4. Diskussion

4.1 Diskussion der Befunde aus den Experimenten zur

| dentifizier ung tyr osnphosphorvlierter K ernhillenproteine

4.1.1 Potential der BAC-Geleektrophorese fur die Untersuchung der
Zdlkernhille

Die BAC-Gddektrophorese zur Auftrennung von Kernhiillenproteinen (Hartinger et d., 1996),
die von Dr. Henning Otto in unserem Labor etabliert worden i<, ist in Bezug auf ihre Separations-
Kapazitét der gebréuchlichen zweidimensonden (2D-) Gedektrophorese aus isodektrischer
Fokusserung und nachfolgender SDS-PAGE deutlich unterlegen, bietet aber ene dark
verbessate Auflésung ds ene einfache SDSPAGE nach Laemmli (1970). Die herkdmmliche
2D-Elektrophorese ist jedoch andererseits bei Durchfiihrung nach O Farrel (1975)/Klose (1975)
nicht fir die Trennung von Kernhillenproteinen geeignet (zB. Emig, 1995), da vide
Membranproteine nicht in das Gel der ersten Dimension gelangen. Die BAC-Gel e ektrophorese
emoglicht durch den Einsatiz ionischer Detergentien in beiden Dimensionen die Auftrennung
gerade von schwer zu solubiliserenden Membranproteinen. Dies wurde u.a daran deutlich, dal3
bel der Auftrennung des Kernhillenproteins aus Neuro 2a-Zellen ein integraes Membranprotein
der inneren Kernmembran, das sowohl mit der Kernlamina as auch mit Chromatin interagiert
(Foisner und Gerace, 1993), namlich LAP 2b, ein Hauptprotein in den Gelen ist. Darliberhinaus
konnte erstmals der in vivo-Phosphorylierungsstatus dieses Proteins wahrend der Interphase des
Zdlzyklus detalliert untersucht werden. Es gelang auch der proteinchemische Nachweis eines
integralen Membranproteins aus dem Kernporenkomplex, NUP 98. Zwei Proteine, namlich das
16 kDaProtein und LAP2e, wurden im Rahmen der vorliegenden Arbet ersmds auf
Proteinebene beschrieben. Im Tritonextrakt des Kernhtillenpréparates aus PC 12-Zdllen, das im
Rahmen de vorliegenden Arbet esmds untersucht wurde, wurden ds Haupt-

Proteinkomponenten ausschliedich integrae Membranproteine identifiziert, darunter die integralen



Membranproteine der inneren Kernmembran LAP 2b und Emerin. Daher gellt der Einsatz des
BAC-Gdsysems einen methodischen Durchbruch fir die Anayse der Zelkernhiille dar. Eine
sysematische Subfraktionierung des Kernhillenpréparates wirde es zudem ermaglichen,
Proteine, die in kleinerer Kopienzahl pro Zele vorkommen und moglicherweise innerhdb der
Kernhtille an digtinkten Substrukturen angereichert vorliegen, zu identifizieren.

Sowohl im Kernhillenpréparat aus Neuro 2a-Kernen as auch aus PC 12-Kernen wurden
ggnifikante Mengen bestimmter mitochondrider Proteine (vor dlem a-und b-Untereinheit der
F1-ATP-Synthase) gefunden. Diese wurden ebenfdls von Emig trotz der Abwesenheit der
Aktivitét mitochondrialer Markerenzyme gefunden (Emig, 1995). Moglicherweise handdt es sich
bel den verbliebenen mitochondriden Proteinen (von denen Ubrigens dle Kern-kodiert waren) um
neu gynthetiserte Proteine, die eventudl Chaperon-asoziiet an der Membran des

Endoplasmatischen Retikulums vorliegen.

4.1.2 Tyrosnphosphorylierte Proteine der Kernhulle: Neuro 2a-Z€llen

Die Identifizierung potentieler Tyrosinkinasesubgirate im Kernhillenprdparat blieb in den meigten
Experimenten auf der Ebene einer Korrelationsanadyse zwischen Anti-Phosphotyrosin-Western-
Blot-Signaden und Coomass e-geféarbten Proteinspots stehen. Ein wesentlicher Grund dafr ist die
schwierige  Detektion  von  Phosphopeptiden  (die  direkte  Sequenzierung  eines
tyrsosinphosphorylierten Peptids war das gesetzte Kriterium, um ein Protein ds identifiziertes
Tyrosnkinasesubgtrat einzustufen). Das Potentid der MALDI-Massengpektrometrie fur die
Phosphopeptidanaytik mit unfraktionierten Peptidgemischen nach in-Gel-Verdau von Proteinen
wurde zu Beginn der Arbeit zu optimigtisch eingeschéizt (es gab kaum vergleichbare Arbeten in
der Literatur). Die Anwendung des Phosphopeptid-spezifischen Parent ion scans mit der
Nanoel ektrospray-Massenspektrometrie erwies sch im Laufe der Arbeit as die Methode der
Wahl, konnte aber aus apparativen Grinden ausschliefdich in Kooperation mit Dr. Gitte
Neubauer aus der Protein & Peptidgruppe an EMBL in Heldelberg durchgeftihrt werden. Dies
gechah aus Kapazitétsgrinden nur fur das Protein LAP 2b, in dem dlerdings auschliefdich
Ser/Thr-Phosphorylierungsstellen identifiziert wurden (s. unten).

In den meisten Fallen blieb die Zuordnung zwischen Western Blot-Signden und Proteinfarbung im
Gd ungicher, da an der Position detektierter Signade aus dem anti-Phosphotyrosin-Western Blot

weitere Proteine auf3er den an den entsprechenden Positionen identifizierten komigrieren kdnnten.
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Es ig daher denkbar, dal?3 komigrierende Proteine (die eventudl gegentiber den identifizierten
Proteinen in geringerer Menge vorliegen) die Western Blot-Signde hervorrufen, auch wenn se
gch dem proteinchemischen Nachwes entziehen. Fir die Aussagekraft der vorliegenden Befunde
goricht, dal3 sch unter den identifizierten Proteinen auch bekannte Tyrosinkinase-Subgirate wie
Hsc 71 (Egerton et d., 1996) hnRNP A2/B1 (Pype et d., 1994) befinden, so dal3 von einer
korrekten Korrdation zwischen den Western Blot-Signden und Coomassie-angefarbten
Proteinspots (in der BAC-Geleektrophorese) ausgegangen werden kann.

Als Kandidaten flr Tyrosnkinasesubstrate wurden in verschiedenen Experimenten gefunden:
PTB-assoziierter Spleif¥faktor (PSF), 16 kDaProtein, NonO (Non-POU domain octamer
binding protein), Lamine B1 und B2, LAP2a und b (bei letzterem wurde jedoch im Parent ion
scan mit Nanoe ektrospray-M assenspektrometrie kein tyrosinphosphoryliertes Peptid gefunden,
S. Abschn. 3.3), Hsc 70/71, NUP 98 (diese Proteine aufgrund der Korrelationsanayse), p160
Myb-binding Protein, Aktin, Cortactin (aufgrund der anti-Phosphotyros n-lmmunprézipitetion).
Die Einssizmdglichkeit der Immunprézipitation, die eigentlich die Methode der Wahl gewesen
wére, war dadurch eingeschrankt, dal? keine Bedingungen gefunden werden konnten, unter denen
die Kernhiillenproteine vollstandig solubiliserbar und die zugleich mit einer anti-Phosphotyrosin-
Immunprézipitetion kompatibed gewesen waren. Aullerdem zeigten verschiedene anti-

Phosphotyrosin-Antikorper unterschiedliche Bindungsspezifitét.

