonzentration. Der Salzgradient (160-370 mM NaCl) ist durch das schwarze Dreieck symbolisiert.
Abk.: M: Markerproteine, A: Auftrag, D: Durchlauf.

Zur Aufreinigung von Ran/TC4 wurde uns das entsprechende Plasmid (pQE32) von Dr.
Gorlich (Heidelberg) zur Verfliigung gestellt. Das Protein wurde in BL21/Rep4 exprimiert und
Uber seinen N-terminalen Polyhistidin-,Tag“ vorgereinigt. Die Ran-haltigen Fraktionen der Ni-
NTA-Chromatographie wurden mittels SDS-Gelelektrophorese und anschlieRender
Coomassiefarbung der aufgetrennten Proteine ermittelt. Positive Fraktionen wurden fir die
weitere Aufreinigung vereinigt. Das Volumen des Ran-Pools betrug 1.5 ml und wies in der
Regel eine Proteinkonzentration von 0.4-0.5 mg/ml auf.

Ran kommt in zwei Nucleotid-gebundenen Zustanden - als Ran-GDP und Ran-GTP - vor.
Die hochreine Aufreinigung von Ran und die Trennung von Ran-GDP und Ran-GTP erfolgte
mit Hilfe einer lonenaustausch-Chromatographie (Mono S-Saule, Saulenvolumen: 1 ml).
Ran-GDP und Ran-GTP eluieren bei unterschiedlichen Phosphatkonzentrationen, so dass
eine Trennung der beiden Ran-Nucleotide durch einen K,HPO,-Salzgradienten erreicht
werden konnte. Abbildung 26 zeigt das Elutionsprofil einer reprasentativen lonenaustausch-

chromatographie.
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Abb. 26. Aufreinigung von Ran/TC4. In dem Chromatogram (A) ist das Elutionsprofil von Ran
dargestellt. Die linke Ordinate gibt die Absorption bei 280 nm in ,arbitrary-units“ (mAU) an. Die rechte
Ordinate gibt die Konzentration an Puffer B in % an. Die Elution erfolgte mit einem 15 ml Gradienten
(Puffer A: 20 mM K,HPO, - Puffer B: 500 mM K,HPO,) bei einer FluRrate von 0.5 ml/min. Ran eluiert
in zwei Peaks bei ungefahr 30% bzw. 40% Puffer B entsprechend Ran-GDP und Ran-GTP. Die
Fraktionen sind in rot gedruckt. Durch die gestrichelte, blaue Linie ist der Salzgradient dargestellt. Die
Abszisse zeigt das Puffervolumen der Chromatographie. Auf der linken Ordinate ist die Absorption der
Proteine dargestellt und auf der rechten Ordinate der Salzgradient. Die Analyse der einzelnen
Fraktionen (je 10 pl) erfolgte durch eine SDS-Gelelektrophorese (12.5%) mit anschlieRender
Coomassie-Farbung der aufgetrennten Proteine (B). Die Banden Uber 45 kDa (Fraktion 13 und 14)
sind Ran-GDP-Dimere. Ran-GDP ist in den Fraktionen 12-14 enthalten, wahrend Ran-GTP
vorwiegend in den Fraktionen 18 und19 zu finden war. Auf diese Weise konnten ca 1.2 mg Ran-GDP
aufgereinigt werden, die Ran-GTP Fraktionen wurden verworfen. Abk.: M: Marker, A: Auftrag, D:
Durchlauf.

KDa Ran  NTF2

Abb. 27. Analyse von Ran/TC4 und NTF2.

B

g7 = == Zusammenfassend sind die aufge-reinigten
o == Faktoren des nuclearen Import-Systems Ran/TC4
45___g -:"__"_;"‘_‘f_- und NTF2 dargestellt. Die Aufreinigung der
E = Proteine erfolgte durch Affinitdts-chromatographie
= = in mehreren Stufen. Die hochreinen Proteine
3] —e——— wurden durch SDS-Gelelektrophorese (15%)
getrennt und anschlieBend mit Coomassie
21— angefarbt. In Spur 2 und 4 sind jeweils die E.coli-
— , Lysate aufgetrennt. Spur 3 und 5 zeigen die
" " ___— aufgereinigten Faktoren. Bei einer Reinheit >98%
- wurden die Faktoren in den in vitro Assays mit

permeabilisierten Zellen verwendet.
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3.2.2.2. In vitro Rekonstitutionsexperimente mit Kontrollsubstraten

In Erganzung zu den affinitdtschromatographischen Versuchsansatzen wurden in
cytosolfreien in vitro Importsystemen bekannte rekombinante Importine auf eine potentielle
Transportfunktion flr einzelne H1-Fragmente hin untersucht.

Die Rekonstitution des aktiven, NLS-abhangigen nucledren Protein-Imports kann durch die
Zugabe von Gesamtcytosol (z.B. Reticulocytenlysat) oder rekombinanten Proteinen erfolgen.
Nachdem die wichtigsten zellularen Faktoren, die am nuclearen Protein-Import beteiligt sind,
aufgereinigt worden waren, wurde ihre Import-Aktivitat in dem in vitro Import Assay bestimmit.
Zu diesem Zweck wurden zunachst die Kontrollsubstrate mit verschiedenen Testldsungen
inkubiert. Diese Testldsungen enthielten Importine (0.5 yM), NTF2 (0.4 uM), Ran-GDP (3
MM) und ein Energie-regenerierendes System.

Die Kernakkumulation von vier unterschiedlichen Kontrollsubstraten sollte analysiert werden
(Abb. 28): SV 40-NLS-HSA (SV 40-NLS ist ein klassisches NLS und wird effizient von
Importin B zusammen mit Importin a in den Kern transportiert), GST-M9 (Import Uber den
Transportin-Weg), 6z-IBB, (IBB, die Importin pB-bindende Doméne von Importin o ist
ausreichend, um ein heterogenes Protein via Importin 3 in den Kern zu dirigieren) und das
ribosomale Protein L23a (enthalt die BIB-Domane und wird von Importin (3, Importin 7,
Importin 5 und Transportin importiert). In Gegenwart von Reticulocytenlysat und einem
Energie-regenerierenden System akkumulieren alle Kontrollsubstrate im Kern der
permeabilisierten Zellen. L23a stellte einen Sonderfall dar, da es in den Nucleoli
akkumulierte. Nucleoli stellen die Orte der Assemblierung von Ribosomen dar, wo das
ribosomale Protein L23a wahrscheinlich mit rRNA interagiert. Aus diesem Grund wurde im
Fall des ribosomalen Proteins L23a eine extrem starke Fluoreszenz in den Nucleoli
detektiert, wahrend das Nucleoplasma nahezu vollstandig ausgespart blieb. Das HSA-
gekoppelte SV40-NLS wurde als Substrat des klassischen Importinweges nur durch Importin
o/ in den Zellkern importiert, wie die deutliche Kernfluoreszenz dokumentiert. Importin 3,
Importin 7, Importin /7, Transportin oder Importin 5 sind dagegen nicht ausreichend, um das
Fusionsprotein in den Kern zu transportieren. IBB wurde nur durch Importin 3 effektiv in den
Kern transportiert. In Anwesenheit von Importin a wurde der Import der IBB-Domane bedingt
durch den kompetitiven Effekt von Importin a gegenuber Importin  schwach gehemmt. Der
Kern-Import von M9-GST wurde ausschlielich mit Transportin erreicht. Der Import von L23a
in die Nucleoli wurde mit jedem einzelnen Importin erreicht. Der Import war eindeutig und gut
reproduzierbar. Fur alle Kontrollsubstrate war die Kernakkumulation in Gegenwart von
importkompetenten rekombinanten Proteinen nicht weniger effektiv, als in Gegenwart von
Reticulocytenlysat. Die rekombinanten Proteine konnte daher in den Untersuchungen mit

H1-Liganden eingesetzt werden.
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Abb. 28. Analyse der Kontrollsubstrate in in vitro Rekonstitutionen mit permeabilisierten HeLa-Zellen.
Die Rekonstitutionsexperimente wurden unter Standardbedingungen mit unterschiedlichen
Kontrollsubstraten (obere Zeile) in Gegenwart von Gesamtcytosol (Retic), Transportpuffer mit Ran
(Ran) oder Importfaktoren mit Ran (angegeben in der linken Spalte) durchgefiihrt. Die Import-Assays
wurden nach 20 min durch Fixieren der Zellen mit Paraformaldehyd beendet und die Lokalisation des
Import-Substrats mit dem Fluoreszenzmikroskop analysiert. SV40-NLS wurde ausschlief3lich durch
Impa/lmpf, IBB durch ImpB und M9 durch Transportin (Trn) in den Kern importiert. L23a akkumulierte
alternativ in Gegenwart von Imp3, Imp7,Transportin oder Imp5 in den Nucleoli.
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3.2.2.3. Der Kernimport von NLS Typ 1 und Typ 2 der Linker Histone

Das Transportverhalten unterschiedlicher H1-Domanen wurde in dem in vitro Assay
untersucht. Aufgrund der Tatsache, dass Proteine, die kleiner als ~40 kDa sind, passiv in
den Zellkern diffundieren kdnnen, war es erforderlich von einigen H1-Fragmenten
Fusionsproteine mit einem Molekulargewicht >40 kDa zu konstruieren, um eine passive
Diffusion auszuschlieflen. Zu diesem Zweck wurden Chimare aus H1-Fragmenten und dem
2z-Peptid mit bzw. ohne -Galaktosidase Anteil (~420 AS) (siehe Abb. 11) oder Chimare mit
einem 6z-Peptid generiert. In den einzelnen Import-Assays wurden die ganzen Linker-
Histone H1° und H1.2 als 2z-Chimare verwendet. Die globuldren Domanen von H1.2 und
H1° wurden als 6z-Chiméare untersucht. Die N-terminalen Doméanen der Linker-Histone
wurden als 2z/B-Gal-Chimare verwendet, wahrend sich im Fall der C-terminalen Domanen
die einfachen 2z-Chiméren eindeutiger analysieren lieRen. Im Gegensatz zur gesamten C-
terminalen Domane von H1-Histonen zeigten die 2z-Chimaren der C-terminalen
Subdoménen eine drastische Diffusion mit anschlieBender Retention im Kern. Die
Fragmente wurden daher als 6z-Fusionsproteine konstruiert, um ihre passive Diffusion zu
reduzieren. Alle H1-Importsubstrate wurden durch Fluoreszenzmarkierung fur die in vitro
Import-Assays prapariert und nach ihrer Markierung gelelektrophoretisch analysiert
(Abb. 29).
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Abb. 29. Analyse von H1-Importsubstraten. Fluoreszenzmarkierte Chimare der H1-Domanen wurden
gelelektrophoretisch via SDS-PAGE (10%) getrennt und mit Coomassie angefarbt. In der oberen
Reihe sind die Konstruktnamen angegeben. Spur 1: N-terminale Doméane von H1° (2z/B-Gal). Spur 2:
Vollstandige C-terminale Domane von H1° (2z). Spur 3: Globuldre Doméane von H1° (6z). Spur 4-6:
C-terminale Subdoménen von H1° (6z). Spur 7: N-terminale Domane von H1.2 (2z/3-Gal). Spur 8:
Globuldre Doméane von H1.2 (6z). Spur 9: Vollstdndige C-terminale Domane von H1.2 (2z). Die
ganzen H1-Histone wurden als 2z-Chimare untersucht (nicht dargestellt).
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Im folgenden werden die Ergebnisse der in vitro Import-Assays mit den H1-Histonen bzw.
einzelnen H1-Fragmenten dargestellt. Alle Reaktionen wurden unter Standardbedingungen
(wie unter 3.2.2.2 beschrieben) durchgefihrt.

Die Importsubstrate mit funktioneller NLS wurden in Gegenwart von Reticulocytenlysat
effizient in den Kern transportiert (Die N-terminalen Domanen haben keine NLS-Funktion). In
einem cytosolfreien System (Ran) wurde hingegen kein H1-Substrat signifikant im Kern
akkumuliert, was zeigt, dass sie nicht diffundieren. Mit Hilfe der cytosolfreien in vitro
Systeme, die unterschiedliche Kombinationen an rekombinanten Importinen enthielten, kam
man zu folgenden Ergebnissen: Die ganzen Linker-Histone wurden nur in Gegenwart von
Importin B und Importin 7 in den Kern importiert (Abb. 30 und 32). Die globularen Domanen
verhielten sich ahnlich der IBB-Domane. Ein effizienter Kernimport fand nur mit Importin 8
statt. Diese Fusionsproteine gelangten aufgrund ihrer geringen Grof3e partiell durch freie
Diffusion in den Kern, was in den Versuchansatzen mit Transportpuffer und Ran zu erkennen
ist. Daher wurde in einigen Fallen eine schwache Kernfarbung detektiert, die jedoch
verglichen mit einem effizienten Kernimport (in Gegenwart von Reticulocytenlysat oder
Importin ) wesentlich schwacher ausgepragt war.

Die ganzen C-terminalen Domanen von H1° und H1.2 verhielten sich vergleichbar mit den
ganzen Linker-Histonen. In Abwesenheit von funktionellen Importrezeptoren war das
Cytoplasma deutlich gefarbt, so dass sogar einzelne cytoplasmatische Strukturen erkennbar
waren. Ein Kernimport wurde ausschlieBlich mit Importin B und Importin 7 erreicht. Die C-
terminalen Fragmente (pAB 75, AS 160-193; pAB 76, AS: 95-141) von H1° verhielten sich
weitaus differenzieller (Abb. 31). Ein relativ effizienter Kernimport wurde alternativ mit
Importin 3, Importin 7, Importin 5 und Transportin erreicht. Waren Importin 3 und Importin 7
gleichzeitig anwesend, so konnte ebenfalls ein effizienter Kerntransport beobachtet werden.
In einigen Assays hatte die Gegenwart von beiden Faktoren sogar ein kooperativen Effekt
auf den Kernimport beider C-terminaler Fragmente. In diesen Assays wirkte sich Importin a
nur massig inhibitorisch aus, wenn es zusammen mit Importin 3 verwendet wurde. Weitere
C-terminale Fragmente (pAB 69, AS: 142-159; pAB 70, AS 118-141; pAB 71, AS: 96-118)
wurden in in vitro Assays analysiert. Die Substrate verhielten sich jedoch nicht eindeutig. In
Kontrollstudien einerseits mit Reticulocytenlysat und andererseits in cytosolfreien Systemen
verhielten sich die Chimaren gleich. lhre subzelluldren Lokalisation wurde im
Gleichgewichtszustand der Transportreaktion sowohl im Kern als auch im Cytoplasma
detektiert was auf einen passiven Diffusionsvorgang zurlickzufthren ist. In Gegenwart von
Transportpuffer und Ran wurde eine vergleichbare Fluoreszenz in beiden Kompartimenten
nachgewiesen. Der Grund fir das Ausbleiben einer Importreaktion in Gegenwart von
cytosolischen Faktoren kdnnte darin liegen, dass die kleinen C-terminalen Fragmente im

Kontext des Fusionsproteins nur schwer fur Importrezeptoren zuganglich sind.
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Zusammenfassend konnte in den in vitro Rekonstitutionen mit Linker-Histonen bzw. mit H1-
Fragmenten in Erganzung zu den affinitatschromatographischen Untersuchungen die Natur
des NLS-Typ 1 und Typ 2 in Linker-Histonen aufgeklart werden. In den Experimenten
unterschieden sich die NLS von H1° in keiner Weise von den entsprechenden NLS in H1.2.
Es konnte gezeigt werden, dass die einzelnen NLS unterschiedliche Kernimportwege
benutzen. Der NLS-Typ 2 von Linker-Histonen wird effizient von Importin 3 in den Kern
transportiert. Bei dem Vergleich der Kernimportwege der C-terminalen Doméane mit
einzelnen Subdomanen wurden folgende Ergebnisse erzielt: Fir die ganze C-terminale
Domane (ungefahr 100 AS) der Linker-Histonen H1° und H1.2 war der funktionelle
Importrezeptor ein Heterodimer aus Importin 3 und Importin 7. Kleinere Fragmente (~30-40
AS) der C-terminalen Doméane von H1° wurden alternativ von Importin 3, Importin 5, Importin
7 oder Transportin erkannt und importiert. Die in vitro beobachtete Importaktivitdt der
unterschiedlichen Rezeptoren war jedoch relativ gering.

