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ZUSAMMENFASSUNG

Der Export der meisten Proteine aus dem Zellkern ins Cytosol erfolgt unter Beteiligung des
Exportfaktors CRM1. Dieser erkennt einen hydrophoben Bereich des zu exportierenden
Proteins (NES = nuclear export signal), bindet ihn in Gegenwart von RanGTP und vermittelt
anschlieBend den Durchtritt durch die Kernpore. Die meisten NES-Substrate besitzen eine
relativ geringe Affinitdat zu CRML1. In den letzten Jahren wurden jedoch Proteine entdeckt,
die als Hilfsfaktoren fiir den Export fungieren indem sie die Bindungsaffinitat zwischen
CRM1, RanGTP und dem Exportsubstrat erhohen.

Ein Ziel dieser Doktorarbeit war es herauszufinden, warum in der Zelle Hilfsfaktoren fiir den
CRM1-abhangigen Export vorhanden sind. In vivo-Analysen basierend auf der
Uberexpression unterschiedlicher Reporterproteine in humanen Zellen zeigten, dass die
Exporteffizienz dieser Proteine in Zellen, die mit CRM1 co-transfiziert waren, signifikant
erhoht war. Dieses Ergebnis deutet darauf hin, dass die Konzentration des Exportfaktors
CRM1 fir den CRM1-vermittelten Proteinexport limitierend ist und leitet zu der Annahme,
dass Hilfsfaktoren den Export deshalb unterstitzen kdnnen.

Schwerpunkt der vorliegenden Arbeit war die Analyse des Proteins NLP1 (nucleoporin like
protein 1). Da andere Gruppen mittels Hefe-zwei-Hybrid-Analysen eine Interaktion
zwischen CRM1 und NLP1 nachgewiesen hatten, sollte nun die Funktion von NLP1 im
CRM1-abhangigen Proteinexport ndher untersucht werden. Es konnte in vivo mittels
konventioneller Mikroskopie und FLIP-Analysen gezeigt werden, dass die Uberexpression
von NLP1 in humanen Zellen eine Verstarkung des Exports verschiedener Reporterproteine
hervorrief, wahrend die Depletion von NLP1 zu einer Verminderung des Exports flhrte.
Auch in vitro verstarkte die Zugabe von rekombinantem NLP1 den Export von GFP-NFAT in
Digitonin-permeabilisierten Zellen. Somit konnte NLP1 erstmals eine fordernde Rolle im
CRM1-abhangigen Proteinexport zugeordnet werden. Hinweise darauf, wie NLP1 den
Export von Substraten fordern kann, gaben biochemische Analysen. Sie zeigten, dass NLP1
trimere bzw. tetramere Komplexe mit CRM1 und RanGTP in An- oder Abwesenheit eines
Exportsubstrates bilden kann. Dies forderte zum einen die Bindung von CRM1 zu RanGTP
und verstarkte zusatzlich die Interaktion zwischen CRM1 und dem Exportsubstrat.

Die Ergebnisse dieser Arbeit weisen NLP1 eine stimulierende Funktion im CRM1-
abhdngigen Export von Proteinen zu, die der Zelle Mdoglichkeiten zur Regulation dieses

Transportweges eroffnen kdnnte.



SUMMARY

Export of most proteins from the nucleus to the cytosol is mediated by the export
factor CRM1. In the presence of RanGTP CRM1 binds to a hydrophobic region within
the cargo protein, the NES (nuclear export signal), and mediates the passage
through the nuclear pore. Most NES-containing proteins have a relatively low
binding affinity to CRM1. Work in recent years revealed the existence of proteins
which support CRM1-mediated export by facilitating the interaction betweeen
CRM1, RanGTP and the cargo.

One part of this thesis dealt with the question why cells contain such supporting
factors. In vivo analyses based on overexpression of different reporter proteins in
human cells revealed a significant increase in the export-efficiencies of the reporter
proteins upon CRM1-cotransfection. This result suggests that the concentration of
CRM1 is rate limiting for CRM1-dependent export and leads to the assumption that
transport might be supported by accessory factors.

The main focus of this work was to investigate the function of the protein NLP1
(nucleoporin like protein 1). Since work from other groups indicated that NLP1
interacts with CRM1 in yeast two hybrid assays, a possible implication of NLP1 in
CRM1-dependent protein export should now be analyzed in more detail. In vivo
analyses by conventional microscopy and FLIP analyses revealed that
overexpression of NLP1 increases the export of reporter proteins, whereas
depletion of NLP1 inhibited the export. In line with this finding, the addition of
recombinant NLP1 to digitonin-permeabilized cells enhanced nuclear export.
Furthermore, biochemical analyses indicated that NLP1 can form complexes with
CRM1 and RanGTP in the presence or absence of cargo proteins. This enhanced the
binding of CRM1 to RanGTP as well as the cargo protein and thereby reveals a
possible mechanism of how NLP1 supports the export of CRM1-substrates.

The results of this work clearly assign NLP1 a stimulating function on CRM1-
dependent export of proteins, which might open new possibilities of regulating this

intracellular transport pathway.



1. EINLEITUNG

Ein wesentlicher Unterschied zwischen Prokaryoten und Eukaryoten besteht in der
raumlichen Trennung von DNA-Replikation und RNA-Biogenese von der Translation.
Die DNA und samtliche transkriptiven Prozesse sind im Zellkern lokalisiert, welcher
durch eine Doppelmembran, die Kernhille (nuclear envelope, NE), vom Cytoplasma
raumlich abgetrennt ist. Die Separation von Transkription und Translation bietet
Eukaryoten durch die Erfordernis eines kontrollierten Austausches von Molekiilen
zwischen Zellkern und Cytoplasma vielfaltige Regulationsmoglichkeiten der
Proteinbiogenese, welche Prokaryoten verwehrt bleiben. Wahrend zum Beispiel
verschiedene RNA-Molekiile (mRNA, tRNA, snRNA...) aus dem Zellkern exportiert
werden sollen, miissen Proteine wie Histone und Polymerasen in den Zellkern
importiert werden. Andere Proteine, wie spezifische Transkriptionsfaktoren,
unterliegen einem dynamischen, beidseitig gerichteten In- und Export aus dem
Zellkern.

Der Ubergang zwischen Kern und Cytoplasma wird durch Kernporenkomplexe
ermoglicht (NPC = nuclear pore complexes), die in der Kernmembran verankert sind
und sie tunnelartig durchspannen. Diese Kernporen bilden eine Barriere zwischen
Kern und Cytoplasma und sind fiir den selektiven Austausch von Makromolekiilen
verantwortlich. Wahrend kleinere Molekiile wie lonen, Wasser-, Zucker-Molekiile
und zum Teil einige Proteine frei durch die Pore diffundieren konnen, ist den
meisten Proteinen der Durchtritt durch die Pore verwehrt. Sie kdnnen die Kernpore
nur mit Hilfe von sogenannten Transportrezeptoren passieren.

Neben Transportrezeptoren und Kernporenkomplexen spielen viele weitere
Faktoren wie zum Beispiel Energie in Form von GTP, GTPasen usw. beim gerichteten
Import oder Export von Proteinen in den Zellkern eine Rolle (zusammengefasst in
Fried et al, 2003 [1]; Weis et al 2003 [2]; Mosammaparast et al., 2004 [3], Cook et al,
2007 [4], Wente et al., 2010 [5]).

Auf die fir den Transport von Proteinen wichtigsten Faktoren soll in den nachsten

Abschnitten der Einleitung etwas naher eingegangen werden.
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1.1. Transportfaktoren und ihre Signale

Der Kerntransport von Proteinen ist ein hochspezifischer Prozess, der auf
Erkennung verschiedener spezifischer Signale sowohl fiir den Import (NLS = nuclear
import signal), als auch fiir den Export (NES = nuclear export signal) beruht.
Transportrezeptoren, auch Karyopherine genannt, kénnen dabei entweder direkt
oder indirekt Gber ein Adapterprotein mit ihrem jeweiligen Protein interagieren
(zusammengefasst in Weis et al., 2003 [2]; Fried et al., 2003 [1]; Cook et al., 2007;
Wente et al., 2010 [5]).

Die meisten Transportrezeptoren gehoren zur Importin-B-Familie, von der bis jetzt
circa 20 Mitglieder bekannt sind. Zu Ilhnen gehdren neben Importrezeptoren wie
zum Beispiel Transportin, Importin B, Importin 4, 5, 7, 8, 9 auch Rezeptoren, die
ausschlieBlich fiir den Export von Proteinen zustandig sind, zum Beispiel CRM1 und
CAS. Charakteristische Merkmale der Importin B-Familie sind eine N-terminale
RanGTP-Bindedomaéne, ein saurer isoelektrischer Punkt (pH 4.6-5.9), vergleichbare
Molekulargewichte von 95-145 kDa und eine sehr &dhnliche Tertidrstruktur aus
sogenannten ,HEAT-Repeats” (zusammengefasst in Fried et al. 2003 [1], Pemberton
et al., 2005 [6]; Cook et al, 2007 [4]). Ein HEAT-Repeat besteht aus zwei a-Helices,
die Uber eine Schleife miteinander verbunden sind. Der Name HEAT-Repeat stammt
von den ersten Proteinen, in denen dieses Motiv entdeckt wurde Huntingtin,
Elongation factor 3, the A subunit of protein phosphatase 2A und TOR1 (Andrade et
al., 1995 und 2001 [7, 8]).

Proteine, die in den Kern importiert werden sollen, werden Uber ihre NLS von
Importrezeptoren erkannt. Zu den am besten untersuchten NLS gehdéren die
klassischen Importsignale (cNLS). Hierbei wird das cNLS durch Importin a erkannt,
das dann Uber seine IBB-Domane (Importin B binding domain) eine Verbindung zum
Importrezeptor Importin B herstellt (zusammengefasst in Pemberton et al., 2005
[6]). Bei der klassischen NLS handelt es sich um mehrere basische Aminosauren
(Arginine oder Lysine) die entweder wie im ,Simian Virus 40 large-T Antigen“ als
eine einzige basische Region (monopartite cNLS) oder wie in ,Nukleoplasmin® als
zweigeteilte basische Region, unterbrochen von nichtbasischen Aminosaduren,

vorliegen kann (Dingwall et al., 1982 [9]; Kalderon et al., 1984 [10]; Robbins et al.,
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1988 [11]) . Ein anderes Beispiel fir Adapter-vermittelten Transport ist der Import
von UsnRNAs. UsnRNAs sind kurze 100-300 Basen lange RNA-Molekile des
SpleiBosoms. Die msCap-Struktur dieser RNAs wird durch den Adapter Snurportinl
(SPN1) gebunden, der dann mit Importin B interagiert (Huber et al., 1998, [12]).
Sehr viele Proteine werden direkt von ihrem Importrezeptor gebunden. Ein Beispiel
hierflr ist hnRNPA1, dessen Glycin und Asparagin-reiche NLS (M9-Sequenz) direkt
durch Transportin erkannt wird (Michael et al., 1995 [13]; Siomi et al., 1995 [14];
Pollard et al., [15]; Bonifaci et al., 1997 [16]).

Der Export der meisten aus dem Zellkern zu exportierenden Proteine wird durch
den Exportfaktor CRM1 (chromosome region maintainence 1) vermittelt, der
ebenfalls zur Importin B-Familie gehort (Fornerod et al., 1997 [17]; Stade et al.,
1997 [18]; Hutten et al.,, 2007 [19]). Dieser erkennt sein Substrat an einem
spezifischen Export-Signal (NES). Neben dem Export von Proteinen ist CRM1 auch
fir den Export verscheidener RNAs (rRNAs, U-snRNAs, SRP RNAs, virale RNAs und
spezifische mRNAs) aus dem Zellkern verantwortlich (zusammengefasst in Hutten et
al., 2007 [20]). Da CRM1 nicht direkt an RNA binden kann, sind hierfir
Adapterproteine notwendig. Die Cap-Struktur von splicoBomsalen U-snRNAs wird
zum Beispiel von den beiden Adapterproteinen CBC (cap binding complex) und
PHAX (phosphorylated adapter for RNA export) erkannt. PHAX enthélt eine NES, die
von CRM1 in Anwesenheit von RanGTP gebunden werden kann (Ohno et al., 2000
[21]). Auch die viralen mRNAs des HI-Virus 1 werden liber CRM1 aus dem Zellkern
exportiert. Das hierzu notwendige Adapterprotein ist das viruseigene Protein HIV-1
Rev (Regulator of virion expression) (zusammengefasst in Groom et al., 2009 [22]).
Die groRRten aus dem Zellkern zu exportierenden Ribonucleoproteine sind wohl die
40S und 60S ribosomalen Untereinheiten. lhre Bindung an CRM1 wird durch das
Protein Nmd3 in Anwesenheit von RanGTP vermittelt (Thomas et al., 2003 [23]).

Ein Beispiel fur ,nicht-CRM1-vermittelten Protein-Export” ist der Export des
Adapterproteins Importin o durch seinen eigenen Exportfaktor CAS (Cellular
Apoptosis Susceptibility gene) (Kutay et al., 1997 [24]), der ebenfalls zur Importin B-
Familie gehort. CAS scheint hierbei keine spezifische Exportsequenz sondern viele
unterschiedliche Bereiche von Importin a zu erkennen (zusammengefasst in Cook et

al., 2007 und 2010 [4, 25]).

12



Der Export der meisten mRNAs wird Uber das Heterodimer TAP/pl15 vermittelt.
Sowohl TAP als auch p15 gehoren nicht zur Importin B-Familie. Auch hier spielen
Adapterproteine, die den Kontakt zwischen mRNA und Exportfaktor herstellen, eine

Rolle (zusammengefasst in Stewart et al., 2010 [26]).

1.2. Der Ran-Zyklus

Transportrezeptoren binden ihr Substrat auf der einen Seite der Kernhiille,
durchqueren die Kernpore, entlassen es auf der anderen Seite und kehren zu ihrem
urspriinglichen Kompartiment zuriick. Das Model des RanGTP-Gradienten (Ran =
Ras related nuclear protein) gibt eine plausible Erklarung dafir, wie dieser
asymmetrische Transportmechanismus funktionieren kann. Die Richtung des
Transports wird durch unterschiedliche RanGTP-Konzentrationen im Cytoplasma
und Kern vorgegeben. Nachdem Importine ihr Substrat im Cytoplasma gebunden
haben, vermitteln sie den Transport durch die Kernpore in den Kern, wo eine hohe
RanGTP-Konzentration vorherrscht. Auf der nucleoplasmatischen Seite der Pore
flhrt die Bindung von RanGTP an den Importrezeptor zur Freilassung des Substrats
in den Zellkern (Siehe Abbildung 1.2., Schritt 1 und 2) (Rexach et al., 1995 [27],
Gorlich et al., 1996 [28]). Im Gegensatz zu den Importinen kénnen Exportine ihr
Substrat im Zellkern nur im Komplex mit RanGTP binden (Fornerod et al., 1997 [17];
Kutay et al., 1997 [24]).

Ran gehort zur Familie der Ras dhnlichen GTPasen, die sowohl in GTP- als auch in
GDP-gebundener Form vorliegen kdnnen. Da die intrinsische GTPase-Aktivitdt von
Ran nur sehr gering ist, bendtigt es Hilfsfaktoren zur Hydrolyse des GTPs. Auf der
cytoplasmatischen Seite der Kernpore unterstiitzen RanBP1 (Ran binding protein 1)
oder RanBP2 (Nup358) sowie RanGAP1 (RanGTPase activating protein) die GTPase-
Aktivitat. Die Rolle von RanBP1 oder den Ran-bindenen Domanen von RanBP2 ist
hierbei, RanGTP von den Transportrezeptoren abzuldsen oder ihre Interaktion zu
destabilisieren, sodass RanGAP1 die intrinsiche GTPase-Aktivitdt von Ran aktivieren

kann (zusammengefasst in Wente et al., 2010 [5]). Dabei kann RanGAP1 die GTP-
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Hydrolyserate von Ran um das 10°-fache erhdhen (Bischoff et al., 1994 [29]). Das
entstehende RanGDP wird durch seinen eigenen Importfaktor NTF2 in den Kern
importiert (Abb. 1.2. Schritt 6) (Ribbeck et al., 1998). Hier findet mit Hilfe von
RanGEF/RCC1 (Ran guanosine nucleotide exchange factor/regulator of chromosome
condensation 1), welches an den Chromosomen lokalisiert ist, ein
Nucleotidaustausch von GDP zu GTP statt (Bischoff et al., 1991 [30]; Klebe et al.,
1995 [31]; Nemergut et al., 2001 [32]).

Der Ran-Gradient, der fir den gerichteten Import und Export von Proteinen
verantwortlich ist, kommt also aufgrund der rdaumlichen Trennung von GTP-
Hydrolyse (unterstiitzt durch RanBP1 und RanGAP1) im Cytoplasma und des

Nucleotidaustauschs von GDP zu GTP (durch RanGEF) im Zellkern zustande.

1.3. CRM1-abhdngiger Protein-Export

Damit Proteine CRM1-abhangig aus dem Zellkern exportiert werden, mlssen sie im
Zellkern zuerst Komplexe mit CRM1 und RanGTP eingehen (siehe Abbildung 1.2.
Schritt 4). Hierbei scheint es sich um ein kooperatives Bindeverhalten zu handeln, in
dem die Bindung von RanGTP an CRM1 die Bindung des Exportsubstrates beglinstigt
(Fornerod et al.,, 1997 [17]). Strukturanalysen von trimeren Exportkomplexen
bestehend aus CRM1, RanGTP und Snurportinl zeigen, dass CRM1 aus 21 HEAT-
Repeats besteht, die eine Ring-dhnliche Struktur bilden (Abb. 1.1.A) (Monecke et al.,
2009 [33]). RanGTP ist im Inneren des Rings lokalisiert und interagiert mit
verschiedenen Stellen von CRM1. Es wird angenommen, dass nicht nur die Bindung
von RanGTP an CRM1 dessen Substratbindung durch Stabilisierung einer
bevorzugten Konformation fordert, sondern dass sich auch die Substratbindung
positiv auf die RanGTP-CRM1-Interaktion auswirkt (Monecke et al., 2009 [33]). Das
Exportsubstrat Snurportinl (SPN1) interagiert an drei verschiedenen Stellen mit der
dauBeren konvexen Oberflache von CRM1. Der N-Terminus von Snurportinl, der die
eigentliche NES enthilt, bindet an eine hydrophobe Spalte, die von den HEAT-
Repeats 11 und 12 gebildet wird (Abb. 1.1). Dieser Bereich ist zwischen
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verschiedenen Spezies hoch konserviert. (Dong et al., 2009 [34]; Monecke et al.,
2009 [33]; Guttler et al., 2010 [35]).

Die kovalente Bindung des antifungalen Antibiotikums Leptomycin B (LMB) an ein
spezielles Cystein (C528) in dieser hydrophoben Spalte fiihrt zum Ausschluss der
Bindung von Exportsubstraten an CRM1 und somit zur Inhibition des CRM1-
abhangigen Exports von Proteinen aus dem Zellkern (Kudo et al., 1998 und 1999
[36, 37], zusammengefasst in Hutten et al., 2007 [20]).

Generell erkennt CRM1 ein hydrophobes, meist Leucin-reiches Kernexportsignal
(LR-NES), das zuerst in HIV-1-Protein Rev und in PKI ( cAMP-dependent protein
kinase inhibitor) identifiziert wurde (Fischer et al., 1995 [38], Wen et al., 1995 [39]).
Durch viele Mutationsstudien und Computer-gestiitzte Analysen konnte eine
Consensussequenz fir viele bekannte hydrophobe Kernexportsignale erstellt
werden: © Xo3 @ Xo.3 © X O, wobei @ fir L;I;V;F;M steht (Engelsma et al., 2004
[40]). Neueste strukturelle und biochemische Analysen geben Hinweise darauf, dass
diese Consensussequenz um eine hydrophobe Aminosdure erweitert werden muss
(Guttler et al., 2010 [35]). Strukturelle Untersuchungen der Bindung von REV-NES,
PKI-NES oder dem N-Terminus von SPN1 an CRM1 zeigten, dass je 5 hydrophobe
Aminosauren der jeweiligen NES mit 5 Bindetaschen der hydrophoben Spalte
interagieren (Abb. 1.1.B). Dabei bleibt die Struktur der hydrophoben Spalte auch bei
Bindung unterschiedlichster NES starr (Guttler et al., 2010 [35]).

Die Bindungsaffinitdat von CRM1 zu verschiedenen NES-Substraten variiert und ist
meistens eher gering. Neben der direkten Affinitat der NES-Sequenz spielt hierbei
auch der Gesamtkontext des Proteins, in dem sich die NES befindet, fir die Affinitat
zu CRM1 eine Rolle (zusammengefasst in Kutay et al., 2005 [41]). Das Rev-NES-
Peptid hat zum Beispiel eine geringere Affinitdt zu CRM1 als das komplette Rev-
Protein (Paraskeva et al., 1999 [42]).
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Abbildung 1.1 Strukturelle Abbildungen von CRM1 (verdandert aus Monecke et al., 2009 [33] und
Guttler et al., 2010 [35])

A) zeigt die Sruktur des CRM1-RanGTP-SPN1-Exportkomplexes. B) zeigt die Oberfliche der NES-
bindenen Region von CRM1, die mit der PKI-NES (orange) interagiert. Blau makiert sind hydrophile
und weils hydrophobe Bereiche der hydrophoben Spalte. Gelb ist das Cystein 528 dargestellt, an das
LMB kovalent binden kann.

Aufgrund der niedrigen Bindungsaffinitdt von vielen Substraten zu CRM1 ist es nicht
verwunderlich, dass Faktoren entdeckt wurden, die die Interaktion von Substrat mit
CRM1 verstarken. Einer dieser Hilfsfaktoren ist zum Beispiel RanBP3. RanBP3
fordert die Bindung zwischen Exportfaktor und Substrat gleich auf zweierlei Weise:
Einerseits rekrutiert RanBP3 CRM1 zu RanGEF. Die Bindung von RanBP3 an RanGEF
fihrt zu einer Aktivierung des Nukleotidaustausches von GDP zu GTP bei Ran,
sodass sich die RanGTP-Konzentration im CRM1 umgebenden Milieu erhoht
(Nemergut et al., 2002 [43]). Andererseits erhoht die Bindung von RanBP3 an CRM1
dessen Affinitat fir Exportsubstrate und RanGTP (Lindsay et al., 2001 [44];
Engelmeier et al., 2001 [45]).
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Eine weitere Rolle scheint an dieser Stelle das Nucleoporin Nup98 zu spielen, das
ebenfalls Komplexe mit CRM1, RanGTP und einem NES-Substrat in An- oder
Abwesenheit von RanBP3 eingehen kann (Oka et al., 2010 [46]). AntikOrper gegen
Nup98, die in den Kern injiziert wurden, inhibierten den CRM1-abhéngigen Export.
Welche Aufgabe Nup98 allerdings genau hat, ist zu diesem Zeitpunkt noch unklar.
Nachdem sich der Exportkomplex im Zellkern gebildet hat, wird der Durchtritt durch
die Kernpore durch CRM1 vermittelt. Abschnitt. 1.5. gibt verschiedene Modelle fiir
die Durchquerung der Kernpore wieder. Die Interaktion des CRM1-Exportkomplexes
mit der Hauptkomponente der nucledren Filamente TPR kdnnte der initiale Schritt
fir die Translokation sein. TPR interagiert direkt mit einem trimeren Exportkomplex
bestehend aus CRM1-RanGTP und einem NES-Substrat (Ben-Efraim et al., 2009
[47]). AuRerdem inhibierte die Mikroinjektion eines Antikdrpers gegen TPR den
CRM1-abhangigen Export verschiedener Proteine (Frosst et al., 2002).

Als terminale Bindestation des Exportkomplexes an der Pore wird das Nucleoporin
214 (Nup214) vermutet, welches auf der cytoplasmatischen Seite der Kernpore
lokalisiert ist (Kraemer et al., 1994 [48]) und eine hohe Affinitdt zu CRM1-
Exportkomplexen hat (Fornerod et al., 1997 [49]; Kehlenbach et al., 1999 [50]).
Verschiedene Bindungsstudien zeigen in vitro, dass Nup214 mit CRM1, RanGTP und
NES-Substrat (und auch RanBP3) Komplexe eingehen kann, die RanGAP1-Hydrolyse-
resistent sind. (Kehlenbach et al.,, 1999 [50], Lindsay et al., 2001 [44]; Hutten et
al.,2006 [51]). Die Depletion von Nup214 fihrte in verschiedenen Studien jedoch zu
kontroversen Ergebnissen. Wahrend einerseits die Depletion von Nup214 zur
starken Inhibition des Exports zweier Reporterproteine (GFP-NFAT und Rev-GR-GFP)
flhrte (Hutten et al.,2006 [51]), wurde der Export der ribosomalen Untereinheit 60S
durch Nup214 Depletion zwar inhibiert, der Export von einfachen
Shuttlekonstrukten wurde andererseits allerdings nur sehr gering beeinflusst
(Bernad et al., 2006 [52]). Eine Vermutung hier ist, dass die Interaktion von Nup214
mit den Exportkomplexen substratspezifisch sein konnte und dass die GréRe der
Substrate dabei vielleicht eine wichtige Rolle spielt.

Der letzte Schritt des Exports ist die Ablosung des CRM1-Komplexes von der Pore
und seine Dissoziation durch GTP-Hydrolyse (Abb.1.2 Schritt 5). Da Komplexe aus
CRM1, RanGTP und NES-Substrat (sowie Nup214) gegeniber RanGAP1-induzierter
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Hydrolyse resistent sind, werden zusatzliche Faktoren bendétigt. Mit Hilfe des im
Cytoplasma l6slich vorliegenden RanBP1 oder den Ran-bindenen Domaéanen von
Nup358 wird der Exportkomplex von der Kernpore dissoziiert, das Substrat vom
CRM1-RanGTP-Komplex abgeldst (Koyama et al., 2010 [53]) und die Interaktion von
Exportrezeptor und RanGTP so destabilisiert, dass RanGAP1 die GTP-
Hydrolyseaktivitat von Ran induzieren kann und es zur Dissoziation des gesamten
Exportkomplexes und darauf zur Freilassung des Exportsubstrates im Cytoplasma

kommt (zusammengefasst in Hutten et al., 2007 [20]).

18



1. EINLEITUNG

IMPORT EXPORT

NLS~ - G RES
v <D

T
v Lo € RanGAP1/
6. ,- @' +P 5 "\ RanBP1

@ /

\
\
o . o * * o @

€ -
— e — -

1
~ - 1 Nup98/
5 N, @ RanBP3
NLS . <= o

~

4, N

NES

\
NLS  Import-Substrat @; RanGDP @

NES Export-Substrat @ Importrezeptor

@5 RanGTP @D cru

Abbildung 1.2. Schematische Darstellung des Imports und Exports von Proteinen

IMPORT: Importsubstrate binden im Cytoplasma (iber ihre spezifische NLS entweder direkt an den
jeweiligen Importrezeptor (Abbildung 1.2.-1) oder liber ein Adapterprotein. Der Importrezeptor
vermittelt den Transport durch die Kernpore. Auf der nukleoplasmatischen Seite der Pore fiihrt die
Bindung von RanGTP an den Importrezeptor zur Dizzoziation des Importkomplexes (1.2.-2). Das
Dimer aus Importrezeptor und RanGTP gelangt durch die Kernpore zuriick ins Cytoplasma (1.2.-3),
wo es durch die Hilfe von RanBP1 und RanGAPl-induzierter Hydrolyse von RanGTP zu RanGDP
dissoziiert wird. Der Importrezeptor steht nun einem neuen Importzyklus zur Verfiigung. EXPORT:
Nachdem sich der Exportkomplex aus CRM1, RanGTP und NES-Substrat mit Hilfe von RanBP3 und
Nup98 im Zellkern gebildet hat (1.2.-4), kann der Exportkomplex die Kernpore passieren. Auf der
cytoplasmatischen Seite der Pore wird der Komplex mit Hilfe von RanBP1 oder den Ran-bindenen
Domanen von Nup358 und RanGAP1 von der Kernpore abgeldst und dissoziiert (1.2.-5). Das dabei
entstehende RanGDP wird durch seinen eigenen Importfaktor NTF2 wieder in den Kern importiert
(1.2.-6) ( zusammengefasst in Weis et al., 2003 [2]; Fried et al., 2003 [1]; Stewart, 2007 [54]; Cook et
al., 2007 [4]).
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1.4. Die Kernpore

Die Kernporenkomplexe gehdren zu den groRten Proteinkomplexen in
eukaryotischen Zellen. Anzahl und GréRBe der NPCs variiert zwischen
unterschiedlichen Spezies. Wahrend in Saccharomyces cerevisiae pro Zellkern ca
200-500 Kernporen mit einer GroRe von 50 MDa vorkommen, sind in Vertebraten
ca 2000-5000 NPCs mit einer durchschnittlichen GrofRe von 60-125 MDa zu finden
(Maul et al.,, 1977 [55]; Cordes et al., 1995 [56]). Trotz dieser starken Varianz
zwischen den Spezies ist die generelle Struktur doch stark konserviert
(zusammengefasst in Fried et al., 2003 [1]; Wente et al., 2010 [5]). Im Wesentlichen
kann die Struktur einer Kernpore als Komplex mit achtfacher Rotationssymetrie
beschrieben werden: Ein ringférmiger Kanal, der die Kernmembranen durchspannt,
ist zwischen einem cytoplasmatischen und einem nucledren Ring eingebettet (siehe
Abbildung 1.3.). Sowohl vom cytoplasmatischen als auch vom nucledren Ring gehen
acht flexible Filamente aus, die auf der nucledren Seite der Kernpore in einem
distalen Ring enden und somit eine Korb-dhnliche Struktur bilden (Fahrenkrog 2001,
[57]; Terry et al., 2009 [58]; Walde et al., 2010 [59]).

