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Zusammenfassung

ZUSAMMENFASSUNG

Importin o und Importin 3 sind die Kerntransportrezeptoren des ,klassischen®
Kernimportweges und Uben ihre Funktion als Heterodimer aus. Importin o bindet hierbei
als Adapter an die Kernlokalisationssequenz (NLS) des zu importierenden Substrates,
und Importin § vermittelt durch Interaktionen mit Kernporenproteinen den Kernimport
des trimeren Importkomplexes. Bisherigen Daten zufolge besitzt ein Importsubstrat eine
erhohte Affinitat fur ein Importin -gebundenes Importin a. In dieser Arbeit stellte sich
jedoch heraus, dass auch Importin B bevorzugt an Substrat-gebundene a-Importine
bindet. Demzufolge kénnte die Bindung des Substrates an Importin o der Importin -
Bindung vorausgehen und somit einen Import des Substrat-unbeladenen Importin o/p-
Dimers verhindern.

Wahrend es nur eine Importin B-Isoform gibt, wurden bisher sechs verschiedene
humane Importin a-Isoformen identifiziert. Die Bedeutung dieser Importin a-Vielfalt fur
den Organismus war bisher nicht bekannt. In vitro Studien deuteten jedoch auf
unterschiedliche Substratspezifitdten der Importin a-Isoformen hin. Ob allerdings diese
Ergebnisse auf spezialisierte Kernimportfunktionen der a-Importine in lebenden Zellen
schlieen lassen, war unklar. Um dieser Frage nachzugehen, wurden die a-Importine
sowie Importin B in HelLa-Zellen mittels siRNAs (small interfering RNAS) einzeln
herunterreguliert. Dies lie® die Expression der jeweils anderen Importine unbeeinflusst
und fuhrte im Fall von Importin a3, a5, a7 und Importin B zu einer deutlichen Inhibition
des Zellwachstums. Dadurch wurde deutlich, dass zumindest diese Importin a-
Isoformen spezifische Funktionen in lebenden Zellen erfillen.

Auf den Ergebnissen aufbauend wurde eine Analyse der Determinanten fur eine
spezifische Substratbindung an bevorzugte a-Importine durchgefihrt. Bisherigen
Vermutungen zufolge sollte alleine die NLS eines Substrates eine selektive Importin o-
Bindung vermitteln. Fur die Untersuchungen wurden zwei gut charakterisierte Modell-
Substrate ausgewahlt: RCC1, das eine ausgepragte Praferenz fur Importin a3 und o4
besitzt, und Nucleoplasmin, das durch diverse a-Importine in den Zellkern transportiert
werden kann. Eine Analyse der bisher nur praliminar charakterisierten RCC1-NLS
ergab, dass zwei basische Sequenzabschnitte im N-Terminus des RCC1 an der
Importin a-Bindung beteiligt sind. Die NLS-Sequenzen der beiden Modell-Substrate
wurden ausgetauscht. Durch in vitro Bindungs- und Importstudien wurde deutlich, dass
die NLS zwar erforderlich ist, aber nicht ausreicht, um eine ausgepragte Importin o-
Spezifitat zu vermitteln. Es konnte gezeigt werden, dass der Gesamtproteinkontext
eines Substrates die spezifische Importin a-Bindung mafl3geblich beeinflusst.



Abstract

ABSTRACT

Importin o and importin B are the nuclear transport receptors of the “classical” nuclear
import pathway and function as a heterodimer. Importin o acts as an adapter by binding
both the import substrate via the nuclear localization sequence (NLS) and importin (.
Importin B facilitates the translocation of the ternary import complex through the nuclear
pore complex by interacting with nuclear pore proteins. Previous data showed that
binding of import substrates to importin o is enhanced in the presence of importin 3. In
this study, it is demonstrated that importin B also binds with increased affinity to
substrate-bound importin a. Thus, it is possible that substrate binding to importin o
precedes the importin B binding and thereby prevents nuclear import of empty
importin a/p heterodimers.

While only one importin  isoform exists, six human o importins have been described
previously. The importance of this importin o diversity for the organism was unclear until
now. Interestingly, several in vitro import studies have indicated different substrate-
specificities of the importin a isoforms. Whether or not these results reflect specialized
import functions of a importins in living cells was unclear. To address this question, the
expression of importin o isoforms and importin B was individually down-regulated in
HelLa cells using siRNAs (small interfering RNAs). This did not affect the expression
levels of the other respective importins. Down-regulation of importin a3, a5, o7 or
importin B strongly inhibited cell proliferation. Thereby it was shown that these importins
exhibit specific functions in living cells.

Emanating from these results the determinants for a specific substrate binding to
particular o importins were analyzed. Up to now, it was assumed that only the NLS of a
substrate is responsible for mediating importin o selectivity. To examine this issue, two
well characterized import substrates were investigated as a model, RCC1 and
nucleoplasmin. RCC1 has a pronounced preference for importin a3 and o4, whereas
nucleoplasmin can be transported into the nucleus by various o importins. By analyzing
the so far only roughly characterized NLS of RCC1 it turned out that two clusters of
basic amino acids in the RCC1 N terminus contribute to importin o binding. The NLS of
the two model substrates were exchanged. In vitro binding studies and nuclear import
assays revealed that the NLS of a substrate is necessary but not sufficient to mediate
pronounced importin a selectivity. It could be demonstrated that the whole-protein
context of import substrates is a major determinant for mediating importin o specificity.



Einleitung

1 EINLEITUNG

1.1 Nukleozytoplasmatischer Transport

Eine Haupteigenschaft, die Eukaryonten von Prokaryonten unterscheidet, ist die
Existenz eines Zellkerns. Er ist durch eine Doppelmembran umschlossen, die Teil des
endoplasmatischen Retikulums ist und Nukleoplasma von Zytoplasma trennt. Im
Zellkern finden u.a. DNA-Replikation, Transkription und der Zusammenbau von
Ribonukleoproteinkomplexen statt. Alle daran beteiligten Proteine missen vom Ort ihrer
Synthese, dem Zytoplasma, in den Kern gelangen. Umgekehrt missen Komponenten,
die entweder im Kern generiert werden oder sich nur temporar darin befinden,
denselben verlassen. Der nukleozytoplasmatische Austausch dieser Molekile erfolgt
durch Kernporenkomplexe (NPC, nuclear pore complex). Diese makromolekularen
Strukturen besitzen in Wirbeltieren eine Grofle von ca. 120 MDa und sind in die
Kernmembran eingebettet. NPCs weisen eine achtfache Rotationssymmetrie auf.
Mindestens 30 unterschiedliche Proteine (Nukleoporine) sind an ihrem Aufbau beteiligt.
Von einer zentralen, in die Membran eingebetteten und einen Kanal bildenden Struktur
ragen lange Filamente in das Zytoplasma sowie in den Nukleus. Im letzteren wird durch
eine ringartige Verknupfung der Filamente ein korbahnliches Geflige gebildet. Die
Translokation von lonen, kleinen Molekulen und Proteinen bis 40 kDa durch
Kernporenkomplexe kann durch passive Diffusion erfolgen, wohingegen groRere
Proteine, RNAs und Ribonukleoproteine (RNPs) aktiv mittels Transportfaktoren
transloziert werden. Die meisten Proteine, ribosomalen Untereinheiten und einige
RNAs, die in den Kern hinein oder aus dem Kern heraus transportiert werden mussen,
werden durch l6sliche Kerntransportrezeptoren der grof3en, evolutionar konservierten
Familie der Importin B-ahnlichen Proteine importiert oder exportiert. Diese Proteinfamilie
umfasst 14 Mitglieder in der Hefe, wahrend das humane Genom mehr als 20 Gene
enthalt. Die meisten Mitglieder der Proteinfamilie sind entweder auf den nuklearen
Import (Importine) oder auf den Export von Proteinen aus dem Zellkern (Exportine)
spezialisiert und interagieren direkt oder Uber Adapterproteine mit ihren Substraten. Die
Assoziation mit Importsubstraten erfolgt Uber nukleare Lokalisationssequenzen (NLS,
nuclear localization sequence), umgekehrt binden Exportine an nukleare Exportsignale
von Substraten (NES, nuclear export sequence). Die Translokation durch den
Kernporenkomplex wird Uber Interaktionen der Importine oder Exportine mit
Nukleoporinen vermittelt. Die Regulation von Kernimport und -export erfolgt tUber die
GTPase Ran. Im Kern bindet die GTP-gebundene Form von Ran (RanGTP) an die
Kerntransportrezeptoren. Bei einer Importreaktion fuhrt dies zur Dissoziation von
Importkomplexen. Bei einer Exportreaktion kommt es zur Assemblierung von
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Exportkomplexen, in denen RanGTP enthalten ist. Die Exportkomplexe dissoziieren
nach erfolgtem Transport durch die Kernpore im Zytoplasma durch Aktivierung des Ran
und der daraus resultierenden Hydrolyse des Ran-gebundenen GTP. Die ausschlieRlich
nukledre Lokalisation der GTP-gebundenen Form von Ran wird durch die
entsprechende Lokalisation der beiden Ran-Effektoren erreicht: Der Guaninnukleotid-
Austauschfaktor (GEF, guanine nucleotide exchange factor) RCC1 befindet sich
Chromatin-gebunden im Kern und katalysiert den Ubergang von RanGDP zu RanGTP
durch Nukleotidaustausch. Das GTPase-aktivierende Enzym RanGAP1 (GAP, GTPase-
activating protein) hingegen befindet sich im Zytoplasma und sorgt dort mit Hilfe von
Ran-Bindeproteinen fur eine effektive Hydrolyse des Ran-gebundenen GTP (als Review
s. Gorlich und Kutay, 1999; Macara, 2001; Weis, 2003).

1.2 Importin o/B-vermittelter Kernimport

Bei der Identifizierung der ersten Importine war unter anderem die Etablierung eines in
vitro Kernimportassays von gro3em Nutzen. In diesem Versuchsansatz wurde die
Zellmembran durch das Detergenz Digitonin durchlassig gemacht und das Zytosol
ausgewaschen. Ein fluoreszenzmarkiertes Importsubstrat konnte dann durch Zusatz
von molekularen Energielieferanten und definierten zytosolischen Fraktionen in den
Kern transportiert werden (Adam et al., 1990). Diese Beobachtung, dass flr den
Kernimport von Proteinen bestimmte zytosolische Faktoren wichtig sind, fluhrte
letztendlich zur Identifizierung der ersten Transportfaktoren, Importin oo und Importin §,
deren Transportfunktion mit Hilfe des Kernimportassays nachgewiesen werden konnte
(Adam und Adam, 1994; Gorlich et al., 1995; Gorlich et al., 1994).

Importin oo und Importin B Uben ihre Funktion als Heterodimer aus, wobei Importin o
eine Adapter-Funktion hat und sowohl an Substrat als auch an Importin § bindet.
Importin 3 vermittelt als eigentlicher Kerntransportrezeptor durch Interaktion mit
Nukleoporinen den Kernimport des trimeren Importkomplexes (Gorlich und Kutay,
1999). Im Kern bindet RanGTP an Importin 3, wodurch dieses vom Importkomplex
abdissoziiert (Chi et al., 1996; Gorlich et al., 1996b; Rexach und Blobel, 1995). Der
Importin B/RanGTP-Komplex kann den Nukleus direkt verlassen (Hieda et al., 1999;
Izaurralde et al.,, 1997). Importin o dagegen wird durch den RanGTP-gebundenen
Exportfaktor CAS wieder ins Zytoplasma transportiert, dessen Bindung an Importin o im
Nukleus die Substrat-Freigabe férdert (s. Abb. 1A) (Gilchrist et al., 2002; Kutay et al.,
1997). Ein Nukleoporin (Nup50) ist ebenfalls unterstitzend bei der Substrat-Freigabe
beteiligt (Matsuura und Stewart, 2005). Mittlerweile konnten viele Aspekte dieses
,klassischen“ Kernimportweges analysiert und aufgeklart werden. Dabei stellte sich
unter anderem heraus, dass viele verschiedene Proteine Uber den Importin o/p-
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Abb. 1: Komponenten klassischen Kernimports. (A) Importin o/p-vermittelter Kerntransport.
Der Importkomplex, bestehend aus Importin a, Importin B und Substrat, gelangt durch die
Kernporenkomplexe (NPC) in den Kern. Im Nukleoplasma bindet RanGTP, das mit Hilfe von
RCC1 aus RanGDP gebildet wurde, an Importin B, das dadurch vom Komplex abdissoziiert und
den Kern in RanGTP-gebundener Form wieder verlasst. Importin o wird durch den RanGTP-
gebundenen Exportfaktor CAS wieder ins Zytoplasma transportiert. Im Zytoplasma dissoziieren
die Exportkomplexe durch die von RanGAP katalysierte Hydrolyse des Ran-gebundenen GTP.
(B) Die Prototypen klassischer NLS: Die monopartite NLS des gro3en T-Antigen des Simian
Virus 40 (SV40) und die bipartite Nucleoplasmin NLS. Die an der Importin a-Bindung vorrangig
beteiligten basischen Aminosauren sind fett gedruckt.

vermittelten Transportweg in den Kern gelangen und dass die funktionelle Vielfalt dieser
Proteine die Vielfaltigkeit der Substrate anderer Kernimport-Rezeptoren ubertrifft. Eine
Gemeinsamkeit der Importin o/B-Substrate liegt in dem Vorhandensein einer
.Klassischen® NLS, die von Importin o gebunden wird. Klassische NLS bestehen
entweder aus einer einzelnen Anhaufung basischer Aminosauren (monopartite NLS)
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oder aus zwei basischen Sequenzabschnitten (bipartite NLS), die durch zehn bis zwdlf
Aminosauren voneinander getrennt sind (,Linker-Region®) (Dingwall und Laskey, 1991).
Die Prototypen beider Gruppen sind die monopartite NLS des gro3en T-Antigen des
Simian Virus 40 (SV40 large T-Ag NLS) (Kalderon et al., 1984) und die bipartite
Nucleoplasmin NLS (s. Abb. 1B) (Robbins et al, 1991). Mittlerweile existieren
Kristallstrukturen mehrerer NLS im Komplex mit Importin o (Conti und Kuriyan, 2000;
Conti et al., 1998; Fontes et al., 2003a; Fontes et al., 2000).

1.3 Die funktionellen Domanen von Importin o und Aufbau des
Importin a/B-Heterodimers

Importin o besteht aus einer flexiblen, basischen N-terminalen Importin f-Bindedomane
(IBB-Domane) (Gorlich et al., 1996a; Weis et al., 1996), einer grolen, strukturierten
NLS-bindenden Domane, die zehn hintereinander liegende ,Armadillo“ (ARM)-Motive
umfasst, und einem kurzen C-Terminus (Conti et al., 1998; Kobe, 1999). Die ARM-
Motive sind nach dem Protein Armadillo in Drosophila melanogaster benannt, in dem
dieses Strukturmotiv, das sich in vielen Proteinen wieder findet und in Protein-Protein-
Wechselwirkungen involviert ist, zuerst entdeckt wurde (Peifer et al., 1994). Ein
einzelnes ARM-Motiv besteht aus ca. 40 Aminosauren, welche drei a-Helices bilden
(H1, H2 und H3), die in einem etwa dreieckigen Querschnitt angeordnet sind (s. Abb.
2A). Die ARM-Motive sind hintereinander gestapelt und erzeugen eine superhelikale
Struktur mit einer flachen Grube (s. Abb. 2B). Je zwei Helices der ARM-Motive (H1 und
H2) formen die gewdlbte Aulienflache des Proteins, und die H3-Helices bilden die
konkave Innenflache, die von konservierten Asparagin- und Tryptophan-Resten
gesaumt ist und in der sich zwei NLS-Bindungsstellen befinden. Die NLS-
Bindungsstellen umfassen Aminosauren der ARM-Motive eins bis vier (grofRere, N-
terminale Bindungsstelle) und vier bis acht (kleinere, C-terminale Bindungsstelle) (Conti
et al., 1998; Fontes et al., 2000). Bei der NLS-Bindung an Importin a sind sowohl polare
als auch hydrophobe Wechselwirkungen beteiligt. Bipartite NLS binden an beide NLS-
Bindungsstellen, wobei das N-terminale basische Cluster einer bipartite NLS an die
kleinere Bindungsstelle bindet und das C-terminale basische Cluster an die groRere
Bindungsstelle; die bipartite NLS ist also antiparallel zur Superhelix der ARM-Motive
ausgerichtet (Conti und Kuriyan, 2000; Fontes et al., 2003a; Fontes et al., 2000).
Monopartite NLS kdénnen an beide NLS-Bindungsstellen von Importin o binden, aber in
den bisher untersuchten Fallen scheint nur die Bindung an die groRere, N-terminale
Bindungsstelle physiologisch relevant zu sein (Conti und Kuriyan, 2000; Conti et al.,
1998; Fontes et al., 2003b; Fontes et al., 2000).



Einleitung

-
5 H1

B Bipartite D
NLS

(__B_.__—

Abb. 2: Strukturen und strukturelle Einheiten von Importin o und Importin . (A) Sche-
matische Darstellung eines ARM-Motivs von Importin a.. Die drei a-Helices sind mit H1-3
gekennzeichnet. (B) Die Struktur der NLS-bindenden ARM-Domane von Importin o mit
gebundener bipartite NLS. (C) Die Struktur von Importin B mit gebundener IBB-Domane von
Importin o.. (D) Schematische Darstellung eines HEAT-Motivs. Die Helices A und B sind
gekennzeichnet. Die Strukturen wurden dem Review (Conti und Izaurralde, 2001) entnommen.

Die N-terminale IBB-Domane des Importin o, die ca. 40 haufig basische Aminosauren
umfasst, erflllt zwei Funktionen: Importin 3-Bindung und Autoinhibition. In Abwesenheit
von Importin B und/oder eines Importsubstrats bindet eine NLS-ahnliche Sequenz in der
IBB-Domane an die grofiere NLS-Bindungsstelle von Importin o (Kobe, 1999). Obgleich
diese Interaktion mit der NLS-Bindung kompetitiert, kdnnen Importsubstrate auch in
Abwesenheit von Importin B an Importin o binden. Allerdings ist in diesem Fall die
Affinitat signifikant niedriger (Hu und Jans, 1999; Rexach und Blobel, 1995). Die
Reihenfolge der Bindungen von Substrat und Importin § an Importin o ist bisher nicht
bekannt (Goldfarb et al., 2004). Bei der Bindung von Importin o an Importin § binden
ebenfalls basische Aminosauren der IBB-Domane an Importin . Im IBB-Importin -
Komplex faltet sich die IBB-Domane zu einer a-Helix, die von einem Grol3teil von
Importin B (carboxy-terminal) spiralformig umschlossen wird, wobei der Innenbereich
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der Importin B-Windung negativ geladen und damit elektrostatisch komplementar zur
IBB-Doméne ist (s. Abb. 2C) (Cingolani et al., 1999). Ahnlich wie Importin o ist auch
Importin B aus hintereinander geschalteten Helix-Motiven  aufgebaut, den
19 sogenannten HEAT-Motiven (der Name bezieht sich auf die Proteine, in denen das
Motiv zuerst gefunden wurde: Huntingtin, elongation factor 3, A-Untereinheit der
Phosphatase 2A und Lipid-Kinase TOR1). Diese bestehen aus je ca. 40 Aminosauren,
die in einer gebogenen a-Helix (A-Helix) und einer geraden a-Helix (B-Helix)
angeordnet sind (s. Abb. 2D). Die Struktur von ARM- und HEAT-Motiven ist sehr
ahnlich: Die A-Helix eines HEAT-Motivs entspricht dem H1/H2-Helix-Duo des ARM-
Motivs, die B-Helix entspricht der H3-Helix. Wie die ARM-Motive bilden auch die
hintereinander gestapelten HEAT-Motive eine superhelikale Struktur, deren
Aulenflache von den gekrimmten A-Helices und deren konkave Innenflache von den
B-Helices gebildet wird (Cingolani et al., 1999; Conti und Izaurralde, 2001).

1.4 Die Importin a-Proteinfamilie

Wahrend es nur eine Importin B-Isoform gibt, wurden bisher sechs verschiedene
humane Importin a-lsoformen gefunden (Cortes et al., 1994; Cuomo et al., 1994; Kéhler
et al., 1999; Kohler et al., 1997; Weis et al., 1995). Die a-Importine wurden
entsprechend ihrer Sequenzahnlichkeit in drei verschiedene Subfamilien unterteilt
(s. Abb. 3) (Kdhler et al., 1997). Die erste Subfamilie besteht aus Importin a1, auch

Importin o1 Abb. 3: Ahnlichkeits-Dendrogramm
der humanen Importin a-lsoformen.
Das Dendrogramm wurde auf der
Basis eines Alignments der humanen

| |mp0rtin o4 Importin a-Proteinsequenzen mit dem
Programm ClustalWW (Version 1.83,
Gonnet-Matrix)  erstellt.  Zugangs-
nummern fur die Proteinsequenzen in
] der NCBI Datenbank: P52292
—  Importin o3 (Importin o1), 000629  (Importin a3),
000505 (Importin o4), P52294
(Importin a5), 015131 (Importin a6),
: AAC15233 (I rtin a7).
Importin o5 (Importin a.7)
Importin o7
Importin 06
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Rch1 genannt. Das dem Importin a1 am nahsten verwandte Importin ist das in Xenopus
laevis gefundene Importin a2 (Gorlich et al., 1994), das bisher zwar in anderen
Wirbeltieren, aber nicht in Saugetieren identifiziert wurde. Die zweite Importin a-
Subfamilie besteht aus Importin a3/Qip1 und Importin a4/hSRP1y. Die dritte Subfamilie
wird von Importin a5/hSRP1, Importin a6 und Importin a7 gebildet. Mitglieder
verschiedener Subfamilien haben ca. 50 % Sequenzahnlichkeit, wahrend Mitglieder
derselben Subfamilie mindestens 80 % Sequenzidentitat besitzen (Kohler et al., 1999;
Kohler et al., 1997). Importin a-Gene der dritten Subfamilie sind in allen Eukaryonten
prasent (einschlieBlich Pilzen und Pflanzen), wahrend a-Importine der ersten und
zweiten Subfamilie nur in mehrzelligen Tieren zu finden sind. Dies deutet darauf hin,
dass letztere erst wahrend der Evolution der Metazoa entstanden sind (als Review s.
Goldfarb et al., 2004).

Die Zahl der Importin a-Gene steigt mit der Komplexitat eines Organismus. In der
Backerhefe gibt es nur ein Importin o, das essentiell ist (Yano et al., 1994; Yano et al.,
1992). In der Taufliege Drosophila melanogaster existieren drei a-Importine, je eines
aus den drei Subfamilien, fur die z.T. spezifische Funktionen nachgewiesen wurden.
Das Drosophila Importin a2 ist das Homologe zum humanen Importin a1 und hat eine
Funktion in der Gametogenese. Sowohl mannliche als auch weibliche Fliegen, denen
dieses Gen fehlt, weisen Defekte bei der Gametogenese auf und sind steril (Mason et
al., 2002). Drosophila Importin a3 ist hingegen fur die Entwicklung essentiell (Mason et
al., 2003).