Funktiondlle Rolle der potentiellen Tyrosinkinasesubstr ate anhand der Literatur:
Die B-Typ-Lamine sind Bestandteile der nukledren Lamina (s. Abschnitt 1.2.1.5). PSF, NonO
und das 16 kDa-Protein snd RNA-bindende Proteine deren Funktion entweder nicht bekannt

ist (16 kDa-Protein, das Protein wurde in der vorliegenden Arbeit ersimals auf Proteinebene
beschrieben) oder die eine regulatorische Funktion beim RNA-Spleil3en haben. Die Lokdisation
von Spleif¥aktoren ist nukleoplasmatisch, dabel dlerdings vidfach Kernmatrix-assoziiert. Hsc 70
(Hsc 71 bei R. norvegicus) spidt moglicherweise eine Rolle beim Kerntrangport von Proteinen,
die genaue Funktion ist unklar.

NUP 98 ig en Proten des Kernporenkomplexes, es ist darin eher peripher auf der
nukleoplasmatischen Seite lokdiset und konnte ein Bestandtell der Korbstruktur des
Kernporenkomplexes sein (Sukegawa e d., 1993). Das Protein spidt eine Rolle beim
Kernexport von RNA und Proteinen (Radu et d., 1995, Powers et d., 1997). Eine
Subpopulaion von NUP 98 ist (bei Uberexpression) im Nukleolus gefunden worden, was
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bedeuten konnte, dal} das Protein zwischen Kernporenkomplex und Nukleoli (wo
moglicherweise Exportsubstrate "gelagert” werden, z.B. bel Yang et d., 1997, im Uberblick bei
Lamond und Earnshaw, 1998) hin- und herwandern kann (Powers et d., 1995). Eine Beteiligung
des Proteins an Ereignissen, die von Protein-Tyros nphosphorylierung reguliert werden konnen, ist
denkbar: Im Fdle des Kernexportes von Glucocorticoidrezeptoren wurde gezeigt, dal3 der
Export abhangig von einer Tyrosnkinasesktivitét erfolgt (Yang et d., 1997).

LAP2a und b sind Spleif3varianten dessdlben Gens. LAP 2a (s. auch Abschn. 1.2.1.4) ist en
mit der Kernlamina assoziiertes (vermutlich peripheres) Protein der inneren Kernmembran und
bindet sowohl an Lamine as auch an Chromatin (Foisner und Gerace, 1993). LAP2b i en
integrales Protein der inneren Kernmembran und bindet B-Typ Lamine und Chromatin (Foisner
und Gerace, 1993). Zuséizlich bindet LAP 2b an das Chromatin-assoziierte Protein BAF (barrier
of autointegration factor, BAF, Furukawa et a., 1999). Der Phosphorylierungsstatus von
LAP2b wurde im Rahmen der vorliegenden Arbeit detallliert untersucht, es wurde alerdings
keine Tyrosnphosphorylierung gefunden. Dies konnte bedeuten, dal3 das Signd im anti-
Phosphotyrosin-Western Blot von einem in der BAC-Geldektrophorese komigrierenden Protein
hervorgerufen wird (moglicherweise dem Protein ovary testis transcribed protein (Ott), Dreger et
a., 1999), oder da? nur ene klene Subpopulation von LAP2b im Prépaa
tyrosnphosphoryliert. Es ist nicht auszuschlief3en, dal3 in den Spektren aus den Parent ion scan-
Messungen (s. unten) etwaige tyrosinphosphorylierte Peptide nur schlecht detektiert wurden.
Solche Spektren werden eher von Ser/Thr-phosphorylierten Peptiden dominiert, die eine stérkere
Abspatung der Phosphatgruppen zeigen (Neubauer, mindl. Mitteilung).

P160 Myb-binding Protein i en negaiv regulaorischer Bindungspatner des
Transkriptionsfaktors Myb und kann bei Uberexpresson dessen transformierender Wirkung
entgegenwirken (Tavner et a., 1998). Aulerdem kann das Protein in dhnlicher Weise den
Transkriptionsfaktor Jun binden. P160 Myb-binding protein ist hauptsachlich im Nukleolus
lokdidert (Tavner et d., 1998, die einzige mir bekannte Vertffentlichung zu diesem Protein).
Einige der identifizierten Protene  weisen nech PROSITE-Vorhersage
(http:/Mmww.motif.genome.ad.jp) auch Phosphorylierungs-K onsensussequenzen far
Tyrosinkinasen auf (Lamin B1: Y240 und Y268, Lamin B2: Y260 und Y297, LAP 2a: Y626,
NUP 98: Y801 und Y847, jeweils baserend auf der Konsensus-Sequenz [RK]-x(2,3)-[DE]-
X(2,3)-Y nach Patschinsky et d., 1982, Hunter, 1982 und Cooper et a., 1984). Diese Art der
Vorhersage von Modifikationen bleibt aber fir sch dlen genommen undcher: weder missen die
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vorgeschlagenen Phosphorylierungsstellen auch tatsachlich in vivo phosphoryliert sein noch erfald
die Suche Konsensus-Sequenzen aler verschiedener Tyrosinkinasen (fur die Substratspezifitét
verschiedener Tyrosinkinasen s. Songyang et d., 1995, Songyang und Cantley, 1995).

Tréfe jedoch die Annahme der Tyrosinphosphorylierung dieser Proteine zu, wére hier eetmas ein
Hinweis auf einen weiteren Regulationsmechanismus der Struktur und Funktion der Zdlkernhille
gefunden, denn fir die meigten identifizierten potentielen Tyrosnkinasesubgtrate (bzw. fir die
gesamten Strukturzusammenhange, in die de integriet Snd wie die Kernlamina oder der
Kernporenkomplex), is diese Art der postrandaionden Modifikation bidang noch nicht
beschrieben worden.

Das gewéahlte Untersuchungssystem erscheint daher as ausreichend potent, um substantiell neue
Erkenntnisse Uber die Zdlkernhiille zu erhdten, wenn ene angemessene apparative Ausstattung
(Parent ion scan mit einem Tripel-Quadrupol-Massenspektrometer auf dem andytischen Niveau
der Nanoel ektrospray-M assenspektrometrie) verwendet werden kann.

4.1.3 Tyrosinkinasesubstr ate aus K er nhiillen von PC12-Z¢€llen

Die Etablierung einer Kernhillenprdparation aus PC 12-Zdlen war insofern von besonderem
Interesse, ds dald mit der Antwort der Zdlen auf Nervenwachsumsfaktor (NGF) berets en
Sgnd bekannt ig, das ene intrazdluldre Dynamik der Tyrosinphosphorylierung hervorrutft.
Inwiefern die Kernhllle daran partizipiert, ist unbekannt.

Eine Korrdationsandyse zwischen anti-Phosphotyrosn-Western Blot und Gefarbung wie im
Fdle der Neuro 2a-Zellen wurde nicht systematisch durchgefiihrt, da das Proteinmuster aus PC
12-Kernhtllen nach Coomassie-Farbung der BAC-Gele erheblich komplexer as das aus Neuro
2a-Kernhillen war. Die grof¥ere Komplexitét des Préparates it wahrscheinlich nicht auf eine
gékere Kontamination des Kernprgparates durch andere Zdlorgandlen im Vergleich zum Neuro
2a-Préparat  zurickzufUhren, sondern  eher durch ene hoéhere Kontamination des
Kernhillenpraparates durch Reste der Kernmatrix. Dies kann zumindest daraus gefolgert werden,
dal3 Peripherin und die hnRNPs anders as im Neuro 2a-Prgparat im PC 12-Préparat zu den
Haupt-Proteinspots auf den BAC-Gelen gehdren. Im Tritonextrakt aus den PC 12-Kernhiillen
wurden nahezu auschlieldich  integrde  Membranproteine, Uberwiegend aus dem
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Endoplasmatischen Retikulum (z.B. BIP, Canexin, Oligosaccharyltransferase, Ribophorin, BAP-
32), die aufgrund der Kontinuitét zwischen ER-Membran und &ul3erer Kernmembran auch direkt
in der Kernhille lokaisert sein konnten, und aus der inneren Kernmembran (LAP 2b, Emerin),
identifiziert. Nach Augenschein war die Menge mitochondrider Proteine, vor dlem der a- und b-
Untereinheit der F-ATP-Synthase, im PC 12-Préparat vergleichbar mit der im Neuro 2a
Kernhtllenpréparat.