Nach diesen Befunden kann der NLS-Typ 1, der bisher nur als unstrukturierte und sehr
basische Domane charakterisiert war, auch in Bezug auf seine Grolke naher beschrieben
werden. In weitergehenden Untersuchungen muss untersucht werden, ob die Grofle von
Kernlokalisierungssignalen des Typ 1 der Linker-Histone die Eigenschaft der NLS
determiniert, exklusiv von einem Importin /7-Heterodimer importiert zu werden. In diesem
Zusammenhang soll gepruft werden, ob die Verteilung basischer Aminosauren in der NLS flr
seine Erkennung relevant ist, oder ob nur eine bestimmte Konzentration basischer Reste

erforderlich ist, um eine funktionelle NLS vom Typ 1 zu bilden.
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Abb. 30. In vitro Rekonstitutionsexperimente mit fluoreszenzmarkierten H1°-Fragmenten. Die
Experimente wurden analog zu den Versuchen mit Kontrollsubstraten durchgefiihrt (siehe Abb. 28). In
Anwesenheit von Gesamtcytosol (Retic) wurde fir alle H1°-Fusionsproteine mit Ausnahme der N-
terminalen Domane von H1° eine deutliche Fluoreszenz im Kernplasma detektiert, d.h. ein Kernimport
nachgewiesen. In Gegenwart von Transportpuffer und Ran, wurde kein Import nachgewiesen. Das 2z-
Fusionsprotein des ganzen H1°-Proteins wurde durch Impf, aber nur in Verbindung mit Imp7 in den
Kern importiert. Das 6z-Fusionsprotein der globularen Doméane von H1° wurde effektiv von Impp in
den Kern transportiert. Nur ein Heterodimer aus Impf3 und Imp7 war fur die C-terminale Domane (als
2z-Fusionsprotein) funktionell.
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Abb. 31. In vitro Rekonstitutionsexperimente mit fluoreszenzmarkierten C-terminalen H1°-
Fragmenten. Fir zwei C-terminale Fragemente von H1° (AS 95-141; AS 160-193), die als 6z-Chimare
konstruiert worden waren, konnte der Kernimport alternativ durch Impf3, Imp7, Transportin, oder Imp5
rekonstituiert werden. Der Import beider Chimaren war in Gegenwart der rekombinanten
Importfaktoren relativ schwach. Mit 2z-Chimaren der H1°-Fragmente, die zusatzlich einen (3-Gal/420
AS Anteil enthielten, konnte kein deutlicheres Ergebnis erzielt werden. Zum Vergleich ist die
Rekonstitution der C-terminalen Domane von H1° (2z-Chimare) in der rechten Spalte dargestellt.
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Abb. 32. In vitro Rekonstitutionsexperimente mit fluoreszenzmarkierten H1.2-Fragmenten. Die
Experimente wurden analog zu den Versuchen mit Kontrollsubstraten durchgefiihrt (siehe Abb. 27). In
Anwesenheit von Gesamicytosol (Retic) wurde fir alle H1.2-Chimaren mit Ausnahme der
N-terminalen Doméane von H1.2 eine deutliche Fluoreszenz des Kernplasmas detektiert. In Gegenwart
von Transportpuffer und Ran, wurde fir keinen H1.2-Chiméaren Import nachgewiesen. Die 2z-Chiméare
des ganzen H1.2-Proteins wurde effektiv durch Impp/Imp7 in den Kern importiert. Die 6z-Chimare der
globularen Doméane von H1.2 wurde effektiv von Impp in den Kern transportiert. Fiir die C-terminale
Domane war nur ein Heterodimer aus Imp und Imp7 (als 2z-Fusionsprotein) Anteil funktionell.
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3.2.2.4. Ein Importin B/Importin 7-Heterodimer ist der einzige funktionelle

Importrezeptor fur H1-Histone

Als nachstes wurde die Frage untersucht, ob neben dem Importin 3/7-Heterodimer andere
Importrezeptoren den H1-Kernimport vermitteln. In Anbetracht der Tatsache, dass H1-
Histone Uber universelle Kernlokalisierungssignale in der C-terminalen Domane verflgen,
konnte nicht ausgeschlossen werden, dass weitere effiziente Importfaktoren fir den H1-
Kernimport existieren. Um diese Frage zu beantworten, wurden ebenfalls in vitro
Rekonstitutions-Assays mit H1° und H1.2 durchgefihrt. Flr diese Versuche wurde jedoch
Reticulocytenlysat mit immobilisiertem IBB, einem spezifischen Bindungspartner von
Importin 3, an Importin 3 und Importin 7 depletiert und auf seine Fahigkeit, H1 in den Kern zu
transportieren, getestet. In Abbildung 33A sind reprasentative Immunfluoreszenzbilder von
den Analysen mit H1° dargestellt. In Gegenwart von unbehandeltem Reticulocytenlysat
wurde H1° effizient in den Kern transportiert. Wurde hingegen Reticulocytenlysat verwendet,
das mit Hilfe einer IBB-gekoppelten Affinitdtssaule an Importin 3 und Importin 7 depletiert
worden war, konnte keine nucleare Lokalisation von fluoreszierendem H1° nachgewiesen
werden. Das Reticulocytenlysat hatte seine Transportkompetenz bezlglich H1° verloren,
nicht aber gegenuber dem ribosomalen Protein L23a. Die Depletion von Importin 3 und
Importin 7 wirkte sich bezlglich der Kernakkumulation von L23a hinsichtlich seiner
Kernakkumulation nicht restriktiv aus; denn L23a wird alternativ von Importin (3, Importin 7,
Importin 5 oder Transportin importiert. Der Verlust dieser Transportkompetenz des
behandelten Reticulocytenlysats beruht neben der Depletion von Importin 3 auf den Mangel
an Importin 7. Beide Faktoren mussten dem behandelten Reticulocytenlysat zugefiihrt
werden, um den Import von H1° zu rekonstituieren. In Abbildung 33B ist das Coomassie-
gefarbte Gel (10% SDS-PAGE) mit den aufgetrennten IBB-gebundenen Proteinen gezeigt.
Die IBB-Saule wurde nach Inkubation mit Reticulocytenlysat intensiv gewaschen.
Anschliellend wurden die gebundenen Faktoren mit 1.5 M MgCl, eluiert, prazipitiert und via
SDS-PAGE aufgetrennt. Auf diese Weise wurde neben Importin (3 eine fast stéchiometrische
Menge an Importin 7 im Eluat nachgewiesen. Importin 7 bindet nicht direkt an IBB, vielmehr
bildet es mit Importin 3 einen Heterodimer und wurde auf diese Weise ebenfalls aus dem

Reticulocytenlysat depletiert.

Mit diesem einfachen in vitro Rekonstitutionstest konnte gezeigt werden, dass ein
Heterodimer aus Importin 7 und Importin (3 effizient und notwendig fur den Kernimport von
Linker-Histonen ist. Zumindest existieren in Reticulocytenlysat keine Faktoren, die Importin 3

und Importin 7 komplementieren kénnen, um H1 im Kern zu akkumulieren.
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Abb. 33. Ein ImpB/Imp7-Heterodimer ist der einzige funktionelle Importrezeptor fir H1°. A:
Fluoreszenzmarkiertes H1° wurde in dem in vitro Importsystem mit Impp/Imp7-depletiertem
Reticulocysat (Retic) analysiert. In Abwesenheit von Impf und Imp7 konnte keine nucleédre
Lokalisation von H1° nachgewiesen werden, obwohl alle anderen cytosolischen Faktoren in dem
System existierten (das Kontrollsubstrat L23a akkumulierte auch in Abwesenheit von Impf3 und Imp7
im Kern). Erst die Zugabe von Impf und Imp7 konnte die Transportkompetenz von Retic
wiederherstellen. B: Reticulocytenlysat wurde mit Hilfe von immobilisiertem IBB an Impf3 und Imp7
depletiert. Proteine die an IBB gebunden hatten, wurden eluiert, prazipitiert und durch SDS-PAGE
(10%) und Coomassie-Farbung analysiert. Zu den gebundenen Proteinen gehdérten Gberwiegend Impf3
und Imp7.
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3.3. Bindungsstellen in Importin 7 fur H1 und Importin B

Nach der erfolgten detaillierten Charakterisierung von H1-NLS sollten weitere
Bindungsdomanen in dem Heterotrimeren H1/Importin 7/Importin B-Komplex eingegrenzt
werden. In friheren Arbeiten wurden in einer Kooperation mit Dr. Gorlich (Heidelberg) die
Bindungsdomanen in Importin 3 sowohl fur die H1-Histone als auch fur Importin 7 (Jakel et
al.,, 1999) definiert. Die Frage nach der Bindungsstelle in Importin 7 fur Importin 3 blieb
unbeantwortet, da die untersuchten Importin 7-Fragmente in E.coli unldslich waren und nicht
effizient aufgereinigt werden konnten.

In den hier gezeigten Analysen wurden Importin 7-Fragmente generiert, die Uber einen N-
terminalen 2z-,Tag“ und C-terminal Uber einen Polyhistidin-,Tag“ verfligten. Die Importin 7-
DNA wurde mit entsprechenden Primern PCR-amplifiziert. Die Amplifikate wurden nach
BamHI-Restriktionsspaltung in den beschriebenen p2z70-Vektor (siehe Abb. 9) kloniert und
nach erfolgter Sequenzierung in E.coli transformiert. Nach Inkubation der Proteinsynthese mit
IPTG (1 mM) wurden die induzierten Bakterien fir 2 Stunden bei 26°C inbubiert. Die
exprimierten Importin 7-Fragmente wurden durch gelelektrophoretische Auftrennung und
Coomassie-Farbung nachgewiesen (Abb. 34A). Nach dem Aufschluss der E.coli-Zellen
wurde IgG-Sepharose mit den entsprechenden Lysaten, die die Importin 7-Fusionsproteine in
mehr oder weniger hohen Konzentrationen enthielten, inkubiert. Auf diese Weise konnte von
jedem Importin 7-Fragment eine ausreichende Menge an IgG-Sepharose immobilisiert
werden. Die Matrix wurde zu affinitadtschromatographischen Studien verwendet, um einerseits

die Importin B-bindende Doméane, andererseits die H1-bindende Doméane zu bestimmen.

3.3.1. Bestimmung der Importin B-bindenden Domane in Importin 7

Xenopus Importin 7 hat ein Molekulargewicht von 119 kDa und wurde im Zusammenhang
seiner Heterodimerisierung mit Importin 3 entdeckt (Gérlich et al., 1997).

Verschiedene Importin 7-Fragmente wurden im Hinblick auf ihre Bindung an Importin 3 in
affinitatschromatographischen Experimenten untersucht. Je 20 pl der Importin 7-beladenen
Matrix wurden mit 100 pmol aufgereinigtem Importin 3 in 200 pl Bindungspuffer (50 mM
Tris/pH 7.4, 200 mM NaCl, 5% Glycerin, 5 mM MgCl,, 5 mM B-Mercaptoethanol) fur 3
Stunden bei 4°C inkubiert. Die Matrix wurde dreimal intensiv mit je 1 ml Bindungspuffer
gewaschen, gebundene Proteine mit 2 M MgCl, eluiert, prazipitiert und analysiert (10% SDS-
PAGE, und Coomassie-Farbung).

Wie in Abbildung 34B gezeigt wird, binden der C-terminale Abschnitt (AS 1004-1036) von
Importin 7 Importin 3 &hnlich effizient, wie das ganze Importin 7-Protein. Kleinere Fragmente
von Importin 7 (AS: 1004-1020, AS: 1020-1036) zeigten keine signifikante Interaktion mit
Importin B. (Schematische Darstellung in Abb. 35).
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Abb. 34. Definition der Bindungsdomane in Importin 7 fir Importin B. In A sind die in E.coli
exprimierten Importin 7-Chimare nach gelelektrophoretischer Auftrennung (SDS-PAGE, 12%) von
Aliquots der induzierten Lysate und anschlieRender Coomassie-Farbung gezeigt. Die obere Zeile gibt
die Aminosauren der Importin 7-Chimare an. Dem ganzen Importin 7 entsprechen z.B. die
Aminosauren: 1-1036. B Die Importin 7-Fragmente (in diesem Fall sind in der oberen Reihe die
Konstrukthnamen angegeben) wurden an IgG-Sepharose immobilisiert und auf ihre Bindung zu
aufgereinigtem Importin B getestet. Die gebundenen Proteine wurden durch 2 M MgCl, eluiert,
prazipitiert und durch SDS-PAGE und Commassie-Farbung analysiert. Die Aminosauren (AS 1005-
1036, pAB 58) des C-terminalen Bereichs von Importin 7 sind fiir eine Interaktion mit Importin 3
essentiell. Die Position von Impp in dem entsprechenden SDS-Gel ist durch Pfeile markiert.

Nach der erfolgten Definition der Importin -bindenden Doméane in Importin 7, sollte die Frage
der Importin 7-Bindungsstelle flir H1-Histone bearbeitet werden. In diesem Zusammenhang
sind zwei Konstellationen fir affinitdtschromatographische Untersuchungen denkbar: 1. H1
kénnte an eine geeignete Matrix immobilisiert und anschlieRend mit den unterschiedlichen
rekombinanten Importin 7-Fragmenten inkubiert werden. 2. Die Importin 7-Fragmente
konnten leicht Uber ihren 2z-Anteil an IgG-Sepharose immobilisiert und anschlieffiend mit H1-
Histonen inkubiert werden.
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Abb. 35. Schema der Fragmente (2z-Chimare) von Importin 7, die auf ihre Interaktion mit Importin 8
hin untersucht wurden. Die obere Skala von 1-1036 gibt die Aminosauren (AS) in Importin 7 an. Die
Namen der Konstrukte sind in der rechten Spalte, die Aminosauren der einzelnen Fragmente von
Importin 7 sind in der linken Spalte angegeben. Die horizontalen Balken reprasentieren die Bereiche
von Importin 7, die mit Importin B mit hoher Affinitat (dunkle Schattierung) bzw. nicht signifikant (helle
Schattierung) interagierten.