Saugetiere und Menschen besitzen mehr als drei a-Importine. Der Grund flr diese
Importin a-Vielfalt war bisher nicht aufgeklart. Obgleich sich die a-Importine in ihren
zell- und gewebespezifischen Expressionsmustern unterscheiden, werden alle
Isoformen abgesehen von Importin a6, das bisher nur im Hoden nachgewiesen wurde,
ubiquitar exprimiert (Hogarth et al., 2006; Kohler et al., 2002; Kohler et al., 1999; Kbéhler
et al., 1997; Tsuji et al., 1997). In vitro Importstudien zeigten, dass es Importsubstrate
gibt, die von mehreren a-Importinen gebunden bzw. transportiert werden, z.B. das
Chaperon Nucleoplasmin (Kohler et al., 1999), die DNA Topoisomerase Il (Mirski et al.,
2007) oder der Autoimmunregulator AIRE (llmarinen et al., 2006). Auf der anderen
Seite wurden aber auch Substrate gefunden, die in in vitro Experimenten spezifisch von
bestimmten a-Importinen in den Zellkern importiert werden. Zu diesen Substraten
gehoren z.B. die Transkriptionsfaktoren STAT1 und STATZ2, deren Kernimport durch
Importin a5 erfolgt (Melen et al., 2003; Sekimoto et al., 1997) sowie NF-xB, der
spezifisch von Importin a3 und a4 gebunden wird (Fagerlund et al., 2005), oder auch
der Guaninnukleotid-Austauschfaktor RCC1, der preferentiell von Importin a3
transportiert wird (Kohler et al., 1999; Talcott und Moore, 2000). Ob jedoch diese
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Ergebnisse von in vitro Studien eine differentielle Importfunktion der a-Importine in
lebenden Zellen widerspiegeln ist unklar, da in solchen in vitro Versuchen die
Bedingungen von den physiologischen Verhaltnissen in lebenden Zellen abweichen.
Zum Beispiel differieren die Proteinkonzentrationen der verwendeten Proteine von den
physiologischen Konzentrationen, und es fehlt im in vitro Experiment die Vielfalt an
zellularen Proteinen und somit die mdglichen Kompetitionspartner.

Wodurch die bei einigen Substraten in vitro beobachteten Importin a-Spezifitdten
bestimmt werden, ist ebenfalls ungeklart. Ist die Eigenschaft eines Substrates,
praferenziell mit bestimmten a-Importinen zu interagieren, allein in seiner NLS
verschlusselt, oder tragen andere Proteinbereiche bzw. die Gesamtstruktur des
Substrates dazu bei? NLS-Sequenzen sind sowohl nétig als auch hinreichend fir den
Kernimport Uber den Importin o/p-vermittelten Transportweg (Kalderon et al., 1984,
Lanford et al., 1986; Robbins et al., 1991), und frihere in vitro Kernimportstudien
ergaben auch erste Hinweise darauf, dass verschiedene NLS mit unterschiedlichen
Affinitaten an einzelne a-Importine binden (Miyamoto et al., 1997; Nadler et al., 1997).
Ob dies jedoch fur die bevorzugte Substratbindung an ein einzelnes o-Importin
ausreichen kann, wurde nicht gezeigt.

1.5 Zielsetzung

In der vorliegenden Doktorarbeit sollte zuerst der Frage nachgegangen werden, ob
Importin a-Spezifitat in lebenden, humanen Zellen tatsachlich existiert. Da sich dies als
zutreffend herausstellte, wurden im Weiteren die Determinanten, die fur eine
bevorzugte Bindung eines Substrates und dessen Kernimport durch bestimmte o-
Importine verantwortlich sind, eingehender untersucht.
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2 ERGEBNISSE

2.1 Importin a-Spezifitat in lebenden Zellen

2.1.1 Herunterregulation der ubiquitir vorkommenden humanen
Importin a-Isoformen in HeLa-Zellen mittels siRNAs

Um der Frage nachzugehen, ob die a-Importine tatsachlich spezifische Funktionen in
lebenden Zellen ausuben, wurde die Expression der ubiquitar exprimierten a-Importine
(a1, a3, a4, a5 und a7) jeweils einzeln mittels siRNAs (small interfering RNAs) in HeLa-
Zellen herunterreguliert. siRNAs sind kleine, aus 21-23 Nukleotiden bestehende,
doppelstrangige RNA-Stucke mit homologer Sequenz zu einer zelleigenen mRNA. Sie
werden in den Zielzellen von einem Endoribonuklease-Proteinkomplex (RISC, RNA-
induced silencing complex) gebunden, der anhand der siRNA das komplementare
Stuck der zelleigenen mRNA findet und diese zerschneidet (als Review s. Hannon,
2002). Fur alle a-Importine sowie fur Importin § wurde eine einzelne siRNA konstruiert;
im Falle von Importin a3 wurde zusatzlich eine weitere siRNA entworfen, um das
Auftreten von Primer-spezifischen Effekten auszuschlieRen (s. Abb. 4A). Mit den
einzelnen siRNAs wurden Hela-Zellen transfiziert und drei Tage spater geerntet. Ein
Teil der Zellen wurde auf die Verminderung der Proteinmenge des entsprechenden
Importins hin untersucht, wahrend ein anderer Teil neu ausgesat und am nachsten Tag
erneut transfiziert wurde. Nach weiteren drei Tagen (sieben Tage nach der ersten
Transfektion) wurden die Zellen erneut geerntet, gezahlt und mittels Westernblot-
Analyse wurde die Importin-Mengenreduktion in den Zellen bestimmt. Die Menge der a-
Importine verringerte sich unterschiedlich schnell in den entsprechend transfizierten
Zellen: Drei Tage nach der ersten Transfektion war nur die Proteinmenge von
Importin a1 drastisch reduziert (unter 20 % des Ausgangswertes), wahrend flr eine
ahnlich starke Verminderung der anderen o-Importine die zweite siRNA-Transfektion
notig war. Nach sieben Tagen (drei Tage nach der zweiten Transfektion) war die
Proteinmenge aller a-Importine auf mindestens 20 % abgesunken, verglichen mit der
Importin a-Menge in Kontrollzellen, die nur mit dem Transfektionsreagenz ohne siRNA
behandelt worden waren (s. Abb. 4B bzw. nicht gezeigte Daten). Die Verminderung der
Importin B-Menge nach sieben Tagen siRNA-Behandlung war weniger deutlich, jedoch
reproduzierbar (s. Abb. 4B). Die beiden gegen Importin a3 gerichteten siRNAs zeigten
eine vergleichbare Effektivitat (s. Abb. 4C). Die Proteinmenge aller a-Importine lieR sich
also durch sieben Tage siRNA-Behandlung um mindestens 80 % reduzieren.
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Abb. 4: : siRNA-vermittelte Proteinverminderung der einzelnen a-Importine und Importin  in
HeLa-Zellen. HeLa-Zellen wurden zweimal (am Tag 0 und am Tag 4) mit siRNAs transfiziert und an
Tag 3 und Tag 7 mittels entsprechender spezifischer Primarantikérper per SDS-PAGE und Westernblot-
Analyse oder Immunfluoreszenzmikroskopie analysiert. Kontrollzellen, die mit Transfektionsreagenz ohne
siRNA behandelt worden waren, dienten als Vergleich. (A) Schematische Darstellung der Importin-cDNA-
Sequenzen. Die Regionen, die fir die Herstellung von siRNAs verwendet worden waren, sind als
schwarze Rechtecke dargestellt. Im Fall von Importin a3 wurden zwei verschiedene siRNAs fir die
Versuche herangezogen. (B) Westernblot-Analysen von Lysaten aus Importin a1-, a4- und B-siRNA-
transfizierten HelLa-Zellen. Gleiche Mengen Zelllysat (10 pg) der siRNA-transfizierten Zellen wurden
durch SDS-PAGE separiert und anschlielend mittels Immunoblotting mit Importin-spezifischen
Primarantikdrpern analysiert. Unterschiedliche Mengen Zelllysat von Kontrollzellen dienten als Vergleich.
Ein gegen das ER-Protein Trap a gerichteter Antikorper fungierte als Ladungskontrolle. (C) Westernblot-
Analyse von Lysaten aus HelLa-Zellen, die mit den zwei unterschiedlichen a3-siRNAs transfiziert worden
waren. SDS-PAGE/Westernblotting erfolgte mit einem a.3-spezifischen Primarantikdrper zur Analyse der
Importin a3-Verminderung und einem spezifischen anti-Importin B-Antikérper als Ladungskontrolle.
Unterschiedliche Mengen Kontrollzelllysat dienten als Vergleich. (D) Bestimmung der siRNA-
Transfektionseffizienz mit einer siRNA gegen Trap a. (a) Indirekte Immunfluoreszenzmikroskopie der
siRNA-transfizierten Zellen mit einem spezifischen anti-Trap a-Antikorper. Die linken Felder zeigen
Trap a-spezifische Fluoreszenzsignale, die rechten Ausschnitte machen die DNA durch Interkalierung
des Farbstoffes Hoechst sichtbar. (b) Westernblot-Analyse von Zelllysaten mit einem spezifischen anti-
Trap a-Antikérper. Ein spezifischer anti-Importin -Antikorper diente als Ladungskontrolle. o, Importin o;
B, Importin B; Ko, Kontrolle; T, Tage.
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Um die Transfektionseffizienz bei den siRNA-Experimenten zu bestimmen, wurde eine
Kontroll-siRNA gegen ein unbeteiligtes Protein, das im ER lokalisierte Trap a,
herangezogen. Immunfluoreszenzanalysen mit einem spezifischen anti-Trap o-
Antikorper ergaben, dass nach sieben Tagen siRNA-Behandlung in mehr als 95 % der
Zellen die Fluoreszenz drastisch reduziert war, wahrend sich in weniger als 5 % der
Zellen die Fluoreszenzsignale vergleichbar mit denen in untransfizierten Kontrollzellen
zeigten (s. Abb. 4D, fur die Abbildung wurden Bereiche mit transfizierten und
untransfizierten Zellen gewahlt). Die Herunterregulation der Expression von Trap a in
den transfizierten Zellen wurde mittels Immunoblotting bestatigt, wobei das Ausmal der
Proteinverminderung vergleichbar war zur Importin a-Reduktion in den oben
beschriebenen Importin a-siRNA-Experimenten (s. Abb. 4D). Die siRNA-
Transfektionseffizienz liegt also bei Uber 95 %.

2.1.2 Die a-Importine unterscheiden sich in ihrer Stabilitat

Bei den siRNA-Experimenten wurde beobachtet, dass sich die Proteinmenge der a-
Importine in HelLa-Zellen durch siRNA-Behandlung unterschiedlich schnell verringerte
(s. Abb. 4B bzw. nicht gezeigte Daten). Dies koénnte in unterschiedlichen
Proteinstabilitaten der a-Importine begrindet sein. Um die Stabilitaten der a-Importine
zu untersuchen, wurde die Translation in HeLa-Zellen durch Cycloheximid inhibiert und
die Abnahme der Importin a-Menge in den Zellen durch Immunoblotting analysiert. Die
Proteinmengen an Importin a1 und a5 verminderten sich sichtbar in dem betrachteten
Zeitraum von 48 h, wobei die Importin a1-Menge nach 48 h auf ca. 25 % abgesunken
und damit am deutlichsten reduziert war. Von noch langeren Cycloheximid-Inkubationen
wurde abgesehen, da die zellschadigende Wirkung des Cycloheximid nach zwei Tagen
in erhdhtem MalRe zum Absterben der Zellen fuhrte. In einem Versuchsansatz wurde
zusatzlich zum Cycloheximid der Proteasom-Inhibitor ALLN flr einen Zeitraum von 6 h
eingesetzt (zu einem spateren Zeitpunkt waren die Zellen durch das ALLN zu sehr
geschadigt). ALLN hemmte den Abbau von Importin a1 und a5; die Degradation dieser
beiden Importine ist demzufolge Proteasom-abhangig. Importin a3, o4, o7 und
Importin 3 zeigten sich in dem 48-stiindigen Versuchszeitraum stabil (s. Abb. 5). Die
Verminderung dieser Importine wird in den siRNA-Versuchen daher vermutlich
hauptsachlich durch Zellteilung bewirkt, was die Notwendigkeit einer langeren siRNA-
Behandlung erklart. Dagegen korreliert der rasche Abbau von Importin a1 mit einer
effizienten Herunterregulation der Expression des Proteins schon drei Tage nach
siRNA-Transfektion.
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2.1.3 Die a-Importine besitzen spezifische Funktionen,
Zellwachstum von Bedeutung sind

o

Abb. 5: Die a-Importine sind
in HeLa-Zellen unterschied-
lich stabil. HeLa-Zellen wurden
bis zu 48 h mit Cycloheximid
bzw. 6 h mit Cycloheximid und
dem Proteasom-Inhibitor ALLN
inkubiert. Zu den angegebenen
Zeitpunkten wurden Zelllysate
hergestellt und die Proteinkon-
zentrationen bestimmt. Jeweils
10 ng Protein wurden einer
SDS-PAGE und anschlieRen-
dem Immunoblotting mit den
spezifischen anti-lmportin o-
Antikérpern  unterzogen. Ein
spezifischer anti-Trap a-Anti-
koérper diente als Ladungs-
kontrolle. a, Importina; B,
Importin ; CHX, Cycloheximid.
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Die siRNA-vermittelte Reduktion jeder einzelnen Importin a-Isoform lieR® die Expression
der anderen Isoformen unbeeinflusst (s. Abb. 6). Die Herunterregulation der einzelnen

o-Importine war somit spezifisch. Insbesondere war keine vermehrte Expression

anderer Isoformen zu beobachten. Die einzelnen a-Importine gehéren somit vermutlich

separaten regulatorischen Netzwerke
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Abb. 6: Die Herunterregulation
einzelner a-Importine lasst die
Expression der anderen Isofor-
men unbeeinflusst. Hela-Zellen
wurden wie in Abb. 4 beschrieben
zweimal mit jeweils der gleichen
Importin a-siRNA transfiziert. Nach
7 Tagen wurden gleiche Mengen
Zelllysat per SDS-PAGE und
Westernblotting mit den spezifi-
schen anti-Importin a-Antikérpern
untersucht (fir die Detektion von
Importin a7 wurde der anti-a6/a7-
Antikdrper verwendet). Ein gegen
Trap o gerichteter Antikdrper fun-
gierte als Ladungskontrolle. a, Im-
portin a; B, Importin §; Ko, Kon-
trollzellen.
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Hatten die a-Importine spezifische Import-Funktionen in lebenden Zellen, sollte der
Import spezifisch transportierter Substrate in den entsprechend siRNA-behandelten
Zellen inhibiert sein. Das bisher am besten charakterisierte Beispiel eines Importin o-
spezifischen Kernimports ist der Transport des RCC1 (Guaninnukleotid-Austauschfaktor
der GTPase Ran) in den Zellkern. In in vitro Studien war eine deutliche Abhangigkeit
des RCC1-Imports von Importin a3 gezeigt worden (Kohler et al., 1999; Talcott und
Moore, 2000). Dr. Christina Quensel untersuchte daher, ob in Importin a3-siRNA-
transfizierten Zellen ein verminderter Kernimport von RCC1 gemessen werden konnte.
Tatsachlich beobachtete sie einen verlangsamten Transport von RCC1 in den Zellkern,
wenn sie dieses in das Zytosol von a3-siRNA-behandelten Zellen mikroinjizierte
(Quensel et al., 2004). Es gab keine generelle Beeintrachtigung des Importin a-
beteiligten Kernimports in den siRNA-behandelten Zellen, da Nucleoplasmin, ein
Substrat, das von mehreren Importin a-lsoformen transportiert wird (Kohler et al.,
1999), nach Mikroinjektion unverandert importiert wurde.

Als nachstes wurde untersucht, ob auch fur andere Importin a-Isoformen spezifische
Funktionen in Zellen nachgewiesen werden konnten. Falls die einzelnen a-Importine
essentielle Funktionen hatten, sollte dies am Zellwachstum der entsprechend siRNA-
transfizierten Zellen erkennbar sein. Um den Effekt der Importin a-Herunterregulation
auf das Zellwachstum zu untersuchen, wurden die HelLa-Zellen am Ende der siRNA-
Transfektions-Experimente gezahlt. Die Zellzahl der Importin a3-, a5- und a7-siRNA-
transfizierten Zellen war sehr viel geringer (meistens <30 %) als die Anzahl der
Kontrollzellen, die nur mit dem Transfektionsreagenz behandelt worden waren. Der
Effekt auf die Zellzahl durch die Herunterregulation der Expression von Importin a3 war
bei beiden a3-siRNAs zu beobachten und in seinem Ausmal} vergleichbar. Die o1-
siRNA-transfizierten Zellen zeigten eine nur leicht verminderte Zellzahl am
Versuchsende im Vergleich zu den Kontrollzellen, wahrend die a4-siRNA-Behandlung
keinen Einfluss auf die Proliferation der HelLa-Zellen gehabt hatte (s. Abb. 7).
Importin a3, a5 und a7 besitzen somit spezifische Funktionen in den Zellen.

Die Herunterregulation der Expression von Importin § resultierte ebenfalls in einer stark
verminderten Zellzahl im Vergleich zu den Kontrollzellen, wobei der Effekt in seinem
Ausmald vergleichbar war mit der reduzierten Zellzahl, die aus der a3-, a5- oder a7-
siRNA-Behandlung hervorgegangen war (s. Abb. 7). Interessanterweise war das
Importin B-Proteinlevel in den verbliebenen Zellen hoher als die Proteinmenge an
Importin a3, a5 oder a7 in den entsprechend siRNA-behandelten Zellen (s. Abb. 4
und Abb. 6). Dies zeigt, dass eine geringe Reduktion an Importin f schadlicher fur die
Zellen ist als die vergleichbare Reduktion einer einzelnen Importin a-lsoform.
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Abb. 7: Effekt der siRNA-vermittelten Importin a-Verminderung auf die Zellzahl. HelLa-
Zellen wurden wie in Abb. 4 beschrieben zweimal mit jeweils der gleichen Importin a-siRNA
transfiziert. Nach sieben Tagen wurden die Zellen geerntet und gezahlt. Zellzahlen der siRNA-
transfizierten Zellen wurden prozentual auf die Zahl der Kontrollzellen bezogen, die als 100 %
definiert wurde. Es wurden drei bis sechs Experimente durchgefiihrt. Das Balkendiagramm gibt
Mittelwerte mit Standardabweichungen der Mittelwerte wieder. 3.1 und a3.2 reprasentieren
die zwei verschiedenen Importin a3-siRNAs. o, Importin a; B, Importin ; Ko, Kontrollzellen.

Die im Vergleich zu den Kontrollzellen verminderte Zellzahl nach der Behandlung mit
den entsprechenden siRNAs kdnnte ihre Ursache in einer erhohten Zelltod-Rate haben.
Deshalb wurde das Vorkommen von Apoptose in den siRNA-behandelten Zellen mittels
eines spezifischen Antikorpers gegen den Apoptose-Marker PARP analysiert. Die Poly-
(ADP-Ribose)-Polymerase (PARP) wird wahrend des Apoptose-Prozesses von einer
Protease gespalten, wodurch ein charakteristisches Fragment entsteht (Kaufmann et
al., 1993; Lazebnik et al., 1994). Westernblot-Analysen mit dem spezifischen anti-
PARP-Antikorper ergaben jedoch, dass keine signifikante Menge des apoptotischen
Spaltproduktes in den Zelllysaten der siRNA-behandelten Zellen vorhanden war. Zellen
hingegen, in denen Apoptose durch das Alkaloid Staurosporin induziert worden war,
zeigten ein deutliches Signal des PARP-Spaltproduktes (s. Abb. 8). Apoptose scheint
also nicht die Hauptursache fur die geringe Zellzahl nach Importin a3-, a5-, a7- oder
Importin B-Herunterregulation zu sein. Ebenso wurde kein vermehrtes Auftreten
nekrotischer Zellen beobachtet. Dr. Christina Quensel untersuchte deshalb mittels
FACS-Analysen, ob der Ablauf des Zellzyklus in den a3-, a5-, a7- oder B-siRNA-
transfizierten Zellen an einem bestimmten Punkt deutlich verandert war und die geringe
Zellzahl am Versuchsende erklaren konnte. Dies war jedoch nicht zu beobachten
(Quensel et al., 2004), weshalb es vermutlich in den a3-, a5-, a7- oder B-siRNA-
behandelten Zellen zu einem allgemein verminderten Zellwachstum gekommen war.
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Abb. 8: Untersuchung von Apoptose in den Importin-defizienten Zellen. HeLa-Zellen wur-
den wie in Abb. 4 beschrieben zweimal mit jeweils der gleichen Importin a-siRNA transfiziert.
Sieben Tage nach Beginn der siRNA-Transfektionen wurden gleiche Mengen Zelllysat per SDS-
PAGE und Westernblotting mit einem spezifischen gegen PARP gerichteten Primarantikdrper
analysiert. HeLa-Zellen, in denen Apoptose durch Staurosporin-Inkubation (5 uM, 8 h) induziert
worden war, dienten als Positivkontrolle. Pfeile markieren die Positionen von PARP und dem
Apoptose-spezifischen PARP-Spaltprodukt. ST, Staurosporin; a, Importin a; B, Importin 8; Ko,
nicht mit siRNA behandelte Kontrollzellen.

Die siRNA-Experimente haben gezeigt, dass die a-Importine in lebenden Zellen nicht
redundant sind, sondern dass einzelne Importin a-Isoformen spezifische Funktionen
haben, die fur ein geregeltes Zellwachstum von Bedeutung sind.

2.2 Determinanten fur die Importin a-Spezifitat von
Kernimportsubstraten

2.21 Importin a-Spezifitit kann in einem in vitro Bindungsassay
visualisiert werden

In den ersten Experimenten konnte gezeigt werden, dass die Importin a-Isoformen in
Zellen spezifische Funktionen haben. Doch welche Strukturen in Substraten
determinieren den praferenziellen Kerntransport durch bestimmte a-Importine? Eine
Maglichkeit ist, dass allein Unterschiede in der NLS die Differenzen in den Affinitaten
der Substrate zu den verschiedenen a-Importinen bewirken. Eine weitere Mdglichkeit
ware, dass andere Domanen der Substrate ausschlaggebend fur die spezifische
Bindung an entsprechende a-Importine sind.

