1. Einleitung

Be der FErforschung biochemischer Prozesse in Zdlkernen rickt zunehmend die
Subkompartimentierung der Zellkerne ins Zentrum des Interesses. So verschiedene Vorgange wie
DNA-Replikation, RNA-Spleil3en, Protein-Import und -Export finden nicht an isotrop im Kern
vertellten Orten gatt, sondern dynamisch reguliert und kompartimentiert jewells unter Beteiligung
definierter Multiproteinkomplexe, die durch das strukturdle Gertist nuklegrer Subkompartimente
lokdigert werden. Diese neue Schtweise, die die isolierte Betrachtung einzelner nukledrer
Reaktionen ablést, konnte unter anderem die Entdeckung zur Zeit unbekannter funktioneler
Rallen von bidang ds weitgehend "inert" angesehenen Strukturproteinen sowie die Entdeckung
welterer nukledrer Proteing, die im Zuge der Identifiziierung von Proteinen in distinkten
Subkompartimenten des Zelkerns gefunden werden, ermdglichen . Im Rahmen der vorliegenden
Arbat ig in diesem Snne versucht worden, Uber die Identifizierung sgndinduzierter
Modifiketionen bei Kernhiillenproteinen ein verfeinertes Bild der biochemischen Vorgange im
Zdlkern zu gewinnen.

1.1 Zdllkern-K ompartimente

Préparativ lassen sich Zdlkerne beim Aufschiuf3 in eine 16diche Fraktion (Nukleoplasma) und eine
unlédiche Fraktion trennen. Die unlédiche Fraktion enthdt die Kernmatrix (das Nukleoskelett),
die Kenhtlle mit innerer und &ulerer Kernmembran, die Porenmembran mit den
Kernporenkomplexen und der Kernlamina sowie das Chromatin. Im Kerninneren kénnen
morphologisch digtinkte Strukturen unterschieden werden: die Nukleoli (Orte der Assemblierung
ribosomaer Untereinheiten), coiled bodies, nukledre "speckles’ und eine zunehmende Anzahl
weiterer Ultrastrukturen (im Uberblick bei Lamond und Earnshaw, 1998; Misteli und Spector,
1998). Multiproteinkomplexe oder Ribonukleoproteinpartikel wie das Spleiflosom  und
sogenannte "' Replikationsfabriken” diffundieren offenbar nicht frel im Nukleoplasma, sondern sind
aufgrund von Interaktionen mit dem Kernskelett (Kernmeatrix) zumindest zu distinkten Zeitpunkten
wahrend des Zd|zyklus gezidt lokalisert (Cardoso und Leonhardt, 1998). Spleif¥aktoren konnen
0 schndl in enem  Subkompartiment mobiliset und fir das Spleflosom in enem
unterscheidbaren Subkompartiment rekrutiert werden (Misteli und Spector, 1997).



Die Struktur des Chromatins igt vidfédtig: im Heterochromatin liegt eine hthere Packungsdichte
assoziiet mit geringer Transkriptionsaktivitét vor. Das weniger kompakte Euchromatin ist
assoziiert mit DNA-Bereichen, die transkribiert werden. Auch nach der Dekondensation der
Chromosomen nach efolgter Zdltellung und Reassemblierung von Kernmembran und -lamina
nimmt das zu bestimmten Chromaosomen gehdrige Chrometin digtinkte Bereiche im Zdlkern en,
die sogenannten Chromosomen-Territorien (bei Lamond und Earnshaw, 1998). Die DNA vor
dlem des Heterochromatins interagiert mit Proteinen der Kernhiille. Dabel ist die Kernhille in
viden Zdlen nur néherungsiveise sphérisch: Es zeigen sch Eingiilpungen der Kernhille bis hin zu
"Tunneln” durch den Zedlkern hindurch (Fricker et d., 1997). Der Proteinexport erfolgt
moglicheweise entlang von durch das Nukleoskelett festgelegten Bahnen, die zu den
Kernporenkomplexen fiihren (z.B. Strambio de Cadtillia et d., 1999).

Dem Thema der Arbeit entsprechend wird sich die weitere Darstellung nukledrer Struktur und

Funktion auf die Kernhtlle, insbesondere die innere Kernmembran, fokussieren.

1.2 Aufbau und Dynamik der Zdlkernhulle

1.2.1 Subkompartimente der K ernhille

Die Hile von Zdlkernen wird durch zwel Membransysteme gebildet: die innere Kernmembran
und die aulere Kernmembran, die an den Kernporen ineinander Ubergehen. Die aulere
Kernmembran ist zudem kontinuierlich mit der des Endoplasmatischen Retikulums (ER) und weist
nach derzeitigem Wissensstand eine gleichartige Proteinausstattung wie diese auf (im Uberblick
be Gant und Wilson, 1997). In der inneren Kernmembran sind dagegen enige Proteine
kompartimentspezifisch lokdidert (dehe unten). Auf der nukledren Sdte wird die innere
Kernmembran Uber weite Bereiche von der Kernlamina ausgekleidet. Diese besteht aus einem
Proteinnetzwerk, das hauptsichlich von zdlkernspezifischen Intermediarfilamentproteinen, den
Laminen, gebildet wird (im Uberblick bei Nigg, 1992). Zwischen den beiden Kernmembranen
befindet sch der perinukledre Raum, der kontinuierlich mit dem ER-Lumen ist. Die Kernporen
werden von den Kernporenkomplexen (NPCs), Multiproteinkomplexen von »120 MDa (Davis,
1995) gebildet.



Funktiondll stdlt die Kernhtille eine Barriere zwischen Zytoplasma und Kerninnerem dar. Uber
die Kernporenkomplexe werden in regulieter Weise Proteine und Ribonukleinsduren
transportiert.

Die innere Kernmembran bietet zusammen mit der Kernlamina Bindungsstelen fir Chromatin
(Paddy et d., 1990; Foisner and Gerace, 1993; Ye and Worman, 1994; Ye und Worman,
1996). Unter Beriickschtigung der Beobachtung, dal3 transkriptionell inaktives Heterochromatin
eher an der Kernperipherie lokaisiert ist (z.B. Nickerson et d., 1995), erscheint es moglich, dal3
innere Kernmembran und Lamina an der Regulation der Genexpression betelligt sein konnten.
AulRerdem wurden in der Kernhtille verschiedene Komponenten von Signaltransduktionswegen
gefunden. Darauf wird in Abschnitt 1.3 néher eingegangen.

