2. Ergebnisse

2.1. Expression verschiedener PKCa’sin Insektenzellen

In einem ersten Versuch sollten verschiedene PKCa-Proteine heterolog exprimiert und an-
schlieffend gereinigt werden. Das Fusionsprotein GFP-PKCa sollte spéter fur einen in vitro
Transporttest benutzt werden, wahrend GST-Hiss-PKCa bel der Suche nach Interaktionspart-
nern bzw. in vitro Substraten von PKCa Verwendung finden kann.

Zunéchst wurde versucht, funktionell aktive PKCa in E. coli herzustellen. Die Expression ei-
ner verkurzten PKCa (189-672) mit einem C-terminalen Hisg-Reinigungs-Tag erfolgte im E.
coli Stamm M 15. Eine partielle Reinigung des Fusionsproteins wurde mit Hilfe einer Ni2*-
Affinitétssaule durchgefiihrt. Obwohl die erfolgreiche Expression mittels SDS-Page und We-
stern-Blot nachgewiesen wurde (Daten hier nicht gezeigt), konnte in einem Aktivitétstest keine
katalytische Aktivitét gefunden werden. Versuche das Fusionsprotein mittels Denaturierung
mit Guanidiniumhydrochlorid und anschlief3ender Renaturierung durch Diayse bzw. durch
Inkubation mit Retikulozytenlysat katalytisch aktiv zu machen, blieben erfolglos. Da das kata-
lytisch inaktive Fusionsprotein fir weitere Versuche ungeeignet war, wurde im folgenden ein
eukaryontisches Expressionssystem - das Sf9-Insektenzellsystem - benutzt.

Zur Expression in Sf9-Insektenzellen wurden zundchst Baculo-Transfervektoren hergestelit,
die die spétere Expression von PKCa, GST-Hiss-PKCa und GFP-PKCa ermdglichen sollten
(Tabellel):

Tabelle 1: Baculotransfervektoren

Baculotransfervektor Protein
pVL1392+PK Ca PKCa
pAcGHLT-A+PKCa GST-Hiss-PKCa
pVL1393+GFP-PKCa GFP-PKCa

Die Baculo-Transfervektoren wurden zur Cotransfektion von Sf9-Insektenzellen mit linari-
serter BaculovirussDNA verwendet. Infizierte Zellen mit rekombinanter Baculovirus-DNA
wurden als sogenannte Plagues (Zelltriimmer) isoliert und die Viruskonzentration durch drei
Amplifikationsschritten erhoht. Nach dem zweiten Amplifikationsschritt wurde mittels We-

stern-Blot die erfolgreiche Expression von PKCa, GST-His-PKCa und GFP-PKCa nachge-
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wiesen. Im Fall der Fusionsproteine ist zudem eine schwache Bande um 80 kDa, welche die

endogene PKCa der Insektenzellen darstellt, sichtbar (Abb. 4, Pfell).

P o Abb. 4: Western Blot zum Nachweis der Expression
= s
<3 o e ver schiedener PK Ca-Proteinein Sf9-Insektenzellen
KDa & g F
Pro Spur wurden ca. 40 g Zelllysat der mit rekombi-
g nanten Viren der zweiten Amplifikation infizierten
116 - g3 T SfO-Insektenzellen aufgetragen, mittels SDS-PAGE
o7 - - aufgetrennt und mit einem monoklonalen PKCa-
&6 - Antikorper nachgewiesen. Endogene PKCa der In-
sektenzellen ist mit einem Pfeil markiert.
45 -
29 -

Der Vergleich der PKC-Aktivitdten von infizierten und nichtinfizierten Insektenzellen zeigt,
dal3 katalytisch aktive PKCa-Proteine exprimiert wurden (Abb. 5). Dabel weisen die PKCa-
Fusionsproteine GST-Hiss-PKCa und GFP-PKCa eine Aktivitét auf, die sich nicht signifikant
von der der PKCa unterscheidet. Daraus kann geschlossen werden, dal3 weder GFP noch

GST-His; die katalytische Aktivitét von PKCa beeinflussen.
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Abb. 5: Aktivitaten verschiedener PK Ca-Proteine aus Sf9-1nsektenzellen

Pro Einzeltest wurden Zelllysate von 40000 Sf9-1nsektenzellen benutzt. Fir die PKC-Aktivitdten der Zelllysate
wurden jeweils Dreifachwerte bestimmt. Die Fehlerbalken reprasentieren die Standardabwei chungen fir PKCa
(4 verschiedene Zdllysate), GST-Hiss-PKCa (5 verschiedene Zdllysate) und GFP-PKCa (5 verschiedene Zéll-

lysate). Als Kontrolle wurden nichtinfizierte Zellen verwendet.
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Nach dem letzten Amplifikationsschritt wurden die Virustiter der zweiten und dritten Amplif-

kation mit Hilfe eines Plaque-Assays bestimmt (Tab. 2).