Die Stimulierung der Zdlen konnte im Rahmen der vorliegenden Arbeit direkt proteinchemisch
nachgewiesen werden. Dieser Nachwels erfolgte Uber die Identifizierung des NGF-induzierten
Proteins VGF im Kernhillenpraparat. Das Protein war im Prdparat aus Kontrollzellen nicht
nachweishar. Die Lokaiserung dieses eigentlich sekretorischen Proteins im Kernhiillenpréparat
is wahrscheinlich darauf zurtickzuftihren, dal3 Sch eine gewisse Menge des nach der Stimulierung
massiv exprimierten Proteins (Angtieg der VGF-mRNA um den Faktor 80, Possenti et al., 1989)
be der Kernprdparation noch im ER-Lumen befindet und damit auch im Perinuklearraum. Diese
Annaghme ig konssent mit dem Befund in der Literatur, dal3 bei der immunchemischen
Lokdisation des Proteins in den Zdlen auch @n Sgnd im ER-Lumen und im Perinuklearraum
erkennbar ist (Possenti et al., 1989). Daher erscheint das Protein auch im Triton X-100-Extrakt
des Kernhillenpréparates, das unter anderem auch den Inhdt des Perinukledren Raumes
enthalten sollte.

Im niedrigen Molekulargewichtsbereich (etwa bel 30 kDa) erschien eine Zuordnung von Western
Blot-Sgnden und Proteingpots nach Coomassie-Farbung zuldssg, da enige Protene en
charakteristisches Migrationsverhdten zeigten und von der Hauptmenge der Proteine separiert
waren (s. Abb. 6). Bel diesen Proteinen wurde ein Angtieg der Tyrosinphosphorylierung nach
Stimulation der Zellen durch NGF beobachtet. Die Proteine wurden ads hnRNP A2/B1 und
hnRNP A3 (as zwe Spots) identifiziert.

HNRNP A2 und B1 sind eigentlich zwel Spleil3varianten desselben Gens (Kozu et d., 1995).
Be der Identifizierung in der vorliegenden Arbeit konnte jedoch nicht zwischen den
Solefvarianten diskriminiert werden. Bei hnRNPA2/B1 handdt es sch um en bekanntes
Tyrognkinasesubgtrat, das im tyrosnphosphorylieten Zusand ene von der im nicht-
phosphorylierten Zustand aoweichende RNA-Bindungsspezifitét zeigt (Pype et d., 1994). Es it
bekannt, dal3 hnRNP A2 und B1 Einflu? auf die Auswahl von SpleiRstelen ausiben kénnen
(Mayeda et d., 1994). Die Tyrosnphosphorylierung der beiden hnRNPs stdlt moglicherweise
einen Weg der Regulation differentiellen Spleif3ens durch NGF (Prentice et d., 1987; Smithet d.,
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1997) dar. Erforderlich wéare nun die Identifizierung der hnRNP-Kinase, die Identifizierung der
nach NGFStimulierung phosphorylierten Aminosiurereste und eine Untersuchung, ob die
Proteine auf die Phosphorylierung hinin vivo ihre RNA-Bindungsspezifitét &ndern.

Im anti-Phosphotyrosin-Western Blot waren weitere Signale zu erkennen, deren Intendtét sich
nach der Stimulierung der Zdlen durch NGF im Vergleich zum Kontrollzustand anderte. Eine
Identifizierung der korrespondierenden Proteine wéare insofern lohnend, da anders asim Falle des
Praparates aus Neuro 2a-Zdlen sofort ein biologischer Zusammenhang ersichtlich wére. Dieser
Ansatz wurde im Rahmen der vorliegenden Arbeit jedoch nicht weiter verfolgt, da es (wie oben
beschrieben und weiter unten nochmals diskutiert) mit den zur Verfligung stehenden apparativen
Mitteln prinzipielle Schwierigkeiten bei der Phosphopeptid-Detektion im Mikromal3stab gab. Es
erscheint aber sehr aussichtsreich, das PC 12-Kernhlllensystem dann welter zu untersuchen,
wenn die Maglichket zur Durchftihrung von Parent ion scans auf dem Empfindlichkeltsniveau der
Nanoel ektrospray-Massengpektrometrie besteht. Aufgrund der stérkeren Kontamination des
PC-12-Kernhillenpréparates durch Kernmatrixreste im Vergleich zum Prgparat aus Neuro 2a

Zdlen miif¥e zuvor ene weitere Subfraktionierung vorgenommen werden.

4.1.4 Tyrosinphosphorylierung an isolierten Kernen in der indirekten

| mmunfluor eszenz

Sowohl bei Zelkernen aus NGF-stimulierten 615-Zellen ds auch bei Kernen aus Kaium-(2,2' -
Bipyridin)-oxobisperoxovanadat (V)- (BiPy-) behandelten Neuro 2a-Zellen war in der indirekten
Immunfluoreszenz mit anti-Phosphotyrosn-Antikorpern ein Angtieg der Tyrosinphosphorylierung
in den Zdlkernen im Vergleich zur Kontrollstuation detektierbar. Die Signde im Kern lassen Sch
beim gegenwértigen Stand der Identifizierung der potentiellen nukledren Tyrosinkinase-Subgirate
nicht bestimmten Proteinen zuordnen. Im Falle der Befunde mit isolierten Kernen von Neuro 2a-
Zdlen ig proteinchemisch im Kernhlllenpréparat Cortactin ds Haupt-Tyrosi nkinase-Substrat
gefunden worden. Die subzdluldre Lokdisation dieses Proteins wird in der Literatur jedoch ds
zytoplasmatisch beschrieben. Eine durch die Befunde in der vorliegenden Arbeit nahegelegte
Kernlokalisation des Proteins mufde durch indirekte Immunfluoreszenz mit einem anti-Cortactin-
Antikorper Uberprift werden. In enem solchen Experiment konnte auch durch eine
Doppelmarkierung mit a-Phosphtyrosin- und anti-Cortactin-Antikorpern Gberprift werden, ob
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eine mdgliche Tyrosinphosphorylierung von Cortactin fir den Angtieg des anti-Phosphotyrosin-
Sgnds in Kernen aus BiPy-gimulierten Neuro 2a-Zellen in der Immunfluoreszenz verantwortlich
ist.

Die Doppdmarkierung anti-Phosphotyrosn/anti-LAP 2b/e an Kernen aus Neuro 2a-Zdlen
zeigte auch eindeutig, dal3 anti-Phosphotyrosn-Immunresktivitét partiel mit der inneren
Kernmembran kolokdigert ist. Dies lief? Sch jedoch nur bei Kernen aus BiPy-stimulierten Zellen
detektieren. Die Aufkldrung, welche Proteine der inneren Kernmembran tyrosinphosphoryliert
and, blebt weiteren proteinchemischen Untersuchungen mit verbessertem anaytischen Potentid
(S. unten) vorbehalten.

Daneben waren prominente Signde in beiden experimentdlen Systemen (Kerne aus 615-Zdlen
und Neuro 2aZellen) an der Kern-Peripherie dchtbar, quas assoziiert mit der auf3eren

Kernmembran.