Um den Einfluss der NLS auf die Importin a-Spezifitat zu untersuchen, wurden zwei
Modell-Substrate mit unterschiedlicher Importin a-Praferenz ausgewahlt: RCC1, der
Guaninnukleotid-Austauschfaktor fur die GTPase Ran, und Nucleoplasmin, ein saures
Chaperon. Beide Proteine besitzen eine terminal lokalisierte NLS und einen Hauptteil,
der sich selbstandig stabil falten kann (Dutta et al., 2001; Renault et al., 1998). Der
Hauptteil von RCC1 bildet eine 7-blattrige Propeller-Struktur (Renault et al., 1998),
wahrend der unstrukturierte N-Terminus zwei basische Cluster enthalt (s. Abb. 9A) und
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Abb. 9: Ubersicht iiber die in den Experimenten verwendeten Importsubstrate.
(A) Schematische Darstellungen von RCC1 und RCC1-Derivaten. RCC1 ist mit den relativen Po-
sitionen von Propeller-Doméne und NLS gezeigt. Die Sequenz des NLS-beinhaltenden N-Termi-
nus ist aufgelistet, wobei basische Reste fett gedruckt sind. Konstrukte mit N-terminalen Mutatio-
nen und Deletionen sind darunter aufgelistet. Unterstrichene Aminosauren kennzeichnen Mutatio-
nen. zzZRCC1 besteht aus dem Wildtyp-RCC1 und einem N-terminal fusionierten zz-Tag (zwei Im-
munglobulin G-Bindedomanen von Protein A). NLS(N)-Prop wurde durch Fusion der in (B) aufge-
listeten Nucleoplasmin-Region N-terminal an RCC1A24 erhalten. (B) Schematische Darstellungen
von Nucleoplasmin (NPL) und Nucleoplasmin-verwandten Substraten. Nucleoplasmin ist mit den
relativen Positionen von Core-Doméane und NLS gezeigt. Die Sequenz der NLS-umfassenden Re-
gion, die fur weitere Konstrukte verwendet wurde, ist aufgelistet. Die durch kristallographische
Analysen verifizierte bipartite NLS (Fontes et al., 2000) ist unterstrichen. Basische Cluster, die an
der Importin o-Bindung beteiligt sind, sind fett gedruckt. Eine Mutante mit modifiziertem NLS-Lin-
ker ist darunter aufgelistet, wobei die veranderten Aminosauren unterstrichen sind. NLS(N)-Core
wurde durch Fusion der NLS-umfassenden Region N-terminal an die Core-Domane erhalten.
NLS(R)-Core entstand durch Klonierung des in (A) aufgelisteten RCC1 N-Terminus N-terminal an
die Nucleoplasmin Core-Doméane. Aminosauren 13-35 des RCC1 N-Terminus wurden N-terminal
an die Core-Domane fusioniert, um das Konstrukt NLS(RA12)-Core herzustellen, die Aminosauren
1-15 des RCC1 N-Terminus wurden N-terminal an die Core-Domane kloniert, um das Fusions-
protein NLS(RA16-35)-Core zu erhalten.
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als NLS funktionieren kann (Nemergut und Macara, 2000; Seino et al., 1992; Talcott
und Moore, 2000). Die gut charakterisierte NLS von Nucleoplasmin dagegen befindet
sich C-terminal zum strukturierten Hauptproteinteil (Core) (s. Abb. 9B) und wurde
bereits im Komplex mit dem Importin o der Backerhefe und Importin a1 der Maus
kristallisiert (Conti und Kuriyan, 2000; Fontes et al., 2000).

Schon in frGheren Untersuchungen wurde gezeigt, dass Importsubstrate in Abwesenheit
von anderen Importfaktoren an Importin a binden kénnen (Nemergut und Macara, 2000;
Nishinaka et al., 2004; Seki et al., 1997; Weis et al., 1995). In solchen Bindungsstudien
war es maglich, Importin a-Spezifitaten zu reproduzieren, die in in vitro Importassays
beobachtet worden waren (Talcott und Moore, 2000; Welch et al., 1999). Dies deutet
darauf hin, dass die Importin a-Transportspezifitat direkt von der Bindungsstarke der
Substrate an individuelle a-Importine abhangt. Aus diesem Grund wurde ein in vitro
Bindungsassay etabliert und die Bindung der Modell-Substrate RCC1 und
Nucleoplasmin an die ubiquitar vorkommenden a-Importine (a1, a3, a4, a5 und o7)
untersucht. Fir diese Bindungsexperimente wurden die o-lmportine mit einem C-
terminalen GST-Tag versehen, rekombinant exprimiert und aufgereinigt (s. Abb. 10A).
Ebenfalls C-terminal GST-getaggtes Importin f und GST selbst dienten als Kontrolle.
Der Nachweis uber die Vollstandigkeit der C-terminal getaggten Importine wurde
erbracht, indem die Proteine mit Trypsin verdaut und die N-terminalen Peptide via
Massenspektrometrie nachgewiesen wurden (Daten nicht gezeigt). Des Weiteren
konnten bei allen a-Importinen beide Protein-Termini in einer Westernblot-Analyse mit
anti-GST- und spezifischen anti-Importin a-Antikorpern nachgewiesen werden (Daten
nicht gezeigt).

His-getaggtes rekombinantes RCC1 zeigte in einem Bindungsversuch die beste
Bindung an Importin a3, eine ebenfalls effiziente Bindung an Importin a4 und nur eine
sehr schwache Bindung an die anderen Importin a-lsoformen. Eine spezifische Bindung
an Importin f wurde nicht beobachtet (s. Abb. 10B). Dieses Ergebnis ist in Einklang mit
der in unterschiedlichen Transportassays beobachteten Spezifitdt von RCC1 (Kohler et
al., 1999; Quensel et al., 2004; Talcott und Moore, 2000). Die Bindungsreaktion, bei der
das Substrat in ca. dreifachem molarem Uberschuss gegeniiber den a-lmportinen
eingesetzt wurde, wurde in Gegenwart von 2 mg/ml BSA durchgefuhrt. Wurde auf die
Verwendung von BSA verzichtet, kam es zur Hintergrundbindung von RCC1 an GST
(Daten nicht gezeigt). Selbst wenn RCC1 in einem nur leichten molaren Uberschuss
gegenuber Importin a3 in einem Bindungsexperiment eingesetzt wurde, assoziierte fast
das gesamte RCC1 mit diesem Importin. RCC1 wurde also in einem aquimolaren
Verhaltnis an Importin a3 gebunden (s. Abb. 10C: Gelspuren 1, 3 u. 5). Diese Bindung
war abhangig von der mutmalilichen NLS im N-Terminus, da ein Konstrukt, dem der
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Abb. 10: RCC1 zeigt Importin a-Bindungs-
spezifitit in in vitro Bindungsassays.
(A) Coomassie-Farbung von Glutathion (GSH)-
Sepharose-gekoppelten Importinen. Aquimolare
Mengen der genannten rekombinanten Importine
wurden Uber ihren C-terminalen GST-Tag an
GSH-Sepharose gebunden und einer SDS-PAGE
mit anschlieRender Coomassie-Farbung unter-
worfen. Massenspektrometrie von tryptischen
Spaltpeptiden bestatigte das Vorhandensein in-
takter N-Termini und somit die Vollstandigkeit der
Importine. Des Weiteren konnte durch die mas-
senspektrometrische Analyse gezeigt werden,
dass die durch einen Kreis gekennzeichneten
Kontaminationen der Importin a4-Praparation nur
aus GST-Fragmenten bestehen. (B) Coomassie-
Farbung von GSH-Sepharose-assoziierten Pro-
teinen nach Bindungsreaktionenen von RCC1 mit
den a-Ilmportinen. Gleiche Mengen der angege-
benen GST-getaggten Importine wurden an
GSH-Sepharose gebunden und mit dem drei-
fachen molaren Uberschuss des aufgereinigten
rekombinanten RCC1 inkubiert. Gebundene
Proteine wurden durch SDS-PAGE separiert. Der
Stern markiert BSA, welches in den Bindungsre-
aktionen in einer Konzentration von 2 mg/ml ver-
wendet wurde und trotz der Waschschritte in
geringem MalRe in der Sepharose verblieb.
(C) Bindungsassays mit RCC1/RCC1A24 und
immobilisiertem Importin a3-GST in Gegenwart
von Importin . RCC1 und RCC1A24 wurden in
nur leichtem molaren Uberschuss gegeniiber Im-
portin a3 eingesetzt. Gebundene und im Uber-
stand verbliebene Proteine wurden einer SDS-
PAGE unterworfen und anschlieend mit Coo-
massie gefarbt (Sepharose-assoziierte Proteine)
bzw. mittels Westernblot-Analyse mit einem spe-
zifischen anti-RCC1-Antikdrper untersucht (im
Uberstand verbliebene Proteine und Input-
Proben). a, Importin a; B, Importin p.

Hauptteil des N-Terminus inklusive der basischen Cluster fehlte (RCC1A24, [s. Abb.
9A]), nicht an Importin 3 binden konnte. In Gegenwart von Importin B sind die
Affinitaten von Substraten an Importin o deutlich erhéht (Catimel et al., 2001; Fanara et
al., 2000; Rexach und Blobel, 1995). Aber auch bei Anwesenheit von Importin 3 war
eine Bindung von RCC1A24 an Importin a3 nicht zu detektieren (s. Abb. 10C:
Gelspuren 2, 4 u. 6). Da RCC1A24 nach der Bindungsreaktion noch vollstandig im
Uberstand vorhanden war (s. Abb. 10C: Gelspuren 4 u. 6), kann das Ausbleiben der
Bindung an Importin a3 nicht auf eine Degradation des Proteins zurtickgeflhrt werden.
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Im Gegensatz zu RCC1 und im Einklang mit friheren Studien (Kdhler et al., 1999)
assoziierte das zweite Modell-Substrat Nucleoplasmin im Bindungsassay mit mehreren
o-Importinen. Die starkste Bindung war an Importin a1 und o5 zu beobachten, eine
ebenfalls signifikante Bindung an Importin 3 und o7, und eine nur sehr schwache
Bindung an Importin a4 (s. Abb. 11A).
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Abb. 11: Importin a-Bindungsverhalten von Nucleoplasmin. (A) Bindung von Nucleoplasmin
an die verschiedenen a-Importine. Gleiche Mengen der angegebenen C-terminal GST-getaggten
Importine wurden an GSH-Sepharose gebunden und mit rekombinantem Nucleoplasmin inkubiert.
Gebundene Proteine wurden durch SDS-PAGE separiert und mittels Coomassie-Farbung visuali-
siert. (B) Importin a-Bindungsexperiment mit der Nucleoplasmin Core-Domane. Der Versuchs-
ablauf ist wie in (A) beschrieben, mit dem Unterschied, dass die Bindungsreaktionen in Gegenwart
von Importin B durchgefihrt wurden und in der SDS-PAGE eine Input-Probe als GréRRenvergleich
mitgefihrt wurde. (C) Die Core-enthaltenden Proteine bilden in Lésung Oligomere. Nucleoplasmin,
Core und NLS(R)-Core wurden vergleichsweise mit (denat.) und ohne vorheriges Aufkochen einer
SDS-PAGE mit anschlieBender Coomassie-Farbung unterworfen. Als Kontrollprotein wurde GST
mitgefuhrt. (D) Jedes im Oligomer vorhandene Nucleoplasmin-Monomer bindet an Importin a.. Der
Bindungversuch mit Nucleoplasmin und immobilisiertem Importin a1-GST wurde wie unter (A)
beschrieben durchgefihrt, nur dass Nucleoplasmin in zwei unterschiedlichen Mengen eingesetzt
wurde: Einmal in dem Ublichen dreifachen molaren Uberschuss gegeniiber Importin o, wobei bei
der Bestimmung der Molaritdt von einem Nucleoplasmin-Monomer ausgegangen wurde, und
einmal in einem 15-fachen molaren Uberschuss. In der anschlieBenden SDS-PAGE/Coomassie-
Farbung wurden verschiedene Mengen des rekombinanten Nucleoplasmins als Referenzproben
mitgefuhrt. Die Zahlen geben Molaritdten in Bezug auf Importin a1-GST an. o, Importin o; B,
Importin B; NPL, Nucleoplasmin; denat., denaturiert.
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Wurde der NLS-beinhaltende C-Terminus von Nucleoplasmin entfernt, so konnte die
verbleibende Core-Domane (s. Abb. 9B) weder in Abwesenheit noch in Gegenwart von
Importin 3 an die a-Importine binden (s. Abb. 11B bzw. nicht gezeigte Daten). Die Core-
Domane von Nucleoplasmin bildet in Lé6sung einen pentameren Komplex (Earnshaw et
al., 1980). Dieser Komplex weist eine ungewdhnliche Stabilitat auf und zeigt sogar eine
partielle Resistenz gegenuber der Denaturierung wahrend der SDS-PAGE (Dingwall et
al., 1982). Um zu uberprufen, ob auch die verwendeten Core-enthaltenden Proteine
(Nucleoplasmin, Core und eines der spater eingefiuihrten Konstrukte) in Lésung als
solche Pentamere vorliegen, wurden diese ohne vorheriges Aufkochen einer SDS-
PAGE unterworfen. Im Vergleich zu den durch Aufkochen denaturierten Proteinen und
gegenuber einem Kontrollprotein (GST), das sowohl ohne als auch mit vorherigem
Aufkochen auf dem Gel als Monomer erkennbar war, wurden die nicht denaturierten
Core-Proteine durch die SDS-PAGE/Coomassie-Farbung tatsachlich als oligomere
Strukturen sichtbar, moglicherweise als Pentamere (s. Abb. 11C). Dennoch zeigte sich
in einem Bindungsexperiment mit Importin a1 und verschiedenen Mengen
Nucleoplasmin, dass bei einem (bezogen auf das Monomer) dreifachen molaren
Uberschuss an Nucleoplasmin gegeniber Importin o. das Verhaltnis von Importin a1 zu
gebundenem Nucleoplasmin etwa aquimolar und die Bindung in der Sattigung war (s.
Abb. 11D). Dies deutet darauf hin, dass innerhalb des Pentamers jedes Nucleoplasmin-
Monomer mit je einem a-Importin interagiert.

Die Bindungsexperimente konnten somit die in frGheren Importassays beobachteten
Importin a-Praferenzen von RCC1 und Nucleoplasmin reproduzieren sowie die NLS-
Abhangigkeit der Substratbindung an Importin o bestatigen.

2.2.2 Die NLS ist nicht die einzige Determinante fiur Importin a-
Bindungspraferenzen

Wenn die NLS allein verantwortlich ware fur die beobachtete Importin a-Spezifitat von
RCC1, dann musste die Spezifitat verloren gehen, wenn die RCC1-NLS durch die
Nucleoplasmin-NLS ersetzt wird. Des Weiteren muisste die Spezifitat Ubertragbar sein,
wenn die RCC1-NLS an ein anderes Protein fusioniert wird. Um dies zu uUberprufen,
wurden die NLS der beiden Modell-Substrate ausgetauscht.

Zur besseren Vergleichbarkeit mit RCC1, dem Protein mit der am deutlichsten
ausgepragten Importin a-Spezifitat, wurden alle Fusionsproteine mit N-terminaler NLS
konstruiert. Folgerichtig wurde zuerst ein Konstrukt hergestellt, das die Nucleoplasmin-
NLS N-terminal zur Core-Domane enthalt: NLS(N)-Core (s. Abb. 9B). In einem
Bindungsexperiment zeigte NLS(N)-Core Bindung an Importin a1, a3, o5 und o7,
wahrend nur eine sehr schwache Interaktion mit Importin a4 zu beobachten war
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(s. Abb. 12A). Dieses Bindungsmuster ahnelte dem des Wildtyp-Nucleoplasmin, was
darauf hindeutet, dass die Position der NLS relativ zur Core-Domane fur das Importin o-

Bindungsmuster keine wesentliche Bedeutung besitzt.
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Zum Austausch der NLS-Sequenzen wurden die folgenden beiden Konstrukte
hergestellt: NLS(N)-Prop, ein Fusionsprotein bestehend aus der Nucleoplasmin-NLS
und der Propeller-Domane von RCC1 (s. Abb. 9A), und NLS(R)-Core, eine Fusion
zwischen dem RCC1 N-Terminus und der Nucleoplasmin Core-Domane (s. Abb. 9B).
Im Gegensatz zu RCC1 wurde NLS(N)-Prop von allen a-Importinen gebunden (s. Abb.
12B). Dies demonstrierte, dass die Importin a-Bindungsspezifitat von RCC1 von seiner

23



Ergebnisse

NLS abhangt. Uberraschenderweise zeigte NLS(R)-Core Bindung an Importin o1, a3,
a5 und o7, und nur eine sehr schwache Assoziation mit Importin a4 (s. Abb. 12C).
Dieses Bindungsmuster stimmte nicht mit dem des RCC1 Uberein, sondern deckte sich
mit dem des NLS(N)-Core. Die RCC1-NLS war also nicht in der Lage, die Importin a-
Spezifitat von RCC1 auf die Nucleoplasmin Core-Domane zu tbertragen.

Die beiden Core-Konstrukte NLS(N)-Core und NLS(R)-Core lagen wie das
Nucleoplasmin und die Core-Domane in Lésung als Oligomere vor (s. Abb. 11C bzw.
nicht gezeigte Daten) wund verhielten sich wie das Nucleoplasmin in
Bindungsexperimenten wie Monomere (Daten nicht gezeigt).

Die Ergebnisse der Experimente belegen, dass die NLS zwar erforderlich ist, aber nicht
ausreicht, um eine ausgepragte Importin a-Bindungsspezifitat zu vermitteln.

2.2.3 Importin a-Bindungsspezifitat in Gegenwart von Importin

In lebenden Zellen werden heterotrimere Importkomplexe aus Importin a, Importin 8
und Substrat gebildet, wobei die Reihenfolge der Bindung von Substrat und Importin 3
an Importin a noch nicht bekannt ist bzw. auch flr jeden Komplex unterschiedlich sein
konnte, abhangig vom Substrat oder den Konzentrationen der Bindungspartner (als
weiterfuhrende Information s. Review Goldfarb et al., 2004).

Wurde Importin B in aquimolarem Verhaltnis zu Importin o als eine zusatzliche
Komponente in dem oben beschriebenen Bindungsassay eingesetzt (bei sonst
ungeanderten experimentellen Bedingungen), so war eine differierende
Substratbindung an die einzelnen a-Importine kaum noch erkennbar. Alle bisher
verwendeten Substrate wurden von allen a-Importinen mit kaum unterschiedlichen
Effizienzen gebunden (s. Abb. 13A bzw. nicht gezeigte Daten). Dieses Resultat kann
zwei Ursachen haben:

1. Die autoinhibitorische IBB-Domane des Importin a. konkurriert mit dem Substrat um
die gleiche Bindungsstelle (Kobe, 1999). Die in Abwesenheit von Importin 8
beobachteten Bindungsunterschiede von Substraten an die einzelnen o-Importine
konnten daher Uberwiegend auf Unterschieden in den Affinitaten der einzelnen
autoinhibitorischen Domaénen der o-lmportine zZu den jeweiligen
Substratbindungsstellen beruhen und nicht auf unterschiedlichen Affinitaten der
Substrate zu den Bindungsstellen. Da Importin B an die IBB-Domane und die darin
enthaltene autoinhibitorische Domane von Importin oo bindet, wirde eine durch die
autoinhibitorischen Domanen verursachte Spezifitat in Gegenwart von Importin B nicht
mehr beobachtet werden. Dieses Modell ist jedoch wenig wahrscheinlich, da in einem
solchen Fall alle Substrate ein ahnliches Importin a-Bindungsmuster zeigen sollten.

24



Ergebnisse

2. Durch das Ausbleiben der Kompetition mit der autoinhibitorischen Domane von
Importin o in Gegenwart von Importin § sind die Affinitdten der Substrate fur die a-
Importine deutlich erhoht (Catimel et al., 2001; Fanara et al., 2000; Rexach und Blobel,
1995). Bisher veroffentlichte Dissoziationskonstanten fur Importin o und Substrat/NLS
in Gegenwart von Importin B liegen zwischen 5 nM und 70 nM (Efthymiadis et al., 1997;
Hu und Jans, 1999). Da bei den bisher vorgestellten Bindungsreaktionen deutlich
héhere Konzentrationen der Bindungspartner verwendet wurden (ca. jeweils 125 nM flr
Importin o« und Importin B, und die dreifache Menge, ca. 375 nM, fir das Substrat),
besteht die Moglichkeit, dass Importin a-Spezifitat in Gegenwart von Importin 3 zwar
noch vorhanden war, aber unter den gegebenen Konzentrationsverhaltnissen nicht
beobachtet werden konnte. In diesem Fall sollte die Spezifitat bei verringerten
Konzentrationen der Bindungspartner wieder sichtbar werden.

Um die zweite Moglichkeit zu testen, wurde ein Bindungsassay mit RCC1 in Gegenwart
von Importin B durchgeflihrt, bei dem die Konzentrationen aller Bindungspartner (RCC1,
Importin o und Importin ) schrittweise verringert wurden. Fur diesen Titrationsversuch
wurde ein Vertreter aus jeder Importin a-Subfamilie ausgewahlt (Importin a1, a3 und
ad), ein Ansatz mit Importin a1 ohne Importin B diente als Negativkontrolle. Bei einer
1/10-Verdlinnung der Reaktionspartner war eine bevorzugte Bindung von RCC1 an
Importin a3 schon wieder deutlich sichtbar, wahrend bei einer 1/30-Verdlinnung eine
Bindung von RCC1 an Importin a1 und a5 gar nicht mehr zu detektieren war. Importin
offenbarte jedoch ebenfalls Spezifitat und zeigte wie RCC1 bei zunehmender
Verdinnung der Bindungspartner eine bevorzugte Bindung an Importin a3 (s. Abb.
13B). Bei einem Titrationsversuch mit Nucleoplasmin und ausgewahlten a-Importinen
ergab sich ein analoges Ergebnis: Bei einer schrittweisen Verdinnung der
Reaktionspartner wurde Importin a-Spezifitdt von Nucleoplasmin wieder sichtbar, wobei
auch Importin B bevorzugt mit den a-Importinen assoziierte, an die Nucleoplasmin am
effektivsten gebunden war (nicht gezeigte Daten). Die Affinitat von Importin § fur
Importin o ist also erhdht, wenn Importin o an ein Substrat binden kann und Importin 3
nicht mehr mit der Substratbindungsstelle von Importin o um die Bindung der IBB-
Domane konkurrieren muss.

Da immer noch nicht geklart werden konnte, ob Substrate Importin a-Spezifitat zeigen,
selbst wenn die a-Importine in einem Komplex mit Importin § vorliegen, wurden weitere
Bindungsversuche mit RCC1 und Nucleoplasmin durchgefluhrt, bei denen Substrate und
a-lmportine in einer 1/30-Verdlinnung eingesetzt wurden, wahrend Importin § mit der
ursprunglichen Konzentration verwendet wurde. Das Experiment ergab eine Bindung
von RCC1 an Importin a3 und a4 und eine Bindung von Nucleoplasmin an samtliche a-
Importine, bevorzugt aber an Importin a1 und ab5. Importin B assoziierte unter den
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Abb. 13: Visualisierung von Importin a-Bindungsspezifititen in Gegenwart von Importin .
Gleiche Mengen der angegebenen C-terminal GST-getaggten Importine wurden an GSH-Sepharose
gebunden und mit einzelnen Substraten in Gegenwart von Importin  inkubiert. Sepharose-
assoziierte Proteine wurden durch SDS-PAGE separiert und mittels Coomassie-Farbung sichtbar
gemacht (A), oder die Importkomplex-Komponenten Importin o, Importin § und Substrat wurden
einzeln in einer Westernblot-Analyse mit spezifischen Primarantikdrpern gegen die Proteine selbst
(RCCA1, Importin B) oder gegen ihre Tags (Nucleoplasmin, Importin o) nachgewiesen (B, C). (A) Die
Bindungspartner wurden in den Ublichen Konzentrationen in die Bindungsansatze gegeben:
~ 125 nM Importin o und Importin B, ~ 375 nM Substrat (RCC1 bzw. Nucleoplasmin). (B) Die Kon-
zentrationen aller Bindungspartner wurden schrittweise 1/3, 1/10, 1/30 und 1/100 verdiinnt. RCC1
fungierte als Substrat. Ein Ansatz mit Importin a1-GST ohne Importin  diente als Negativkontrolle.
(C) Bindungsexperimente mit RCC1 bzw. Nucleoplasmin als Substrat. Importin p wurde in seiner
urspringlichen Konzentration verwendet (~ 125 nM), wahrend Substrat und o-lmportine in einer
1/30-Verdiinnung eingesetzt wurden. In der SDS-PAGE wurden verschiedene Mengen der Impor-
tin a-Bindungspartner (Substrat und Importin ) als Vergleich mitgefihrt (Input-Proben). o, Impor-
tin a; B, Importin B; Imp., Importin; NPL, Nucleoplasmin.
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gewahlten Konzentrationen mit allen a-Importinen (s. Abb. 13C). Importin a-Spezifitat
zwischen den einzelnen Importin a-Subfamilien war also wieder sichtbar, ebenso wie
der auch im Nucleoplasmin-Bindungsassay ohne Importin 3 beobachtete Unterschied in
der Bindungsstarke von Nucleoplasmin an Importin a5 und o7, welche derselben
Subfamilie angehdren (s. im Vergleich Abb. 11A). Ein Unterschied in der Substrat-
Bindungsintensitat an Importin a3 und o4 konnte hingegen unter den gegebenen
Konzentrationsverhaltnissen nicht beobachtet werden, weder fur RCC1 noch fur
Nucleoplasmin.