Tabdlle 2: Virustiter

Virus (Protein) 2. Amplifikation 3. Amplifkation
PKCa 3,54x107pfu/ml 5,31x107 pfu/ml
GST-Hiss-PK Ca 2,21x107pfu/ml 6,20x107 pfu/ml
GFP-PKCa 2,88x10/pfu/ml 7,97x107 pfu/ml

Durch Variation der Expressionszeit und des Virus/Zellzahl-Verhaltnisses (multiplicity of in-
fection, MOI) wurden die Parameter fir eine maximale Expression katalytisch aktiver PKCa-
Proteine ermittelt. Danach wurde eine maximale Expression innerhab eines Zeitraums von 64
bis 72 h nach Infektion mit einem MOI-Wert von 7 bis 10 erzielt. Zur Expression von GFP-
PKCa und GST-Hiss-PKCa wurden die Zellen deshab mit einem MOI-Wert von 10 infiziert
und nach 72 h geerntet. Die Reinigung erfolgte fur GFP-PKCa in zwei Schritten mit einer
Anionenaustauscher- und einer hydrophoben Interaktionssaule. GST-Hiss-PKC wurde durch
Bindung des GST-Tags an Glutathion-Sepharose und anschlief3ende Elution mit Glutathion
isoliert. Die Reinheit der PKC-Fusionsproteine wurde mittels SDS-PAGE auf 50-90 % fir
GFP-PKCa und ca. 95 % fur GST-Hiss-PKCa abgeschétzt. Ein PKC-Aktivitatstest mit dem
Peptid GS as Substrat und Diacylglycerol und Phosphatidylserin as PKC-Aktivatoren ergab
folgendes Ergebnis:

Tabelle 3: Spezifische PK C-Aktivitaten

Protein Aktivitat [pmol/ug min]
GFP-PKCa 114
GST-Hiss-PKCa 116
PK C aus Rinderhirn (Rosenberger) 419
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2.2.Invitro Transporttest mit GFP-PKCa

Zur Charakterisierung des PKCa-Kerntransports wurde das gereinigte GFP-PKCa aus Sf9-
Insektenzellen in einem in vitro Transporttest nach Adam et al. (1990) verwendet. Zu Ver-
gleichszwecken wurde BSA-NLS-TRITC (Schmalz, 1998) als ein "klassisches' Transportsub-
strat benutzt. Der Kerntransport von GFP-PKCa verléuft im Gegensatz zu dem von BSA-
NLS-TRITC (Daten nicht gezeigt) ohne zusétzliche Zugabe von Retikulozytenlysat oder eines
Energie-regenerierenden Systems (Abb. 6A). Interessanterweise ist die Kernakkumulation von
GFP-PKCa unabhangig von einer vorherigen PKC-Aktivierung mit PMA. Diese bewirkt zu-
sétzlich eine Bewegung zur Plasmamembran, ohne dal3 sich die Intensitét des Fluoreszenzsi-
gnalsim Kern éndert (Abb. 6B).

Um den Einfluf3 von (unbekannten) PK C-Interaktionspartnern auf den Kerntransport von GFP-
PKCa in permeabilisierten Zellen zu testen, wurde GFP-PKCa mit dem Cytosol-Ersatz Reti-
kulozytenlysat prainkubiert. Uberraschenderweise fiihrte eine 5-miniitige Préinkubation zu ei-
ner deutlichen Abschwéchung des Fluoreszenzsignals im Kern (Abb. 6D). Die Préinkubation
mit einer wesentlich groReren Proteinmenge BSA als Kontrolle fir unspezifische Bindung von
GFP-PKCa hat dagegen einen geringeren inhibitorischen Effekt auf die Kerntrandoktion von
GFP-PKCa (Abb. 6C).
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Abb. 6: In Vitro Transporttest mit GFP-PK Ca in Digitonin-permeabilisierten NIH 3T 3-Fibroblasten

Die Abbildungen zeigen mittels konfokaler Laser-Scanning-Mikroskopie detektierte GFP-PKCa nach Zugabe
zu Digitonin-permeabilisierten NIH 3T3-Fibroblasten. GFP-PKCa akkumuliert bereits ohne den PKC-
Aktivator PMA, ein Energie-regenerierendes System und den Cytosolersatz Retikulozytenlysat im Kern (A).
PMA-Zugabe fuhrt zusétzlich zu einer schwachen Translokation zur Plasmamembran (B). Préainkubation von
GFP-PKCa mit Retikulozytenlysat bewirkt eine starke Abschwéchung der Kernakkumlation (D versus A),
wahrend die Préinkubation mit BSA einen deutlich geringeren Effekt auf die Kernakkumulation austibt (C
versus A). Der Balken entspricht 10 pm.

Um auszuschlief3en, dal3 es sich bei der Kerntranglokation von GFP-PKCa um simple Diffusion
mit anschliefRender Retention im Kern handelt, wurde der Transporttest bei 0° C auf Eis durch-
gefuihrt. Wahrend GFP-PKCa bel 25° C im Kern akkumulierte (Abb 7A), lag das Fusionspro-
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tein bel Inkubation auf Eis in geringer Konzentration perinucledr vor, und es erfolgte keine
Kerntranglokation. (Abb 7B).