4.1.5 Detektion tyrosinphosphorylierter Peptide anhand ihrer

charakteristischen UV-Absorption

Die Verschiebung des Absorptionsmaximums bel Phosphotyrosin gegentiber Tyrosin von 280 nm
(Tyr) nach 270 nm (pTyr) ig bidang lediglich zur Beobachtung von Tyrosnphosphatase-
Reaktionen eingesetzt worden (Zhang et d., 1993). Dabel wurde dlerdings lediglich die Zunahme
der UV-Absorption des Peptids bei | =280 nm infolge der Abspaltung der Phosphatgruppe von
Tyrosn berticksichtigt. Der andytisch bedeutende nutzbare Effekt bel der in der vorliegenden
Arbeit vorgestellten Absorptionsmethode liegt vor dlem darin, dal3 Phosphotyrosin kaum noch
bel 280 nm absorbiert, aber eine charakteristische Absorption bel 270 nm zeigt.

Im Rahmen der vorliegenden Arbet ist es gelungen, den Effekt fir die Detektion eines
tyrosinphosphorylierten Peptides in der Mikro-HPL C-Trennung eines V erdaugemisches nach in-
Gd-Verdau enes integraen Membranproteins (NRAChR b aus T. californica) auszunutzen. Es
gdang die ldentifizierung der Tyrosnphosphorylierungsstele einschlieldich der  direkten
massengpektrometrischen  Sequenzierung des  Phosphopeptides  be gleichartigen
Prparationsbedingungen  wie in  der Origindverdffentlichung  zur  Identifizierung  der
Tyrosinphosphorylierungsstelle (Wagner et d., 1991) mit einer um den Faktor 2000 geringeren
Ausgangsmenge.

72



Jedoch gelang es mit der Methode nicht, tyrosinphosphorylierte Proteine in Verdaugemischen von
Kernhillenproteinen spezifisch zu detektieren. Daflr gibt es mehrere mogliche Erklarungen:

1. Zum enen war die Menge an Ausgangsmaterid in den meisten (nicht in dlen) Falen geringer
asim Testversuch mit der Untereinheit des nikotinischen Rezeptors. Dies hatte zur Folge, dal3 die
UV-Absorption der Peptide bei der Trennung Uber die Mikro-HPLC auch bel Verwendung der
Trennsdule mit dem kleingen Innendurchmesser (2 mm) unter den zur Verfigung stehenden
Trennsdulen im Bereich des Detektorrauschens lag. Die Wiederholung der Experimente mit
engeren Trennsaulen, z.B. mit 100-300 um Innendurchmesser, erscheint hier snnvall.

2. Die Rezeptoruntereinheit war nach bereits nativ nach der Prgparation hoch phosphoryliert.
Nach in vitro Phosphorylierung durch die endogene Tyrosinkinase in rezeptorreichen
Membranen liegt Y355 annghernd quantitetiv in phosphoryliertem Zustand vor (Hopfield et d.,
1988, Dreger et d., 1997). Das gilt nicht unbedingt fir die Proteine der Kernhille, zumd,
abgeschétzt anhand der Intengitét der Signae aus dem anti-Phosphotyrosin-Western Blot, unter
den gewdhiten Bedingungen der in vitro-Phosphorylierung durch endogene Kinasen keine
Steigerung des Phosphotyrosingehdtes der Proteine erreicht wurde (der Tyrosinphosphatase-
Inhibitor Kalium-(2,2"-Bipyridin)-oxobisperoxovanadat (V) stand zu diesem Zeitpunkt noch nicht
zur Verflgung).

3. Eine Schwéche der Methode liegt mit Sicherheit darin, dal3 bei Kodlution eines tyrosinhdtigen
Peptides mit einem phosphotyrosinhdtigen Peptid die charakteristische Absorptionsdifferenz
aufgrund der starken Absorption von Tyrosin auch bei 270 nm nicht mehr detektierbar idt.
Gerade bel der Auftrennung von Peptiden aus in-Ged-verdauten Proteinen wurden regelmaldig
Mehrkomponenten-Fraktionen gefunden, obwohl die Absorption bei 215 nm auf ene
Einkomponenten-Fraktion hingedeutet haite.
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4.2 | nter phase-Phosphorvlierungsstellen in LAP 2b

Im Rahmen der vorliegenden Arbeit wurden vier in vivo Interphase-Phosphorylierungsstellen von
LAP2b, Thr 74, Thr 159, Ser 176 und Ser 179 identifiziert. Drei der Phosphorylierungsstellen
liegen in enem nur 20 Aminosiuren der Primérstruktur umfassenden Tell des Proteins, so dal3
dieser Bereich vermutlich eine hochphosphorylierte Proteindoméne bildet (Graphik 3). Diesem
Sequenzbereich |&% dch keine auf Literaturbefunden baserte Funktion zuschreiben. Die
Sequenz-Zusammenhange der drei Phosphorylierungsstellen deuten darauf hin, dal? der Bereich
Sgnde auf die Aktivitét verschiedener Proteinkinasen integrieren kann: Thr 159 liegt in ener
Konsensus-Phosphorylierungssequenz  fir  Prolin-gerichtete Kinasen, Ser 179 in ener
Konsensussequenz fir Proteinkinase C, Ser 176 in keiner bekannten Konsensussequenz. Dabel
konnte bei der Andyse langer Phosphopeptide gezeigt werden, dald die identifizierten
Phosphorylierungsstdlen zumindest partidl gemeinsam phosphoryliert vorliegen, auch wenn
inggesamt das Vorliegen verschieden phosphorylierter  LAP 2b-Subpopulationen in - der
Interphase nicht auszuschlie3en ig. In den Versuchen zur zweidimensionaden Phosphopeptid-
Kartierung nach in vitro-Phosphorylierung von Kernhtllenproteinen durch endogene Kinasen
wurde gezeigt, dal3 dle identifizierten in vivo-Phosphorylierungsstellen von LAP 2b Subgtirate fur
Proteinkinasen sain konnen, die im Kernhtillenpréparat anwesend sind.

Die identifizierten Phosphorylierungsstellen liegen ausnahmdos innerhab der Aminosiuren 1-187,
enem Sequenzabschnitt, der bel dlen Mitgliedern der LAP 2-Proteinfamilie vorkommt. Ob
anhand dessen ein gemeinsamer Regulationsmechanismus dieser Proteine postuliert werden kann,
blebt ener Andyse de Interphase-Phosphorylierungsstellen der verschiedenen LAP 2-
Familienmitglieder vorbehdten.

T74 T159 S176
S179

NMC
P —p

1 88 297 373 409 434 452

Chromatin-Bindung Lamin-Bindung

TMR
Graphik 4: Domanenstruktur von LAP 2b mit Lokalisierung der Interphase-Phosphorylierungsstellen
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AuRRer LAP 2b wurden in den Neuro 2a-Kernhlllen im Rahmen der vorliegenden Arbeit auch die
Spleilvariante LAP 2a sowie die Spleillvariante LAP 2e (die sch von LAP 2b nur durch die
Déeetion von 40 Aminosdureresten in den nukleoplasmatischen Tell des Proteins unterscheidet

und die hier erssmals auf Proteinebene beschrieben wurde) gefunden.

Implikationen der | nterphase-Phosphorylierung von LAP 2b

Wedche Rickschlisse konnen aus de Kenntnis der  identifizieten  Interphase-
Phosphorylierungsstellen von LAP 2b vor dem Hintergrund der Literatur gezogen werden?

Detallierte Daten Uber die Phosphorylierung von LAP 2b zur Interphase liegen in der Literatur
nicht vor. Foisner und Gerace (1993) konnten zeigen, dal3 die Bindung von LAP 2b an B-Typ-
Lamine sowie an Chromatin durch mitotisch aktive Kinasen gebrochen werden kann. Kirzlich
wurde gezeigt, dal? eine sequentielle Phosphorylierung durch Proteinkinase C und Cdc2-Kinase
fur die Deassemblierung der Kernhille notwendig ist (Collas, 1999).

