2. Ergebnisse

2.1. Suchenach dem NLSder PKCa

Aufgrund vorangegangener Arbeiten von Stefan Wagner (1999; 2000), die auf dem Einsatz
von Deletionsmutanten der PKCa (DPKCa-Konstrukten) beruhten, wurde in unserem Labor
das Kerntranslokalisationssignal am N-Terminus der PKCa vermutet (DPKC1-187). Um die-
se Region auf die eigentlich NLS-Sequenz eingrenzen zu kdnnen, schien es zweckmalig,
ebenfalls auf die Methode der Expression von PKCa-Deletionsmutanten zurtickzugreifen
(s. Kapitel 1.7).

Die Aminosauren 1-187 enthalten die Pseudosubstratregion (19-36) und die aus zwei
Zinkfingermotiven (Cla 36-87; Clb 102-153) bestehende C1 Region (Azzi et al. 1992). Es
lag daher nahe, die C1-Domane in ihre beiden Subdoménen Cla und C1b zu teilen, um zu
sehen, welche von ihnen den Kerntransport vermittelt, und so sollten zundchst von der
DPKC1-187 codierenden DNA mittels PCR zwei DNA-Fragmente erzeugt werden, die je-
weils genau fur die Hélfte des Proteins kodieren und eine Zinkfingerregion enthalten
(DPKC1-93 und DPKC93-187). Allerdings mufite dabei beachtet werden, dal3 Makromolekile
bis zu einer Grof3e von 45 kDa Uber die lateralen Kandle des Kernporenkomplexes frei in den
Zellkern diffundieren kénnen. Die von Stefan Wagner verwendete GFP-DPKCa (1-187) mit
einer Verbindungsregion von 47 Aminosauren weist eine Grof3e von ca. 52 kDa auf (Wagner
1999) und liegt schon sehr nah an dieser Ausschlul3grenze. Eine weitere Verkirzung der
DPKCa wirde es unter Umstéanden unmdglich machen zu entscheiden, ob dem Kernimport
der Proteine ein aktiver Transportmechanismus zugrunde liegt, oder ob die Proteine lediglich
in den Kern hineindiffundiert sind und sich dort beispielsweise durch Bindung an Ankerpro-

teine angereichert haben.

2.1.1. DiepHMDPK Ca-Konstrukte

Um das Grolenproblem zu |6sen schien es eine gute Moglichkeit zu sein, die fur DPKC1-93,
DPKC93-187 und DPKC1-187 codierenden DNA-Fragmente in den pHM830-Vektor von
T. Stamminger zu ligieren (Sorg & Stamminger 1999), dessen Klonier-/ Schnittstellenbereich
zwischen der cDNA fur GFP und der fir b-Galaktosidase liegt. Das resultierende Plasmid
wurde folglich fur das Fusionsprotein GFP-DPKC-bGal codieren, und die b-Galaktosidase
(116 kDa) sollte ausreichend grof sein, um eine Diffusion definitiv auszuschlief3en. Ein wei-
terer Vorteil war, dal3 der Vektor exakt fur die NLS-Suche bei Proteinen in Saugerzellen kon-
zipiert und daher bereits auf seine Tauglichkeit getestet wurde (Sorg & Stamminger 1999).
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Allerdings besteht die Mdglichkeit, dal3 ein NLS der PKC eventuell aus sterischen
Grunden nicht richtig erkannt werden konnte, da die DPKCa (etwa 10 kDa [1-93;93-187]
bzw. 20 kDa [1-187]) zwischen zwei vergleichsweise grofien Proteinen (27 kDa [GFP] und
116 kDa [bGal]) lokalisiert wéare. Aul3erdem hatte bereits Stefan Wagner gezeigt, dal3 die sub-
zelluldre Verteilung der von ihm untersuchten Fusionsproteine stark davon abhing, ob die
DPKCa C-terminal oder N-terminal fusioniert mit GFP vorlag (Wagner 1999). Aus diesem
Grunde wurde der Vektor pHM830 modifiziert und letztlich zwei Serien von Plasmiden her-
gestellt. Die eine codiert Proteine, in denen die DPKCa N-terminal fusioniert mit
b-Galaktosidase vorliegt (GFP-bGal-DPKCa, s. Abb.7), se wird im folgenden mit
pHM DPKCaN bzw. die codierten Proteine mit DPKCa-N bezeichnet. Bei der Serie
pHM DPKCacC liegt DPKCa am C-Terminus mit GFP fusioniert vor ( DPKCa-GFP-b-Gal;
s. Abb. 7). Mit diesen beiden Serien von Plasmiden wurden NIH 3T 3-Fibroblasten transfiziert
(s. Abb. 5a und 5b). Als Kontrolle diente eine leicht modifizierte Form des Vektor pHM830
(,pHM ohne MCS*  GFP-bGal; s. Abb. 7).