Insgesamt besteht der Kernporenkomplex aus nur ~ 30 verschiedenen Proteinen,
die Nucleoporine oder Nups genannt werden. Viele Nucleoporine sind symmetrisch
in der Kernpore angeordnet, einige sind allerdings auch asymmetrisch verteilt und
nur in den cytoplasmatsichen (Nup214, Nup358) oder nucleoplasmatischen
Filamenten (TPR) zu finden (Rout et al., 2000 [60]; Crownshaw et al., 2002 [61]).
Etwa ein Drittel aller Nucleoporine enthdlt Phenylalanin-Glycin-Wiederholungen
(FG-Repeats). Elektronenmikroskopische Untersuchuchungen haben gezeigt, dass
die FG-Repeat-Domanen der Nucleoporine sowohl das Innere der Kernpore
ausfullen, als auch auf der cytoplasmatischen und nucleoplasmatischen Oberflache
der Kernpore zu finden sind (Rout et al., 2000 [60]; Grote et al., 1995 [62]). Die FG-
Repeat-Domanen an sich scheinen keine libergeordnete Struktur zu haben (Bayliss
et al., 2000 [63]; Denning et al. 2003 [64]). Das Fehlen einer festen Sekundar- oder
Tertidrstruktur ist wahrscheinlich der Grund der hohen Flexibilitdit der FG-
Nucleoporine. Das Nucleoporin 153 ist ein Beispiel dafir: Wahrend der N-Terminus

am nucldren Korb bindet, ist der C-Terminus nicht nur am Korb, sondern sogar an
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der cytoplasmatischen Peripherie der Pore detektiert worden (Fahrenkrog et al.,
2002[65]). Auch der C-Terminus von Nup214 scheint sehr beweglich zu sein.
(zusammengefasst in Fahrenkrog et al., 2003 [66]; Paulillo et al. 2005 [67]).

Die Phenylalanin- Reste der FG-Repeats interagieren, wenn auch nur schwach, mit
hydrophoben Vertiefungen auf der Oberfliche von Transportrezeptoren und
spielen daher eine grol3e Rolle beim Rezeptor-vermittelten, aktiven Transport durch
die Kernpore (Bayliss et al., 1999, 2000, 2002 [63, 68, 69]; Fribourg et al., 2001 [70];
Grant et al., 2003[71]; Liu et al., 2005 [72]).

cytoplasmatische
Filamente

cytoplasmatischer Ring
aulere Membran

zentraler Kanal
innere Membran

nuclearer Ring

nucleare Filamente

Abbildung 1.3 Strukturelle Darstellung der Kernpore, verandert aus Walde et al. 2010.

Die gelben Punkte sollen Interaktionen zwischen FG-Repeats darstellen.

Die Kernpore hat, je nach Organismus, einen Durchmesser von circa 100-130 nm. Der zentrale Kanal
der Kernpore ist ca 60 nm lang und der Durchmesser betrdagt 40-50 nm (zusammengefasst in
Brohawn et al., 2009 [73]; Elad et al., 2009 [74]). Die bis zu 50 nm langen, cytoplasmatischen
Filamente sind am cytoplasmatischen Ring befestigt. Vom nucleédren Ring ragen die Filamente bis zu
100 nm ins Nucleoplasma (zusammengefasst in Suntharalingam et al., 2003 [75]).

21



1.5. Transport-Modelle

Wie der Durchtritt des Rezeptor-Substrat-Komplexes durch die Pore genau
funktioniert, ist immer noch Gegenstand intensiver Forschung. Verschiedene
Modelle versuchen den Sachverhalt zu klaren (zusammengefasst in Peters 2009 [76]
und Walde et al., 2010 [59]):

Das Model ,Selektive Phase” geht davon aus, dass die FG-Nucleoporine in der
Kernpore miteinander liber ihre FG-Repeats interagieren und ein ,dreidimensionals
molekulares Sieb” bilden, das Molekilen und kleineren Proteinen den Durchtritt
durch die Pore erlaubt. GroRere Proteine kénnen diese Barriere nur mit Hilfe von
Transportfaktoren, die mit den FG-Repeats interagieren und somit den Durchtritt
durch die Pore ermdglichen, liberwinden (Frey et al., 2006, 2007, 2009 [77-79];
Ribbeck et al., 2002 [80]).

Das ,virtual gate model” geht davon aus, dass das Innere der Pore mit FG-Repats
gefiillt ist und somit eine entropische Barriere bildet. Die Energie zur Uberwindung
dieser Barriere liefert hier die freie Gibbs'sche Energie, die bei der Bindung von
Transportrezeptoren an FG-Repeats frei wird (Rout et al., [81]). Einen &dhnlichen
Ansatz verfolgt das ,,polymer brush model“ (Lim et al., 2006 [82]). Es geht ebenfalls
davon aus, dass die FG-Nucleoporine eine Art entropische Barriere bilden. Die
Annahme ist, dass die FG-Nucleoporine ,birstenartig” von ihrer Verankerung in der
Pore in den inneren Kanal und nach auBen reichen. Bindet ein Rezeptor-Komplex an
die FG-Repeats einer AuRenseite, kollabieren die FG-Nucleoporine und ziehen den
Transportkomplex in die Kernpore. Durch Interaktion mit weiteren FG-
Nucleoporinen kann der Komplex auf die andere Seite der Pore gelangen

|ll

Bei dem ,reduction of dimensionality model” wird davon ausgegangen, dass alle
FG-Repeats in der Kernpore den Rand des Kernporenkanals auskleiden, komplett
mit Transportfaktoren besetzt sind und kollabiert vorliegen (Peters et al., 2009
[76]). Transportrezeptoren oder -Komplexe, die die Pore durchqueren wollen,
verdrangen hierbei andere Transportfaktoren von ihrem Platz, die wiederum andere
verdrangen.

Neben den gerade beschriebenen Modellen gibt es verschiedene weitere, in denen

auch immer wieder FG-Repeats eine Hauptrolle spielen.
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1.6. Spezifische Funktionen einzelner Nucleoporine im Transport von

Proteinen

Neben der Barriere-bildenden Funktion haben einige FG-enthaltende Nucleoporine
spezielle Aufgaben beim Import oder Export von Proteinen. Einige dieser
Nucleoporine und ihre spezifischen Aufgaben sollen in diesem Abschnitt vorgestellt
werden.

Das Nucleoporin Nup50 spielt zum Beispiel eine Rolle beim Importin o/B-
vermittelten Import von Proteinen (Matsuura et al., 2005 [83]). Es kann direkt an
Importin a binden, was die Dissoziation von Importsubstrat und Rezeptor zur Folge
hat. Nup153 scheint ebenfalls eine wichtige Rolle bei diesem Importweg zu spielen.
Die Depletion von Nup153 fihrte zu einer Inhibition des Importin o/B-vermittelten-,
nicht aber des Transportin-vermittelten Imports von Proteinen (Walther et al., 2001
(84]).

Der Transportin-vermittelte Import scheint durch Nup98 beeinflusst zu sein, das
selbst eine M9-Sequenz enthalt und mit Transportin-Substraten um die Bindung an
den Rezeptor in Konkurrenz steht (Fontoura et al., 2000 [85]).

Das Nucleoporin Nup358, das die cytoplasmatischen Filamente der Kernpore bildet
(Wu et al.,, 1995 [86]), interagiert mit CRM1 (Singh et al., 1999 [87]), Importin B
(Delpheen et al., [88]), Ran (Wu et al., 1995 [86]; Yaseen et al., 1999 [89]) und
RanGAP1 (Mahajan et al., 1997 [90]; Matunis et al., 1998 [91]). Obwohl in Nup358-
depletierten Xenopus Oocyten in vitro gezeigt wurde, dass Nup358 fiir den Protein-
Import verzichtbar ist (Walther et al.,, 2002 [92]), konnte in Hela-Zellen in vivo
gezeigt werden, dass Nup358 sowohl den Transportin- als auch den Importin a/B-
vermittelten Import von Proteinen fordert (Hutten et al., 2008 und 2009 [93, 94]).
Es wird vermutet, dass Nup358 die Konzentration von Transportrezeptoren an der
Kernpore erhoht, da Nup358-Depletionseffekte auf Proteinimport durch
Uberexpression von Importrezeptoren riickgdngig gemacht werden konnten
(Hutten et al., 2008 und 2009 [93, 94]).

Nucleoporine, die in den Export von Proteinen involviert sind, sind zum Beispiel
Nup214, TPR und Nup98. lhre jeweilige Rolle, wurde im Abschnitt Gber den CRM1-

abhangigen Export (Abschnitt 1.3.) ndher erlautert.
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Die Rolle von vielen anderen Nucleoporinen im Kerntransport von Proteinen ist
noch weitgehend unklar. Hierzu gehort unter anderem NLP1 (nucleoporin like
protein 1), der Hauptgegenstand dieser Doktorarbeit, welches urspriinglich als

hCG1 beschrieben wurde.

1.7. hCG1/NLP1

1

365 423

24 165 204
Zk l C-C|

Abbildung 1.3. Schematische Darstellung von NLP1 ZF = Zinkfinger, C-C = Coiled-Coil-Doméne. Die
gepunkteten Linien stellen FG-Repeats dar.

hCG1/NLP1 (human candidate gene 1) ist ein 423 Aminosauren groRes Protein,
dessen Sequenz zuerst in einem Screen fir Proteine auftauchte, die an der
Krankheit DFNA5 (autosomal dominant progressive sensorineural hearing loss)
beteiligt sind. Eine Funktion konnte hCG1 hier allerdings nicht zugesprochen werden
(Van Laer et al, 1995 ([95]). Spater wurde hCG1 fast zeitgleich als
Interaktionspartner in 2 unterschiedlichen , Hefe-zwei-Hybrid“-Untersuchen mit
HIV-1-Rev (Farjot et al., 1999 [96]) oder dem mRNA-Exportfaktor Glel (Strahm et
al., 1999 [97]) als ,,Kbder”, entdeckt.

Aufgrund seiner 12 FG-Repeats, die hauptsachlich im C-Terminus des Proteins
lokalisiert sind, bekam das Protein seinen zweiten Namen: Nucleoporin like protein
1. Neben einem putativen Zinkfinger am N-Terminus (AS 1-24) ist in der Mitte eine
putative Coiled-Coil-Doméane (As 165-204) zu finden (Kendirgi et al., 2005 [98])
(siehe Abbildung 1.3.). Lokalisationsstudien von Uberexprimiertem NLP1 zeigten,
dass NLP1 sowohl im Zellkern, mit Aussparung der Nucleoli (Farjot et al., 1999 [96]),
als auch an der Kernhille zu finden ist (Rouzic et al., 2002 [99]; Kendirgi et al.,
2005[98]). Die letzten 58 Aminsauren von NLP1 (AS 366-423) sind notwendig, um
NLP1 an die Kernhille zu binden (Kendirgi et al., 2005 [98]). Untersuchungen des
NLP1-Sequenzhomologs (55%-Homologie) aus  Saccharomyces cerevisiae
RIP1p/Nup42 (Rev interacting protein 1) zeigten, dass Nup42 im Nucleoplasma

sowie an den cytoplasmatischen und nucleoplasmatischen Fibrillen der Kernpore
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lokalisiert (Strahm et al., 1999 [97]). Kontrovers zu Strahms Ergebnissen sind die
Ergebnisse von Rout et al. (2000 [60]), die Nup42 nur an den cytoplasmatischen
Fibrillen der Kernpore finden. Bis heute ist die Lokalisation von NLP1 noch nicht
eindeutig geklart.

Sowohl NLP1, als auch Nup42 scheinen eine wichtige Rolle beim Export von Hitze-
induzierten mRNAs zu spielen (Saavedra et al., 1997 [100], Strahm et al., 1999 [97];
Rollenhagen et al., 2004 [101]; Kendirgi et al., 2005 [98]). Die Depletion von Nup42
in Hefe fuhrt bei 42°C zu einer Inhibition des Exports von Hitzeschockprotein-
mRNAs, die sich durch die Transformation von humanem NLP1 riickgangig machen
lasst. NLP1 ist also ein funktionelles Homolog von Nup42 (Strahm et al., 1999 [97]).
Auch der Export vieler mRNAs, die nicht fiir Hitzeschock-Proteine codieren, scheint
bei 42 °C in Nup42-depletierten Hefezellen beeinflusst zu sein (Vainberg et al., 2000
[102]). Die Depletion von NLP1 in HelLa-Zellen fiihrte zur Inhibition des Exports der
mRNA des Hitzeschockproteins 70 aus dem Zellkern (Kendirgi et al., 2005 [98]).
Hinweise auf eine generelle Funktion von NLP1 im mRNA-Export liegen nicht vor.

In ,,Hefe-zwei-Hybrid-Studien” konnte gezeigt werden, dass Nup42 und NLP1 nicht
nur mit einer Reihe von mRNA-Exportfaktoren interagieren (TAP (Katahira et al.,
1999 [103]), Glel (Strahm et al., 1999) und HIV-Rev (Stutz et al., 1995 [104], Strahm
et al., 1999 [97], Rouzic et al., 1999 [99], Farjot et al., 1999 [96])), sondern auch mit
dem Proteinexportfaktor CRM1 (Strahm et al.,, 1999 [97]). Nup42 und CRM1
bildeten in Anwesenheit von RanGTP Komplexe, was allerdings die Bindung des
CRM1-Exportsubstrates HIV-1-REV ausschloss. Der trimere Komplex aus Nup42,
Crm1, und RanGTP, war RanGAP1 und RanGEF insensitiv (Floer et al., 1999 [105]).
Die Depletion von Nup42 hatte interessanterweise keinen Einfluss auf den Export
von Proteinen (Stade et al., 1997 [18]).

Obwohl CRM1 den wichtigsten Exportfaktor fiir Proteine darstellt, wurden bisher
keine funktionellen und biochemischen Analysen zur Interaktion mit NLP1
vorgenommen. Welche Bedeutung die Interaktion zwischen CRM1 und NLP1 fir
den Proteinexport hat, ist bis heute daher noch vollig unklar. Die Zielsetzung dieser
Arbeit ist es daher, die Relevanz der NLP1-CRM1 Interaktion in biochemischen und

funktionellen Studien zu untersuchen.
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1.8. Zielsetzung der Arbeit

NLP1 ist ein Protein, das aufgrund seiner vielen FG-Repeats groRe Ahnlichkeit mit
Nucleoporinen, insbesondere mit dem C-Terminus von Nup214 (Katahira et al.,
1999 [103]), aufweist. Der C-Terminus von Nup214 hat eine hohe Affinitat zu CRM1-
Exportkomplexen und ist wahrscheinlich die terminale ,Dockingstation”, bevor
diese von der Pore abgelost werden (Hutten et al., 2006 [51]). In verschiedenen
,Hefe-2-Hybrid-Studien” stellte sich heraus, dass NLP1 nicht nur mit mRNA-
Exportfaktoren, sondern, wie Nup214 auch, mit dem Proteinexportfaktor CRM1
interagiert.

Zundchst soll die Lokalisation von endogenem NLP1 ndher untersucht werden.
Hierzu ist die Herstellung eines Antikorpers gegen endogenes NLP1 notwendig.
Mittels FLIP (fluorescence loss in photobleaching) und FRAP (fluorescence recovery
after photobleaching) soll die Beweglichkeit von iberexprimertem NLP1 in der Zelle
analysiert werden.

Der Focus dieser Arbeit soll auf der Untersuchung der Funktion von NLP1 im CRM1-
abhangigen Export von Proteinen liegen. Hierzu soll die Interaktion von CRM1 und
NLP1 in vitro, mittels rekombinanter Proteine verifiziert und ndher charakterisiert
werden. In vivo Studien von verschiedenen Substraten mit (berexprimiertem oder
depletiertem NLP1 sollen ebenfalls Antworten zur Funktion von NLP1 liefern.
Hierbei soll nicht nur konventionelle Mikroskopie, sondern auch ,life cell imaging”
und FLIP-Analysen angewandt werden, um Export-Kinetiken der zu untersuchenden
Proteine zu erstellen.

AuBerdem soll auch die Rolle von NLP1 im generellen mRNA-Export analysiert
werden. Hierzu soll NLP1 in menschlichen Zellen (berexprimiert oder NLP1-
depletiert und die Lokalisation des gesamt mRNA-Poos mittels FISH (fluorescence in
situ hybridisation) untersucht werden.

Ein weiteres Ziel dieser Doktorarbeit ist es herauszufinden, warum in der Zelle
Hilfsfaktoren wie RanBP3 und Nup98 fiir den CRM1-abhdngigen Export vorhanden

sind.
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2. ERGEBNISSE

2.1 CRM1 ist fiir den CRM1-abhangigen Export von Proteinen aus dem

Zellkern limitierend

Der CRM1l-abhadngige Export von Proteinen aus dem Zellkern wird durch
verschiedene Co-Faktoren wie zum Beispiel RanBP3 unterstiitzt. Die direkte Bindung
von RanBP3 an CRM1 erhdht die Affinitdt von CRM1 fiir RanGTP und NES-Substrat
(Lindsay et al., 2001 [44], Engelmeyer et al., 2001 [45]). Des Weiteren fordert
RanBP3 mit Hilfe von Ran die Bindung von CRM1 an RanGEF. Hierdurch wird CRM1
einer lokal erhohten RanGTP-Konzentration ausgesetzt, welche wiederum die
RanBP3-CRM1-RanGTP-NES-Komplexbildung beglinstigt (Nemergut et al., 2002
[43]). Aktuelle Arbeiten deuten darauf hin, dass das Nucleoporin Nup98 ebenfalls in
den CRM1l-abhangigen Export involviert ist. Sie zeigen, dass Nup98 mit CRM1,
CRM1-RanGTP, CRM1-RanGTP-NES-Substrat sowie mit RanBP3-CRM1-RanGTP-NES-
Substrat Komplexe formen kann (Oka et al., 2010 [46]). Zusatzlich wird der CRM1-
abhangige Export eines Reporterproteins (GFP-GFP-NES) durch Mikroinjektion eines
Antikorpers gegen Nup98 in den Zellkern verhindert. Diese Ergebnisse werfen die
Frage auf, warum Hilfsfaktoren fiir den CRM1-abhangigen Export bendtigt werden.
Eine mogliche Erklarung hierfiir konnte sein, dass CRM1 der limitierende Faktor im
Protein-Export ist. Um diese Hypothese zu Uberprifen, wurden Hela-Zellen mit
einem artifiziellen Reporterprotein aus einer NES (AS 47-116 des Rev-Proteins), zwei
GFP und einem klassischen NLS-Signal (NES-GFP,-cNLS) zusammen mit einem
CRM1-HA-Konstrukt transient cotransfiziert und mittels Immunfluoreszenz
analysiert (Abb. 2.1.A). Von den Kontrollzellen, die mit einer Kombination aus
Reporterprotein und HA-Vektor transfiziert wurden, zeigten etwa 70% der Zellen
eine deutliche Kernlokalisation (N>C) des Reporterproteins (Abb. 2.1.A,B). Der
Import Giberwiegt hier tiber den Export. Im Vergleich dazu hatte die Uberexpression
von CRM1-HA eine Reduktion der Zellen mit eindeutigem Kernsignal (N>C) von 70%
auf ca. 30% zur Folge (Abb. 2.1.B). Hier schien der Export liber den Import zu
dominieren. Um zu Uberpriifen, ob diese Veranderung der Lokalisation nach CRM1-
Uberexpression tatsidchlich dem CRM1-abhingigen Export und nicht einem
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inhibierten Import zuzuschreiben ist, wurden die Zellen mit Leptomycin B
behandelt. LMB ist eine Substanz, die spezifisch an das Cystein 528 in der
Substratbindestelle von CRM1 bindet, was die Interaktion des Exportcargos mit
CRM1 und somit dessen Export aus dem Zellkern verhindert (Kudo et al., 1999 [36]).
Wie in Abbildung 2.1 dargestellt, wiesen 85-95% der LMB-behandelten Zellen eine
Akkumulation des Reporterproteins im Zellkern auf. Dieses Ergebnis legt nahe, dass
Kernhille und Poren intakt waren und es sich bei dem Effekt nach CRM1-HA-Co-
Transfektion tatsachlich um eine Verstarkung des Exports handelte. Die
Beobachtungen in diesem Abschnitt deuten darauf hin, dass die CRM1-
Konzentration im CRM1-abhangigen Export von Proteinen aus dem Zellkern
tatsachlich limitierend ist und deshalb unterstitzende Faktoren, wie RanBP3 und

Nup98 bendtigt, die den Export von Proteinen aus dem Zellkern beglinstigen.
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Abbildung 2.1. Uberexpression von CRM1-HA beeinflusst die intrazellulire Lokalisation des einfachen
Reporterproteins NES(REV(47-116))-GFP,-cNLS. A) HelLaP4-Zellen wurden mit einem NES(REV(47-116))-
GFP,-cNLS-Konstrukt und einem CRM1-HA-Plasmid so wie dem leeren HA-Vektor als Kontrolle
cotransfiziert. Die Analyse erfolgt nach 48 h durch Fluoreszenzmikroskopie (Balken, 10 um). Griin ist das
Reprterprotein, rot die HA-Proteine dargestellt. B) stellt die statistische Analyse der
Fluoreszenzmikroskopie da. Hier wurde die Lokalisation von NES-GFP,-cNLS in cotransfizierten Zellen
ausgezahlt. Der Graph gibt in Prozent an, wie viele der analysierten Zellen mehr Reporterprotein im
Zellkern als im Cytoplasma der Zelle (N>C) haben. Pro Transfektionsansatz wurden mehr als 100 Zellen
analysiert. Zur Kontrolle wurden die Zellen fiir 2-3 h mit 5 nM LMB behandelt. Die Fehlerbalken geben die
Standardabweichungen von 6 unabhangigen Versuchen bei nicht LMB-behandelten Zellen und 3
unabhangigen Versuchen bei LMB-behandelten Zellen an. Die statistische Signifikanz wurde mittels
Student’s T-Tests ermittelt.
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2.2. Intrazelluldre Lokalisation von NLP1

Das Protein NLP1, das in dieser Arbeit ndher untersucht werden sollte, wurde im
,Hefe Zwei Hybrid-System” als Interaktionspartner von CRM1 identifiziert (Farjot et
al., 1999, [96]). Wie auch RanBP3 und Nup98 enthdlt NLP1 Phenylalanin-Glycin-
Repeats (FG-Repeats) und wurde als im Kern lokalisiert beschrieben. In den
nachsten Abschnitten soll nun die Frage beantwortet werden, ob und welche
Funktion NLP1 im CRM1-abhédngigen Export von Proteinen aus dem Zellkern inne

hat.

2.2.1. Generierung von a-NLP1-Antikorpern

Um NLP1 in seiner Funktion genauer untersuchen zu kénnen, sollten zunachst
Antikorper hergestellt werden. Hierzu wurde der His-fusionierte N-Terminus von
NLP1 (His-NLP1 1-204) als Antigen unter denaturierenden Bedingungen aufgereinigt
(Abb. 2.2.A). Da das Protein nach der Dialyse gegen PBS nicht mehr |6slich war,
wurde das ausgefallene, denaturierte Protein zur Immunisierung zweier Kaninchen
(3754, 3755) durch die Firma BioGenes verwendet. Nach der affinitats-
chromatographischen Aufreinigung der polyclonalen a-NLP1-Antikorper aus den
von BioGenes gelieferten Seren erfolgte die Charakterisierung der Antikorper. In
Western Blot-Analysen erkennen beide Antikorper sowohl rekombinantes bakteriell
hergestelltes MBP-NLP1 als auch endogenes NLP1 aus Hela-Zelllysat (Abb. 2.2.B,
Abb. S1A). Durch Vergleichen der Bandenstirken des rekombinanten MBP-NLP1
und des endogenen NLP1 liel§ sich die Konzentration des endogenen NLP1 in Hela-
Zellen ermitteln. Beide Antikorper lieRen auf eine Konzentration von ca 1-4 ng
endogenem NLP1 in ca. 100.000 Hela-Zellen schliessen, was einer zelluldren
Konzentration von ca. 50-200 nM NLP1 (ausgehend von einem Volumen von 4
pl/Zelle) entspricht.

Um die Spezifitdt der a-NLP1 Antikorper in der Immunfluoreszenz zu testen, wurden
Hela- Zellen mit verschiedenen NLP1-Konstrukten (HA-NLP1, NLP1-HA, RFP-NLP1,

NLP1-RFP) transient transfiziert und Immunfluoreszenzfarbungen gegen HA und
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NLP1 durchgefiihrt. Hierbei wurden unterschiedliche Farbemethoden, die sich zum
Beispiel in der Art der Fixierung sowie Blockierungsmethoden usw. unterschieden,
angewendet. Der 3755-Antikorper konnte Gberexprimiertes NLP1 detektieren (Abb.
2.2.C), wahrend der 3754 Antikérper keinen Unterschied zwischen mit NLP1

transfizierten und untransfizierten Zellen erkannte (Abb. S1B).
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Abbildung 2.2. Charakterisierung von a-NLP1-Antikdrpern. A) Coomassie-gefiarbtes SDS-Gel von
His-NLP1 1-204. 1-3 pl des aufgereinigenten His-NLP1 1-204 sowie 1-3 pug BSA wurden per SDS-PAGE
aufgetrennt und die Proteine mit Coomassie gefarbt. B) Western Blot-Detektion von
rekombinantem MBP-NLP1 und endogenem NLP1. MBP-NLP1 und Hela-Zellen wurden auf ein SDS-
Gel aufgetragen und die Proteine elektrophoretisch aufgetrennt. Die Detektion erfolgte durch
Immunoblot-Analyse mit a-NLP1 3755-Antikérper. C) Immunofluoreszenz von iiberexprimiertem
NLP1. Hela-Zellen wurden mit Konstrukten fir HA-NLP1, NLP1-HA, RFP-NLP1 sowie NLP1-RFP
transfiziert und die Lokalisation von NLP1 (und HA) durch indirekte Immunufluoreszenz mit a-NLP1
3755-Antikorpter (bzw. a-HA-Antikorper) analysiert. Rot: a-HA oder RFP; griin: a-NLP1 (Balken, 10
pum).
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Um zu testen, wie spezifisch die Antikorper in der Immundetektion von endogenem
NLP1 sind, wurden die Antikorper vor der Farbung mit rekombinantem MBP-NLP1
inkubiert. Hierdurch sollten die Antigen-Bindestellen blockiert werden und die

spezifische Detektion von NLP1 somit verhindert werden. Bei beiden Antikérpern
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machte es keinen Unterschied, ob diese vorher mit ihrem Antigen prainkubiert
wurden oder nicht (Daten nicht gezeigt). Obwohl beide Antikdrper in Western Blot-
Analysen sowohl rekombinantes als auch endogenes NLP1 aus Hela-Zellen
detektieren kdnnen, sind sie fir Immunfluoreszenzanalysen von endogenem NLP1

nicht geeignet.

2.2.2. Untersuchung der intrazelluldren Lokalisation von NLP1

1999 fiihrten Farjot et al. [96] erste Untersuchungen zur Lokalisation von
Uberexprimiertem NLP1 durch. Diese ergaben, dass NLP1 hauptsachlich im Zellkern
lokalisiert ist. Spater konnte in weiteren Studien gezeigt werden, dass Myc- oder
GFP-fusioniertes NLP1 auch an der Kern-Hiille vorliegen kann (Kendirgi et al., 2005
[98]; Le Rouzic et al., 2002 [99]).

Um die Lokalisation von endogenem NLP1 genauer untersuchen zu kdnnen, wurde
ein biochemischer Ansatz gewadhlt. In Abbildung 2.3.A wurde mittels Kern-
Cytoplasmatrennung die Lokalisation des endogenen NLP1 analysiert. Hierzu
wurden Hela-Zellen mittels Digitonin permeabilisiert und das Cytoplasma von den
Kernen getrennt. Mittels Western Blot-Untersuchungen mit verschiedenen
Antikorpern wurde untersucht, in welchen Fraktionen die detektierten Proteine
vorhanden sind. Als Cytoplasma-Marker wurden Lactat-Dehydrogenase (LDH) und
Tubulin gewahlt. Beide lokalisierten ausschlielich in der cytoplasmatischen
Fraktion. Als Marker fur den Kern wurden Lamin A und C sowie verschiedene
Kernporenproteine, die vom mAB414-Antikorper detektiert werden, ausgewihilt.
Sowohl Kernporenproteine als auch Lamine waren hauptsachlich in der Kernfraktion
zu finden, aber etwa 10% von ihnen waren auch im Cytoplasma detektierbar.
Hierbei kdnnte es sich allerdings um Proteine handeln, die aus sich gerade teilenden
mitotischen Zellen, oder aus Kernen, die bei der Zentrifugation zerstért worden
sind, stammen. Es konnte sich aber auch um neusythetisiertes Protein handeln,
welches noch nicht in den Kern oder an die Kernpore tansportiert worden ist. Der
Hauptteil an endogenem NLP1 wurde in der Kernfraktion (K) detektiert, wahrend

der Anteil in der cytoplasmatischen Franktion (C) weniger als 5% betrug. NLP1 ist in
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diesem Zellfraktionierungsexperiment folglich wie typische Kernporenproteine und
die Lamine A und C lokalisiert.