Phosphorylierung durch Prolin-gerichtete Kinasen

Thr 74 liegt wie Thr 159 in einer Konsensussequenz fir eine Phosphorylierung durch Prolin-
gerichtete Kinasen. Zu den Prolin-gerichteten Kinasen zéhlen die Zdlzyklus-abhéngigen Kinasen
p34%2 und Cdk2, aber auch ERK 2 (MAP Kinase) und etliche weitere Serin/ Threonin-
Kinasen, deren gemeinsame Phosphorylierungs-Konsensussequenz sich nicht welter eingrenzen
&% ds auf x-S/T-P-x (fur Cdc2 eigentlich x-S'T-P-x-K/R, Songyang et al., 1994; dlerdings gibt
es "nicht-optimale’ Phosphorylierungsstellen, s. Colgan et d., 1998). Eine Aktivitdé von Cdc2
miilte zur Interphase ausgeschlossen werden konnen, da diese Kinase den Ubergang aus der
G2-Phase in die Mitose initiiert (im Uberblick bei Morgan, 1997). Cdk2 it eine der zentralen
Kinasen beim Ubergang von der G1-Phase zur S-Phase des Zdlzyklus (Morgan, 1997), kommt
aso fur ene Interphase-Phorphorylierung von LAP2b in Frage. Jedoch kann aufgrund der
Befunde in der vorliegenden Arbeit dazu keine Aussage getroffen werden.

Die Interphase-Phosphorylierung von Thr 74 ist en Uberraschender Befund, da diese
Phosphorylierungsstele die einzige Konsensussequenz fur Prolin-gerichtete Kinasen innerhab der
von Furukawa et d. (1998) identifizierten Chromatin-Bindungsregion ist und damit scheinbar
prédestiniert fir eine mitotische Phosphorylierung durch Cdc2 Kinase zur Aufhebung der
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Chromatinbindung. Andererseits erfordert die hochaffine Bindung von LAP2b an Chromatin
(Kp»80 nM) beim nativen Protein (Foisner und Gerace, 1993) einen Uber die Aminosduren 1-88
hinausgehenden Bereich (1-187, Gant et d., 1999), jedoch ist auch in diesem Bereich die einzige
weitere Konsensussequenz fr die Phosphorylierung durch Prolin-gerichtete Kinasen den Daten
der vorliegenden Arbeit zufolge bereits phosphoryliert (Thr 159). Dagegen wurden optimale
Konsensussequenzen flr Cdc2-Phosphorylierung (Thr 256 und Thr 320) sowie andere mogliche
Phosphorylierungsstellen fur diese Kinase (Thr 207, 278, 354) unter anderem innerhab des
minimalen Lamin-bindenden Fragmentes (Aminosduren 296-373, Furukawa et d., 1998) zur
Interphase nicht in phosphorylietem Zustand gefunden. Fir die moégliche Regulation der
Chromatin-Bindung von LAP 2b durch Prolin-gerichtete Kinasen kann aufgrund der Ergebnisse
der vorliegenden Arbet gefolgert werden, dald Cdc2 nicht die Kinase i, die Uber mitotische
Phosphorylierung der Chromatin-Bindungsregion von LAP 2b die Chromatinbindung aufhett.
Alternativ konnte es mdglich sein, dal3 durch Cdc2 die Chromatin-Bindungsregion zur Mitose hin
quantitativ phosphoryliert wird und so die Bindung vdllig aufhebt, dald3 aber wahrend der
Interphase diese Region des Proteins auch schon -vidleicht partiell- durch andere Prolin-
gerichtete Kinasen, z.B. Cdk2, phosphoryliert wird und dadurch eine dynamische LAP 2b-
Chromatin-Bindung beispielsweise wahrend der DNA-Replikation erreicht werden kann. Die
Hypothese einer dynamischen Interaktion zwischen LAP2b und Chromatin wahrend der
Interphase des Zelzyklus erscheint insbesondere vor dem Hintergrund des Moddls fix
lokaliserter "Replikationsfabriken” (s. ba Cardoso und Leonhardt, 1998) attraktiv: Wenn eine
vollgandige DNA-Replikation efolgen soll, kann egentlich nicht von ener villig saischen
Interaktion zwischen Chromatin und Kernhlle ausgegangen werden. In der Tat wurde von Gant
et d. (1999) im zdlfrden Kern-Rekondtitutionsystem bei Xenopus laevis en Effekt durch
Uberexprimiertes LAP2b auf die DNA-Replikation gefunden: Ein zusdtzliches Angebot von
rekombinantem LAP2b in der Rekonditution seigert die Effizienz der Replikation in den

assemblierten Kernen.

Phosphorylierung von LAP 2b durch PKC

Keine der Konsensussequenzen fur Phosphorylierung durch PKC innerhab der Aminoséurereste
1-88 wurde in phosphoryliertem Zustand gefunden, eine einzige Konsensussequenz fir PKC
(unter zahlreichen nach PROSITE vorhergesagten) wurde zur Interphase as phosphoryliert
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identifiziert, ndmlich Ser 179 innerhab der durch multiple Proteinkinasen hochphosphorylierten
Proteindoméne zwischen Thr 159 und Ser 179, dieim Rahmen dieser Arbet identifiziert wurde,
Collas (1999) zeigte, dal3 die sequentidle Phosphorylierung durch PKC und Cdc2 fur die
Desssamblierung der Kernhille zur Mitose hin bem Zebrafisch notwendig i, Eines der
Kernhlllensubstrate, namlich das Homolog von Lamin B1, wurde dabel durch beide Kinasen
phosphoryliert. Das LAP 2b-Homolog war aber in diesem experimentdlen System offenbar kein
PK C-Subgtrat, was indirekt mit der Aussage in der vorliegenden Arbeit konsstent ist, dal3 es sich
be Ser 179 von LAP2b um dne in vivo Phosphorylierungsstelle fir eine PKC-lsoform
wahrend der Interphase des Zdlzyklus handdit.

Im Rahmen der vorliegenden Arbeit wurde auerdem gezeigt, dald3 Kernhiillen-gebundenes
LAP 2b in vitro ein Subgtrat fur aktivierte rekombinante PKC a ist (s. Abschn. 3.3.4). Dieser
Befund suggeriert, dal3 LAP 2b ein Kernmembran-Effektor von Lipid-Signdwegen it und damit
auch an ener zdluldaren Antwort auf extrazdluldre Signde, bespidweise an der Wirkung von
Wachsumsfaktoren, tellnehmen koénnte. In der Tat zeigte sich in der vorliegenden Arbet, dal3
LAP2b in vitro enes der Hauptsubstrate fir exogene aktivierte PKC a igt. Buchner e d.
(1997) zeigten, dal3 PKC a in Zdlkernen von Neuro 2a Zdlen vorkommt und auf Aktivierung
durch Phorbolester hin fester mit intranukledren Strukturen assoziiert ist. Es bleibt daher zu
untersuchen, ob LAP2b auf einen Stimulus hin, der intranukledr Lipidbotengtoffe freisetzt, in
vivo von einer nuklegren Isoform der PKC phosphoryliert wird.