Im ersten Fall war es erforderlich die einzelnen Importin 7-Fragmente aufzureinigen. Leider
waren die Konstrukte pAB 45, 46, 50, 51 in E.coli. unléslich, auch ihre Aufreinigung unter
denaturierenden Bedingungen blieb erfolglos. Die meisten Fragmente von Importin 7 (pAB
52, 54, 53, 57, 58, 59) waren zwar I6slich, zeigten jedoch ein hoch unspezifisches
Bindungsverhalten zur IgG-Sepharose. Dieses unspezifische Bindungsverhalten konnte nicht
durch Variationen des Bindungspuffers in die Richtung beeinflusst werden, dass eine
spezifische Interaktion erreicht werden konnte. Nur das Importin 7-Fragment pAB 73 konnte
in grélReren Mengen aufgereinigt werden. Auch fir dieses Fragment konnte keine
signifikante Bindung an H1-Histone nachgewiesen werden.

Die zweite Versuchsanordnung fiihrte ex aequo nicht zum erwilinschten Ziel. In diesem
Fall war zwar das Immobilisieren der Importin 7-Fragmente (siehe oben) mdoglich, eine
signifikante Interaktion mit Kalbsthymus H1 bzw. humanem H1 konnte jedoch nicht

zweifelsfrei nachgewiesen werden.

Zusammenfassend konnte in den affinitatschromatographischen Analysen die Importin [3-

bindende Doméane eingegrenzt werden. Die 31 Aminosduren 1004-1036 von Importin 7
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binden Importin B mit hoher Affinitat. Jedes Fragment von Importin 7, das diese Region nicht
besitzt, zeigte keine signifikante Affinitdt zu Importin (. Diverse Versuche, in
Affinitdtschromatographien die H1-bindende Domane zu bestimmen, scheiterten. Zum einen
konnten diverse Importin 7-Fragmente nicht effizient aufgereinigt werden, weil sie unlésliche
Aggregate in E.coli bildeten und zum anderen erwies sich die Affinitat von Importin 7 bzw.
Importin 7-Fragmenten zu H1-Histonen schlichtweg als zu schwach, als dass Fragmente von

Importin 7 nachweisbar mit H1 interagierten.

3.3.2. Die Bindung von Importin B an Importin 7 ist essentiell fur eine

kooperative Bindung an H1-Histone und fur den H1-Kernimport

Als nachstes sollte die Rolle der Importin B/Importin 7-Interaktion fir den H1-Kernimport
analysiert werden. Zu diesem Zweck sollte in affinitdtschromatograchischen Analysen die
Bindung von Importin  einerseits in Gegenwart von Importin 7, andererseits in Gegenwart
von AC32 Importin 7 untersucht werden. AC32 Importin 7 ist eine C-terminal verkirzte
Variante (A1004-1036) von Importin 7, die Importin  nicht effizient bindet. Fir die Analysen
wurde AC32 Importin 7 mit einem N-terminalen Histidin-Tag hergestellt. Die entsprechende
kodierende Sequenz von Importin 7 wurde aus dem Vektor pAB 73 (siehe Abb. 35) mit
BamHI herausgeschnitten und in den Vektor pQE-30 (Qiagen, Hilden), der mit BamHI
gespalten und anschlieBend dephosphoryliert worden war, subkloniert. Nach erfolgter

Klonierung und einer genauen Sequenzkontrolle wurde AC32 Importin 7 in E.coli

Uberexprimiert und affinitdtschromatographisch aufgereinigt o R
(Abb. 36). & <
Q Q

kDa

Abb.36. Analyse von zwei unterschiedlichen 200 -

rekombinanten AC32 Importin 7-Chiméaren (SDS-

PAGE, 8%). Von AC32 Importin 7 wurden zwei 116w b

unterschiedliche Chimare hergestellt. pAB 73 97

enthielt einen N-terminalen ,2z-Tag“ und C-terminal

einen ,6His-Tag"“, wahrend pAB 78 nur mit einem N- 66 — r—

terminalen ,6His-Tag“ ausgestattet war. Das

Konstrukt pAB 73 wurde Bindungsexperimenten

(s.0) und in in vitro Import-Assays verwendet. Das 45

Konstrukt pAB 78 wurde nur in

Bindungsexperimenten (s.u.) analysiert. Coomassie

In Affinitdtschromatographien wurde immobilisiertes H1° mit AC32 Importin 7 (pAB 78) bzw.
Importin 7 in An- bzw. Abwesenheit von Importin  flir 3 Stunden bei 4°C inkubiert. Die
gebundenen Proteine wurden via SDS-PAGE aufgetrennt und mit Coomassie-Farbung
nachgewiesen (Abb. 37B). In den Experimenten mit immobilisierten H1-Histonen bindet AC32

Importin 7 (Almp7) in Anwesenheit von Importin 3 weniger effizient an H1° als in Abwesenheit
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Abb. 37. Die Importin B-bindende Doméane von Importin 7 ist essentiell fur einen effektiven H1°-
Kernimport. In A wurde in in vitro Rekonstitutionen mit H1° getestet. ob die Importin B-bindende
Domane von Importin 7 fur Kernimport essentiell ist. Der Import von H1° wurde in Gegenwart von Imp7
und Impp effizient rekonstituiert. Wurde anstelle von Imp7 eine Variante von Imp7 verwendet, die Imp3
nicht signifikant binden konnte (Almp7), war der Kernimport ineffizient. Als Kontrolle wurde das
ribosomale Protein L23a untersucht. L23a wurde in Gegenwart von Almp7 in den Nucleoli mit relativ
hoher Effizienz akkumuliert. In B ist die gelelektrophoretische Analyse (SDS-PAGE, 12%) einer
Affinitdtschromatographie mit H1° gezeigt. H1° wurde Uber einen ,2z-Tag® an IgG-Sepharose
immobilisiert und anschliefiend mit den angegebenen Kombinationen von ImpB, Imp7 und Almp7
inkubiert. Imp7 und Almp7 binden in Abwesenheit von Impp moderat an H1°. In Gegenwart von Impf3
interagiert Imp7 im Vergleich zu Almp7 wesentlich deutlicher mit H1°. Der Stern kennzeichnet die
Hohe mit-eluierter 2z/H1°-Chimare.
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von Importin B, wahrend Importin 7 in Gegenwart von Importin (3 starker an H1° gebunden
wurde.

In in vitro Rekonstitutionen wurde als nachstes untersucht, ob AC32 Importin 7 den
Kernimport von L23a und in Verbindung mit Importin 3 den Kernimport von H1-Histonen
vermitteln kann. Die Import-Assays wurden wie unter Kapitel 3.2.3 beschrieben durchgefihrt
(Abb. 37A). In Gegenwart von Reticulocytenlysat werden sowohl L23a als auch das H1°-
Histon in den Nucleoli bzw. im Kern akkumuliert. In Abwesenheit von cytosolischen Faktoren
findet kein Kernimport statt. Die Anwesenheit von AC32 Importin 7 (Almp7) flhrte im Fall von
L23a zu einem relativ effizienten Import in die Nucleoli, wahrend kein Import fir H1°
beobachtet wurde. Auch eine Kombination aus Importin  und AC32 Importin 7 fihrte in
Bezug auf H1° nicht zu einem effektiven Kernimport. L23a hingegen wurde in dieser
Kombination eindeutig in die Nucleoli transportiert. Der Kernimport von H1° liel3 sich erst

durch die Kombination von Importin 3 mit Importin 7 rekonstituieren.

Zusammenfassend konnte gezeigt werden, dass die Importin B-bindende Domane in
Importin 7 nicht nur essentiell flr eine kooperative Bindung beider Importrezeptoren an das
H1°-Histon ist, sondern dieser C-terminale Bereich von Importin 7 auch absolut notwendig

ist, um H1° effektiv in den Kern zu importieren.

Das Gesamtfazit dieser Ergebnisse ist, dass Linker-Histone 2zwei strukturell
verschiedenartige NLS-Typen enthalten. Im Kontext des Kernimports von Linker-Histonen
scheint der NLS-Typ 1 (unstrukturiert und hoch-basisch) gegeniber dem NLS-Typ 2 (verflgt
Uber eine Sekundarstruktur) eine dominante NLS-Funktion auszuliben; denn sowohl das
ganze H1-Histon als auch die gesamte C-terminale Domane des Linker-Histons wird nur von
Importin 3 in Kombination mit Importin 7 in den Kern importiert. Kleinere Fragmente der C-
terminalen Domane lassen sich alternativ von wenigstens vier verschiedenen Importinen und
der NLS-Typ 2 nur von Importin B alleine in den Kern transportieren. Wahrend fir diese NLS
durchaus weitere potentielle Importfaktoren existieren kénnten, ist ein Importin [3/7-
Heterodimer der einzige funktionelle Importrezeptor fir das ganze H1-Histon und flr die
ganze C-terminale Domane. Fur die Bildung des Importin /7-Dimers ist die C-terminale
Domane von Importin 7 essentiell, die Bildung des Heterodimers wiederum ist essentiell flr
einen effektiven Kernimport der H1-Histone. Nur dieser Heterodimer scheint aufgrund seiner
Stabilitdt, seiner GréRe und seiner hohen Affinitdt zum H1-Histon dazu befahigt, die
basischen Reste der ganzen C-terminalen Domane effizient vor ungewlnschten
Interaktionen in der Zelle abzuschirmen, um auf diese Weise den Kernimport des H1-Histons

zu verschaffen.
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4. Diskussion

Die zellulare nucleére Import-Machinerie

Nucleo-cytoplasmatische Transportprozesse verlaufen ber die Kernporenkomplexe (NPC).
Diese komplexen Strukturen durchspannen die Kernmembran und bauen sich aus den
sogenannten Nucleoporinen, die ein koordiniertes System von strukturellen Komponenten
und Molekilen mit Transportfunktion darstellen, auf (Rout et al., 2000). Inzwischen sind eine
Vielzahl von Interaktionsdoméanen (Phenylalanin-reiche Sequenzen) in Nucleoporinen
identifiziert worden, die einen selektiven Transport von Proteinen aufgrund schwacher
hydrophober Wechselwirkungen bewirken. Diese hydrophoben Wechselwirkungen mit den
Nuceloporinen im Sinne eines erleichterten Transports werden von den Kernproteinen nicht
direkt erreicht, sondern kénnen nur von spezifischen Transportrezeptoren vermittelt werden.
Diese Transportrezeptoren, die Uberwiegend zur Familie der Importin [-ahnlichen
Rezeptoren gehéren, werden hinsichtlich ihrer Transportrichtung in Importine und Exportine
klassifiziert. Saugetierzellen sind mit mehr als 20 Importinen ausgestattet; funktionell
charakterisiert sind hingegen nur 9 Importine: Importin 3 (Gorlich et al.,1995), Transportin 1
(Pollard et al., 1995), Importin 5 (Jakel und Goérlich, 1998), Importin 7 (Jakel und Gorlich,
1998), Transportin SR (Kataoka et al., 1999), Transportin SR2 (Lai et al., 2000), Importin 9
(Gorlich, 2001; personliche Mitteilung), Importin 11 (Plafker und Macara, 2000) und Importin
13 (Mingot et al., 2001). Um einen selektiven Kernimport zu vermitteln, binden die Importine
sogenannte Kernlokalisierungssignale (NLS) ihrer Substrate.

Verschiedene Studien zeigten bereits um 1970 (im Uberblick bei Bonner, 1978; Paine, 1982),
dass nucleare Proteine nach Injektion in das Cytoplasma selektiv in den Kern gelangen.
Diese Versuche fuhrten nicht sofort zur Annahme von NLS. Zunacht wurde ein inkorrektes
Modell der nuclearen Akkumulation postuliert. Die Akkumulation wurde demnach durch eine
freie Diffusion eines Proteins in den Kern, gefolgt von selektiver Retention, wenn
entsprechende nucleare Bindungsstellen im Protein vorhanden sind, erklart. Dieses Modell
wurde abgeldst, als ein Peptid im Nucleoplasmin entdeckt wurde, das den selektiven
Transport Uber die Kerndoppelmembran bewirkte (Dingwall et al., 1982). Fragmente von
Nucleoplasmin, die dieses Peptid enthielten gelangten in den Kern, Core-Fragmente ohne
dieses Peptid verblieben im Cytoplasma bzw. im Kern, wenn sie entsprechend injiziert
wurden. Diese Beobachtungen schlossen eine freie Diffusion und selektive Retention als
Erklarungsmodell aus; denn die Core-Fragmente konnten auch ohne die Hilfe des aktiven
Peptids zuriickgehalten werden. Daher erméglicht das Peptid den Transport und nicht etwa
eine  Retention (Dingwall et al, 1982). Seit der Entdeckung derartiger
Kernlokalisierungssignale konnte fir kein Kernprotein (bzw. RNA) ein Mechanismus

beobachtet werden, der nicht mit einem rezeptorvermittelten Transportprozess korrelierte.
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Selbst fur relativ kleine Kernproteine mit Molekulargewichten zwischen ~10-30 kDa wie den
Histonen (Breeuwer und Goldfarb, 1990), HMG-Proteinen (Hock et al., 1998), ribosomalen
Proteinen (Jakel und Gorlich, 1998) oder Ran (Ribbeck et al., 1998), die aufgrund ihres
relativ geringen Molekulargewichts im Prinzip frei in den Kern diffundieren kénnten, wurde ein

aktiver Transportvorgang nachgewiesen.

4.1. Der Kerntransport von Histonen

Die Analyse des Kerntransports von Histonen konnte in den letzten Jahren wesentlich zu
unserem heutigen Verstandnis nuclearer Transportereignisse beitragen.

Histone gehdren in proliferierenden Zellen zu den haufigsten Importsubstraten und werden
wahrend der S-Phase des Zellzyklus von Eukaryonten benétigt, um Nucleosomen zu bilden.
Es werden schatzungsweise 100 Histon-Molekile pro Minute durch jeden Kernporenkomplex
in den Kern transportiert. In unserer Arbeitsgruppe konnte gezeigt werden, dass Core-
Histone - vergleichbar mit dem Import von ribosomalen Proteinen - alternativ von wenigstens
vier verschiedenen Importinen (Importin (3, Transportin 1, Importin 5, Importin 7) in den Kern
transportiert werden (Baake et al., 2001b).

Fir die stark basischen Linker-Histone scheint eine flachendeckende Abschirmung der
positiv geladenenen Reste notwendig, um ihren Kernimport zu erleichtern. Fir ihren
Transport vom Cytoplasma in den Zellkern sind sie auf einen heterodimeren Komplex,

bestehend aus Importin B und Importin 7 (MG >200 kDa), angewiesen (Jakel et al., 1999).