Zur Uberpriifung dieses Ergebnisses sollte die Lokalisation von iiberexprimiertem
NLP1 mittels Immunfluoreszenz naher untersucht werden (HA-NLP1, NLP1-HA, RFP-
NLP1, NLP1-RFP (Abb. 2.2.C) und GFP-NLP1 (Abb. 2.3.B)). Abbildung 2.3.B zeigt die
Lokalisation von transient transfiziertem GFP-NLP1 in Hela-Zellen. In lGber 50% der
Zellen lokalisierte GFP-NLP1 hauptsachlich im Kern (oberes Bild). In Zellen mit
geringer GFP-NLP1-Expression lokalisierte GFP-NLP1 an der Kernhille und im
Nucleoplasma (mittleres Bild), wobei in einigen Zellen eine Gleichverteilung von
GFP-NLP zwischen Kern und Cytoplasma vorlag (unteres Bild). Alle getesteten NLP1-
Konstrukte verhielten sich dhnlich wie GFP-NLP1, was zeigt, dass die Lokalisation
von Uberexprimiertem NLP1 weder durch das angehangte Fusionsprotein noch

dessen Lage (N- oder C-terminal) beeinflusst wird.
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Abbildung 2.3. Lokalisation von NLP1. A) Endogenes NLP1 lokalisiert hauptsachlich im Kern. Hela-
Zellen wurden mit Digitonin permeabilisiet und das Cytoplasma von den Kernen durch Zentrifugation
getrennt. Die Analyse erfolgte durch Western Blot. B) Lokalisation von GFP-NLP1. Hela Zellen
wurden transient mit GFP-NLP1 transfiziert. 48 Stunden nach Transfektion wurde die intrazellulare
Lokalisation des exprimiertem GFP-NLP1 durch konfokale Fluoreszenzmikroskopie analysiert. Obere
Reihe: Kernlokalisation, mittlere Reihe: Lokalisation an der Kernhiille , untere Reihe: Gleichverteilung
von GFP-NLP1 (Balken, 10 um).
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2.2.3. NLP1 unterliegt nicht CRM1-abhdngigem Export und ist im Kern mobil

Nachdem gezeigt werden konnte, dass sowohl endogenes als auch
Uberexprimiertes NLP1 grof3tenteils im Kern lokalisiert ist, sollte dessen Mobilitat in
diesem Kompartiment naher untersucht werden. Die Mobilitdt von Proteinen kann
durch verschiedene Faktoren wie zum Beispiel durch die eigene Beweglichkeit des
Proteins, Interaktionspartner, aktiven Transport usw. beeinflusst werden. In
Abbildung 2.4.A wurde mittels FRAP (fluorescense recovery after photobleaching)
untersucht, ob GFP-NLP1 im Kern mobil ist. Zur Analyse der Mobilitdt von GFP-NLP1
wurden Hela-Zellen mit einem Konstrukt fiir GFP-NLP1 transient transfiziert. Das
GFP-Signal wurde durch Laserbestrahlung mit einer Wellenldnge von 488 nm
einmalig in einem definierten Bereich im Zellkern ausgeblichen und dann die
Ruckkehr der Fluoreszenz in diesem Bereich Uber einen bestimmten Zeitraum
gemessen. Wenn der Fluoreszenzwert, der vor dem Bleichen gemessen wurde,
erreicht wird, kann man davon ausgehen, dass das Protein frei beweglich ist. Der
Graph in Abbildung 2.4.A zeigt, dass nach ca. 30-40 Sekunden der Ausgangwert der
Kernfluoreszenz von GFP-NLP1 wieder erreicht wurde. Es handelt sich bei GFP-NLP1
also um ein Protein, das im Zellkern komplett mobil ist.

Aufgrund der Tatsache, dass bei Fluoreszenzanalysen immer ein gewisser Teil des
Uberexprimierten NLP1 im Cytoplasma lokalisiert und auch ein kleiner Teil des
endogenen NLP1 bei der Kern-Cytoplasma-Trennung im Cytoplasma detektiert
wurde, stellte sich nun die Frage, ob NLP1 zwischen Kern und Cytoplasma hin und
her transportiert wird. Um diese Fragestellung zu beantworten, wurden FLIP-
Analysen (fluorescence loss in photobleaching) durchgefiihrt (Abb. 2.4.B). Hierzu
wurden Hela-Zellen entweder mit einem Plasmid fur GFP-NLP1 oder fiur ein
Reporterprotein (NES-GFP2-M9) transient transfiziert. 48 Stunden nach der
Transfektion wurde ein definierter Bereich im Cytoplasma kontinuierlich mittels
Argon488 Laser geblichen und dabei der Verlust der Kernfluoreszenz gemessen. Um
zu Uberprifen, ob es sich um CRM1-vermittelten Export handelt, wurden zusatzlich
FLIP-Analysen mit transfizierten Zellen durchgefiihrt, die zuvor mit CRM1-Inhibitor

Leptomycin B (LMB) behandelt wurden.
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Das Kontroll-Reporterprotein (NES-GFP2-M9) zeigte eine schnelle Abnahme der
Kernfluoreszenz (Abb. 2.4.B, blaue Linie) die durch LMB-Behandlung inhibiert
werden konnte (Abb. 2.4.B, grine Linie). Der beobachtete Export des
Reporterproteins ist folglich Gber CRM1 vermittelt worden. Im Fall von GFP-NLP1 ist
die Abnahme der Kernfluoreszenz (Abb. 2.4.B, rote Linie) hingegen eher gering und
wird durch die LMB-Behandlung nicht beeinflusst (Abb. 2.4.B, gelbe Linie).

Diese Ergebnisse deuten darauf hin, dass NLP1 mobil im Kern vorliegt (Abb. 2.4.A)
und diesen langsam verlassen kann. Dieser Export scheint allerdings nicht CRM1-
vermittelt zu sein (Abb. 2.4.B).
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Abbildung 2.4. Mobilitatsstudien von GFP-NLP1. A) FRAP: GFP-NLP ist im Zellkern mobil Hela-
Zellen wurden transient mit GFP-NLP1 transfiziert. Das GFP-Signal wurde in einem definierten
Bereich im Zellkern geblichen. Sowohl vor als auch nach dem Bleichen werden Bilder aufgenommen
und die Fluoreszenz in der Bleichregion (ROI1), der Referenzzelle (ROI2) sowie im Hintergrund (ROI3)
gemessen. Die Auswertung erfolgte mittels LAS-Software. Dabei wurden die Werte von ROI1 vor
dem Bleichen als 1 gesetzt und alle nachfolgenden Werte darauf normalisiert. Der Graph
reprasentiert das Ergebnis aus 10 Zellen und die Fehlerbalken geben die Standardabweichung an. B)
FLIP: GFP-NLP1 wird nicht CRM1-abhangig exportiert. HelLa-Zellen wurden transient mit GFP-NLP1
oder NES(Rev68-90)-GFP2-M9 transfiziert. Die LMB-Behandlung erfolgte fiir 2-3 h mit 5 nM LMB. Die
Zellen wurden in einem definierten Bereich im Cytoplasma geblichen, nach jedem Bleichen ein Foto
gemacht und die Kernfluoreszenz bestimmt. Die Fluoreszenzen vor dem ersten Bleichen wurden als
1 definiert und alle folgenden Werte darauf normalisiert. Die Graphen zeigen jeweils das gemittelte
Ergebnis aus 10 Zellen.
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2.3. Biochemische Charakterisierung von NLP1

2.3.1. NLP1 kann Komplexe mit CRM1, RanGTP und einem Exportsubstrat bilden

Nachdem die Interaktion von NLP1 mit dem Proteinexportfaktor CRM1 im ,Hefe
Zwei Hybrid-System” entdeckt worden war (Farjot et al., 1999 [96]), sollte diese
Interaktion im nachsten Abschnitt biochemisch Uberprift und dann naher
charakterisiert werden. Hierzu wurden Bindungsstudien mit rekombinantem MBP-
NLP1-Fusionsprotein durchgefiihrt. Dazu wurde MBP-NLP1 an Amylose-Matrix
gebunden und mit CRM1, Snurportinl oder NES-Peptid als Exportsubstrat und GTP-
beladenem RanQ69L in verschiedenen Kombinationen inkubiert. RanQ69L ist eine
GTPase-defiziente Mutante von Ran, die nicht mehr in der Lage ist die GTP-
Hydrolyse zu katalysieren (Klebe et al., 1995 [31]). Einmal mit GTP beladen verbleibt
sie in dieser Form, was zu einer standigen Assoziation mit eventuell gebildeten
Exportkomplexen fiihrt. Abbildung 2.5.A zeigt, dass CRM1 nur in Anwesenheit von
RanQ69LGTP mit NLP1 interagiert und dass diese Bindung durch Zugabe von GST-
Snurportinl oder NES-Peptid verstarkt wird. In Abwesenheit von RanQ69L findet
diese Interaktion nicht statt. Um auszuschlieBen, dass MBP diese Bindungen
vermittelt, wurden Kontrollen mit immobilisiertem MBP anstatt MBP-NLP1
durchgefiihrt. Der MBP-Anhang alleine konnte keine Komplexe mit CRM1, RanGTP
und NES-Substrat eingehen (siehe Abb. S2A). Die Komplexbildung ist also auf NLP1
zurlickzufihren.

Da in Abbildung 2.5.A eindeutig gezeigt wurde, dass NLP1 Komplexe mit CRM1,
einem Export-Substrat und RanGTP eingehen kann, sollte nun untersucht werden,
ob die Komplexbildung RanGTP abhadngig ist, oder ob CRM1 und NLP1 auch in
Anwesenheit von RanGDP interagieren konnen. Hierzu wurden Bindungsstudien
durchgefiihrt, in denen GTP- bzw. GDP- beladenes GST-Ran (oder GST alleine zur
Spezifitatskontrolle) an Gluthation-Agarose immobilisiert wurde und mit
verschiedenen Kombinationen von MBP-NLP1, CRM1 oder Snurportinl inkubiert
wurde (Abb. 2.5.B). Es zeigte sich, dass weder NLP1 noch Snurportinl alleine mit

RanGTP interagierten. Die Bindung von CRM1 alleine an GST-RanGTP war sehr
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2. ERGEBNISSE

schwach und konnte nur mittels Western Blot-Analyse detektiert werden. Durch
Zugabe von MBP-NLP1 oder Snurportinl wurde die Bindung von CRM1 zu RanGTP
verstarkt. Die effizienteste Bindung wurde erreicht, wenn sowohl NLP1 als auch
Snurportinl und CRM1 mit RanGTP inkubiert wurden und sich tetramere Komplexe
ausbilden konnten. In den Anséatzen, in denen Ran mit GDP beladen war, konnten

sich keine Komplexe formieren. Die Komplexbildung ist also RanGTP-abhangig.

A

MBP-NLP1
CRM1 + + + + + + + +
NES + +
GST-SPN1 + +
RanQ69L GTP + o+ + 4
CRM1
MBP-NLP1 GST-SPN1
RanQ69L
S
B GST-RanGTP GST-RanGDP  &10% Input
CRM1 + + + + + + ++  + o+
MBP-NLP1 + + o+ + o+ + o+ ++ o+
SPN1 + + + + + + + + + +
CRM1
MBP-NLP1
GST-Ran
a-CRM1 - * = SPN1
C
—o— RanGTP+NLP1 —=— RanGTP+NLP1+SPN1
RanGDP+NLP1 ~—<RanGDP+NLP1+SPN1
0,2
2 -0
|
Z ~ 0,15 -
0 &
Q0 <«
S 8 0,1 -
o
C <
2 0,05 -
Q’ -
° 0 &7 == —F ‘ S
0 20 40
nM CRM1

36



Abbildung 2.5. MBP-NLP1 bildet trimere und tetramere Komplexe aus CRM1, RanGTP und
Exportsubstrat. A) Bindungsstudien: 5 pug CRM1, RanGTP, GST-Snurportinl (GST-SPN1) oder NES-
Peptid wurden in verschiedenen Kombinationen mit immobilisiertem MBP-NLP1 inkubiert. In B)
wurden Bindungsstudien mit je 5 pg immobilisiertem GST-Ran beladen mit GTP oder GDP (oder
immobilisiertem GST als Kontrolle), His CRM1 (CRM1), His-Snurportinl (SPN1) und MBP-NLP1 in
verschiedenen Kombinationen durchgefiihrt. In A) und B) wurden gebundene Proteine mit
Proteinprobenpuffer eluiert und durch SDS-PAGE mit nachfolgender Coomassie-Farbung analysiert.
Gebundenes CRM1 wurde in B) zusatzlich durch Westernblot-Analyse detektiert. C) zeigt das
Ergebnis eines enzymgekoppelten Immunadsorptionstests (ELISA). Hierbei wurden zu 300 ng (120
nM) immobilisiertem GST-Ran (beladen mit GTP oder GDP) jeweils 300 ng (70 nM) MBP-NLP1 +/- 300
ng (120 nM) His-Snurportinl und ansteigende Mengen von His-CRM1 hinzugegeben. Zur Analyse
wurde das gebundene NLP1 durch den NLP1-Antikorper detektiert. Die Fehlerbalken geben die
Standardabweichung von drei unabhadngigen Ansatzen eines Experiments an.

Um den Affinitatsunterschied zwischen trimeren und tetrameren Komplexen
genauer zu bestimmen, wurden ELISA-Analysen durchgefiihrt. Hierzu wurde GST-
Ran mit GTP (oder mit GDP zur Kontrolle) beladen und auf ELISA-Platten
immobilisiert. Das immobilisierte Ran wurde mit einer konstanten Menge NLP1 und
ansteigender Menge CRM1 in An- oder Abwesenheit von Snurportinl inkubiert. Die
Analyse erfolgte durch Detektion des gebundenen NLP1 mittels a-NLP1-Antikorper.
Wahrend in den Kontrollansdtzen mit GST-RanGDP keine Interaktion mit NLP1
stattfand (Abb. 2.5.C, gelbe und tirkise Linie), konnte in dem RanGTP-Ansatz ohne
Snurportinl mit ansteigender CRM1-Konzentration gebundenenes NLP1 detektiert
werden (Abb. 2.5.C, blaue Linie). Die Zugabe von Snurportinl als Exportsubstrat
erhohte die Menge an gebundenem NLP1 um etwa 30% (Abb. 2.5.C, rote Linie).
Gerade in den Ansdtzen mit geringen CRM1-Konzentrationen wird sichtbar, dass
sich die Affinitdt von NLP1, CRM1 und Ran-GTP durch Zugabe von Snurportinl
erhoht, so dass sich auch bei sehr geringen CRM1-Konzentrationen tetramere
Komplexe ausbilden konnen, wahrend trimere Komplexe viel hohere CRM1-
Konzentrationen bendtigen. Wahrend zum Beispiel im Ansatz ohne Snurportinl die
Absortion bei Zugabe von 5 nM CRM1 bei 0,014 lag, war sie in dem Ansatz mit
Snurportinl schon bei 0,07, also 5-mal so hoch.

Es konnte also gezeigt werden, dass NLP1 Komplexe mit CRM1 und RanGTP in An-
oder Abwesenheit eines NES-Substrates bilden kann. Zudem bewirkt die
Anwesenheit eines Substrates eine deutlich effizientere Bildung des tetrameren

Komplexes gegeniiber dem trimeren ohne Substrat.
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2.3.2. NLP1-Komplexe sind gegeniiber RanGAP1l-induzierter GTP-Hydrolyse

insensitiv

In den vorangegangenen Abschnitten wurde gezeigt, dass NLP1, CRM1 und RanGTP
in An- bzw. Abwesenheit eines NES-Substrates Komplexe ausbilden kdnnen. In
diesem Abschnitt sollte der trimere NLP1-Komplex mit Hilfe des RanGAP-Assays
genauer untersucht werden. Dieser Assay basiert darauf, dass RanGTP durch
Bindung in einem CRM1-Komplex gegeniiber einer RanGAP-stimulierten GTP-
Hydrolyse resistent wird.

Fiir den Versuch wurde rekombinantes CRM1 mit Ran[vaZP]GTP in Anwesenheit von
MBP-NLP1, MBP-Nup214 oder MBP-Nup88 inkubiert und anschlieRend die durch
Zugabe von RanGAP1 erhaltene GTP-Hydrolyse durch Messen des abgespaltenen
radioaktiv-makierten Phosphats analysiert. Wie zuvor beschrieben, inhibierten
schon sehr geringe Konzentrationen von Nup214 die RanGAP1 stimulierte GTP-
Hydrolyse (griine Linie), wahrend die Zugabe von Nup88 keinen Effekt auf die
Hydrolyseaktivitdt hatte (blaue Linie) (Hutten et al., 2006 [51]). Die Zugabe von
NLP1 hatte die gleichen Auswirkungen wie die Zugabe von Nup214: die GTP-
Hydrolyse wurde schon bei sehr geringen Konzentrationen an NLP1 inhibiert (rote
Linie). Dieses Ergebnis bestatigt zunachst, dass CRM1-RanGTP-NLP1-Komplexe
gebildet werden. Zudem zeigen sie, dass der NLP1-CRM1-RanGTP-Komplex

RanGAP1-insensitiv ist.

()
8 100
S 80 -
2 60 - MBP-Nup214
ln_'_ 40 - - MBP-Nup88
B o0 A ——MBP-NLP1
°\° 0 T T *\.

0 1 2 3

MM Nup

Abbildung 2.6. Der Komplex aus MBP-NLP1, His-CRM1 und RanGTP ist RanGAP1-insensitiv. Die
RanGAP-Hydrolyse-Resistenz des trimeren NLP1-Komplexes wurde mittels RanGAP-Assay liberprift.
Hierzu wurden rekombinantes CRM1, Ran[v3ZP]GTP und ansteigende Mengen der angegebenen
Nucleoporine (MBP-NLP1, MBP-Nup214 (AS 1859-2090), MBP-Nup-88 (AS 500-741)) zur
Komplexbildung 20 min prdinkubiert und anschlieRend fiir weitere 10 min mit RanGAP1 inkubiert.
Die GTP-Hydrolyse wird in Prozent angegeben, wobei 100% GTP-Hydrolyse dem Ansatz entspricht,
der kein Nucleoporin enthielt.
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2.3.3. NLP1-Komplexe kdnnen durch RanBP1 dissoziiert werden

Ein wichtiger Schritt im Export-Zyklus von Proteinen aus dem Zellkern ist das
Ablésen des trimeren CRM1-RanGTP-Exportcargo-Komplexes von den
Nucleoporinen auf der cytoplasmatischen Seite der Kernpore, das durch RanBP1
und/oder die Ran-bindenden Domé&nen von RanBP2 vermittelt wird (Kehlenbach et
al., 1999 [50]). Im Rahmen dieser Arbeit wurde nun untersucht, ob die NLP1-
Komplexe ebenfalls RanBP1-sensitiv sind. Hierfir wurde immobilisiertes MBP-NLP1
mit CRM1 und RanGTP in An- oder Abwesenheit von NES-Peptid inkubiert, sodass
sich die trimeren oder tetrameren NLP1-Komplexe ausbilden konnten. AnschlieRend
wurden die Ansdtze halbiert und eine Halfte mit RanBP1 inkubiert. In den Ansatzen
ohne RanBP1 bildeten sich trimere und tetramere NLP1-Komplexe, wahrend die
anschlieRende Inkubation mit RanBP1 zu einer Auflésung der Komplexe fihrte
(Abb.2.7.). RanBP1 ist also in der Lage den Exportkomplex bestehend aus RanGTP,
CRM1 und NES-Substrat von NLP1 abzul6sen.

+RanBP1
CRM1 + + + o+
NES + +
RanQ69L GTP + + + +
CRM1 —> e
MBP-NLP1 —| : :.f yp—
-4
RanQ69L —

Abbildung 2.7. RanBP1 dissoziiert NLP1-Komplexe. Bindungsstudien wurden wie in Abb. 2.5.A
beschrieben durchgefiihrt. (Das NES-Peptid (CVDEMTKKFGTLTIHDTEK) stammt aus NS2 protein of
minute virus of mice (Askjaer et al., 1999 [106]). Nach 50 min Inkubation, in denen sich die NLP1-
Komplexe formieren konnten, wurden die Ansatze geteilt und zu einer Halfte RanBP1 hinzugegeben.
Nach einer weiteren Stunde wurden die gebundenen Proteine durch SDS-PAGE und Coomassie-
Farbung analysiert.
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2.3.4. Identifizierung der CRM1-Bindestelle in NLP1

Zur ldentifizierung des Bereichs von NLP1, der die Komplexbildung mit CRM1
vermittelt, wurden verschiedene GST-oder MBP-fusionierte Deletionsmutanten von
NLP1 erstellt (Abb. 2.8.A). Wahrend fiir die langen NLP1-Fragmente ein MBP-
Anhang fur die Loslichkeit der Proteine notwendig war, konnten kiirzere Fragmente
Uber einen GST-Anhang aufgereinigt werden. Die rekombinanten NLP1-Fragmente
sind in Abbildung 2.8.B dargestellt. Zur Ermittlung der Bindungsregion wurden
Bindungsstudien durchgefiihrt, in denen die GST- oder MBP-fusionierten NLP1-
Fragmente an der entsprechenden Matrix immobilisiert und mit CRM1 alleine,
CRM1 und Snurportinl oder CRM1 und RanGTP in An- oder Abwesenheit von
Snurportinl (oder NES, siehe Abb. S2.B) inkubiert wurden. Da es keinen Unterschied
machte, ob als Exportsubstrat Snurportinl oder NES-Peptid verwendet wurde, wird
in Abbildung 2.8.C nur das Ergebnis der Bindungsstudie mit Snurportinl als Export-
Cargo zusammenfassend dargestellt. Die vollstindigen Gele, sowie die
Bindungsstudien mit NES-Peptid sind im Anhang (Abb. S2A und B) beigefligt. Die
Analyse ergab, dass die Zinkfinger-Domane fir die CRM1-NLP1-Komplexe nicht
relevant ist, da die Bindung von CRM1 zum Fragment 24-423 genauso stark wie
beim Wildtyp (1-423) war. Die Deletion der Coiled-Coil-Domane (1-4231650504)
flihrte hingegen zu einer leichten Verringerung der Interaktion, war alleine (165-204
oder 130-230) jedoch nicht ausreichend um eine Komplexbildung zu vermitteln.
Fligt man sie allerdings dem N-Terminus ohne Coiled-Coil (1-165) wieder hinzu, wird
die vorher sehr schwache Komplexbildung wieder verstarkt (1-204).
Interessanterweise kdonnen die Fragmente, die die meisten FG-Repeats enthalten
(205-423, 165-423), gar keine oder nur sehr schwache CRM1-Komplexe bilden. Das
N-terminale Fragment (1-204), das nur zwei FG-Repeats enthilt, zeigt eine starkere
Bindung zu CRM1, als der C-Terminus mit 10 FG-Repeats. In der Mutante NLP1 1-
423FGFGAAAA 550,04 Wurden die FG-Repeats im N-terminalen Teil von NLP1 (FG-
Repeat AS 14,15 und FG-Repeat AS 95,96) gegen Alanine ausgetauscht. Diese
Mutante interagierte genauso stark mit CRM1 wie die Mutante 1-4231550;04, in der

die FG-Repeats noch vorhanden waren und ebenso stark, wie der N-Terminus (1-
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2. ERGEBNISSE

204), der zwar die FG-Repeats 14,15 und 95,96 noch enthilt, aber dafiir alle
weiteren FG-Repeats vom C-Terminus entfernt sind.

Die Ergebnisse dieses Abschnitts legen die Vermutung nahe, dass die Bindung zu
CRM1 nicht durch die FG-Repeats von NLP1 vermittelt wird, sondern eher vom N-

terminalen Bereich. Hierbei scheint auch die Coiled-Coil-Region eine Rolle zu

spielen.

A 1 24 165 204 365 423
1-423  MBP{ZE
24-423

1-423 1658904 4@5
1-423 o
FGFGAAAA, oA, wepRT X [T

1-204 GSDIZH c-C
1-165 GSDZEIIIITTITT]
165-423
205-423
130-230 GsT]cc
165-204 GSTJc-C
C
CRM1-
+ o+ o+ o+ .
%F;'\,\’H + + Bindung
RanQB9LGTP v+ EE—
c
CEEeE B
FGFGAAAA A, o3 ++
e [T |9+
130-230 [ -

MBP GST

Abbildung 2.8. Identifizierung der CRM1-Binderegion in NLP1. A) Schematische Darstellung der
rekombinant hergestellten GST- oder MBP-fusionierten NLP1-Fragmente. ZF = putativer Zinkfinger,
C-C =putative Coiled-Coil-Domane. Der griine Bereich (Aminosaure 365-423) gibt den Bereich an, der
fur die Bindung an die Kernhiille verantwortlich sein soll (Kendirgi et al., 2005 [98]). Die gepunkteten
Linien sollen Phenylalanin-Glycin-Repeats (FG-Repeats) darstellen. B) Coomassie-gefarbtes SDS-Gel
der NLP1-Fragmente. Geladen wurde jeweils 1 pug des angegebenen Proteins. Die mit einem weiRen
Stern gekennzeichnete Bande zeigt jeweils das angegebene NLP1-Fragment an. C) Bindungsstudien.
5 pg der jeweiligen NLP1-Fragmente wurden an ihre entsprechende Matrix immobilisiert und in
verschiedenen Kombinationen aus 5 pg His-CRM1, 5ug His-Snurportinl und circa 5 pug RanQ69LGTP
inkubiert. Die gebundenen Proteine wurden mit Proteinprobenpuffer eluiert und mittels SDS-PAGE
und nachfolgender Coomassie-Farbung analysiert (+++ bedeutet sehr gute, ++ mittlere, + schwache, -
keine CRM1-Interaktion).
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2.3.5. Das virale Protein HIV-Rev kann sowohl direkt als auch tiber CRM1 mit NLP1

interagieren

Da NLP1 durch eineine breit angelegten ,Hefe Zwei Hybrid-System“-Versuch mit
HIV-Rev als ,Koder” entdeckt wurde (Farjot et al., 1999 [96]), wurde neben
Snurportinl und NES-Peptid zuséatzlich die Bindung des viralen Proteins HIV-1 Rev
an NLP1 analysiert. Rev ist ein Adapterprotein fir gespleifSte oder ungespleiite RNA
des HI-Viruses, welches mit CRM1 interagieren und somit den Export viraler RNA
aus dem Zellkern vermitteln kann (Fischer et al., 1994 und 1995 [38, 107]; Fornerod
et al., 1997 [17]). Der Import von Rev kann durch verschiedene Importrezeptoren
(Importin B, Transportin, Importin 5 und Importin 7) vermittelt werden (Arnold et
al., 2006 [108],Henderson et al., 1997 [109]).

Um die Interaktion von Rev mit NLP1 genauer zu untersuchen, wurden erneut
Bindungsstudien mit immobilisierten NLP1-Fragmenten und CRM1, RanGTP und Rev
durchgefiihrt. Interessanterweise konnte Rev einerseits alleine mit MBP-NLP1 (1-
423) interagieren, andererseits aber auch die CRM1-Bindung zu NLP1 zuséatzlich
verstarken. Dies lasst vermuten, dass Rev direkt mit NLP1 und zusatzlich indirekt
Uber CRM1 mit NLP1 interagieren kann (Abb. 2.9, oberes Bild). Da nach Entfernen
der Zinkfinger-Domane die direkte Interaktion zu Rev verloren geht, scheint dieser
Bereich (AS 1-24) fiir die direkte Bindung von Rev an NLP1 verantwortlich zu sein
(Abb. 2.9., oberes Bild). Da hier allerdings nicht ausgeschlossen werden kann, dass
bei der Aufreinigung von NLP1 (oder der anderen Proteinkomponenten) ebenfalls
RNA, die zum Beispiel an den Zinkfinger gebunden hat, mit aufgereinigt wurde,
kdnnte die vermeintlich direkte Interaktion auch tGber RNA vermittelt worden sein.
Um sicherzustellen, dass Rev nicht indirekt ber RNA an NLP1 bindet, missten bei
einer Wiederholung dieses Versuchs alle Proteinkomponenten mit RNAse behandelt
werden.

Da die Bindung von Rev an NLP1 Gber CRM1 vermittelt wird, sobald die Zinkfinger —
Domane von NLP1 entfernt ist, ist es nicht verwunderlich, dass der N-Terminus
(NLP1 1-204) und nicht der C-Terminus (NLP1 205-423) fir diese Interaktion

verantwortlich ist.
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2. ERGEBNISSE

Die Ergebnisse aus diesem Abschnitt zeigen, dass das Protein HIV-1 Rev einerseits
mit der Zinkfinger-Domane interagieren kann, sich aber andererseits auch wie ein
»,hormales” Exportsubstrat (zum Beispiel SPN1 und NES-Peptid, siehe Abschnitt

2.3.4.) verhalt und iber CRM1 mit dem N-Terminus von NLP1 interagiert.

A
MBP-NLP1
MBP-NLP1  24-423
CRM1 + + + + + +
Rev + + + + + +
RanQ69LGTP + + + +
CRM1 MBP-NLP1
“24-423
MBP-
NLP1
RanQ69L
Rev
B
GST-NLP1 GST-NLP1
1-204 205423  GST
CRM1 + + + + + 4+ + 4+ +
Rev + + + + + + +
RanQ69LGTP + 4 + o+ +
CRM1 BSA
GST-NLP GST-NLP1
1-204 204-423

‘\
Rev | GST

Abbildung 2.9. Rev interagiert sowohl direkt als auch iiber CRM1 mit NLP1. 5 pug der jeweiligen
NLP1-Fragmente sowie GST als Kontrolle wurde an die entsprechende Matrix (GST-Agarose, oder
Amylose-Resin) gebunden und dann in verschiedenen Kombinationen mit His-CRM1, Rev und
RanQ69LGTP inkubiert. Die gebundenen Proteine wurden mit Proteinprobenpuffer eluiert und durch
SDS-PAGE und nachfolgende Coomassie-Farbu

ng analysiert.
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2.3.6. NLP1 kann in vitro nicht O-glykosyliert werden

In vorangegangenen Studien wurden Indizien fir eine O-Glykosylierung von NLP1
gefunden (Farjot et al., 1999 [96]). Uberexprimiertes NLP1 aus einem Hela-Zelllysat
konnte mittels WGA-Sepharose prazipitiert werden. WGA (Wheat Germ Agglutinin)
ist ein Lektin, welches an O-glykosysierte Nucleoporine bindet und somit
Kerntransport von Proteinen verhindert. Im Folgenden sollte nun Gberprift werden,
ob auch rekombinantes NLP1 aus Bakterien in vitro glykosyliert werden kann, um
anschlieRend zu testen, ob die Glykosylierung von NLP1 Einfluss auf Interaktion mit
dem CRM1-Komplex hat. Hierzu wurden MBP-NLP1 oder GST-p62 als Kontrolle mit
O-GIcNAc-Transferase (OGT) und UDP-,N-Acetyl-Glucosamin inkubiert. Wahrend bei
dem Kontrollprotein GST-p62 Glykosylierung stattfand (Abb. 2.10.A roter Pfeil),
konnte bei NLP1 keine Glykosylierung detektiert werden (Abb. 2.10.A). Um die
generelle Glykosylierung aus Hela-Zellen zu Uberpriifen, wurde endogenes NLP1
mit WGA-Sepharose aus Hela-Zelllysat prazipitiert. Hierzu wurde das Zelllysat mit
WGA-Sepharose oder GST-Agarose als Kontrolle inkubiert. Es zeigte sich, dass
genauso viel endogenes NLP1 an die WGA-Sepharose wie an die Kontrollmatrix
gebunden hat (Abbildung 2.10.B). Ein Kontrollversuch, in dem andere gebundene
Nucleoporine mittels mAB414-Antikorper detektiert wurden, zeigte, dass
Nucleoporine, nicht an GST-Agarose wohl aber an WGA-Sepharose binden (Daten
nicht gezeigt). Somit muss davon ausgegangen werden, dass unter den hier
angewandten Bedingungen kein endogenes O-glykosyliertes NLP1 prazipitiert
werden kann.