Das bestuntersuchte System in diesem Zusammenhang ist die Kerntrandokation von PKC a in
Swiss 3T3-Fibroblasten auf Stimulierung durch insulin-like growth factor 1 (IGF-1) hin (Neri et
d., 1994), auf der Ebene der Kern-Ultragtruktur zu den Interchromatin-R&umen und zur
Kernlamina (Zini et d., 1995). Fir dieses System it ebenfdls gezeigt, dal? durch Modulation der
Aktivitét nuklegrer Phospholipasen und Lipidkinasen der Phosphoinositid-Umsatz im Zdlkern
erhéht wird, was auch Uber die Generierung von sekundéaren Botenstoffen wie Diacylglycerol zur
Aktivierung nukledrer PKC fihren kénnte (im Uberblick bei D”Santos et al., 1998). Nukledre
PKC in verschiedenen Zellsystemen kann auch den Ubergang von der Gl-zur S-Phase des
Zdlzyklus regulieren (im Uberblick bei Buchner, 1995, Livneh e d. 1997). Weitere
Untersuchungen, die auf den Ergebnissen der vorliegenden Arbeit aufbauen konnten, sollten der
Identifizierung extrazellulérer Signde dienen, die Uber Aktivierung nukledrer 1soformen der PKC
in Neuro 2a-Zdlen zur Phosphorylierung von LAP 2b in vivo fuhren. Besonderes Augenmerk

sollte dabel auf die Funktion der Interphase-Phosphorylierung gerichtet werden.



4.3 Protein-Protein-1 nter aktionen von LAP 2b

Be den Immunprézipitations-Experimenten mit dem Antikorper R1 fid auf, dal3 neben B-Typ
Laminen (proteinchemisch identifiziert) auch Lamin A/C (proteinchemisch und im Western Blot
identifiziert) koprézipitiete. Es ig unwahrschenlich, dal3 Lamin A/C direkt mit LAP2b
interagiert, da von Foisner und Gerace (1993) gezeigt wurde, dal3 LAP 2b in vitro B-Typ-
Lamine, nicht aber Lamin A/C bindet. Da der R1-Antikdrper nicht nur LAP 2b, sondern auch
das in geringeren Mengen vorliegende LAP 2e erkennt und immunprézipitiert, ist es auch maglich,
dal3 ene Interaktion zwischen dieser Isoform und Lamin A/C besteht. LAP 2e wurde noch nie
auf Proteinebene beschrieben. Dal3 die Koprézipitation von Lamin A/C spezifisch i, wird durch
die Befunde aus der Blauen Nativen Elektrophorese unterstiitzt: Neben einem Hauptsgnd im
anti-LAP 2-Western Blot etwa in Hohe des LAP 2b-Monomers (ca. 50 kDa) erscheint ein
Sgnd be etwa 200-240 kDa. Diese Sgnd koinzidiert mit einer Lamin A/C-Immunreaktivitét.
Dieser Proteinkomplex, dessen Zusammensetzung im Rahmen der vorliegenden Arbeit nicht mehr
aufgeklart werden konnte, ist auch in Gegenwart von 1% (w/v) SDS im Probenpuffer noch
weitgehend stabil. Ob die LAP 2-Resktivitét auf die b- oder auf die e-Isoform zurlickzufihren
i, konnte nicht entschieden werden. Bel dem Komplex kdnnte es sich angesichts seiner Stabilitét
um enen drukturdlen Kernkomplex an der Kontektflache zwischen Kernmembran und
Kernlamina handeln. Aufbauend auf die genannten Befunde erscheint es snnvoll, die
Proteinzusammensetzung des Komplexes und seine Stabilitét in Bezug auf verschiedene LAP 2-
Phosphorylierungszustdnde zu untersuchen. Die Blaue Native Elektrophorese konnte sich dazu ds
en geagnetes Hilfmittel erweisen.
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4.4 Analytik von Phosphopeptiden mit massenspektr ometrischen
M ethoden:

4.4.1 Grenzen herkdmmlicher Strategien der Phosphopeptidanal ytik

Die "klasssche' Methode der Andyse von Proteinphosphorylierung it auf proteinchemischer
Sdite die Einfiihrung einer radioaktiven Markierung, meistens *P, in ein interessierendes Protein
mittels ener in vitro-Kinaseresktion (fUr nicht-radioaktive Phosphoserinmarkierung: Meyer,
1993). Anschlief?end an den proteolytischen Verdau des Subdtratproteins und an ene
chromatographische Fraktionierung der generierten Peptide (meistens Uber reversed phase
HPLC) efolgt die Edman-Sequenzierung von markierten Peptiden, wobe dann die
Phosphoaminosaure ene "Leardele’ im  Sequenzierungszyklus hervorruft, der abgebaute
Aminosiurerest aber mef¥are Radioaktivitét enthalt.

Alternativ konnen Phosphopeptide nach zweldimensionder Phosphopeptidkartierung (Boyle et
d., 1991) zumindest anhand einer Autoradiographie visudisert werden. In Kombination mit
gerichteter Mutagenese konnen auf diese Weise auch Phosphorylierungsstellen identifiziert
werden.

Die ade der aufgefihrten Methoden wird den Anforderungen ener proteinchemischen
Phosphopeptidandyse von Proben im Mengenbereich von wenigen Picomol oder darunter nicht
gerecht, da die Anadysegrenze herkémmlicher Sequenziergeréte unterschritten wird oder eine
enfache HPLC-Trennung nur ausnahmsweise Einkomponenten-Fraktionen ligfert (die in der
Regd fir die Interpretation der Ergebnisse, die mit dem Edman-Abbau erziet werden kdnnen,
eforderlich sind), die Probenmenge aber fir weltere Separations-oder Anreicherungsschritte
nicht augreicht. Die zweite genannte Strategie setzt zuséizliche Vorinformationen Uber Art und
magliche Position der Phosphorylierungen innerhalb der Protein-Primérstruktur voraus. Bel einer
an Konsensussequenzen fir die  Proteinphosphorylierung  (wie PROSITE)  angdehnten
Datenbankrecherche wird aber in der Regel eine Vidzahl von moglichen Phosphorylierungsstellen
vorhergesagt, zudem konnen auch wirkliche Phosphorylierungsstellen aul¥erhab  bekannter

K onsensussequenzen liegen.
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4.4.2 Potentiale von MALDI-TOF-M S und Nanoelektr ospr ay-Tandem-
MSin der Phosphopeptidanalytik

Massengpektrometrische Methoden erlauben eine Phosphopeptidanaytik bis hin zur direkten
Peptidsequenzierung im  Subpicomol-Bereich. Bei der MALDI-TOF-MS an Gerden mit
Reflektor besteht zunéchst die Moglichkelt, durch Zuschalten eines Massensdektors ("ion gate’)
Peptide aus Gemischen heraus zu sequenzieren. Aulerdem zeigen Phosphopeptide bel
Messungen im Reflektormodus ein spezifisches Zefadlsmuder infolge enes Zefdls der
Elternionen nach der lonenquelle (post source decay, PSD) unter Abspaltung von PO;™ (bel
Tyrosnphosphorylierung) oder H3PO, (b Serin-/Threoninphosphorylierung). Durch die hohe
Empfindlichkeit der Messung konnen auch Anreicherungsversuche fir Phosphopeptide, etwa
Uber Fe**-Chdatsiulen (zB. Wagner e d., 1991) oder Immunprézipitation
tyrosnphosphorylierter Peptide mit  Antiphosphotyrosin-Antikorpern (M. Schndlzer, mindl.
Mittellung) unternommen oder Mikroseparationsexperimente (Neubauer et d., 1999)
durchgeftihrt werden. Die Phosphopeptid-Detektion in der MALDI-TOF-MS igt durch die im
Vergleich zu nichtphosphorylierten Peptiden schlechtere lonisierbarkeit von Phosphopeptiden im
Postiv-Modus limitiert. Aul¥erdem schl&gt die Detektion in komplexen Peptidgemischen, in denen
nur substéchiometrische Mengen von Phosphopeptiden vorliegen, fehl. Wie auch in der
vorliegenden Arbeit aufgezeigt, is es in solchen Falen mit der Nanoe ektrospray-Tandem-
Massengpektrometrie immer noch maglich, Phosphopeptide eindeutig zu identifizieren.