Abb. 7: Temperaturabhangigkeit des Kerntransports von GFP-PKCa in Digitonin-permeabilisierten
NIH 3T3-Fibraoblasten

GFP-PKCa akkumuliert bei 25° C in den Kernen permeabilisierter NIH 3T3-Fibroblasten (A), wahrend die
Inkubation auf Eis den Kerntransport verhindert (B). Der Balken entspricht 10 pm.

Aus friheren Untersuchungen unserer Arbeitsgruppe ist bekannt, dal3 der Kerntransport von
PKCa abhangig von einem intakten Cytoskelett ist (Schmalz et al, 1996). Um einen moglichen
Effekt auf den Kerntransport von GFP-PKCa beim Permeabilisierungsstest abschétzen zu kon-
nen, wurde deshalb die Integritét des Cytoskeletts Uberprift. Immunfluoreszenz-Markierungen
der Aktin-Fasern und der Mikrotubuli zeigten die vdllige Intaktheit des Cytoskeletts nach Per-
meabiliserung der Zellen (Abb. 8A,B). Die anschlief3ende halbstindige Inkubation auf Eis
fuhrte zu einer Verringerung der Anzahl der Mikrotubuli, wahrend die Aktin-Filamente unver-
andert blieben (Abb. 8C,D). Es erscheint jedoch wenig plausibel, die Reduzierung der Mikro-
tubuli fur die Inhibition des Kerntransports von GFP-PKCa nach halbstiindiger Inkubation auf
Eis verantwortlich zu machen, da die immer noch vorhandenen Mikrotubuli zumindest eine

partielle Kernakkumulation ermoglichen sollten.
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Abb. 8: Einflul3 von Permeabilisierung und halbstiindiger I nkubation auf Eis auf das Cytoskelett von NIH
3T 3-Fibroblasten

Die Actin-Filamente werden weder durch Permeabilisierung (A) noch durch Inkubation auf Eis (C) beeinfluft.
Im Gegensatz dazu bewirkt die Inkubation auf Eis eine Verringerung der Anzahl der Mikrotubuli (D) im Ver-

gleich zu Zellen, die nur permesabilisiert wurden (B).
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2.3. Digitonin-Permeabilisierung transfizierter NIH 3T 3-Fibroblasten

Die Ergebnisse des in vitro Transporttests deuteten an, dal3 die Permeabilisierung an der
Kerntranslokation von GFP-PKCa beteiligt sein kénnte. Friihere Untersuchungen in unserer
Arbeitsgruppe ergaben zudem, dal3 die Digitonin-Permeabilisierung von NIH 3T3-Fibroblasten
zu einer starken Kernakkumulation von endogener PKCa fuhrt (Schmalz, 1995). Um zu Uber-
prifen, ob dies auch fur GFP-PKCa gilt, wurde das Fusionsprotein GFP-PKCa nach Trans-
fektion in NIH 3T3-Fibroblasten Gberexprimiert und die Zellen mit Digitonin permeabilisiert.
Abb. 9B kann entnommen werden, dal3 in permeabilisierten Zellen, die GFP-PKCa Uberexpri-
mieren, das Fusionsprotein stark im Kern angereichert ist. Daneben kann noch ene leichte
Transokation zur Plasmamembran beobachtet werden. Im Gegensatz dazu fihrt eine blofse
Inkubation in Transportpuffer auf Eis zu keiner Veranderung der subzelluldren Verteilung von
GFP-PKCa; das Fusionsprotein verbleibt im Cytoplasma und die Kerne weisen kein GFP-

PKCa auf (Abb. 9A). Somit ist die Permeabilisierung mit Digitonin offenbar hinreichend, eine

Kerntranslokation von (GFP-) PKCa zu induzieren.

Abb. 9: Digitonin-Permeabilisierung transfizierter NIH 3T3-Fibroblasten

Die Digitonin-Permeabilisierung von GFP-PK Ca-exprimierenden transfizierten NIH 3T3-Fibroblasten auf Eis
bewirkt eine Translokation zum Kern und in geringerer Konzentration zur Plasmamembran (B). Im Gegensatz
dazu fuhrt die Inkubation in Transportpuffer ohne Digitonin zu keiner Verdnderung der cytoplasmatischen
Lokalisation von GFP-PKCa (A). Der Balken entspricht 10 pm.
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2.4. Subzdlulére Vertellung in transfizierten NIH 3T 3-Fibroblasten
24.1. GFP-PKCa und PKCa-GFP

Zur Untersuchung der subzelluléren Verteilung von PKCa wurden NIH 3T3-Fibroblasten mit
Plasmiden transfiziert, welche die codierenden DNA-Sequenzen fur GFP-PKCa-
Fusionsproteine enthielten. Die zu exprimierende DNA stand jeweils unter der Kontrolle eines
Cytomegalovirus-Promoters, so dal3 eine starke konstitutive Expression der Fusionsproteine
erzielt wurde.