Insgesamt zeigen diese Versuche, dass Praferenzen von Importsubstraten far
bestimmte a-Importine auch in Gegenwart von Importin § detektiert werden kénnen und
dass Importin  eine erhdhte Affinitat fur Substrat-gebundene a-Importine besitzt.

2.2.4 NLS und Gesamtproteinkontext eines Kernimportsubstrates tragen
gemeinsam zur Importin a-Bindungsspezifitat bei

In lebenden Zellen befinden sich unzahlige Substrate im Zytoplasma und konkurrieren
um den Transport in den Nukleus mit einem bestimmten a-Importin. Experimente, die
solch eine Kompetitionssituation einschlieen, haben sich im Hinblick auf den Nachweis
der Importin a-Spezifitdt als empfindlicher erwiesen (Kdéhler et al., 1999). Aus diesem
Grund sollten als Erganzung zu den oben angeflihrten Einzelsubstrat-Bindungsassays
ebenfalls Kompetitionsstudien durchgefihrt werden, in denen zwei Substrate
gleichzeitig in aquimolarem Verhaltnis in der Bindungsreaktion eingesetzt werden. In
Analogie zu der Situation in lebenden Zellen und um eine zusatzliche Kompetition mit
der autoinhibitorischen Doméane von Importina 2zu vermeiden, wurden die
Kompetitionsexperimente in Gegenwart von Importin  durchgefuhrt. Da in den
Einzelsubstratassays ohne Importin § ebenfalls eine Konkurrenzsituation bestanden
hatte, und zwar zwischen dem Substrat und der autoinhibitorischen Domane von
Importin o, wurden die Konzentrationsverhaltnisse aus diesen Assays fur die folgenden
Kompetitionsexperimente Ubernommen.

In einem ersten Kompetitionsversuch wurden die beiden Wildtyp-Proteine RCC1 und
Nucleoplasmin zusammen eingesetzt. Das Experiment ergab, dass RCC1 als alleiniges
Substrat an Importin a3 und o4 gebunden wurde, wahrend an den anderen a-
Importinen hauptsachlich eine Assoziation mit Nucleoplasmin zu verzeichnen war
(s. Abb. 14A). In einem erganzenden Experiment wurde Uberpruft, ob RCC1 nicht nur in
einer direkten Kompetition mit Nucleoplasmin die alleinige Bindung an Importin a3 und
o4 erreichen konnte, sondern ob es auch in der Lage war, Nucleoplasmin aus einem
bestehenden Importkomplex mit Importin a3 und o4 zu verdrangen. Unter den
gegebenen Konzentrationsverhaltnissen und in Gegenwart von Importin B war
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Abb. 14: Kompetitions- und Substratverdrangungs-Experimente verdeutlichen Impor-
tin a-Spezifitat. Aquimolare Mengen der angegebenen C-terminal GST-getaggten Importine
wurden an GSH-Sepharose gebunden und mit Substraten inkubiert. Sepharose-assoziierte
Proteine wurden durch SDS-PAGE separiert und mittels Coomassie-Farbung sichtbar gemacht.
(A) RCC1 und Nucleoplasmin wurden gleichzeitig in dquimolaren Mengen in Gegenwart von
Importin B in der Bindungsreaktion eingesetzt. (B) In einer ersten Bindungsreaktion wurden
Nucleoplasmin und Importin 8 zu den immobilisierten o-Importinen gegeben, in einem zweiten
Schritt wurde RCC1 in nur leichtem molarem Uberschuss zu den Importkomplexen
zugesetzt (+). a, Importin o; B, Importin B; NPL, Nucleoplasmin; Add., Addition.

Nucleoplasmin in der Lage, mit allen a-Importinen einen Importkomplex zu bilden
(s. Abb. 13A). In dem Versuch wurden zuerst Komplexe aus Nucleoplasmin, Importin
und den einzelnen a-Importinen gebildet, worauf in einem zweiten Schritt RCC1 in nur
leichtem molarem Uberschuf® zu den Importkomplexen gegeben wurde. Im Falle der
Importin a.3- und a4-Komplexe konnte eine effektive Verdrangung von Nucleoplasmin
durch RCC1 erreicht werden, wobei Nucleoplasmin aus dem Importin a3-Komplex
sogar fast vollstandig verdrangt wurde. Keine Verdrangung von Nucleoplasmin durch
RCC1 konnte hingegen bei den Importin a1-, ab5- und a7-Komplexen beobachtet
werden (s. Abb. 14B). RCC1 hat also eine sehr viel hdhere Affinitat fir Importin a3 und
o4 als Nucleoplasmin.

Um die Bedeutung der NLS fur die Importin a-Spezifitdt genauer zu analysieren,
wurden direkte Kompetitionen von Substraten durchgefiihrt, die sich nur in ihrer NLS
unterscheiden. Beide Propeller-Proteine RCC1 und NLS(N)-Prop konnten in
Einzelsubstratassays ohne Importin § an Importin a3 und o4 binden (s. Abb. 10B und
Abb. 12B). Da die beiden Proteine die gleiche Grdlie haben, konnten sie nach einem
Kompetitionsexperiment in der anschlieRenden SDS-PAGE nicht voneinander separiert
werden und erschienen auf dem Coomassie-gefarbten Gel als eine Bande, die
gleichmalig in allen Importin a-Ansatzen zu sehen war (Daten nicht gezeigt). In einer
Westernblot-Analyse konnte jedoch mit einem gegen den nur bei RCC1 vorhandenen
RCC1 N-Terminus gerichteten Antikorper gezeigt werden, dass RCC1 nur mit
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Abb. 15: Die NLS tragt zur
Auspragung von Importin a-
Bindungspraferenzen bei. Es
wurden Kompetitions-Bindungs-
assays mit Substraten durchge-
fuhrt, die sich nur in ihrer NLS
unterscheiden. Gleiche Mengen
der angegebenen C-terminal
GST-getaggten Importine wur-
den an GSH-Sepharose gebun-
den und mit einem einzelnen
Substrat (A) oder mit zwei Sub-
straten in aquimolaren Mengen
in Gegenwart von Importin § (B,
C) inkubiert. Sepharose-gebun-
dene Proteine wurden einer
SDS-PAGE und anschlieflender
Coomassie-Farbung unterzogen.
Folgende Substrate  wurden
verwendet: (A) zzRCCH1,
(B) zzZRCC1 und NLS(N)-Prop,
(C) NLS(R)-Core und NLS(N)-
Core. a, Importina; B, Impor-
tin B.

Importin a3 und a4 assoziiert vorlag (Daten nicht gezeigt). Um jedoch eine Aussage
uber beide Propeller-Proteine treffen zu kdnnen, wurde der Kompetitionsversuch mit
einer N-terminal zz-getaggten, d.h. mit zwei Immunglobulin G-Bindedomanen von
Protein A versehenen Variante von RCC1 (s. Abb. 9A) wiederholt. zzRCC1 ist groRRer
(~ 60 kDa) als RCC1 (~ 45 kDa) und zeigte im Einzelsubstratassay ohne Importin § die
gleiche Importin a-Spezifitat wie RCC1 (s. Abb. 15A). In einer Kompetition mit NLS(N)-
Prop wurde nur zzRCC1 von Importin a3 und a4 gebunden, wahrend nur NLS(N)-Prop
mit Importin a1, a5 und a7 assoziierte (s. Abb. 15B). Die RCC1-NLS besitzt also eine
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hohere Affinitat fur Importin a3 und o4 als die Nucleoplasmin-NLS. Des Weiteren
wurden die beiden NLS im Kontext der Nucleoplasmin Core-Domane einer
Konkurrenzsituation ausgesetzt. Beide Core-Konstrukte NLS(N)-Core und NLS(R)-core
hatten im Einzelsubstratassay das gleiche Bindungsmuster an die a-Importine gezeigt
(s. Abb. 12A und C). In der Kompetition jedoch wurde hauptsachlich NLS(R)-core von
Importin a3 und a4 gebunden, wahrend nur NLS(N)-Core einen Komplex mit
Importin a1 bildete. Beide Substrate assoziierten gleichermalien mit Importin o5 und a7
(s. Abb. 15C). Die RCC1-NLS besitzt also generell eine hohere Affinitat fur Importin .3
und o4 als die Nucleoplasmin-NLS, selbst wenn sie sich nicht in ihrem Wildtyp-
Proteinkontext befindet.

Um die Bedeutung des Haupt-Proteinteils fur die Importin a-Spezifitat zu untersuchen,
wurden Kompetitionsversuche mit den Substraten durchgefuhrt, die die gleiche NLS
besitzen und sich nur in ihrem Hauptteil unterscheiden. Beide Substrate, die die RCC1-
NLS besitzen, RCC1 und NLS(R)-core, konnten in einem Einzelsubstrat-
Bindungsversuch an Importin a3 binden (s. Abb. 10B und Abb. 12C). In einer
Kompetition jedoch wurde nur RCC1 von Importin a3 und a4 gebunden. NLS(R)-core
dagegen zeigte effiziente Bindung an Importin a1 und a5, eine schwachere Bindung an
Importin a7, jedoch keine Bindung an Importin a3 und a4 (s. Abb. 16A). Die Affinitat der
RCC1-NLS fur Importin a3 und a4 ist somit im Kontext des RCC1-Propellers erhoht.
Desgleichen konnten beide Konstrukte, die die Nucleoplasmin-NLS beinhalten, NLS(N)-
Prop und NLS(N)-Core, an Importin a3 binden, wenn sie in einem Einzelsubstratassay
eingesetzt wurden (s. Abb. 12A und B). In einem Kompetitionsexperiment dagegen
konnte NLS(N)-Prop eine starke Assoziation mit allen oa-Importinen behaupten,
wahrend eine eindeutige Bindung von NLS(N)-Core nur an Importin a1 und o5 bzw.
eine aulerst schwache Bindung an Importin a7 zu erkennen war (s. Abb. 16B). Um
auszuschlielen, dass dieses Ergebnis aus einer schlechten Erreichbarkeit der
Nucleoplasmin-NLS in dem NLS(N)-Core-Konstrukt resultierte, wurde der letztgenannte
Kompetitionsversuch mit Wildtyp-Nucleoplasmin anstelle des Core-Konstruktes
wiederholt. Bei der Kompetition mit NLS(N)-Prop band Nucleoplasmin mit ahnlicher
Effektivitat an Importin a1 und o5 wie zuvor NLS(N)-Core bei der Kompetition mit
NLS(N)-Prop. Eine schwache Bindung von Nucleoplasmin war auch an Importin a4 und
a7 zu erkennen, keine Assoziation wurde hingegen mit Importin a3 detektiert (s. Abb.
16C). Dies bedeutet, dass auch die Affinitat der Nucleoplasmin-NLS fur die a-Importine
durch die Gegenwart des RCC1-Propellers oder der Nucleoplasmin Core-Domane
beeinflusst wird.
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Diese Experimente belegen somit, dass sowohl die NLS als auch der Proteinkontext
eines Kernimportsubstrates fur die Auspragung der Importin a-Bindungsspezifitat eine
Rolle spielen.

A R-@+R-O Abb. 16: Der RCC1 Propeller
A erhdoht die Substrat-Affinitat

RO eI fiir Importina3 und o4. Es
4_/-[3_GST wurden Kompetitions-Bindungs-

==!-=2 = assays durchgefiihrt mit Sub-
= - ———— 4-\—oc—GST straten, die die gleiche NLS be-
- o e e sitzen und sich nur in ihrem
. <—RCC1 Proteinhauptteil  unterscheiden.
Gleiche Mengen der angegebe-

nen C-terminal GST-getaggten

- Importine wurden an GSH-

- z... . <-\_GST Sepharose gebunden und mit
NLS(R)-Core zwei Substraten in aquimolaren

Mengen in Gegenwart von Im-
portin B inkubiert. Sepharose-
B N-@+N-O assoziierte Proteine wurden in
einer SDS-PAGE aufgetrennt
und mittels Coomassie-Farbung

JB—GST sichtbar gemacht. Folgende
- B Substrate wurden verwendet:
EFEEREC_ ) o7 (A)RCC1 und  NLS(R)-Core,
—— = = - (B) NLS(N)-Prop und NLS(N)-
maw NLS(N)-Prop Core, (C)NLS(N)-Prop und
Nucleoplasmin. o, Importin a; B,
Importin §; NPL, Nucleoplasmin.
s - - <— GST
N NLS(N)-Core
C N-&3 + O-N—
A
SPEL PP
F s g—GST
L] s =
SEQMEM—- "\ 0-GST
— — - — — <— NLS(N)-Prop
- <-—NPL
—_ w- <—GST

2.2.5 Die Bedeutung des Proteinkontextes fur die Importin a-Spezifitat wird
auch im in vitro Kernimport deutlich

Da die Maoglichkeit besteht, dass in den Bindungsassays artifizielle Interaktionen
sichtbar gemacht wurden, die keine relevante Bedeutung flr den Kernimport besitzen,
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wurden die in den Bindungsstudien eingesetzten Substrate zusatzlich in in vitro
Importassays mit semi-permeabilisierten HelLa-Zellen analysiert. Hierfir wurde ein
Importin o aus jeder Subfamilie ausgewahlt (Importin a1, a3 und ab), da die Mitglieder
derselben Subfamilie (Importin a3 und a4 bzw. Importin a5 und o7) jeweils ein sehr
ahnliches Verhalten in den vorangegangenen Kompetitions-Bindungsassays gezeigt
hatten. Die Importsubstrate wurden mit einer Fluoreszenzmarkierung versehen,
entweder mit Fluorescein (Markierung von RCC1, Nucleoplasmin und NLS(N)-Core)
oder mit Texas Red (Markierung von NLS(N)-Prop und NLS(R)-Core). Die markierten
Substrate wurden zuerst einzeln in Importassays eingesetzt. Die Importversuche
zeigten, dass RCC1-FI nur von Importin a3 in die HelLa-Zellkerne importiert wurde
(s. Abb. 17A). Nucleoplasmin-FI wurde dagegen von allen drei verwendeten a-
Importinen transportiert, obwohl sich der Import mit Importin a3 als weniger effektiv
erwies als der Import mit Importinal und o5 (s. Abb. 17B). Dieselben
Transporteffizienten mit den drei a-Importinen wurden bei NLS(N)-Core-FI beobachtet
(s. Abb. 17C). Das letztgenannte Ergebnis stellt einen gewissen Widerspruch dar zu
den Einzelsubstrat-Bindungsassays, in denen NLS(N)-Core gleichermalien von
Importin a1, a3, a5 und o7 gebunden wurde (s. Abb. 12A). NLS(N)-Prop-TR und
NLS(R)-Core-TR wurden von allen drei verwendeten a-Importinen effizient in die HelLa-
Zellkerne importiert (s. Abb. 17D und E). Damit haben die Einzelsubstrat-Importassays
die Ergebnisse der Einzelsubstrat-Bindungsassays bestatigt. Die markante Importin o-
Spezifitdt von RCC1 ging durch Ersetzen der RCC1-NLS durch die Nucleoplasmin-NLS
verloren, war aber auch nicht durch Fusion der RCC1-NLS an die Nucleoplasmin Core-
Domane Ubertragbar.

Fur weitere Analysen wurden analog zu den Bindungsstudien Kompetitions-
Importassays durchgefuhrt. Hierfur wurden zwei Substrate gleichzeitig in aquimolaren
Mengen in den Importexperimenten eingesetzt. Wieder sollten zuerst die Substrate
miteinander konkurrieren, die sich nur in ihrer NLS unterscheiden. Beide Propeller-
Proteine, RCC1-FI und NLS(N)-Prop-TR, wurden in Einzelsubstrat-Importassays von
Importin a3 in die HelLa-Zellkerne importiert (s. Abb. 17A und D). Das
Kompetitionsexperiment hingegen ergab, dass fast ausschlielich RCC1-FI von
Importin a3 transportiert wurde, wahrend NLS(N)-Prop-TR von Importin a1 und a5 in
die Zellkerne importiert wurde (s. Abb. 18A). Die RCC1-NLS fuhrt also im Vergleich zur
Nucleoplasmin-NLS zu einer hoheren Import-Effizienz  mit Importin a3. Der
Kompetitionsversuch mit den Core-Konstrukten NLS(N)-Core-FI und NLS(R)-Core-TR
zeigte, dass nur NLS(N)-Core-FI von Importin a1 transportiert wurde, wahrend nur
NLS(R)-Core-TR von Importin a3 in die Zellkerne importiert wurde (s. Abb. 18B). Beide
Substrate wurden von Importin a5 importiert, aber der Transport war nicht so effizient
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Abb. 17: Importin a-abhéngiger in vitro Kernimport von fluoreszenzmarkierten Substraten.
Fluorescein- und Texas Red-markierte Proteine wurden zusammen mit einem Energie-
regenerierenden System, rekombinanten Importfaktoren und dem jeweils angegebenen a-Importin
zu Digitonin-permeabilisierten HelLa-Zellen gegeben. Ein Ansatz ohne Importin o diente als
Negativkontrolle. Nach Fixierung der Zellen wurden Fluoreszenzsignale mittels Fluoreszenz-
mikroskopie analysiert. Die linken Abschnitte geben den Kernimport von folgenden Substraten
wieder: (A) RCC1-Fl, (B) Nucleoplasmin-FI, (C) NLS(N)-Core-Fl, (D) NLS(N)-Prop-TR, (E) NLS(R)-
Core-TR. Die rechten Felder zeigen Fluoreszenzsignale des DNA-Farbstoffes Hoechst. «,
Importin o; NPL, Nucleoplasmin; Fl, Fluorescein; TR, Texas Red.
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Abb. 18: Die NLS tragt zur Importin a-Transportspezifitat bei. Es wurden Kompetitions-
Importassays durchgeflhrt mit Substraten, die sich nur in ihrer NLS unterscheiden. Die angegebe-
nen Importin a-lsoformen, rekombinante Importfaktoren, ein Energie-regenerierendes System und
aquimolare Mengen der folgenden Substrate wurden mit Digitonin-permeabilisierten HelLa-Zellen
inkubiert: (A) RCC1-FI und NLS(N)-Prop-TR, (B) NLS(N)-Core-FI und NLS(R)-Core-TR. Ein Ansatz
ohne Importin o diente als Negativkontrolle. Der Kerntransport wurde mittels Fluoreszenz-
mikroskopie ausgewertet. Die linken Saulen geben den Kernimport der Fluorescein-markierten
Substrate wieder, die mittleren Felder visualisieren den Kernimport von Texas Red-markierten
Proteinen. Die Zellkerne wurden durch den DNA-Farbstoff Hoechst sichtbar gemacht (rechte
Abschnitte). o, Importin o; Fl, Fluorescein; TR, Texas Red.

wie im Einzelsubstrat-Importassay (s. Abb. 17C und E). Diese Ergebnisse, die die
Bedeutung der NLS fur Importin a-Spezifitat hervorheben, bestatigen die Daten der
Kompetitions-Bindungsassays.

Des Weiteren wurden Kompetitions-Importassays mit den Substraten durchgefihrt, die
die gleiche NLS besitzen, sich aber in ihrem Proteinhauptteil unterscheiden. Beide
Substrate, die die RCC1-NLS besitzen, RCC1-FI und NLS(R)-Core-TR, wurden in
Einzelsubstrat-Importassays von Importin a3 in die HelLa-Zellkerne importiert (s. Abb.
17A und E). In einer Konkurrenzsituation jedoch wurde nur RCC1-FI von Importin a3
transportiert, wahrend nur NLS(R)-Core-TR von Importin a1 und a5 importiert wurde (s.
Abb. 19A). Demzufolge fuhrt die RCC1-NLS im Kontext des RCC1-Propellers zu einer
grolReren Importeffizienz mit Importin a3 als im Kontext der Nucleoplasmin Core-
Domane. Das Kompetitions-Importexperiment mit den Nucleoplasmin-NLS-
beinhaltenden Konstrukten, NLS(N)-Core-FlI und NLS(N)-Prop-TR,
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A B
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N-
C Abb. 19: Der RCC1-Propeller erh6ht die
Transporteffizienz mit Importin a3. Es

NLS(N)- wurden Kompetitions-Importassays durch-

NPL-FI Prop-TR Hoechst gefithrt mit Substraten, die die gleiche NLS

besitzen und sich nur in ihrem
Proteinhauptteil unterscheiden. Die ange-
gebenen Importin a-Isoformen, rekom-
binante Importfaktoren, ein  Energie-
regenerierendes System und &aquimolare
Mengen der folgenden Substrate wurden
mit Digitonin-permeabilisierten HelLa-Zellen
inkubiert: (A) RCC1-FI und NLS(R)-Core-
TR, (B) NLS(N)-Core-FI und NLS(N)-Prop-
TR, (C) NPL-FI und NLS(N)-Prop-TR. Ein
Ansatz ohne Importinoa diente als
Negativkontrolle. Der Kerntransport wurde
mittels  Fluoreszenzmikroskopie ausge-
wertet. Die linken Saulen geben den
Kernimport der Fluorescein-markierten
Substrate wieder, die mittleren Felder
visualisieren den Kernimport von Texas
Red-markierten Proteinen. Die Zellkerne
selbst wurden durch den DNA-Farbstoff
Hoechst sichtbar gemacht (rechte Ab-
schnitte). a, Importin a; NPL, Nucleoplas-
min; Fl, Fluorescein; TR, Texas Red.

ergab, dass nur NLS(N)-Prop-TR von Importin a3 in die HelLa-Zellkerne transportiert
wurde, wahrend beide Substrate von Importin a1 und o5 importiert wurden (s. Abb.
19B). Der Transport beider Substrate durch Importinal und o5 in dem
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Kompetitionsexperiment war weniger effizient als ihr jeweiliger Transport im
Einzelsubstratassay (Vgl. Abb. 17C und D). Das gleiche Ergebnis wurde erzielt, wenn
anstelle des NLS(N)-Core-FI Fluorescein-markiertes Wildtyp-Nucleoplasmin in dem
Kompetitions-Importassay mit NLS(N)-Prop-TR eingesetzt wurde (s. Abb. 19C). Daraus
wird ersichtlich, dass auch die Nucleoplasmin-NLS im Kontext des RCC1-Propellers
einen effizienteren Transport mit Importin a3 bewirkt als im Kontext der Nucleoplasmin
Core-Domane.

Die in vitro Kernimportassays konnten die Ergebnisse der Bindungsassays bestatigen:
Sowohl die NLS eines Substrates als auch der Gesamtproteinkontext sind bedeutende
Determinanten fur Importin a-Spezifitat.