Die Verteilung des Kontrollproteins GFP-b-Galaktosidase (s. Abb. 4) zeigt die erwarte-
te cytosolische Verteilung und keine bzw. eine zu vernachlassigende Translokation in den
Zellkern. Die Zellen sehen nicht geschadigt aus. Desweiteren éndert sich die subzelluldre Ver-

teilung von GFP-b-Gaaktosidase bei Zugabe von PMA nicht (Daten nicht gezeigt).

»PHM ohne MCS* pHMDIGFP

Abb. 4: L okalisation von GFP-b-Galaktosidase und DiGFP in NIH 3T 3-Fibroblasten
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Die subzelluléare Verteilung der sechs DPK Ca-Fusionsproteine (1-93N, 1-187N, 93-
187N und 1-93C, 1-187C, 93-187C) ist in Abb. 5a und Abb. 5b dargestellt. Allgemein 183t
sich feststellen, dai3 die Zellen stark angegriffen aussehen, sobald sie Fusionsproteine expri-
mieren, die PKC-Fragmente enthalten. Die Expression solcher Fusionsproteine scheint daher
eine hohe toxische Wirkung auf die Zellen zu haben. Die Fusionsproteine an sich liegen zum
grofiten Teil in Aggregaten vor, besonders die, die das PKCa-Fragment 1-187 enthalten.
Form und Grol3e der Aggregate variieren von Zelle zu Zelle und auch die subzellulére Verte-
lung der Aggregate schwankt stark. Meist ist sie cytosolisch, gelegentlich auch perinucledr,
im Zellkern sind die Aggregate jedoch nie zu finden.

Diese Aggregate sind neben der fir jede Zelle individuellen Stérke der Proteinexpressi-
on dafur verantwortlich, dal3 lediglich aus der subzelluléaren Verteilung der Proteine, nicht
aber aus der relativen Intensitét der GFP-Signale Schlul3folgerungen gezogen werden dirfen.
Die Intensitdt mufite fir alle Aufnahmen unterschiedlich stark reguliert werden, da gerade die
Aggregate besonders hell erscheinen und dazu neigen, die restlichen Teile der Zelle zu Uber-
strahlen.

Der nicht aggregierte Teil der Proteine ist in der Regel im Cytoplasma lokalisiert und
|a3t sich gut durch Zugabe von PMA stimulieren, was deren Translokation zur Plasmamem-
bran zur Folge hat. Das ist insbesondere deshalb ein Gberraschendes Ergebnis, da die von Ste-
fan Wagner 1999 beschriebene Translokation der Region 1-187 in den Zellkern nicht bestétigt
werden konnte.

Eine Ausnahme von diesen allgemeinen Beobachtungen stellen lediglich 93-187N und
93-187C dar. Bei beiden Proteinen ist in seltenen Féllen (bei weniger als 1 % der transfizier-
ten Zellen) eine Lokalisation im Zellkern nach PMA-Stimulation zu beobachten. Von einer
echten Anreicherung im Zellkern kann jedoch beim 93-187C auch in diesen Ausnahmen nicht
gesprochen werden, da die Lokalisation im Zellkern héchstens so lange zunimmt, bis das Fu-
sionsprotein gleichmal3ig Uber die gesamte Zelle verteilt ist. Interessanterweise fallt dieses
Protein auch dadurch auf, dal3 es das einzige ist, bei dem sich die PMA-Stimulation nicht
durch eine Translokation zur Plasmamembran &uf3ert. Das 93-187N ist hingegen bereits vor
der PMA-Stimulation gleichmaiig Gber die Zelle verteilt. Die Stimulation fuhrt allerdings
neben der beschriebenen seltenen Anreicherung im Zellkern auch stets zu der Ublichen Trans-
lokation des Fusionsproteins an die Plasmamembran. Sowohl die 93-187C-, als auch 93-
187N-expremierenden Zellen lassen sich jedoch Uberraschend schlecht stimulieren und rea-
gieren zu mehr als 90 % Uberhaupt nicht auf die Zugabe von PMA.
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- PMA + PMA

pHM 1-93N

pHM 1-187N

pHM93-187N

Abb. 5a: Lokalisation von N-terminal mit  b-Galactosidase fusionierten PKC-
Deletionsmutanten (Cla-, Cla& Clb-, Clb-Doméane) in NIH3T 3-Fibroblasten vor und
nach PMA-Stimulation
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- PMA + PMA

pHM 1-93C

pHM1-187C

pHM93-187C

Abb. 5b: Lokalisation von C-terminal mit  b-Galactosidase fusionierten PKC-
Deletionsmutanten (Cla-, Cla& Clb-, Clb-Doméane) in NIH3T 3-Fibroblasten vor und
nach PMA-Stimulation