Zunéchst wurden die Zellen mit einem Plasmid transfiziert, das fir das Fusionsprotein GFP-
PKCa mit GFP am N-Terminus codiert. Abb. 10A zeigt, dal3 sich GFP-PKCa ohne PKCa-
Aktivierung ausschliefdich im Cytoplasma befindet, wahrend der Zellkern kein Fusionsprotein
enthalt. Die Aktivierung von PKC mit dem Phorbolester PMA fihrt zu einer starken Translo-
kation zur Plasmamembran (Abb. 10B). Die erwartete Trandokation vom Cytoplasma zum
Kern, die man nach Aktivierung bei endogener PKCa beobachtet (Abb 6E, F)(Leach, 1989;
Schmalz, 1995), war dagegen stark eingeschrénkt. Um einen inhibierenden Einflu® der N-
terminalen GFP-Fusionierung auf die Kerntrandokation ausschlief3en zu kénnen, wurde das
reverse Fusionsprotein PKCa-GFP mit GFP am C-Terminus verwendet. Es zeigte sich jedoch,
dald auch PKCa-GFP unter nichtstimulierenden Bedingungen ausschliefdich im Cytoplasma
vorliegt (Abb. 10C) und nach PKC-Aktivierung mit PMA ene Transokation zur Plasmamem-
bran (Abb. 10D) erféhrt. Nur in wenigen Zellen (ca. 5 %) konnte zusétzlich zur Bewegung zur
Plasmamembran eine Kerntrand okation von PK Ca-GFP beobachtet werden (Abb. 10D, Pfeil).

Immunfluoreszenz-Markierungen der Aktin-Fasern und der Mikrotubuli zeigten die Unver-
sehrtheit des Cytoskeletts in transfizierten Zellen (Daten nicht gezeigt), so dal3 die verringerte

Kerntranslokation nicht auf ein verandertes Cytoskelett zurtickgefthren ist.
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Abb. 10: Lokalisation von GFP-PKCa und PKCa-GFP in transfizierten und endogener PKCa in nicht-
transfizierten NIH 3T 3-Fibroblasten.

Die Fusionsproteine GFP-PKCa (A, B) und PKCa-GFP (C, D) befinden sich in transfizierten NIH 3T3-
Fibroblasten zundchst im Cytoplasma (A, C) bevor sie nach PKC-Aktivierung mit PMA zur Plasmamembran
tranglozieren (B, D). Bei PKCa-GFP erfolgt in ca. 5 % der Zellen auch eine Akkumulation im Kern (D, Pfeil).
Die Abb. E und F zeigen endogene PKCa, die mittels Immunfluoreszenz mit einem monoklonalen Antikdrper
detektiert wurde. Die Aktivierung mit PMA bewirkt die Translokation der zunéchst cytoplasmatisch vorliegen-
den PKCa (E) zum Kern (F). Der Balken entspricht 10 pm.
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2.4.2. EinfluR von GFP auf die PK Ca-Trandokation

Wie oben dargestellt, unterscheidet sich die subzellulére Verteilung der GFP-PKCa-
Fusionsproteine in transfizierten NIH 3T3-Fibroblasten von der der endogenen PKCa. Zur
Abschétzung des GFP-Anteils an dieser Veranderung wurde deshalb die Verteilung von GFP
alein in transfizierten NIH 3T3-Fibroblasten untersucht.

Abbildung 11 kann entnommen werden, dal3 GFP in der gesamten Zelle auftritt, jedoch insbe-
sondere im Zellkern akkumuliert. Die Zugabe des PKC-Aktivators PMA bewirkt wie erwartet
keine Veranderung in der subzelluléren Verteilung von GFP (Abb. 11B). GFP per se hat also
keine Affinitat zur Plasmamembran und wirkt selbst nicht inhibierend auf eine Kerntrand okati-

on, daes sich stark angereichert im Kern befindet.

Abb. 11: Lokalisation von GFP in transfizierten NIH 3T 3-Fibroblasten
GFP liegt in transfizierten NIH 3T3-Fibroblasten stark angereichert im Kern vor (A). Die Zugabe des PKC-
Aktivators PMA veréndert die subzellulére Verteilung von GFP nicht (B). Die Balken entsprechen 10 um.