Die in dieser Arbeit durchgefiihrten Experimente liefern keine Hinweise darauf, dass

NLP1 glykosyliert in der Zelle vorliegt.
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Abbildung 2.10. Glykosylierung von NLP1. A) zeigt das Ergebnis der in vitro-Glykosylierung von GST-
p62 und MBP-NLP1. Die Analyse erfolgte durch SDS-PAGE mit nachfolgender Coomassie-Farbung.
Der rote Pfeil zeigt auf O-glycosyliertes GST-p62. B) Das Zelllysat aus 7*10’ 293T Zellen wurde fiir 2
Stunden mit WGA-Sepharose oder GST-Agarose inkubiert. Die gebundenen Proteine wurden mit 4-
fach Proteinprobenpuffer eluiert. 50% der eluierten Proteine wurden der GroRe nach durch SDS-
Gelelektrophorese aufgetrennt. Die Detektion von gebundenem NLP1 erfolgte durch Western Blot-
Analyse mit a-NLP1 3755-Antikorper.

2.3.7. Nup214 konkurriert mit NLP1 um die Komplexbildung mit CRM1

Nup214 ist ein an der cytoplasmatischen Seite der Kernpore lokalisiertes
Nucleoporin (Kraemer et al., 1994 [48]). Sowohl in vitro als auch in vivo Studien
geben klare Hinweise darauf, dass Nup214 eine wichtige Rolle im CRM1-
vermittelten Protein-Export zumindest einiger Proteine inne hat. Es wird vermutet,
dass Nup214 die letzte Bindungsstation des trimeren CRM1-Komplexes ist, bevor
dieser durch RanBP1 oder die Ran-Bindedomdnen von RanBP2 von der Kernpore
abgelost wird (Kehlenbach et al., 1999 und 2001 [50, 110]; Hutten et al., 2006 [51],
Bernad et al., 2004 [111]). Im Rahmen dieser Arbeit sollte nun ndher untersucht
werden, ob Nup214 mit NLP1 interagiert, ob Nup214 und NLP1 um die Bindung der
CRM1-Komplexe konkurrieren oder ob sie gleichzeitig an die CRM1-Komplexe
binden kdénnen. Hierzu wurden Bindungsstudien durchgefiihrt, in denen MBP-NLP1
(oder zur Kontrolle MBP alleine) immobilisiert und in verschiedenen Kombinationen
mit CRM1, Snurportin, RanGTP und His-Nup214 (AS 1859-2090) inkubiert wurde.
Abbildung 2.11.A zeigt, dass der hier verwendete C-Terminus von Nup214 alleine

nicht mit NLP1 interagiert. Die Ansatze ohne Nup214, die CRM1 und RanGTP in An-
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oder Abwesenheit von Snurportin enthielten, bildeten Komplexe aus, wahrend alle
Ansatze die zusatzlich Nup214 enthielten, keine Komplexe formten. Dieses Ergebnis
deutet darauf hin, dass die Affinitat von Nup214 zu den CRM1-Komplexen héher ist
als die Affinitdt von NLP1. Diese Vermutung wird durch nachfolgende
Kompetitionsstudien bestatigt, in denen konstante Mengen aus MBP-NLP1, CRM1
und NES-Peptid und ansteigende Mengen von MBP-Nup214 (AS 1859-2090) zu
immobilisiertem GST-RanGTP gegeben wurden (Abb. 2.11.B). Wahrend die
gebundene CRM1-Menge konstant blieb, nahm die gebundene NLP1-Menge mit
ansteigender Nup214-Konzentration proportional ab. Dieses Phdnomen konnte
auch beobachtet werden, wenn Nup214 in ansteigenden Mengen zu einem bereits
bestehenden tetrameren NLP1-Exportkomplex gegeben wurde (Daten nicht
gezeigt). Nup214 hat also offensichtlich eine hohere Affinitat als NLP1 zu den CRM1-
Exportkomplexen.

Die Ergebnisse dieses Abschnitts zeigen, dass NLP1 und Nup214 (AS 1859-2090)
nicht miteinander interagieren und nicht gleichzeitig an den CRM1-Exportkomplex
binden kdnnen. Desweiteren kann Nup214 NLP1 aus tetrameren Komplexen (NLP1-
CRM1-RanGTP-NES-Substrat) verdrangen. Dies konnte ein Hinweis darauf sein, dass
der C-Termius von Nup214 und NLP1 die gleiche Bindestelle des CRMI1-

Exportkomplexes verwenden.
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Abbildung 2.11. Nup214 und NLP1 kompetieren um die Bindung an CRM1. A) zeigt eine
Bindungsstudie in der pro Ansatz 5 pug MBP-NLP1 immobilisiert wurde und mit je 5 ug His-CRM1,
RanQ69LGTP, His-Snurportinl (SPN1) sowie dem C-Terminus von Nup214 (His-Nup214 (AS 1859-
2090)) in verschiedenen Kombinationen inkubiert wurde. In B) wurde GST-Ran mit GTP beladen und
an GST-Agarose immobilisiert. In jeden Ansatz wurden konstante Mengen MBP-NLP1, His-CRM1,
NES-Peptid und ansteigende Mengen des MBP-Nup214 C-Terminus (0, 2.5, 5, 10 pg) miteinander
inkubiert. Die Analyse der gebundenen Proteine in A) und B) erfolgte durch SDS-PAGE und
anschlieRende Coomassie-Farbung. Die Bindung von His-Nup214 in A) wurde durch Western Blot-
Analyse mit einem a-HIS-Antikorper detektiert.
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2.3.8. Der mRNA-Exportfaktor TAP interagiert direkt mit NLP1 und konkurriert
nicht mit CRM1

Nachdem NLP1 in ,Hefe Zwei Hybrid Systemen” (Katahira et al., 1999 [103]) und
verschiedenen Bindungsstudien als direkter Interaktionspartner des mMRNA-
Exportfaktor TAP beschrieben worden war (Bachi et al., 2000 [112]; Wiegand et al,
2001 [113]; Katahira et al., 2002 [114]), sollte der Effekt von TAP auf die Interaktion
zwischen NLP1 und CRM1 untersucht werden. Hierzu wurden Bindungsstudien mit
immobilisiertem GST-TAP (Abb. 2.12.A) oder immobilisiertem MBP-NLP1 (Abb.
2.12.B) durchgefiihrt. In Abbildung 2.122A ist ersichtlich, dass die Zugabe von CRM1
und GTP in An- oder Abwesenheit von NES-Peptid die Bindung von MBP-NLP1 zu
TAP weder verstarkt noch vermindert (vergleiche Spur 1 mit Spur 4 und 5). Auch
durch Zugabe eines 5-fachen Uberschusses des trimeren CRM1-RanGTP-NES-Peptid-
Komplexes wird die Interaktion von NLP1 zu TAP nicht beeinflusst (vergleiche Spur 1
mit Spur 7). Ein Folgeexperiment stlitzt dieses Ergebnis (Abb. 2.12.B). Anstatt GST-
TAP wurde MBP-NLP1 immobilisiert und mit TAP und verschiedenen Kombinationen
CRM1, RanGTP und NES-Peptid inkubiert. Hier zeigte sich ebenfalls, dass die
Bindung von TAP an NLP1 durch Zugabe von CRM1 und RanGTP nicht beeinflusst
wird (vergleiche Spur 1 mit Spur 4, 5 und 7). Da es sich bei TAP um ein RNA-
bindendes Protein handelt, ist auch bei diesem Versuch nicht auszuschlieRen, dass
die Bindung von TAP an NLP1 indirekt Gber RNA stattfindet, die zum Beispiel bei der
Proteinaufreinigung mitisoliert wurde. Um diese Maoglichkeit auszuschlieRen,
miusste man bei einer Wiederholung des Versuchs alle Proteinkomponenten mit
RNasen behandeln.

Die Ergebnisse dieses Abschnitts weisen darauf hin, dass der mRNA-Exportfaktor
TAP und der Proteinexportkomplex bestehend aus CRM1, RanGTP und NES-Substrat

gleichzeitig an NLP1 binden kdnnen.
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Abbildung 2.12. TAP und CRM1 koénnen gleichzeitig an NLP1 binden. A) und B) zeigen
Bindungstudien, in denen A) pro Ansatz 5 ug GST-TAP (oder GST zur Kontrolle), oder B) 5 ug MBP-
NLP1 (oder MBP zur Kontrolle), in verschiedenen Kombinationen mit MBP-NLP1, His-CRM1, RanGTP
und NES-Peptid inkubiert wurden. Die gebundenen Proteine wurden mit Proteinprobenpuffer eluiert
und per Western Blot-Analyse detektiert.
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2.4. Funktionelle Charakterisierung von NLP1

2.4.1. Uberexpression von RFP-NLP1 inhibiert den poly(A)-mRNA-Export in Hela

Zellen

NLP1 interagiert mit den mRNA-Export-Faktoren TAP (Katahira et al., 1999 [103])
und Glel (Strahm et al., 1999 [97]). Ein Hinweis darauf, dass NLP1 selbst eine
wichtige Rolle im mRNA-Export spielen kénnte, lieferten Experimente, in denen
NLP1 depletiert wurde. Die Depletion verursachte eine Inhibition des mRNA-Exports
der HSP70 mRNA (Kendirgi et al., 2005 [98]). Um zu Uberprifen, ob NLP1 auch beim
generellen Export von mRNA eine Rolle spielt, wurden Hela-Zellen entweder mit
RFP-NLP1-Konstrukten transfiziert oder endogenes NLP1 wurde durch siRNA-
Behandlung depletiert. Anschliefend wurde die Lokalisation der mRNA mittels FISH
(Fluoreszenz-Insitu-Hybridisierung) analysiert. Die Lokalisation von mRNA in den
RFP-exprimierenden Kontrollzellen lasst sich als cytoplasmatisch mit Spots im
Zellkern beschreiben (Abb. 2.13.A). In Zellen, die RFP-NLP1 stark Gberexprimieren
(siehe Abb. 2.13.A, Pfeile), befindet sich die mRNA hauptsachlich im Zellkern. In
Zellen, in denen die RFP-NLP1-Expression schwacher ist, dndert sich die mRNA-
Lokalisation nicht (siehe Abb. 2.13.A, Sternchen). Abbildung 2.13.B zeigt die
anschliefende Quantifizierung. Pro Ansatz wurde die Lokalisation von mindestens
hundert Zellen analysiert und in zwei Kategorien eingeteilt: Zellen, die mehr mRNA
im Zellkern als im Cytoplasma haben ((K>C); Abb. 2.13.A, Pfeil) und Zellen, bei
denen die mRNA ,,normal“ lokalisiert (Abb. 2.13.A, Sternchen). Nur 20% der mit RFP
transfizierten Kontrollzellen zeigten mehr mRNA im Kern als im Cytoplasma. Durch
starke Uberexpression von RFP-NLP1 steigt die Anzahl der Zellen mit K>C auf iber
50%. Die Uberexpression von RFP-NLP1 inhibiert also den poly(A)mRNA-Export.

Die Depletion von NLP1 hatte hingegen keinen Einfluss auf die Lokalisation des
gesamten mRNA-Pools (Daten nicht gezeigt). Da Western Blot-Analysen gezeigt
haben, dass die effektivste Depletion nur etwa 90% betrug, kann hier nicht
ausgeschlossen werden, dass die verbleibenden 10% NLP1 ausreichend fir die

Erflllung eventueller Funktionen im mRNA-Transport sind.
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Abbildung 2.13. Starke Uberexpression von RFP-NLP1 inhibiert den Export von poly(A)-mRNA in
Hela-Zellen A)Hela-Zellen wurden entweder mit RFP oder mit RFP-NLP1 transfiziert. 48h nach der
Transfektion wurde die Lokalisation der mRNA durch Fluoreszenz in situ Hybridisierung (FISH) mit
einer Sonde gegen poly(A) sichtbar gemacht. Die mit dem Stern gekennzeichneten Zellen zeigen eher
schwache RFP-NLP1-Uberexpression wihrend die mit dem Pfeil gekennzeichneten Zellen eine starke
RFP-NLP1 Uberexpression aufweisen (Balken, 10um). Bei der Quantifikation in B) werden nur Zellen
beriicksichtigt, die eine starke Uberexpression von RFP bzw RFP-NLP1 zeigten. Die Lokalisation der
mRNA wurde in zwei Kategorien eingeteilt: Zellen, bei denen die mRNA hauptsachlich im Kern
lokalisiert (K>C) oder Zellen bei denen die mRNA anders lokalisiert. Die Fehlerbalken zeigen die
Standard-Abweichung dreier unabhéngiger Experimente (n = 100 Zellen).
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2.4.2 NLP1 foérdert den Export von GFP-Snurportinl

Nachdem die biochemische Analyse von NLP1 gezeigt hatte, dass NLP1 CRM1-
abhdngige Export-Komplexe mit Exportsubstraten (NES-Peptid und Snurportinl)
bilden kann, sollte nun herausgefunden werden, welche Rolle NLP1 im Export von
Proteinen in vivo spielt.

Hierzu wurde zunachst der Einfluss von NLP1 auf die Lokalisation von Snurportinl
ndher untersucht. GFP-Snurportinl wurde dazu mit RFP-NLP1 in Hela-Zellen
Uberexprimiert (Abb. 2.14.A, B, C) und die Lokalisation von GFP-Snurportinl
analysiert. In den mit RFP transifizierten Kontroll- sowie in den RFP-NLP1-
exprimierenden Zellen war GFP-Snurportinl hauptsachlich im Cytoplasma lokalisiert
(Abb. 2.14.A und B, obere Bildreihe). Auch GFP-Snurportinl alleine zeigte eine
hauptachlich cytoplasmatische Lokalisation (Daten nicht gezeigt). Um zu
kontrollieren, ob diese Lokalisation auf einen starken Export oder auf einen
inhibierten Import von GFP-Snurportinl zurlickzufiihren ist, wurden die Zellen mit
10 nM LeptomycinB (LMB) inkubiert. Nach LMB-Behandlung war das
Reporterprotein unter allen Bedingungen im Kern lokalisiert (Daten nicht gezeigt).
Die cytoplasmatische Lokalisation von NLP1 wurde also durch einen starken Export
von GFP-Snurportinl hervorgerufen. Mit der einfachen Co-Transfektion von GFP-
Snurportinl und RFP-NLP1 lieR sich also keine Aussage Uber den Einfluss von NLP1
auf den Export von Snurportinl machen, da das Gleichgewicht aufgrund des sehr
effizienten Exports von vornherein auf Seiten cytoplasmatischer Lokalisation lag.
Aus diesem Grund sollte der Export von Snurportinl so stark eingeschrankt werden,
dass die Lokalisation sich eher zu einer Gleichverteilung hin verschob. Hierzu
wurden die Zellen kurz mit einer geringen LMB-Konzentration inkubiert, um die
endogene CRM1-Konzentration fiir den Snurportinl-Export limitierend zu machen
und so den Export von Snurportinl einzuschranken. Wahrend die Kontrollzellen
unter diesen Bedingungen eine Gleichverteilung von GFP-Snurportinl zeigten,
lokalisierte das Reporterprotein in RFP-NLP1 co-transfizierten Zellen weiterhin
hauptsachlich im Cytoplasma (Abb. 2.14.A und B, untere Bildreihe). Das Ergebnis

dieses Experiments weist darauf hin, dass durch die Uberexpression von NLP1 der
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inhibitorische Effekt, der durch die CRM1-Limitierung entsteht, zumindest zum Teil

aufgehoben werden kann.
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Abb. 2.14. Uberexpression von RFP-NLP1 fordert den Export von GFP-Snurportinl. A) und B) Hela-
Zellen wurden mit GFP-Snurportinl und RFP oder RFP-NLP1 cotransfiziert. Nach 48 Stunden wurde
der Export von GFP-Snurportinl durch LMB Zugabe (2.5 M, 30 min) verlangsamt. Die Analyse
erfolgte Uber Fluoreszenzmikroskopie. Griin: GFP-Snurportinl (GFP-SPN1); rot: RFP oder RFP-NLP1
(Balken, 10 um). C) zeigt eine FLIP-Analyse des Exports von GFP-Snurportinl, cotransfiziert mit RFP
(blaue Linie) oder mit RFP-NLP1 (rote Linie). Die Fluoreszenzen vor dem ersten Bleichen wurden als 1
definiert und alle folgenden Werte darauf normalisiert. Die Fehlerbalken reprdsentieren die
Standardabweichung von je 15 verschiedenen Zellen.

Um sicher zu gehen, dass es sich bei diesem Effekt tatsachlich um eine Stimulierung
des Exports und nicht etwa um Inhibition des Imports handelt, wurden kinetische
Untersuchungen durchgefihrt (Abb. 2.14.C). Hierzu wurden Zellen mit GFP-
Snurportin und RFP oder RFP-NLP1 co-transfiziert, dann der CRM1-abhangige Export
durch LMB limitiert und der Export von GFP-Snurportinl mittels FLIP untersucht.
Die kinetischen Analysen zeigen, dass der Export von GFP-Snurportinl in mit RFP-
NLP1 co-transfizierten Zellen deutlich effizienter gegeniiber den Kontrollzellen
ablief. Wahrend die Kernfluoreszenz in den Kontrollzellen nach 148 s noch bei 0.6
lag, hatten die RFP-NLP1-exprimierenden Zellen zu diesem Zeitpunkt nur noch eine
Kernfluoreszenz von 0.3. Wenn man den Verlust der Kernfluoreszenz innerhalb der
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ersten 30 Sekunden ndher betrachtet, wird deutlich, dass die Kurve bei RFP-NLP1
Uberexprimierten Zellen viel schneller abfallt als in den Kontrollzellen.

Diese Ergebnisse weisen darauf hin, dass NLP1 den Export von GFP-Snurportinl
fordert, auch wenn dies unter normalen Bedingungen nicht sichtbar ist, da

Snurportinl im ,steady state” im Cytoplasma lokalisiert ist.

2.4.3. Der Export von NC2B-GFP; ist durch CRM1 limitiert und wird durch NLP1

gefordert

Im vorherigen Abschnitt 2.4.2. konnte gezeigt werden, dass der CRM1-abhangige
Export von Snurportinl unter Bedingungen, in denen die CRM1-Konzentration in
der Zelle durch LMB limitiert wurde, durch Uberexpression von NLP1 verstarkt wird.
Es stellt sich hier die Frage, ob es in Zellen Zielproteine gibt, fiir deren Export die
natirliche CRM1-Konzentration limitierend ist. Zur Beantwortung dieser
Fragestellung sollte ein Reporterprotein untersucht werden, das CRM1-abhangig
aus dem Zellkern exportiert wird, aber eine eher niedrige Affinitdt zu CRM1 und
somit zur Ausbildung eines Export-Komplexes aufweist. Als ein solches
Modellprotein diente NC2B, eine Untereinheit des Negativ Cofaktor 2. NC2p bildet
mit NC2a ein Heterodimer, das mit dem an Promotoren gebundenen TATA-Box-
Binding-Protein (TBP) assoziieren und somit die Initiation der Transkription durch
die RNA-Polymerase 2 beeinflussen kann (Goppelt et al., 1996 [115]; Mermelstein
et al., 1996, [116], Kamada et al.,, 2001, [117]; Inostroza et al.,, 1992,[118];
Meisterernst et al., 1991, [119] Chang et al., 2001 [120]; Castano et al., 2000,[121];
Willy et al., 2000,[122]; Geisberg, 2001 [123]; Lemaire et al., 2000, [124]). Das
notwendige Kernexportsignal fir den CRM1-abhdngigen Export ist nur in der -
Untereinheit zu finden (Kahle et al., 2009 [125]). Anhand von Bindungsstudien mit
rekombinanten Proteinen konnte die direkte Interaktion von NC2B mit CRM1 in
Anwesenheit von RanGTP nachwiesen werden. Allerdings war diese Bindung als

eher schwach einzustufen.
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Um herauszufinden, ob die CRM1-Konzentration in der Zelle fir den Export von
NC2pB tatsachlich limiterend ist, wurden NC2B-GFP, und HA-CRM1-Konstrukte co-
transfiziert. Nach 48 Stunden zeigte sich ein deutlicher Effekt bei den CRM1-co-
transfizierten Zellen (Abbildung 2.15. A und B): Wahrend circa 70% der
Kontrollzellen mehr NC2B im Kern als im Rest der Zelle hatten (K>C), zeigten nach
Co-Transfektion mit CRM1-HA nur noch circa 15% der Zellen diese Verteilung. Der
Rest der Zellen wies eher eine cytoplasmatische oder eine Gleichverteilung von
NC2R-GFP, auf. Um zu lberprifen, ob dieser Effekt wirklich auf die erhohte Menge
von CRM1 in den Zellen und nicht etwa auf eine defekte Kernmembran oder
beschadigte Kernporen zurlickzufiihren ist, wurden die Zellen mit LMB behandelt.
Sowohl bei den Kontroll- als auch bei den mit CRM1-exprimierenden Zellen zeigte
sich eine deutliche Inhibition des Exports von NC2 durch LMB. Bei mindestens 90%
der untersuchten Zellen lokalisierte NC2B im Zellkern. Es kann also davon
ausgegangen werden, dass der durch Uberexpression von CRM1 hervorgerufene
Effekt tatsachlich in CRM1-vermitteltem Export begriindet liegt und somit die
natiirliche CRM1-Konzentration fir den Export von NC2f in HelLa-Zellen limitierend
ist.

A B
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NC2R- GFP-
GFP, HA NC2R HA 120
p < 0,002 +LMB
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Abbildung 2.15 (A, B) Der Kernexport von NC2B-GFP, wird durch Co-Transfektion von CRM1
verstarkt. A) Hela-Zellen wurden mit einem NC2R-GFP,-Konstrukt und CRM1-HA dem leeren HA-
Vektor zur Kontrolle, cotransfiziert. Nach 48 h erfolgte die Analyse durch Fluoreszenzmikroskopie
(Balken, 10 um). In B) wurde die Lokalisation von NC2B-GFP, in cotransfizierten Zellen durch
Auszdhlen analysiert. Der Graph gibt in Prozent an, wieviele der analysierten Zellen eine eindeutige
Kernlokalisation (N>C) von NC2R-GFP, zeigen. Pro Transfektionsansatz wurden mehr als 100 Zellen
analysiert. Zur Kontrolle wurden die Zellen fiir 2,5 h mit 5 nM LMB behandelt. Die Fehlerbalken
geben die Standardabweichungen von drei unabhangigen Experimenten an. Die p-Werte wurde mit
Hilfe des Student’s T-Tests ermittelt.

Um den Einfluss von NLP1 auf den Export von NC2B zu analysieren, wurde NC2R-

GFP, mit unterschiedlichen NLP1-Konstrukten (NLP1-HA, RFP-NLP1 und NLP1-RFP)

55



co-transfiziert und die Lokalisation von NC2B-GFP;, durch Auszahlen (Abb. S4A, Abb.
2.15.C und D) untersucht und kinetische Studien FLIP (Abb. 2.15.E) durchgefiihrt.
Die Uberexpression aller drei NLP1-Konstrukte hatte einen positiven Einfluss auf
den CRM1-abhangigen Export von NC2B. Wahrend in den meisten Kontrollzellen
(70%), die mit RFP oder HA co-transfiziert wurden, NC2B eher im Kern zu finden
war, hatte die Co-Transfektion mit den NLP1-Konstrukten einen dhnlich deutlichen
Effekt wie die Uberexpression von CRM1 in Abbildung 2.15.A und B: Uberexpression
von NLP1-HA reduzierte die Anzahl der Zellen mit N>K von 70 auf circa 35% (Abb.
S4A). Dieser Effekt konnte durch die Co-Transfektion von NLP1-RFP oder RFP-NLP1
noch deutlich verstarkt werden. Hier sank die Anzahl der Zellen mit N>K sogar auf
15-20% (Abbildung 2.15.C und D). In allen Fallen konnte durch Inhibition des CRM1-
vermittelten Exports durch LMB gezeigt werden, dass sowohl Kernmembran, als
auch Kernporen intakt waren. Nach LMB-Behandlung lokalisierte NC2B sowohl in
NLP1-HA als auch in RFP-NLP1, NLP1-RFP und in den Kontrollzellen in circa 90 % der
Falle eindeutig im Kern.

Die NLP1-abhdngige Stimulation des Exports ldsst sich nicht nur bei NC23 sondern
auch bei dem in Abschnitt 1 verwendeten artifiziellen Reporterkonstrukt NES-GFP,-
cNLS beobachten (Abb. S4B). Auch hier zeigte sich nach Uberexpression von NLP1-
HA eine signifikante Verminderung der Zellen mit N>C um 30%.

Die Uberexpression von NLP1-Konstrukten beeinflusst folglich sowohl die
Lokalisation von NC2R-GFP, als auch die Lokalisation eines artifiziellen
Import/Export-Substrats. Um sicher zu gehen, dass es sich hierbei tatsachlich um
verstarkten Export der Substrate handelt, wurden kinetische Studien mittels FLIP
durchgefihrt. In Abbildung 2.15.E wurde durch FLIP-Analysen der Export von NC2R-
GFP, nach Uberexpression von RFP oder RFP-NLP1 genauer analysiert. Wihrend
Zellen, die mit RFP co-transfiziert wurden, nach 148 s noch eine Kernfluoreszenz
von 0.65 zeigten, wurde bei RFP-NLP1 exprimierenden Zellen nur eine
Kernfluoreszenz von 0.4 gemessen. Wenn man sich den Verlauf beider Kurven in
den ersten 50 Sekunden anschaut, kann man feststellen dass die rote Kurve (RFP-

NLP1) viel steiler als die blaue Kurve (RFP) abfallt.
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Die Ergebnisse der vorgestellten Untersuchungen lassen darauf schlieBen, dass die
zellulare CRM1-Konzentration fiir den Export von NC2p limitierend ist und dass die

Uberexpression von CRM1 oder NLP1 den Export von NC2P verstirken kann.
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Abbildung 2.15. (C, D, E) Der Kernexport von NC2R-GFP, wird durch Co-Transfektion von NLP1
verstarkt. Hela-Zellen wurden mit NC2R-GFP, und entweder RFP (Kontrolle), NLP1-RFP oder RFP-
NLP1 cotransfiziert. Die Analyse erfolgte durch Fluoreszenzmikroskopie C) und Auszdhlen D) (Balken,
10 um). In D) wurde die Lokalisation von NC2R-GFP, in cotransfizierten Zellen analysiert. Der Graph
gibt in Prozent an, wie viele der analysierten Zellen eine eindeutige Kernlokalisation (N>C) von NC2R-
GFP, zeigen. Pro Transfektionsansatz wurden mehr als 100 Zellen analysiert. Zur Kontrolle wurden die
Zellen fiir 2,5 h mit 5 nM LMB behandelt. Die Fehlerbalken geben die Standardabweichungen von drei
unabhéangigen Experimenten an. Die p-Werte wurden durch den Student’s T-Tests ermittelt. E) zeigt
eine FLIP-Analyse von NC2R-GFP, cotransfiziert mit RFP (blaue Linie) oder RFP-NLP1 (rote Linie). Die
Fluoreszenzen vor dem ersten Bleichen wurden als 1 definiert und alle folgenden Werte darauf
normalisiert. Die Fehlerbalken reprasentieren die Standardabweichung von zwei unabhédngigen
Experimenten, wobei in einem Experiment pro Bedingung je 10-15 Zellen analysiert wurden.
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2.4.4. NLP1 erhoht den Export von GFP-NFAT in vitro

Abschnitt 2.2.3. dieser Arbeit zeigte mittels FLIP und FRAP-Analysen deutlich, dass
NLP1 ein mobiles Protein ist, dass den Kern auch verlassen kann. In diesem Teil der
Arbeit soll nun in vitro untersucht werden, ob eine Stimulation des Exports eines
Reporterproteins durch Zugabe von rekombinantem NLP1 zu Digitonin-
permeabilierten Zellen erreicht werden kann.

Ein gutes Modellprotein zur Untersuchung der Mechanismen von Kern-Export und -
Import ist das Protein nuclear factor of activated t-Cells (NFAT). NFAT ist ein
Transkriptionsfaktor, der zwischen Kern und Cytoplasma hin- und her transportiert
wird. Wahrend der Import Uber den klassischen a/B-Importweg stattfindet (Beals et
al., 1997 [126, 127]), wird der Export durch CRM1 vermittelt (Kehlenbach et al., 1998
[128]). Import und Export von NFAT hangen von seinem Phosphorylierungsstatus
ab. Unter normalen Bedingungen liegt NFAT phosphoryliert im Cytoplasma vor.
Durch Zugabe von Ilonomycin wird in Zellen eine Calciumausschittung
hervorgerufen, wodurch es zur Induktion der Dephosphorylierung von NFAT und
zum Import in den Zellkern kommt. Wird lonomycin wieder aus dem Medium
entfernt, wird das Protein wieder phosphoryliert und NFAT wird aus dem Zellkern
exportiert (Shibasaki et al, 1996 [129]). Durch Zugabe oder Entfernung von
lonomycin sind Import und Export von NFAT also induzierbar, wodurch es in vitro
ein gutes System fiir Untersuchungen zum Einfluss bestimmter Proteine auf den
Kerntransport bietet.

Um den Einfluss von NLP1 auf den Export von NFAT zu untersuchen, wurde eine mit
GFP-NFAT stabil-transfizierte HelLa-Zelllinie genutzt (Kehlenbach et al., 1998 [128]).
Zunachst wurde der Import von GFP-NFAT in den Zellkern induziert, dann die
Zellmembran mit Digitonin permeabilisiert und anschlieBend |6sliche cytosolische
Faktoren durch Waschen entfernt. Fur die Exportreaktion wurde dann eine
definierte Zusammensetzung rekombinanter Proteine zu den permeabilisierten
Zellen gegeben. Zur Analyse erfolgte die Messung der nach Exportreaktion im
Zellkern verbliebenen Restfluoreszenz per Durchflusscytometrie.