2.2.6 Beide basischen Sequenzabschnitte des RCC1 N-Terminus tragen
zur Importin a-Bindung bei

Die Kompetitionsexperimente ergaben, dass die NLS des RCC1 zur Importin a-
Spezifitat beitragt. Bisher war jedoch noch nicht einmal der genaue Importin a-
Bindungsmodus der RCC1-NLS — ob monopartite oder bipartite — bekannt. Wird die
Sequenz des RCC1 N-Terminus (s. Abb. 9A) mit der Nucleoplasmin-NLS (s. Abb. 9B)
verglichen, so liegt die Vermutung nahe, dass es sich auch bei der RCC1-NLS um eine
bipartite NLS handelt. Der RCC1 N-Terminus besitzt zwei basische Cluster, welche
durch acht nicht basische Reste voneinander getrennt sind. Um den Beitrag der beiden
basischen Sequenzabschnitte an der Importin a-Bindung zu untersuchen, wurden
RCC1-Mutanten hergestellt, in denen die einzelnen Cluster entweder mutiert oder
deletiert sind (s. Abb. 9A). Die Bindung dieser Mutanten an die einzelnen a-Importine
wurde sowohl in Anwesenheit als auch in Abwesenheit von Importin  untersucht. Die
beiden Mutanten RCC1mt1 (K4A, R5A) und RCC1mt2 (K8A, R9A), in denen jeweils
eine der beiden KR-Dubletten des ersten (N-terminalen) basischen Clusters des RCC1
N-Terminus durch zwei Alanine substituiert ist (s. Abb. 9A), zeigten Bindungsspezifitat
fur Importin a3 und a4 sowohl in Abwesenheit als auch in Anwesenheit von Importin 8
(s. Abb. 20A bzw. nicht gezeigte Daten). Dies ist ein Gegensatz zum Bindungsverhalten
des Wildtyp-RCC1, das in Gegenwart von Importin § an alle a-Importine gleichermalen
gebunden hatte (s. Abb. 13A). Wurde der komplette N-terminale basische
Sequenzabschnitt des RCC1 N-Terminus durch Deletion der ersten 13 Aminosauren
entfernt (RCC1A13 [s. Abb. 9A]), so wurde damit der Effekt einer einzelnen KR-
Mutation verstarkt: RCC1A13 wurde in Gegenwart von Importin § ausschliel3lich von
Importin 3 und a4 gebunden (s. Abb. 20B, rechte Halfte), wobei die Bindung
schwacher war als die des Wildtyp-RCC1 und die der Mutanten RCC1mt1 und
RCC1mt2. In Abwesenheit von Importin B war die Bindung an Importin a4 fast verloren,
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Abb. 20: Beide basischen
Cluster des RCC1 N-Terminus
tragen zur Importin a-Bindung
bei. Gleiche Mengen der angege-
benen C-terminal GST-getaggten
Importine wurden in Bindungsex-
perimenten mit einzelnen Sub-
straten eingesetzt. Die Importine
wurden an GSH-Sepharose ge-
bunden und mit dem Substrat so-
wohl in Gegenwart (+) als auch in
Abwesenheit von Importin  inku-
biert. Sepharose-assoziierte Pro-
teine wurden durch SDS-PAGE
separiert und mittels Coomassie-

Farbung visualisiert. Folgende
Substrate  wurden  verwendet:
(A) RCC1mt2 (K8A, R9A),

(B) RCC1A13, (C) RCC1mt3
(K21A, K22A). o, Importin o; B,
Importin B; Imp., Importin.

so dass eine signifikante Interaktion nur noch zwischen RCC1A13 und Importin a3 zu
sehen war (s. Abb. 20B, linke Halfte). Wurde das zweite (C-terminale) basische Cluster
des RCC1 N-Terminus durch Substitution der Lysine 21 und 22 mit Alaninen mutiert
(RCC1mt3 [s. Abb. 9A]), so konnte keine signifikante Bindung mehr zu irgendeinem o-
Importin beobachtet werden, weder in Abwesenheit noch in Gegenwart von Importin 3
(s. Abb. 20C). Das C-terminale basische Cluster des RCC1 N-Terminus ist also kritisch
fur die Importin a-Bindung, wahrend das N-terminale basische Cluster die Affinitat fur

Um die Bedeutung der beiden basischen Sequenzabschnitte auch in einem anderen
Proteinkontext zu untersuchen, wurden zum einen die ersten 15 Aminosauren des
RCC1 N-Terminus, in denen das erste basische Cluster enthalten ist, N-terminal an die
Nucleoplasmin Core-Domane fusioniert (NLS(RA16-35)-Core [s. Abb. 9B]). Zum
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anderen wurde ein Konstrukt hergestellt, das die Aminosauren 13-35 des RCC1 N-
Terminus und das darin liegende zweite basische Cluster N-terminal zur Nucleoplasmin
Core-Doméane enthalt (NLS(RA12)-Core [s. Abb. 9B]). Wie erwartet zeigte das
Konstrukt NLS(RA16-35)-Core, dem das zweite basische Cluster fehlt, keine
signifikante Bindung an die a-Importine, weder in Abwesenheit noch in Gegenwart von
Importin . Eine &ulerst schwache Interaktion mit den o-Importinen konnte in
Gegenwart von Importin B detektiert werden, wenn das Substrat in hohem molarem
Uberschul (20-fach) gegeniiber den a-Importinen eingesetzt wurde (s. Abb. 21A).
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Abb. 21: Die Importin a-Bindungspraferenzen des zweiten basischen Clusters des RCC1 N-
Terminus werden durch den Proteinkontext bestimmt. Aquimolare Mengen der genannten C-
terminal GST-getaggten Importine wurden an GSH-Sepharose gebunden und mit einem einzelnen
Substrat sowohl in Gegenwart (+) als auch in Abwesenheit von Importin B inkubiert. Sepharose-
gebundene Proteine wurden mittels SDS-PAGE und anschliefiender Coomassie-Farbung analysiert.
Folgende Substrate wurden verwendet: (A) NLS(RA16-35)-Core, wobei dieses Substrat in einem
20-fachen molaren Uberschu® gegeniiber den a-Importinen eingesetzt wurde. Bei der SDS-PAGE
wurde rekombinantes NLS(RA16-35)-Core als GroRenvergleich mitgefiihrt. (B) NLS(RA12)-Core. a,
Importin o; B, Importin B; Imp., Importin; rek., rekombinant.
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Bindungsexperimente mit dem Fusionsprotein NLS(RA12)-Core, in welchem das zweite
basische Cluster enthalten ist, ergaben, dass die Assoziation von NLS(RA12)-Core mit
den oa-Importinen wesentlich schwacher war als die des den gesamten RCC1 N-
Terminus umfassenden NLS(R)-Core, da die Interaktion von NLS(RA12)-Core mit den
o-Importinen nur in Gegenwart von Importin 8 visualisiert werden konnte (Vgl. Abb. 21B
und Abb. 12C). Uberraschenderweise wurde die starkste Bindung von NLS(RA12)-Core
an Importin a1 und a5 detektiert und eine schwachere Bindung an Importin a3, a4 und
a7 (s. Abb. 21B, rechte Halfte). Dieses Bindungsmuster entspricht dem des Wildtyp-
Nucleoplasmin in Gegenwart von Importin § (als Nucleoplasmin und die a-Importine
verdunnt eingesetzt wurden, [s. Abb. 13C]). Durch die Bindungsexperimente mit den
Konstrukten NLS(RA12)-Core und RCC1A13 wird somit erneut deutlich, dass der
Proteinkontext eines Substrates eine entscheidende Bedeutung flr dessen Importin a-
spezifische Bindung besitzt. Darlber hinaus zeigen die Versuche mit diesen beiden
Fusionsproteinen, dass das in diesen Konstrukten abwesende erste basische Cluster
des RCC1 N-Terminus fur die Bindung an keines der a-Importine essentiell ist.

Der RCC1 N-Terminus enthalt folglich eine bipartite NLS, deren C-terminales basisches
Cluster fur die Bindung an alle a-Importine essentiell ist, wahrend das N-terminale
basische Cluster eine deutliche Erhéhung der Affinitat fur die a-Importine bewirkt, aber
nicht essentiell ist und auch keine signifikante Anderung der Spezifitat fir bestimmte o-
Importine verursacht.

2.2.7 Der relative Beitrag des Proteinkontextes eines Importsubstrates an
der Importin a-Bindungsspezifitat liberwiegt gegeniiber dem relativen
Beitrag der NLS

In oben angefuhrten Experimenten konnte gezeigt werden, dass sowohl die NLS eines
Substrates als auch der Proteinkontext die Importin a-Bindungsspezifitdt bestimmen.
Aus dieser Erkenntnis resultiert die Frage, ob diese beiden Determinanten in
unterschiedlichem Ausmal} zur Auspragung von Importin a-Bindungspraferenzen
fuhren. Einen ersten Hinweis zur Beantwortung dieser Frage ergaben die
vorangegangenen Bindungsversuche mit den Konstrukten RCC1A13 und NLS(RA12)-
Core: In beiden Fusionsproteinen ist der zweite Teil des RCC1 N-Terminus, der das C-
terminale basische Cluster enthalt, vorhanden. Im Kontext des RCC1-Propellers
bewirkte das zweite basische Cluster eine ausschlieRliche Bindung an Importin a3 und
o4 (s. Abb. 20B). Im Kontext der Nucleoplasmin Core-Domane dagegen wurde das
Bindungsmuster des Wildtyp-Nucleoplasmin sichtbar, in dem die Assoziation mit diesen
Importinen deutlich schwacher war als die Interaktion mit Importin a1 und a5 (s. Abb.

39



Ergebnisse

21B). Dies deutet darauf hin, dass der relative Beitrag des Proteinkontextes zur
Auspragung von Importin a-Bindungsspezifitdt groRer ist als der relative Beitrag der
NLS. Ein weiteres Experiment zur Beantwortung dieser Frage wurde durch ein
Kompetitions-Bindungsexperiment mit den Konstrukten NLS(R)-Core und NLS(N)-Prop
durchgefuhrt, wodurch die RCC1-NLS und der RCC1-Propeller einer Konkurrenz-
Situation ausgesetzt wurden. Importin a1, a3, a4 und a7 zeigten in diesem Versuch
eine ausschlielliche und starke Assoziation mit dem Propeller-Konstrukt, wahrend die
Bindung an Importin a5 flr beide Fusionsproteine detektiert wurde (s. Abb. 22). Dieses
Experiment spiegelt den Einfluss des Proteinkontextes wider: Zum einen konnte die
RCC1-NLS, die eine hdhere Affinitat fur die Importine a3 und o4 als die Nucleoplasmin-
NLS besitzt, nicht im Kontext der Nucleoplasmin Core-Doméane mit den Importinen a3
und o4 assoziieren, da sich das Propeller-Konstrukt mit der Nucleoplasmin-NLS bei der
Bindung an diese Importine durchsetzte. Zum anderen konnte die RCC1-NLS im
Kontext der Nucleoplasmin Core-Domane an Importin a5 binden, obwohl sie in ihrem
Wildtyp-Kontext in Einzelsubstrat-Bindungsexperimenten keine Assoziation mit
Importin a5 gezeigt hatte und sich daruber hinaus hier in Konkurrenz mit der
Nucleoplasmin-NLS befand, die in jedem getesteten Proteinkontext eine effektive
Interaktion mit Importin a5 gezeigt hatte. Die Nucleoplasmin Core-Domane erhoht also
die Affinitdt einer NLS fur Importin a5, wahrend der RCC1-Propeller eine hochaffine
Bindung an Importin a3 und a4 vermittelt. Dieser Einfluss der Proteinkern-Domanen auf
die Bindungsaffinitat an bestimmte o-Importine Uberwiegt gegenuber den Importin a-
Bindungspraferenzen einer NLS.

Der relative Beitrag des Proteinkontextes zur Auspragung von Importin a-
Bindungsspezifitat ist demzufolge groRRer als der relative Beitrag der NLS.

N-@"'R_O Abb. 22: Der relative Beitrag des

< Proteinkontextes an der Importin a-

N o X oA S Bindungsspezifitat ist groBer als
FFFFFRI0 der relative Beitrag der NLS. Gleiche
/‘B—GST Mengen der angegebenen C-terminal

! -" =-—f GST-getaggten Importine wurden an
! - S o= . . — - o—GST GSH-Sepharose  gebunden  und
o e e e e gleichzeitig mit aquimolaren Mengen
P SN0 W - .. <— NLS(N)-Prop der Substrate NLS(R)-Core und

NLS(N)-Prop in Gegenwart von Impor-
tin B inkubiert. Sepharose-assoziierte
Proteine wurden einer SDS-PAGE und

= - <«— GST einer anschlieRenden Coomassie-Far-
o NLS(R)-Core bung unterworfen. a, Importina; B,
Importin f3.
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2.2.8 Importin a-Bindungspraferenzen koénnen durch Mutationen in der
Linker-Region einer bipartite NLS beeinflusst werden

Ungeachtet des bedeutenden Einflusses des Proteinkontextes auf die Importin a-
Spezifitat hatte sich in den Kompetitionsexperimenten mit den Substraten, die sich nur
in ihrer NLS unterscheiden, ergeben, dass die RCC1-NLS und die Nucleoplasmin-NLS
unterschiedliche Affinitaten fur die einzelnen a-Importine besitzen. Ein Vergleich der
RCC1-NLS mit der Nucleoplasmin-NLS zeigt, dass die groten Unterschiede in der
Linker-Region zwischen den basischen Clustern zu finden sind (Vgl. Abb. 9A und B).
Am augenfalligsten ist die Prasenz von zwei zusatzlichen basischen Aminosauren in
der Linker-Region der Nucleoplasmin-NLS (K161, K162), wahrend in der Linker-Region
der RCC1-NLS ein saurer Rest an der entsprechenden Stelle zu finden ist (D15). Um in
einem initialen Experiment zu analysieren, ob sich Importin a-Bindungspraferenzen
durch den Austausch von Aminosauren in der Linker-Region modifizieren lassen,
wurden die zwei Lysine im NLS-Linker des Wildtyp-Nucleoplasmin analog zu den
entsprechenden Aminosauren in der Linker-Region der RCC1-NLS durch ein Alanin
und ein Aspartat ersetzt (K161A, K162D). Die Bindung des mutierten Nucleoplasmin
(NPLmt) an die einzelnen a-Importine wurde sowohl in Anwesenheit als auch in
Abwesenheit von Importin § untersucht. In Abwesenheit von Importin  zeigte sich eine
effektive und in ihrer Intensitat vergleichbare Bindung an die Importine a1, a3 und o4,
wahrend die Interaktion mit Importin a5 sehr schwach und eine signifikante Bindung an
Importin a7 nicht zu detektieren war. In Gegenwart von Importin § war eine Assoziation
mit allen a-Importinen zu beobachten, die bei Importin a5 und a7 etwas schwacher war
als bei den Importinen a1, a3 und o4 (s. Abb. 23). Das Importin a-Bindungsmuster
hatte sich durch die Substitution der beiden basischen Aminosauren im NLS-Linker also
deutlich verandert: Wildtyp-Nucleoplasmin hatte bevorzugt an Importin a1 und o5
gebunden, eine ebenfalls signifikante Bindung war an Importin a3 und o7 detektiert
worden, und nur eine sehr schwache Assoziation war mit Importin a4 zu erkennen
gewesen (s. Abb. 11A). Durch die Mutation hatte sich die Affinitat fur Importin o5 und
o7, welche der gleichen Importin a-Subfamilie angehoren, wesentlich verringert. Des
Weiteren wurde durch die Aminosaure-Substitution die relative Affinitat fur die
Importin a-Subfamilie a3/a4 erhdht, da die Bindung von NPLmt an Importin a1, a3 und
o4 gleichermalien effektiv war und sich somit die Bindungsstarken von Importin a4
relativ zu Importin a3 und von Importin a3 und o4 relativ zu Importin a1 erhoht hatten.
Die Mutation hatte die Importin a-Bindungspraferenzen von Nucleoplasmin somit denen
des Wildtyp-RCC1 angenahert: Die Affinitaten fur Importin a5 und o7 hatten sich
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Abb. 23: Importin a-Bindungsspezifitat lasst sich durch Mutation des Linkers einer
bipartite NLS veridndern. Aquimolare Mengen der angegebenen C-terminal GST-getaggten
Importine wurden an GSH-Sepharose gekoppelt und mit NPLmt sowohl in Gegenwart (+) als
auch in Abwesenheit von Importin  inkubiert. Sepharose-gebundene Proteine wurden durch
SDS-PAGE separiert und mittels Coomassie-Farbung visualisiert. a, Importin o; B, Importin B;
Imp., Importin.

verringert, wahrend die relativen Affinitdten fur Importin a3 und o4 erhéht worden
waren.

Importin a-Bindungspraferenzen konnen somit durch Modulation der Aminosaure-
Zusammensetzung des Linkers einer bipatite NLS verandert werden.
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3 DISKUSSION

Die vorliegende Arbeit behandelt zwei Fragen, die sich im Zusammenhang mit der
beobachteten Radiation des Importin a-Gens wahrend der Evolution der Vertebraten
stellen. Erstens, haben die sich entwickelten Isoformen spezifische Funktionen in
lebenden Zellen, und zweitens, welche strukturellen Merkmale sind an der Ausbildung
einer spezifischen Substratbindung an einzelne Importin a-Isoformen beteiligt?

3.1 Spezifische Funktionen der a-Importine in lebenden Zellen

Die in dieser Arbeit vorgestellten Ergebnisse zeigen, dass die meisten oa-Importine
spezifische Funktionen in der Zelle haben.

In einer siRNA-Studie konnten die Proteinmengen der verschiedenen ubiquitar
exprimierten o-Importine in HelLa-Zellen einzeln herunterreguliert werden, ohne die
Proteinlevel der anderen Isoformen zu beeinflussen. Insbesondere wurde keine
vermehrte Expression anderer Isoformen durch die Verminderung einzelner a-Importine
beobachtet. In Abbauexperimenten zeigte sich darlber hinaus, dass die verschiedenen
o-Importine unterschiedliche Halbwertszeiten in der Zelle besitzen. Im Zusammenhang
mit der schon friiher beobachteten, Signal-abhangigen spezifischen Anderung der
relativen Expressionshohe einzelner a-Importine in verschiedenen Zelllinien (Kohler et
al., 2002; Kohler et al, 2001) deuten diese Ergebnisse darauf hin, dass die
verschiedenen Isoformen Bestandteile unterschiedlicher Signalkaskaden in der Zelle
sind und somit spezifische Funktionen haben.

Die Expression aller a-Importine konnte mit Hilfe spezifischer siRNAs in ahnlichem
Ausmald herunterreguliert werden (Verminderung der Ausgangs-Proteinmenge um
mindestens 80 %). Dies fuhrte im Fall von Importin a3, a5 und o7 zu einer drastisch
reduzierten Zellzahl am Versuchsende (meistens weniger als 30 %, verglichen mit der
Zahl an Kontrollzellen). Zwei Ursachen kommen fur dieses Resultat in Frage: Entweder
starben die Zellen bei Unterschreitung einer bestimmten Menge des jeweiligen -
Importins ab, oder der Zellzyklus wurde bei einer zu geringen Konzentration des
Importins blockiert bzw. verlangsamte sich deutlich. Es konnte kein signifikanter
Zuwachs an Apoptose durch Importin a3-, a5- oder a7-siRNA-Behandlung gemessen
werden. Ein vermehrtes Auftreten von nekrotischen Zellen wurde ebenfalls nicht
beobachtet. Frau Dr. Quensel konnte jedoch auch keine definierte Veranderung des
Zellzyklus an einem bestimmten Punkt detektieren. Es muss deshalb davon
ausgegangen werden, dass die Herunterregulation von Importin a3, o5 oder o7
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komplexe Auswirkungen auf die Zellen hatte, von denen alle Zellzyklus-Phasen mehr
oder weniger stark inhibierend betroffen waren.

Die Auswirkung auf die Zellzahl durch die Verminderung bestimmter a-Importine belegt,
dass zumindest diese Importin a-Isoformen spezifische Funktionen in lebenden Zellen
erfullen. Korreliert die Beobachtung, dass nicht alle Importin a-Reduktionen den
gleichen Effekt hatten, mit unterschiedlichen absoluten Proteinmengen der einzelnen a-
Importine in den Zellen? Die absoluten Mengen der verschiedenen Importin o-
Isoformen variieren signifikant in Hela-Zellen, wobei Importin a1 die am meisten
vorhandene Isoform ist und Importin a4 die in geringstem Malke exprimierte Isoform
(Kohler et al., 2002). Die Herunterregulation der Expression von Importin a1 fuhrte also
zu dem hochsten molaren Verlust der zellularen Importin a-Gesamtmenge verglichen
mit der siRNA-vermittelten Proteinverminderung jeder anderen Importin a-Isoform.
Waren die einzelnen Importin a-lIsoformen redundant und kdme es nur auf die Gesamt-
Importin a-Menge in der Zelle an, hatte die Importin a1-Mengenreduktion den starksten
zellschadigenden Effekt zeigen sollen. Dies war nicht der Fall, womit wiederum das
Vorhandensein von Importin a-Spezifitat betont wird. Auf der anderen Seite ist die
absolute Menge des ubrig gebliebenen Importin a1 nach erfolgter Herunterregulierung
groler als die nach siRNA-Behandlung vorhandenen absoluten Mengen der anderen o-
Importine. Es ist daher mdglich, dass eine noch starkere Importin aa1-Mengenreduktion
den Effekt auf das Zellwachstum vergroRert hatte. Interessanterweise hat die effektive
Herunterregulation der am geringsten vorhandenen Importin a-Isoform, Importin o4,
das Zellwachstum nicht beeinflusst. Importin a4 wird in HeLa-Zellen also nicht oder nur
in auferst geringer Menge bendtigt. Die Tatsache, dass die Verminderung der
Expression der am meisten und am geringsten vorhandenen Importin a-Isoform keinen
oder nur einen geringen Einfluss auf das Zellwachstum hatte, zeigt, dass die
drastischen Auswirkungen durch Importin a3-, Importin a5- und Importin a7-
Herunterregulation nicht mit Unterschieden in den absoluten Proteinmengen der
Isoformen erklart werden kdénnen.

Die Reduktion der Expression von Importin  hatte ebenfalls einen deutlichen Effekt auf
die Zellproliferation. Importin B ist ein essentieller Transportfaktor, der nicht nur fir den
Importin o/pB-vermittelten Kernimportweg bendtigt wird, sondern auch in Importin a-
unabhangigem Kerntransport involviert ist (Huber et al., 1998; Jakel et al., 1999; Jakel
und Gorlich, 1998; Muhlhausser et al., 2001; Truant und Cullen, 1999). Zudem ist die
absolute Menge an Importin g in HeLa-Zellen deutlich geringer als die absolute Menge
der gesamten Importin a-Proteinfamilie (Kohler et al., 2002). Die Importin -
Herunterregulation sollte demzufolge schon bei geringerer Proteinverminderung als die
individuellen Importin a-Herunterregulationen einen schadlichen Effekt auf die HelLa-
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Zellen haben. Dies wurde durch das Ergebnis bestatigt, dass in den am Versuchsende
noch vorhandenen Zellen die Importin B-Menge weniger deutlich reduziert war (um
maximal 50 %) als die Proteinmenge an Importin a3, a5 oder a7 in den entsprechend
siRNA-behandelten Zellen.