28



Das Auftreten der Aggregate scheint neben der Toxizitdd der DPKCa-GFP-
Fusionsproteine eines der Kernprobleme dieses Ansatzes zu sein, und es lag die Vermutung
nahe, dass die b-Galaktosidase einen mal3geblichen Anteil daran hat, obgleich ein vergleich-
bares Problem von Sorg und Stamminger (1999) nicht beschrieben wurde. Das Enzym enthalt
eine etwa 50 Aminosauren umfassende a-Region, mit deren Hilfe, das Enzym tetramerisieren
kann (Moosmann & Rusconi 1996). Diese Tetramerisierung ist normalerweise ein Teilschritt
zur Aktivierung der b-Galaktosidase. In den 3T3-Zellen aber konnten diese Oligomerisie-
rungsstellen moglicherweise zur Aggregation fihren, da b-Galaktosidase ein bakterielles En-
zym ist und fir eine eukaryontische Zelle somit ein zellfremdes Protein darstellt.

Um dieses Problem zu |6sen miidte also entweder die a-Region eliminiert, oder noch
besser, nach einer Alternative zur b-Galaktosidase gesucht werden, um die Grof3e der
DPK Ca-GFP-Fusionsproteine zu erhthen und dadurch die freie Diffusion der Proteine in den
Zellkern zu verhindern. Eine Losungsmdglichkeit wére beispielsweise, die b-Galaktosidase
durch ein zusétzliches GFP zu ersetzen, da GFP die subzellulareVertellung der PKCa-
Fragmente nicht beeinfluf3t (Wagner 1999). AulRerdem weisen die beiden GFP zusammen ein
Molekulargewicht von etwa 55 kDa auf. Das folgende Kapitel beschreibt daher die Herstel-

lung neuer Vektoren, deren codierte PK Ca-Fragmente mit DiGFP-Einheiten fusioniert sind.

2.1.2. DiepHMDPK CaDiGFP-K onstrukte

Um auszuschlief3en, dal? die im vorangegangenen Kapitel beschriebenen Probleme der Ag-
gregatbildung durch den b-Galaktosidasebestandteil der von den Zellen exprimierten Fusi-
onsproteine verursacht werden, wurde die b-Galaktosidase durch ein weiteres GFP ersetzt.
Die resultierende DiGFP-Einheit sollte ca. 55 kDa groR3 sein, was ausreichen sollte, um die
passive Diffusion der DPKCa durch die Kernpore auszuschlief3en. Die entsprechenden Ex-
pressionsvektoren leiten sich ebenfalls von pHM830 ab und unterscheiden sich von den
pHMDPK Ca-Konstrukten formal lediglich durch eine GFP-codierende DNA-Sequenz, die
sich in dem Vektor anstelle der b-Galaktosidase-codierenden Sequenz befindet. Die beiden
Serien werden deshalb im folgenden als pHMDPKCaNDi bzw. pHMDPKCaCDi und ihre
codierten Proteine als DPKCaNDi bzw. DPKCaCDi bezeichnet (s. Abb. 7). Zur Transfektion
wurden wieder NIH 3T 3-Fibroblasten verwendet.
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- PMA + PMA

pHM 1-93NDi

pHM 1-187NDi

pHM93-187NDi

Abb. 6a: L okalisation von DiGFP-PK C-Deletionsmutanten (Cla-, Cla& Clb-, Clb-Doméane) in
NIH3T 3-Fibraoblasten vor und nach PMA-Stimulation
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- PMA + PMA

pHM 1-93CDi

pHM 1-187CDi

pHM93-187CDi

Abb. 6b: L okalisation von DiGFP-PK C-Deletionsmutanten (Cla-, Cla& Clb-, Clb-Doméane) in
NIH3T3-Fibraoblasten vor und nach PMA-Stimulation
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Vektor Schema des codierten Proteins

“pHM ohne MCS’ @D oonoe
pHM1-187C DPKC1-187 - b Galaktosidase
pHM1-93C DPKC1-93 - b Galaktosidase
pHM93-187C DPK C93-187 - b Galaktosidase
pHM1-187N - b Galaktosidase DPKC1-187
pHMI1-93N - b Galaktosidase DPKC1-93
PHMO3-187N @D oo DPKCO3-187
pHM1-187CDi ocr1sr (RIS
pHM1-93CDi ocros QI T
pHM93-187CDi orccss 157 QS D

pHM 1-187NDi & e oow
pHM 1-93NDi & ST o

Abb. 7: Expressionsvektoren und Schemata der von ihnen codierten Fusionsproteine

Der Kontrollvektor codiert lediglich fur die DiGFP-Einheit (p(HMDIGFP ~ GFP-GFP;
s. Abb. 7), die bereits von sich aus Kerntranslokation und Anreicherung im Zellkern zeigt
(Abb. 4). Das kénnte darauf hinweisen, dal3 die besondere Struktur des GFP-Dimers es dem
Protein ermdglichen kénnte, sich wie einzelne Glieder einer Kette durch die lateralen Kandle
des Kernporenkomplexes , hindurchzufédeln. Zumindest zeigt aber auch das GFP-Dimer
keine Anderung in seiner subzelluldren Verteilung als Reaktion auf die Zugabe von PMA

(Daten nicht gezeigt).