In Abbildung 2.16.A wurden die Kerne mit unterschiedlichen Mischungen aus

rekombinantem CRM1, MBP-NLP1, Ran und einem ATP-regenerierendem System
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fir 0, 12 oder 20 Minuten inkubiert. Wurden den Kernen weder Exportfaktoren
noch Energie in Form des ATP-regeneriendem Systems zugegeben, so fand kein
Export von GFP-NFAT statt (siehe Abb. 2.16.A blaue Linie), die Kernfluoreszenz blieb
nahezu bei 100% (blaue Linie). Durch Inkubation mit dem ATP-regenerierendem
System, CRM1 und Ran fiel die Kernfluoreszenz innerhalb von 20 Minuten von 100
auf 60% ab (gelbe Linie). Dieser Exporteffekt kann durch Zugabe von NLP1 noch um
weitere 20% auf 40% Restkernfluoreszenz gesteigert werden (rote Linie). Um die
Spezifitat des beobachteten Effektes zu bestdtigen und auszuschlieBen dass er auf
Beschadigungen der Kerne beruht, wurden die Zellkerne mit CRM1, Ran und NLP1
aber ohne ATP-regenerierendes System inkubiert. Auch nach 20 Minuten
Exportreaktion fiel die Kernfluoreszenz in diesem Ansatz nicht ab (Abb. 2.16.A,
griine Linie).

Um auszuschlieRen, dass der NLP1-Effekt durch den MBP-Anhang vermittelt wurde,
wurde der Versuch aus Abbildung 2.16.A wiederholt und ein Ansatz mit MBP anstatt
MBP-NLP1 inkubiert (Abbildung 2.16.B, griine Linie). Das MBP-Protein alleine
konnte den CRM1-abhangigen Export nicht (gelbe Linie), das Fusionsprotein MBP-
NLP1 konnte diesen hingegen doch verstirken (rote Linie). Somit ist davon
auszugehen, dass es sich hierbei um einen durch NLP1 hervorgerufenen Effekt
handelt.

Eine weitere Spezifitdtskontrolle ist in Abbildung 2.16.B dargestellt. Hier wurden die
Kerne vor und wahrend der Exportreaktion mit WGA prdinkubiert. Ohne
Prainkubation fand ein normaler, durch CRM1 und Ran vermittelter Export von GFP-
NFAT statt (gelber Balken), der durch Zugabe von NLP1 verstarkt werden konnte
(roter Balken). Die Prainkubation mit WGA als Inhibitor des Kerrntransports, fihrte
zu einer absoluten Inhibition des Exports von GFP-NFAT (griiner Balken). Sowohl die
ATP-Kontrolle aus 2.16.A, als auch die WGA-Kontrolle aus 2.16.B zeigten eindeutig,
dass Kernporen und Kernhdille intakt waren.

Rekombinantes NLP1 kann also den Export von GFP-NFAT in permeabilisierten

Zellen fordern.
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2. ERGEBNISSE
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Abbildung 2.16. in vitro Exportassay von GFP-NFAT. Der Import von GFP-NFAT wurde fir 30
Minuten mit lonomycin induziert, dann die Zellen mit Digitonin permeabilisiert und mit
rekombinantem His-CRM1, Ran, MBP-NLP1 oder MBP in An-, oder Abwesenheit eines ATP-
regenerierenden Systems (ATP) bei 30°C inkubiert und nach 0, 10 (12 in A) oder 20 min Proben
entnommen (A + B). In C) wurde ein Teil der Zellen mit 2 mg/ml WGA prainkubiert und auch
wahrend der Exportreaktion beinhaltete dieser Ansatz 2 mg/ml WGA (griiner Balken). Die
Exportreaktion fand hier fir 25 min bei 30°C statt. Die Analyse in A), B) und C) fand mittels
Durchflusscytometrie statt. Die Fehlerbalken in A) geben die Standardabweichungen aus drei
unabhangigen Experimenten an.
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2.4.5.Die Depletion von NLP1 inhibiert den Export von NC2p3

Nachdem der Export-férdernde Effekt von NC2B durch Co-Transfektion von NLP1
gezeigt konnte, sollte nun lberprift werden, welchen Einfluss die Depletion von
NLP1 hat. Zuerst wurde getestet, unter welchen Bedingungen die beste Reduktion
von NLP1 erreicht werden kann. Hierzu wurden Hela-Zellen mit siRNA gegen NLP1
oder dem Transfektionsreagenz alleine (Mock) transfiziert und per Western Blot-
Analyse die Menge an NLP1 zu verschiedenen Zeitpunkten analysiert. Es erwies sich,
dass die effizienteste Depletion von NLP1 nach 48 Stunden siRNA-Transfektion
erreicht werden konnte (Daten nicht gezeigt).

Als nachstes wurde der Einfluss der NLP1-Depletion auf verschiedene Proteine, die
teilweise im Kerntransport beteiligt sind, getestet. Wie man in Abbildung 2.17 A und
B sieht, wird sowohl die Konzentration der hier Gberpriften Proteine (Ran, Lamin
A/C, CRM1, RanGAP1, Nup214, RanBP1 und RanBP3) (Abb. 17A) als auch die
Lokalisation (von Ran, CRM1, RanBP2 und Nup214) (Abb. 17B) nicht durch NLP1-
Depletion verandert. Bei der Analyse stellte allerdings die Unterscheidung zwischen
NLP1-depletierten und mit siRNA untransfizierten Zellen ein Problem dar, da kein
Antikorper zu Detektion von endogenem NLP1 in der Immunfluoreszenz zur
Verfiigung stand. Die erfolgreiche Depletion von NLP1 konnte somit nur per
Western-Blot-Analyse eines parallel durchgefiihrten Transfektionsansatzes
Uberprift werden.

Nach 12 Stunden siRNA-Transfektion wurde NC2R-GFP; transfiziert und 40 Stunden
spater wurde die Lokalisation von NC2B-GFP, mikroskopisch analysiert.
Auszdhlungen zeigten, dass die Depletion von NLP1 keinen Einfluss auf ,Steady
state-Lokalisation” von NC2B-GFP, hatte. Sowohl in Mock- als auch siRNA-
behandelten Zellen war in 60% aller Falle NC2RB-GFP, hauptsdchlich im Kern
lokalisiert ist(Abb. S5).

Im Gegensatz zu den mikroskopischen Auszahlungen konnte in FLIP-Analysen
jedoch gezeigt werden, dass NLP1-Depletion einen zwar geringen, aber
signifikanten Einfluss auf das Exportverhalten von NC2B hatte (Abb.2.17.C).
Wahrend die Kernfluoreszenz der Kontroll-Zellen (Mock) nach ca. 98 s bei 0.6 lag

(rote Linie), war sie bei NLP1-depletierten Zellen noch bei 0.7 (blaue Linie). Der
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Kernexport von NC2R-GFP, wird also durch die Depletion von NLP1 verlangsamt. Da
nicht ausgeschlossen werden kann, dass auch unvollstindig oder gar nicht
depletierte Zellen mit NLP1 in der Auswertung enthalten waren, kdnnte vermutet

werden, dass der tatsachliche Effekt noch starker ist, als hier gezeigt werden

konnte.
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Abbildung 2.17. Spezifische Reduktion von NLP1 mittels RNAi verlangsamt den NC2BR-GFP,-Export.
A) Hela-Zellen wurden mit einer spezifischen siRNA gegen NLP1 fiir 48 Stunden behandelt. Mock und
siRNA behandeltes Zelllysat wurde mittels spezifischer Antikdrper gegen NLP1, Ran. Lamin, CRM1,
RanBP2, Nup214, RanBP1 und RanBP3 miteinander verglichen. B) Mock und siRNA-behandelte Zellen
wurden in der Immunfluoreszenz parallel mit Antikdrpern gegen Ran, CRM1, RanBP2 und Nup214
miteinander verglichen. Die Depletion von NLP1 wurde im Western Blot (iberprift. C) Nach 24 siRNA-
Behandlung werden die Zellen mit NC2R-GFP, transfiziert. 24h nach der Transfektion wurden FLIP-
Analysen durchgefiihrt. Die Fehlerbalken repradsentieren die Standardabweichung von vier
unabhangigen Experimenten, wobei in einem Experiment pro Bedingung 8-10 Zellen analysiert
wurden.
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2.4.6. Die Depletion von NLP1 inhibiert den Export von GFP-NFAT

Zur Uberpriifung des Einflusses der Depletion von NLP1 auf Import und Export von
GFP-NFAT wurde eine etablierte, mit GFP-NFAT stabil transfizierte Hela-Zelllinie
verwendet (Hutten et al., 2006 [51]). Nach 48 Stunden siRNA-Behandlung wurde
der Import von GFP-NFAT sowohl in Mock- als auch in siRNA-behandelten Zellen
durch Zugabe von lonomycin zum Medium induziert. Nach 20 Minuten wurde das
lonomycin weggewaschen und die Zellen entweder direkt (0 h) oder nach einer
Stunde (1 h) fixiert (Abbildung 2.18.A). Da zum Zeitpunkt 0 h GFP-NFAT sowohl in
den Mock- als auch in den siRNA-behandelten Zellen komplett im Zellkern war, kann
davon ausgegangen werden, dass die Depletion von NLP1 wahrscheinlich keinen
Einfluss auf den Import von NFAT hat. Der Export von GFP-NFAT war allerdings
signifikant beeinflusst. Hier konnte eindeutig festggestellt werden, dass nach NLP1-
Depletion ca. 30 % mehr Zellen mit einer N>C-Verteilung von GFP-NFAT vorkamen,
als in den Mock-behandelten Zellen (Abb. 2.18.B).

Um den Effekt des verminderten Exports bei NLP1-Depletion genauer zu
untersuchen, wurden Export-Kinetiken mittels ,Life-Cell-Imaging” gemessen (Abb.
2.18.C). Hierzu wurden Hela-Zellen zuerst fur 24 Stunden Mock- oder mit NLP1-
siRNA behandelt und dann transient mit GFP-NFAT transfiziert (24 h). Um den
Export zu untersuchen, musste GFP-NFAT zuerst durch Zugabe von lonomycin in
den Zellkern importiert werden. Durch Auswaschen des lonomycins und
anschliefende Inkubation der Zellen bei 37°C erfolgte der Export von GFP-NFAT. Zur
Analyse wurde alle 30 Sekunden ein Bild gemacht und das Verhaltnis zwischen
Kernfluoreszenz zur Gesamtfluoreszenz der Zelle bestimmt. Nach ca. 300 s wird
deutlich, dass in Mock-Zellen das Verhéltnis zwischen Kernfluoreszenz und
Gesamtfluoreszenz schneller abnahm als bei siRNA-behandelten Zellen.
Zusammenfassend zeigten die Experimente in Abschnitt 2.4.5. und 2.4.6. eindeutig,
dass die Depletion von NLP1 eine Reduktion des Exports sowohl von NC2B-GFP, als
auch GFP-NFAT verursacht.
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Abb. 2.18 Depletion von NLP1 inhibiert den Export von GFP-NFAT Mock- oder siRNA behandelte Hela-
NFAT-Zellen wurden einem Import/Export-Zyklus unterzogen. Nach einer Stunde Export wurden die Zellen
durch Fluoreszenzmikroskopie A) und Auszdhlen B) analysiert. Bei der Auszdhlung B) wurde die
Lokalisation von GFP-NFAT ermittelt. Der Graph gibt an, wie viele der analysierten Zellen eine eindeutige
Kernlokalisation (N>C) von GFP-NFAT zeigen. Da die Mock-Werte in unterschiedlichen Experimenten stark
variierten, wurden sie auf 1 normalisiert um eine bessere Vergleichbarkeit zu erreichen. Pro Ansatz
wurden mehr als 100 Zellen analysiert. Die Fehlerbalken geben die Standardabweichungen von drei
unabhdngigen Experimenten an. Die statistische Signifikanz wurde mit Hilfe des Student’s T-Tests
ermittelt. C) Mock- oder NLP1-depletierte Zellen wurden mit GFP-NFAT transient transfiziert. Nachdem
GFP-NFAT durch lonomycin-Behandlung in den Kern importiert worden war, wurde der Export durch
Wegwaschen des lonomycins induziert und der Kernexport iber 1440 s gemessen. Der Graph gibt das
Fluorezenzverhiltins Kern/Zelle in Prozent an. Er zeigt ein Mittel aus drei unabhangigen Versuchen.
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3. DISKUSSION

3.1. Die zellulire CRM1-Konzentration ist fiir den Protein-Export

limitierend

Die meisten aus dem Kern zu transportierenden Proteine werden mit Hilfe des
Hauptexportfaktors fir Proteine CRM1 aus dem Zellkern exportiert. Viele
Exportsubstrate weisen eine eher geringe Affinitat zu CRM1 auf (Kutay et al., 2005
[41]). In der Literatur sind bisher zwei Proteine beschrieben, die als Proteinexport-
unterstitzende Faktoren wirken (Nup98 (Oka et al., 2010 [46]) und RanBP3 (Lindsay
et al., 2001 [44]; Englmeier et al., 2001 [45]; Nemergut et al.,2002 [43]). Ein Ziel
dieser Arbeit war es herauszufinden, warum unterstiitzende Faktoren fir den
CRM1-vermittelten Proteinexport in der Zelle vorhanden sind.

Eine Vermutung fiir die Notwendigkeit von Proteinexport-unterstiitzenden Faktoren
in der Zelle war, dass die endogene CRM1-Konzentration fiir den Export von
Proteinen limitierend ist. Um diese Hypothese zu Uberprifen, wurden zwei
verschiedene Reporterproteine (NES-GFP,-NLS und NC2B-GFP,) mit CRM1-HA
cotransfiziert (Abb. 2.1.A und B und Abb. 2.15.A und B). In der Tat zeigte sich, dass
die Uberexpression von CRM1 die Lokalisation beider Reporterproteine signifikant
beeinflusste. Sie flihrte bei beiden Proteinen zu einer Verlagerung der Lokalisation
ins Cytoplasma. Dieses Ergebnis zeigt eindeutig, dass die Erhéhung der CRM1-
Konzentration den Export der Reporterproteine beschleunigt und somit die
endogene CRM1-Konzentration limitierend flir den Export ist. Hier stellt sich nun die
Frage, welchen Vorteil die Zelle aus einer Limitierung der Konzentration ihres
Hauptproteinexporfaktors ziehen kdnnte.

Unsere Hypothese ist, dass die Zelle so den Export von Proteinen, die
unterschiedlich effizient mit CRM1 interagieren, kontrollieren kann: Exportsubstrate
mit niedriger Affinitat stehen mit denen hoher Affinitat in Konkurrenz. Wahrend
hochaffine Exportsubstrate effizient an CRM1 binden kénnen und folglich auch

schnell aus dem Zellkern exportiert werden, wiirden niedrigaffine Proteine ldanger
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im Kern verweilen oder gar nicht exportiert werden, da die meisten CRM1-Molekiile
mit stark bindenden Substraten besetzt sind.

Dass auch Proteine mit niedriger Affinitat effizient aus dem Zellkern exportiert
werden kdnnen, zeigt uns das in dieser Arbeit verwendete Beispiel NC2B. Obwohl es
eine eher niedrige Affinitat zum CRM1-RanGTP besitzt (Kahle et al., 2009 [125]) und
die CRM1-Konzentration limitierend ist, wird es dennoch effizient aus dem Kern
exportiert (Abb. 2.15.).

Um die Exportrate von niedrigaffinen Proteinen zu verstarken, hatte die Zelle
mehrere Moglichkeiten. Eine davon ist, die CRM1-Konzentration zu erhdhen, sodass
auch niedrigaffine Substrate die Chance hatten, mit CRM1 zu interagieren und
exportiert zu werden. Untersuchungen zu sich andernden CRM1-
Proteinkonzentrationen wurden bis zum heutigen Zeitpunkt jedoch nicht
durchgefihrt.

Eine andere Moglichkeit der Zelle zur Verbesserung der Exporteffizienz von schwach
bindenden Substraten waére, das Exportsubstrat an sich so zu modifizieren (zum
Beispiel durch Phosphorylierung, Acetylierung, Methylierung usw.), dass sich dessen
Affinitat zu CRM1 erhoht. Ein prominentes Beispiel hierfliir ist das
Tumorsupressorprotein p53, welches zwischen Kern und Cytoplasma hin- und
hertransportiert wird (Liang et al., 2001 [130]). Fir den CRM1-abhangigen Export ist
die Phosphorylierung des Tyrosins 55 notwendig (Cai et al., 2008 [131]). Mutationen
des Tyrosins zu Alanin oder Inhibition der Phosphorylierung durch spezifische
Kinase-Inhibitoren, fiihren zur starken Reduktion der CRM1-Interaktion und somit
zur  Exportinhibition von p53. Neben der Phosphorylierung ist eine
Monoubiquitinierung fir den Export von p53 notwendig, die zur , Demaskierung”
der NES fihrt und somit zusatzlich die Interaktion zwischen CRM1 und p53 foérdert
(Geyer et al., 2000 [132]; Li et al., 2003 [133]). Die Interaktion zwischen MDM2 und
p53 ist ebenfalls von der Phosphorylierung des Tyrosins 55 abhdngig (Cai et al.,
2008 [131]). Ein weiteres Beispiel stellt Cyclin D1 dar. Uberexpression von CRM1
fiihrt bei Cyclin D1 zu einer Verschiebung der Lokalisation ins Cytoplasma, CRM1 ist
also fiir den Export von Cyclin D1 limitierend (Alt et al., 2000 [134]). Durch die
Kinase GSK-3f kann ein bestimmtes Tyrosin (T 286) phosphoryliert werden (Diehl et
al., 1998 [135]). Dadurch wird die Affinitat zwischen CRM1 und Cyclin D1 stark
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erhoht (Alt et al., 2000 [134]). Mutiert man dieses Tyrosin zu Alanin oder inhibiert
man spezifisch die Kinase, so ist die Affinitat von Cyclin D1 zu CRM1 stark reduziert
und es wird nicht mehr effizient aus dem Zellkern exportiert (Alt et al., 2000 [134]).
Auch die Uberexpression von CRM1 kann den Export der nicht phosphorylierbaren
Mutante von Cyclin D1 nicht verstarken.

Denkbar sind auch direkte Modifikationen von CRM1 oder anderer Faktoren, die am
Proteinexport beteiligt sind, die dann Einfluss auf die Bindekapazitat verschiedener
Substrate hatten. Tatsachlich wurden bei CRM1 in einem Screen fiir acetylierte
Proteine drei acetyliert vorliegende Lysine (K 446, K 455 und K 693) gefunden, die
sich auch noch in der Nahe der hydrophoben, NES-bindenden Spalte (AS 511-574)
von CRM1 befinden (Choudhary et al., 2009 [136]). Ob und welchen Einfluss diese
Modifikationen auf den Export spezifischer Proteine haben, wurde allerdings nicht
weiter untersucht.

Eine wesentliche Hilfestellung bei der Interaktion mit CRM1 erhalten niedrigaffine
Proteine von verschiedenen Faktoren, die die Bindung von niedrigaffinen Proteinen
an CRM1 (und somit deren Exporteffizienz) fordern. RanBP3 ist so ein Faktor:
Bindungsstudien haben gezeigt, dass die Affinitat von Snurportinl zu CRM1 hoher
als die eines GST-NES-Proteins (NES aus Rev) ist (Paraskeva et al., 1999 [42]). In
Kompetitionsstudien verdrangt Snurportinl deshalb das GST-NES-Protein aus dem
Exportkomplex. Durch Zugabe von RanBP3 konnte dieses Ergebnis umgekehrt
werden (Englmeier et al., 2001 [45]). RanBP3 fordert also die Bindung des
schwacher interagierenden GST-NES zu CRM1, welches sich so gegen das
Exportsubstrat mit hoherer CRM1-Affinitat (Snurportinl) durchsetzen kann. Neben
RanBP3 gibt es verschiedene andere Faktoren, wie zum Beispiel Nup98, die in den
CRM1-abhdngigen Export von Proteinen involviert sind. Inhibition von Nup98 durch
Mikroinjektion eines Antikorpers fuhrte zum Beispiel zur Inhibition des Exports
eines einfachen Reporterproteins. In dieser Arbeit konnte erstmalig gezeigt werden,
dass auch NLP1 in die Reihe der Proteinexport-férdernden Faktoren eingeordnet

werden kann.
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Zusammenfassend kann man sagen, dass CRM1 fiir den Export der in dieser Arbeit
Uberexprimierten Substrate limitierend ist und dass diese Limitierung der Zelle viele

Moglichkeiten bieten konnte, den Proteinexport effizient zu regulieren.

3.2. Die Lokalisation von NLP1

Um die Funktion von NLP1 im Protein- und mRNA-Export genauer analysieren zu
konnen, wurden zunachst Lokalisationsstudien durchgefiihrt. Es zeigte sich in
Fraktionierungsstudien, dass NLP1 hauptsachlich im Kern und ein kleiner Teil auch
im Cytoplasma zu detektieren ist (Abb. 2.3.). Mikroskopische Analysen von
Uberexprimiertem NLP1 unterstitzten dieses Ergebnis (Abb. 2.3.). Zusatzlich konnte
ein Teil des lberexprimierten NLP1s an der Kernhille gezeigt werden. Andere
Arbeitsgruppen zeigten &hnliche Ergebnisse, sie konnten die Lokalisation von
Uberexprimiertem NLP1 im Kern (Farjot et al., 1999 [96]) und nach
Digitoninbehandlung der Zellen an der Kernhille (Rouzic et al., 2002 [99])
beobachten. Biochemische Untersuchungen untermauerten diese Befunde. Sie
identifizierten NLP1 als Kernporenprotein mit 16 Kopien pro Pore (Cronshaw et al.,
2002 [61]). Wenn man davon ausgeht, dass eine proliferierende Zelle circa 2000-
5000 Poren pro Zellkern hat (Cordes et al., 1995 [56]), ergibt sich eine Gesamtanzahl
von 32.000 bis 80.000 NLP1-Proteine an der Kernhiille. Vergleichende
Untersuchungen von rekombinanten MBP-NLP1 und endogenem NLP1 in Hela-
Zellen im Abschnitt 2.2.1. dieser Arbeit zeigten, dass die NLP1-Konzentration in der
Zelle bei circa 50-200 nM liegt, was einer tatsachlichen Anzahl von ca. 30.000 bis
120.000 NLP1-Molekiilen pro Zelle entspricht. Ein GroRteil der endogenen NLP1-
Molekile liegt also wahrscheinlich mit der Kernpore assoziiert vor. Ob endogenes
NLP1 nur an der Kernhille, oder auch im Nucleoplasma oder Cytoplasma zu finden
ist, lieR sich nur mittels eines in der Immunfluoreszenz funktionierenden
Antikorpers beantworten. Trotz der Anwendung von vier verschiedenen
Antikorpern aus verschiedenen Spezies (zwei aus Kaninchen und zwei aus

Meerschwein) und verschiedenster Protokolle fir die Immunfluoreszenz konnte
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endogenes NLP1 in der Zelle nicht detektiert werden. Auf Grund dieser Tatsache,
sollte das Verhalten von Uberexprimiertem NLP1 in der Zelle ndher untersucht
werden. Da Uberexprimiertes NLP1 zum groRten Teil im Kern zu finden ist, wurde
dessen Mobilitdt in diesem Kompartiment mittels FLIP und FRAP gemessen. Die
Analysen ergaben, dass sich das im Kern befindende NLP1 frei im Kern bewegen
kann (Abb. 2.4.A). FLIP-Analysen zeigten zusatzlich, dass NLP1 langsam aus dem
Kern exportiert werden kann (Abb. 2.4.B). Da LMB-Behandlung keinen Einfluss auf
das Exportverhalten von NLP1 hatte, ist davon auszugehen, dass NLP1 nicht Gber
den CRM1-abhdngigen Export aus dem Kern exportiert wird.

Wie dynamisch die Interaktion zwischen NLP1 und Kernpore ist und ob alle
endogenen NLP1-Molekiile standig mit der Pore assoziiert vorliegen, ist noch
unklar. Mittels FRAP-Analysen von (iberexprimiertem GFP-NLP1 kénnte die Dynamik
von NLP1 an der Kernhiille untersucht werden. Hierzu musste ein definierter
Bereich der Kernmembran gebleicht und dann Uberprift werden, ob die
Kernfluoreszenz in kurzer Zeit wieder in den gebleichten Bereich zuriickkehrt.
Wirde sie gar nicht oder nur langsam zuriickkehren, so lieBe das eine eher
immobile Fraktion von NLP1 an der Pore vermuten. Hatte die Kernfluoreszenz
allerdings schnell wieder ihre Ursprungsintensitat erreicht, so kbnnte man davon
ausgehen, dass NLP1 auch an der Pore sehr mobil ist und es hier zum regen
Austausch von NLP1-Molekilen kommt.

Ausgehend davon, dass liberexprimiertes NLP1 sich wie endogenes NLP1 verhalt, ist
NLP1 nicht nur an der Kernhiille zu finden, sondern auch im Kern und zum geringen
Teil im Cytoplasma. Es ist im Kern frei beweglich und kann langsam CRM1-
unabhangig aus dem Kern exportiert werden.

Um Klarheit tGber die Lokalisation von endogenem NLP1 zu bekommen, sollen in
Zunkunft neue Antikorper gegen unterschiedliche Regionen von NLP1 hergestellt

generiert und mit diesen Elektronenmikroskopische Analysen durchgefiihrt werden.
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3.3. Die Rolle von NLP1 im poly(A)mRNA-Export

Verschiedene Untersuchungen zeigten, dass NLP1 mit Faktoren, die im RNA-Export
beteiligt sind (TAP, Glel), interagiert (Katahira et al., 1999 [103]; Wiegand et al.,
2002 [113]; Kendirgi et al., [98] 2005). Interessanterweise konnte in
Kompetitionsstudien dieser Arbeit gezeigt werden, dass der mRNA-Exportfaktor
TAP und der Proteinexportkomplex bestehend aus CRM1, RanGTP und einem
Exportsubstrat, gleichzeitig an NLP1 binden kénnen, ohne um die Bindung an NLP1
zu konkurrieren (Abschnitt 2.3.8.). Da NLP1 eine essentielle Aufgabe im Export der
mRNA von HSP 70 unter Hitzeschockbedingungen (42°C) zugesprochen wurde
(Kendirgi et al., [98]), dessen Rolle im generellen Export von mRNA aber noch unklar
war, wurde diese im Abschnitt 2.4.1. dieser Arbeit in NLP1-Uberexpressions- oder -
Depletions-Studien genauer analysiert. Es stellte sich heraus, dass die Depletion von
NLP1 mittels siRNA keinen Effekt auf die Lokalisation von poly(A)mRNA hatte. Da
die Depletionseffizienz von NLP1 auf Proteinebene im besten Fall ca. 90% betrug,
muss hier auch in Betracht gezogen werden, dass die (briggebliebenen 10%
ausreichend fir die Ausfiihrung eventueller Funktionen im mRNA-Export waren.
Starke Uberexpression von NLP1 fiihrte zur Inhibition des mRNA-Exports. Eine
Vermutung ist, dass durch die groBe Anzahl an Uberexprimierten NLP1-Molekilen
wichtige Faktoren fir mRNA-Export (zum Beispiel TAP oder Glel) im Kern gebunden
werden, welche daraufhin nicht mehr fiir den mRNA-Export zur Verfliigung stehen
und es somit zur Inhibition des Exports kommt.

Wie bereits erwahnt, zeigten frihere Untersuchungen, dass NLP1 notwendig fiir
den Export der mRNA des Hitzeschockproteins HSP 70 ist (Kendirgi et al., 2005 [98]).
Auf Grund dessen, dass keine tragende Rolle fir NLP1 im Export von mRNA
festgestellt werden konnte, liegt die Vermutung nahe, dass NLP1 entweder nur fir
den Export spezifischer mRNAs essentiell ist oder nur unter bestimmten
Bedingungen, wie zum Beispiel unter Hitzestress, wie es bei Kendirgis
Untersuchungen der Fall war, fiir den mRNA-Export notwendig wird. Letzteres
scheint fur das NLP1 Homolog aus Hefe, Rip1p/Nup42, zuzutreffen. Untersuchungen

zeigten hier, dass in Riplp/Nup42-depletierten Hefezellen, der Export von
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poly(A)mRNA bei 42°C, nicht aber bei 25°C stark inhibiert ist (Vainberg et al., 2000
[102]).

Da die Depletion von NLP1 keinen und nur sehr starke Uberexpression von NLP1
einen Effekt auf die poly(A)mRNA Lokalisation zeigte, kann davon ausgegangen
werden, dass NLP1 unter ,Normalbedingungen“ keine tragende Rolle beim
generellen Export von mRNAs hat. Der Fokus dieser Arbeit wurde daher auf die

Erforschung der Rolle von NLP1 im Proteinexport gerichtet.

3.4. Biochemische Charakterisierung von NLP1

Verschiedene Bindungsstudien dieser Arbeit zeigten, dass NLP1 sowohl im Komplex
mit RanGTP und CRML1 als auch im Komplex mit CRM1, RanGTP und einem NES-
Substrat vorliegen kann. Dabei ist eindeutig, dass die zusatzliche Bindung eines NES-
Substrates die Affinitat von NLP1, CRM1 und RanGTP zueinander erh6ht und dass
die Zugabe von NLP1 die Affinitdat von CRM1 zu RanGTP und zum NES-Substrat
verstarkt (Abschnitt 2.3.1.).

Interessanterweise war nicht nicht der FG-repeat-reiche C-Terminus von NLP1
sondern die nur 2 FG-repeats beinhaltende N-terminale Halfte fir die Interaktion
mit CRM1 verantwortlich (Abb. 2.8.). In verschiedenen Hefe-zwei-Hybridanalysen
wurde entgegen diesem Resultat postuliert, dass der C-Terminus von NLP1 mit
CRM1 interagiert (Strahm et al., 1999 [97]; Rouzic et al.,, 2002 [137]). Diese
Diskrepanz kann einerseits daher zustande kommen, dass unsere Versuche mit
rekombinanten Proteinen aus Bakterien durchgefiihrt wurden und ihnen deshalb
zum Beispiel spezifische, flr Interaktion mit CRM1 notwendige Modifikationen wie
O-Glykosylierungen oder Phosphorylierungen usw. fehlten. Andererseits fanden die
vorher beschriebenen Interaktionstudien in einem Zellsystem (Saccharomyces
Cervisiae) statt, das neben den zu untersuchenden Proteinen den kompletten
Proteinsatz einer Zelle enthalt. Folglich kann eine indirekte Interaktion dort nicht

ausgeschlossen werden.
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Da NLP1 als O-glykosyliert beschrieben wurde (Farjot et al., 1999 [96]), sollte der
Einfluss der Glykosylierung auf das Bindeverhalten von NLP1 Uberprift und
rekombinantes NLP1 jn vitro O-glykosyliert werden. Obwohl die Positivkontrolle
p62, eins der am besten charakterisierten O-glykosylierten Nukeoporine (Holt et al.,
1987 [138]), eine deutliche Glykosylierung zeigte, konnte bei NLP1 keine
Glykosylierung unter den hier gewdhlten Bedingungen festgestellt werden. Ein
essentieller Unterschied zu dem Experiment von Farjot et al. ist, dass bei unserem
Ansatz rekombinante Proteine aus Bakterien verwendet wurden, wahrend ihr
Ansatz in vitro-translatiertes NLP1 aus Retikulozytenlysat enthielt. Es konnte daher
sein, dass dem rekombinanten NLP1 aus Bakterien Modifikationen fehlten, die zur
Glykosylierung bendtigt werden oder dass die Bakterien, aus denen NLP1 isoliert
wurde, das Protein so modifiziert haben, dass eine Glykosylierung ausgeschlossen
ist. Um die generelle Glykosylierung von endogenem NLP1 aus Hela-Zellen zu
Uberprifen, sollte aus einem Hela-Zelllysat endogenes NLP1 mittels WGA-
Sepharose prazipitiert werden. Allerdings konnte endogenes NLP1 ebenfalls nicht
mit WGA-Sepharose prazipitiert werden. Die Ergebnisse dieser Arbeit lassen also

eher vermuten, dass NLP1 nicht glykosyliert in der Zelle vorliegt.