In dieser Arbeit wurde der Kernimport der Linker-Histone untersucht. Bisher wurden sieben
verschiedene Linker-Histon-Subtypen in menschlichen Zellen nachgewiesen, die sich in zwei
Gruppen von H1-Histonen aufteilen lassen: Die fiunf Normaltyp-Histone H1.1-H1.5, die
replikationsabhangig exprimiert werden (Doenecke et. al., 1994) und zwei Sonderformen H1°
und H1t, die replikationsunabhangig exprimiert werden (Doenecke et al., 1994; Drabent et
al., 1993). Vergleicht man die menschlichen H1-Subtypen miteinander, wird deutlich, dass
sich die Normaltypen untereinander weniger unterscheiden, als sie sich von den beiden
Sonderformen unterscheiden. Das H1°-Histon unterscheidet sich von den anderen Linker-
Histonen in mehrfacher Hinsicht. Seiner Sequenzlange von 193 Aminosauren stehen ~210
Aminosauren in anderen H1-Subtypen gegenuber. Ausserdem enthalt das H1°-Histon mit
Methionin und Histidin Aminosauren, die den anderen H1-Subtypen ganzlich fehlen. Neben
diesen Unterschieden in der Lange und Komposition, besitzen die Linker-Histone prinzipiell
eine Ubergeordnete strukturelle Ahnlichkeit. So lasst sich die Struktur von allen Linker-
Histonen in drei Doméanen, eine jeweils variable N- und C-terminale Doméane und eine
hochkonservierte zentrale Domane einteilen. Wahrend die zentrale globulare Domane in

allen Linker-Histonen in gleicher Weise hochstrukturiert ist (Ramakrishnan et al., 1993) und
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Uber einen relativ geringen Anteil basischer Aminosauren verfugt, sind die flankierenden
Bereiche durch eine fehlende Sekundarstruktur und einen sehr hohen basischen Anteil

charakterisiert.

H1.2SETAPAAPAAAPPAEKAPVKKKAAKKAGGTPRKASGPlPVSELI TKAVAASSO
HI° TENSTSAPAAKP - - - - -« - - - - - - - KRAKASKKSlTDHPKYSDMI VAAI QAE 38
KERSGVSLAALKKALAAAGYDVEKNNSRI KLGLKSLVSKGTLVQTKGTGA 100
KNRAGSSRQSI QKYI KSHYKVGENADSQI KLSI KRLVTTGVLKQTKGVGA 88
SGSFKLNKKAASGEAKPKVKKAGGTKPKKPVGAAKKPKKAAGGATPKKSA 150
SGSFRLAKSDEPKKSVAFKKTKKEI KKVATPKKASKPKKAASKAPTKKPK 138
KKTPKKAKKPAAATVTKKVAKSPKKAKVAKPKKAAKSAAKAVKPEKAARKPK 200
ATPVKKAKKKLAATPKK- AKKPKTVKAKPVKASKPK- - - - - - KAKPVKPK 183
VVKPKKAAPKKEK 212
AKSSAKRAGKKEK 193
H1.2SETAPAAPAAAPPAEKAPVKKKAAKKAGGTPRKASGPlPVSELI TKAVAASSO
HI° TENSTSAPAAKP - - - - - - - - - - - - KRAKASKKS'TDHPKYSDMI VAAI QAE 38
KERSGVSLAALKKALAAAGYDVEKNNSRIKLGLKSLVSKGTLVQTKGTGA 100
KNRAGSSRQSI QKYI KSHYKVGENADSQI KLSI KRLVTTGVLKQTKGVGA 88
SGSFKLNKKAASGEAKPKVKKAGGTKPKKPVGAAKKPKKAAGGATPKKS A 150
SGSFRLAIKSDEPKKSVAFKKTKKEI KKVATPKKASKPKKAASKAPTKKPK 138
KKTPKKAKKPAAATVTKKVAKSPKKAKVAKPKKAAKSAAKAVKPEKAARKPK 200
ATPVKKAKKKLAATPKK- AKKPKTVKAKPVKASKPK- - - - - - KAKPVKPK 183
VVKPKKAAPKKEK 212
AKSSAKRAGKKEK 193

Abb. 38. Aminosauresequenz-Vergleich von H1° und H1.2. In der oberen Reihe ist jeweils die
Aminosauresequenz von humanem H1.2, in der unteren Reihe jeweils die Aminosauresequenz von
humanem H1° dargestellt. In dem oberen Vergleich sind die basischen Aminosduren Arginin und
Lysin in blau hervorgehoben. In dem unteren Vergleich sind die identischen Aminosduren in rot
hervorgehoben. Am Ende jeder Zeile ist die Anzahl der Aminosduren angegeben. Die vertikalen
Balken unterteilen H1.2 bzw. H1° in die drei strukturellen Doméanen: die N-terminale Domane,
globuldre Doméane und C-terminale Domane.

In dieser Arbeit wurde aufgrund der relativen Sequenzhomologien der Normaltyp-Histone
reprasentativ das H1.2-Histon und von den Sonderformen das Replacement-Histon H1° in

Bezug auf ihren Kerntransport untersucht (siehe Abb. 38)

4.2. Identifizierung von Kernlokalisierungssignalen

Der nucleare Transport von Proteinen wird durch spezifische Abschnitte in ihrer Sequenz,
sogenannte Kernlokalisierungssignale vermittelt. Die ersten definierten Kernlokalisierungs-
signale (NLS) sind das monopartite und das bipartite NLS, deren Prototypen PKKKRKY im
grollen T-Antigen von SV40 (Kalderon et al., 1984) bzw. KR[PAATKKAGQA]KKKK im
Nucleoplasmin (Robbins et al., 1991) entdeckt wurden. Beide Varianten reprasentieren den
klassischen NLS-Typ, der direkt von Importin a gebunden wird (Gorlich et al., 1995a).
Importin a besitzt eine Adapterfunktion, indem es neben dem NLS Uber ein eigenes
Kernlokalisierungssignal spezifisch Importin (3, das als eigentlicher Vermittler des

Kernimports fungiert, bindet (Gorlich et al., 1995b). Inzwischen sind unterschiedliche Signale
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beschrieben worden, die in ahnlicher Weise aus basischen Aminosauren aufgebaut sind und
von einem Importin a/B-Heterodimer erkannt werden (im Uberblick bei Jans, 2000).
Ausserdem sind eine Vielzahl von divergierenden Kernlokalisierungssignalen beschrieben
worden, welche alle Funktions-relevante basische (Arginin/Lysin) und oft Helix-
unterbrechende Aminosauren (Prolin/Glycin) enthalten. Die basichen Aminosauren scheinen
in keiner Weise definiert angeordnet zu sein, wie im Falle klassischer
Kernlokalisierungssignale (im Uberblick bei Mattaj et al., 1998). Die saure M9-Doméane des
mRNA-bindenden  Proteins hnRNP A1 stellt eine Ausnahme unter den
Kernlokalisierungssignalen dar (Pollard et al.,, 1996), da es Uber keine basischen
Aminosauren verfiigt. Die meisten ,nicht-klassischen® Kernlokalisierungssignale werden oft
direkt von spezifischen Importin B-ahnlichen Transportrezeptoren - d.h. ohne die Intervention
von Adapterproteinen - erkannt.

Aufgrund der beschriebenen Mannigfaltigkeit von Kernlokalisierungssignalen ist es im
Allgemeinen nicht mdéglich aus der Aminosauresequenz direkt Proteinabschnitte mit NLS-
Funktion abzuleiten. Kernlokalisierungssignale kénnen daher ausschlieBlich durch die

experimentelle Analyse zweifelsfrei bestimmt werden.

Zur ldentifizierung von Kernlokalisierungssignalen in Linker-Histonen wurde ein etabliertes in
vivo Transfektionssystem verwendet (Moreland et al., 1987; Schwamborn et al., 1998). H1/B3-
Galaktosidase-Konstrukte wurden transient in HeLa-Zellen transfiziert und die subzellulare
Lokalisation der Genprodukte durch indirekte Immunfluoreszenz nachgewiesen.

Auf dieser experimentellen Grundlage wurde bereits fir das Replacement-Histon H1°
gezeigt, dass es mehrere Kernlokalisierungssignale enthalt. Die N-terminale Domane, ein
Sequenzabschnitt von 21 Amionosauren, enthielt zwar einen hohen Anteil von basischen
Aminosauren, fungierte aber nicht als NLS. Die zentrale globuldre Doméane des H1°-Histons
reprasentierte eine funktionelle NLS. Sie verfligt Uber ein relativ geringen Anteil basischer
Aminosauren. Eine Voraussetzung fur ihre vollstandige NLS-Aktivitat stellte die Integritat
dieser hoch-strukturierten Domane dar. Die unstrukturierte und sehr basische C-terminale
Domane enthalt im Gegensatz zur globuldaren Domane mehrere Sequenzabschnitte mit NLS-
Funktion (Schwamborn et al., 1998). Aufgrund der strukturellen Unterschiede werden die C-
terminalen Abschnitte mit NLS-Funktion in diesem Kontext als NLS-Typ 1 und die globulare

Domane als NLS-Typ 2 bezeichnet.

In dieser Arbeit wurde das H1.2-Histon unter Berucksichtigung seiner tripartiten
Domanenstruktur analysiert. Es konnte gezeigt werden, dass es sowohl Gber den NLS-Typ 1
als auch Uber den Typ 2 verfugt. Die aminoterminale Domane zeigte in den in vivo-Studien
keine signifikante NLS-Aktivitdt. Hingegen wurde fur die zentrale globulare Domane (NLS

Typ 2) und die C-terminale Doméane (NLS-Typ 1) eine Transportkompetenz eindeutig
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nachgewiesen. Damit verhalten sich die einzelnen Doméanen von H1.2 bezuglich ihrer NLS-
Eigenschaften analog zu dem H1°-Histon. Wie in Abbildung 37 ersichtlich wird, bestehen auf
der einen Seite zwischen dem Normaltyp-Histon H1.2 und dem Replacement-Histon H1° nur
geringe Sequenzhomologien. Auf der anderen Seite beobachtet man fir die Domanen mit
NLS-Funktion durchaus eine ahnliche Verteilung der basische Aminosauren Arginin und
Lysin. Es ist daher sehr wahrscheinlich, dass die Funktion der Kernlokalisierungssignale
einerseits durch die Struktur, andererseits durch den Anteil der basischen Aminosauren
bedingt wird. Diese Vermutung wird dadurch bekraftigt, dass sich der NLS-Typ 1 und Typ 2
nicht allein auf die Klasse der Linker-Histone beschrankt. So konnten in den Core-Histonen
jeweils wenigstens zwei Kernlokalisierungssignale identifiziert werden (Baake et al., 2001b),
die strukturell mit dem NLS-Typ 1 und Typ 2 vergleichbar sind. Wahrend sich der NLS-Typ 1
in den Linker-Histonen scheinbar nur in der C-terminalen unstrukturieten Doméane
manifestiert, findet sich diese hoch-basische und unstrukturierte NLS bei den Core-Histonen
ausschlie8lich in den N-terminalen Domanen. Der zentrale und C-terminale Abschnitt von
Core-Histonen besitzt entsprechend der globularen Domane von H1-Histonen eine definierte
Sekundarstruktur und verfugt Uber einen vergleichbar geringen Anteil basischer
Aminosauren. Die Importkompetenz dieser Proteinregion, die als ,histone—fold-motif‘ (HMF)

bezeichnet wird, wurde in vivo nachgewiesen.

In weiteren Transfektionsexperimenten wurden in dieser Arbeit Regionen des NLS-Typ 1 in
dem H1°-Histon weiter eingegrenzt. Schwamborn et al. (1998) hatten zeigen kénnen, dass
ein 47 Aminosauren langer Abschnitt der C-terminaler Domane (Konstrukt: pKS 18) als NLS
vollstandig funktionsfahig war. In der vorliegenden Arbeit konnte gezeigt werden, dass
kleinere Fragmente dieses Abschnitts bis zu einer GréRe von ~21 Aminosauren als NLS
fungierten. Die Fragmente mit den Aminosauren 96-118 (Konstrukt: pAB 56) bzw. 118-141
(Konstrukt: pAB 55) wurden Uberwiegend exklusiv im Kern detektiert. Eine Verkleinerung
dieser Fragmente flhrte zu einem reduzierten oder vollstandigen Verlust der

Importkompetenz, d. h eine minimale NLS weist in H1 wenigstens ~21 Aminosauren auf.

Konstrukt | Lokalisation Aminosauresequenz Arginin und Lysin
(%)

pAB 55 | N | "TPKKASKPKKAASKAPTKKPKAT™! | ~39 |

pAB 56 | N | ®AKSDEPKKSVAFKKTKKEIKKVA'® | ~39 |

pKS 12 | N>C | “?PVKKAKKKLAATPKKAKK ' | 50 |

pKS 60 | C | *’AKSDEPKKSVAFKK'"? | ~36 |

Tab. 3. Vergleich der Aminosauresequenzen von C-terminalen H1°-Fragmenten. In Transfektions-
studien wurden minimale Sequenzen identifiziert, die ein Reporterprotein effizient in den Kern
dirigieren. Vollstandige Kernlokalisation (N) wurde nur fir Sequenzen beobachtet die wenigstens ~20

-122 -



Ergebnisse

Aminosauren besitzen. Abk.: N = Kernlokalisation, C = Cytoplasmalokalisation, N>C: Kernlokalisation
> Cytoplasmalokalisation.

Interessanterweise zeigten Schwamborn et al. (1998), dass das Konstrukt pKS 12 (AS 142-
159) zwar in den Kern transportiert wird, aber der Kernimport nicht vollstandig bzw. effektiv
erfolgte. Dieses 18 Aminosauren lange Konstrukt, das zu 50% aus basischen Aminosauren
aufgebaut ist (siehe Tab. 3), wurde sowohl im Cytoplasma als auch im Kern nachgewiesen.
Ein Vergleich der gesamten Daten aus den Transfektionsstudien mit C-terminalen H1°-
Fragmenten, die in unserer Arbeitgruppe durchgefiihrt wurden, verdeutlicht, dass eine
graduelle Abnahme der Importkompetenz des NLS-Typ 1 mit einer abnehmendem Grofie
der Fragmente korreliert (siehe Tab. 3). Fir die Funktion des NLS-Typ 1 scheint nicht ein
ausgesprochen hoher Anteil basischer Aminosauren (Vergleich pKS 12) oder eine Cluster-
artige Anordnung der basischen Reste wie im Falle klassischer NLS von hoher Relevanz zu
sein. Vielmehr scheint eine gleichmassige Verteilung basischer NLS auf einem
Sequenzabschnitt, der eine gewisse kritische Groe aufweist, entscheidend zu sein. Filr
verschiedene ribosomale Proteine und fir Core-Histone wurden ahnliche basische
Sequenzen beschrieben, die in vivo als NLS fungieren (siehe Tab. 4). Annilo et al. (1998)
z.B. demonstrierten, dass ein -Galaktosidase-Fusionsprotein mit den Aminosauren 98-118
des ribosomalen Proteins S7 im Kern bzw. den Nukleoli akkumulierte. Clauf3en et al. (1999)
zeigten, dass der N-terminale Bereich (AS 1-25) des ribosomalen Proteins L5 ein
heterologes Protein in den Nucleoli akkumulierte. Von den Core-Histone H2A, H2B, H3 und
H4 dirigierten die N-terminalen Domanen das Reporterprotein B-Galaktosidase effizient in
den Kern (Baake et al., 2001a).