Vektor Kernlokalisation™ | PMA-Stimulierbarkeit @ | Aggregatbildung
-PMA / +PMA (verstirkt) PM KM

»,PHM ohne MCS’ Nein / Nein - - Nein
pHM 1-93N Nein / Nein + - mittel
pHM1-187N Nein / Nein + - stark
pHM93-187N schwach / Ja + - mittel
pHM1-93C Nein / Nein + - mittel
pHM1-187C Nein / Nein + - stark
PHM93-187C schwach / Nein - - gering
DIGFP Ja / Nein - - Nein
pHM 1-93NDi Ja / Nein + + gering
pHM1-187NDi Ja / Nein + + mittel
pHM93-187NDi schwach / Nein - - gering
pHM 1-93CDi Ja / Nein + + gering
pHM1-187CDi Ja / Nein + + mittel
PHM93-187CDi schwach / Nein - (+), schwach | gering bis mittel

Tabellel: Tabellarische Ubersicht tiber die L okalisation der GFP-Fusionsproteine

1) Die Angabe,-PMA*" gibt an, ob sich das betreffende Fusionsprotein ohne Stimulation im Zellkern befindet, die Angabe
»TPMA", ob sich das GFP-Signal im Kern bei PMA-Zugabe verstérkt.

2) Diese Angabe bezieht sich darauf, ob das Protein nach PM A-Zugabe an die Plasmamembran (PM), die Kernmembran
(KM) oder Uiberhaupt nicht transloziert.

Die subzellulére Verteilung der DiGFP-Fusionsproteine ist in Abb. 6a und in Abb. 6b
dargestellt. Offenbar translozieren alle untersuchten Proteine in den Zellkern und sind in der
Intensitét ihrer Translokation kaum voneinander zu unterscheiden. Auf3erdem ist ihre Trans-
lokation zu schwach, um von einer wirklichen ,, Anreicherung” im Zellkern zu sprechen wie
sie fUr einen aktiven Kernimport via NLS zu erwarten ware, so dal3 es sich bei dem Import-
mechanismus wohl eher um den einer passiven Diffusion handelt. Auffallend ist die deutlich
geringere Neigung der Proteine zur Aggregatbildung im Vergleich zu den b-Galaktosidase
enthaltenden Proteinen. Desweiteren bestétigt sich die schon unter 3.1.1 beschriebene Beob-
achtung, dal3 die Tendenz zur Aggregatbildung bei den DPKCa1-187-Fusionsproteinen am
starksten ausgepragt ist. Wieder zeigen die Proteine eine durch PMA-Zugabe induzierte

Translokation, in diesem Fall jedoch sowohl zur Plasma-, als auch zur Kernmembran, und

33



wieder sind es die beiden DPKCa93-187 enthaltenden Fusionsproteine, die aus der Reihe
fallen. Sowohl DPKCa93-187CDi, als auch DPKCa93-187NDi zeigen praktisch keine oder
hdchstens eine schwache Reaktion auf die Stimulation durch PMA, die sich aber im Gegen-
satz zu ihren b-Galaktosidase enthaltenden Analoga lediglich in einer schwachen Translokati-
on zur Plasma- und Kernmembran, nicht jedoch in einer verstérkten Anreicherung im Zell-
kern aul3ert.

Insgesamt liefld sich das Problem der Aggregatbildung jedoch nicht vollstandig 16sen,
was darauf hinweist, dal3 das Problem direkt mit den zu untersuchenden PKCa-Fragmenten
zu tun hat und die Grol3e des Restproteins eher wie ein ,Verstéarker® fur die Aggregatbildung
wirkt.

Auch das Verhalten der ebenfalls hergestellten MonoGFP-Konstrukte paldt in dieses
Bild. Diese sind den DiGFP-Fusionsproteinen analog und wie erwartet, ist die subzellulére
Verteilung der Fusionsproteine in unstimulierten Zellen identisch mit der des DIGFP in
Abb. 4. Durch PMA-Zugabe erfolgte bei allen Konstrukten eine Translokation zu Plasma-
und Kernmembran, die bei den DPKCa93-187-Fusionsproteinen wiederum etwas schwacher
ausfiel (Daten nicht gezeigt).

Die Ergebnisse zur Lokalisation und Aggregatbildung aller in den Kapiteln 2.1.1 und
2.1.2 beschriebenen GFP-Fusionsproteine sind zur Ubersicht in Tabelle | zusammengestellt.