4.4.3 M ethodische | mplikationen der Phosphopeptid-Analyse bei
LAP 2b

Die Technik des Parent ion scan im Detektionsmodus fir negetiv geladene Andytionen, die
ausschlieldich auf Tripe-Quadrupol-Instrumenten ausgefiihrt werden kann (Carr et al., 1996,
Wilm et d., 1996, Neubauer et d., 1999), is nach meinem Wissen die einzige Technik, die
zuverldssg aus einem nicht-fraktionierten Peptidgemisch spezifisch Phosphopeptide detektieren
kann. Damit ist se bal Anwendung auf Nanoe ekirospray-Massenspekirometern gegenwértig
auch die einzige adaguate Technik zur ldentifizierung posttrandationdler Modifikationen im
Rahmen von Proteomanalyse-Strategien, da bel solchen Experimenten immer mit geringen
Proteinmengen (maxima im niedrigen Ficomolbereich) umgegangen wird, weshdb die Anzahl
experimentdler Schritte nach der proteolytischen Spatung der Proteine auf en Minimum
beschrankt blelben muld Auch eine Auftrennung der Peptidgemische mittds HPLC kann in
diessm Mengenbereich zu nicht tolerierbaren Verlusten fihren.

Der Parent ion scan ermdglicht nur die spezifische Detektion der Phosphopeptidmasse, nicht die
Peptidsequenzierung. Deshadb wurde im Rahmen der vorliegenden Arbeit durch die
Kooperationspartnerin - Dr.  G. Neubauer eine Mikrofraktionierung der Peptide des
Verdaugemisches vorgenommen. Anzumerken ist jedoch, dal3 auch mit dem Parent ion scan nicht
unbedingt gewdhrleget i, dad dle beegten Phosphorylierungsstdlen direkt aus dem
unfraktionierten Peptidgemisch heraus detektierbar sind. AulRerdem ist die Detektion aler im
Protein  besetzten Phosphorylierungsstellen schwierig, wenn  aufgrund  unvollstandiger  und
uneinhetlicher proteolytischer Spatung das Spektrum trotz des Parent ion scans sehr komplex i,
vor dlem in Anwesenheit vergleichsveise langer Phosphopeptide. Diese Schwierigkeit kann auch
bel Anwendung des Mikrofraktionierungs-Protokolls nach Neubauer und Mann (1999) bestehen
bleiben (G. Neubauer, mindl. Mitteilung).

Zusammengefdd kann die folgende Einschétzung vorgenommen werden: Die Wahl der
experimentelen Strategie zur Identifizierung von Phosphorylierungsstellen in Proteinen sollte sich
danach richten, ob eine in vitro-Phosphorylierung untersucht werden soll oder eine in vivo-
Phosphorylierung, auf¥erdem danach, ob die Einfihrung einer radioaktiven Markierung erfolgt
oder nicht. In den verglechwese einfachsen Fdlen, der in vitro-Phosphorylierung von
rekombinantem Protein in Gegenwart von z.B. g-**P-ATP oder bei der Phosphorylierung eines
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endogenen Proteins durch eine exogene Proteinkinase, kann es (be hinreichender Stochiometrie
des **P-Einbaus) die sinnvollste Strategie sain, ein Peptidgemisch nach proteolytischem Verdau
des Subdtrates Uber  Mikro-HPLC  aufzutrennen  und  radiosktive  Fraktionen
massenspektrometrisch zu vermessen. Fur diese Féle snd MALDI-MS und Nanoelektrospray-
MS etwa gleich gut geeignet, wobel die Nanodektrospray- MS aufgrund der Moglichkeit der
Durchfiihrung eines Parent ion scans aber bereits eine sdektivere Phosphopeptid-Detektion
erlaubt. Allerdings enthdten die Fragmentionenspekiren der Peptide nach Zerfdl durch post
source decay in der MALDI-MS aufgrund der guten Detektion sowohl N-as auch C-terminaer
lonen die grolere Sequenzinformation. In  dlen anderen Fdlen (dh. be dak
substéchiometrischer Belegung der Phosphorylierungsstellen nach in vitro-Phosphorylierung, bel
Detektion desin vivo-Phosphorylierungsstatus eines Proteins ohne Einfihrung einer Markierung)
snd die Nanoeektrospray-Massenspektrometrie und die ESI-MS online gekoppet mit
Flissgketschromatographie aufgrund der Moglichkeit der selektiven Phosphopeptid-Detektion
die klar Uberlegenen Methoden, was auch aus der vorliegenden Arbeit hervorgeht.

4.5 Ausblick auf zu unter suchende Fragestellungen

Die Ergebnisse der vorliegenden Arbeit weisen aus, dal3 das urspriingliche Ziel, namlich die
Identifizierung und funktionelle Charakteriserung tyrosnphosphorylierter Kernhillenproteine,
nicht umfassend erreicht werden konnte. Jedoch ist klar geworden, an welchen Stellen in der
experimentdlen Strategie Modifizierungen vorgenommen werden muissen, um in Zukunft zu
eindeutigen Ergebnissen zu gelangen. Die Phosphopetid-Detektion per MALDI-MS ist wegen
der fehlenden Mdoglichkeit einer sdektiven Messung, wie se in der Nanodektrospray-
Massengpektrometrie auf  Tripelquadrupol-Insrumenten moglich ist, auf Anreicherungs -,
Markierungs-und Fraktionierungschritte angewiesen, die im Rahmen der vorliegenden Arbeit nur
ansatizweise etabliert werden konnten. Zu solchen Fraktionierungsmethoden unter gleichzeitiger
spezifischer Phosphopeptid-Detektion gehtren die Differenzabsorption in der Mikro-HPLC, die
dlerdings zukinftig fUr ene geringere Materidmenge kompatibel gemacht werden mul3 sowie die
zweidimens onde Phosphopeptidkartierung mit anschlief3ender Detektion der Phosphopeptide mit
Hilfe der MALDI-MS. Allerdings ist auch hier, vor dlem im Peptid-Separationsschritt und bel
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der Riickgewinnung der Peptide von den Diinnschichtplatten, eine Anpassung der experimentellen
Durchfiihrung an geringere Mengen an Ausgangameateria erforderlich.

Vor dlem die Anayse der Tyrosnphosphorylierung in Kernhllenprdparaten aus PC12-Zdlen in
Abhdngigkeit von ener vorherigen Stimulation der Zelen durch NGF gdlt en neues
Untersuchungssystemn dar, das schon mit den im Rahmen der vorliegenden Arbeit angewendeten
Anaysemethoden zu interpretierbaren Ergebnissen gefiihrt hat (hnRNP A2/B1 und hnRNP A3
wurden mutmaldich infolge der NGF-Stimulierung der PC12-Zdlen tyrosnphosphoryliert).
Diess experimentdle Sysem sollte mit Hilfe ener sysematischen Subfraktionierung des
Praparates unter Anwendung spezifischer Phosphopetid-Detektionsmethoden weiterentwickelt
werden.

Die Erkenntnisse Uber potentielle Tyrosinkinase-Substrate aus Neuro 2a-Kernhtillen lassen trotz
der Undcherhet der Zuordnung erwarten, dal? be systematischer Phosphopeptidanaytik mit
Hilfe ener verbessarten gpparativen Ausdtattung Informationen  Uber  vdllig neue
Regulationsmechanismen auch fir bereits bekannte Kernhiillenproteine gefunden werden kénnen.
Im Hinblick auf die Proteinprparation konnte mit der von Dr. H. Otto in unserem Labor
etablieten BAC-Gdeektrophorese ein methodischer Durchbruch in der Andyse des
Kernhlllenpréparates erreicht werden. Diese Proteinauftrennung ermdglicht erst die zuvor
angesprochene  Phosphopeptidanalytik, da durch dieses Trennsysem Kernhillenproteine
ggnifikant besser isoliert ds in der eindimensionden Geldektrophorese (nach Laemmli, 1970) in
andyserbaren Mengen zur Verfligung stehen.