Protein | Aminosauresequenz ‘ R & K (%) Literatur |
H2A | SGRGKQGGKARAKAKTRSSRAGLQF* | 32 | Baakeetal., 2001 |
H2B | PEPSKSAPAPKKGSKKAVTKAQKKD?® | 32 | Baakeetal., 2001 |
H3 | SGRGKGGKGLGKGGAKRHRKVLRDN® |  ~36 | Baake etal., 2001 |
H4 ARTKQTARKSTGGKAPRKQLA ~31 Baake et al., 2001

TKAARKSAPAT?
S7 | RRILPKPTRKSRTKNKQKRPR'"® | ~55 | Anniloetal., 1998 |
L5 MGFVKVVKNKAYFKRYQVKFRRRRE? ~40 ClauRen et al.,
1999

Tab. 4. Vergleich einiger Sequenzen von Core-Histonen und ribosomalen Proteinen, die in vivo NLS
Funktion haben. Zwischen den Aminosauresequenzen bestehen offensichtlich keine Homologien. Die
einzige Verwandtschaft der unterschiedlichen NLS ist der ausgesprochen hohe Anteil basischer
Aminosauren.
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Zusammenfassend wurde in den  Experimenten zur Identifizierung  von
Kernlokalisierungssignalen in Linker-Histonen gezeigt, dass das Normaltyp-Histon H1.2 tGber
zwei strukturell unterschiedliche NLS-Typen verfugt. Aufgrund der hohen Sequenz- und
Strukturhomologien zwischen den Linker-Histonen ist zu vermuten, dass diese NLS-Typen
auch den bisher noch nicht untersuchten anderen Linker-Histonen inharent sind.
Transfektionsstudien in Bezug auf das H1°-Histon wurden mit dem Ergebnis erganzt, dass
zwei minimale Kernlokalisierungssignale in der C-terminalen Doméane eingegrenzt wurden.
Demnach besteht eine minimale NLS des Typ 1 aus ~21 Aminosauren und einem basischen
Anteil von [39%.

2TDHPK YSDMIVAAIQAEKNRAGSSRQSIQK YIKSHYKVGENADSQIKLSIKRLVTTGVLK QTK GVGASGSFR®

—

N‘( NLS® O—( NLS* (-)—( NLS' (-)—( NLS' ()—( NLS' (a—C
N

9AK SDEPKKSVAFKK TKKEIKKVAT118

Abb. 39. Funktionelle NLS-Doméanen in H1°. Das Histon H1° enthalt strukturell unterschiedliche NLS-
Domanen. Ein NLS vom Typ 2 (NLSZ) - die globuldre Doméne von H1° - und wenigstens vier NLS
vom Typ 1 (NLS"), die im C-terminalen Bereich lokalisiert sind. Die Aminosauresequenz des NLS-
Typ 2 und eines NLS-Typ 1 sind angegeben.

Die Tatsache, dass Linker-Histone Uber mehrere Kernlokalisierungssignale verfiigen, wirft
die Frage auf, ob die verschiedenen NLS in Linker-Histonen Bindungsstellen fur
unterschiedliche Importine reprasentieren. Zur Beantwortung dieser Frage, sollten die
potentiellen Interaktionspartner der einzelnen H1-NLS identifiziert und ihre Rolle im

Kernimport aufgeklart werden.

4.3. Analyse des NLS-Typ 1 und Typ 2 in Linker-Histonen

In in vitro Analysen wurde die Interaktion der verschiedenen NLS-Typen in Linker-Histonen
zu unterschiedlichen Importinen im Detail analysiert. Ein wichtiger Aspekt dieser
Untersuchungen war, dass die Interaktion zwischen dem Rezeptor und dem NLS, die in
vitro gemessen wurde (Bindung des NLS-Substrats an den Rezeptor), mit den funktionellen
Konsequenzen dieser Wechselwirkung in in vitro Rekonstitutionen (Transport des NLS-

Substrats in den Kern) korreliert werden konnte.
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Abb. 40. Modell fir den H1-Kernimport. Ein Heterodimer aus Importin 3 und Importin 7 ist ein aktiver
Importrezeptor. Nach seiner Assemblierung im Cytoplasma bindet der H1-Importkomplex an die
cytoplasmatischen Fibrillen des nucledren Porenkomplexes (entweder Uber die NPC-Bindungsstellen
von Importin B, Importin 7 oder von beiden Rezeptoren), um im nachsten Schritt auf die nucleare Seite
des NPCs transportiert zu werden. In dieser Umgebung bindet der Komplex Ran-GTP, das im Kern in
hohen Konzentrationen vorliegt. Die Bindung von Ran-GTP an beide Importine flhrt zur Dissoziation
des Importkomplexes. Interessanterweise war in in vitro Experimenten nur die Interaktion von
Importin B mit Ran-GTP absolut notwendig, um den vermeintlich trimeren Komplex zu dissoziieren,
wahrend das Binden von Ran-GTP an Importin 7 nicht essentiell war. Wie kann dieser Sachverhalt
erklart werden? Ein plausibles Szenario ware, dass die Bindung von Ran-GTP zunachst an Importin 3
erfolgt, um die Komponenten des Importkomplexes von der Kernpore zu dissozieren. Das Binden von
Ran-GTP an Importin 7 wirde erst in einem unabhangigen Schritt im Kernplasma erfolgen und H1 von
Importin 7 dissoziieren. Importin 7 kdnnte auf diese Weise basische Reste des H1-Histons abdecken,
bis es seinen Bestimmungsort, die DNA, erreicht hat. Importin 7 und Importin B werden vermutlich
Ran-GTP-gebunden in das Cytoplasma exportiert. Die Hydrolyse von GTP flihrt dazu, dass Importin 7
bzw. Importin B von Ran-GDP dissoziiert und die Importine auf diese Weise ihre Transportfunktion
erneut wahrnehmen kénnen. Abk.: NE: Kerndoppelmembran (nuclear envelope), H1: H1-Histon.
Darstellung der Kernpore nach Panté und Aebi (1994).

Kirzlich konnten wir in einer Kooperation mit Dr. Goérlich (Heidelberg) den funktionellen
Importrezeptor fir H1-Histone identifizieren (Jakel et al., 1999). Der H1-Kernimport konnte
mit humanem Importin 3 und Importin 7 aus Xenopus effizient rekonstituiert werden (Abb.
29). Es wurde gezeigt, dass das H1-Histon den Heterodimer aus Importin 7 und Importin 3
wesentlich effizienter bindet, als Importin 3 bzw. Importin 7 alleine. Dieses kooperative
Verhalten des Rezeptordimers wurde damit begrindet, dass beide Importine zur
Substraterkennung beitragen und an verschiedene Seiten im H1-Histon binden. Um diese

Erklarung zu prifen, wurden die einzelnen NLS in H1.2 und H1° auf ihre Interaktion mit
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Importin B und Importin 7 hin untersucht. Ausserdem wurde getestet, ob neben Importin 3

und Importin 7, Importin 5 bzw. Transportin mit H1-NLS direkt interagieren.

Zunachst wurden in Bindungsexperimenten die physikalischen Interaktionen einzelner NLS

zu den Importinen untersucht.

4.3.1. Interaktion von H1-NLS mit cytosolischen Faktoren

Die globulare Doméane von H1.2 und H1° fungiert in vivo als Kernlokalisierungssignal. In
Bindungsstudien mit Gesamtcytosol (Reticulocytenlysat) konnte eine direkte Interaktion der
globuldren Domane sowohl mit Importin 3 als auch mit Importin 7 nachgewiesen werden. Fir
die gesamte C-terminale Domane und fur NLS, die in der C-terminalen Domane von H1°
lokalisiert sind, wurde ebenfalls eine Interaktion mit beiden Importinen nachgewiesen. Die
Spezifitdt dieser Bindungen wurde durch die Zugabe von Ran-GTP (in Form von RanQ69L-
GTP) kontrolliert. Wie in der Legende von Abbildung 40 beschrieben wurde, verursacht die
Anwesenheit von Ran-GTP die Dissoziation von spezifischen Importin/Substrat-Komplexen.
Im Vergleich zur globuldren Doméane wurde von den ganzen Histonen bzw. den C-terminalen
NLS eine Vielzahl weiterer Faktoren des Reticulocytenlysats gebunden. Der Grund fur diese
ausgepragte Affinitat zu unterschiedlichen Proteinen liegt wahrscheinlich in der sehr
basischen Natur der C-terminalen Doméne, die dem Protein einen ,klebrigen”-Charakter
verleiht. Das ribosomale Protein L23a, das Uber einen ahnlich hohen Anteil basischer
Aminosauren verfligt, bindet in gleicher Weise eine Vielzahl von Faktoren. Im Gegensatz
dazu erscheinen in dem Bindungsmuster der globuldaren Domanen nur drei Hauptbanden,
die Importin 7, Importin 3 und wahrscheinlich einer Nucleolin-Form (siehe Jakel et al., 1999)
zuzuordnen sind. In diesen Experimenten konnte nicht geprift werden, ob Importin 3 bzw.
Importin 7 unabhangig an die H1-Domanen bindet; denn aufgrund ihrer Tendenz, leicht zu
dimerisieren, ware es denkbar, dass Importin B indirekt Gber Importin 7 (bzw. umgekehrt) an

die Histon-Fragmente bindet.

4.3.2. Interaktion von H1-NLS mit rekombinanten Importinen

In einer erganzenden affinitdtschromatographischen Analyse wurde die Interaktion von H1-
Fragmenten zu vier unterschiedlichen rekombinanten Importrezeptoren (Importin f3,
Importin 5, Importin 7 und Transportin) untersucht.

In diesem System, das wiederum auf immobilisierten Histon- bzw. Histonfragmenten
basierte, wurde flr die ganzen Linker-Histone eine Interaktion mit allen vier Importinen
nachgewiesen. Bisher wurde nur eine Interaktion mit Importin B und Importin 7 beschrieben

(Jakel et al., 1999), eine Interaktion mit Importin 5 und Transportin konnte hier erstmals
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nachgewiesen werden. Die Spezifitdt dieser Bindungen wurde mit RanQ69L - eine
Punktmutante von Ran, die Uberwiegend in GTP-gebundener Form vorliegt - tberprift und
verifiziert. Fur den NLS-Typ 1 und Typ 2 in den Linker-Histonen wurde ein unterschiedliches
Bindungsverhalten festgestellt. Der NLS-Typ 2 — die globuldre Doméane von H1° bzw. H1.2 —
zeigte unter Bedingungen, unter denen die ganzen Linker-Histone effizient alle vier Importine
binden, nur mit Importin 3 eine signifikante Interaktion.

Alle weiteren untersuchten H1-Fragmente, die in in vivo Studien eine NLS-Funktion
austbten, werden dem NLS-Typ 1 zugerechnet (es handelte sich bei den Linker-Histonen
ausschlief3lich um C-terminale Regionen). Fir die ganze C-terminale Domane (von H1° bzw.
H1.2) und einzelne C-terminale Fragmente (ausschliel3lich von H1°) wurde analog den
ganzen H1-Histonen eine spezifische Bindung zu allen vier Importrezeptoren beobachtet.
Sowohl fur unstrukturierte N-terminale Bereiche der Core-Histone als auch fur unstrukturierte
Regionen der ribosomalen Proteine wurde eine Bindung 2zu unterschiedlichen
Importrezeptoren gezeigt. Der NLS-Typ 1 in Linker-Histonen weist jedoch keine nahe
Verwandtschaft zu den korrerspondierenden Sequenzelementen in den Core-Histonen oder
ribosomalen Proteinen auf, ausser der Tatsache, dass alle Sequenzen reich an basischen
Aminosauren sind.

Wahrscheinlich muss das Linker-Histon aufgrund seiner Grofke im Vergleich zu den Core-
Histonen oder ribosomalen Proteinen einen gréReren Bereich vor unerwilnschten

Interaktionen schutzen.

4.3.3. In vitro Rekonstitutionen mit NLS-Typ 1 und Typ 2 der Linker-Histone

Ein wichtiges experimentelles System zur naheren Charakterisierung von
Kernlokalisierungssignalen ist der in vitro Kernimportassay mit permeabilisierten Zellen
(Adam et al., 1990). In diesem Verfahren wird das Detergens Digitonin zum Permeabilisieren
der Cholesterin-reichen Plasmamembran verwendet, ohne dass die Cholesterin-arme
Kernmembran oder cytoplasmatische Strukturen funktionell beeintrachtigt werden. Durch das
Permeabilisieren der Plasmamembran und intensive Waschvorgange kommt es zum Verlust
des endogenen Cytosols. Durch die gezielte Zugabe einer Testldsung aus Gesamt-Cytosol
(z.B. Reticulocytenlysat) oder einzelnen Komponenten zusammen mit einem
Transportsubstrat kann eine detaillierte Analyse des Kernimports erfolgen. Seit seiner
EinfGhrung wurden auf dieser experimentellen Grundlage essentielle I6sliche Komponenten
der nucleo-cytoplasmatischen Transportmaschinerie identifiziert, darunter Vertreter der
Familie von Importin B-ahnlichen Importrezeptoren und des Ran-Systems (flr detaillierte,
zusammenfassende Darstellungen sei auf folgende Reviews verwiesen: Englmeier und
Mattaj, 1998; Gorlich und Kutay, 1999; Nakielny und Dreyfuss, 1999, Conti und Izaurralde,
2001).
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In dieser Arbeit wurden in cytosolfreien in vitro Importsystemen rekombinante Importine, die
bereits in den besprochenen Affinitdtschromatographien analysiert worden waren, auf eine
ausfuhrbare Transportfunktion fir einzelne H1-Fragmente untersucht.

In der Vergangenheit wurden divergente Kernimportwege beschrieben, von denen einige als
Kontrollen fur die Experimente mit H1-Fragmenten verwendet werden sollten. Diese
Kontrollen schlossen die prominentesten Kernimportwege ein: den klassischen Importinweg
[SV-40-NLS wird von Importin a und Importin  in den Kern transportiert (Gorlich et al.,
1994)]; den M9-Importweg [Transportin akkumuliert die M9-Domane effektiv im Kern (Pollard
et al., 1996)]; den Transport ribosomaler Proteine [L23a wird alternativ von Importin (3,
Importin 7, Importin 5 und Transportin in den Kern dirigiert (Jakel und Gérlich, 1999)] und den
IBB-Kernimport [die Importin B-bindende Domane von Importin a wird nur von Importin (3 in
den Kern transportiert (Gorlich et al., 1996)]. Mit Hilfe dieser Kontrollen wurde die
Funktionalitdt der rekombinanten Importfaktoren hinreichend getestet und schlieRlich ihr
Einfluss auf den Kerntransport der H1-Fragmente untersucht.