2.2.  PSF alsPK Ca-bindendes Protein im Zdllkern

Welche Vorgange werden von der PKCa im Zellkern reguliert? Zur Beantwortung dieser
Frage war es zweckmaiig, zundchst einmal den Vermutungen nachzugehen, die sich auf vo-
rangegangene Arbeiten unseres Labors stiitzten. Aus einigen Experimenten von Uwe Rosen-
berger (1997) hatten sich Hinweise ergeben, dal3 der Splicing-Faktor PSF ein PKCa binden-

des Protein sein konnte — und das wére das erste bekannte PK C-bindende Protein im Zellkern.

2.2.1. Charakteriserung der verwendeten Antikorper

Fur die Experimente zum PTB-assoziierten Spleifl3faktor (PSF) wurde ein Antiserum verwen-
det, das gegen das Peptid COREMEEQMRRQREES (Aminosduren 582-596 der PSF-
Sequenz) hergestellt wurde. Um die geeignete Verdiinnung zu ermitteln und die Spezifitét des
PSF-Antiserums von Kaninchen 1 (anti-PSFy;) zu testen, wurden 10 pg Nucleoplasma tber
SDS-PAGE aufgetrennt. Die Proteine des Gels wurden anschlief3end auf eine Nitrocellulose-
membran geblottet und dann mittels einer Ponceau-Férbung sichtbar gemacht. Die Membran
wurde in Streifen geschnitten, wobei jede Spur in zwei etwa gleich breite Halften geteilt wur-
de. Die einzelnen Streifen wurden nun in unterschiedlichen Verdiinnungen von anti-PSFg;
inkubiert. Der Immunoblot dieser Verdinnungsreihe ist in Abb. 8 (Spur A bis D) dargestellt.
Das Antiserum zeigt bis zu einer Verdinnung von 1:10.000 noch ein deutliches PSF-Signal
bei 100 kDa, die fir einen Immunoblot geeignete Verdinnung liegt gemald dieser Verdin-
nungsreihe bei etwa 1:2000 oder noch besser 1:5000. Fur die durchgefuhrten und im folgen-
den beschriebenen Experimente wurde anti-PSFx1 ebenfalls in einer Verdinnung von 1:5000
eingesetzt.

Um die Spezifitét des Antiserums zu testen, wurde versucht, anti-PSFx; durch die Ge-
genwart des Peptides COREMEEQMRRQREES in unterschiedlichen Konzentrationen zu
hemmen. Das Ergebnis dieser Testreihe ist ebenfalls in Abb. 8 (Spur E bis G) dargestellt und
zeigt, dal? das Auftreten der PSF-Bande bei 100 kDa bei allen getesteten Peptidkonzentratio-
nen nahezu vollstandig unterdriickt wird, so dal3 auch an der Spezifitdt des Antikorpers nichts
auszusetzen ist.

Desweiteren wurde anti-PSFx; auf seine Tauglichkeit zur Immunprazipitation getestet.
Wie Abb. 8 zeigt, erfillt das Antiserum auch dieses Kriterium: Die Spur des Antiserums zeigt
eine starke PSF-Bande, die in der Spur des Normalserum fehlt.
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Abb. 8A: Verdinnungsreihe des Antiserums: 1:1000 (Spur A), 1:2000 (Spur B), 1:5000
(Spur C), 1:10.000 (Spur D); kompetitive Hemmung von anti-PSFK 1 (1:2000) durch
das Peptid CQREMEEQMRRQREES: 200 pg/ml (Spur E), 100ug/ml (Spur F),

50 pg/ml (SpurG).
Abb. 8B: Immunprazipitation von PSF aus 100 ug Kernextrakt in NP-40-Puffer mit 2 ul Nor-
malserum (NS) und 2 ul anti-PSFK 1 (AS) (Sypro-Ruby-Farbung der Blotmembran)

Uberraschenderweise erscheint die Bande jedoch bei einem deutlich hoheren Moleku-
largewicht als dem erwarteten (und von der Verdinnungsreihe gezeigten) von ca. 100 kDa.
Diese ,GrofRRenverschiebung” wurde stets als Begleiterscheinung einer  PSF-Immun-
prézipitation mit anti-PSFx; beobachtet. Die Zweifel, dal3 es sich bei dem préazipitierten Prote-
in tatsachlich um den Spleifl3faktor handelt, konnten durch eine Sequenzierung mittels Maldi-
Massenspektrometrie ausgeraumt werden.

Trotz der guten Ergebnisse in Westernblot und |mmunprazipitation zeigte sich in einer
weiteren Testreihe, dal? anti-PSF; fir immuncytochemische Methoden ungeeignet ist, da es
unabhéngig vom Grad seiner Verdinnung im wesentlichen gleichméliig die gesamte Zelle
farbt (Daten nicht gezeigt), was moglicherweise daran liegen konnte, dald das Epitop in der
lebenden Zelle durch PSF-bindende Proteine maskiert vorliegt.