Davon wurde auch bei der detaillierten Analyse der Interphase-Phosphorylierung von LAP 2b im
Rahmen der vorliegenden Arbeit entscheidend profitiert. Die dabel gewonnenen Daten sind die
ersten dieser Art Uber das Protein Uberhaupt und erméglichen eine funktionelle Charakteriserung
der Phosphorylierungsstellen. Darliberhinaus richten e das Augenmerk auf einen bidang in der
Literatur Uberhaupt nicht aufgegriffenen Aspekt der mdglichen Rolle des Proteins, namlich auf die
Maoglichkelt dynamischer Interaktionen von LAP 2b mit Bindungspartnern wahren der Interphase
des Zdlzyklus.

Vidversprechend fir die Andyse von Struktur-Funktionsbeziehungen in der Kernhille erscheint
auch die Anwendung der Blauen Nativen Elektrophorese zur Auftrennung intakter
Proteinkomplexe, die im Rahmen der vorliegenden Arbeit noch nicht sysemdtisch in die
experimentdle Strategie einbezogen werden konnte. Diese Technik kdnnte auch fur die Analyse
der Komponenten von anti-Phosphotyrosn-immunresktiven Komplexen der Kernhllle genutzt
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werden, deren Komponenten dann anschlielend mit  massengpektrometrischen Methoden
identifiziert werden konnten.

4.6. Zusammenfassung

Die Kernhiille ist auf Proteinebene eines der am wenigsten charakteriserten Kompartimente in
eukaryotischen Zdlen. Auller einigen Komponenten der Kernporenkomplexes sind bidang nur
sehr wenige spezifisch in der Kernhille lokaliserte Proteine bekannt. Infolge dieses begrenzten
Kenntnisstandes wird der Kernhtllle in der Literatur meist nur die Rolle einer passven Bariere
zwischen Zytoplasma und Nukleoplasma zugewiesen, die von Makromolekilen beim Kernim-
und —exports mit Hilfe der Kernporen Uberquert werden mul. Zunehmend gibt es aber
Veadffentlichungen dber  in dar Kenhille lokdisete  Komponenten  von
Sgndtransduktionswegen, was fir ene vidfdtigere Funktion der Kernhllle spricht. Es ist
weitgehend unbekannt, ob intranukledre Signawege, abgesehen von der Zdlzyklus-abhdngigen
Assemblierung und Deassemblierung der Kernhllle, Bestanditelle der Kernhtille einbeziehen.

Im Mittelpunkt der vorliegenden Arbet seht die Andyse von Kernhlllenproteinen unter
besonderer Beriickschtigung ihrer  podttrandationalen  Modifikationen, vor dlem unter
Berlickschtigung ihrer  Phosphorylierung. Der  experimentele Ansatz besert auf der
geldektrophoretischen Auftrennung von Kernhiillenprdparaten und der nachfolgenden Anayse
der Kernhilllenproteine mit massengpekirometrischen Methoden.

Mit Hilfe von Western Blots und Immunpréazipitation unter Verwendung von anti-Phosphotyrosn-
Antikorpern konnte gezeigt werden, dal3 in Kernhillenprdparaten aus Neuroblastoma Neuro 2a
Zdlen der Maus sowie aus Pheochromocytoma PC12-Zelen der Ratte zahlreiche
tyrosnphosphoryliete Protene  vorkommen. Das  16-Benzyldimethyl-hexadecyl-
ammoniumchlorid- (16-BAC)- Gedektrophoresesystem, das von Dr. Henning Otto in unserem
Labor etabliet worden i, erwies sch ds seéhr gut geeignet fir die zweidimensonde
geldektrophoretische Auftrennung von Kernhillenproteinen.

Aufgrund der Korreaion zwischen den Postionen anti-Phosphotyrosin-lmmunresktivitét auf
Blotmembranen und den Postionen Coomasse-gefarbter Proteingpots in Polyacrylamidgeen
wurden nach proteolytischer Spatung interesserender Proteine im G und Andyse der

Peptidgemische mit Hilfe der MALDI-Massenspektrometrie mehrere Kandidatenproteine fir



Tyrosnkinasesubdtrate identifiziert. Unter den identifizieten Kandidatenproteinen waren
vermutlich der Kernmatrix zuzuordnende RNA-bindende Proteine, en Protein  des
Kernporenkomplexes sowie Proteine aus der inneren Kernmembran oder mit dieser assoziierte
Proteine. Da jedoch keine direkte Sequenzierung tyrosinphosphorylierter Peptide aus den
Verdaugemischen heraus gelang, kann nicht ausgeschlossen werden, dal3 in der Elektrophorese
mit den identifizieten Proteinen komigrierende andere Proteine die anti-Phosphotyrosin-
Immunreaktivitét hervorriefen.

Mit Hilfe indirekter Immunfluoreszenz und konfokaer Laserscanning-Mikroskopie unter
Verwendung von anti-Phosphotyrosin-Antikorpern konnte in Neuro 2a-Zdlen, die mit dem
selektiven Protein-Tyrosnphosphatase-Inhibitor  Kalium-(2°,2-Bipyridin)-oxobisperoxovanadat
(V) vorbehandelt worden waren, ein starker Angtieg der Tyrosinphosphorylierung unter anderem
von Proteinen der inneren Kernmembran nachgewiesen werden.

Der Phosphorylierungsstatus eines integraen Membranproteins der inneren Kernmembran, dem
Lamina-asoziierten Polypeptid 2b (LAP 2b) wurde detallliert untersucht. Das Protein spidlt
vermutlich eine Rolle in der Organisation der Grenzfléche zwischen innerer Kernmembran,
Kernlamina und Chromatin. Die Interaktionen des Proteins mit anderen Proteinen und mit
Chromatin werden wahrscheinlich durch Phosphorylierung reguliert.

Die nicht-mitotischen Phosphorylierungsstellen von LAP 2b, die im nativen Protein besetzt sind,
wenn das Protein aus Kernhtllen von Neuro 2a-Zdlen isoliert wird, wurden andysert. Be der
Untersuchung tryptischer Peptide von LAP 2b mit der Nanoel ektrospray-Massenspektrometrie
unter Anwendung Phosphopeptid-spezifischer Elternionenscans (durchgefihrt in Kooperation mit
Dr. G. Neubauer, Protein & Peptide Group, EMBL Heideberg) wurden funf besetzte
Phosphorylierungsstellen gefunden. Thr 74, Thr 159, Ser 176 und Ser 179 wurden nach
massenspektrometrischer  Sequenzierung  der Phosphopeptide ds  Phosphoaminosauren
identifiziert. Zwe dieser Phosphorylierungsstellen (Thr 74 in der Chromatinbindungsregion von
LAP 2b und Thr 159) sind Teile von Phosphorylierungs-K onsensussequenzen, die von Prolin-
gerichteten Kinasen erkannt werden. Ser 179 i Tell einer Konsensussequenz fur Proteinkinase
C, deren Fahigkeit, LAP 2b in vitro zu phosphorylieren, ebenfdls gezeigt wurde. Dreal der
Phosphorylierungsstellen (Thr 159, Ser 176 und Ser 179) liegen innerhdb eines nur 20
Aminosiuren langen Sequenzabschnittes von LAP 2b  und bilden offenbar ene
hochphosphorylierte Proteindoméne. Diese Proteindoméne kann wahrscheinlich (aufgrund der



verschiedenen enthatenen besetzten Phosphorylierungs-K onsensussequenzen) Signale, die Uber
verschiedene Proteinkinasen vermittelt werden, integrieren.

Die LAP 2-Splel3variante LAP 2e wurde im Rahmen der vorliegenden Arbet ersmas auf
Protel nebene nachgewiesen.