2.4.3. Einfluf® von Punktmutationen in GFP-PK Ca auf die subzellulére Verteilung

Transfizierte Zellen mit GFP-PK Ca-Fusionsproteinen enthalten aufgrund der Uberexpression
einen signifikanten UberschuRR an PKCa verglichen mit nichttransfizierten Zellen. Um einen
moglichen Einflul des erhohten PK C-Phosphorylierungspotentials in transfizierten Zellen auf
die subzelluldre Verteillung zu untersuchen, wurde eine katalytisch inaktive PK C-Mutante ver-
wendet. Dazu wurde innerhalb der katalytischen Doméane von PKCa das fir die katalytische
Aktivitét essentielle Lysinggg gegen Arginin (Ohno et al., 1990) ausgetauscht.
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Uberraschenderweise unterscheiden sich die Fusionsproteine GFP-PKCa (K368R) und PKCa
(K368R)-GFP von ihren nichtmutierten Pendants, besitzen sie doch eine erhdhte Affinitét zur
Membran. Die katalytisch inaktiven GFP-PKCa (K368R) und PKCa (K368R)-GFP befinden
sich bereits ohne Zugabe von PMA in etwa 30 % der Zellen an der Plasmamembran, wahrend
in den restlichen Zellen die cytoplasmatische Lokalisation der der nichtmutierten Fusionspro-
teine gleicht (Abb. 12A und C; 13A und C). Noch deutlicher wird der Unterschied zwischen
katalytisch inaktiven und aktiven GFP-PK Ca-Fusionsproteinen nach PKC-Stimulation mit dem
schwachen PKC-Aktivator Phorbol-12-Myristat-13-Acetat-4-O-Methyl-Ether (MPMA). Wah-
rend die katalytisch aktiven Fusionsproteine ohne Veranderung vollsténdig im Cytoplasma ver-
bleiben (Abb. 12B; 13B), trandozieren GFP-PKCa (K368R) und PKCa (K368R)-GFP in fast
alen Zelen zur Plasmamembran (Abb 12D; 13D). Nach Zugabe des starken PKC-Aktivators
PMA konnte dagegen kein Unterschied zwischen mutierten und nichtmutierten GFP-PK Ca-
Fusionsproteinen festgestellt werden; es erfolgte meist eine vollstandige Bewegung zur Plas-
mamembran, wahrend Akkumulation im Kern nur selten beobachtet wurde (Daten hier nicht
gezeigt). Dies zeigt, dal? die verstarkte Trandokation von GFP-PKCa zur Plasmamembran
nicht auf einer erhthten Phosphorylierung von PK Ca-Substraten beruht.

Ahnliche Ergebnisse wie fiir GFP-PKCa (K368R) und PKCa (K368R)-GFP wurden fiir die als
konstitutiv aktiv beschriebene PKC-Mutante A25E (Ueberall et a, 1997) in Form von GFP-
PKCa (A25E) erhaten. GFP-PKCa (A25E) befindet sich in transfizierten Zellen zunéchst im
Cytoplasma, wobel einige Zdllen (ca. 15 %) bereits eine erhthte Affintét zur Plasmamembran
zeigen (Abb. 14A). Aktivierung mit MPMA bewirkt in ca. 50 % der Zellen eine Trand okation
zur Membran; die andere Hafte der Zellen weist keinen deutliche Verénderung im Vergleich
mit unstimulierten Zellen auf (Abb. 14B). Die Zugabe von PMA ergibt schliefdich wie bei alen
anderen GFP-PK Ca-Fusionsproteinen eine vorrangige Membrantrans okation (Daten hier nicht

gezeigt).
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Abb 12: Lokalisation von GFP-PK Ca und GFP-PKCa (K368R) in transfizierten NIH 3T 3-Fibroblasten
Das katalytisch inaktive Fusionsprotein GFP-PKCa (K368R) befindet sich bereits im unstimulierten Zustand
im Gegensatz zum ausschliefllich cytoplasmatisch vorliegenden GFP-PKCa (A) verstarkt an der Plasmamem-
bran (C). Die Zugabe des schwachen PKC-Aktivators MPMA induziert bei der katalytisch inaktiven GFP-
PKCa (K368R) eine weitgehende Translokation zur Plasmamembran (D), wéhrend GFP-PK Ca im Cytoplasma
verbleibt (B). Die Balken entsprechen 10 mm.
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Abb 13: Vergleich der Lokalisation von PKCa-GFP und PKCa-GFP (K368R) in transfizierten NIH 3T 3-
Fibroblasten

Das katalytisch inaktive Fusionsprotein PKCa (K368R)-GFP befindet sich bereits im unstimulierten Zustand
im Gegensatz zum ausschliefdlich cytoplasmatisch vorliegenden PKCa-GFP (A) verstérkt an der Plasmamem-
bran (C, Pfeil). Die Zugabe des schwachen PKC-Aktivators MPMA induziert bei der katalytisch inaktiven
PKCa (K368R)-GFP eine weitgehende Trandokation zur Plasmamembran (D, Pfeil), wdhrend PKCa-GFP
weiterhin im Cytoplasma verbleibt (B). Der Balken entspricht 10 nm.
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Abb 14: L okalisation von GFP-PKCa (A25E) in transfizierten NIH 3T 3-Fibroblasten

Das Fusionsprotein GFP-PKCa (A25E) mit erhohter PKC-Aktivitét liegt verglichen mit nichtmutierter GFP-
PKCa (siehe Abb. 10A) verstérkt an der Plasmamembran vor (A, Pfeil) . Die Zugabe des schwachen PKC-
Aktivators MPMA bewirkt bei etwa der Hélfte der Zellen eine Tranglokation zur Plasmamembran (B, Pfeile).
Der Balken entspricht 10 mm.