In den in vitro Rekonstitutionen konnte demonstriert werden, dass die unterschiedlichen
Kernlokalisierungssignale in H1-Histonen divergente Kernimportwege benutzen. Die
C-terminale Domane von H1-Histonen verhielt sich in den Experimenten ahnlich dem ganzen
H1-Histon und konnte nur mit Importin 3 in Assoziation mit Importin 7 effizient in den Kern
transportiert werden. Dieses Ergebnis ist konsistent mit der Beobachtung, dass die C-
terminale Domane mit einer vergleichbaren Affinitat mit den beiden Importinen interagierte
wie das ganze Histon. Die in dieser Arbeit durchgeflihrten Rekonstitutionsxperimente legen
daher zusammen mit den Ergebnissen aus den Affinitdtschromatographien nahe, dass die C-
terminale Domane von H1-Histonen im wesentlichen das Transportverhalten der Linker-
Histone determiniert. In Transfektionsstudien in Hefe wurden z.B. sowohl fir die C-terminale
Domane als auch fir das ganze H1°-Histon (als (-Galaktosidase Fusionsproteine) eine
deutliche Aggregation im Cytoplasma beobachtet. Kleinere Fragmente der C-terminalen
Domane wurden dagegen effizient in den Kern transportiert (Dr. Albig, unveréffentlichte
Beobachtungen). Es besteht also ein unmittelbarer Zusammenhang zwischen der GroRke
dieses NLS vom Typ 1 und seiner Aggregationsneigung. In den Rekonstitutions-Analysen mit
C-terminalen Fragmenten wurden Beobachtungen gemacht, die diese Aussage zu
bekraftigen scheinen. Wahrend die ganze C-terminale Doméne als 2z-Chimare in einem
cytosolfreien System nicht transportiert wurde, wurden C-terminale Fragmente als 6z-
Chimare in beiden Kompartimenten nachgewiesen, obwohl ihre Molekulargewichte aufgrund
der grélReren Fusionsanteile deutlich Gber dem Molekulargewicht der C-terminalen Chimare
lagen (Kap. 3.2.2.3, Abb. 29). Als Erklarung daflir, dass die ganze C-terminale Doméane in

Abwesenheit von cytosolischen Komponenten ausschliellich im Cytoplasma nachgewiesen
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wurde, also nicht diffundierte, sind zumindest zwei Szenarien denkbar. Zum einen kdnnte das
Fusionsprotein der C-terminalen Domane im Cytoplasma aggregiert sein. Das Aggregat
konnte unldslich sein oder eine Grolke aufweisen, die deutlich GUber dem Diffusionslimit der
Kernportenkomplexe liegt, so dass eine freie Diffusion in den Kern inhibiert wird. Ein anderes
Szenario ware, dass die Histon-Chimaren mit unldslichen Strukturen (z.B. Cytoskelett) im
Cytoplasma interagieren und auf diese Weise in diesem Kompartiment ,verankert“ werden. In
beiden Szenarien waren geeignete I6sliche Rezeptoren nétig, um ungewinschte
Interaktionen der Histon-Chimare im Cytoplasma zu verhindern, indem sie ahnlich den
Chaperonen kritische Protein-Bereiche gegen aussere Einflisse abschirmen.

Die untersuchten Fragmente der C-terminalen Domane von H1° verblieben im Gegensatz
zur ganzen C-terminalen Domane nicht durch Retention im Cytoplasma, sondern wurden in
beiden Kompartimenten nachgewiesen, d.h. sie konnten die NPCs in gewissem Malde durch
passive Diffusion passieren. Interessanterweise liel} sich der Kernimport dieser C-terminalen
Fragmente in Gegenwart von verschiedenen Importinen deutlich steigern. Wie in
affinitatschromatographischen Analysen demonstriert wurde, verfligten die C-terminalen H1°-
Fragmente (AS: 95-141 und AS: 160-193) - entsprechend der ganzen C-terminalen Domane
- Uber ,universelle* Bindungsstellen fir wenigstens vier Importine (Importin (3, Importin 7,
Importin 5 und Transportin). In diesen in vitro Rekonstitutionen konnte gezeigt werden, dass
die C-terminalen H1°-Fragmente (AS: 95-141 und AS: 160-193) funktionelle
Kernlokalisierungssignale darstellen, denn sie wurden alternativ von Importin 3, Importin 5,
Importin 7 und Transportin in den Kern importiert. lhre Importaktivitdit war jedoch
vergleichsweise gering, d.h. es kann nicht ausgeschlossen werden, dass noch wesentlich
effizientere Importfaktoren fir diese C-terminalen Fragmente existieren.

Diese ,Besonderheit®, dass Kernsubstrate ber NLS verfligen, die mehrere Importwege bzw.
Rezeptoren nutzen kénnen, wurde in der Vergangenheit bereits fur ribosomale Proteine
(Jakel und Gorlich, 1999; Rout et al.,, 1997) und kirzlich auch fir die Core-Histone
(Mosammaparast et al., 2001) beschrieben. In Bezug auf die Core-Histone wurden bisher
nur die N-terminalen Domanen von Hefe H2A bzw. H2B funktionell charakterisiert. Kap95,
Kap121p und Kap114p (die Abklirzung Kap steht fir Karyopherin und bezeichnet
Transportrezeptoren der Importin [-Familie) interagieren direkt mit den N-terminalen
Regionen und vermitteln den Kernimport von Chimaren, die diese Domanen enthalten
(Mosammaparast et al., 2001). Fur die menschlichen Core-Histone (H2A, H2B, H3 und H4)
wurden Importin 3, Importin 7, Importin 5, Transportin und Importin 9 als funktionelle
Importrezeptoren beschrieben. Da in den N-terminalen Bereichen der humanen Core-
Histone (Baake et al., 2001a) analoge Kernlokalisierungssignale existieren, ist es sehr

wahrscheinlich, dass die Importine direkt mit den N-terminalen NLS interagieren.
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Fir verschiedene ribosomale Proteine in Hefe, insbesondere fir L25, konnten funktionelle
Importrezeptoren charakterisiert werden. L25 wird demnach alternativ von den Importin 3-
Homologen Kap123p (Yrb4p) und Sxm1p, nicht aber von einem Importin a/B-Heterodimer in
den Kern transportiert (Schlenstedt et al., 1997). Eine ahnliche Situation existiert in
Saugetier-Zellen. Der Kernimport der ribosomalen Proteine S7, L5 und L23a in der Ratte
wird von vier verschiedenen Saugetierimportinen, namentlich Transportin, Importin 5,
Importin 7 und Importin B ohne die Intervention von Importin a (Jakel und Gérlich, 1998)
vermittelt. Die BIB-Domane des ribosomalen Proteins L23a besteht aus ~40 Aminosauren
und enthalt wie die beschriebenen C-terminalen NLS in H1° einen Anteil von [B9 % an
basischen Aminosauren (Lysin/Arginin). Diese NLS interagiert mit Importin (3, Importin 7,
Importin 5, Transportin und vielleicht weiteren Importinen direkt. Die Bindungen sind von
hoher Affinitdt gekennzeichnet und die Importaktivitat der unterschiedlichen Rezeporen
gegenuber L23a ist, verglichen mit der Importaktivitat dieser Rezeptoren gegentber den C-
terminalen Fragmenten von H1°, bemerkenswert hoch. In affinitatschromatographischen
Analysen konnte diese Beobachtung bestatigt werden. Die Bindungexperimente lieRen zwar
keine detaillierten, qualitativen Aussagen bezlglich der Bindungsaffinitadten zu; dennoch war
es offensichtlich, dass L23a - im Vergleich zu den C-terminalen H1°-Fragmenten - die
einzelnen Importine wesentlich effizienter binden konnte. In Bezug auf das ribosomale
Protein L5 konnte fur den Import seiner N-terminalen Doméne eine Beteiligung von
wenigsten vier Importinen demonstriert werden (Clauf3en et al., 1998). Diese Doméane enthalt
hohe Anteile der basischen Aminosauren Arginin und Lysin im Verhaltnis 9 : 7 (siehe Tab. 5),
so dass auch hier die Akkumulation basischer Aminosauren essentiell fur die NLS-Funktion

zu sein scheint.

Protein Sequenz Importrezeptoren || Literatur

H1° (Mensch) | KTVKAKPVKASKPKKAKPVKPKAK | Trn, Impp, Imp5, | Schwamborn
SSAKRAGKKK ' Imp7 etal., 1998

H2A (Hefe) SGGKGGKAGSAAKASQSRSAKAG | Kap95, Kap121p |Mosammaparast
LTFPVGRVHRLLRRGNYAQRIGS* |Kap114p et al., 2001

H2B (Hefe) SSAAEKKPASKAPAEKKPAAKKTS | Kap95, Kap121p |Mosammaparast
TSVDGKKRSKVRKETYSSYIYKVLK | Kap114p et al., 2001
QTH

L5 (Mensch) |MGFVKVVKNKAYFKRYQVKFRRR |Impp, Impa, Trn, |ClauRen et al.,
RE® Imp7 1999

L23a (Rate) — | HSHKKKKIRTSPTFRRPKLRLRRQP | Trn, Impp, Imp5, | Jékel und

BIB-Doméne | KYPRKSAPRRNKLDHY" Imp7 Gérlich, 1998

Tab. 5. Vergleich der Aminosauresequenzen des NLS-Typ 1 unterschiedlicher Proteine.

Die Betrachtung des NLS-Typ 2 von Linker-Histonen war nicht weniger interessant. Linker-

Histone besitzen in ihrer zentralen, globularen Domane eine definierte Sekundarstruktur
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(Ramakrishnan et al., 1993). Nicht nur aufgrund dieses strukturellen Unterschieds zum NLS-
Typ 1, sondern auch wegen ihrer relativ ,hydrophoben“ Eigenschaften (~18% basische
Aminosauren) lag die Vermutung nah, dass die globuldare Doméane einen abweichenden
Kernimportweg gegentber dem NLS-Typ 1 benutzt. In Bindungsexperimenten wurde eine
spezifische Bindung an Importin B nachgewiesen. Dieser Befund korreliert mit der
Beobachtung, dass sich der Kernimport der globuldren Domane nur in Anwesenheit von
Importin  effektiv rekonstituieren lie. Importin a konnte den Effekt von Importin 3 nicht
stimulieren, sondern bewirkte im Gegenteil einen reduzierten Kernimport. Ein Importin o/f3-
Heterodimer scheint in diesem Fall daher kein aktiver Importrezeptor zu sein. Ausserdem
waren weder Importin 7, Importin 5 noch Transportin geeignet, die globuldre Domane
effizient im Kern zu akkumulieren.

In weiterfhrenden kompetitiven Bindungsexperimenten wurde gezeigt, dass die globulare
Domane des H1-Histons nicht mit IBB (Importin 3-bindende Doméane von Importin o) um die
gleiche Bindungsseite in Importin B konkurriert. Jakel et al (1999) zeigten, dass IBB und die
BIB-Domane (s.0.) nicht mit gleichen oder Uberlappenden Bindungsseiten in Importin 3
interagieren. Es ist daher wahrscheinlich, dass die globulare H1-Domane mit einer &hnlichen
Region in Importin (3 interagiert, die auch von der BIB-Domane erkannt wird; denn es gibt
keine Hinweise daflir, dass noch weitere Substrat-Erkennungsdomanen in Importin 3
vorliegen.

Die Core-Histone besitzen in ihrer globularen Doméane ebenfalls eine definierte
Sekundarstrukur, die als ,histone-fold-motif* (HFM) bezeichnet wird. In jedem Core-Histon
wurden wenigstens zwei strukturell unterschiedliche Kernlokalisierungssignale beschrieben,
von denen das HFM den NLS-Typ 2 reprasentiert (Baake et al., 2001a). In Anbetracht der
Importkompetenz des HFM und der Tatsache, dass der Transport der Core-Histone von
Importin 3, Importin 5, Importin 7, Importin 9 oder Transportin vermittelt wird, ware es
interessant zu prifen, ob auch das HFM der Core-Histone rezeptorvermittelt im Kern
akkumuliert wird oder es durch die Assoziation mit anderern NLS-tragenden Proteinen in den
Kern gelangt, wie es fir andere Proteine beschrieben wurde (Booher et al., 1989; Kambach
et al., 1996).

4.4. Differenzielle Eigenschaften von Importin B bei der Substraterkennung

Wie bereits in der Vergangenheit deutlich wurde, ist Importin B unter den beschriebenen
Importinen der bei weitem vielseitigste Importrezeptor in hdheren Eukaryonten. Die
Ergebnisse dieser Arbeit zum Kernimport von unterschiedlichen NLS in H1-Linker-Histonen
unterstreichen einmal mehr die universellen Eigenschaften von Importin B bei der

Substraterkennung. Zum einen ist Importin  ein funktioneller Importrezeptor fiir die globulare
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Domane von H1-Histonen, zum anderen vermittelt Importin B zusammen mit Importin 7 den
Kernimport der unstrukturierten C-terminalen Domane bzw. autonom den Kernimport von C-
terminalen Subdomanen von H1°.

Die bisher beschriebenen Kernlokalisierungssignale, die von Importin 3 erkannt werden, sind
ausnahmslos durch einen hohen Gehalt an basischen Aminosauren charakterisiert. In der
Vergangenheit wurden Uberwiegend Arginin-reiche NLS beschrieben, die direkt von Importin
B erkannt werden. Neben den ribosomalen Proteinen (Jakel und Gorlich, 1998) und den
Core-Histonen (Mihlhdusser et al., 2001), die relativ komplexe Arginin-reiche
Kernlokalisierungssignale enthalten, bindet Importin 3 unterschiedliche Adapterproteine, um
z.B. den Import klassischer Transportsubstrate zu vermitteln. Diese Adapterproteine werden
im Allgemeinen Uber Arginin-reiche Importin 3-bindende Domanen von Importin 3 erkannt
(Gorlich et al., 1996; Weis et al., 1995). Rex, das posttranskriptional regulierende Protein des
menschlichen Retrovirus HTLV-1 (T-cell leukemia virus type 1) verfligt ebenfalls Uber eine
Arginin-reiche NLS und wird direkt von Importin 3 erkannt (Palmeri und Malim, 1999). Ferner
interagiert  Importin3 mit wenig  komplexen  Arginin- oder  Lysin-reichen
Kernlokalisierungssignalen. Ein Beispiel fir ein wenig komplexes Lysin-reiche NLS findet sich
in dem HIV-1 Rev-Protein (RQARRNRRRWE®), das von Truant und Cullen (1999)
beschrieben wurde. Ein nicht-Arginin-reiches Importin (3-bindendes Kernlokalisierungssignal
wurde z.B. in dem Parathyroidhormon-verwandten Protein (Parathyroid-hormone-related,
PTHrP) nachgewiesen (Lam et al., 2001). Die Importin B-bindende Doméane von PTHrP
(KTPGKKKKGK?) enthélt kein einziges Arginin, hingegen acht Lysin-Reste. Die Interaktion
zwischen dem Peptid und Importin B ist von hoher Affinitat gekennzeichnet (Kp ~1.6 nM, Lam
et al., 2001). Diese hohe Affinitdt wurde suksessive reduziert, indem Lysin-Reste schrittweise
durch Alanin substituiert wurden. Die Lysin-Reste scheinen daher eine dominante Funktion
bei der Importin-Erkennung wahrzunehmen; dennoch besafen, wenn auch untergeordnet,

einige hydrophobe Aminosauren in dem PTHrP-Peptid Bindungs-relevante Funktionen.