2.2.2. Untersuchung zum PTB-assoziierten Splei3faktor (PSF)

Um eine Wechselwirkung zwischen PSF und PKCa zu Uberprifen, bot sich der Einsatz eines
»pull-down"-tests an, da PKCa, die mit Glutathion-S-Transferase (GST) fusioniert war, in
grof3en Mengen in I nsektenzellen exprimiert und Uber eine Glutathionsepharose-Saule aufge-
reinigt werden konnte. Eine genaue Charakterisierung des GST-PK Ca-Fusionsproteins inklu-
sive Messungen der katalytischen Aktivitét wurde von Stefan Wagner (1999) durchgeftihrt
und beschrieben.
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Der Test funktioniert dhnlich einer Immunprazipitation, die PKCa wird lediglich nicht
mit Antikdrpern, sondern tber ihre GST-Doméne durch Zugabe von Glutathion-Sepharose-
,Beads’ gefallt.

Um nun die Existenz einer PKC-PSF-Bindung zu Uberprifen, wurde frisch préparierter
Kernextrakt aus Neuro2a-Kernen mit GST-PKCa versetzt. Aul3erdem wurden der Mischung
noch Glutathionsepharose -"Beads" und verschiedene Effektoren (Ca?*, PMA und Staurospo-
rin) hinzugegeben. Nach 90 min Inkubation wurden die ,,Beads" der einzelnen Proben abzen-
trifugiert, gewaschen und anschlief3end die geféllte GST-PKC samt ihrer coprazipitierten Pro-
teine Uber SDS-PAGE und anschlief3enden Westernblot analysiert.

Wie Abb. 9 zeigt, detektierte der anti-PSF-Antikorper auf dem Blot mit der GST-PKCa
mitgefalltes PSF. Interessanterweise wurde nicht in jeder Spur gleichviel PSF gefdllt, viel-
mehr zeigt der Blot in den Spuren der Proben, denen Effektoren zugesetzt wurden ein beson-
ders starkes PSF-Signal. Diese Verstérkung des Signals kann als eindeutiger Beleg daftir ge-
wertet werden, dal3 diePKC-PSF-Bindung von der Konformation des Enzyms abhangig ist
und die Bindung insbesondere dann erfolgt, wenn die PKCa in ihrer katalytisch aktiven Kon-
formation vorliegt. Durch , Strippen” der Blotmembran und anschlief3ende Behandlung des
Blots mit anti-PKCa-Antikorper wurde sichergestellt, dal3 die unterschiedliche Ausprégung
der PSF-Signale nicht etwa darauf zuriickzufihren ist, dal3 Uber die Glutathionsepharose-
»beads* unterschiedliche Mengen GST-PKCa gefallt wurden.

anti-PSF anti-PKCa
116
- 97 -

+ GST-PKCa + +
Kernextrakt - +
Staurosporin -
- Ca2+ - -
+ PMA - - -

1
+
R
R

% I
+
% I
+

Abb.9: Der Western-Blot der pelletierten Glutathion-Sepharose , Beads’, einmal mit anti-
PSFK 1 (links) und einmal mit anti-PK C-Antikor per (rechts) behandelt.

Nach der Feststellung, dal3 PKCa aktivierungsabhangig PSF bindet, dréngt sich form-
lich die Frage auf, ob PSF auch ein Substrat der PKCa ist.
Um auch auf diese Frage eine Antwort zu finden, wurde frischer Kernextrakt aus Neu-

ro2a-Kernenin vitro phosphoryliert und anschlief3end das PSF mit dem Antiserum anti-PSFg;
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immunprazipitiert. Die Proteine des Immunprézipitationspellets wurden tUber SDS-PAGE
aufgetrennt, die Gele geblottet und von den Blotmembranen die in Abb. 10 dargestellte Auto-
radiographie angefertigt. Um sicherzustellen, dal3 die schwache Bande (s. Pfeil) mit PSF co-
migriert, wurde die Blotmembran anschlief3end mit dem Antiserum anti-PSFx; behandelt
(s. Abb 10).

Wie in Abb. 10 gezeigt, comigriert die markierte Bande mit PSF, das folglich ein ausge-

sprochen schwaches in vitro-Sustrat ist.

X A
& &
éﬂ\éﬁ NS NS
X \l‘ qﬂs"{b’ x\l‘ Qﬂs“

Autoradiographie anti-PSF

Abb. 10: Autoradiographie und Wester n-Blot des | mmunpr azipitationspellets von zuvor
in vitro phosphoryliertem PSF
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2.3. Substrateder PKCa an der inneren Kernmembran