Die Auswirkungen der Herunterregulierungen von Importin a3, o5 und a7 haben
gezeigt, dass diese Isoformen spezifische Funktionen in lebenden Zellen erflllen.
Welche nicht mehr oder nicht ausreichend transportierten Substrate jedoch in den a3-,
a5- und a7-siRNA-behandelten Zellen fur den Effekt auf die Zellzahl am Versuchsende
direkt verantwortlich waren, kann nicht festgelegt werden. Sie mussen jedoch zentrale
Regulatoren bedeutender zellularer Prozesse sein. Ein Beispiel fir ein einflussreiches,
Importin a-spezifisches Substrat ist RCC1, das als Guaninnukleotid-Austauschfaktor
der GTPase Ran fur die Aufrechterhaltung des RanGTP/RanGDP-Gradienten Uber die
Kernmembran verantwortlich ist. Die RanGTP-Generierung im Kern durch RCC1 ist
nicht nur wichtig fir die meisten Kerntransportwege, sondern auch fur den Aufbau der
Mitose-Spindel und die Assemblierung der Kernmembran, Prozesse, in denen RanGTP
ebenfalls eine Rolle spielt (als Reviews s. Hetzer et al.,, 2002; Quimby und Dasso,
2003). Frau Dr. Quensel konnte zeigen, dass mikroinjiziertes RCC1 in Importin o.3-
siRNA-transfizierten HeLa-Zellen verlangsamt in den Kern importiert wird, womit eine
Importin a-Spezifitat beim nukleozytoplasmatischen Proteinimport in lebenden Zellen
direkt auf Substrat-Ebene bewiesen wurde. Ob jedoch der gestorte Kernimport von
RCC1 verantwortlich war fur die drastisch reduzierte Zellzahl am Ende von a3-siRNA-
Versuchen, kann nur vermutet aber nicht sicher bestimmt werden.

Es besteht ebenfalls die Moglichkeit, dass die reduzierten Zellzahlen nach der
Transfektion mit den entsprechenden Importin-siRNAs durch gestorte, Kerntransport-
unabhangige Funktionen der Importine verursacht oder mit verursacht wurden. In den
vergangenen Jahren hat sich herausgestellt, dass sowohl Importin o als auch
Importin B in weitere nukleare Prozesse involviert sind, welche Spindel-Formierung und
Kernmembran-Assemblierung einschlieRen (Gruss et al., 2001; Hachet et al., 2004,
Harel et al., 2003; Nachury et al., 2001; Wiese et al., 2001).

3.2 Strukturelle Eigenschaften von Kernimportsubstraten
bestimmen Importin a-Spezifitat

Nachdem das Vorhandensein von Importin a-Spezifitat in lebenden Zellen durch die
siRNA-Studie bestatigt wurde, sollten die Determinanten fir eine spezifische
Substratbindung an bevorzugte a-Importine bestimmt werden.
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Fir die Analyse wurden zwei gut charakterisierte Substrate als Modell ausgewahilt:
RCC1, das eine ausgepragte Importin a-Praferenz besitzt, und Nucleoplasmin, das
durch diverse a-Importine transportiert werden kann.

3.2.1 Die bipartite NLS von RCC1

Wahrend die Nucleoplasmin-NLS eine der am besten charakterisierten bipartite NLS
darstellt (Conti und Kuriyan, 2000; Fontes et al., 2000; Robbins et al., 1991), gab es
bisher keine genauen Informationen Uber den Importin a-Bindungsmodus der RCC1-
NLS. Die hier vorgestellten Ergebnisse bestatigten jedoch die schon friher gedulRerten
Vermutungen (Talcott und Moore, 2000), dass es sich auch bei der RCC1-NLS um eine
bipartite NLS handelt, da beide basische Sequenzabschnitte an der Importin a-Bindung
beteiligt sind. Das N-terminale basische Cluster der RCC1-NLS liefert hierbei einen
geringeren Beitrag zu der hochaffinen Importin a-Bindung als das C-terminale basische
Cluster, da die Deletion des N-terminalen Clusters die Importin a-Bindung deutlich
schwachte, wahrend die Mutation des C-terminalen Clusters unter den getesteten
experimentellen Bedingungen eine signifikante Bindung verhinderte. Die essentielle
Lysin-Dublette (K21, K22) des C-terminalen basischen Sequenzabschnitts interagiert
vermutlich mit der gro3eren NLS-Bindungsstelle von Importin a.. Diese Vermutung wird
dadurch gestutzt, dass alle bisher kristallographisch untersuchten bipartite NLS mit
ihrem C-terminalen basischen Cluster an die grofiere NLS-Bindungsstelle binden (Conti
und Kuriyan, 2000; Fontes et al., 2003a; Fontes et al., 2000). Dartber hinaus besitzt
das C-terminale basische Cluster der RCC1-NLS (KSKKVK) eine auffallige Ahnlichkeit
zu dem C-terminalen basischen Cluster von einer der kristallographisch untersuchten
NLS, der N1N2-NLS (KAKKSK). Welche basischen Reste des N-terminalen Clusters
der RCC1-NLS die groldte relative Bedeutung fur die Bindung an Importin o haben,
lasst sich aus den in dieser Arbeit erhaltenen Ergebnissen leider nicht vorhersagen. In
der Regel bindet eine KR-Dublette des N-terminalen basischen Sequenzabschnitts
einer bipartite NLS an zwei definierte Bindungstaschen in der kleineren NLS-
Bindungsstelle von Importin o (Conti und Kuriyan, 2000; Fontes et al., 2003a; Fontes et
al., 2000). Da individuelle Mutationen der einen oder der anderen KR-Dublette in dem
N-terminalen basischen Cluster der RCC1-NLS denselben Effekt auf die Importin o-
Bindung hatten, kann Uber die relative Bedeutung dieser KR-Dubletten und ihre genaue
Bindung an die kleinere NLS-Bindungsstelle von Importin o keine Aussage gemacht
werden.
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3.2.2 Die Importin a-Spezifitat des RCC1

In bisherigen Kernimportstudien (Kohler et al., 1999; Quensel et al., 2004) hatte sich
eine Praferenz des RCC1 fur Importin a3 herausgestellt. Importin a3 wurde selbst
gegenuber dem derselben Importin a-Subfamilie angehdrenden und in hohem Malle
sequenzahnlichen Importin a4 bevorzugt. Dies konnte in den durchgefluhrten
Einzelsubstrat-Bindungsassays in Abwesenheit von Importin B bestatigt werden, in
denen RCC1 und zzRCC1 eine bessere Bindung an Importin a3 zeigten als an
Importin a4. Dieser Bindungsunterschied zwischen Importin a3 und a4 konnte jedoch in
Gegenwart von Importin B nicht mehr gemessen werden, auch nicht in
Einzelsubstratassays mit verdinnten Reaktionspartnern oder in Kompetitionsassays.
Da in den oben erwahnten Transportstudien, in denen sich eine Praferenz flr
Importin a3 gezeigt hatte, Importin f ebenfalls vorhanden war (rekombinant zugesetzt
in Kernimportassays oder endogen in Mikroinjektions-Versuchen), liegt eine mogliche
Erklarung flr diese Diskrepanz in einer unzureichenden Sensitivitat der hier
verwendeten Bindungsassays.

Interessanterweise unterscheidet sich die autoinhibitorische Domane von Importin a4
von der autoinhibitorischen Domane von Importin a3 und von denen der anderen a-
Importine. Wie in der Einleitung erlautert, bindet die autoinhibtorische Domane in
Abwesenheit von Importin  und/oder Substrat an die grofiere NLS-Bindungsstelle von
Importin o, wodurch sich die Substrat-Affinitat fir Importin o in Abwesenheit von
Importin B verringert. Alle humanen o-Importine mit Ausnahme von Importin a4 besitzen
die autoinhibitorische Kernsequenz KRRNV, fur die eine Bindung an die grofle NLS-
Bindungsstelle von Importin o in einer Strukturanalyse bewiesen wurde (Kobe, 1999).
Bei Importin a4 existiert eine leichte Variation dieses Sequenz-Motivs, da das erste
Arginin durch Lysin ersetzt ist, wodurch sich die Sequenz KKRNV ergibt. Dadurch
konnte auch die Affinitat dieser Sequenz fur die NLS-Bindungsstelle leicht verandert
sein. Inwieweit dies einen Einfluss auf die Importin a-Spezifitat von
Kernimportsubstraten hat, ist allerdings offen.

3.2.3 Die Funktion der autoinhibitorischen Domane

Sowohl die Namensgebung der autoinhibitorischen Domane als auch die Tatsache,
dass sie an die groRere NLS-Bindungsstelle von Importin o bindet, legen nahe, dass
die vorrangige Funktion der Domane die Inhibition der Bindung von Substraten an freie
a-Importine ist. Diese Hypothese wurde bisher dadurch gestutzt, dass Substrate eine
erhohte Affinitat fir Importin o in Gegenwart von Importin § haben (Catimel et al., 2001;
Fanara et al., 2000; Rexach und Blobel, 1995). Tatsachlich ist jedoch bisher nicht
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bekannt, ob in der Zelle zuerst Substrat oder Importin  an Importin o binden (s. Review
Goldfarb et al., 2004). In den Bindungsexperimenten dieser Arbeit stellte sich heraus,
dass sich auch die Affinitdt des Importin  fur Importin o in Gegenwart eines
Importsubstrates erhoht. Des Weiteren wurde in friiheren Biocore-Studien (Kohler et al.,
1999) errechnet, dass die Affinitat von z.B. RCC1 fur Importin a3 hdher ist (Kp = 9 nM)
als die Affinitat von Importin  fur Importin a3 (Kp ~ 18 nM). Dies laf3t die Mdglichkeit zu,
dass zumindest hochaffine Substrate zuerst an Importin o binden, bevor es zur
Assoziation mit Importin f kommt. Diese Hypothese wird durch weitere Ergebnisse aus
frGheren Versuchsreihen unterstitzt: Importin a3 ist in humanen Zelllinien eines der am
niedrigsten exprimierten a-Importine (~1 nmol/g Geamtprotein), Importin a1 ist die am
meisten vorhandene Isoform (~10 nmol/g Geamtprotein) (Kohler et al., 2002). Wenn
von einem durchschnittlichen Zellvolumen von 2000 um?® (10" um?® = 1 cm?® = 1 ml) fiir
Sauger-Zellen ausgegangen wird und von einer Total-Proteinkonzentration von etwa
2 mg pro 107 Zellen (Harlow und Lane, 1999), dann ergibt sich daraus eine zelluldre
Importin a3-Konzentration von etwa 100 nM und eine Importin a1-Konzentration von
etwa 1uM. Da die a-Importine zu &hnlichen Teilen im Zytoplasma und im
Nukleoplasma nachweisbar sind (Quensel et al., 2004), konnte die Konzentration der a-
Importine im Zytoplasma abhangig von lokalen Konzentrationsunterschieden, dem
Anteil an freien Importinen und der zur Verfligung stehenden Menge an Substrat
ausreichen, um zumindest hochaffine Substrate direkt, ohne vorherige Assoziation mit
Importin 3, zu binden. Des Weiteren wurde in der damaligen Studie in allen
untersuchten humanen Zelllinien ein deutlicher molarer Uberschuss der Importin o-
Gesamtmenge gegenuber Importin 3 gemessen (Kohler et al., 2002). Unter
Berucksichtigung des schon diskutierten Umstands, dass Importin 3 auch noch in
weiteren Kerntransportwegen sowie in Transport-unabhangigen zellularen Prozessen
involviert ist, ist es unwahrscheinlich, dass die a-Importine im Zytoplasma in einem
,Prakomplex“ mit Importin 3 vorliegen, bevor es zur Substratbindung kommt.

Aus den Ergebnissen dieser Arbeit und auf Grundlage der in den friheren Studien
erhaltenen Daten a3t sich eine neue, mdgliche Funktion der autoinhibitorischen
Domane von Importin o ableiten: Die autoinhibitorische Domane konnte dazu beitragen,
die Bindung des Importin p an Substrat-unbeladene o-Importine zu unterbinden und
damit einen unproduktiven Kernimport der Importin o/3-Dimere zu verhindern.
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3.2.4 Bedeutung von NLS und Gesamtproteinkontext  eines
Importsubstrates fiir Importin a-Spezifitat

Um die Beteiligung von NLS und Proteinkontext eines Kernimportsubstrates an der
Auspragung von Importin a-Spezifitat zu untersuchen, wurde zum einen die NLS des
RCC1 durch die Nucleoplasmin-NLS ersetzt und zum anderen der die NLS
beinhaltende N-Terminus des RCC1 N-terminal an die Nucleoplasmin Core-Domane
fusioniert. Die RCC1-NLS war zwar in der Lage, die Importin a-Spezifitat des RCC1 in
gewissem Ausmald auf die Nucleoplasmin Core-Domane zu Ubertragen, dies konnte
jedoch nur mit Hilfe der sensitiveren Kompetitionsassays detektiert werden (Kompetition
NLS(R)-Core/NLS(N)-Core, s. Abb. 15C und Abb. 18B). Dadurch wurde ein starker
Einfluss des Proteinkontextes auf die Ausbildung von Importin a-Spezifitaten nahe
gelegt. Des Weiteren Uberzeugte die Tatsache, dass identische NLS, die entweder an
die Nucleoplasmin Core-Domane oder an den RCC1-Propeller fusioniert vorlagen, im
Kontext des Propellers immer eine hdhere Affinitat fir Importin a3/a4 hatten als im
Kontext der Core-Domane. Dieser starke Einfluss des Proteinkontextes auf die
Importin a-Spezifitdt wurde sowohl in Kompetitions-Bindungs- als auch in Kompetitions-
Importassays deutlich und wurde auch dann beobachtet, wenn zwei artifizielle
Fusionsproteine (NLS(N)-Prop und NLS(N)-Core) miteinander konkurrierten (s. Abb.
16B und Abb. 19B). Das letztgenannte Ergebnis schlie3t die Moglichkeit aus, dass der
beobachtete Effekt von Sequenzen verursacht wird, die in Wildtyp-Proteinen unmittelbar
an die NLS anschlie3en und im Sinne einer ,erweiterten NLS“ bei der Substratbindung
mitwirken konnten.

3.2.4.1 Der Proteinkontext und Importin a-Spezifitat

Die vorliegenden Ergebnisse haben gezeigt, dass zumindest im Fall der hier
verwendeten Modell-Substrate der Proteinkontext einen groRen Einfluss auf die
Ausbildung von Importin a-Bindungspraferenzen hat. Einige Versuche, besonders die
Kompetition der RCC1-NLS mit dem RCC1-Propeller (NLS(R)-Core/NLS(N)-Prop, s.
Abb. 22), haben belegt, dass dieser Einfluss gegenltiber dem der NLS Uberwiegt.

Wie kann der Gesamtproteinkontext eines Substrates die Importin a-Bindung
beeinflussen? Wie konnte z.B. der RCC1-Propeller eine bevorzugte Bindung an
Importin a3 und a4 bewirken? Eine Moglichkeit ist, dass Affinitdten zwischen dem
Propeller und Importin a3/a4 fur diesen Effekt verantwortlich sind. Da der Propeller in
Abwesenheit einer NLS Uberhaupt keine Bindung an die a-Importine zeigt, mussten
diese Wechselwirkungen entweder sehr schwach sein oder erst nach NLS-vermittelter
Praformierung des Importin a-Substrat-Komplexes durch leichte Konformations-
anderungen der Bindungspartner entstehen, ahnlich zu den in der induced fit-
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Hypothese formulierten Prinzipien. Wahrscheinlich wiirden die schwachen Interaktionen
zwischen dem Propeller und Importin a nicht die konkave Innenflache der ARM-
Domaéane von Importin a betreffen, in der sich die beiden NLS-Bindungsstellen befinden.
Diese konkave Grube kann NLS-Peptide und flankierende Sequenzen aufnehmen, lasst
dabei jedoch keinen ausreichenden Platz fur weitere Wechselwirkungen mit ferner
liegenden Bereichen eines Importsubstrates (Conti und Kuriyan, 2000; Fontes et al.,
2003b; Fontes et al., 2000). Jedoch ware es denkbar, dass Interaktionen zwischen dem
Propeller und Importin a3/a4 leichte Konformationsanderungen im Bereich der NLS-
Bindungsstellen hervorrufen, die in Folge die Affinitdt zwischen den NLS-
Bindungsstellen und der NLS erhohen.

Es ist jedoch nicht auszuschlielRen, dass nach diesen oder ahnlichen Prinzipien auch
.negative® Einflisse der Proteinhauptteile das Importin a-Bindungsverhalten
beeinflussen oder bestimmen. So konnte der RCC1-Propeller die Bindung an
Importin a1, a5 und a7 erschweren oder die Nucleoplasmin Core-Domane kdnnte die
Bindung an Importin 3 und a4 behindern und somit in Kompetitionen mit dem
Propeller einen Nachteil fur die entsprechende NLS bei der Bindung an diese a-
Importine zur Folge haben.

3.2.4.2 Die NLS und Importin a-Spezifitat

Das Ersetzen der RCC1-NLS durch die Nucleoplasmin-NLS sowie die
Kompetitionsexperimente mit den Proteinen, die sich nur in ihrer NLS unterscheiden,
haben gezeigt, dass auch die NLS zur Auspragung von Importin a-Spezifitat beitragt.

Wie kann die RCC1-NLS eine bevorzugte Bindung an Importin a3 und o4 vermitteln?
Das N-terminale basische Cluster verstarkt die Affinitat fur alle getesteten a-Importine,
ist aber nicht essentiell fur die Bindung an bestimmte Isoformen. Deshalb ist es
unwahrscheinlich, dass das N-terminale basische Cluster an der Ausbildung der
Importin a-Praferenz der RCC1-NLS beteiligt ist. Hingegen zeigte der C-terminale Teil
des RCC1 N-Terminus ein ahnliches kontextabhangiges Importin a-Bindungsverhalten
wie die komplette RCC1-NLS, mit einer Praferenz fur Importin a3/a4 im Kontext des
RCC1-Propellers. Deshalb ist es wahrscheinlich, dass Aminosauren des zweiten
basischen Clusters der RCC1-NLS und/oder die Aminosauren, die sich in der Linker-
Region zwischen den beiden basischen Sequenzabschnitten der RCC1-NLS befinden,
an der Ausbildung der Importin a-Spezifitat beteiligt sind. Wird die RCC1-NLS mit der
Nucleoplasmin-NLS verglichen, so fallen besonders deutliche Unterschiede in den
Linker-Regionen auf. Durch die Mutation in der Linker-Region der Nucleoplasmin-NLS
konnte gezeigt werden, dass sich Importin a-Bindungspraferenzen durch Modulationen
der Linker-Regionen von bipartite NLS verandern lassen. Durch Austauschen der
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beiden basischen Lysine (K161, K162) im NLS-Linker des Wildtyp-Nucleoplasmin durch
Alanin und Aspartat (Aminosauren, die sich an der entsprechenden Stelle des RCC1-
NLS-Linkers befinden, A14 und D15) konnte das Importin a-Bindungsverhalten des
Nucleoplasmin dem des RCC1 angenahert werden: Die Affinitat fir die der gleichen
Subfamilie angehdrenden Importine a5 und o7 wurde verringert, wahrend die relative
Affinitat fur die Importin a3/a4-Subfamilie erhoht wurde. Das saure Aspartat (D15) in
der RCC1-NLS, das einen deutlichen Gegensatz zu dem an der entsprechenden Stelle
der Nucleoplasmin-NLS befindlichen basischen Lysin darstellt, ist also
hochstwahrscheinlich an dem Spezifitat vermittelnden Beitrag der RCC1-NLS beteiligt.
Ein weiterer augenfalliger Unterschied zwischen der RCC1-NLS und der
Nucleoplasmin-NLS ist das Vorhandensein mehrerer Proline in der Linker-Region der
RCC1-NLS. Proline fuhren aufgrund ihrer Ringstruktur zum Abknicken von Peptidketten
und werden deshalb auch als ,Helixbrecher” bezeichnet. Da nicht nur Aminosaure-
Seitenketten von bipartite NLS-Linker-Regionen mit Importin o wechselwirken, sondern
auch deren Peptid-Rickgrate (Conti und Kuriyan, 2000; Fontes et al., 2003a), kdnnten
die Proline in der RCC1-NLS zu einer anderen Sekundarstruktur als die der
Nucleoplasmin-NLS fuhren und somit ebenfalls die Importin a-Bindungsspezifitat
beeinflussen.

Wie lasst sich die unterschiedliche Importin a-Praferenz verschiedener NLS nun mit
den bisher bekannten Importin a-Strukturen vereinbaren? Bisher existieren
Kristallstrukturen nur flir das Backerhefe-Importin o und das Maus Importin a1 im
Komplex mit einigen NLS-Peptiden (Conti und Kuriyan, 2000; Conti et al., 1998; Fontes
et al., 2003a; Fontes et al., 2000). Die meisten Importin a-Aminosauren jedoch, die sich
als bedeutend fir die Interaktionen mit den basischen Clustern und den Linker-
Regionen von bipartite NLS herausgestellt haben, sind in allen humanen Importin o-
Isoformen konserviert (s. Abb. 24, entsprechende Aminosauren sind mit einem Punkt
markiert). Nur wenige Importin a-Aminosauren, die in den bisherigen Strukturanalysen
in NLS-Bindungen involviert waren, zeigen leichte Variationen zwischen den humanen
Importin a-Isoformen und konnten zur Ausbildung von Importin a-Spezifitaten auf
Seiten der a-Importine beitragen (s. Abb. 24, entsprechende Aminosauren sind mit
einem Stern markiert). Es konnten jedoch auch andere Abweichungen zwischen den
Importin a-Sequenzen die Importin a-Spezifitat beeinflussen, z.B. indem sie die Position
oder die Flexibilitat von konservierten, an der NLS-Bindung beteiligten Resten in der
konkaven NLS-Bindungsgrube verandern. Besonders umfassende Variationen in den
humanen Importin a-Sequenzen, die die an der NLS-Bindung beteiligten ARM-Motive
betreffen, sind in den ARM-Motiven eins, vier und funf zu finden (s. Abb. 24).
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Abb. 24: Vergleich der humanen Importin a-Proteinsequenzen. Das multiple Alignment wurde
mit Clustal W (Version 1.83) unter Verwendung einer PAM-Matrix und Standardparametern fir gap
costs erstellt (gap open: 10, end gaps: -1, gap extension: 0.2, gap distances: 4). Ahnliche und iden-
tische Aminosaduren wurden mittels BioEdit (Version 7.0.5.3) unter Vewendung der
Standardparametersetzung grau bzw. schwarz hinterlegt. Dabei wurden die Aminosauren nur dann
hervorgehoben, wenn in einer Position des Alignments mindestesn 60% ahnliche bzw identische
Aminosauren vorhanden waren. Die linksseitig vorhandenen Zahlen entsprechen den Importin a-
Isoformen, die rechtsseitig angegebenen Zahlen geben Aminosdure-Positionen innerhalb der
Sequenzen wieder. Die Regionen der IBB-Doméne, der ARM-Motive und des C-Terminus sind oben
gekennzeichnet. Die autoinhibitorische Kernsequenz ist durch ein Kastchen markiert. Aminosauren,
die nach bisherigen Strukturanalysen (Conti und Kuriyan, 2000; Fontes et al., 2003a; Fontes et al.,
2000) in Bindungen von bipartite NLS involviert und in allen Importin a-Isoformen vorhanden sind,
sind durch einen Punkt markiert. Aminosduren, die an NLS-Bindungen beteiligt sind, aber eine
leichte Variation zwischen den humanen Importin-a-lsoformen zeigen, sind mit einem Stern
markiert. Zugangsnummern fir die Proteinsequenzen in der NCBI Datenbank: P52292
(Importin a1), 000629 (Importin a3), 000505 (Importin a4), P52294 (Importin a5), 015131
(Importin a6), AAC15233 (Importin a.7).
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Die in dieser Arbeit prasentierten Daten zeigen, dass im Gegensatz zu den bisherigen
Vermutungen nicht nur die Kernlokalisationssignale von nukledren Proteinen zur
Ausbildung  von  Importin a-Substrat-Komplexen  beitragen,  sondern  dass
unterschiedliche Domanen der Importsubstrate bei der selektiven Importin a-Bindung
mitbestimmend sind. Dies bedeutet, dass Ergebnisse, die bei der Analyse von
Kernimportwegen auf NLS-Reporterprotein-Konstrukten beruhen, mit Vorsicht zu
interpretieren sind. Des Weiteren ist deutlich geworden, dass die genauen
Mechanismen, die der Ausbildung von spezifischen Importin a-Substrat-Komplexen
zugrunde liegen, nur durch Strukturanalysen von kompletten Komplexen aufgeklart
werden koénnen. Nur die Kenntnis Uber die exakte Gestalt von Importin a-Substrat-
Komplexen kann Auskunft dariber geben, in welcher Weise NLS und weitere
Sequenzen oder strukturelle Einheiten von Importsubstraten bei der Bindung beteiligt
sind. Es ist zu erwarten, dass bei solchen Strukturanalysen substratspezifische
Interaktionen sichtbar werden, die fur den effizienten Import des jeweiligen Substrates
notwendig sind. Das Wissen Uber diese spezifischen Interaktionen kénnte neue
Madglichkeiten fir die Entwicklung von Medikamenten eréffnen, die den Kernimport und
damit die Aktivierung einzelner nuklearer Regulatoren, wie z.B. Transkriptionsfaktoren,
hemmen sollen.
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4.1 Material
4.1.1 siRNAs
Tabelle I: In dieser Studie verwendete siRNAs.
Name Sequenz (5'—>3’) Zielprotein
al GUG UUC CGA GAC UUG GUU A Importin a1
3.1 GUC UUG GAG UUG UGA AACC Importin a3
a3.2 GUC CAA UGC UGU GCC ACU U Importin .3
od CUA ACA UAG CAUCAG GAAC Importin o4
a5 UGU GCU UUC CUG GUU GCU G Importin a5
a7 CUG UUC CAU CCU UAA UCC U Importin a.7
B UGG AUU UGG CCA UUG AAG C Importin
Trap a GGC AAC UUU UGA GUA CuC U Trap a

Die siRNAs wurden als Duplices mit uberhangenden dTdT-Dinukleotiden an den 3’-
Enden synthetisiert (Dharmacon).