2.4.4. EinfluR der Uberexpression auf die PK Ca-Transokation

Die oben beschriebenen Ergebnisse mit GFP-PKCa-Fusionsproteinen in transfizierten NIH
3T3-Fibroblasten zeigen einen deutlichen Unterschied zur subzelluléren Verteilung endogener
PKCa auf. Da dieser Unterschied bisher nicht eindeutig auf die GFP-Fusion zuriickgefihrt
werden konnte, sollte im folgendenden der EinfluR der Uberexpression an sich untersucht wer-
den. Zur Transfektion der Fibroblasten wurde der bicistronische Vektor plRES-EGFP (Clon-
tech) mit eingeflgter PKCa-cDNA verwendet. Dieser Vektor ermdglicht die gleichzeitige
Trandation von GFP und PKCa als einzelne, voneinander getrennte Proteine ausgehend von
einer bicistronischen MRNA. Der grof3e Vortell des Vektors liegt darin, dal3 transfizierte Zellen
zundchst mit Hilfe der GFP-Fluoreszenz identifziert und danach auf ihre PKCa-Lokalisation
mit Hilfe indirekter Immunfluoreszenz untersucht werden konnen. Somit kann eindeutig zwi-
schen nichttransfizierten Zellen, die ausschliefdich endogene PKCa enthalten, und transfizier-
ten Zellen mit zusétzlicher Vektor-codierter PKCa unterschieden werden.

Uberexprimierte unstimulierte PKCa in transfizierten Zellen liegt zunéchst genau wie die en-
dogene PKCa in nichttransfizierten Zellen (mit schwécherer Fluoreszenz) ausschliefdich im

Cytoplasma vor (Abb. 15A). Aktivierung mit PMA fihrt dann zu einer starken Tranglokation
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zur Plasmamembran (Abb. 15B, Pfeil) und haufig zur voélligen Deformation der Zellmorpholo-
gie (Daten nicht gezeigt). In den meisten Zellen findet man Uberexprimierte PKCa auch in
Cytoplasma und Kern, ohne dal3 man allerdings eine verstérkte Kernakkumulation wie bei en-
dogener PKCa in nichttransfizierten Zellen beobachtet (Abb. 10F und Abb. 15B [Zellen mit

schwécherer Fluoreszenzintensitét]). Zellen mit Uberexprimierter PKCa weisen aso ein veran-

dertes Verteilungsmuster gegeniber nichttransfizierten Zellen mit endogener PKCa auf.

Abb. 15: Vergleich der Lokalisation von Uberexprimierter PKCa in transfizierten und endogener PKCa
in nichttransfizierten NIH 3T 3-Fibroblasten

Uberexprimierte PKCa liegt in transfizierten NIH 3T3-Fibroblasten genau wie endogene PKCa (mit schwéche-
rer Fluoreszenz) in nichttransfizierten Zellen im Cytoplasma vor (A). PKC-Aktivierung mit PMA fuhrt dann
bei nichttransfizierten Zellen zu einer Kerntranslokation, wéahrend sich die Uberexprimierte PKCa in den

transfizierten Zellen hauptséchlich an der Plasmamembran befindet (B, Pfeil). Der Balken entspricht 10 nm.

2.4.5. Eingrenzung der Kernlokalisationssequenzen von PKCa mit GFP-PK Ca- Deleti-

onsmutanten

Die ausschliefdich cytoplasmatische Lokalisatation nichtstimulierter vollstandiger PKCa legt
eine intramolekulare Maskierung der Bereiche nahe, die Kerntrand okation vermitteln. Vermut-
lich ist die PMA-Aktivierung bei Uberexprimierter PKCa nicht geeignet diese intramolekulare
Maskierung aufzuheben, da tberexprimierte PKCa evtl. unvollstandig prozessiert vorliegt (sie-

he Diskussion). Die Verwendung von Deletionsmutanten bietet eine gute Moglichkeit dieses
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Problem zu Gberwinden und sollte die Bestimmung von solchen (dann unmaskierten) Bereichen
von PKCa ermdglichen, die ohne Aktivierung mit PMA im Kern akkumulieren. Im Idealfall
sollten so durch sukzessive Verkleinerung minimale, Kerntranslokation-vermittelnde Sequen-
zen bestimmt werden konnen. Zu beachten ist alerdings, dald Proteine mit einer Grof3e von
weniger als 45 kDa frei durch die Kernhille diffundieren kénnen, so dal’3 Kernakkumulation
kein Bewels fur einen aktiven Transportmechanismus ist, da ggf. nur eine Retention im Kern

vorliegt.