Da PSF lediglich ein schwaches in vitro-Substrat ist, stellt sich nun die Frage, welche Proteine
denn nun eigentlich Substrate nucledrer PKCa sind. Neue Substrate wirden eventuell Riick-
schliisse darauf zulassen, welche Vorgange im Nucleus von dem Enzym reguliert werden.
Zahlreiche nucledre Substrate sind bereits bekannt (s. Kapitel 1.4), aber insbesondere eine
Untersuchung der Kernmembran sollte erfolgversprechend sein, da sich in der Vergangenheit
voraussichtlich viele der hydrophoben Membranproteine dem experimentellen Zugriff entzo-
gen haben. Diese Einschétzung beruhte auf der Entwicklung neuer Methoden, wie insbeson-
dere der BAC-SDS-PAGE (Mc Farlane et a. 1989; Hartinger et a. 1996), die in unserem
Labor von Henning Otto und Mathias Dreger etabliert wurden. Aufgrund der Gegenwart ioni-
scher Detergentien in beiden Dimensionen ist diese Technik gut zur zweidimensionalen Auf-
trennung hydrophober Membranproteine geeignet und in dieser Hinsicht der klassischen
2D-Gelelektrophorese, wie sie auch Roland Beckmann bei seiner Suche nach PKC-Substraten
in der Kernmembran benutzte (1992), weit Uberlegen.

2.3.1. Phosphorylierung der Kernmembran

Zunéchst wurden je 50 pg frisch préparierter Kernmembran in Phosphorylierungspuffer sus-
pendiert und in vitro mit PKCa in Gegenwart von g-ATP phosphoryliert. Als Kontrolle diente
eine Probe bei der der Phosphorylierungsansatz ohne Zugabe von PKC  durchgeftihrt wurde,
und die somit die Hintergrundaktivitdt endogener Kinasen darstellen sollte. Als zusétzliche
Kontrolle wurde einer Probe neben PKCa auch der PKC-Inhibitor Bisindolylmaleimid (BIM)
zugesetzt.

Anschlief3end wurden die Reaktionen durch eine TCA-Fallung der Proteine gestoppt
und die Kernmembran der jeweiligen Proben abzentrifugiert. Das jeweilige Pellet wurde ein-
mal in Posphorylierungspuffer gewaschen und dann mittels BAC-SDS-PAGE zweidimensio-
nal aufgetrennt. Die Proteine der Gele wurden mit Coomassieblau geférbt, die Gele zwischen
zwei Zellophanfolien getrocknet und Gber Nacht auf einem Phosphoimagerscreen exponiert.

Abb. 11 zeigt das Ergebnis dieser Versuchsreihe. Tatsachlich konnten in den Autora-
diographien der Proben, denen PKCa zugesetzt worden war, mehrere Spots ausgemacht wer-
den, die in der Autoradiographie der ,Hintergrundphosphorylierung” fehlten. Diese Spots
erscheinen deutlich abgeschwécht, wenn dem Phosphorylierungsansatz BIM zugesetzt wurde,
alerdings scheint BIM nicht in der Lage zu sein, die Aktivitdt der exogen zugesetzten PKCa
vollsténdig zu hemmen. Die betreffenden Spots der Autoradiographie wurden ihren Pendants

im coomassiegefarbten Gel zugeordnet (s. Pfeilspitzen in Abb. 11), aus diesem ausgestochen
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und dann mittels MALDI-Massenspektrometrie identifiziert. Das Ergebnis der Analyse ist in
Tabelle Il zusammengefasst.

Die meisten der identifizierten Substrate der PKCa sind als solche schon literaturbe-
kannt, Vimentin zumindest als PKCd-Substrat und dal3 PSF immerhin ein schwaches in vitro-
Substrat der PKCa ist, wurde in dieser Arbeit bereits gezeigt (s. Kapitel 2.2.2). Die gute
Ubereinstimmung mit der Literatur und den vorangegangenen Experimenten belegen die
Tauglichkeit der BAC-SDS-PAGE bei der Suche nach PKC-Substraten in der Kernmembran.

Allerdings schrénkt die hohe Dichte an verschiedenen Proteinen in der Kernmembran
das Potential dieser Methode offensichtlich stark ein, da viele Spots nicht ausreichend ge-
trennt werden und dicht nebeneinander, zum Teil auch Ubereinander liegen. Dadurch wird es
zum einen schwierig, in der Autoradiographie identifizierte Substrate den coomassiegefarbten
Proteinen der Gele zuzuordnen und zum anderen, die Spots fir die Messung im
Massenspektrometer sauber auszustechen. AulRerdem werden Proteine, die in grof3en Mengen
vorhanden oder besonders gute Substrate sind wahrscheinlich andere Substrate in ihrer Néhe

Uberstrahlen und so deren Entdeckung unmaglich machen.