4.5. Ist der NLS-Typ 2 in Linker Histonen redundant?

In diesem Kontext von unterschiedlichen Kernlokalisierungssignalen stellt die globuare
Domane der Linker-Histone eine Ausnahme dar, da ihr eine Primarstruktur mit Clustern von
basischen Aminosauren fehlt. Die Tatsache, dass die globulare Domane dennoch Uber einen
nicht unerheblichen Anteil an Arginin und Lysin (13 von 72 AS, davon 75% Lysinanteil)
verfugt, lasst es durchaus wahrscheinlich erscheinen, dass die basischen Reste innerhalb
der Sekundarstrukur die Transportkompetenz determinieren. Eine Moglichkeit diesen
Sachverhalt zu Uberprifen, ware es, einzelne basische Aminosauren suksessive gegen

neutrale Reste zu substituieren und diese mutierten globularen Domanen auf eine
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funktionelle Interaktion mit Importin 3 zu testen. Leider kann durch diese Vorgehensweise
nicht ausgeschlossen werden, dass sich die Konformation der globuldren Doméane drastisch
verandert. In diesem Fall ware es unmoglich, zwischen dem Einfluss der basischen
Aminosauren und der veradnderten Sekundarstruktur auf die Interaktion mit dem
Importrezeptor zu unterscheiden.

Allgemein verfliigen H1-Histone Uber ein Arginin/Lysin-Verhaltnis von 1/29 und binden
Importin 3 mit einer relativ hohen Affinitat (Kp ~2.7 nM, Johnson-Saliba et al., 2000). Diese
hohe Affinitat resultiert wahrscheinlich aus der Interaktion von Importin 3 mit Bereichen der
C-terminalen Doméane des H1-Histons; denn in Bindungsexperimenten war die Interaktion
von Importin B mit der C-terminalen Domane von H1° bzw. H1.2 deutlich stabiler, als die
Interaktion von Importin B mit der globularen H1-Domane. Eine genaue Analyse der
Bindungsaffinitaten von Importinen zu den einzelnen H1-Domanen konnte im Rahmen dieser
Arbeit nicht durchgefihrt werden.

Bindungsaffinitaten stellen bei der NLS-Erkennung durch Importine ein Hauptkriterium fiir die
Effizienz des nuclearen Imports dar. Neben der beschriebenen strukturellen und funktionellen
Analyse der Interaktion zwischen den Importrezeptoren und den H1-Domanen ware die
quantitative Analyse ihrer thermodynamischen Wechselwirkungen nétig, um zu einem
besseren Verstandnis der Mechanismen des Signal-abhangigen nuclearen Imports von
Linker-Histonen zu gelangen. Ein Vergleich der Bindungsaffinitdten des NLS-Typ 1 und des
NLS-Typ 2 in Linker-Histonen gegeniber Importin 3 kdnnte verdeutlichen, ob bzw. inwieweit
die globulare Domane in vivo als NLS redundant sein kénnte.

Es ist sehr wahrscheinlich, dass hohe Bindungsaffinititen (~1-100 nM) zwischen dem
Substrat und dem Transportrezeptor eine grundlegende Voraussetzung fur eine effektive
Kompetition der Komponenten der nuclearen Import-Maschinerie in dem Kontext der intakten
Zelle sind. Die physiologische Relevanz dieser Affinitaten kann in dem Zusammenhang der
Bindungsaffinitat von Ran-GTP fir Importin 3 (0.8 nM, Gérlich et al., 1997) und der Tatsache,
dass die zellularen Konzentrationen von Importin  und Ran (3 pM bzw. 10 uM in Xenopus
Oocyten, Jans et al., 2000) Uber den gemessenen Dissoziationskonstanten liegen (Gérlich et
al., 1997; Jakel et al., 1999) beurteilt werden. Besonders flr Importsubstrate, die direkt von
Importin 3 erkannt werden, sind hohe Bindungsaffinitaten flr den Kernimport essentiell, da
sie unter normalen Bedingungen mit einer Vielzahl von anderen Importsubstraten, die von
Importin 3 abhangen, um Importin  konkurrieren. Der NLS-Typ 2 hat eine sehr viel geringere
Affinitdt zu Importin (3, als der NLS-Typ 1 von Linker-Histonen, aus diesem Grund scheint
seine Funktion als NLS im Kontext des ganzen Linker-Histons fragwirdig. (Ein Vergleich von
Bindungsaffinitaten unterschiedlicher Substrat/Ligand-Interaktionen ist im Anhang

dargestellt).
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4.6. Ein Importin B/7-Heterodimer ist der einzige funktionelle Importrezeptor von

Linker-Histonen

In in vitro Rekonstitutionsexperimenten mit H1-Histonen konnte gezeigt werden, dass
Importin B und Importin 7 absolut essentiell und notwendig fir den H1-Import sind. Unter
dem Aspekt der Bindungsaffinitaten stellt sich eine weitere Frage: Warum vermittelt
ausschlie8lich ein Importin B/7-Heterodimer den Transport von Linker-Histonen, obgleich
wenigsten zwei weitere Importine - namentlich Importin 5 und Transportin - mit den Linker-
Histonen interagieren kdénnen. Fur Importin B wurde zudem eine Bindungsaffinitat zu H1-
Histonen gemessen, die in Bezug auf andere Substrate fir einen effizienten Kernimport
deutlich ausreichend ware (Johnson-Saliba et al., 2000). Der Grund fur diese hohe
Selektivitdt mag verschiedene Ursachen haben. Aufgrund der basischen Natur des H1-
Histons, die dem Protein einen sehr ,klebrigen“-Charakter verleihen, zeigen Linker-Histone
die Tendenz, bei physiologischen Salzkonzentrationen zu aggregieren. Nur ein Rezeptor-
Heterodimer scheint durch seine Grofe befahigt, gentigend basische Reste des H1-Histons
ausreichend abzuschirmen, um unerwiinschte Interaktionen im Cytoplasma zu verhindern.
Aufgrund der hohen Affinitat von Importin B zu Importin 7 kdnnte einerseits die Bindung von
Importin (3, andererseits die Bindung von Importin 7 zum H1-Histon stabilisiert werden. Wie in
vitro gezeigt wurde, binden zumindest Importin 3, Importin 5, Importin 7 und Transportin an
das H1-Histon. Die Interaktion einzelner Importine scheint jedoch nicht zu genugen, um
kritische Regionen der C-terminalen Domane von H1-Histonen ausreichend abzudecken.
Zum einen konnte diese Unzulanglichkeit sterische Grinde haben. Von Goérlich et al. (1997)
und in eigenen Experimenten konnte nachgewiesen werden, dass die einzelnen Importine in
vitro keine Homodimere bilden. Die simultane Interaktion von wenigstens zwei gleichen
Importinen an das Linker-Histon ware also thermodynamisch wesentlich unglnstiger als das
Binden eines Importin 3/7-Heterodimers an das H1-Histon, da sich die Importine, die keine
messbare Affinitat zueinander haben, auf dem relativ kleinen Histon abstossen wirden. Die
Konsequenz ware, dass jedes Importin das H1-Histon zwar mit hoher Affinitat binden kénnte,
aber es auf der anderen Seite keine Interaktion eines weiteren Importins und damit keine
effektive Abschirmung der kritischen basischen Region in Linker-Histonen zulassen wirde.
Diese Hypothese wird durch zwei Beobachtungen gestutzt. In einer Kombination von
Bindungs- und Rekonstitutionsexperimenten wurde gezeigt, dass die Importin B-bindende
Domane von Importin 7 essentiell fur den effektiven H1-Kernimport ist. Erstens wurde in in
vitro Rekonstitutionen gezeigt, dass eine C-terminal verkurzte Variante von Importin 7, die
Importin 3 nicht signifikant bindet, Importin 7 nicht fir den H1-Kernimport komplementieren
kann. Zweitens wurden in Bindungsstudien gezeigt, dass Importin 3 und Importin 7 in

Kombination effizienter an H1-Histone binden als alleine. In Bezug auf Almp7 konnte dieser
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Effekt nicht beobachtet werden, d. h. in Gegenwart von Importin 3 wurde die Bindung der

verklrzten Importin 7-Variante (Almp7) zum Histon nicht verstarkt.

4.6.1. Bindungsstellen in dem H1-Importkomplex

In dieser Arbeit wurde versucht, die Bindungsstellen der einzelnen Komponenten in dem H1-
Importkomplex zu bestimmen. Jakel et al. (1999) definierten die Bindungsstelle in Importin 3
fur das H1-Histon. Diese Eingrenzung der H1-Bindungsdoméane erfolgte in
Affinitatschromatographien mit unterschiedlichen Fragmenten von Importin (3, aber nur in
Gegenwart von Importin 7. Die Bindungsdomane ist schematisch in  Abbildung 41
dargestellt.

In analogen Versuchansatzen sollte die Bindungsdomane in Importin 7 fir das H1-Histon
bestimmt werden. Die zu diesem Zweck hergestellten Importin 7-Fragmente bildeten
Uberwiegend unlésliche Aggregate in E.coli, die, selbst unter denaturierenden Bedingungen,
nicht in ausreichenden Mengen aufgereinigt werden konnten. Ein weiteres Problem stellte
die geringe Affinitdt von H1-Histonen zu allen untersuchten Importin 7-Fragmenten dar.
Beide Faktoren trugen letztendlich dazu bei, dass die H1-bindende Domane in Importin 7
nicht definiert werden konnte. Weniger Probleme waren mit der Bestimmung der Importin (3-
bindenden Domane in Importin 7 verbunden. Aufgrund der relativ hohen Affinitat von
Importin 7 zu Importin B war es in Affinitdtschromatographien mdglich, mit den geringen
Mengen von aufgereinigten Importin 7-Fragmenten die Importin [3-bindende Domane in
Importin 7 auf 34 Aminosauren einzugrenzen. In Abbildung 40 sind die beschriebenen

Bindungsstellen schematisch zusammengefasst.

Bindungsstellen
in: far:

| |

Imp7 | B mpg
mpB [ [ | Imp7
mpB o | H1

Abb. 41. Schematische Darstellung von Bindungsdoméanen in dem vermeintlich trimaren H1/Importin
7/lmportin -Komplex. Die Reste, die durch schwarze Balken hervorgehoben sind, sind absolut
notwendig fir die angezeigte Interaktion. Die Bindungsstellen in Importin 3 wurden von Jakel et al.
(1999) bestimmt.

1 100 2(1)0 3(1)0 4?0 5(1)0 6(I)0 7?0 8(l)0 9(|)0 1 0|36

Ein Heterodimer aus Importin 3 und Importin 7 ist der einzige funktionelle Importrezeptor flr
H1-Histone. Die Importin 3-bindende Domane von Importin 7 ist flr einen effizienten H1-

Kernimport essentiell, wahrend die Bindung von Ran-GTP an die N-terminale Doméne von
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Importin 7 nicht notwendig ist (Jakel et al., 1999). Aufgrund der hohen Affinitat des Importin
B/7-Dimers zur C-terminalen Domane von H1-Histonen, ist es sehr wahrscheinlich, dass der
Importin-Dimer diese Domane direkt bindet und die globuldre Domane in Linker-Histonen, die
transportkompetent ist und deren Import von Importin 3 vermittelt wird, keinen relevanten

Einfluss auf den Kernimport des ganzen Linker-Histons hat.

4.7. Ausblick

Auf der Grundlage der Ergebnisse dieser Arbeit und der verdffentlichten Daten, kann bereits
ein detailliertes Modell flir den H1-Kernimport dargestellt werden. Ausserdem wurden in
dieser Arbeit neue Erkenntnisse Uber die Natur und Diversitat von Kernlokalisierungssignalen
gewonnen. Jedoch gibt es noch viele Fragen, die im Rahmen dieser Arbeit nicht geklart

werden konnten und neue Fragestellungen, die aus dieser Arbeit hervorgehen.

Die Gr63e und Komposition des H1-Importkomplexes

Bisher kann nur vermutet werden, dass die Importin-Untereinheiten mit H1-Histonen in einer
1:1:1 Stéchiometrie assoziieren. Der Oligomerisierungsgrad der individuellen Komponenten
bzw. des Komplexes wurde jedoch nicht genau untersucht. In dieser Arbeit wurde mit
verschiedenen Nachweismethoden versucht, den Assoziierungsgrad der Proteine innerhalb
des vermeintlich trimeren Importkomplexes zu bestimmen. Eine physikalische Interaktion der
drei Komponenten konnte in den beschriebenen ,pull-down-assays“ nachgewiesen werden,
die jedoch keine Aussagen uber die quantitative Zusammensetzung des Komplexes lieferten.
Native Gelelektrophorese, Quervernetzungsansatze und Gelfiltrations-Chromatographien mit
einer Superdex 200 Gelfiltrationssaule fiuhrten nicht zu dem Ziel, ein Gesamtkomplex aus
Importin 7, Importin 3 und dem H1-Histon in Uberzeugender Weise darzustellen und seine
Stoéchiometrie aufzuklaren. Die strukturelle Analyse des Importkomplexes sollte Gegenstand
weiterer Untersuchungen bleiben, um sowohl die GroRe als auch die Komposition des

Importkomplexes im Detail aufzuklaren.

Identifizierung der Importin B-bindenden Domanen in Importin 8

Die Eigenschaft von Importin 3, mit anderen Importin B-&hnlichen Transportrezeptoren
Heterodimere zu formen, beschrankt sich nicht allein auf Importin 7. So wurde auch eine
Interaktion mit Importin 8 beschrieben, die aber bisher nicht naher charakterisiert wurde
(Jakel et al. 1999). Ein Ziel ist es daher, die Interaktionsdomane von Importin 8 in Bezug auf
Importin B zu definieren, um diese Bindungsstelle mit der Importin B-bindenden Doméane von

Importin 7 zu vergleichen.
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Ergebnisse

Der Transport von der nuclearen Seite des NPC zur DNA

Eine weitere Herausforderung bleibt die Untersuchung des Transports der Linker-Histone von
der nuclearen Seite der Pore zur DNA, ihrem Bestimmungsort.

Histone sind sehr ,klebrige®, basische Proteine, die wahrscheinlich auf ihrem Weg von den
Ribosomen zur DNA kontinuierlich abgeschirmt werden muissen, um ungunstige
Wechselwirkungen zu vermeiden. Das Binden eines Heterodimers aus Importin 3 und
Importin 7 scheint diese Abschirmung des H1-Histons innerhalb des Cytoplasmas und auf
dem Weg durch die Kernpore zu gewahrleisten. Die Frage, welche abschirmenden
Mechanismen den Transport des H1-Histons von der nucledren Seite der Pore zur DNA-
Bindungsstelle sicherstellen, ist bisher nur unzureichend beantwortet worden. Aufgrund des
Befunds, dass die Ran-GTP-bindende Doméane von Importin 7 nicht essentiell fir den
effektiven H1-Kernimport ist, wurde postuliert, dass Importin 7 die Abschirmung des H1-
Histons im Kernplasma hinreichend erfillt. Es ist aber ebenso mdoglich, dass diverse
Chaperone oder andere Molekile eine zusatzliche Funktion bei dem nucleo-
cytoplasmatischen Transport von Linker-Histonen wahrnehmen. So wurden fir die Core-
Histone, die ebenfalls einen sehr basischen Charakter besitzen, eine Vielzahl von
interagierenden Proteinen, wie Chaperone, Proteine der Acetylierungs-Maschinerie und
Chromatin-Assemblierungs-Faktoren beschrieben, die, neben den nuclearen Import-

rezeptoren, in nucleo-cytoplasmatischen Transportprozessen involviert sein kdnnten.