Einige der Zdlkern-Subkompartimente sind in Graphik 1 dargestelit:
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Graphik 1: Schematischer Aufbau eines Zellkerns unter spezieller Berticksichtigung der Kernhiillen-
Subkompartimente



1.2.1.1 Kernporenkomplex und Porenmembran

Der Kernporenkomplex ist ein Multiproteinkomplex aus einer geschétzten Anzahl von ca. 50-100
verschiedenen Polypeptiden. Er hat eine Masse von mehr ds 100 MDa (Davis, 1995; Panté und
Aebi, 1996). Der Kernporenkomplex erscheint in e ektronenmikroskopischen Aufnahmen as ein
Komplex von ewa 125 nm Durchmesser mit einer achtfachen Rotationssymmetrie (Panté und
Aebi, 1996) und verschiedenen Substrukturen. Zu diesen gehdren ins Zytoplasma ragende
filamentdse Strukturen, die ds Andockstelen fir Protein-Import-Komplexe dienen kdnnen
(Englmeier und Matty, 1998), aul}erdem ein Komplex, der den zentralen Kana bildet und der in
enen weteren Komplex ("spoke complex) eingebettet ist, der fir das Grundgeriist des
Kernporenkomplexes gehaten wird, ein zytoplasmatischer und ein nukleérer Ring sowie auf der
nukleoplasmatischen Seite eine korbartige Struktur ("nuclear basket") (im Uberblick bei Davis,
1995; Panté und Aebi, 1996), die Uber filamenttse Strukturen mit dem Kerninneren verbunden
it (Arlucea et d., 1998; Strambio de Cadtillia et d., 1999). Uber die Kernporenkomplexe findet
en regulierter Im- und Export von Proteinen und Nukleinsduren in den Kern hinein oder heraus
dait (zusammengefald bei Nigg, 1997). Importsubstrate mit einer Gréf3e von >40 kDa kénnen
nicht mehr passv durch die Kernporen diffundieren. Zahlreiche Proteine tragen aber
Kernlokalisationssequenzen, die von Importfaktoren erkannt werden. Ahnliches gilt fir den
Kernexport von Makromolekilen (Nigg, 1997; Engimeier und Mattgj, 1998).

Die Proteine Nuclear Pore Complex Protein (NUP) 98 (Radu et a., 1995; Powers et a., 1995;
Powers et al., 1997), NUP 153 (Sukegawa und Blobel, 1993) und Tpr (Byrd et d., 1994;
Bangs et d., 1998), die mit der Korbstruktur assoziiert and, spiden dlesamt eine Rolle bel der
Regulation des Protein- und Nukleinsaure-Exports. Tpr steht wahrscheinlich mit filamenttsen
Strukturen in Verbindung, die die Kernporenkomplexe mit dem Kerninneren, z.B. den Nukleoli
verbinden (Cordes et ., 1997; Strambio de Cadtilliaet d., 1999).

Ein spezifisch in der Porenmembran lokalisertes Transmembranprotein ist gp210. Das Protein
sorgt wahrscheinlich fur die Verankerung der Kernporenkomplexe in der Kernhille. Antikorper
gegen den Tell des Proteins, der mutmaldich im perinukleéren Raum der Kernhtille geegenen i,
inhibieren den Proteinimport (Greber und Gerace, 1992; im Uberblick u.a. bel Panté und Aebi,
1996).



1.2.1.2 AuRere Kernmembran

Die aul}ere Kernmembran ist kontinuierlich mit der Membran des rauhen Endoplasmatischen
Retikulums. Ob es spezifisch in der &ulReren Kernmembran lokaisierte Proteine gibt, ist nicht
bekannt (z.B. Gant und Wilson, 1997), da diese Membran bidang nicht biochemisch isoliert
werden konnte. Allerdings wurde in viden Fdlen ene Lokdiserung von Komponenten aus
Signdtransduktionswegen sowohl in der ER- ds auch in der aulReren Kernmembran beobachtet.
Beispiele dafiir snd 1P;- und Ryanodinrezeptoren (Ca*-Kanéle, die firr die Freisetzung von Ca#*
aus intrazdlluldren Speichern notwendig sind), Irelp (Rezeptor-Serinkinase/Endonuklease, die die
StrelZantwort aufgrund des Vorliegens entfdteter Proteine im ER-Lumen vermittelt, Sadrauski et
d., 1998) sowie etliche weitere Komponenten inklusive Proteine, die sgndinduziert zur aul3eren
Kernmembran/ER-Membran trandozieren konnen (Jans und Hassan, 1998; Peters-Golden,

1998).

1.2.1.3 Perinuklearraum

Der Raum zwischen innerer und aul¥erer Kernmembran ist kontinuierlich mit dem Lumen des
Endoplasmatischen Retikulums. Es exidtiert keine Barriere firr die Diffuson von Caf* zwischen
ER-Lumen und Perinuklearraum (Subramaninan und Meyer, 1997). Von enigen Autoren wird
angenommen, dal3 vom Perinuklearraum signdinduziert Cacium in das Nukleoplasma freigesetzt
werden kann, analog zur Funktion des ER as Caciumspeicher, aus dem Cacium ins Zytoplasma
freigesetzt werden kann (Santella und Carafoli, 1997; Malviya und Rogue, 1998). Eine von der
des ER-Lumens abweichende Proteinausstattung des Perinuklearraumes Uber die hineinragenden
Doménen von Proteinen der inneren Kernmembran und der Porenmembran hinaus ist nicht

bekannt.

1.2.1.4 Innere Kernmembran

Die innere Kernmembran besitzt eine spezifische Proteinausstattung (Gant und Wilson, 1997).
Die Proteine, die bidang ds integrde Membranproteine der inneren Kernmembran identifiziert

wurden, spiden offenbar eine zentrde Rolle bel der Organisation von Interaktionen zwischen



Kernmembran, Kernlamina und Chrométin. Die exakte Funktion der Proteine in vivo ist dabel
nach wie vor nur tellweise geklat, die Anayse ihrer Protein-Protein-Interaktionen ist
unvollstdndig. Da Proteine der inneren Kernmembran im Zentrum der vorliegenden Arbeit stehen,
sollen die Befunde in der Literatur Uber die bidang bekannten spezifisch in diesem Kompartiment
lokdiserten Proteine ausfihrlich dargestdlt werden. Andere Proteine, die neben ihrer
Lokaisation in anderen Zdlkompartimenten auch in der inneren Kernmembran gefunden worden

and, werden in Abschn. 1.3 aufgefiihrt.

Emerin
Emerin i en 34 kDA Protein mit enem C-termind gelegenen vorhergesagten
Transmembranbereich (Manid et d., 1996). Mutationen in verschiedenen Bereichen von Emerin
snd verantwortlich fir das Auftreten des Emery-Dreifuss-Syndroms (Bione et d., 1994), einer
erblichen Muskdschwéache-Krankheit, die aufgrund der Beeintréchtigung der Funktion des
Herzmuskels zum Tod fuhrt, wenn sie nicht behanddlt wird (Emery, 1989). Uber welchen
Mechanismus Emerin zur Pethogenese beitrégt, it unklar. Emerin ist in der inneren Kernmembran
lokdigert (Manid et ., 1996; Nagano et al., 1996), wurde aber auch in der Kernmatrix und an
Zdlkontaktstellen, insbesondere den Desmosomen von Herzmuskel zellen (Cartegni et d., 1997),
gefunden. Bel Patienten mit dem Emery-Dreyfuss-Syndrom kommen Deletionen des C-Terminus
von Emerin, der die vorhergesagte Transmembranregion enthdt, vor (Nigro et d., 1995). Andere
pathologische Mutationen, die zu einer Fehlphosphorylierung von Emerin flhren, bewirken eine
diffuse Lokaliserung des Proteins wahrend der Interphase des Zdlzyklus (Ellis e d., 1998).
Emerin weist zwar eine begrenzte Sequenzéhnlichkeit zu LAP 2b und LAP 2g auf, zeigt jedoch
innerhab der inneren Kernmembran eine von der der LAPs verschiedene Lokalisation (Tsuchiya

et dl., 1999).