Tabelle 4: Subzellulére Verteilung von GFP-PK Ca-Del etionsmutanten

subzelluléare L okalisation

Protein Grole[kDa] unstimuliert +PMA
GFP-47*-DPKCa (1-187) 52 Kern KM + PM
DPK Ca (1-187)-6*-GFP 48 ganze Zelle PM
GFP-47*-DPKCa (1-252) 60 Kern KM + PM
DPK Ca (1-252)-7*-GFP 56 ganze Zelle KM
GFP-12*-DPKCa (1-289) 60 ganze Zelleu. PM  |KM + PM
DPKCa (1-289)-12*-GFP 60 ganze Zelleu. PM  |KM + PM
GFP-47*-DPK Ca (1-311) 66 PM PM + KM
DPK Ca (1-311)-6*-GFP 62 Cytoplasma PM
GFP-14*-DPKCa (326-672) 66 Cytoplasma Cytoplasma
DPKCa (342-672)-20*-GFP 65 Cytoplasma Cytoplasma
DPK Ca (1-660)-8*-GFP 104 Cytoplasma PM + KM
NLS-27*-DPK Ca (1-660)-8*- 107 Kern KM
GFP

KM - Kernmembran

PM - Plasmamembran

* Anzahl der unspezifischen AS, die als Linker zwischen GFP und PKC bzw. dem NLS liegen.
Die subzelluldre Verteilung der GFP-PK Ca-Deletionsmutanten vor und nach Aktivierung mit
PMA istin Tabelle 4 dargestellt. In der Regel wurden die PK Ca-Deletionsmutanten einmal N-
und einmal C-terminal mit GFP fusioniert. Es wurden vier verschiedene Deletionsmutanten mit

verschiedenen Anteilen der regulatorischen Domane (1-187; 1-252, 1-289; 1-311), jeweils eine
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Deletionsmutante mit der katalytischen Domane (326-672 bzw. 342-672) sowie eine Deleti-
onsmutante mit deletierter V5-Region (1-660) verwendet.

Bel den N-terminal mit GFP fusionierten Deletionsmutanten 1-187 und 1-252 wurde eine star-
ke Anreicherung im Kern beobachtet (Abb. 16). Interessanterwei se fuhrt die C-terminale GFP-
Fusion an die gleichen Deletionsmutanten jedoch zu einer anderen subzelluléren Vertellung; die
Fusionsproteine befinden sich anndhernd gleichverteilt sowohl im Cytoplasma als auch im Kern
(Abb. 16). Fir die Deletionsmutante 1-289 mit der gesamten regulatorischen Domane konnte
dagegen kein Unterschied in Abhéngigkeit von der GFP-Fusion gefunden werden. Sie liegt
annéhernd gleichverteilt in der gesamten Zelle vor, wobel eine erhdhte Konzentration an der
Plasmamembran auftritt (Abb 16). Die beiden Deletionsmutanten 1-311 weisen unterschiedli-
che Verteilungen auf. Fur die Deletionsmutante 1-311 mit dem N-terminalen GFP ist eine star-
ke Konzentration an der Plasmamembran zu beobachten (Abb. 16), wahrend das Pendant mit
C-terminalen GFP vorrangig im Cytoplasma lokalisiert ist (Abb. 16). Die Zugabe von PMA
bewirkt in allen Deletionsmutanten mit Anteilen der regulatorischen Doméne (1-187; 1-252, 1-
289; 1-311) eine Bewegung zur Kern- und Plasmamembran (Abb. 17), was die hohe Mem-
branaffinitdt der regulatorischen Doméne nach Phorbolesterbindung betont. Ausnahmen stellen
DPK C(1-187)-6-GFP und DPK C(1-311)-6-GFP dar, bei denen lediglich eine Tranglokation zur
Plasmamembran stattfindet (Abb. 17).

Die Deletionsmutanten mit der katalytischen Domane (326-672 bzw. 342-672) befinden sich
groidtenteils im Cytoplasma der Zellen (Abb. 18A, B). Dies deutet an, dal3 die katalytische
Domane nicht direkt an der Kerntranslokation von PKCa beteiligt ist, wenngleich die Kerne im
Gegensatz zu den Fusionsproteinen mit der gesamten PKCa (siehe Abb. 10A und C) nicht
vollig leer sind und in enigen Zellen auch eine Gleichverteilung zwischen Cytoplasma und
Kern auftritt. Die Zugabe von PMA ergibt wie erwartet keine Verdnderung (Abb. 18C, D), da

sich die entsprechende Bindungsstelle in der fehlenden regul atorischen Doméne befindet.
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GFP + APKCa APKCa + GFP

APKCa 1-187

APKCa 1-252

APKCa 1-289

APKCa 1-311

Abb. 16: Lokalisation von GFP-PK Ca-Deletionsmutanten der regulatorische Domane in transfizierten
NIH 3T3-Fibroblasten.
Die Balken entsprechen 10 mm.



GFP + APKCa APKCa + GFP

APKCa 1-187

APKCa 1-252

APKCa 1-289

APKCa 1-311

Abb. 17: Lokalisation von GFP-PK Ca-Deletionsmutanten der regulatorischen Doméne in transfizierten
NIH 3T3-Fibraoblasten nach PM A-Aktivierung.
Die Balken entsprechen 10 mm.
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Abb. 18: Lokalisation der GFP-fusionierten katalytischen Doméane von PKCa in transfizierten NIH 3T 3-
Fibroblasten

GFP-PKCa (326-672) (A, C) und PKCa (342-672)-GFP (B, D) liegen sowohl vor (A, B) as auch nach (C, D)
Zugabe von PMA vorwiegend im Cytoplasma vor.