4.1.2 Primer

Tabelle II: Primer dieser Studie.

Nr. | Name Sequenz (5'>3’) Verwendungszweck

1 alpha4_BamHI_ | CTCTGCAGGAATAAAGATCCCCC | Entfernung der BamHI-Schnittstelle im
forw ACCGCC a4-Gen (stille Mutation)

2 alpha4_BamHI_ | GGCGGTGGGGGATCTTTATTCCT | Entfernung der BamHI-Schnittstelle im
rev GCAGAG a4-Gen (stille Mutation)

3 a4_Ncol_forw CGCCATGGCCGAGAACCCCAGC | Amplifikation der Importin a4 cDNA

4 a4_BamHI_rev | GCGGATCCAAAATTAAATTCTTTT | Amplifikation der Importin a4 cDNA

GTTTGAAGG

5 mut_a4/GST_ CAAAAGAATTTAATTTTATCAAGG | Deletion von 2 Basen im Linker

forw GCGAGC zwischen a4 und GST
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6 mut_a4/GST_ GCTCGCCCTTGATAAAATTAAATT | Deletion von 2 Basen im Linker
rev CTTTTG zwischen a4 und GST

7 alpha7_Hindlll_ | CCGGAAGGAAGCCTGCTGGACTA | Entfernung der HindllI-Schnittstelle im
forw TTTC a7-Gen (stille Mutation)

8 alpha7_Hindlll_ | GAAATAGTCCAGCAGGCTTCCTT | Entfernung der Hindlll-Schnittstelle im
rev CCGG a7-Gen (stille Mutation)

9 impb_Ncol_ CGCCATGGAGCTGATCACCATTC | Amplifikation der Importin B cDNA
forw TCG

10 impb_BamHI_ GCGGATCCAGCTTGGTTCTTCAG | Amplifikation der Importin B cDNA
rev TTTCCTC

11 rccl_mut1_ CCATGGCACCCGCTGCCATAGCT | Aminosaure-Substitution im RCC1 N-
forw AAAAGAAGG Terminus (K4A, R5A)

12 rccl_ mutl rev | CCTTCTTTTAGCTATGGCAGCGG | Aminosaure-Substitution im RCC1 N-

GTGCCATGG Terminus (K4A, R5A)

13 rccl_mut2b CCCAAGCGCATAGCTGCCGCAAG | Aminosaure-Substitution im RCC1 N-
forw GTCCCCCCCAGC Terminus (K8A, R9A)

14 rccl_mut2b_ GCTGGGGGGGACCTTGCGGCAG | Aminosaure-Substitution im RCC1 N-
rev CTATGCGCTTGGG Terminus (K8A, R9A)

15 rcc1_mut3b_ GCCATCCCCAAAAGCGCCGCTGT | Aminosaure-Substitution im RCC1 N-
forw GAAGGTCTCACACAGG Terminus (K21A, K22A)

16 rcc1l_mut3b_ CCTGTGTGAGACCTTCACAGCGG | Aminosaure-Substitution im RCC1 N-
rev CGCTTTTGGGGATGGC Terminus (K21A, K22A)

17 rcc1_ab25 CGCCATGGTCTCACACAGGTCCC | Herstellung von RCC1A24,
Ncol_forw AC Amplifikation RCC1 AS 25-77

18 rccl_ab25 GGTGTGCATGCCCCCAGC Herstellung von RCC1A24,
Sphl_rev Amplifikation RCC1 AS 25-77

19 rccl_ab14_ CGCCATGGCAGATGCCATCCCCA | Herstellung von RCC1A13,
Ncol_forw AAAG Amplifikation RCC1 AS 14-77

20 npl-nls-prop CGCCATGGCTCCACCCAAAGCTG | Herstellung von NLS(N)-Prop,
_forw TAAAG Amplifikation Nucleoplasmin-NLS

21 npl-nls-prop CGCCATGGCTTTCTTCTTCTTTGC | Herstellung von NLS(N)-Prop,
_rev CTGGCC Amplifikation Nucleoplasmin-NLS

22 npl-nls_mut GGCCTGCGGCTACCGCAGATGCA | Aminosaure-Substitution in der
_forw GGCCAGGCAAAG Nucleoplasmin-NLS (K161A, K162D)

23 npl-nls_mut CTTTGCCTGGCCTGCATCTGCGG | Aminosaure-Substitution in der

_rev

TAGCCGCAGGCC

Nucleoplasmin-NLS (K161A, K162D)
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24 npl-nls-core CGGCATGCCACCCAAAGCTGTAA | Herstellung von NLS(N)-Core,
_forw AGAGG Amplifikation Nucleoplasmin-NLS
25 npl-nis-core CGGCATGCCTTTCTTCTTCTTTGC | Herstellung von NLS(N)-Core,
_rev CTGGCC Amplifikation Nucleoplasmin-NLS
26 rcc1_Nterm_ CCGCATGCATGTCACCCAAGCGC | Herstellung von NLS(R)-Core,
forw ATAGC Amplifikation RCC1 N-Terminus
27 rcc1_Nterm_ CCGCATGCCGGGTTCTGTGCTGT | Herstellung von NLS(R)-Core,
rev GG Amplifikation RCC1 N-Terminus
28 rcc1_start_mut_ | GAGGAGAAATTAAGCATGTCACC | Herstellung von NLS(R)-Core, Deletion
forw CAAGCGC ATGC
29 rccl_start_mut_ | GCGCTTGGGTGACATGCTTAATTT | Herstellung von NLS(R)-Core, Deletion
rev CTCCTC ATGC
30 rcc1-15_forw GCCTCGAGAAATCATAAAAAATTT | Herstellung von NLS(RA16-35)-Core,
ATTTG Amplifikation Vektor + RCC1 AS 1-15
31 rcc1-15_rev CCGCATGCCATCTGCTGGGGGG | Herstellung von NLS(RA16-35)-Core,
GACC Amplifikation Vektor + RCC1 AS 1-15
32 rcc1_13/35_ CGGCATGCCAGCAGATGCCATCC | Herstellung von NLS(RA12)-Core,
core_forw CcC Amplifikation RCC1 AS 13-35
33 rcc1_13/35_ GAGCATGCCGGGTTCTGTG Herstellung von NLS(RA12)-Core,
core_rev Amplifikation RCC1 AS 13-35

Oligonukleotide (ab einer Lange von 30 Basen mittels HPLC gereinigt) wurden von der
Firma BioTeZ synthetisiert.

41.3

Plasmide

Tabelle lll: Plasmide dieser Studie.

Name Beschreibung/Konstruktion Referenz/
Herkunft
pQEG60 Vektor zur Protein-Uberexpression mit C-terminalem 6xHis- | Qiagen
Tag
pQE70 Vektor zur Protein-Uberexpression mit C-terminalem 6xHis- | Qiagen
Tag
pJW10 Vektor zur Protein-Uberexpression mit C-terminalem GST-Tag | Dr. Jan Walter

(der His-Tag im pQE60 wurde mittels PCR durch einen GST-
Tag ersetzt, liber die Schnittstellen BamHI/HindlIl).
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pBAD TOPO TA

Vektor zur direkten Klonierung von PCR-Produkten und zur
Protein-Expression

Invitrogen

PQE70/01

enthalt Importin a1 mit C-terminalem His-Tag (a1 Uber
Sphl/Bglll in pQE70 kloniert)

(Gérlich et al.,
1995)

pQE60/3

enthalt Importin a3 mit C-terminalem His-Tag (a3 Uber
Ncol/BamHI in pQEG0 kloniert)

(Koéhler et al.,
1999)

pQEG0/a4

enthalt Importin a4 mit C-terminalem His-Tag (a4 Uber
Ncol/Bglll in pQEG60 kloniert)

(Kéhler et al.,
1999)

pQE60/0/5

enthalt Importin a5 mit C-terminalem His-Tag (a5 Uber
Ncol/BamHlI in pQEG0 kloniert)

(Kohler et al.,
1999)

pQE70/0.7

enthalt Importin a7 mit C-terminalem His-Tag (a7 Uber
Sphl/BamHI in pQE70 kloniert)

(Kohler et al.,
1999)

pQEGO/B

enthalt Importin B mit N-terminalem His-Tag in pQEG60 (C-
terminales His deletiert)

Prof. Dirk
Gorlich

pJW10/01

enthalt Importin a1 mit C-terminalem GST-Tag (a1 mittels
PCR ampilifiziert und tber Ncol/BamHI in pJW10 kloniert)

(Melen et al.,
2003)

pJW10/0:3

enthalt Importin a3 mit C-terminalem GST-Tag (a3 mittels
PCR amplifiziert und tber Ncol/BamHI in pJW10 kloniert)

(Melen et al.,
2003)

pJW10/04

enthalt Importin a4 mit C-terminalem GST-Tag (BamHI-
Schnittstelle der Importin a4-cDNA [Plasmid pQE60/04] durch
Mutagenese zerstort [Primer 1/2], danach a4 mit den Primern
3/4 amplifiziert und in pBAD-Vektor ligiert, anschlieRend Uber
Ncol/BamHI in pJW10 kloniert. Durch fehlerhaften Primer 4
war die gewulnschte BamHI-Stelle zerst6rt, dadurch enthielt
das a4-GST im pJW10 einen Linker zwischen a4 und GST
aus dem pBAD-Vektor [pBAD enthalt selbst eine BamHI-
Schnittstelle], wodurch sich der Protein-Leserahmen verschob.
Deshalb Deletion von 2 Basen im Linker [Primer 5/6], womit
a4 und GST wieder im gleichen Leserahmen waren. Das
finale a4-GST hat damit folgenden 10 AS-Linker zwischen a4
und GST: IKGELVIVITGSGG)

diese Arbeit

pJW10/05

enthalt Importin a5 mit C-terminalem GST-Tag (a5 aus
pQE60/a5 tber Ncol/BamHI in pJW10 umkloniert)

diese Arbeit

pJW10/a7

enthdlt Importin o7 mit C-terminalem GST-Tag (Hindlll-
Schnittstelle der Importin a7-cDNA [Plasmid pQE70/a7] durch
Mutagenese zerstort [Primer 7/8], danach His-Tag durch GST-
Tag aus pJW10 Uber BamHI/Hindlll ersetzt)

diese Arbeit
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pJW10/p

enthalt Importin B mit C-terminalem GST-Tag (Importin B aus
pQE60/B mit den Primern 9/10 amplifiziert, danach Uber
Ncol/BamHlI in pJW10 kloniert)

diese Arbeit

pQEBO/RCC1

enthalt RCC1 mit C-terminalem His-Tag (RCC1 uber
Ncol/BamHlI in pQEG0 kloniert)

(Kohler et al.,
1999)

pQE60/zzRCCA1

enthalt RCC1 mit N-terminalem zz-Tag und C-terminalem His-
Tag

Prof. Dirk
Gorlich

pQE70/NPL

enthalt Nucleoplasmin mit C-terminalem His-Tag
(Nucleoplasmin tuber Sphl/BamHI in pQE70 kloniert)

(Gbrlich et al.,
1994)

pQE70/Core

enthalt die Nucleoplasmin Core-Domane mit C-terminalem
His-Tag (Core ber Sphl/BamHI in pQE70 kloniert)

(Gorlich et al.,
1994)

pQEGO/RCC1mt1

enthdlt RCC1 mit C-terminalem His-Tag und zwei mutierten
Aminosauren im N-Terminus (K4A, R5A, Mutagenese mit
Primern 11/12)

diese Arbeit

pQEGO/RCC1mt2

enthdlt RCC1 mit C-terminalem His-Tag und zwei mutierten
Aminosauren im N-Terminus (K8A, R9A, Mutagenese mit
Primern 13/14)

diese Arbeit

pQEBO/RCCImt3

enthalt RCC1 mit C-terminalem His-Tag und zwei mutierten
Aminosauren im N-Terminus (K21A, K22A, Mutagenese mit
Primern 15/16)

diese Arbeit

pQEGO/RCC1A24

enthalt ein N-terminal verkirztes RCC1 (AS 25-421) mit C-
terminalem His-Tag (Genregion fir RCC1 AS 25-77 mit
Primern 17/18 aus pQEG60/RCC1 amplifiziert, dann udber
Ncol/Sphl in pQE60/RCC1 kloniert)

diese Arbeit

pQEGO/RCC1A13

enthalt ein N-terminal verkirztes RCC1 (AS 14-421) mit C-
terminalem His-Tag (Genregion fir RCC1 AS 14-77 mit
Primern 18/19 aus pQEG60/RCC1 amplifiziert, dann Uber
Ncol/Sphl in pQE60/RCC1 kloniert)

diese Arbeit

pQEGO/NLS(N)-Prop

enthalt den C-terminal His-getaggten RCC1-Propeller mit N-
terminal fusionierter Nucleoplasmin NLS (Amplifikation der
NPL-NLS Genregion mit Primern 20/21 aus pQE70/NPL, dann
Uber Ncol/Ncol in pQE60/RCC1A24 kloniert)

diese Arbeit

pQE70/NPLmt

enthalt Nucleoplasmin mit C-terminalem His-Tag und zwei
mutierten Aminosauren im NLS-Linker (K161A, K162D,
Mutagenese mit Primern 22/23)

diese Arbeit

PQE70/NLS(N)-Core

enthalt C-terminal His-getaggtes Core mit N-terminal
fusionierter Nucleoplasmin NLS (Amplifikation der NPL-NLS
Genregion mit Primern 24/25 aus pQE70/NPL, dann Uber
Sphl/Sphl in pQE70/Core kloniert)

diese Arbeit
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PQE70/NLS(R)-Core

enthalt C-terminal His-getaggtes Core mit N-terminal
fusioniertem RCC1 N-Terminus (Amplifikation des RCC1 N-
Terminus [AS 1-35] mit Primern 26/27 aus pQE60/RCC1, dann
Uber Sphl/Sphl in pQE70/Core kloniert. Basen ATGC in der
ersten Sphl-Schnittstelle wurden unter Verwendung der Primer
28/29 deletiert, um das Start-Codon in die richtige Position fiir
die Expression zu bringen).

diese Arbeit

pQE70/NLS(RA16-
35)-Core

enthalt C-terminal His-getaggtes Core mit N-terminal
fusionieten RCC1 AS1-15 (114bp Vektor und &
angrenzende RCC1-Region wurden aus pQE70/NLS(R)-Core
mittels Primern 30/31 amplifiziert und Uber Xhol/Sphl in
pQE70/Core kloniert)

diese Arbeit

pQE70/NLS(RA12)-
Core

enthalt C-terminal His-getaggtes Core mit N-terminal
fusionierten RCCA1 AS 13-35  (Amplifikation  der
entsprechenden RCC1 Genregion mittels Primern 32/33 aus
pQE70/NLS(R)-Core, dann Uber Sphl/Sphl in pQE70/Core
kloniert)

diese Arbeit

Die Protein-kodierenden Sequenzen

Plasmiden wurden durch DNA-Sequenzierung Uberpruft (Invitek).

4.1.4 Antikorper

Tabelle IV: In dieser Studie verwendete Antikdrper.

in den wahrend dieser Arbeit generierten

Antikorper

Verdiinnung im
Westernblot

Typ

Referenz/Herkunft

Anti-Importin a1
(human)

polyklonal, Kaninchen 1:2000 in 1 % Milch/TBT

(Kohler et al., 1997)

Anti-Importin o3
(human)

polyklonal, Kaninchen 1:5000 in 1 % BSA/PBS

(Kéhler et al., 1997)

Anti-Importin a4
(human)

polyklonal, Kaninchen 1:1000 in 1 % Milch/TBT

(Kéhler et al., 1997)

Anti-lmportin a5
(human)

polyklonal, Kaninchen 1:1000 in 1 % BSA/PBS

(Koéhler et al., 1997)

Anti-Importin a6/a7
(human)

polyklonal, Kaninchen 1:10.000 in 1 % BSA/PBS

(Kéhler et al., 1999)

Anti-lmportin o7
(human)

polyklonal, Kaninchen 1:10.000 in 1 % Milch/TBT

(Koéhler et al., 1999)
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Anti-Importin 8
(human)

polyklonal, Kaninchen

1:10.000 in 1 % BSA/PBS

(Gorlich et al., 1995)

Anti-Trap o (Hund)

polyklonal, Kaninchen

1:2000 in 1 % BSA/PBS

Prof. Enno Hartmann

Anti-PARP (human)

polyklonal, Kaninchen

1:500 in 1 % BSA/PBS

Santa Cruz

Anti-RCC1 (human)

monoklonal, Maus

1:250 in 1 % BSA/PBS

BD Biosciences

Anti-Penta-His monoklonal, Maus 1:2000 in 1 % Milch/TBT Qiagen

Anti-GST polyklonal, Ziege 1:2000 in 1 % Milch/TBT Rockland

Anti-Maus-1gG Peroxidase-konjugiert, 1:3000 in 10 % Milch/TBT | Sigma
polyklonal, Ziege

Anti-Kaninchen-IgG Peroxidase-konjugiert, 1:10.000 in 10 % Sigma
polyklonal, Ziege Milch/TBT

Anti-Ziegen-IgG Peroxidase-konjugiert, 1:10.000 in 10 % Santa Cruz

polyklonal, Esel

Milch/TBT

Anti-Kaninchen-lgG

Alexa 594-gekoppelt,
polyklonal, Ziege

Molecular Probes

4.1.5 Bakterienstamme

Der Escherichia coli Stamm XL1-Blue (Stratagene) wurde zur Plasmid-Vervielfaltigung
eingesetzt. Die E.coli Stamme BL21/pRep4 und JM101 (Stratagene) wurden fiur die
Uberexpression von Proteinen verwendet.

4.1.6 Humane Zelllinien

HelLa-Zellen: Zervix-Adenokarzinom-Zellen, DSMZ Nr. ACC 57,

Braunschweig.

epitheliale

4.1.7 Chemikalien und Losungen

Die in dieser Arbeit verwendeten Chemikalien wurden, wenn nicht anders vermerkt, von
den Firmen Roth, Sigma-Aldrich, Merck, Fluka oder BD in analytischer Qualitat (p.a.)
bezogen. Losungen wurden mit bidestillietem Wasser hergestellt und Uber einen
Celluloseacetat-Membranfilter (Porengrofe 0,22 um, Millipore) filtriert.
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4.2 Methoden

4.2.1 Molekularbiologische Methoden
4.2.1.1 Anzucht von Bakterien

E. coli-Zellen wurden im Allgemeinen in LB-Medium bei 37 °C angezogen. Bei der
Amplifikation von Plasmiden wurden entsprechende Antibiotika (50 pg/ml Ampicillin,
20 pg/ml Kanamycin) zur Selektion zugesetzt. Fur das Wachstum auf Festmedium
wurde LB zuzuglich 1,6 % Agar verwendet.

LB-Medium 1 % Bacto-Trypton
0,5 % Hefe-Extrakt
1 % NaCl

4.2.1.2 Klonierungen

Das in einen Vektor zu ligierende DNA-Fragment wurde entweder durch
Restriktionsverdau eines anderen Plasmids (~ 5 ug) oder durch Restriktionsverdau
eines PCR-Produktes, dem wahrend der PCR durch die Primer die entsprechenden
Restriktions-Schnittstellen angefuigt worden waren, erhalten. Der Verdau erfolgte fur 2-
3 h bei 37 °C. Der Zielvektor (2-5 ug) wurde mit den gleichen Enzymen verdaut, wobei
dem Verdau-Ansatz wahrend der letzten Stunde ein Enzym zur Dephosphorylierung
des Vektors beigefugt wurde (SAP, Shrimp Alkaline Phosphatase, USB). Der
geschnittene Vektor und das geschnittene Fragment wurden aus einem Agarosegel mit
Hilfe des Wizard Gel and PCR Clean-Up System (Promega) nach Hersteller-Angaben
aufgereinigt. Die anschlielende Ligation erfolgte bei 16 °C Uber Nacht. Die
Ligationsansatze hatten ein Volumen von je 20 pul und enthielten ca. 50 ng
geschnittenen Vektor, die etwa dreifache molare Menge des geschnittenen DNA-
Fragmentes, 0,5 ul Ligase (T4 DNA-Ligase [400 U/upl], NEB) und 1x Ligations-Puffer
(NEB). Vor der Transformation in E. coli wurden die Ligationsansatze zwecks
Entsalzung auf einer schwimmenden Dialyse-Membran (Porengrof3e 0,2 um, Millipore)
gegen Wasser dialysiert.

Die genaue Konstruktion der in dieser Arbeit verwendeten Plasmide ist in Tabelle Il
aufgefuhrt.

4.2.1.3 Transformation von E. coli

E. coli-Zellen wurden mittels Elektroporation transformiert. 50 ul elektrokompetente
Zellen (1 Aliquot) wurden auf Eis aufgetaut. 1 pl verdunnte Plasmid-DNA-Lésung
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(~50 ng DNA) bzw. 5 ul eines Ligationsansatzes wurden mit den Zellen vermischt,
wonach die Elektroporation bei 2,5kV, 200 QQ und 25 pyF erfolgte (Bio-Rad Gene
Pulser). AnschlielRend wurden die Zellen in 0,5 ml SOC-Medium aufgenommen und fur
eine Stunde bei 37 °C inkubiert, bevor 50-100 ul der Zellsuspension auf LB-Platten mit
entsprechenden Antibiotika-Zusatzen ausplattiert wurden. Die Inkubation der Platten
erfolgte Uber Nacht bei 37 °C.