L amin B-Rezeptor

Der Lamin B-Rezeptor (LBR) it ein integrdes Protein der inneren Kernmembran mit einem
relativen Molekulargewicht von etwa 58 kDa Die anhand der Primérstruktur des Proteins
vorhergesagte Topologie beinhdtet acht Transmembranbereiche. N- und C-Terminus des
Proteins snd mutmaldich nukleoplasmatisch lokdisert (Worman et d., 1990; Schuler et 4d.,
1994; Ye und Worman, 1994). Von Untersuchungen des Lamin B-Rezeptors leitet Sch das
gegenwértig favoriderte Moddl fir das Tageting integrder Membranproteine zur inneren
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Kenmembran ab: Mit Hilfe chim&er Proteine wurde gezeigt, dad die Grole der
nukleoplasmatischen Doméne eines Proteins der inneren Kernmembran flr ein korrektes
Targeting ein gewisses Ausmald (ca. 70 kDa) nicht Uberschreiten darf (Soullam und Worman,
1995). Es wird angenommen, dal3 die Proteine der inneren Kernmembran Uber Diffuson durch
die satlichen Kande des Kernporenkomplexes (bei Panté und Aebi, 1996) in die innere
Kernmembran gelangen und dort durch Interaktionen mit Chromatin und Kernlamina fixiert
werden. Diese Annahme wird durch die Beobachtung gestiitzt, dal3 die N-terminale Doméne 1-
203 des Lamin B-Rezeptors Membranproteine an die innere Kernmembran leiten kann. (Soullam
und Worman, 1995). Bidang ig kein einhetliches Targeting-Signd in den Primarstrukturen
verschiedener integraler Proteine der inneren Kernmembran gefunden worden, die kritischen
Proteinregionen scheinen auf der Ebene der Primérstrukturen von Protein zu Protein verschieden
zu sain (Furukawaet d., 1995; Ashery-Padan et d., 1997; Tsuchiyaet d., 1999).
Pyrpasopoulou et d. (1996) fanden in vitro, dal3 der LBR den gréfden Beitrag der Kernhtlle zur
Chromatinbindung im Vergleich zu Lamin und LAP 2 (s.unten) beisteuert. Der LBR bindet das
Chromeatin-bindende Protein HP-1 (Y e und Worman, 1996; Ye et d., 1997), welches vermutlich
nach der Mitose ds eines der ersten Proteine wieder mit Chromosomen reassoziiert (Ellenberg et
d., 1998). Asoziiert mit dem LBR wurde eine Kinase identifiziert, die die Arginin/Serin-reiche
Doméne (RS-Doméne) des LBR phosphorylieren kann (Simos und Georgatos, 1992; Nikolakaki
et d., 1996; Nikolakaki et d., 1997). RS-Doménen sind aul3er beim LBR bel enigen Spleil3
Faktoren gefunden worden (Mistdli und Spector, 1997). Diese Doméanen sind Ziele von RS
spezifischen Kinasen (SRPK's), die durch Phosphorylierung Spleil3-Faktoren funktiondl regulieren
konnen (Migtdi et d., 1997). Es wurde gezeigt, dal3 in vitro die SRPKs und die Lamin-B-
Rezeptor-Kinase identische Substratspezifitét zeigen (Papoutsopoulou et d., 1999). Dies kénnte
bedeuten, dal? der LBR in Zusammenhang zu Signawegen, die das RNA-Spleil¥en regulieren,
geht. Dies ginge weit Uber die bidang angenommen Funktion des Lamin-B-Rezeptors ds die
eines fur die srukturele Integritét der Kernhtille wichtigen Proteins hinaus. Der LBR weist in den
Transmembranssgmenten  dariiberhinaus  Sequenzéhnlichkeit zu Sterol-Reduktasen auf  (im
Uberblick bei Holmer et a., 1999). Eine mogliche Sterol-Reduktase-Aktivitét des Lamin B-
Rezeptors wird nach wie vor debattiert: Silve et d. (1998) fanden eine Sterol C14-Reduktase-
Aktivité fir den humanen LBR in trandizierten Hefezdlen. Diese Funktion kdnnte ein bidang
unbekanntes Signatransduktionssystem in der Kernmembran unterstiitzen.



Die Beféhigung des Lamin B-Rezeptors zur direkten Bindung von Lamin B ist umdtritten (Micd et
al., 1998).

LAP1
Das Lamina-asoziierte Polypeptid 1 (LAP 1) igt en integraes Membranprotein (Foisner und
Gerace, 1993, Furukawa et a., 1995), das in den drei Spleivarianten LAP 1A, 1B und 1C
vorkommt (Martin et d., 1995). Die Variante LAP 1C ig ds einzige zur Zeit biochemisch néher
charakterisert worden (Maison et d., 1997). Das Protein interagiert wie LAP 2b (sunten) mit
B-Typ-Laminen, bildet aber keinen gemeinsamen Proteinkomplex mit LAP2b. Be der
Deassemblierung der Kernhille zu Beginn der Mitose verteilt sch LAP 1C auf andere mitotische
Veskd ds LAP2b, obwohl in beiden Veskepopulationen B-Typ-Lamine vorkommen.
Baserend auf diessm Befund wurde die Exigenz von Subdoménen innerhab der inneren
Kernmembran vorgeschlagen, die nach gegenwartigem Kenntnisstand durch Unterschiede in der
Proteinausstattung definiert snd. In durch anti-LAP 1C-lmmunprézipitation isolierten Komplexen
mit Lamin B ist auch eine Kinasesktivitét nachweisbar (Mason et d., 1997).

L amina-assoziiertes Polypeptid 2 (LAP 2)

Die Laminaassoziierten Polypeptide 2 (LAP-2) bilden ene Proteinfamilie aus mindestens finf
Spleilvarianten, die sch von einem einzigen Gen her ableiten (Harris et d., 1994; Harris et d.,
1995; Berger et al., 1996; Graphik 2).

Mit Ausnahme von LAP2a und LAP2z wesen dle Splelvarianten mutmadich enen
Transmembranbereich auf, aulerdem enen kurzen C-terminden Abschnitt, der in den
Intermembranbereich ragt und eine nukleoplasmatische Doméne, die mehr ds 90 % der
Proteinsequenz beinhdtet.