Zusammenfassend kann gesagt werden, dass NLP1 trimere und tetramere
Komplexe mit CRM1 und RanGTP in An- oder Abwesenheit eines NES-Substrates
eingehen kann. Interessanterweise ist fir diese Komplexbildung nicht wie erwartet
der C-Terminus, der die meisten FG-Repeats enthalt, sondern eher die N-terminale
Halfte von NLP1 notwendig, die nur zwei FG-Repeats beinhaltet. Da strukturelle
Untersuchungen des Transportfaktors Importin B mit unterschiedlichen FG-Repeat-
Peptiden gezeigt haben, dass die Bindung von Nucleoporinen und
Transportrezeptoren durch Interaktion der FG-Repeats mit hydrophoben Bereichen
zwischen den HEAT-Repeats der Transportrezeptoren zustande kommt (Bayliss et
al., 2000 und 2002 [63, 69]), wére es sehr aufschlussreich die Interaktion zwischen
CRM1 und einer FG-Repeat-defizienten Mutante des NLP1-N-Terminus ndher zu

untersuchen.
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3.5. NLP1 fordert den Export verschiedener Exportsubstrate

Die Uberexpression von NLP1 fiihrte bei verschiedenen Substraten (NES-GFP,-cNLS
und NC2B-GFP;) in FLIP- und konventionellen mikroskopischen Analysen dieser
Arbeit zu einem erhdhten Export aus dem Zellkern. Die Depletion von NLP1 fihrte
hingegen zu etwas vermindertem, aber dennoch funktionierendem Export. Dies
lasst darauf schliefen, dass NLP1 als ein Co-Faktor fir den CRM1-abhangigen Export
fungiert, welcher zwar den Export verschiedener Substrate fordern kann, fir diesen
aber nicht essentiell ist. Eine Moglichkeit ist, dass NLP1 den Export von Proteinen,
die eine geringe Affinitat zu CRM1 haben, fordert. Solche Proteine stehen mit fir
CRM1 hochaffinen Exportsubstraten in Konkurrenz, was ein Grund dafir ist, dass fiir
niedrigaffine Exportsubstrate die CRM1-Konzentration in der Zelle limitierend ist
(siehe Abschnitt 2.1.). Sowohl fiir das einfache Reporterprotein NES-GFP,-cNLS als
auch fiir NC2B-GFP, lieR sich dieser Sachverhalt bestatigen, denn der Effekt nach
Uberexpression von NLP1 war dhnlich dem Effekt nach CRM1-Uberexpression:
beide Proteine wurden effizienter aus dem Zellkern exportiert. Wie aber kommt
dieser Effekt zustande? Die Bindungsstudien dieser Arbeit lassen vermuten, dass ein
Grund fir die erhéhte Exportrate die erhdhte Bindungsaffinitat von CRM1, Substrat
und RanGTP sein kdnnte. Die Ergebnisse in Kapitel 2.3.1. zeigten eindeutig, dass
NLP1 die Interaktion zwischen CRM1 und RanGTP fordert und zusatzlich die Affinitat
von CRM1 zum Export-Substrat erhéht. Die Vermutung, dass NLP1 den Export von
speziell niedrigaffinen Substraten fordert, setzt allerdings voraus, dass niedrigaffine
Exportsubstrate gegeniliber hochaffinen Exportsubstraten in den tetrameren
Komplexen (bestehend aus NLP1, CRM1, RanGTP und Exportsubstrat) bevorzugt
werden (Abb. 3.1.A). Tatsachlich gibt es einen Co-Faktor im CRM1-abhangigen
Export, der genau dieses Verhalten zeigt: RanBP3 fordert die Bindung vom
schwacheren NES-Substrat (BSA-NES) an CRM1, auch wenn ebenfalls ein Substrat
mit hoherer Affinitat (Snurportinl) fir CRM1 vorhanden ist (Engelmeier et al., 2001
[45]). Computergestiitzte Strukturanalysen von einem CRM1-RanGTP-Snurportinl-
RanBP3-Komplex haben gezeigt, dass die Bindung von RanBP3 an CRM1 eine der
drei Bindungen von Snurportinl an CRM1, sterisch, in einem Bereich der ungefahr

30 A von der hydrophoben NES-Bindungsgrube entfernt ist, schwécht (Langer et al.,
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2011 [139]). Die NES-Bindungsgrube von CRM1 bleibt davon allerdings
unbeeinflusst. Ob NLP1 sich dhnlich verhalt und folglich durch Bindung von NLP1 an
CRM1 die Bindung von spezifischen Exportsubstraten durch raumliche Behinderung
ausgeschlossen oder vermindert ist, steht noch offen. Kompetitionsstudien mit
CRM1, RanGTP und verschieden affinen Exportsubstraten in An- und Abwesenheit
von NLP1 wirden Aufschluss dariber geben.

Eine zusatzliche Moglichkeit, wie NLP1 die Affinitat spezifischer Substrate zu CRM1
erhohen konnte, ware, dass bestimmte Substrate zuerst direkt an NLP1 binden
konnten, was daraufhin die Interaktion mit CRM1 und RanGTP beglinstigen wiirde
(Abb. 3.1.B). Fir diese Hypothese spricht das Ergebnis dieser Arbeit, dass das
Protein HIV-1 Rev sowohl alleine als auch Giber CRM1 mit NLP1 interagieren kann.
Fir die direkte Interaktion von Rev und NLP1 ist die N-terminale Zinkfinger-Domane
(AS 1-24) verantwortlich, die aber fir die CRM1-RanGTP-Komplexbildung erlasslich
ist.

Neben der Erhéhung der Bindungsaffinitat zwischen CRM1 und NES-Substrat ist
ebenfalls vorstellbar, dass durch NLP1 die Mobilitdt von Exportkomplexen im Kern
zur Pore hin beeinflusst wird (Abb. 3.1.C). Eine Spekulation ist, dass NLP1 zum
Beispiel Transkriptionsfaktoren als NES-Substrat direkt an ihrer DNA-Bindestelle
»abholt“. Durch die Interaktion mit NLP1 (alleine oder im tetrameren Komplex mit
CRM1 und RanGTP) kdnnte zum Beispiel die Affinitat der Transkriptionsfaktoren fiir
DNA erniedrigt werden. Durch Interaktion mit NLP1 wiirde sich somit die Mobilitat
des Transkriptionsfaktors erhéhen. Dass NLP1 im Kern relativ mobil ist, zeigen die
Ergebnisse der FRAP Experimente in Kapitel 2.2.3. Um herauszufinden, ob die
Transportgeschwindigkeit von Exportsubstraten im Kern tatsachlich durch NLP1
beeinflusst wird, kdnnte durch FRAP-Analysen die Mobilitat von Exportsubstraten
alleine und von Exportsubstraten, die mit NLP1 cotransfiziert wurden, Gberprift
werden. Wiirde die oben beschriebene Theorie stimmen, so wirde die Co-
Transfektion von NLP1 die Mobilitat des Reporterproteins im Zellkern steigern.

Eine weitere Theorie zur erhohten Exportgeschwindigkeit von Substraten ist, dass
deren Durchtritt durch die Pore durch NLP1 erleichtert werden kénnte (Abb. 3.1.D).
Da der CRM1-Exportkomplex am N-Terminus von NLP1 bindet, konnten die FG-

Repeats des C-Terminus mit den FG-Repeats der Pore interagieren und so den
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Transport durch die Pore erleichtern. Um diesen Sachverhalt zu tGberprifen, kdnnte
man Co-Transfektionen und anschlieende FLIP-Experimente mit Reporterproteinen
und NLP1-Konstrukten, die nicht mehr in der Lage sind mit der Kernpore zu
interagieren, aber dennoch Exportkomplexe ausbilden kénnen, durchfiihren. Wiirde
die Uberexpression der NLP1-Mutanten keinen verstirkenden Exporteffekt auf die
Reporterproteine haben, so wére dies ein Hinweis darauf, dass die durch NLP1-Co-
Transfektion verursachte erhéhte Exportrate nicht nur auf Erhéhung der Affinitat
zwischen CRM1, RanGTP und Exportsubstrat, sondern auch auf die Erhéhung der

Durchtrittgeschwindigkeit durch die Pore zuriickzufiihren ist.

3.5.1. Dissoziation der NLP1-Komplexe

Nachdem die CRM1-Exportkomplexe die Pore durchquert haben, kénnen sie mit
Hilfe von RanGAP1 und RanBP1 (oder den Ran-bindenden Domanen von Nup358)
von der Pore abgeldst und durch GTP-Hydrolyse dissoziiert werden (Kehlenbach et
al., 1999 [50]), was die Freilassung des Exportsubstrates ins Cytoplasma zur Folge
hat.

Sollte NLP1 nicht nur die Komplexbildung zwischen CRM1, RanGTP und Substrat
unterstitzen, sondern auch den Transport durch die Pore vermitteln, so muissten
die NLP1-Komplexe einige Vorraussetzungen erfiillen. Unter anderem sollte sich der
tetramere Komplex bestehend aus CRM1, RanGTP und Substrat durch RanBP1 (oder
den Ran-bindenden Domé&nen von Nup358) von NLP1 abldsen lassen, sodass dieser
mit Hilfe von RanGAP1 induzierter GTP-Hydrolyse dissoziiert werden kann (Abb.
3.1.F). Tatsachlich zeigte sich, dass trimere und tetramere NLP1-Exportkomplexe
gegenliber RanGAP1 vermittelter GTP-Hydrolyse insensitiv sind (Kapitel 2.3.2. und
Daten nicht gezeigt). Die Ablésung der CRM1-Komplexe von NLP1 durch RanBP1
ware also notwendig, um das Exportsubstrat ins Cytoplasma zu entlassen. Kapitel
2.3.3. dieser Arbeit zeigt eindeutig, dass RanBP1 sowohl CRM1-RanGTP als auch
CRM1-RanGTP-NES-Substrat-Komplexe von NLP1 ablésen kann, welche somit der

RanGAP1 vermittelten Hydrolyse ausgesetzt waren.
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Eine weitere Moglichkeit ware, dass die CRM1-Exportkomplexe nicht direkt von
NLP1 ins Cytoplasma entlassen, sondern zuerst an ein Nucleoporin auf der
cytoplasmatischen Seite der Pore weitergegeben werden (Abb. 3.3.D), um danach
erst dissoziiert zu werden. Tatsachlich zeigten Kompetitionstudien mit NLP1 und
Nup214, welches auf der cytoplasmatsichen Seite der Pore lokalisiert und wie NLP1
trimere und tetramere Komplexe mit CRM1 und RanGTP in An- oder Abwesenheit
eines Exportsubstrates bilden kann, dass Nup214 mit NLP1 um die Bindung an
CRM1 Komplexe konkurriert und aufgrund seiner hoheren Affinitat NLP1 aus dem
tetrameren Komplex verdrangt. Ein Hinweis darauf, dass dieses Szenario auch in
vivo so stattfindet kénnte, ist, dass der Export des Reporterproteins GFP-NFAT,
sowohl durch NLP1- als auch durch Nup214-Depletion inhibiert ist (Abschnitt 2.4.5.
und 2.4.6. und Hutten et al., 2006 [51]). Aufschluss dariiber, ob NLP1 den CRM1-
Exportkomplex tatsachlich an Nup214 Ubergibt, wiirden Lokalisationsstudien von
GFP-NFAT in Nup214 depletierten Zellen geben die gleichzeitig mit NLP1
Uberexprimiert sind. Wenn die Uberexpression non NLP1 in den Nup214-
depletierten Zellen keine Verstarkung des GFP-NFAT-Exports hervorrufen wirde,
die Uberexpression von NLP1 in nicht depletierten Zellen hingegen schon, wire dies
ein klarer Hinweis darauf, dass eine Ubergabe des Exportkomplexes von NLP1 an
Nup214 stattfindet. Ein Vorteil der Ubergabe an Nup214 wére, dass der
Exportkomplex auf der cytoplasmatischen Seite der Pore platziert ware und somit
gut flir die durch die Ran-bindenden Domadnen von Nup358 vermittelte GTP-

Hydrolyse positioniert ware.
AbschlieBend ist in Abbildung 3.1. ein Modell dargestellt, das alle moglichen

Funktionen von NLP1 im CRM1l-abhdngigen Export von Proteinen noch einmal

zusammenfasst.
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Abbildung 3.1. Modell: NLP1 fordert den Export von Proteinen aus dem Zellkern Hellgrau ist die
Kernpore dargestellt. A) NLP1 fordert die Bindung von spezifischen niedrigaffinen NES-Substraten,
indem es die Komplexbildung beginstigt. B) Das Exportsubstrat interagiert zuerst mit NLP1, welches
daraufhin die Interaktion mit CRM1 und RanGTP férdert. C) NLP1 transportiert den Exportkomplex
durch das Nucleoplasma zur Kernpore und vermittelt dessen Durchtritt durch die Pore. Der
Exportkomplex wird daraufhin entweder direkt mit Hilfe von RanGAP und RanBP1 oder den Ran-
bindenden Doméanen von Nup358 dissoziiert, sodass das Exportsubstrat ins Cytoplasma entlassen
wird (F), oder er wird zunachst an Nup214 abgegeben (E) und dann dissoziiert.
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3.6. Ausblick

Generell konnte in dieser Arbeit gezeigt werden, dass NLP1 den Export von
Substraten, fiir die die CRM1-Konzentration in der Zelle limitierend ist, durch
Erhohung der Affinitdat zu CRM1 fordert. Hierfiir ist nicht der C-terminale Teil, der
die meisten FG-Repeats von NLP1 enthalt, verantwortlich, sondern eher der N-
terminale Bereich, der allerdings noch zwei FG-Repeats enthalt. Hier ware es sehr
interessant Interaktionssstudien mit einer Mutante von NLP1 durchzufiihren, die
keine FG-Repeats mehr enthalt. Sie wiirden Aufschluss dariiber geben, ob NLP1 fiir
die Interaktion mit CRM1 FG-Repeats bendtigt oder nicht. Weiterhin ware es sehr
aufschlussreich Strukturanalysen der tetrameren Komplexe bestehend aus NLP1,
CRM1, RanGTP und NES-Substrat durchzufiihren, um die Bindungen ndher zu
analysieren. Sie wiirden Informationen dariiber liefern, ob Exportsubstrate in dem
Komplex nur Gber CRM1 mit NLP1, oder eventuell direkt mit NLP1 interagieren.
Wenn Letzteres der Fall ware, konnte NLP1 eine Art Adapterfunktion zwischen
Exportsubstrat und CRM1 zugesprochen werden.

Die Frage, ob NLP1 den Export aller Proteine gleichermaen fordert, oder ob nur
der Transport spezifischer Exportproteine, wie zum Beispiel fir CRM1 niedrigaffine
Proteine, unterstlitzt wird, bleibt ebenfalls offen. Um diese Frage beantworten zu
konnen, miisste der Einfluss von NLP1 auf viele unterschiedliche zu exportierende
Proteine untersucht werden. Auch hierbei wirden Strukturanalysen von tetrameren
Exportkomplexen mit verschiedenen Substraten hilfreich sein und Hinweise auf
mogliche Bindungskriterien eventuell bevorzugter NES-Substrate geben.
Kompetitionsstudien mit verschiedenen Substraten sowohl in vitro als auch in vivo

wirden ebenfalls bei der Aufklarung dieser Fragestellung helfen.
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4. Material

4.1. Chemikalien und Reagenzien

Alle in dieser Arbeit verwendeten Chemikalien wurden, wenn nicht anders

angegeben, lber die Firmen AppliChem, CARL ROTH GmbH, Sigma-Aldrich, Merck

und Serva bezogen.

Spezifische Chemikalien und Reagenzien sind untenstehend aufgelistet:

Reagenz Herkunft
Acrylamid (30%) Amersham
Aprotinin Biomol
ATP Sigma

BSA, Fraktion V PAA

CO; unabhangiges Medium Gibco
Creatinphosphat Calbiochem
Creatinphosphokinase Calbiochem
Digitonin Calbiochem
Dithiothreitol (DTT) AppliChem
DNA-Marker Fermentas
dNTPs Fermentas
ECL Pierce

FCS Gibco
Glutamin Gibco

GDP und GTP Sigma
[v32P]GTP Amersham
Histogel-Mounting Medium Linaris
Hoechst 33258 Sigma

IPTG Fermentas

Leptomycin B

Leupeptin

Alexis Biochemicals

Biomol
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Oligofectamin

OptiMEM

PAN ScriptDNA Polymerase
Penicillin

Pepstatin

Phusion Polymerase
Poly-L-Lysin
Protein-Marker SeeBlue2
Restriktionsenzyme
Sequenziermix, -puffer
siRNA-Oligonucleotide
Streptomycin

TMB Substrate Reagent Set
T4-DNA-Ligase
T4-Polynucleotidkinase
TrypanBlau

Trypsin/EDTA

WGA

4.2. Kits

Name

Invitrogen

Gibco

PAN Biotech

PAA

Biomol

New England Biolabs
Sigma-Aldrich
Invitrogen
Fermentas, New England Biolabs
Applied Biosystems
Ambion

PAA

Millipore

Fermentas
Fermentas

Fluka

Gibco/PAA

Sigma

Herkunft

NucleoBond®PC100. PC500
NucleoSpin®Extractll
QuickChange®Site-Directed Mutagenesis
Kit

Macherey & Nagel
Macherey & Nagel

Statagene
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4.3. Verbrauchsmaterialien

Material

Herkunft

Amylose-Resin

Cyanbromid aktivierte Sepharose 4B

New England Biolabs
Sigma-Aldrich

Deckglaschen (Durchmesser 10 und 12 | Marienfeld

mm)
MaxiSorp™Surface
Filterpapier
GST-Agarose
Ni-NTA-Agarose
Objekttrager
PD10-Saulen
PROTAN-Nitrocellulose
ReagenzgefiRe

Zellkultur-Materialien

Nunc

Whatman

GE Healthcare
Qiagen

Marienfeld
Amersham
Schleicher & Schuell
Sarstedt, Eppendorf

Sarstedt, TPP

4.4. Aligemeine Puffer und Medien

Alle Puffer und Medien wurden grundsatzlich mit demineralisiertem Wasser

angesetzt. Medien wurden durch Autoklavieren sterilisiert. pH-Werte wurden mit

Natronlauge oder Salzsaure titriert.

Bezeichnung

Inhalt

Colloidale Coomassie-Farbel6sung

Colloidale-Coomassie- Fixierlosung

Coomassie-Farbelésung

Coomassie-Fixierlésung

0.1% (v/v) Brilliant Blue G-250, 2% (w/v) ortho-
Phosphosaure, 10% (w/v) Ammoniumsulfat
40 % (v/v) Ethanol, 10% (v/v) Essigsaure

10% (v/v) Essigsaure, 0.025% (w/v) Coomassie
Brilliant Blue G-250
45% (v/v) Methanol, 10% (v/v) Essigsaure
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DMEM high (Gibco)

10x DNA-Probenpuffer
2x HBS

Hybridisierungspuffer (FISH)

10x Laemmli-Laufpuffer

LB-Medium

LB-Agar-Platten
P1

P2
P3
PBS

PBS-Tween

Ponceau S-Losung

4x Proteinprobenpuffer

SOC-Medium

10 x SSC

Stopplosung-RanGAP-Assay

50x TAE
Ix TE

Western Blot-Putter (WB-Puffer)

Transportpuffer

high Glucose (4500 mg/ml), 10% (v/v) FCS, 2
mM Glutamin, 100 U/ml Penicillin, 100 pug/mi
Streptomycin

50% (v/v) Glycerin, 0.1% (w/v)
Bromphenolblau, 0.1 % (w/v) Xylencyanol

50 mM HEPES (pH 6.96), 250 mM NacCl, 1.5
mM Na;HPO,

2xSSC, 1 mg/ml t-RNA, 0.02 % BSA, 2 mM RVC,
25% Formamid, 5 % (w/v) Dextransulfat, 20

ug/ml (N)so
250 mM Tris, 1.92 M Glycin, 0.1 % (w/v) SDS

1% Bacto-Trypton, 0.5% (w/v) Hefe-Extrakt,
1% (w/v) NaCl (pH 7)
LB-Medium + 1,5 % (w/v) Agar

50 mM Tris-HCl (pH 8), 10 mM EDTA, 100
ug/ml RNase A
200 mM NAOH, 1% (v/v) SDS

3 M KOAc (pH 5.3)

140 mM NaCl, 2.5 mM KCI, 10 mM Na;HPO,,
KH,PO, (pH 7.5)

140 mM NaCl, 2,5 mM KCI, 10 mM Na;HPO,,
KH,PO4 (pH 7.5) + 0.1% (v/v) Tween20

0.5% (w/v) Ponceau S, 1% (v/v) Essigsaure

4% (w/v) SDS, 125 mM Tris pH 6.8, 10% (v/v)
Glycerin, 0.02% (w/v) Bromphenolblau, 10%
(v/v) B-Mercaptoethanol

2% Trypton, 5% Hefe-Extrakt, 50 mM NaCl, 2.5
mM KCI, 10 mM MgCl,, 10 mM MgSOq,

3 M NaCl, 0.3 M Natriumcitrat, pH 7.0

7% (w/v) Aktivkohle, 10% (v/v) Ethanol, 100
mM HCI, 10 mM Na,H,PO,
2 M Tris, 0.05 M EDTA pH 8, 5.8% Essigsaure

10 mM Tris pH 7.5, 1 mM EDTA

192 mM Glycin, 25 mM Tris, 0.05% (v/v) SDS,
20% (v/v) Methanol

20 mM Hepes pH 7.3, 110 mM KOAc, 2 mM
Mg(OAc),, 1 mM EDTA
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4.5. Puffer fiir Proteinaufreinigungen

Bezeichnung

Inhalt

Carbonatpuffer

GST-Ran-Puffer

CRM1-His-Aufreinigung

His-NLP-Aufschlusspuffer

His-NLP-Resuspensionspuffer

His-NLP-L6ésungspuffer

His-Snurportin-Puffer

NC2B-Puffer

NLP1-Aufschlusspuffer
NLP1 Verdiinnungspuffer

NLP1-Waschpuffer

MBP-Nup214-Puffer

TGN-Puffer

0.2 M NaHCO;, pH 9,8

PBS, 1 ug/ml AP/LP, 2 mM DTT

50 mM HEPES pH 7.5, 500 mM NacCl, 2
mM MgCl, 1 ug/ml AP/LP, 2 mM DTT

50 mM Tris pH 8.0, 2% Triton, 1 pg/ml
AP/LP, 1 mM DTT

50 mM Tris pH 8.0, 4 M Urea, 1 ug/ml
AP/LP, 1 mM DTT

50 mM Tris pH 8.0, 8 M Urea, 1 pg/ml
AP/LP, 1 mM DTT

PBS, 2 mM EDTA, 1% Triton, 2 mM DTT, 1
ug/ml AP/LP

50 mM Tris pH 7.4, 400 mM NaCl, 1 pg
AP/LP, 2 mM DTT

PBS, 2 mM EDTA, 1% Triton, 5 mM DTT, 1
ug/ml AP/LP

PBS, 10 mM MgCL,, 5 mM DTT, 1 pg/ml
AP/LP

10 mM HEPES pH 8.0, 0.2% Triton, 5%
Glycerin, 150 mM NaCl, 1 mM DTT, 1
ug/ml AP/LP

20 mM Tris pH 7.5, 200 mM NaCl, 1 mM
EDTA, 1 ug/ml AP/LP, 1 mM PMSF

20 mM TrisHCI pH 8.0, 10% Glycerol, 150
mM NaCl, 1 ug/ml AP/LP, 2 mM DTT
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4.6. Stamm-L6ésungen

Bezeichnung Inhalt
Ampicillin 100 mg/ml
Aprotinin (1000x) 1 mg/ml

ATP

Digitonin

Dithiothreitol (DTT)

Hoechst 33258

Kanamycin
Leupeptin/Pepstatin (1000x)
Penicillin/Steptomycin (1000x)

100 mM in 100 mM Mg(OAc),, 20 mM HEPES
(pH 7.4)

10% (w/v) in DMSO

1M

0.1 mg/ml

50 mg/ml

1 mg/ml von jedem in DMSO

Penicillin 10000 U/ml, Streptomycin 10 mg/ml

4.7. Zelllinien
Zelllinie Eigenschaft
HelLaP4 Hela-Zelllinie, die verschiedene fir die HIV-

HelaNFAT adhérent

HelaNFAT spinner

Infektion bendtigte Oberflachenrezeptoren
exprimiert (CD4, CXCR4, CCR5) und das Gen
B-Galaktosidase unter der Kontrolle der HIV-
1 LTR enthalt (Charneau et al., 1994 [140]).
Adhéarente Hela-Zelllinie, die stabil mit GFP-
NFAT transfiziert wurde (Hutten et al.,, 2006
[51]).

Spinner Hela-Zelllinie, die stabil mit GFP-
NFAT transfiziert wurde (Kehlenbach et al.,
1998 [128]).
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4.8. Bakterien (E.coli)

Name Eigenschaft

BL21(DE3) F  ompT hsdSg(rg mg’) gal dcm (DE3) supE44
AlacU169 (680 lacZzAM15)

DH5a hsdR17 recAl end Al gyrA96 thi-1 relAl

4.9. Technische Gerate

Gerat

Herkunft

Appliskan

Documentation system LAS 3000
EmulsiFlex-C3

FACS Canto™II

Axioskop2

LSM 510 meta

Sequenzierer, Genetic Analyzer 3100
Spektralphotometer

Thermocycler

Tischzentrifuge

Ultrazentrifuge

Thermo Scientific

Fujifilm

Avestin Inc

BD Biosciences

Carl Zeiss

Carl Zeiss

Applied Biosystems

Eppendorf

Perkin Elmer, Biometra, Biotech
Eppendorf

Beckman Coulter

UV-Cross-Linker Biometra
4.10. Software

Software Herkunft
AxioVision (LE) Rel. 4.5 Zeiss

Chromas Lite 2.01

Delta vision sofware

Technelysium

Applied Precision
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EndNoteX1

Image Reader LAS 3000
LSM image browser
LSM software

Nucleid Acid Sequence Massager

Photoshop® CS2

Thomson Reuters
Fujifilm
Carl Zeiss

Carl Zeiss

http://www.attotron.com/cybertory/analy

sis/seqMassager.htm

Adobe”

4.11. zur Verfiigung gestellte Vektoren

Name Herkunft/Referenz
pET28b Novagen

PGEX-KG Amersham

pEF-HA O.Fackler

pMal-C2 NEB

pEGFP-C1 Clontech
pcDNA3.1(+)-Ha Sarah Walde
pmRFP-C1 Clontech

pmRFP-N1 Clontech

4.12. zur Verfiigung gestellte Plasmide

Name Nummer Herkunft/Referenz
CRM1-HA 532 Christiane Spillner
NC2B-GFP, 502 Kahle et al., 2009 [125]

Rev(47-116)-GFP,-cNLS | 423
Rev68-90-GFP2-M9core | 623

Hutten et al., 2008 [93]
Hutten et al., 2009 [94]

86



4.13. Selbst klonierte Plasmide

Name Nummer | Vektor Primer Restriktionsenzyme
MBP-NLP1 | 684 pMal-C2 G445, G446 BamH1, Hindlll
fl
GFP-NLP1 fl | 695 pEGFP-C1 G445, G446 BamH1, Xbal
HA-NLP1fl | 679 pEF-HA G445, G446 BamH1, Xbal
NLP1 fl-HA | 866 pcDNA3.1(+)- | G472, G773 Hindlll, BamH1

HA
RFP-NLP1 fl | 698 pmRFP-C1 G445, G446 BamH1, Xbal
NLP1 fI-RFP | 867 pmRFP-N1 G472, G773 BamH1, Xbal
GST-NLP1 683 pGEX-KG G445, G449 BamH1, Hindlll
1-204
GST-NLP1 859 pGEX-KG G565, G579 BamH1, Hindlll
1-165
His-NLP1 1- | 840 pET28a ausgeschnitten | BamH1, Hindlll
204 aus GST-NLP1

1-204

GST-NLP1 680 pGEX-KG G448, G446 BamH1, Hindlll
205-423
GST-NLP1 825 pGEX-KG G763, G446 BamH1, Hindlll
165-423
GST-NLP1 852 pGEX-KG G643, G644 BamH1, Hindlll
130-230
GST-NLP1 862 pGEX-KG G763, G449 BamH1, Hindlll
165-204-
6xHis
MBP-NLP1 | 823 pMal-C2 G566, G446 BamH1, Hindlll
24-423
His- 856 pET30b ausgeschnitten | Ncol, EcoR1
Snurportin aus #328
GFP- 857 pEGFP-C1 G769, G770 Xhol. EcoR1
Snurportin
MBP-NC2B | 872 pMal-C2 G774, G775 BamH1, Hindlll
GST-NC2p 871 pGEX-KG G774, G775 BamH1, Hindlll
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4.14. Durch , direkte in vitro Mutagenese” erstellte Plasmide

Name Nummer | Oligo Sequenz
MBP-NLP1 1550504 854 G641, Ursprungsplasmid ist MBP-
G642 NLP1 fl. Die Mutagenese
wurde mit der Phusion
durchgefiihrt (siehe Abschnitt
5.1.10.).
MBP-NLP1 870 G714, Ursprungsplasmid ist MBP-
155A204FGFG14,15’95,95AAAA G715 NLP1 165A204. Mit Hilfe des
G716, QuickChange®Site-Directed
G717 Mutagenesis Kits von
Stratagene wurden zuerst die
Aminosduren FGy4,15 und dann
FGos 96 zu Alaninen mutiert.