Spot | Protein GroBe | Literaturbekannt als PKCa-Substrat
1 Scaffold attachment factor A (SAF-A)/ 91 kDa | Nein
Heterogenes nucledres Ribonucleoprotein U
(hnRNP U)
PTB-assoziierter Splicing Faktor (PSF) 75kDa | Nein
34 | LaminB1 67 kDa | PKCa: Shimizu et al. (1998)
5 Vimentin 54 kDa | (Nein), PKCd: Owen €t al. (1996)
6 Lamina assoziiertes Protein 2b (LAP2b) 51 kDa | PKCa: Dreger et al. (1999)
7 B23/Numatrin 38 kDa | PKCa: Beckmann et al. (1992)

Tabellell: Identifiziertein vitro-Substrate der PKCa in der Kernmembran
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Abb. 11: Phosphorylierung der Kernmembran

A) Kernmembran mit PKCa B) Coomassiegefarbtes Gel
zur Autoradiographie A

C) Kernmembran —Hintergrund- D) Coomassiegefarbtes Gel
phosphorylierung endogener Kinasen zur AutoradiographieC

E) Kernmembran mit PKCa und BIM F) Coomassiegeféarbtes Gel

zur Autoradiographie E
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2.3.2. Phosphorylierung der Triton X-100-resistenten Fraktion der Kernmembran

Um die hohe Anzahl der aufzutrennenden Proteine und dadurch die Dichte ihrer Spots in den
BAC-SDS-PAGE-Gelen zu senken, wurde die von Mathias Dreger und Mitarbeitern (2001)
beschriebene Tritonextraktion der Kernmembran durchgefihrt. Dabel war beobachtet worden,
dai3 durch die Behandlung der Kernmembran mit dem nichtionischen Detergens Triton X-100
die Proteine der auleren Kernmembran und des rauen endoplasmatischen Retikulums wei-
testgehend entfernt werden. Die Proteine der inneren Kernmembran, und damit der interessan-
tere Telil, bleiben hingegen erhalten, so dal3 man sich modellhaft vorstellen kann, dal3 die &u-
Bere Kernmembran durch das Detergens gleichsam ,abgeschélt” wird. Pro geplantem
Phosphorylierungsansatz wurden 90 g frisch praparierte Kernmembran fur die Tritonextrak-
tion eingesetzt. Das resultierende Pellet, das die Triton X-100 resistente Fraktion darstellte,
wurde in Phosphorylierungspuffer resuspendiert und in vitro mit PKCa in Gegenwart von
g-ATP phosphoryliert. Als Kontrolle diente erneut eine Probe, die die Hintergrundaktivitét
zeigen sollte und bei der der Phosphorylierungsansatz somit ohne Zugabe von PKCa durch-
gefuihrt wurde. Das restliche VVorgehen war analog zu dem bei 2.3.1 beschriebenen:

Die Reaktionen wurden durch eine TCA-Féllung der Proteine gestoppt und die Kern-
membran der jeweiligen Proben abzentrifugiert. Das jeweilige Pellet wurde einmal in Pospho-
rylierungspuffer gewaschen und dann mittels BAC-SDS-PAGE zweidimensional aufgetrennt.
Die Proteine der Gele wurden mit Coomassieblau gefarbt, die Gele zwischen zwei Zellophan-
folien getrocknet und tber Nacht auf einem Phosphoimagerscreen exponiert.

Abb. 12 zeigt das Ergebnis dieses Versuchs. Tatsachlich sind in Vergleich zu Abb. 11
erheblich weniger Proteinspots auf den coomassiegeféarbten Gelen zu erkennen, wéahrend deut-
lich mehr Differenzspots in den Autoradiographien ausgemacht werden konnen, als bei der
Auftrennung der kompletten Kernmembran (vgl. Abb. 11), da die Gele nicht so ,, Uberladen”
sind.

Die Differenzspots werden aus den Gelen ausgestochen und mittels MALDI-
Massenspektrometrie identifiziert. Das Ergebnis der Analyse ist in Tabelle 1l zusammenge-
fasst.
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A)

Hintergrund B)

C)
A) Autoradiographie der Hinter-
grundphosphorylierung

B) Autoradiographie der
Phosphorylierung mit PKCa

C) Coomassiegefarbtes Gel zur
Autoradiographie B)

PK C-Phosphorylierung

Coomassiefarbung von B)

Abb. 12. Ergebnisse der Phosphorylierung des Triton X-100-resistenten Ker nmembranfraktion

Spot | Protein GroBe | Literaturbekannt als PK Ca-Substrat
1 | RNA-Héelicase 94 kDa | Nein
2,3 | LaminB1 67 kDa | PKCa: Shimizu et al. (1998)

4 | Lamin B2 67 kDa | PKCa: Beckmann et al. (1992)
5 | Ribophorin i 66 kDa | Nein
6 | hnRNPL 64 kDa | Nein
7 | Heterochromatin protein 2, binding Protein 3 | 61 kDa | Nein
8 | Oftt Protein 52 kDa | Nein
9 | hnRNP A3 40 kDa | Nein

10 | hnRNP A2/B1 36 kDa | Nein

11 | hnRNP A1 34 kDa | (Nein); PKCz: Municio & al. 1995

12 | Putatives Protein, iD: 12834524 32kDa | Nein

13 | Histon H2al 14 kDa | Nein

Tabellelll: Identifiziertein vitro-Substrate der PK Ca im Tritonextr akt der Kernmembran
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