Lediglich die SpleRvarianten a und b sind bidang auf Proteinebene beschrieben worden (Foisner
und Gerace, 1993; Dechat et d., 1998). LAP2b, die zur Zeit an besten untersuchte
Solelf3variante, bindet phosphorylierungsabhéngig B-Typ-Lamine und Chromatin (Foisner und
Gerace, 1993). Die Chromatin-Bindungsregion liegt im Bereich der Aminoséuren (AS) 1-85, die
Lamin-Bindungsregion im Bereich der AS 293-373 ("minimaes Lamin-bindendes Fragment™)
(Furukawa et d., 1998). Mitotische Phosphorylierung hebt diese Bindungen auf. Die Interphase-
Phosphorylierung des Proteins und deren funktiondlle Bedeutung it bidang dlerdings nicht

untersucht worden.
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Graphik 2: Spleil3varianten des LAP 2-Gens anhand identifizierter cDNAs (nach Berger et a., 1996)

LAP 2b hat offenbar eine kritische Funktion fir die Struktur der Zdlkernhtlle: Die Mikroinjektion
enes zur Lamin-bindenden Doméne des Proteins korrespondierenden rekombinanten
Polypeptids in Hel.a-Zdllen behindert das Wachstum der Kernhtille und damit den Anstieg des
Kernvolumens nach der Mitose (Yang et d., 1997). Kongstent damit wurde in zdlfreien in vitro
Assemblierungsresktionen von Zdlkernen von Xenopus laevis beobachtet, dal3 in Gegenwart
des rekombinanten LAP 2b-Fragmentes 1-408 Kerne mit deutlich verkleinetem Volumen und
exzessven Eindllpungen der inneren Kernmembran (dlerdings verschieden von  den
beobachteten "Tunneln" und "tubuldren Strukturen” bel Fricker et d., 1997) assemblieren. Die
Gegenwart des rekombinanten Fragmentes 1-187, das die Chromatinbindungsregion enthdt
(Furukawa et d., 1998), verhinderte in solchen Experimenten sogar die Aushildung geschlossener
Kernhlllen und die Rekrutierung von Laminen zur Membran (Gant et d., 1999). Letztere
Beobachtung suggeriert, dald die Bindung von Chromatin (direkt oder indirekt) an LAP 2b
Voraussetzung fir die Rekrutierung von B-Typ-Laminen in den Komplex sen kénnte.

Dartiberhinaus wurde in dem beschriebenen Assemblierungssystem gefunden, dal3 die kleineren



Kerne, die in Gegenwart des Fragmentes 1-408 assembliert wurden, eine hohere Effizienz bei der
DNA-Replikation zeigten.

LAP2a ig die enzige wetere Splefvariante, die bidang biochemischen Untersuchungen
zuganglich war. LAP 2a ig kein integrdes Membranprotein und ist unter Bedingungen, unter
denen LAP2b aus der Kernhiille extrahierbar igt, weterhin mit der Kernmatrix und/ oder
Chromatin assoziiert (Dechat et d., 1998). Die Chromatinbindung ist phosphorylierungsabhangig.

Otefin

Otefin it ein assoziiertes oder integraes Protein der inneren Kernmembran, das bidang nur aus
Drosophila bekannt ist (Hardl et d., 1989; Padan et d., 1990). Die aufgrund der Priméarstruktur
des Proteins vorhergesagte Topologie von Otefin weist mutmaldich einen Transmembranbereich
aus, der grolte Tel des Proteins ist wahrscheinlich nukleoplasmatisch lokdigert. Otefin bildet
vermutlich enen Proteinkomplex mit Drosophila-Laminen und weiteren Proteinen (Goldberg et

al., 1998).

1.2.1.5 Kernlamina

Die Kernlamina, die in direkter Interaktion mit der inneren Kermembran und dem Chromatin
geht, wird hauptschlich von nuklegren Intermediérfilament-Proteinen, den Laminen, gebildet
(Aebi et d., 1986; zusammengefald bel Nigg, 1992). Sie assembliert nach der Mitose, nachdem
gch die Kernmembran um die Chromosomen geschlossen und ein Kernimport von Laminen
begonnen hat (Chaudhary und Courvdin, 1993; Marshdl und Wilson, 1997). In Saugerzellen
kommen B-Typ-Lamine (Lamin B1 und B2) vor, die aul¥er Uber Protein-Protein-Interaktionen (s.
Abschn. 1.2.1.4) Uber Farnesylierung des C-Terminus (Wolda et a., 1988; Farnsworth et d.,
1989) in der inneren Kernmembran verankert snd. In differenzierten Zelen treten daneben A-
und C-Typ-Lamine auf. A- und C-Typ Lamine werden initid ebenfdls farnesyliert, um se zur
Kernmembran zu dirigieren (Holtz et a., 1989; Nigg et d., 1992; Firmbach-Kraft und Stick,
1995; Micd et d., 1998), die modifizierte Region wird dann spéter aber abgespalten.

Lamin-Monomere weisen je eine globulére Kopf- (head-) und Schwanz- (tail-) Doméne auf, die
durch eine helicde Stab- (rod-) Doméne miteinander verbunden sind (Nigg, 1992). Die Lamine

dimeriseren Uber Bildung einer coiled-coil-Struktur ihrer Stabbdoméanen und bilden in einer Selbgt-
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Assemblierung  Uber  Kopf-zu-Schwanz-Interaktionen ein zweidimensondes parakrigalines
orthogonales Protein-Netzwerk aus. Dieses Netzwerk kleidet die innere Kernmembran auf der
nukleoplasmatischen Oberflache aus (im Uberblick bei Nigg, 1992; Stuurman et d., 1998).
Lamine interagieren aul3er mit Proteinen der inneren Kernmembran mit Chromatin (Glass und
Gerace, 1990; im Uberblick bei Gant und Wilson, 1997; Chu et d., 1998). Dabei bilden sie nicht
nur en drukturdles Geriigt fur die Verankerung von Chromatin, sondern beeinflussen auch die
DNA-Replikation: Im zdllfreen Kernassemblierungssystem bel Xenopus laevis hilden sich nach
Depletion von Laminen zwar Kenhlllen, aer die entdehenden Kene snd nicht
replikationskompetent (Jenkins et d., 1993). Die St6rung der Laminastruktur durch eine
dominant-negative Lamin A-Mutante in dem gleichen expeimentdlen System bewirkt
dartiberhinaus e ne abnorme Vertellung von Replikationsfaktoren (Spann et d., 1997).

Wenige Nicht-Lamin-Komponenten der Kernlamina sind bekannt, darunter die MAN-Proteine
(Paulin-Levasseur et d., 1996). Ihre Funktion ist jedoch bidang nicht bekannt.

1.2.2 Dynamische Struktur der Kernhtlle

1.2.2.1 Zellzyklus

Zum Vergandnis der Dynamik, der die Strukturen von Kernlamina und Kernhtille unterliegen
(Sehe Absch. 1.2.2.2), wird an dieser Stelle ein kurzer Uberblick tber den Zdlzyklus von
Mammalia-Zdlen gegeben. Sofern Se nicht in enem Zugtand sind, in dem keine Zdlteilung mehr
dattfindet, durchlaufen diese Zdlen einen Zyklus mit Verdoppelung der DNA, Zunahme der
Zdlmase sowie Mitose mit Zytokinese, aus der zwei Tochterzellen hervorgehen.