4.15. Oligonukleotide fiir Klonierungen

Name Nummer | Sequenz

NLP1fl-BamH1-f G445 TTTTGGATCCATGGCCATTTGTCAATTCTT
CCTTA

NLP1fl-Hind3/Xbal-r G446 TTTTAAGCTTTCTAGATTAAACATTTAGA
AGTTCCAGAGGTGG

NLP1-204-Hind3/Xba-r G449 TTTTAAGCTTTCTAGAGAGCAAAGCTACT
TTAGTTG

NLP1-205f-BamH1-f G448 TTTTGGATCCTCTGATGTAAAGATGGAG

NLP1pcDNA3.1(+)-HAf- G472 TTTTAAGCTTGATGGCCATTTGTCAATTC

Hind3-f TTCC

NLP1pcDNA3.1(+)-HAr- G773 TTTTGGATCCTTAACATTTAGAAGTTCCA

Hind3-r GAGG

NLP1-165f-BamH1-f G763 TTTTGGATCCTTCTTAACCAGCAATAAC

NLP1-24f-BamH1-f G566 TTTTTGGATCCGGTGCTAGGGGTGCAGG

NLP1-230r-6xHis-Hind3-r G643 ITTTAAGCTTTTAATGGTGATGGTGATGG
TGCGACATAAATGT

NLP1-130f-BamH1-f G644 TTTGGATCCGGGCAGTGGATGTTTTC

NLP1-204r-Spel-r G764 TTTTACTAGTTTAGAGCAAAGCTACTTAG
TTG
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Snurportin-Xho1-F

Snurportin-EcoR1-R
NC2B-BamH1-f
NC2B-BamH1-r

G769

G770
G774
G775

TTTTCTCGAGCTATGGAAGAGTTGAGTC
AGG
TTTTTGAATTCATTCTCCATGAGGCATCC

TTTTTGGATCC ATGGCTTCCTCGTCTGGC

TTTTTAAGCTTCTAGATATCATCATCATCT
TCTTC

4.16. Oligonukleotide fir Mutagenesen

Name Nummer | Sequenz
MutageneseNLP1FG/AA14- G714 CCTTCAAGGCCGGTGCCGCGLCLCGLCa
15F ATCGGTGCTGGAACG
MutageneseNLP1FG/AA14- G715 CGTTCCAGCACCGATCGGCGGCGCGAG
15R CACCGGCCTTGAAGG
MutageneseNLP1FG/AA96- G716 CTAACAGGAAGGAAGGCGCCGCCTTG
97f TCTGAGAACCCATTTGC
MutageneseNLP1FG/AA96- G717 GCAAATGGGTTCTCAGACAAGGCGGC
97R GCCTTCCTTCCTGTTAG
NLP1-delta-165-204f G641 GCTTGAATACCATAACTTCTCTGATGT
AAAGGATGGA
NLP1-delta-165-204r G642 TCCATCCTTTACATCAGAGAAGTTATG

GTATTCAAGC

4.17. Oligonukleotide fiir Sequenzierungen

Name Nummer | Sequenz

HisF 1000 CATCACCATCACCATCAC

pEF-HA vorwirts 206 GCCATCTATTGCTTACATTTGCTTCTGA
CACAACTG

pEF-HA riickwirts 207 CCAGGGCATTAGCCACACCAGCCACC
ACTTTCTG

pGEX5' 499 GGGCTGGCAAGCCACGTTTGGTG

pGEX3' 500 CCGGGAGCTGCAGTGGTCAGAGG

pMal5' 1111 GGTCGTCAGACTGTCGATGAAGCC

pMal3' 1112 CGCCAGGGTTTTCCCAGTCACGAC

T7-Terminator 1176 CTAGTTATTGCTCAGCGG
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4.18. Oligonukleotide fiir Fluoreszenz-in situ-Hybridisierung

Name Sequenz
(T)ao | Dig-(T)ao
4.19. siRNAs

Bei den in dieser Arbeit verwendeten siRNAs handelt es sich um Silencer®Select Pre-

designed siRNAs von Ambion.

Name siRNA ID Sequenz 5°-3° Herkunft
NLP1-siRNA8 s21878 AGGUAAUAAUAGACGUGGALtt | Ambion
NLP1-siRNA9 $21879 GAGCUUCAACUAACAGGAAtt | Ambion

4.20. Selbst hergestellte Proteine

Alle unten aufgefiihrten Proteine wurden von mir nach der jeweils angegebenen

Referenz aufgereinigt.

Name Spezies Referenz

His-CRM1 Mensch Guan et al., 2000 [141]
GST-Ran Mensch Diese Arbeit

RanQ69L Mensch Melchior et al., 1995 [142]
MBP-NLP1 fl Mensch Diese Arbeit

GST-NLP1 1-204 Mensch Diese Arbeit

GST-NLP1 1-165 Mensch Diese Arbeit

His-NLP1 1-204 Mensch Diese Arbeit
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GST-NLP1 205-423 Mensch Diese Arbeit

GST-NLP1 165-423 Mensch Diese Arbeit

GST-NLP1 130-230 Mensch Diese Arbeit

GST-NLP1 165-204 Mensch Diese Arbeit

MBP-NLP1 24-423 Mensch Diese Arbeit

MBP-NLP1 1650504 Mensch Diese Arbeit

MBP-NLP1 Mensch Diese Arbeit

165820aFGFG14,15 95 96AAAA

GST-Snurportin Mensch angelehnt an Strasser et al.,, 2004
[143]

His-Snurportin Mensch Diese Arbeit

GST-TAP Mensch Gruter et al., 1998 [144]

MBP-NC2p Mensch Kahle et al., 2009 [125]

MBP-Nup214-C-Terminus Mensch Hutten et al., 2006 [51]

(AS1859-2090)

GST-NC2pB Mensch Kahle et al., 2009 [125]

4.21. Zur Verfiigung gestellte Proteine

Die in der Liste unten aufgefiihrten Proteine wurden von Laborangehérigen nach
den angegebenen Referenzen aufgereinigt und standen als allgemeiner Stock frei

zur Verfligung.

Name Spezies Referenz

RanGAP Maus Mahajan et al., 1997 [90]
RanBP1 Mahajan et al., 1997 [90]
MBP-Nup88-C-Terminus Mensch Hutten et al., 2006 [51]
(AS 500-741)

HIV-Rev HIV Arnold et al, 2006 [108]
Ran WT Mensch Melchior et al, 1995 [142]
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4.22. Primarantikorper

Name Spezies Herkunft Verdiinnung ( A) WB,
B)IF)
CRM1 Ziege Stefanie Roloff A) 1:5000
B) 1:1000
HA Maus Convance (Babco) A) 1:1000
B) 1:1000
RanGAP Ziege Melchior-Lab A) 1:5000
Lamin A/C Maus BD Bioscience A) 1:1000
NLP1 3754 Kaninchen Diese Arbeit A) 1:1500
B) 1:500
NLP1 3755 Kaninchen Diese Arbeit A) 1:2500
B) 1:3000
Nup214 Kaninchen Saskia Hutten A) 1:200
B) 1:200
Ran Maus BD Bioscience A) 1:5000
B) 1:2000
RanBP1 Maus BD Bioscience A) 1:250
RanBP2 Ziege Hutten et al., 2008 B) 1:1000
[93]
RanBP3 Maus BD Bioscience A) 1:2500

4.23. Sekundarantikorper

Horseradish-Peroxidase gekoppelte Antikorper aus Esel gegen Maus, Kaninchen

oder Ziege wurden fiir Westernblot-Analysen 1:5000 und ELISAs 1:2000 verdiinnt

eingesetzt.

In der Immunfluoreszenz wurden aus Esel gewonnene Antikdper gegen Maus, Ziege

und Kaninchen, die Alexa488- und Alexa594-gekoppelt waren, in einer Verdiinnung

von 1:1000 - 1:2000 eingesetzt.
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5. METHODEN

5.1. Molekularbiologische Methoden

5.1.1. Transformation chemisch kompetenter Bakterien

Die chemisch-kompetenten gemachte Bakterien werden auf Eis aufgetaut und dann
far 30 Minuten auf Eis mit der zu transformierenden DNA inkubiert. Nach einem
Hitzeschock fir 90 Sekunden bei 42°C und anschlieBendem Runterkihlen der
Bakterien auf Eis fir 2 Minuten, wird 400 pl SOC-Medium zu den Zellen gegeben.
Nach einer Inkubation von einer Stunde bei 37°C im Bakterienschiittler kdnnen die

Zellen auf LB-Agarplatten inkubiert werden.

5.1.2. Plasmid-Aufreinigung (Minipraparation)

Geringe Plasmid-DNA-Mengen werden durch alkalische Lyse (Birnboim et al., 1979
[145]) und nachfolgende Prazipitation isoliert. Hierzu wird eine 2 ml
Ubernachtkultur abzentrifugiert (1000 g, 1 min) und in 200 ul Puffer P1
resuspendiert. Die Lyse erfolgt durch Zugabe von 200 ul Lysierungspuffer P2 und
nachfolgendes Invertieren fir 5 min bei Raumtemperatur. Chromosomale DNA und
Proteine werden danach durch Zugabe von 200 pl Neutralisationspuffer P3 fiir 5
min auf Eis gefallt. Durch Zentrifugation (13,000 g, 30 min) findet eine Trennung der
I6slichen Plasmide von den unléslichen Komponenten (Chromosomale DNA und
Proteine) statt. Zur Fillung der Plasmide wird 600 ul des Uberstandes mit 1 ml
eiskaltem 100% Ethanol gemischt und die Plasmide 15 min bei 13000 g
abzentrifugiert. Nach einem Waschschritt mit 70% (v/v) Ethanol wird das
Plasmidpellet getrocknet und in 50 ul TE-Puffer aufgenommen.

GrolBere Plasmidmengen wurden mit Hilfe des NucleoBond®PC100 oder PC500 von

Macherey&Nagel gereinigt.
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5.1.3. DNA-Konzentrationsmessung

Die DNA-Konzentration wurde bei OD,59 photometrisch gemessen. Das Verhaltnis
ODyg0 zU ODygg liefert dabei Informationen Uber die Reinheit der DNA. Der Quotient

sollte zwischen 1,8 und 2 liegen.

5.1.4. Agarosegelelektrophorese

Um Plasmide oder DNA-Fragmente ihrer Grofse nach aufzutrennen, wird die DNA
mit 10x DNA-Probenpuffer versetzt und auf das mit Ethidiumbromid (5 pg/ml)
versetzte Agarosegel aufgetragen. In dieser Arbeit wurden je nach GréRe des DNA-
Fragments 0.5-2 % Agarosegele verwendet. Die Auftrennung der DNA-Fragmente
erfolgt durch Anlegung einer Spannung von 80-140 V. Die Analyse erfolgt mit Hilfe
von UV-Licht (Wellenldange 365 nm).

5.1.5. Isolation von DNA aus Agarosegel

Nachdem die DNA-Fragmente durch Agarosegelelektrophorese aufgetrennt sind,
konnen die DNA-Banden ausgeschnitten und die DNA mit Hilfe des

NucleoSpin®Extract II-Kits von Macherey&Nagel gereinigt werden.

5.1.6. DNA-Verdauung durch Endonucleasen

Mit Hilfe von Restriktionsendonucleasen kénnen Phosphodiesterbindungen der
DNA hydrolytisch gespalten werden. Dabei erkennt das Enzym spezifische,
palindromische Sequenzen, die flr jedes Enzym unterschiedlich sind.

Zum Schneiden von PCR-Produkten wund Plasmid-DNA werden je nach

Herstellerangaben 1-8 U Enzym pro 1 pg DNA eingesetzt und der angegebene Puffer
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verwendet. Die Reaktion erfolgt, wenn nicht anders angegeben, bei 37°C fir 1-3

Stunden.

5.1.7. Ligation

Mit Hilfe von DNA-Ligasen kénnen 3’-Hydroxylgruppen und 5’-Phosphatgruppen
von DNA-Strangen zu einer Phosphodiesterbindung verbunden werden.

In einem Reaktionsvolumen von 10 ul werden 1 U T4-Ligase (Fermentas),
Ligationspuffer (Fermentas), Insert und Vektor gemischt und 1 Stunde bei
Raumtemperatur inkubiert. Das Verhaltnis von Insert zu Vektor liegt hierbei bei 1:3-
1:6. Nach der Ligation wird die Halfte des Ligationsansatzes in kompetente DH5a

transformiert.

5.1.8. Sequenzierung von Plasmiden

Alle Plasmide, die durch PCR erstellt wurden, wurden mit Hilfe der Ketten-Abbruch-
Reaktion nach Sanger et al 1977 [146] sequenziert. Die Reaktionen werden mit Hilfe
des BigDye Terminator v1.1 cycle sequencing kit von Applied Biosystems
durchgefihrt. Hierzu werden ca. 200 ng Plasmid-DNA, 10 pmol Primer, 2 ul
Sequenzierungspuffer und 1 pl Sequenzierungsmix gemischt und mit H,O auf 10 ul
aufgefillt. Das PCR-Programm ist unten aufgefihrt.

AnschlieBend muss der PCR-Ansatz gereinigt werden. Dazu wird dem PCR-Ansatz 1
pl 125 mM EDTA, 1 pl 3 M Na-Acetat pH 5.2 und 50 pl 100% Ethanol hinzugefiigt
und far 20 min bei 13.000 g zentrifugiert. Das Pellet kann dann mit 70% (v/v)
Ethanol gewaschen werden. Nach Trocknen der DNA wird diese in 30 ul H,O
aufgenommen. Die Sequenzierung erfolgt mittels , Genetic Analyser 3100“ der
Firma Applied Biosystems im Gottinger Zentrum fiir Molekulare Biowissenschaften

(GZMB).
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Vorgang Temperatur Dauer
Primadre DNA-Denaturierung 96°C 2 min
Denaturierung 96°C 10s
Primer-Annealing 55°C 15s
Elongation 60°C 4 min

5.1.9. Polymerase-Kettenreaktion (PCR)

Durch das Prinzip der Polymerase-Kettenreaktion, das auf K.B. Mullis et al , 1990
[147] zurlickzufihren ist, ist eine Amplifikation spezifischer DNA-Fragmente
moglich. Hierzu sind zwei Primer notwendig, die den Anfang und das Ende des
Amplikons definieren.

Das Reaktionsvolumen einer typischen PCR betragt 50 ul und enthalt 50-500 ng
DNA-Template oder 1-2 pl cDNA, jeweils 20 pmol des Vorwarts- und Rickwarts-
Primers, 200 uM dNTPs und 1-2 U Polymerase ( Vent, Phusion, oder PAN ScriptDNA
Polymerase). Annealing-Temperaturen wurden mit Hilfe von Online-Kalkulatoren
berechnet  (http://www.basic.northwestern.edu/biotools/oligocalc.html  beim
Gebrauch von Vent und PAN ScriptDNA Polymerase und
https://www.finnzymes.fi/tm_determination.html bei der Phusion-Polymerase). Die
Amplifikationszeit hdangt von der Prozessivitdt der jeweiligen Polymerase ab (PAN
ScriptDNA Polymerase und Vent 500 bp/min, Phusion 1 kb/15-30s). Ein typisches

PCR-Programm ist unten dargestellt.

Vorgang Temperatur | Dauer
Primdre DNA-Denaturierung 96°C 2 min
Denaturierung 96°C 10s
Primer-Annealing 45-70°C 15-30s 35 Zyklen
Elongation 72°C an Polymerase
angepasst
Abschluss-Elongation 72°C 10 min
Kiihlung 4°C oo
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5.1.10. Gerichtete in vitro Mutagenese

Zur Herstellung des MBP-NLP1 1654504-Konstrukts wurden revers-komplementare
Primer konstruiert, die den zu deletierenden Bereich umfassen. Als Matritze dient
das Plasmid, in das die Mutation eingefligt werden soll.

Der Reaktionsansatz enthédlt 5 pmol jeden Primers, 5 nmol dNTPs, 10 ul 5xPhusion-
Puffer, 200 ng DNA und 0.5 pl Phusion. Nachdem das PCR-Programm (siehe Tabelle
unten) beendet ist, wird dem PCR-Ansatz DPN1 hinzugefiigt, was zum Verdau der
methylierten bakteriellen DNA flhrt. Nach dem DPN1-Verdau bei 37°C kann die
DNA in kompetente Bakterien transformiert werden.

Zur Herstellung aller FG-Repeat-Mutationen wurde strikt nach dem Protokoll des
QuickChange Site-Directed Mutagenesis Kits von Stratagene vorgegangen. Die
Primer fiir diese Mutationen wurden ebenfalls so konstruiert, dass sie den Bereich
umfassen, in dem der Basenaustausch stattfinden soll, sowie die neueingefiigten

anstelle der auszutauschenden Basen.

Vorgang Temperatur Dauer

Primdre DNA-Denaturierung 98°C 30 min

Denaturierung 98°C 15s

Primer-Annealing 55°C 30s 30 Zyklen
Elongation 72°C 3 min
Abschluss-Elongation 72°C 12 min

5.2. Biochemische Methoden

5.2.1. Trennung von Proteinen mittels SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese (SDS-

PAGE)

Die Trennung von Proteinen erfolgte nach der von Laemmli et al., 1970 [148]
beschrieben Methode. Proteinproben werden mit Proteinprobenpuffer versetzt, fir

5 min bei 95°C aufgekocht, um dann bei 25 mA der GréRe nach im elektrischen Feld
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aufgetrennt zu werden. In dieser Arbeit wurden 10-12% Gele, sowie Gradientengele

(5-20%) verwendet.

5.2.2. Coomassiefarbung

Durch die Coomassiefarbung ist es moglich Proteine im SDS-Gel sichtbar zu machen,
da das Farbemittel Coomassie Brilliant Blue G-250 unspezifisch an kationische
Aminosauren bindet.

Um die Farbung durchzufiihren, werden die Proteine im SDS-Gel 15 min bei RT
fixiert (Coomassie-Fixierlosung) und dann solange mit der Coomassie-Farbel6sung
gefarbt, bis das gewiinschte Ergebnis erreicht ist. Uberschiissige Farbelésung kann

durch mehrmaliges Waschen mit Wasser entfernt werden.

5.2.3. Colloidale Coomassie-Farbung

Eine sensitiviere Detektion von Proteinen wird durch die Anwendung der
Colloidalen Coomassie-Farbung nach Neuhoff et al., 1988 [149] erreicht. Hierzu
werden die SDS-Gele zunachst 1 Stunde mit der Colloidalen Coomassie-Fixierlésung
fixiert, zweimal fir 10 min bei RT mit Wasser gewaschen, um dann die Proteine
Uber Nacht mit einem Gemisch aus 20% Methanol und 80% Colloidaler Coomassie-
Farbeldsung anzufiarben. Uberschiissige Farbelésung kann dann mit Wasser entfernt

werden.

5.2.4. Proteintransfer mittels Western Blot mit  anschlieBendem

immunologischem Nachweis

Mit Hilfe des Western Blots ist es moglich Proteine aus dem Polyacrylamidgel auf
eine Membran bestehend aus Nitrozellulose zu transferieren (Towbin et al., 1979

[150]). Wahrend dieser Arbeit wurde auschlieBlich die Nass-Blot-Methode
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verwendet. Bei dieser Blot-Methode wird das Acrylamidgel luftblasenfrei auf die
Membran gelegt und beides wird in Filterpapier (Whatman) eingebettet (2 Papiere
auf jeder Seite). Sowohl Filterpapiere als auch Membran wurden vorher im Western
Blot-Puffer (WB-Puffer) dquiliebriert. Das Blot-Sandwich wird in eine “Blot-Cassette”
gegeben, die dann in die mit WB-Puffer gefiillte Kammer eingesetzt wird. Dabei ist
darauf zu achten, dass das Gel zur Kathode zeigt. Der Transfer findet dann bei 4°C
far 75 min bei 400 mA statt.

Um erfolgreiches Blotten zu Uberprifen, konnen die Proteine auf der Membran
durch eine Ponceau S-Farbung sichtbar gemacht werden.

Nachfolgend wird die Membran in PBS-Tween gewaschen und mit PBS-Tween mit 5
% Milchpulver fiir mindestens 30 min geblockt, um unspezifische Bindungen der
Antikérper zu vermeiden. Ubernacht und bei 4°C wird der erste Antikdrper in wie im
Materialteil beschriebener Verdinnung auf den Antikorper gegeben. Nach
dreimaligem Waschen mit PBS-Tween fir jeweils 5 min kann die Inkubation mit
dem zweiten, HRP-gekoppelten Antikorper (Verdiinnung 1:5000) fir mindestens 1
Stunde bei RT stattfinden. Die Detektion des zweiten Antikorpers erfolgt nachdem
der {berschiissige Antikorper weggewaschen wurde, mit dem L,ECL Western
blotting analysis system” von Pierce und einem Chemilumineszenz-Imaging System

(LAS 2000).

5.2.5. Expression rekombinanter Bakterien

Wenn nicht anders angegeben, werden die mit den jeweiligen Plasmiden
tranformierten Bakterien (BL21(DE3)) auf LB-Agar am Vortag der Expression
ausgestrichen. Am nachsten Tag werden die Bakterien durch Abspihlen mit
Medium in 2 | LB-Medium gegeben und im Bakterienschiittler bei 37°C solange
wachsen lassen, bis die exponentielle Wachstumsphase (ODggo von 0.4-0.8) erreicht
wird. Nach Erreichen von ODggg 0.6 werden die Zellen mit 0.5 mM IPTG fiir 4 h bei
25°Cinduziert.

Um die Bakterien zu ernten, werden sie fiir 15 min bei 4,000 g abzentrifugiert und

konnen danach bei -80°C gelagert werden.
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5.2.6. Dialyse aufgereinigter Proteine

Alle aufgereinigten Proteine werden, wenn nicht anders angegeben, iber Nacht bei

4°C gegen Transportpuffer (+ 2 mM DTT) dialysiert.

5.2.7. Reinigung MBP-fusionierter NLP1-Proteine

Die Grundlage fir diese Aufreinigung bildet das Reinigungsprotokoll von Rouzic et
al., 2002 [99], das von mir modifiziert wurde.

Das Bakterien-Pellet wird im Wasserbad aufgetaut und in 10 ml NLP1-
Aufschlusspuffer resuspendiert. Dann werden die Zellen mit Hilfe der EmulsiFlexC3
aufgeschlossen und bei 100,000 g fiir 30 min zentrifugiert. Der Uberstand wird 1:5
mit NLP1-Verdiinnungspuffer verdiinnt und auf 1 ml Amylose-Resin-Matrix, die
vorher mit dem gleichen Puffer dquilibiriert wurde, gegeben. Die Bindung erfolgt fir
1.5 h auf dem Drehrad bei 4°C. Danach wird die Amylose-Resin-Matrix 3 x 10 min
mit NLP1-Waschpuffer gewaschen und die gebunden Proteine mit 10 mM Maltose

eluiert.

5.2.8. Reinigung GST-fusionierter NLP1-Proteine

Die Reinigung erfolgt wie bei den MBP-fusionierten NLP1-Proteinen. Anstatt
Amylose-Resin wird hier Glutathion-Agarose verwendet und die Elution erfolgt mit

20 mM Gluthation, pH>8.

5.2.9. Reinigung von His-NLP1 1-204

Das Pellet wird in 25 ml His-NLP-Aufschlusspuffer (50 mM Tris pH 8.0, 2 % Triton, 2
mM DTT, 1 pg/ml AP/LP) aufgenommen und die Bakterien danach durch die

EmulsiFLex-C3 aufgeschlossen. Nach einer 100,000 g Zentrifugation flir 20 min wird
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das Pellet, indem sich das unlosliche His-NLP 1-204 befindet, zweimal mit Hilfe eines
Douncer-Homogenisators in je 25 ml His-NLP-Resuspensionspuffer (50 mM Tris pH
8.0, 4 M Harnstoff, 1 mM DTT, 1 pg/ml AP/LP) resuspendiert und wieder bei
100,000 g abzentrifugiert. Das neuentstandene Pellet wird in 30 ml His-NLP-
Losungspuffer (50 mM Tris pH 8.0, 8 M Harnstoff, 1 mM DTT, 1 ug/ml AP/LP)
aufgenommen, erneut mittels Douncer-Homogenisators resuspendiert und wieder
20 min bei 100,000 g zentrifugiert. Der Uberstand wird nun fiir 1 Stunde auf zuvor
aquilibrierte Ni-NTA-Agarose (Qiagen) gegeben. Nachdem die Agarose einmal mit
His-NLP1-L6sungspuffer und zweimal mit His-NLP1-Lésungspuffer + 30 mM Imidazol
gewaschen wurde, konnte das Protein mit 300 mM Imidazol eluiert werden.

Dialysiert wurde Gber Nacht gegen PBS + 1 mM DTT.

5.2.10. Reinigung von His-Snurportinl

Das Pellet wurde in 50 ml PBS mit 2 mM DTT, 1 pg/ml AP/LP aufgenommen und
mittels EmulsiflexC3 aufgeschlossen. Nach 20 minttiger Zentrifugation (100,000 g)
wurde der Uberstand fiir 1.5 h auf zuvor dquilibrierte Ni-NTA-Agarose (Qiagen)
gegeben. Nach drei Waschschritten mit PBS, 2 mM DTT, 30 mM Imidazol, 1 pg/ml
AP/LP wurde das Protein mit 300 mM Imidazol in PBS, 2 mM DTT, 1 pg/ml AP/LP

eluiert.

5.2.11. Reinigung von GST-Ran

Das Pellet wurde in 50 ml PBS mit 2 mM DTT, 1 pug/ml AP/LP aufgenommen und
mittels EmulsiflexC3 aufgeschlossen. Nach 20 mindtiger Zentrifugation (100,000 g)
wurde der Uberstand fiir 1.5 h auf zuvor aquilibrierte Gluthation-Sepharose (GE-
Healthcare) gegeben. Nach drei Waschschritten mit PBS, 2 mM DTT, 1 pug/ml AP/LP
wurde das Protein mit 20 mM Gluthation in PBS, 2 mM DTT, 1 ug/ml AP/LP eluiert.
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5.2.12. Reinigung von GST-NC2j3

Die Reinigung von GST-NC2B wurde wie von Kahle et al., 2009 [125] beschrieben

durchgefihrt.

5.2.13. Reinigung von GST-TAP

Die Reinigung von GST-TAP wurde wie bei Griter et al., 1998 [144] beschreiben

durchgefihrt.

5.2.14. Reinigung von CRM1-His

Die Reinigung von His-CRM1 wurde wie von Guan et al., 2000 [141] beschrieben
durchgefihrt.

5.2.15. Reinigung von MBP-Nup214

Die Reinigung von MBP-Nup214 wurde wie von Hutten et al., 2006 [51] beschreiben
durchgefihrt.

5.2.16. Reinigung von RanQ69L

Die Reinigung von RanQ69L wurde wie von Melchior et al, 1995 [142] beschrieben
durchgefihrt.

5.2.17. in vitro O-Glykosylierung von GST-p62 und MBP-NLP1

7.75 uM MBP-NLP1 oder 5.5 uM GST-p62 werden mit 0.8 uM O-GlcNAc-Transferase

(OGT) und 1 mM UDP-N-Acetyl-Glucosamin (zur Verfliigung gestellt von Aksana
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Labokha, MPI Gottingen) Gber Nacht bei RT inkubiert. Die Analyse erfolgte durch

SDS-PAGE mit nachfolgender Coomassie-Farbung.

5.2.18. Bindungsstudien mit MBP-oder GST-fusionierten Proteinen

Flr Bindungsstudien werden pro Ansatz 5 pug der zu immobilisierenden Proteine an
20 pl ihrer jeweiligen Matrix gebunden, die zuvor mit Transportpuffer + 1 ug/ml
AP/LP, 2 mM DTT 4&quilibriert wurde. Fir MBP-fusionierte Proteine wird 20 pl
Amylose-Resin und fiir GST-fusionierte Proteine wird Glutathion-Agarose
verwendet. Die Immobilisation erfolgt fir 1.5 h auf dem Drehrad bei 4°C.
Ungebundenes Protein wird durch mehrmaliges Waschen mit kaltem
Transportpuffer + 1 pug/ml AP/LP, 2 mM DTT entfernt. Durch das nachfolgende
Blockieren der Matrix mit 1% BSA (w/v) in Transportpuffer fir 30 min bei 4°C soll
unspezifisches Binden von Proteinen vermieden werden.

Die Bindungsreaktion findet in einem Volumen von 300 pl Transportpuffer (+ 1
ug/ml AP/LP, 2 mM DTT) statt. Hierzu werden 5 pg der jeweiligen Bindungspartner
zum immobilisierten Protein hinzugegeben und der Ansatz wird bei 4°C fiir 1.5 h auf
dem Drehrad inkubiert. Um alle ungebundenen Proteine zu entfernen, wird der
Ansatz mehrmals mit kaltem Transportpuffer gewaschen. Die gebundenen Proteine
konnen dann durch Zugabe von 50 ul Proteinprobenpuffer eluiert und durch SDS-

PAGE und nachfolgende Colloidale Coomassie-Farbung analysiert werden.

5.2.19. Enzymgekoppelter Immunadsorptionstest (ELISA, Engvall et al, 1971 [151])

Die Immobilisierung von 300 ng (120 nM) GST-Ran an eine 96well Platte mit
Proteaseinhibitoren findet Gber Nacht in Transportpuffer bei 4°C statt. Am nachsten
Morgen wird ungebundenes Protein durch Waschen mit TP-Puffer + 3% BSA
entfernt, GST-Ran mit GTP/GDP beladen (nach Kehlenbach et al., 1999 [50]) und
dabei unspezifische Bindungsstellen mit 3% BSA in TPB geblockt ( alternativ kann

auch nach der Ran-Beladung fiir 30 min mit 3% BSA geblockt werden). Einmal
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Waschen mit TP-Puffer + 3% BSA entfernt ungebundene Nucleotide. Die
nachfolgende Bindungsreaktion findet fir 75 min bei RT in einem Volumen von 50
ul statt. Jeder Ansatz entalt 300 ng (70 nM) MBP-NLP1 und ansteigende Mengen an
His-CRM1 (0, 1, 2.5, 5, 20, 50 nM). Einige Ansatze enthalten zusatzlich 300 ng (120
nM) His-Snurportin.