Konventionelle PKCs unterscheiden sich strukturell nur in den V-Regionen, so dal3 diese auch
fur Unterschiede in der subzelluldren Lokalisation verantwortlich sein sollten. Besonders inter-
essant scheint dabel die V5-Region am C-Terminus zu sein, die z. B. bei PKCb Kerntrans oka-
tion in K562 Erythroleukamie-Zellen vermittelt (Gokmen & Fields, 1998). Um den Einflul? von
V5 bel PKCa zu testen, wurde fur die Transfektion ein Plasmid verwendet, welches das um

zwolf Aminosauren verkirzte DPKCa (1-660)-GFP-Fusionsprotein generiert. Abb. 19 zeigt,
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dad sich DPKCa (1-660)-GFP tatsachlich vom Fusionsprotein PKCa-GFP mit der vollen
PKCa-Sequenz (Abb. 10C und D) unterscheidet. DPKCa (1-660)-GFP liegt zundchst aus-
schliefdich im Cytoplasma vor (Abb. 19A). PMA-Aktivierung bewirkt dann neben der von

PK Ca-GFP bekannten Trand okation zur Plasmamembran auch eine Bewegung zur Kernmem-
bran hin (Abb. 19B).

Abb. 19: Lokalisation der V5-Deletionsmutante PKCa (1-660)-GFP in transfizierten NIH 3T3-
Fibraoblasten
PKCa (1-660)-GFP befindet sich zunachst im Cytoplasma (A) und erféhrt nach Zugabe von PMA eine Trans-

lokation zur Plasma- und Kernmembran (B, Pfeile). Der Balken enspricht 10 mm.

Die hohe Membranaffinitét fir PMA-aktivierte und GFP-fusionierte PKCa zeigte sich in trans-
fizierten Zellen auch fur das Fusionsprotein NLS-DPK Ca (1-660)-GFP. Dieses Fusionsprotein
sollte verwendet werden, um den Einflul3 grof3er Mengen nichtaktivierter nucledrer PKCa in
transfizierten NIH 3T3-Fibroblasten zu testen. Wie erwartet fuhrt das N-terminale NLS zur
Akkumlation des Fusionsproteins im Kern. Die hohe PKCa-Konzentration im Kern bewirkt
jedoch keine sichtbaren Verdnderungen der Zellmorphologie (Abb. 20A). Nach PMA-
Aktivierung des nucledgren Fusionsproteins erfolgt eine Trandokation zur Kernmembran hin,

wéhrend die Konzentration im Innern des Kerns stark abnimmt (Abb. 20B).
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Abb. 20: Lokalisation von NL S-DPK Ca (1-660)-GFP in transfizierten NIH 3T 3-Fibroblasten
NLS-DPKCa (1-660)-GFP liegt fast ausschliefdlich im Kern vor (A). PKC-Aktivierung mit PMA bewirkt eine

Translokation zur Kernmembran (B). Der Balken entspricht 10 nm.

2.5. Subzellulére Verteillung von GFP-PK Ca in transfizierten Cos-7-, CHO- und Neuro
2a-Zé€llen

Die unterschiedliche Lokalisation von PKC beschrénkt sich nicht auf die verschiedenen Isozy-
me, se ist haufig auch abhangig vom Gewebe oder Zdlltyp . Zur Abschétzung des Einflusses
verschiedener Zellen wurden deshalb neben den NIH 3T3-Fibroblasten auch Cos-7-, CHO- und
Neuro 2a-Zellen mit dem GFP-PK Ca-codierenden Plasmid transfiziert.

Es zeigte sich jedoch, dal? sich fur die zusétzlich zu NIH 3T3-Fibroblasten transfizierten Zellen
kein gravierender Unterschied in der Verteilung ergibt. GFP-PKCa liegt zundchst vollstéandig
im Cytoplasma vor (Abb. 21A, C, E), wahrend die PKC-Aktivierung mit PMA zur Transloka-
tion zur Plasmamembran fuhrt (Abb. 21B, D, F). Bei den Neuro 2a-Zellen tritt zusétzlich eine
starke Deformation der Zellmorphologie und bei den CHO-Z€llen haufig eine eng begrenzte
perinucledre Farbung auf. Es wurde jedoch auch in diesen Zellen nur selten Kerntrang okation
beobachtet.
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-PMA +PMA

Abb. 21: Lokalisation von GFP-PK Ca in transfizierten Cos-7-, CHO- und Neuro 2a (N2a) -Zellen
GFP-PKCa ist in transfizierten Cos-7- (A, B), CHO- (C, D) und Neuro 2a-Zellen (E, F) zundchst im
Cytoplasma lokalisiert (A, C, E) bevor es nach Zugabe von PMA zur Plasmamembran transloziert (B, D, F).
Bel den CHO-Zdllen tritt zusétzlich eine perinucledre Lokalisation auf (D). Die Balken entsprechen 10 nm.
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