Der Zdlzyklus 1&% sch in mehrere funktiondle Phasen entellen: die G1-Phase, in der RNA
gynthetisert wird, aber keine DNA-Replikation sattfindet, die S-Phase mit DNA-Replikation
und Zunahme der Zdlmasse, die G2-Phase nach Abschiul3 der DNA-Replikation mit zwel
diploiden Chromosomenséizen und die M- (Mitose:) Phase, in der das Chromatin zu
Chromosomen kondensiert, Kernlamina und Kernmembran deasssemblieren, Mitosespindeln
ausgebildet werden und das Zytoskeett fUr die Zytokinese reorganisert wird. In der Mitose
werden die beiden diploiden Chromosomensdize voneinander getrennt, es bilden sich zwel
Tochterkerne. Die Zytokinese vollendet die Zdlteilung (zur Ubersicht Lewin, 1994).
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Die Motoren, die die Zdle durch die Phasen des Zellzyklus treiben, sind heterodimere Komplexe
aus je eng kadytischen Untereinheit, ener Cydlin-abhéngigen Proteinkinase, und einer
regulatorischen Untereinhet, énem Cydlin. Thre Aktivitét wird durch Proteinphosphorylierung vor
dlem der kaaytischen Untereinheit sowie durch reguliete Synthese und proteolytische
Degradation, aber auch durch Kernimport der regulatorischen Untereinheiten gesteuert (Morgan,
1997). Wéhrend des Zdlzyklus gibt es Kontrollpunkte ("checkpoints'), an denen Uber den Eintritt
der Zdle in die S-Phase (G1/S-checkpoint, Beginn der DNA-Replikation) oder in die M-Phase
(G2/M-checkpoint, Eintritt in die Mitose) entschieden wird. Vor alem in der frihen G1-Phase
konnen extrazdlulére Signde in den Fortgang des Zdlzyklus eingreifen und dartiber entscheiden,
ob eine neue Runde der DNA-Replikation eingdeitet wird (Lewin, 1994).

Auf die Mechanismen, die den jeweligen "Zdlzyklus-Motoren" das Signd geben, dai3 die
Aktivierung zum Uberschreiten der  Kontrollpunkte erfolgen kann (z.B. Kontrolle der
Vollstandigkeit der DNA-Replikation, Kontrolle moglicher DNA-Schéden vor Eintritt in die
Mitose, Kontrolle des Abschlusses der Mitose oder der Reassemblierung der Kernhtille vor
Eintritt in die S-Phase), 0l an dieser Stelle nicht detailliert eingegangen werden. Die Motoren, die
das Uberschreiten der G1/S-bzw. G2/M-Kontrollpunkte bewirken, haben (in Saugerzellen) ds
katalytische Untereinheiten p33°*? bzw. p34™2 (Morgan, 1997). Diese Kinasen sind Prolin-
gerichtet, ihre Phosphorylierungs-K onsensussequenz ist X-S/T-P-X-K/R (Songyang et d., 1994;
X geht dabe fur eine beiebige Aminosdure). Viele Proteine im Zelkern und in der Kernhiille

weisen solche Phosphorylierungs-K onsensussequenzen auf.

1.2.2.2 Deassemblierung und Reassemblierung der Kernhille

Kernhille und Kernlamina werden zu Beginn der Mitose deassembliert (Gerace et d., 1980).
Nach Beendigung der Mitose findet eine Reassamblierung der Kernhille durch sequentielle
Bindung membrangténdiger Kernhillenproteine an die Chromosomen dait. Nach Bildung einer
kontinuierlichen Kernmembran folgt eine Phase des Wachstums von Kernhlle und Kernlamina
unter Kernimport von Laminen und Assemblierung der Kernlamina (zusammengefad bei Nigg,
1992; Marshd| und Wilson, 1997).

Die Desssemblierung von Lamina und Kernhille zu Beginn der Mitose wird durch

Proteinphosphorylierung initiiert: gezeigt wurden die Depolymerisation von A-Typ-Lamin-



Polymeren durch Zdlzyklus-abhangige Kinase p34** (Peter et al., 1990; Enoch et a., 1991)
sowie von B-Typ-Laminen durch p34™? (ebd.) und durch Proteinkinase C bll (Collas et 4.,
1997), ebenso die Aufhebung von Interaktionen zwischen den Laminen und dem Chromatin. Die
Dephosphorylierung von Laminen ig ene der Voraussetzungen zur Reassemblierung der
Kernhtlle nach der Mitose. Eine wesentlich daran beteiligte Proteinphosphatase ist die Protein-
Phosphatase 1 (Thompson et al., 1997).

Auch eine mitotische Phosphorylierung verschiedener Proteine des Kernporenkomplexes wurde
beobachtet (Macaulay et d. 1995; Favreau et d., 1996). Dies spricht dafUr, dal3 die
Deassemblierung der Kernporenkomplexe in verschiedene Subkomplexe, die wahrend der
Mitose beobachtet werden kénnen (McCaulay und Forbes, 1996; Matsuoka et a., 1999), in
konzertierter Weise mit der Deassemblierung der anderen Bestandtelle der Kernhiille gesteuert
wird.

Zu Beginn der Mitose wird auch der Verlust von Interaktionen zwischen verschiedenen Proteinen
der inneren Kernmembran und den Laminen und dem Chromatin von Phosphorylierungen der
betreffenden Kernmembranproteine begletet, wenn nicht induziert (z.B. Courvalin et d., 1992;
Foisner und Gerace, 1993; Callas, 1999).

Fur den Verbleib der Kernhiillenproteine gibt es zwel Modd lvorstdlungen: Eine geht davon aus,
dal? die Kernhillenproteine auf verschiedene Populationen mitotischer Vesike vertellt werden, die
nach Abschlud der Mitose wieder sequentidl an die Chromosomen binden und die neue
Kernhiille assemblieren. Das Moddl wird dadurch gestitzt, da3 in Grofe und
Proteinzusammensetzung unterschiedliche mitotische Veskd mit Kernhlllenproteinen beobachtet
worden sind (Lourim und Krohne, 1993; Chaudhary und Courvain, 1993; Collas und Poccia,
1996; Buendia und Courvain, 1997), dal3 unterschiedliche Veskd mit Kernhillenproteinen wie
dem Lamin-B-Rezeptor in vitro sequentiell an die Chromosomen binden kénnen und dal3 es in
Gegenwart des nichthydrolysierbaren GTP-Analogons GTPgS wie bel bekannten anderen
Modedlen der Veskedfuson nicht zur Ausbildung einer vollsténdigen Kernhtlle kommt (Gant und
Wilson, 1997). Die meden Befunde diesr Art dammen aus  zdlfreien
K ernassemblierungssystemen unter Verwendung von Extrakten aus Xenopus laevis-Oocyten (im
Uberblick bei Wilson und Wiese, 1996; Gant und Wilson, 1997). Das andere Model| besagt,
dal3 Kernhiillenproteine wahrend der Mitose diffus in der Membran des Endoplasmatischen

Retikulums vertellt snd. Dies wurde in Experimenten mit rekombinanten Fusonproteinen aus



Kernhillenproteinen und dem Griinen Fuoreszierenden Protein (GFP) aus Aequoria victoria in

lebenden Zellen beobachtet (Yang et d., 1997; Ellenberg et al., 1998).

1.3 Signaltransduktion und K ernmembran

In diesem Abschnitt soll dargestellt werden, was Uber in der Kernhille lokaiserte Komponenten
aus Signatransduktionsvegen bekannt ist. Biochemische Vorgange, die wahrend des Zdlzyklus
unabhéngig von extrazdlul&ren Signden dattfinden, werden, abgesshen von der Rolle
intranuklegrer Protein-Tyrosinkinasen, von der Darstellung ausgespart.