Nach dreimaligem Waschen mit TP-Puffer + 3% BSA kann die Antikorperdetektion
von gebundenem MBP-NLP1 durch den Kaninchen-Antikdrper a-NLP1 3754
(Verdiinnung, 1:5000, eine Stunde bei RT) und nachfolgendem HRP-gekoppeltem-
Antikorper gegen Kaninichen aus Esel (Verdiinnung 1:2000, eine Stunde bei RT)
erfolgen. Ungebundene Antikérper werden durch mehrmaliges Waschen mit TP-
Puffer entfernt. Die Analyse erfolgt mit Hilfe des ,TMB Substrate Reagent Sets” von
Millipore und Messen der OD4yo mittels ,Platten-Leser” (Appliskan von Thermo

Scientific).

5.2.20. Beladung von Ran mit GTP/GDP oder [y*’P]GTP

Die Beladung von Ran findet wie bei Kehlenbach et al., 1999 [50] beschrieben, statt.
Durch Zugabe von 15 mM EDTA und und einem Uberschuss des gewiinschten
Nucleotids (5 mM) zum Ran-Protein wird zundchst der Ran-Nucleotid-Komplex
aufgeldst (20 min RT), um dann durch Zugabe von 40 mM MgCl;, erneut gebildet zu
werden (15 min auf Eis).

Zur Beladung von Ran mit radioaktivem [yszP]GTP wird Ran verwendet, das zuvor
schon mit GTP beladen war, da GDP eine hohere Affinitdt zu Ran besitz als GDP.
Somit wird die Effizienz des Austausches von GTP zu [y32P]GTP erhoht. Nicht

gebundenens GTP bzw [y*2P]GTP kann mit Hilfe einer PD-10-Saule entfernt werden.

5.2.21. RanGAP1-Assay

Die RanGAP-Assays wurden wie in Askjaer et al.,, 1999 [106] durchgefiihrt. Im
Reaktionsansatz (60 ul) befinden sich 430 nM CRM1, 500 nM Ran[v32P]GTP und
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ansteigende Mengen der angegebenen Nucleoporine (MBP-NLP1 (1-423), MBP-
Nup214-C-Terminus (AS1859-2090), Nup-88-C-Terminus (AS 500-741)). Nach 20
minitiger Komplexformation bei RT wird fir weitere 10 min 16 nM RanGAP1
hinzugegeben. Die Reaktion wird durch Zugabe von 1 ml Stopplosung (7% (w/v)
Aktivkohle, 10% (v/v) Ethanol, 100 mM HCI, 10 mM Na,H,P0Q4) abgestoppt. Durch
anschlieRendes Zentrifugieren fir 4 Minuten bei 13,000g werden die
Proteinkomponenten abgetrennt. Die Menge des freigesetzten radioaktiven y**P im
Uberstand wird durch Szintillationsmessung ermittelt. Die GTP-Hydrolyse wird in
Prozent angegeben, wobei 100% GTP-Hydrolyse dem Ansatz entspricht, der kein

Nucleoporin enthalt.

5.2.22. Affinitats-Aufreinigung polyclonaler Antikérper

Von mir aufgereinigtes His-NLP1 1-204 wurde zur Immunisierung zweier Kaninchen
durch die Firma BioGenes verwendet. Die Aufreinigung der Antikdrper aus den
gelieferten Seren erfolgt wie folgt: Zuerst wird rekombinantes MBP-NLP1 (iber
Nacht gegen Carbonatpuffer (0.2 M NaHCO; pH 9.8) dialysiert und anschlieRend fir
4 Stunden bei RT an CNBr-Matrix gekoppelt (1 mg MBP-NLP1/ml Matrix). Um die
Effizienz der Kopplung zu Uberprifen, wird die optische Dichte bei 280 nm vor und
nach dem Koppeln gemessen. Die Matrix wird zweimal mit Carbonatpuffer
gewaschen und dann eine Stunde mit 100 mM Ethanolamin geblockt. Nach
weiteren drei Waschschritten mit 500 mM NaCl in PBS kann die
Affinitatsaufreinigung erfolgen. 750 pl der MBP-NLP1-gekoppelten Beads werden
Giber Nacht mit 10 ml Serum verdiinnt mit 30 ml PBS, bei 4°C inkubiert. Am
nachsten Morgen wird die Matrix zweimal mit PBS + 500 mM NaCl gewaschen, in
eine Saule gefullt und solange weiter gewaschen, bis im Durchfluss kein Protein
mehr nachzuweisen ist. Die Antikorper werden mit Elutionspuffer (200 mM
Essigsaure pH 2.7, 500 mM NaCl) eluiert, wobei 500 pl Fraktionen gesammelt und
schnell mit 1 M Tris Base neutralisiert (100 pl/ Fraktion) werden. Mittels Ponceau-
Farbung werden die Fraktionen ermittelt, die den Antikorper enthalten. Diese

Fraktionen werden vereinigt, eingeengt auf ca. 500 pl und der Puffer gegen PBS
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ausgetauscht. AnschlieBend werden die Antikérper mit einem Volumen 87%

Glycerol (v/v) versetzt und bei -20°C gelagert.

Name des Antikorpers Verdinnung im WB Verdiinnung in IF
NLP1 3754 1:2000 1:500
NLP1 3755 1:2500 1:3000

5.3. Zellbiologische Methoden

5.3.1. Kultivierung adhdrent-wachsender HelLa-Zellen

Adhéarent-wachsender Hela-Zellen werden auf 10 cm Platten in ,Dulbecco’s
modified Eagle Medium“ (DMEM) mit 10% (v/v) fetalem Kalberserum (FCS) und 2
mM Glutamin in einem humiden Inkubator mit 5 % CO, bei 37°C gehalten. Kurz
bevor die Zellen konfluent werden, werden sie 1:10 aufgeteilt. Hierzu werden sie
zunachst mit PBS gewaschen, mit Trypsin/EDTA abgeldst und mit frischem Medium

verdinnt.

5.3.2. Beschichten der Deckglaschen mit Poly-L-Lysin

Um die Adhdrenz von Hela-Zellen auf Deckgldaschen zu verbessern, werden diese
mit Poly-L-Lysin beschichtet. Nachdem die Deckglaschen mit Isopropanol entfettet
sind, wird jedes Slide mit einem Tropfen 0.01% Poly-L-Lysin (v/v) beschichtet. Nach
30 min werden die Deckgldaschen einmal mit Wasser gewaschen und getrocknet.
Durch Behandlung mit UV-Strahlung (3 min mit 0.12 J/cm?) werden die

Deckglaschen sterilisiert und sind somit Zellkultur geeignet.
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5.3.3. Transiente Transfektion mittels Calcium-Phosphat-Methode nach Ausubel

etal., 1994 [152]

Die zu transfizierenden Zellen befinden sich in 500 ul DMEM/24 well. 0.75-1 pg der
zu transfizierenden DNA wird in ein steriles 1.5 ml EppendorfgefaR gegeben und
durch Vortexen mit 20 pl 250 mM CaCl, gemischt. Als nachstes wird 20 ul 2xHBS pH
6.93 hinzugegeben und 10 s gevortext. Nach einer Inkubation von 20-30 min wird
der gesamte Transfektionsansatz Gber Nacht auf die Zellen gegeben. Am néachsten
Tag werden die Zellen zweimal mit PBS gewaschen und neues Medium

hinzugegeben.

5.3.4. Transiente Transfektion mittels Polyfect

Transiente Transfektion von Hela-Zellen mittels Polyfekt (Qiagen) wurde gemaf

Herstellerangaben durchgefiihrt.

5.3.5. Uberexpression und Detektion fluoreszierender Proteine

Hela-Zellen werden auf Poly-L-Lysin beschichteten 12 mm Deckgldaschen ausgesat
und dann wie oben angegeben transfiziert und fiir 24-48 h weiterkultiviert. Um die
Zellen zu fixieren, werden sie zweimal mit PBS gewaschen und dann mit 3.7% (v/v)
Formaldehyd in PBS fir 15 min fixiert. Um die Zellkerne anzufarben, kann der
Formaldehydlésung Hoechst 33258 (Verdiinnung 1:10.000) hinzugefiigt werden.
Danach werden die Zellen dreimal fur 5 min mit PBS gewaschen, getrocknet und im
Histogel-Mounting Medium (Linaris) eingebettet.

Ill

Zur Auswertung diente entweder das Fluoreszenz-Mikroskop , Axioskop I von Zeiss
oder das konfokale Mikroskop ,Zeiss LSM 510 Meta Konfokal Mikroskop“ sowie die

Software AxioVision(LE)Rel.IV.5.
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5.3.6. Indirekte Immunfluoreszenz

Hela-Zellen werden auf Poly-L-Lysin-beschichteten 12 mm Deckglaschen ausgesat,
transfiziert und fir 24-48 h weiter kultiviert. Wie oben beschrieben, werden die
Zellen 15 min mit 3.7% (v/v) Formaldehyd fixiert und einmal mit PBS gewaschen.
Um die Membranen der Zellen fiir die Antikérper durchgéngig zu machen, werden
die Zellen 5 min mit 0.5% (v/v) Triton permeabilisiert. Das Triton wird danach durch
Waschen mit PBS entfernt. Um unspezifische Bindungen der Antikorper zu
vermeiden, werden die Zellen fir 15 min mit 1% BSA in PBS geblockt. Nach dem
Blocken kann der erste Antikorper (Verdliinnung wie im Materialteil beschrieben)
fiir eine Stunde bei RT auf die Zellen gegeben werden. Nach drei anschlieRenden
Waschschritten fur je 5 min mit 1% BSA in PBS kann die Detektion des ersten
Antikorpers durch den zweiten, Alexa-gekoppelten Antikérper (Verdiinnung 1:1000
—1:2000, in PBS + 1% BSA) fiir eine Stunde bei RT erfolgen. Durch Waschen mit PBS
werden alle ungebundenen Antikorper entfernt (dreimal fir 5 min). Nun kénnen die
Zellen getrocknet und im Histogel (Linaris) eingedeckelt werden. Die Analyse erfolgt

wie bei der Detektion fluoreszierender Proteine.

5.3.7. Fluoreszenz-in situ-Hybridisierung (FISH) (Gall et al., 1969 [153]) in

Kombination mit Immunfluoreszenz

Die Fluoreszenz-in situ-Hybridisierung macht es moglich, spezifische RNA-Molekiile
in der Zelle zu lokalisieren. In dieser Arbeit wurde eine Digoxygenin-gekoppelte
Sonde (dT)40 verwendet, die gegen den ,Poly-A-Schwanz“ von mRNAs gerichtet ist.
Somit kann mit dieser Detektion die Lokalisation des gesamten poly(A)-mRNA-Pools
betrachtet werden.

Alle zu dieser Farbung erforderlichen Losungen werden mit DEPC behandelt um
RNasen zu inaktivieren. Hierzu wird Gber Nacht 0.1% DEPC zu den Puffern gegeben
und anschlieBend autoklaviert.

Die auf beschichteten Deckglaschen gewachsenen Zellen werden mit 3.7%

Formaldehyd fiir 15 min bei RT fixiert und danach mit 0.5 % (v/v) Triton in in PBS
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permeabilisiert. Zur Aquilibrierung werden die Zellen mit 2xSCC/25% (v/v)
Formamid fur 5 min inkubiert. Danach kann die Hybridisierung der Sonde (1 ng/ml
Hybridisierungspuffer) fir 2 h bei 37°C in einer feuchten Kammer durchgefihrt
werden. AnschlieBend werden die Zellen zweimal mit 2xSCC und 25% Formamid fir
je 15 min bei 37°C, einmal fiur 15 min mit 0.5x SCC bei RT und einmal mit 0.5% (v/v)
Triton in PBS gewaschen. Danach kann die Detektion der Sonde mittels
Immunfarbung stattfinden. Bei dem zweiten Antikdérper handelt es sich um ein
Fluorescein-Isothiocyanat (FITC)-gekoppelten Schaf anti-Digoxygenin-Fab-Fragment

(Roche), der 1:300 eingesetzt wird.

5.3.8. Transfekion von siRNAs mit Oligofectamin (Invitrogen) in HeLaP4-Zellen

Zur Transfektion von in dieser Arbeit verwendeten siRNAs, die gegen NLP1 gerichtet
sind, werden Hela-Zellen in 24well-Platten, die mit Poly-L-Lysin beschichtetem
Deckglaschen bestiickt sind, so ausgesat, dass sie zum Zeitpunkt der Transfektion
ca. 30% konfluent sind. Die Transfektion erfolgt wie im Protokoll von Invitrogen
angegeben. Es wird pro 24 well 100 nM siRNA verwendet. 12 h nach der
Transfektion findet ein Mediumwechsel statt. Zu diesem Zeitpunkt kénnen die
Zellen mit Plasmiden transfiziert werden. 48 h nach der siRNA-Transfektion ist die
Depletion von NLP1 optimal, was durch Westernblot-Analyse Uberprift werden

kann.

5.3.9. In vivo Exportassay von GFP-NFAT (nuclear factor of activated t-cells)

Stabiltransfizierte GFP-NFAT-Zellen (Hutten et al., 2006 [51]) wurden auf Poly-Lysin-
Deckglaschen ausgesat und NLP1 durch siRNA-Transfektion depletiert.

Am Vortag des Versuchs wird die Expression von GFP-NFAT durch Zugabe von 1 uM
Trichostatin A (TSA) induziert. Am nachsten Morgen findet ein Mediumwechsel mit
1 uM lonomycin in DMEM statt, was eine Dephosphorylierung und somit den

Import von GFP-NFAT zur Folge hat. Um den Export genauer zu untersuchen, wird
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nach 30 min das lonomycin griindlich mit DMEM weggewaschen, so dass GFP-NFAT
erneut phosphoryliert und der Export von GFP-NFAT stattfinden kann. Die Zellen
werden dafiir mit DMEM fir 1 h inkubiert. Durch anschlieende Fixierung der Zellen
mit 3.7% Formaldehyd wird der Export abgestoppt. Die Analyse erfolgt
mikroskopisch. Hierbei wird von jeweils 100 Zellen pro Ansatz die Lokalisation von

GFP-NFAT bestimmt.

5.3.10. In vitro Exportassay nach Kehlenbach et al., 1998 [128]

Stabil-transfizierte GFP-NFAT-Zellen (HeLa NFAT Spinner, Kehlenbach et al., 1998
[128]) werden am Vortrag mit 1 uM TSA induziert. Am nachsten Tag wird der Import
von GFP-NFAT durch Zugabe von 1 uM lonomycin fiir 30 min im Inkubator induziert.
Die Zellen werden mittels Trypsin von der Platte abgel6st, einmal mit eiskaltem PBS
+ 10% FCS und einmal mit eiskaltem PBS gewaschen, bevor sie mit 0.01% Digitonin
in Transportpuffer flir 5 min auf Eis permeabilisiert werden. Alle cytosolischen
Faktoren werden durch zweimal Waschen mit kaltem Transportpuffer entfernt. Nun
werden rekombinante Exportfaktoren (1.5 uM Ran, 225 nM CRM1, 4.5 uM MBP-
NLP1) in verschiedenen Kombinationen sowie ein ATP-regenerierendes System (1
mM ATP, 2.8 mM Creatinphosphat, 0.4 U Creatinphosphokinase) und ca. 1 pM
NFAT-Oligodimer (5° AGAGGAAAATTTGTTTCATA) zu den permeabilisierten Zellen
(100,000 pro Probe) gegeben. Der Export findet in Transportpuffer mit 2.5 mg/ml
BSA bei 30°oder 4°C statt. Zu den angegebenen Zeitpunkten werden den Ansatzen
Proben entnommen, bei denen der Export sofort durch Verdiinnen mit eiskaltem
Transportpuffer abgestoppt wird. Die Auswertung des Versuchs erfolgt mittels
Durchflusszytometrie. Um verschiedene Ansatze vergleichen zu kénnen, wurde die
zum Zeitpunkt O min gemessene Fluoreszenz auf 100% gesetzt und alle

nachfolgenden Werte darauf normalisiert.
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5.3.11. FLIP (fluorescence loss in photobleaching)

Um Export-Kinetiken von Shuttle-Konstrukten unter verschiedenen Bedingungen zu
vergleichen, werden FLIP-Experimente durchgefiihrt (abgewandelt aus Hilliard et
al., 2010 [154]). Hierzu werden Hela-Zellen auf beschichtete Deckglaschen ausgesat
und transfiziert.

Die Experimente werden mit dem ,LSM 510 Meta Konfokal Mikroskop” von Zeiss
mit einem ,LCI Plan-Neofluar63x/1.3 Imm Korr DIC Objektiv’ durchgefiuhrt und
finden bei 37°C in CO,-unabhdngigem Medium statt. Hierzu wird ein Bereich mit
festgelegter GrofRe (ROI1) im Cytoplasma der zu untersuchenden Zelle 200 bis 400-
mal durch den 488nm Argon-Laser mit 100% Intensitat geblichen und nach jedem
Bleichen ein Foto gemacht (Scantime 154msec (1,27us/pixel)). Um das Ausbleichen
der Fluoreszenz durch das Bildermachen zu vermeiden, wird die Laserintensitat auf
1.1% gesetzt. Vor dem ersten Bleichen werden zur Aquilibrierung 20 Fotos gemacht.
Fiir jeden Zeitpunkt wird mit Hilfe der ROI-Funktion (Region Of Interest) der LSM-
Software die Fluoreszenz verschiedener Bereiche gemessen. ROI1 ist der gebleichte
Bereich, ROI2 der Zellkern der geblichenen Zelle, ROI3 ein Bereich einer Referenz-
Zelle, die sich in der Nahe der geblichenen Zelle befindet und ROI4 ist der
Hintergrund. Die Fluoreszenzintensitat des Kerns wird dann wie folgt berechnet:
Fluoreszenzgern = (ROI2-ROI4)/(ROI3-ROI4). Um verschiedene Zellen miteinander
vergleichen zu konnen, werden die ,,Pra-Bleich-Fluoreszenzen” auf 1 normalisiert.

In der untenstehenden Liste sind die Daten der verschiedenen Experimente

aufgefihrt.

Experiment Anzahl der | Zeit zwischen den
Bilder Bildern

GFP-Snurportin mit RFP-NLP1 Cotransfektion 300 521 ms

NC2R-GFP, und NLP1-Depletion 200 512 ms

GFP-NLP1 und NC2R-GFP; +/-LMB 150 ca.2s
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5.3.12. FRAP (fluorescence recovery after photobleaching) (abgewandelt aus

Koster et al., 2006 [155])

Mit Hilfe von FRAP lasst sich eine Aussage Uber die Mobilitdt eines Proteins in
einem bestimmten Zellkompartiment machen.

FRAP findet wie beim FLIP-Experiment bei 37°C in CO,-unabhdngigen Medium mit
Hilfe des ,LSM 510 Meta Konfokal Mikroskop” von Zeiss statt.

Nachdem zur Aquilibrierung 20 Bilder gemacht wurden, findet ein einmaliges
Bleichen (ROI1) in einem definierten Bereich im Zellkern statt. Danach werden
weitere 380 Bilder gemacht (154 ms/Bild) und jedes Mal die Fluoreszenz in ROI1, in
einer Referenz-Zelle (ROI2) und des Hintergrundes (ROI3) gemessen. Die
Berechnung der Werte wurde mittels LSM-Software und Microsoft Exel

durchgefihrt.
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Abb. S1 A) Western Blot-Detektion von rekombinantem MBP-NLP1 und endogenem NLP1
Verschiedene Mengen MBP-NLP1 (1, 5, 10, 20, 40 ug) sowie eine ansteigende Anzahl von Hela-P4-
Zellen wurden auf ein SDS-Gel aufgetragen und die Proteine der GréRe nach elektrophoretisch
aufgetrennt. Die Detektion erfolgte durch Immunoblot-Analyse mit a-NLP1 3754-Antikorper
(1:2000). B) Immunofluoreszenz von Uberexprimiertem NLP1 Hela-Zellen wurden mit HA-NLP1,
NLP1-HA, RFP-NLP1 sowie NLP1-RFP transfiziert und die Lokalsisation sowohl von endogenem als
auch von Uberexprimiertem NLP1 durch indirekte Immunufluoreszenz mit a-NLP1 3754 (1:500)
analysiert. Die Sterne zeigen Zellen, die nicht transfiziert sind. Der Pfeil zeigt eine Zelle, die mit NLP-
HA transfiziert ist.
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6. ANHANG

GST-NLP GST-NLP  GST-NLP GST-NLP Z 6 input
165-423  205-423 130-230 165-204 O, 20%
CRM1 + + + + + + + + + + + + + + + + + + 4+
SPN1 + + + + + + + + + +
RanQB9LGTP + + + + + + + + + + +
CRM1
BSA
SPN1
MBP-NLP
MBP-NLP MBP-NLP MBP-NLP 1-423 1658204  GST-NLP  GST-NLP
1-423 24-423  1-423 50, FGFGAAAA 1-204 1-165
CRM1 + + + + + + + + + + + + + 4+ + + + + + + + + + +
SPN1 + + + + + + + + + + + +
RanQ69LGTP + + + + + + + + + + + +
CRM1
BSA
Ran

Abb. S2A Identifizierung der CRM1-Binderegion in NLP1 5 pg der jeweiligen NLP1-Fragmente (sowie
GST oder MBP als Kontrolle) wurden an ihre entsprechende Matrix gebunden und in verschiedenen
Kombinationen mit 5 pg His-CRM1, 5 pg His-Snurportinl und ca. 5 ug RanQ69LGTP inkubiert. Die
gebundenen Proteine wurden mit Proteinprobenpuffer eluiert und durch SDS-PAGE und
nachfolgende Coomassie-Farbung analysiert.
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6. ANHANG

MBP-NLP1 MBP-NLP
MBP-NLP1 24-423 1-423 . A
Crml + + + + + + + + CRM1 + o+ o+ o+
NES + + + + NES + +
RanQ69L + o+ + 4+ RanQ69L + +
CRM1 —
CRM1 MBP-NLP1 1580, —»
MBP-NLP1 MBP-NLP1 _
24-423 BSA
BSA
GST-NLP1 GST-NLP1- GST-NLP1
165-423 205-423 1-165
Crml + + + + + + + + CRM1 + + 4+ 4+
NES + + + + NES + +
RanQ69L + o+ + o+ RanQ69L _ + o+
Crm1 —| CRM1 — i &
: BSA —» |t St i
BSA s = . - b akos e fow
-y . y GST-NLP1 _’z...__‘.;. Sk
GST-NLP1 —/us - . GST-NLP1 1-165 )
165-423 C . o 7 205-423
GST-NLP1
1-204
CRM1 + + + +
NES + +
RanQ69L + o+
CRM1 —
GST-NLP1 —»
1-204

Abb. S2B Identifizierung der CRM1-Binderegion in NLP1 5 pg der jeweiligen NLP1-Fragmente
wurden an ihre entsprechende Matrix gebunden und in verschiedenen Kombinationen mit 5 pg His-
CRM1, NES-Peptid und ca. 5 pg RanQ69LGTP inkubiert (das NES-Peptid (CVDEMTKKFGTLTIHDTEK)
stammt aus NS2 protein of minute virus of mice (Askjaer et al.,, 1999 [106]). Die gebundenen

Proteine wurden mit Proteinprobenpuffer eluiert und durch SDS-PAGE und nachfolgende
Coomassie-Farbung analysiert.
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Abb. S4 Die subzelluldre Lokalisation von NC2B-GFP, und eines artifiziellen Shuttle-Konstrukts
(Rev(47-116)-GFP2-cNLS) wird durch Uberexpression von NLP1-HA ins Cytoplasma verlagert. Hela-
Zellen werden mit den Reporterproteinen NC2B-GFP, (A) oder Rev(47-116)-GFP2-cNLS (B) und NLP1-
HA (bzw. HA zur Kontrolle) cotransfiziert. Nach 48 h wurden die HA-Konstrukte durch indirekte
Immunfluoreszenz angefarbt. Die Analyse erfolgte durch Fluoreszenzmikroskopie und Auszéhlen (Die
Bilder der Kontrolle in A sind sind dieselben wie in Abb. 2.15.A, da es sich hier um einen Versuch
handelt). Der Graph gibt in Prozent an, wieviele der analysierten Zellen eine eindeutige
Kernlokalisation (N>C) von NC2RB-GFP, zeigen. Pro Transfektionsansatz wurden mehr als 100 Zellen
analysiert. Zur Kontrolle wurden die Zellen fiir 2,5 h mit 5 nM LMB behandelt. Die Fehlerbalken geben
die Standardabweichungen von mindestens drei unabhdngigen Experimenten an. Die p-Werte
wurden Hilfe des Student’s T-Tests ermittelt.

60 -

——

40
NLP-HA

% Zellen (N>C)

20 -

0 T T

100 - Mock KO
a Uba
o 80 - QNLPY [w |
VA
< 60 - ; :
[y
@
o 40 -
N
O\o 20 |
0
Mock siRNA

Abb. S5 NLP1 Depletion hat keinen Einfluss auf das ,steady state-Verhalten“ von NLP1. HelaP4
wurden mit 12 h mit siRNA behandelt und dann fiir 48 h mit NC2R-GFP2-transfiziert. Die Analyse

erfolgte durch Fluoreszenzmikroskopie und Auszdhlen. Die Qualitdt der Depletion wurde mittels
WesternBlot analysiert.
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6.1. Proteinsequenz von NLP1

1
31
61
91

121
151
181
211
241
271
301
331
361
391
421

MAICQFFLQG
GRQQPQQQPS
SSFSKSTPWG
RKEGFGLSEN
VKDMEVWESS
TDISPEELRL
L INQWRNRVN
VNQAAPAFGF
DNAQNFSFKT
FGAAASTSSG
FSFKSPAASS
PVAPAFGGGS
SDTFGNSSIS
DKLTVEELEQ
LNV

RCRFGDRCWN
GNNRRGWNTT
GSRDQEKPYF
PFASLSPDEQ
GQWMFSVYSP
EYHNFLTSNN
ELKSLNISTK
GSSQAATFMS
NSGFAAASSG
I STSAPAFGF
FGSPGFSGLP
SVAGFGSPGS
TSLSASSSI I
FQSKKFTLGK

EHPGARGAGG
SQRYSNVIQP
SSFDSGASTN
KDEKKLLEGI
VKKKPN I SGF
LQSYLNSVQR
VALLSDVKDG
PGFPVNNSSS
SPAGFGSSPA
GKPEVTSAAS
ASLATGPVRA
HSHTAFSKPS
ATDNVLFTPR
IPLKPPPLEL
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7. Abkiirzungen

7.1. Symbole fiir Aminosduren

I &6 m m QO O P

< s < 4w »®» p v 22 - =X

Alanin
Cystein
Aspartat
Glutamat
Phenylalanin
Glycin
Histidin
Isoleucin
Lysin

Leucin
Methionin
Asparagin
Prolin
Glutamin
Arginin
Serin
Threonin
Valin
Tryptophan

Tyrosin
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7.2. Aligemeine Abkiirzungen

Abb.

AP

ATP

BSA

CRM1
C-terminal
Da

DEAE
DEPC
DMEM

DNA
dNTPs
DTT
ECL
E.coli
EDTA
FG

GDP
GFP
GTP

HEPES
HIV
hnRNP
IBB
IPTG

kb

Abbildung

Aprotinin

Adenosintriphosphat

Bovine serum albumin

Chromosome Reion Maintenance 1
carboxyterminal

Dalton

Diethylaminoethyl

Diethylpyrocarbonat

Dulbecco’s Modification of Eagle’'s Minimum Es-
sential Medium

Desoxyribonukeinsdure
2’-Desoxyribonukleosidtriphosphate
1,4-Dithiotreitol

Enhanced Chemoluminescence
Escherichia coli
Ethylendiamintetraessigsaure
Phenylalanin-Glycin

Erdbeschleunigung

Guanosindiphosphat

Green Fluorescent Protein
Guanosintriphosphat

Stunde
N-(2-Hydroxyethyl)piperazin-N"-ethansulfonsaure
Human Immunodeficiency virus
Heterogenes nukledres Ribonukleoprotein
Importin B Bindedomane
Isopropyl-beta-D-thiogalactosidase

Joule

Kilobase
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kDA

LB
LmMB
LP

<

mA
MBP
min
mg
ml
mM
mol
mRNA
ul

Hg
NES
NFAT
ng
NLS
nM
nm
NPC
NTA
NTF2
Nup
oD
PAGE
PBS
PCR

Kilodalton

Liter

Luria Bertani

Leptomycin B

Leupeptin

milli

Mega

Molar

Milliampére
Maltose-Bindeprotein
Minute

Milligram

Milliliter

Millimolar

Mol

Messenger RNA
Mikroliter

Mikrogramm

Nuklear Export Signal
nuclear factor of activated T-cells
Nanogramm

Nuclear Localisation Signal
Nanomolar

Nanometer

Nuclear Pore Complex
Nitrilotriacetic Acid
Nuclear Transport Factor2
Nucleoporin

Optische Dichte
Polyacrylamid-Gelelektrophorese
Phosphate Buffered Saline

Polymerase Kettenreaktion

120



Ran
RanBP1
RanGAP1
Ran GEF
RCC1
RFP
RNA
RNase
rRNA
RT

s

SDS
Sva0
SSC

TAP

TE
TEMED
Tris
tRNA
TSA

Hg

pul

UM

U
UsnRNA
WB
WGA

Ras related nuclear protein

Ran Bining Protein 1

RanGTPase Activating Proteinl

Ran Guanosine Nucleotide Exchange Factor
Regulator of Chromosome Condensation 1
Red Fluorescent Protein

Ribonukleinsdure

Ribonuklease

Ribosomale RNA

Raumtemperatur

Sekunde

Natrium-Dodecylsulfat

Simian Virus 40

Standard Saline Citrate

Tip-(Herpesvirus saimiri tyrosine-kinase-interacting-
protein) associated protein

Tris/EDTA
N,N,N,N-Tetramethylethylendiamin
Tris(hydroymethyl)aminomethan

Transfer RNA

Trichostatin A

Mikrogramm

Mikroliter

Mikromolar

Enzymeinheit (Unit)

Uracil-rich small-nuclear-RNA

Western Blot

Wheat Germ Agglutinin
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