Die Bindungsaffinitdten des NLS Typ 1 und Typ 2 zu Importfaktoren

Um zu einem besseren Verstandnis der Mechanismen des Signal-abhangigen nuclearen
Imports der Linker-Histone zu gelangen, wird neben der strukturellen und funktionellen
Analyse der Interaktion zwischen den Importrezeptoren und dem Linker-Histon die

quantitative Analyse ihrer thermodynamischen Wechselwirkungen bendtigt.

Die Charakterisierung des NLS-Typ 1

Um den NLS Typ 1 besser zu charakterisieren, also eine Korrelation zwischen der NLS-
Akivitat auf der einen Seite und sowohl der Grolie als auch der Basizitat auf der anderen
Seite aufzuklaren, konnten weitere Transfektionsstudien mit unterschiedlichen C-terminalen
Fragmenten durchgeflihrt werden. Diese erganzenden Analysen kénnten ferner Aussagen
darlber zulassen, ob nur der Anteil basischer Aminosauren, nicht aber ihre Anordnung (im
Gegensatz zu klassischen NLS) fur eine NLS-Funktion in H1-Histonen relevant ist. In
Transfektionsstudien mit mutierten H1-NLS, in denen Lysine suksessiv gegen Arginin-Reste
substituiert wurden, kénnte zudem geprift werden, ob oder inwieweit die Natur der basischen

Aminosauren obligat fur die Funktion des Kernlokalisierungssignals ist.
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Ergebnisse

Der Kernimport von Transkriptionsfaktoren

In den letzten Jahren wurden viele Proteine, die am nucledren Transport von
unterschiedlichen Substraten mafigeblich beteiligt sind, entdeckt, so dass unser Verstandnis
von den Mechanismen, die die nucledren Transportprozesse regulieren, bereits sehr weit
gediehen ist. Aus diesen Erkenntnissen erwachst zwangslaufig die Verbindung zu anderen
Fragen, z.B. zu den intrazellularen Signal-Transduktions-Kaskaden, die mit dem Binden von
extrazellularen Liganden an einen spezifischen Rezeptor in der Plasmamembran beginnen
und zur  Aktivierung von  sekundaren Boten-Signalen und  verschiedenen
Transkriptionsfaktoren fiihren. Die aktivierten Transkriptionsfaktoren werden in einigen Fallen
in den Kern transportiert, wo sie die Expression verschiedener Gene regulieren und
letztendlich zu einer zellularen Antwort in Bezug auf Differenzierung, Proliferation oder
Protein-Sekretion flhren. Es ist inzwischen viel Uber die extrazellularen Liganden bekannt,
ihre Rezeptoren, den aktivierten Transkriptionsfaktoren und den Genen die von diesen
Faktoren reguliert werden. Weniger gut untersucht ist hingegen der wesentliche regulierende
Prozess wahrend der Signal-Transduktions-Kaskaden und zwar der aktive Kernimport von
Transkriptionsfaktoren. Ein weiterer Schwerpunkt koénnte daher auf die Analyse der
Regulation des nucledren Transports von verschiedenen Transkriptionsfaktoren gelegt
werden.

Transkriptionsfaktoren sind - wie die Histone - DNA-bindende Proteine. In vielen Fallen sind
die Regionen in Transkriptionsfaktoren, die als DNA-bindende Doméanen fungieren, mit den
entsprechenden globularen Bereichen in Histonen stukturell vergleichbar. So wurde fir die
DNA-bindende Region des Transkriptionsfaktors HNF-3y (Hepatocyte nuclear factors 3y)
eine groRe strukturelle Ahnlichkeit zur globuldren Doméane des H1°-Homologen H5-Histons
nachgewiesen (Clark et al., 1993; Ramakrishnan et al., 1993). In Bezug auf die Core-Histone
wurde ein charakteristisches Strukturmotiv beschrieben, dessen Pendant in den
Transkriptionsfaktoren NF-YB und NF-YC gefunden wurde (Baxevanis et al., 1995). Dieses
sogenannte ,histone-fold-motiv* (HFM, Arents et al., 1991) stellt strukturell eine globulare
Domaéane dar, die sich aus wiederholenden Helix-Schleifen-Helix Motiven zusammensetzt. In
diesem Zusammenhang erhebt sich die Frage, ob diese Transkriptionsfaktoren mit den
gleichen Importfaktoren wie die entsprechenden Histone in den Kern transportiert werden

oder ob ihr Kernimport von anderen Mechanismen abhangt.
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Zusammenfassung

5. Zusammenfassung

Die nahere Charakterisierung des Kerntransportsystems der H1-Histon-Subtypen H1° bzw.

H1.2 war Gegenstand dieser Arbeit.

Im ersten Teil der vorliegenden Arbeit wurden die Kernlokalisierungssignale in H1.2
identifiziert und die minimalen Kernlokalisierungssignale in der C-terminalen Doméane von
H1° bestimmt. In Transfektionsexperimenten mit HelLa-Zellen konnten in H1.2 zwei
strukturell unterschiedliche NLS-Typen nachgewiesen werden. Der NLS-Typ 1 entspricht der
wenig strukturierten, hoch-basischen C-terminalen Doméane. Der NLS-Typ 2 wird von der
zentralen globuldren Domane, die eine definierte Sekundarstruktur besitzt, gebildet. Die
Identifizierung dieser NLS-Typen stimmt mit Ergebnissen fur H1° und die Core-Histone
Uberein.

Die NLS vom Typ 1 von H1° wurden in dieser Arbeit weiter eingegrenzt. Es wurden zwei
NLS vom Typ 1 im C-terminalen Bereich von H1° auf eine Léange von ~21 Aminosauren
eingegrenzt, die in vivo NLS-Funktion hatten, kleinere Fragmente zeigten keine NLS-

Funktion.

Aufbauend auf diesen Daten zu Kernlokalisierungssignalen sollten die Mechanismen fiir den
H1-Transport im Detail untersucht werden, d.h. die beteiligten Transportfaktoren identifiziert
und funktionell charakterisiert werden.

Der Transport der H1-Histone vom Cytoplasma in den Kern wird durch Importin 3 in
Assoziation mit Importin 7 vermittelt. In dieser Arbeit konnte in in vitro Import-Assays mit
permeabilisierten Eukaryontenzellen gezeigt werden, dass neben dem Importin 7/3-
Heterodimer keine weiteren funktionellen Importrezeptoren fir die H1-Linker Histone
existieren.

Die Mechanismen fir den Kernimport des NLS-Typ 1 und des NLS-Typ 2 wurden analysiert.
In Rekonstitutionsexperimenten wurde nachgewiesen, dass der NLS-Typ 2 in einem
temperatur- und energieabhangigen Prozess aktiv von Importin [ in den Zellkern
transportiert wird. Im Gegensatz dazu wurde die dem NLS-Typ 1 entsprechende C-terminale
Domane — analog den ganzen H1-Histonen - nur in Gegenwart von Importin 3 und Importin 7
in den Zellkern transportiert. Einzelne Importine zeigten in Bezug auf diese hoch basische
Domane keine nachweisbare Importaktivitat. Interessanterweise konnten in den in in vitro
Assays jedoch kleinere Fragmente der C-terminale Domane von H1° (AS: 95-141 und AS:
160-193) durch vier unterschiedliche Importine - namentlich Importin (3, Importin 7, Importin 5

und Transportin — importiert werden.
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Zusammenfassung

Durch Affinitatschromatographie mit rekombinanten H1.2 und H1° konnte gezeigt werden,
dass beide Histone Importin 3, Importin 5, Importin 7 und Transportin spezifisch binden. Der
NLS-Typ 1 in den H1-Histonen verflgt - analog dem ganzen Histon - Uber Bindungsstellen
fur die gleichen vier Importine. Der NLS-Typ 2 interagiert unter den gleichen Bedingungen

nur mit Importin (3 signifikant.

Importin B und Importin 7 zeigen unter physiologischen Bedingungen eine grole Tendenz
zum Dimerisieren. In dieser Arbeit wurde die Importin B-bindende Domane in Importin 7
bestimmt und ihre Rolle fir den H1-Kernimport untersucht. In einer Kombination aus
Bindungs- und Rekonstitutionsexperimenten konnte gezeigt werden, dass die Importin 3-

bindende Domane in Importin 7 essentiell fir den H1-Kernimport ist.

Als Fazit der Ergebnisse dieser Experimente kann folgendes Modell des Kernimports von
H1-Histonen postuliert werden: Ein Dimer aus Importin 3 und Importin 7 bindet an die C-
terminale Domane von H1-Histonen mit hoher Affinitdt. Nur auf diese Weise werden die
basichen Reste in Linker-Histonen fiir den Transport vom Cytoplasma in den Zellkern
hinreichend abgeschirmt und ein effektiver Kernimport erreicht. Obwohl die globulare
Domane uber entsprechende Bindungsstellen flir Transportrezeptoren verfigt, ist ihre
Funktion als NLS wahrscheinlich redundant, d.h. die direkte Interaktion des NLS-Typ 2 mit

Importinen ist wahrscheinlich in vivo nicht essentiell fir den H1-Kernimport.
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Anhang

7. Anhang

Tab. I. Transportfaktoren der Importin B-Familie

Mensch Hefe MG (kDa) | Funktion

Importin 31, Kap95, Rsl1p 94.7 Docken des Importin  a/B-cNLS

PTACB, Kap 31, Komplexes an und Transport durch den

p97 NPC. Transport von ribosomalen
Proteine, Histonen, viralen Proteinen,
Smad-Proteinen, Cyclin B1 etc.

Transportin 1 Kap104p, ybr017c 103.6 Import des mRNA bindenden Proteins

Kap 2, hnRNP A1 durch Binden der M9

Importin 32 Domane. Import von ribosomalen
Proteinen.

Importin 5, Kap121p, Pselp 121.0 Import von ribosomalen Proteinen und

Kap B3, RanBP5, Core-Histonen.

PSE1

Importin 34 Kap123p, Yrb4p 122.5 Import von ribosomalen Proteinen

Sxm1p Kap 108 108.3 Import von Lhp1p, ein Hefe Protein, das
an der Prozessierung von tRNA beteiligt
ist.

Kap 111, Mtr10p Import des Hefe mRNA bindenden

Proteins Npl3p.

Importin 7, Kap 119p, Nmd5p 119.9 | Transportfaktor fir ribosomale Proteine

RanBP7 ydr395w und als Heterodimer mit Importin (3 fur
Linker-Histone.

Exportin1, Crm1p, 1241 Export von Proteinen mit Leucin-reicher

Crm1p, XPO1 Xpolp NES.

CAS Cse1p, ygl238w 109.3 Export von Importin a.

Exportin-t Los1p - Export von tRNA.

Tab.ll. Regulierende Proteine des Ran-Systems

Mensch Hefe Funktion
Ran/TC4 Gsplp |GTPase Aktivitat notwendig flr den Translokations- bzw.
Dissoziationsschritt, reguliert die Interaktion zwischen
Transportfaktoren und Substraten.
RanGEF, RCC1 |[Prp20p | Nucledres Protein (Chromatin-gebunden), RanGDP/GTP-
Austausch-Faktor.
RanGAP1 Rnalp Cytoplasmatisches oder NPC gebundenes Protein, erhéht
RanGTPase Aktivitat.
RanBP1 Yrb1p, Cytoplasmatisches Protein mit co-stimulierenden Effekt auf die
Yrb2p RanGTPase Aktivierung durch RanGAP1.
RanBP2 - Nucleoporin. Interaktion mit RanGAP1. Bindungsseite fur einige
(Nup358) Importin-NLS Komplexe auf der cytoplasmatischen Seite.
NTF2 (pp15) Ntf2p, Erleichert den nuclearen Import, bindet Ran in der GDP-
p10 gebundenen Form und sorgt fur den Ricktransport von Ran-

GDP in den Kern.

- 167 -




Anhang

Tab.lll. Kernlokalisierungssignale und Importrezeptoren

Protein Kernlokalisierungssignal Importin Literatur

GroRes Tumor | PKKKRKV'* ImpB/Impa Gorlich et al.,

Antigen SV40 1995

Nucleoplasmin | KRPAATKKAGQAKKKKL'" ImpB/Impa Robbins et al.,
1991

Mata2 KIPIK ImpB/Impa Hall et al., 1984

c-Myc PAAKRVKLD?*® ImpB/Impa Nadler et al.,
1997

PTHrP KTPGKKKKGK™ ImpB Lam et al., 2001

HIV-1 Rev RQARRNRRRWE® Impp Henderson und
Percipalle, 1997

HTLV-1 Rex MPKTRRRPRRSQRKRPPT"® ImpB Palmeri und
Malim, 1999

hnRNP A1 NQSSNFGPMKGGNFGGRSS- Trn Pollard et al.,

(M9-domain) GPYGGGGQYFAKPRNQGGY?® 1996

Ribosomal HSHKKKKIRTSPTFTTPKTLRL Trn, ImpB, Imp7, | Jakel et al., 1998

proteins (BIB) | RRQPKYPRKSAPRRNKLDHY" Imp5

H2A (Hefe) SGGKGGKAGSAAKASQSRSAKAG |Kap95, Kap121p || Mosammaparast

LTFPVGRVHRLLRRGNYAQRIGS* |Kap114p et al., 2001

H2B (Mensch) |GKKRKRSRKE® ImpB/Impa Baake et al.,

2001b

Tab. IV. Dissoziationskonstanten in Bezug auf unterschiedliche Importine.

Substrat Ligand Kp [nM] | Literatur

H1 Importin a/@3 ~1.4 Johnson-Saliba et al., 2000
HA1 Importin a ~ 96 Johnson-Saliba et al., 2000
H1 Importin 3 ~2.7 Johnson-Saliba et al., 2000
Importin 3 RanGTP ~0.8 Gorlich et al., 1997
Importin 7 RanGTP ~ 25 Gorlich et al., 1997
Importin a Importin 3 ~11 Catimel et al., 2001
Importin a NLS (in Anwesenheit von ImpB) |~ 40 Catimel et al., 2001
Importin NLS (in Abwesenheit von Impf) | > 10000 | Catimel et al., 200
H2A/H2B Importin a/f3 ~9.2 Johnson-Saliba et al., 2000
H2A/H2B Importin a ~ 207 Johnson-Saliba et al., 2000
H2A/H2B Importin 3 ~5.5 Johnson-Saliba et al., 2000
H3/H4 Importin o/ ~3.7 Johnson-Saliba et al., 2000
H3/H4 Importin o ~ 153 Johnson-Saliba et al., 2000
H3/H4 Importin B ~8.2 Johnson-Saliba et al., 2000
PTHrP Importin ~1.6 Lam et al., 2001

GAL4 Importin B ~12 Chan et al., 1998
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