1.3.1. Signaltransduktion zum Zellkern

Extrazdlul&re Sgnde, zB. vermittdt Uber die Bindung von Wachsdumsfaktoren an ihre
Rezeptoren in der Plasmamembran, die zu Anderungen der funktionellen Charakterigtik in den
Zidzdlen fihren (etwa in Richtung auf pogtive oder negative Regulierung der Proliferation oder
der Differenzierung), konnen Uber die Kerntrand okation von Komponenten des Signaweges eine
Veranderung intranukledrer Prozesse bewirken. Ein bekanntes Beispid dafir ist die Verdnderung
der Genexpression infolge der Phosphorylierung von Transkriptionsfaktoren durch in den Kern
trandozierte Proteinkinasen, der ERKs (extracdlular signa regulated kinases) oder infolge ener
sgnaabhangigen Kerntrandokation von Transkriptionsfaktoren (JAK/STAT-Signdweg, NFKB,
Steroidhormon-Rezeptoren). Die Kernhllle spielt nach heutigem Wissensstand dabel insofern
eine Rolle, dal3 die trandozierenden Proteine auf dem Weg von der Plasmamembran oder aus
dem Zytosol zum Kerninneren die Kernporenkomplexe pass eren missen.

Neben diesen direkten Effekten auf die Transkription gibt es aber weitere durch extrazelulare
Sgnde reguliertbare Phénomene, die ene differenziettere intranukleére dgndinduzierte

Kommunikation erfordern oder die Existenz intranukledrer Signakaskaden implizieren:

1. Transkriptionfaktoren sind nicht die einzigen nukledren Subgtrate fir in den Kern trandozierte
Proteinkinasen. Beispidsweise finden sch bel einigen Krebsarten, bel denen pathologische
Verdnderungen in intrazdluldren Sgnalkaskaden auftreten, Strukturveranderungen in der

Kernmatrix (Nickerson, 1998). Das RNA-Spleilfen igt haufig infolge der Wirkung von

14



Wachdumdfaktoren  verdndert, sgndabhdngige  Modifikationen  efolgen  hier  dso
posttranskriptionell.

2. Einige Proteinkinasen, z.B. Isoformen der Proteinkinase C, trandozieren auf Signale hin auch
innerhdb des Zdlkerns, was ene differentidle Regulation von mdglichen Effektorproteinen in
verschiedenen Kern-Subkompartimenten nahelegt (Buchner, 1995; Buchner et d., 1997).

3. Die Zdlzyklus-Regulation durch extrazdluldre Prozesse kann auch durch Cyclin-import und
andere transkriptionsunabhangige Prozesse erfolgen (Morgan, 1997).

4. Es konnen auch Signdproteine im Zdlkern oder an dessen Hille akkumuliert werden, die
sekundédre Botengtoffe intranukleér generieren (D"Santos et d., 1998). Dazu kann auch die
Trand okation von Wachstumsfaktor- oder Hormonrezeptoren zur Kernhlle oder in den Zellkern
gehoren (Peters-Golden, 1998; Keresztes und Boonstra, 1998; Jans und Hassan, 1998).

5. Cacium kann im Zdlkern freigesetzt werden (Santellaund Carafoli, 1997).

1.3.2 Komponenten von Signaltransduktionswegen in der Kernhiille

Wasig Uber Elemente von Signdtransduktionskaskaden an oder in der KernhUlle bekannt ?

Im Folgenden sollen Aspekte nukledrer Signdtransduktion néher betrachtet werden, die eine
Einbeziehung der Kernhille implizieren oder zumindest einschlief3en konnten, wie nuklegre Lipid-
Signde oder die Generierung enes intranuklegren Cacium-Signds. Danach werden im Hinblick
auf die Fragestellung der vorliegenden Arbeit Befunde Uber die mdglichen Funktionen nuklesrer
Protein-Tyros nkinasen aufgefinrt.

1.3.2.1 Lipid-Signalein der Kernhille und in der Kernmatrix

Verschiedene Enzyme aus Lipid-Signdwegen and nicht nur an der Plasmamembran, sondern
auch im Zdlkern lokdidert. Dazu gehtren Lipidbotenstoff-generierende Proteine wie
Phospholipasen, Pls-Kinase, Inositolpolyphosphat-1-Phosphatase und  weitere mehr  (im
Uberblick bei D"Santos et d., 1998). Die Proteine sind offenbar nicht nur mit der Kernmembran
asoziiert: Nach Detergenzextraktion von Kernen wurde vidfach eine Assoziation dieser Proteine
mit der Kernmatrix beobachtet. Darliberhinaus wurde gefunden, dal3 Lipide verschiedener
Klassen, vor dlem Phosphoinogtide, ebenfdls intranukledr vorkommen. Im Fal von
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Phosphatidylinositol-4,5-Bisphosphat sowie der Phosphatidyl-Inositol phosphat-Kinasen, die den
letzten Schritt der Synthese von PIP, katdyseren, wurde eine Kolokadiserung mit nukledren
"gpeckles’, an denen ansonsten Spleif¥aktoren lokaisert snd, beschrieben (Boronenkov et d.,
1998). Signdinduziert durch Insulin-like growth factor 1 (IGF-1) kommt es in Swiss 3T3-
Fibroblasten nicht nur zur Kerntrandokation von Proteinkinase Ca, sondern auch zu ener
Erhdhung der intranukledren Phospholipase-Aktivitét und zu enem Angieg der Konzentration
von Diacylglycerol (DAG) (Dicheva et a., 1991; Neri et a., 1994). Neben DAG kann auch
Phosphatidylglyceral aus der Kernmembran nukledre Isoformen der PKC aktivieren (Murray und
Fieds, 1998). In PC 12- Zdlen, die auf Nervenwachsumsfaktor- (NGF-) Stimulierung hin
differenzieren, wurde eine Kerntrand okation der regulatorischen p85-Untereinheit der Pl;-Kinase
beobachtet (Neri et a., 1994). Verschiedene Phospholipasen wie PLD, PLC b1 und PLC gl
wurden neben ihrer extranukledren Lokdisation auch ds im Ken lokaigert gefunden
(zusammengefaldt bel D" Santos et dl., 1998).

All diese Befunde legen nahe, dal3 es im Zdlkern und - aufgrund der Beteligung Lipid-
metaboliserender Proteine, die an der Plasmamembran gut charakteriserte Rollen in
Sgndtransduktionskaskaden spiden - vermutlich in der Kernmembran Voraussetzungen zur
Generierung sekundérer Botengtoffe gibt, die die Aktivitét nukledrer Proteine modulieren kénnten.
Inositol phosphate konnten z.B. die lonenkande von 1P:-Rezeptoren in der Kernmembran (Sehe
néchster Abschnitt) 6ffnen, was einen Angtieg der intranukledren Ca?*-Konzentration zur Folge
hétte. Lipidbotenstoffe konnten nukledre Proteinkinase C (PKC) aktivieren. Uber nukledre
Isoformen der PKC ist bidang bekannt, dal3 se eine Rolle bel der Progresson oder beim
Anhdten des Zdlzyklus, vermutlich abhéngig von Art der Zdle und der Isoform der Kinase
(Buchner, 1995; Livneh et d. 1997), spiden. Aulerdem ist ihre Aktivitd be der
Deassemblierung der Kernhille zur Mitose hin notwendig (Coallas et d., 1997; Collas, 1999;
sehe Abschn. 1.2.2). Allerdings ist davon auszugehen, dald langst nicht dle nukledren PKC-
Substrate bekannt sind.

Elemente des Lipoxygenase-Stoffwechsds wurden in der Kernhille gefunden, in einigen Fallen
nach Trandokation zur Kernhtlle nach Kernimport der Proteine oder nach Trandokation von im
Nukleoplasma lokaiserten Proteinen. Dazu gehtren die Phospholipase A, die 5-Lipoxygenase
und das 5-Lipoxygenase-aktivierende Enzym (FLAP, im Uberblick bel Peters-Golden, 1998).
Auch Prostaglandin-Rezeptoren wurden an der Kernhllle, unter anderem in der inneren
Kernmembran, eektronenmikroskopisch lokaisiert (Bhattacharya et d., 1998; Bhattacharya et
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a., 1999). Diese metabotropen Rezeptoren kdnnten ebenfalls die Bildung sekundérer Botenstoffe
im Zdllkern beainflussen.

Auch wenn es Sch be einigen der zitierten Beobachtungen bidang um Einzelbefunde handdlt, ist
die Exigenz von in der Kernhiille lokdiserten Komponenten von Signdtranduktionskaskaden
wahrscheinlich.

1.3.2.2 Ca®" im Zellkern

Trotz des Vorliegens einer umfangreichen Literatur ber intranukleére Ca2*-Signdle ist nach wie
vor noch nicht gekl&rt, ob die Ca*-Konzentration im Zdlkern unabhéngig von der im Zytosol
reguliert werden kann (Sehe dazu Maviya und Rogue, 1998). Ungeachtet dessen sind zahireiche
Ca*-regulierte Prozesse in Zellkernen bekannt, u.a. eine Regulation der Funktion der Kernporen
(z.B. bel Panté und Aebi, 1996) und Effekte auf die Aktivitét von Transkriptionsfaktoren (zum
Uberblick Santellaund Carafoli, 1997).

Da der Perinuklearraum kontinuierlich mit dem Lumen des Endoplasmatischen Retikulums ist und
fur die fréie Diffuson von Ca?* zwischen diesen beiden Kompartimenten keine Barriere exigtiert
(Subramanian und Meyer, 1997), kommt der Perinuklearraum as Ca*-Speicher fir
intranuklegre Signde in Frage. Es ig mittlerweile dlgemein akzeptiert, dal3 einige Sgnaabhangig
regulierte Proteing, die die C&" -Hombostase zwischen intrazelluléren Ca?*-Speichern und
Zytosol (und Nukleoplasma) steuern, in der inneren und in der &uleren Kernmembran
vorkommen. Darunter sind eine Caf*-ATPase in der &uReren Kernmembran (Kulikova et d.,
1982; Nicotera e a., 1989), sowie Inostoltrisphosphat- (IPs-) Rezeptoren und
Ryanodinrezeptoren sowohl in der &ul¥eren ds auch in der inneren Kernmembran (Gerasmenko
et d., 1995; Humbert et a., 1996). Uber beide Rezeptortypen kann signdinduziert ein Cat*-
Ausstrom aus intrazelluldren Speichern erfolgen. Ca*-Trangport zwischen Zytoplasma und
Nukleoplasma kann auch Gber die Kernporen erfolgen (Panté und Aebi, 1996).

Bestandteil eines nuklesren Ca*-Signds ist auch die Kerntrandokation von Ca’*-bindenden
Proteinen wie Camodulin (Santella und Carafoli, 1997). Das Cat*-Signd kann beispidsweise
durch Aktivierung von nukledrer CaMKinase IV zur Phosphorylierung des Transkriptionsfaktors
CREB fuhren. (Sheng e d. 1991, Matthews et a. 1994). Die Struktur des
Kernporenkomplexes it dynamisch in Abhéngigkeit von der Caf*-Konzentration (Stoffler et d.,
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1999), damit konnte der Im- und Export von Makromolekilen Uber die Kernporen ener
Kontrolle durch die intranuklegre Caf*-K onzentration unterliegen. Potentielle Substrate fiir Caf* -
abhangige Proteinkinasen in der Kernhtille snd bidang wenig untersucht.

Das Ca?*-Signd kénnte auch nukledre "klassische' Isoformen der Proteinkinase C, die u.a

Lamine phosphorylieren kann (s. Abschn. 1.2.2.2), aktivieren.

1.3.3 Nukleare Tyrosinkinasen

Protein-Tyrosinkinasen regulieren im Zellkern verschiedene Prozesse, aber nur in wenigen Falen
and endeutige Aktivitdts-Funktionsbeziehungen klar. Bel enigen Plasmamembran-gtdndigen
Rezeptortyrosinkinasen wie Trk A (Nervenwachstumsfaktor-(NGF-) Rezeptor) oder dem
Epidermaen Wachstumsfaktor-Rezeptors (EGFR) wurde zwar beobachtet, dal3 eine
Interndisierung in funktiondlem Zugtand und ein Trangport in Richtung des Zdlkorpers (fir
NGF/TrkA bel Neuronen) oder des Zdlkens (im Fal des EGFR oder auch des
Fibroblastenwachstumsfaktor-Rezeptors (FGFR)), stattfindet (Jans und Hassan, 1998; K eresztes
und Boongtra, 1999). Welche intrazdllul&ren Signde davon ausgehen, it jedoch unklar. In einem
Fdl wurde die Rezeptortyrosnkinase Byk (identisch mit Sky/Tyro 3, Rezeptor fir das growth
arrest specific gene 6, Gas6, Ohashi et d., 1994; Ohashi et a., 1995) unter Anwendung der
Elektronenmikroskopie in der Kernhille gefunden (Kgi et d., 1996), anderersaits ist sonst nur
die Plasmamembran-Lokaisation dieser Rezeptortyrosnkinase bekannt.

Einschrankend ist anzumerken, dal3 es sich bei den meisten Befunden Uber die Anwesenheit von
Rezeptortyrosnkinasen in der Kernhille um Einzebefunde handdt, die kaum in der songtigen
Literatur Uber die jeweiligen Rezeptoren aufgegriffen werden. Eine funktiondle Rolle dieser
Proteine in oder an der Kernhtille scheint daher bidang nicht algemein akzeptiert zu sain.
Darlberhinaus gibt es Onkoproteine ads Fusonsproteine aus den Kinasedoméanen von
Rezeptortyrosinkinasen mit anderen Proteinen, z.B. mit dem Protein des Kernporenkomplexes
Tpr (Mitchell und Cooper, 1992; Greco et d., 1997), die eventudl im Kern aktiv sein konnten.
Eindeutig im Zdlkern identifiziert Snd ausschliedich |6diche oder Membran-assoziierte Protein-
Tyrosinkinasen wie Wee, c-Abl, Fer und Rak (zusammengefad be Pendergast, 1996). Die
Tyrosinkinase Wee inaktiviert den Komplex aus Cyclin B/Cdc2, der die Mitose initiiert, durch
Phosphorylierung von Cdc2 an Tyr 15. Die Tyrosnkinase c-Abl, die an ihrem C-Terminus
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myrigoyliert is und damit mit Membranen, DNA oder dem Zytoskelett assoziiert, penddt
zwischen Zytosol und Nukleoplasma hin und her (Taagepera et a., 1998). Neben einer
Zdlzyklus-abhéngigen Aktivitdtsregulation spidt c-Abl eine Rolle ba der Audtsung des
nukledren Signas zur DNA-Reparatur nach ener Zdlschédigung durch UV-oder ioniserende
Strahlung. Im Kern kann se die RNA-Polymerase 11 durch Phosphorylierung an deren C-
terminder Doméne aktivieren. Weitere Subdtrate, darunter die in DNA-Reparaturvorgange
involvierten Proteine Rad 51 und DNA-abhangige Proteinkinase, sowie Bindeproteine (zum
Beigpid das Genprodukt des Tumorsuppressorgens p5S3) wurden ebenso identifiziert wie eine
aktivierende Kinase (ATF; fir eine neuere Ubersicht der nukledren Funktion von c-Abl sehe Van
Etten, 1999). Das einzige bekannte nukledre Substrat fur Fer ist der Transkriptionsfaktor TMF
(Schwartz et al., 1998).

Esig dlerdings bidang kein Tyrosinkinasesubdrat in der Kernhiille eindeutig identifiziert worden.
De Versuch der ldentifizierung solcher Tyrosnkinasesubstrate stand im  Mittelpunkt  der
Experimente, die in der vorliegenden Arbeit dargestelt sind. Der proteinchemische Ansatz der
funktionellen Proteomanalyse, dessen Anwendungsgebiet im folgenden Abschnitt aufgezeigt wird,
erschien fUr die Untersuchung tyrosinphosphorylierter Proteine der Kernhtille ds Strategie der
Wahl.
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1.4 Proteom-Unter suchungen zur Aufklarung funktioneler
Zusammenhangein Zellen auf Proteinebene

Der Begriff Proteom, der zunéchst die Gesamtheit tatséchlich vorhandener Proteine in einem
gegebenen System (zB. in ener Sdugerzdle oder in enem  Mikroorganismus) ds
Komplementarbegriff zum Genom, der Gesamtheit der Erbinformation, beschreibt, wurde 1995
von Wasinger et d. eingeflhrt.

In den letzten Jahrzehnten haben DNA-Technologien den grofden Antell an der Identifizierung
neuer Proteine, und Se haben dartberhinaus (durch die Mdéglichkeit der Herstellung
rekombinanter Proteine) zur Gewinnung weitreichender Erkenntnisse Uber die Funktion und
Regulation neuer Proteine beigetragen, wenn auch in viden Fdlen initid ene aufwendige
Isolierung einer durch den Edman-Abbau sequenzierbaren Menge von endogenem Protein nétig
war. Durch die Einflihrung der Polymerase-Kettenreaktion in Kombination mit der Etablierung
von cDNA-Bibliotheken it es zudem moglich geworden, bel ener extrem niedrigen
Nachwei sgrenze signalvermittelte Anderungen der Genexpression auf der Ebene der Boten-RNA
nachzuweisen. Die Grenzen des Potentials von DNA-Technologien fir die Charakteriserung von
Proteinen liegen aber dain, dad funktiondl kritische Vorgange wie postrandationde
Modifikationen aufgrund der von der cDNA abgdeteten Protein-Primérstruktur nicht oder nur
auf der Bass enes "educated guess' vorhergesagt werden konnen. Dies gilt auch fir
posttranskriptionelle M odifikationen, die Regulation der subzdluléren Lokalisierung von Proteinen
und die Zusammensetzung von Multiproteinkomplexen. Fir einzelne Komponenten eines Systems
konnen zwar solche Aspekte mit rekombinanten Proteinen untersucht werden, aber direkte
proteinchemische Andysen waren im Hinblick auf die Verhdtnisse in vivo aussagekréftiger.

Auf der anderen Seite wurde es durch die Einfiihrung massenspektrometrischer Methoden in die
Proteinchemie moglich, zellulére Strukturen und Prozesse auf der Ebene endogener Proteine auch
weitgehend ohne aufwendige und fur Anefakte anféllige Proteinisolierungsprozeduren zu
untersuchen.  Die  wichtigdten Methoden dabe  dnd die  Matrix-unterstiitzte
L aserdesorptions onisations-Massenspektrometrie (MALDI, Karas und Hillenkamp, 1988)
sowie die Elektrosprayionisations-Massenspektrometrie (ESI-MS, Y amashita und Fenn, 1984).
Unterstiitzt wird dieses neue Potentil der Proteinchemie durch das Anwachsen von
Proteindatenbanken, vor alem auch durch den Fortschritt bel den Sequenzierungsprojekten zur
Entschiiissdung der  vollgéndigen DNA-Sequenz  ganzer Organismen. Damit wird ene
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Proteinidentifizierung mittels Massengpektrometrie auch mit ener Datenquditét unterhab der
Ebene der I1dentifizierung von langen Abfolgen von Aminosauren maglich (Mann und Wilm, 1994;
Shevchenko e d., 1996; im Uberblick bei Lamond und Mann, 1997; Blackstock und Weir,
1999). Es gibt zunehmend Beispiee fir die Identifizierung neuer Proteine dlein aufgrund von auf
massengpektrometrischen Daten  beruhenden  Datenbankrecherchen (zB. im Fdle des
Spoleifosoms Neubauer et d., 1998), die darUiberhinaus in ihrem subzdluldren Zusammenhang
beschrieben werden kdnnen.

Die am haufigsen verfolgte Proteom-Strategie versucht die maglichst vollsténdige Visudiserung
dler Proteinkomponenten eines gegebenen Systems (einer Zelle, eines Gewebes, enes
Mikroorganismus) mit Hilfe hochauflGsender zweidimensonder Geldektrophorese (O'Farrel,
1975; Klose, 1975) mit anschlief}ender massenspektrometrischer Identifizierung der Proteine
(Shevchenko et d., 1996; Jungblut und Thiede, 1997), meist im Vergleich des Systems zwischen
einem Kontrollzustand und beispidsweise einem pathologischen Zustand oder einem Zustand
unter geénderten physologischen Bedingungen.

Aufgrund verschiedener prinzipidler Nachteile dieser Strategie (schlechte Auftrennung von
Membranproteinen, unvollsténdiges Einwandern der Proteine ins Gd, schlechte bis fehlende
Detektion von Proteinen in niedriger Kopienzahl, Petton, 1998) gewinnt die Strategie, Proteine
definierter subzelluldrer Fraktionen hochauflGsend aufzutrennen und zu identifizieren, zunehmend
an Bedeutung. Mit dieser Strategie konnen Informationen Uber die subzdluldre Lokaiserung von
Proteinen oder, im Fal der Identifizierung der Komponenten von Proteinkomplexen, Hinweise fir
ene funktiondle Rolle der Protene gewonnen werden (fir die Andyse nukledrer
Multiproteinkomplexe: Neubauer et d. (1998); Siniossoglou et d. (1998)). Aufgrund dieses
andytischen Potentias wird diese Strategie auch "funktionelle Proteom-Analyse’ genannt (Patton,
1998; Blackstock und Weir, 1999).
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