SOC-Medium 2 % Bacto-Trypton
0,5 % Hefe-Extrakt
10 mM NacCl
2,5 mM KCI
10 mM MgCl,
10 mM MgSOq4
20 mM Glucose

4.2.1.4 Herstellung elektrokompetenter E. coli-Zellen

2x 500 ml 2xTY-Medium (versetzt mit 12 yg/ml Tetracyclin) wurden mit einer
Ubernacht-Kultur des E. coli-Stammes XL1-Blue auf eine ODgy von maximal 0,1
angeimpft. Die Bakterien-Kulturen wurden bei 37 °C bis zu einer ODgoo = 0,9 geschuttelt
(250 rpm) und dann kurz auf Eis gekuhlt. Nach einer Zentrifugation (10 min, 4 °C,
5000 rpm, Sorvall GS-3 Rotor) wurden die pelletierten Bakterien mit gekuhltem (4 °C)
destilliertem Wasser gewaschen (200 ml pro Zentrifugen-Becher) und erneut
zentrifugiert. Danach wurden die Bakterien mit gekuhltem (4 °C) 10 %-igem Glycerol
gewaschen (120 ml pro Zentrifugen-Becher), die aufgeschwemmten Bakterien von je
zwei Bechern wurden vereint und wieder zentrifugiert. AnschlieRend wurden die
Bakterien mit je 20 ml gekuhltem 10 %-igem Glycerol gewaschen, in 50 ml Falcon-
GefalRe Uberfuhrt und nochmals zentrifugiert. AbschlieRend wurden die Pellets in
jeweils 1 ml 10 %-igem Glycerol geldst, und 50 ul Aliquots wurden in vorgekihlten
1,5 ml Eppendorf-Reaktionsgefallen verteilt, mit Hilfe von flissigem Stickstoff
schockgefroren und bei -80 °C gelagert.

2xTY-Medium 1,6 % Bacto-Trypton
1 % Hefe-Extrakt
0,5 % NaCl
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4.2.1.5 PCR-Amplifikation von DNA-Fragmenten

Bei der PCR-Amplifikation von DNA-Fragmenten fur die anschlieBende Herstellung
neuer Plasmide wurde das Expand High Fidelity PCR System (Roche) verwendet. Ein
PCR-Ansatz (50 ul) enthielt 1x Puffer (Roche), je 20 pmol forward und reverse Primer,
0,2 mM dNTP-Mix (je 0,2 mM dATP, dTTP, dGTP und dCTP), 3,5 U Expand-Tag-Mix
(Roche) und 5-10 ng Plasmid-Template. Das PCR-Programm bestand aus einem
anfanglichen Denaturierungs-Schritt (95 °C fur 5 min), den darauf folgenden 25-30
PCR-Zyklen (94 °C flir 1 min, X °C [Primer-Schmelztemperatur minus ~ 5 °C] fur 30 s,
72 °C fur 1 min/kb) und einer abschlieenden Elongations-Phase flr 5 min bei 72 °C.
5 ul jedes Ansatzes wurden in einer Agarose-Gelelektrophorese analysiert. Wenn sich
ein Restriktionsverdau anschloss, wurde das PCR-Produkt mit dem Wizard Gel and
PCR Clean-Up System (Promega) nach Hersteller-Angaben gereinigt.

4.2.1.6 Kolonie-PCR

Um nach erfolgter Plasmid-Konstruktion und Transformation zu Uberprifen, ob die
Bakterien-Klone das Plasmid mit dem gewulnschten DNA-Fragment enthielten, wurde
eine Kolonie-PCR durchgeflihrt, in der das DNA-Insert (soweit vorhanden) amplifiziert
wurde. Hierbei wurde jeder PCR-Ansatz mit einer Bakterien-Kolonie (bzw. einem Tell
davon) als Template versetzt. Fir die PCR wurde die Taq DNA-Polymerase von
Invitrogen mit dazugehoérigem Puffer verwendet. Ein PCR-Ansatz (15 ul) enthielt
1x Puffer (Invitrogen), 2 mM MgCl,, je 6 pmol forward und reverse Primer, 0,2 mM
dNTP-Mix, 1,5 U Tag-Polymerase (Invitrogen) und das ,Kolonie-Template®. Es wurde
das ubliche PCR-Programm angewendet, mit dem Unterschied, dass der initiale, vor
den eigentlichen Zyklen erfolgende Denaturierungsschritt eine Dauer von 10 min anstatt
von 5 min hatte. AbschlieBend wurden die PCR-Ansatze in einer Agarose-
Gelelektrophorese analysiert.

4.2.1.7 Gezielte PCR-Mutagenese von Plasmiden

Mutationen (Substitutionen oder Deletionen) einzelner oder mehrerer (bis zu sechs)
Basen in Plasmiden wurden mit Hilfe des QuikChange Site-Directed Mutagenesis Kit
(Stratagene) durchgefihrt. Primer, die die gewilnschte Mutation enthielten, wurden
nach Hersteller-Angaben konstruiert. Mit dem nicht mutierten Plasmid als Template
wurden in einer PCR die mutierten Plasmide hergestellt, die mangels Ligation
Einzelstrangbriche an den 5-Enden der Primer aufwiesen. Nicht mutierte Template-
Plasmidstrange wurden anschlief3end in einem Restriktionsverdau mit Dpn | (schneidet
methylierte [aus E. coli praparierte] DNA) eliminiert. Die amplifizierten mutierten
Plasmide mit den beiden versetzten Einzelstrangbrichen wurden in chemisch
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kompetente E. coli-Zellen (XL1-Blue, supercompetent, QuikChange Kit) transformiert, in
denen die Einzelstrangbriche ligiert und die Plasmide vermehrt wurden. Einzelne
Bakterien-Kolonien wurden fur DNA-Isolierungen herangezogen, und der Erfolg der
Mutagenese wurde durch Sequenzierung (Invitek) Uberpruft.

4.2.1.8 Gelelektrophorese von DNA-Fragmenten

DNA-Fragmente > 500 bp wurden in 1 %-igen Agarosegelen (1 % Agarose in TAE)
elektrophoretisch bei 100V aufgetrennt (Hoefer HE33 DNA-Gelelektrophorese-
Kammern). Bei kleineren Fragmenten wurden 2 %-ige Agarosegele verwendet. Die
DNA wurde in 1x Probenpuffer auf die Gele aufgetragen, als Laufpuffer fur die
Elektrophorese diente 1x TAE. Als DNA-Langenstandards wurden die 1 kb DNA-Leiter
(Gibco) oder die SmartLadder (Eurogentec) verwendet. Die Gele enthielten 0,5 ug/ml
Ethidiumbromid und wurden unter UV-Licht ausgewertet.

5x Probenpuffer 0,25 % Orange G
50 % Glycerin
5 mM EDTA pH 8,0

50x TAE (11) 242 g Tris-Base
72 ml Eisessig
50 mM EDTA pH 8,0

4.2.1.9 Plasmidisolierungen

Plasmidisolierungen aus XL1-Blue-Bakterien erfolgten mit Hilfe des JETSTAR Plasmid-
Praparations-Kits (Genomed). Plasmide wurden in der Mini- oder Midi-
Praparationsmenge mit Hilfe der entsprechenden Ldésungen und Saulen nach
Hersteller-Angaben prapariert. Die Konzentrations- und Reinheitsbestimmung der
Plasmide erfolgte anschlieiend photometrisch (OD2gp und OD260/OD2sgp).

4.2.2 Zellbiologische Methoden
4.2.2.1 Kultivierung von Zellen

HelLa-Zellen wurden bei 37 °C, einem CO,-Gehalt von 5% und bei 90 %
Luftfeuchtigkeit adharent angezogen. Als Kulturmedium wurde DMEM (mit Glutamin
und 1 g/l Glucosegehalt, PAA) verwendet, das zusatzlich mit 10 % FCS (FCS Gold von
PAA), 100 U/ml Penicillin und 0,1 mg/ml Streptomycin (100x Penicillin/Streptomycin-Mix
von PAA) versetzt wurde.
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4.2.2.2 Passagieren von Zellen

Ein Passagieren der Zellen erfolgte, wenn diese eine ~ 90 %-ige Konfluenz erreicht
hatten (etwa 3 Tage nach der letzten Passage). Die Zellen wurden mit PBS (Dulbecco’s
PBS, PAA) gewaschen und mit einer Trypsin/EDTA-LAsung (PBS mit 0,5 mg/ml Trypsin
und 0,22 mg/ml EDTA, PAA) versetzt. Die Endoprotease Trypsin greift die
Oberflachenproteine der Zellen an, die fur die Adharenz bendtigt werden. Nach 3-5
minutiger Inkubation lieen sich die Zellen durch leichtes Schlagen gegen die
Kulturflaschen-Seite vom Flaschenboden ablésen. Durch die darauf folgende Medien-
Zugabe wurde das Trypsin inaktiviert (verdinnt und durch den Protein-Uberschuss
abgesattigt). Die Zellen wurden durch mehrmaliges Auf- und Abpipettieren suspendiert
und 1:7 verdunnt wieder in Zellkulturflaschen ausgelegt.

4.2.2.3 Einfrieren und Auftauen von Zellen

Zur Konservierung wurden HelLa-Zellen in einer groRen Zellkulturflasche (150 cm?) bis
zu ~ 90 %-iger Konfluenz angezogen, dann wurden die Zellen trypsiniert, sedimentiert
und in 10ml 10 % DMSO/FCS resuspendiert. Je 1 ml wurde in einem 1,5ml
Kryorohrchen eingefroren. Zum Einfrieren wurden die Rohrchen in ein Papiertuch
eingewickelt und fur mehrere Tage bei -80 °C gelagert, bevor sie in einen Behalter mit
flussigem Stickstoff Gberfihrt wurden.

Zum Auftauen wurde die eingefrorene Zellsuspension im Kryordhrchen im 37 °C-
Wasserbad geschwenkt, bis die Zellen fast ganzlich aufgetaut waren, dann wurden die
Zellen in mittelgroBe (75 cm?) oder kleine (25 cm?) Kulturflaschen mit vorgewarmtem
Medium uberfuhrt.

4.2.2.4 Zellaufschluss

Zur Lysatgewinnung wurden die Zellen einmal mit PBS gewaschen und anschliel3end in
RIPA-Puffer fir 10 min auf Eis lysiert. Nach einer Zentrifugation (4 °C, 20.000 g, 10 min)
wurde der Zentrifugationsiberstand bei -80 °C eingefroren.

RIPA-Puffer 50 mM Tris-HCI, pH 8,0
150 mM NaCl
1 % lgepal
0,5 % Natriumdesoxychelat
0,1 % SDS
Erganzung mit einem EDTA-freien Protease-
Inhibitor-Mix (Complete, EDTA-free, Roche)
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4.2.2.5 Cycloheximid-Abbauexperiment

Es wurden 6 cm Schalen mit 10° HeLa-Zellen pro Schale ausgesat. Einen Tag darauf
wurden die Zellen mit Medium versetzt, das den Translationsinhibitor Cycloheximid
(25 pg/ml) enthielt. Zu den Zeitpunkten O h, 3 h, 6 h, 24 h und 48 h wurden Lysate
gewonnen (von noch langeren Cycloheximid-Inkubationen wurde abgesehen, da die
zellschadigende Wirkung des Cycloheximid nach zwei Tagen in erhohtem Male zum
Absterben der Zellen fuhrte). In einen Ansatz wurde zusatzlich zu Cycloheximid der
Proteasom-Inhibitor ALLN (50 pg/ml, Calbiochem) zugegeben. Von diesem Ansatz
wurde schon nach 6 h das Lysat gewonnen, da die Zellen zu einem spateren Zeitpunkt
durch das ALLN zu stark geschadigt gewesen waren. Es wurden die
Proteinkonzentrationen der Lysate bestimmt und je 10 pug Lysat in einer SDS-
PAGE/Westernblot-Analyse mit den Importin-spezifischen Antikdrpern untersucht.

4.2.2.6 Transfektion von HeLa-Zellen mit siRNAs

24-Lochplatten wurden mit 3,5 x 10* Zellen pro well bestiickt. Am néchsten Tag (Tag 0)
wurde morgens das Medium durch Antibiotika-freies Medium ersetzt (0,5 ml pro well).
Nachmittags wurden die Zellen mittels Oligofectamine (Invitrogen) mit den
entsprechenden siRNAs transfiziert: Fur jedes well wurden 3 ul einer 20 uM siRNA-
Losung mit 50 pl Opti-MEM |-Medium (Invitrogen) vermischt sowie separat 3 ul
Oligofectamine-Reagenz mit 12 yl Opti-MEM vermengt. Beide Mischungen wurden flr
7-10 min bei Raumtemperatur inkubiert, dann vereinigt, gemischt (nicht gevortext!) und
fur weitere 20-25 min bei Raumtemperatur inkubiert. Diese Mixtur wurde dann mit Opti-
MEM auf 100 ul aufgefillt und tropfenweise in dem entsprechenden well verteilt. Drei
Tage spater (Tag 3) wurden die Zellen trypsiniert, gezahlt, und ein Teil der Zellen wurde
neu ausgesit (3,5 x 10* Zellen/well einer 24-Lochplatte), wahrend aus einem anderen
Teil Lysat gewonnen wurde. Einen Tag spater (Tag 4) wurden die frisch ausgesaten
Zellen erneut mit siRNAs transfiziert und nach weiteren drei Tagen (Tag 7) trypsiniert,
gezahlt und lysiert. Kontrollzellen wurden mit Oligofectamine ohne siRNAs behandelt.
Es wurden die Proteinkonzentrationen der Lysate bestimmt und je 10 pug Lysat in einer
SDS-PAGE/Westernblot-Analyse untersucht. In dem Kontrollversuch mit Trap a-siRNA
wurden die Zellen nicht nur fur die Gewinnung von Lysaten verwendet, sondern auch in
einer indirekten Immunfluoreszenzanalyse mit dem spezifischen anti-Trap a-Antikdrper
untersucht (sowohl nach drei als auch nach sieben Tagen).

4.2.2.7 Apoptose-Induktion mit Staurosporin

Es wurden zwei 6 cm Schalen mit 10° HeLa-Zellen pro Schale ausgesat. Zwei Tage
spater wurde das Medium gewechselt, wobei eine Schale mit Staurosporin-haltigem
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Medium (5 uM) versetzt wurde. Acht Stunden spater wurden Lysate aus den
unbehandelten und den Staurosporin-behandelten Zellen gewonnen. Es wurden die
Proteinkonzentrationen der Lysate bestimmt und je 10 ug Lysat in einer SDS-
PAGE/Westernblot-Analyse mit einem PARP-spezifischen Antikorper untersucht.

4.2.3 Proteinbiochemische Methoden
4.2.3.1 Bestimmung der Proteinkonzentration

Die Bestimmung der Proteinkonzentration von Zelllysaten und aufgereinigten
rekombinanten Proteinen erfolgte mit dem DC Protein Assay von Bio-Rad, in dem die
Nachweisreaktion an die Lowry-Methode (Lowry et al., 1951) angelehnt ist. Die
Durchfihrung erfolgte nach Hersteller-Angaben, mit dem Unterschied, dass die Proben
und Reagenzien nur in einem Viertel der in der Beschreibung angegebenen Volumina
eingesetzt wurden. Die Lysat- und Protein-Proben wurden meistens in einer 1:5-
Verdunnung eingesetzt. Eine BSA-Eichreihe mit definierten Konzentrationen zwischen 0
und 1,6 mg/ml wurde in dem entsprechenden Puffer mitgefuhrt.

Rekombinante aufgereinigte Proteine wurden zusatzlich noch zur Mengenabschatzung
in einer SDS-PAGE mit anschlieRender Coomassie-Farbung analysiert, wobei ebenfalls
definierte Mengen anderer Proteine als Vergleich mitgefihrt wurden.

4.2.3.2 SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese (SDS-PAGE)

Die Proteine wurden entsprechend ihrer molekularen Masse unter denaturierenden
Bedingungen in 12 %-igen oder 15 %-igen Gelen aufgetrennt. Die Elektrophorese
erfolgte bei ~25 mA pro Gel (Bio-Rad Apparatur). Vor dem Auftragen wurden die
Proteine in Probenpuffer fur 10 min bei 95 °C denaturiert. Eine Mischung von Proteinen
mit definierten molekularen Massen wurde als GroRRenstandard mitgefuhrt (Precision
Plus Protein Standards, Bio-Rad).

4x Probenpuffer 0,2 M Tris-HCI, pH 6,8
40 % Glycerin
8 % SDS
0,4 % Bromphenolblau
0,4 MDTT

5x Elektrophorese-Puffer (2 1) 60,55 g Tris-Base
288 g Glycin
10 % SDS
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Trenngel-Lésung 12 % (10 ml, fir 5 ml H,O
~2 Gele) 1,9 ml Tris-HCI, pH 8,8 (2 M)
3 ml Acrylamid/Bisacrylamid-Losung (29:1, 40 %
w/v)
50 pl SDS (20 %)
100 yl APS (10 %)

10 yl TEMED

Sammelgel-Lésung 4,5 % (fur ~2 4,2 ml H,O

Gele) 2 ml Tris-HCI, pH 6,8 (0,5 M)
0,9 ml Acrylamid/Bisacrylamid-Losung (29:1,
40 % wiv)

30 pl SDS (20 %)
60 pl APS (10 %)
10 ul TEMED

4.2.3.3 Coomassie-Farbung von SDS-Polyacrylamidgelen

Sollten die aufgetrennten Proteine im SDS-Polyacrylamidgel nach der Elektrophorese
durch Farbung sichtbar gemacht werden, wurde das Gel in Coomassie-Farbelésung
inkubiert. Hierfir wurde die Farbelosung samt Gel in der Mikrowelle erhitzt, danach
wurde fur 10 min schwenkend gefarbt. AnschlieBend wurde das Gel in Entfarbelosung
entfarbt, wobei Losung samt Gel ebenfalls anfanglich in der Mikrowelle erhitzt wurden.
Nach 10-20 minlttigem Schwenken wurde die Entfarbelésung durch frische (nicht
erhitzte) Entfarbelésung ersetzt und das Gel wurde bis zur gewlnschten Farbintensitat
weiter darin geschwenkt.

Das Coomassie-gefarbte Gel wurde zweimal kurz in Wasser gewaschen und auf
Whatman-Filterpapier flr 2 h bei 80 °C unter Vakuum getrocknet (Bio-Rad Gel Dryer).

Coomassie-Farbeldsung 40 % Methanol
10 % Essigsaure
0,1 % Coomassie Brillantblau R 250

Entfarbelosung 40 % Methanol
10 % Essigsaure
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4.2.3.4 Westernblot-Analyse

Um die in einer SDS-PAGE aufgetrennten Proteine fur eine Immunodetektion mit
Antikorpern zuganglich zu machen, wurden sie im Nass-Verfahren auf eine PVDF-
Membran (Millipore) geblottet (Bio-Rad Apparatur). Hierflir wurde eine mit Methanol
benetzte PVDF-Membran luftblasenfrei auf das Gel gelegt. Gel und Membran wurden
zwischen in Blotpuffer getrankten Whatman-Papieren und Schwammen in die
entsprechenden Halterungen geklemmt und in die mit Puffer geflllte Blotkammer
gehangt. Es wurde unter Kuhlen fur 75 min bei 110 V geblottet. Um den Erfolg des
Transfers sicherzustellen und die Proteine auf der Membran zu fixieren, wurde die
Membran nach dem Blotten fur ca. 3 Minuten mit Ponceau S (0,1 % Ponceau S in 5 %
Essigsaure, Sigma) gefarbt. Die Farbe wurde danach durch zwei bis drei Waschschritte
mit TBT wieder entfernt. Anschlielend wurden die noch auf der Membran vorhandenen
Proteinbindungsstellen durch eine einstindige Inkubation in 10 % Milch/TBT
abgesattigt. Danach wurde die Membran Uber Nacht mit dem primaren Antikorper
inkubiert, wobei der Antikorper entweder in einer 1 % Milch/TBT-Lésung oder in einer
1 % BSA/PBS-Lésung verdinnt wurde (s. Tabelle 1V). Nicht gebundener Antikdrper
wurde am nachsten Tag durch 4-maliges Waschen fur jeweils 10 min mit TBT entfernt,
bevor der Blot fur 30 min mit dem sekundaren, Peroxidase-gekoppelten Antikorper
(verdinnt in 10 % Milch/TBT, s. Tabelle IV) inkubiert wurde. Uberschissiger Antikérper
wurde durch Waschen mit TBT (4 x 10 min) entfernt. Die Entwicklung des Blots erfolgte
in den beiden zu gleichen Volumenteilen gemischten ECL-Reagenzien fur 1-2 Minuten
(Western Lightning, Perkin Elmer) und anschlieRendem Auflegen eines Rontgenfilms
(Kodak XAR Filme). Darlber hinaus wurden bei Bedarf die bei der ECL-Reaktion
emittierten Lichtquanten mittels eines Fujifiim LAS-1000 Imager quantifiziert.

Blotpuffer (2 1) 22 g Glycin
4,8 g Tris-Base
25 % Methanol
0,01 % SDS

TBT 50 mM Tris-HCI, pH 7,5
150 mM NacCl
0,1 % Tween-20

4.2.3.5 Uberexpression und Reinigung von GST-getaggten Proteinen

Die Expression der C-terminal GST-getaggten Proteine erfolgte in E. coli BL21/pRep4-
(Importin a1 und a7) oder in E. coli JIM101-Zellen (Importin a3, a4, a5 und Importin B).
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Nach der Transformation des jeweiligen Plasmids in den entsprechenden
Bakterienstamm wurde der gesamte Transformationsansatz zum Animpfen in eine
Ubernacht-Kultur gegeben (nach der einstiindigen Inkubation in SOC-Medium bei
37 °C). Am nachsten Tag wurden 4 x 800 ml LB-Medium + Antibiotika (Ampicillin bei
JM101 und Ampicillin/Kanamycin bei BL21/pRep4) mit der Ubernacht-Kultur auf eine
ODeggo = 0,15-0,2 angeimpft. Die Bakterien-Kulturen wurden bei 37 °C bis zu einer
ODeggo = 1,0 geschuttelt (250 rpm). Dann wurde jede 800 ml Kultur mit 200 ml kaltem,
Antibiotika-haltigem LB-Medium sowie mit Ethanol (reinst, Endkonzentration 2 %) und
IPTG zur Induktion der Proteinexpression (1 mM Endkonzentration) versetzt. Die
Kulturen wurden 3 h bei 15°C unter Schuitteln (180 rpm) inkubiert. Anschliel3end
wurden die Bakterien durch mehrere Zentrifugationen (10 min, 4 °C, 5000 rpm, Sorvall
GS-3 Rotor) in zwei Pellets vereinigt, die bis zur Protein-Aufreinigung bei -80 °C
gelagert wurden.

Zur Protein-Aufreinigung wurde jedes Pellet in 20 ml PBS-KMT-Puffer, welcher
zusatzlich noch 20 mg Lysozym, 1 mM EDTA und einen Protease-Inhibitor-Mix
(Complete, EDTA-free, Roche) enthielt, resuspendiert und 30 min auf Eis inkubiert.
Anschlieend erfolgte eine Ultraschall-Behandlung (4x 20 Pulse [0,7 s], Output Control
4, Branson Sonifier 450). Nach einer Zentrifugation (1 h, 4 °C, 20.000 rpm, Sorvall
SS34-Rotor) wurden die Zentrifugations-Uberstdnde mit equilibrierter Glutathion (GSH)-
Sepharose-4B (Amersham) in einem 50 ml Falconréhrchen gemischt. Zur Equilibrierung
waren 3,5 ml GSH-Sepharose dreimal mit je 30 ml PBS-KMT-Puffer gewaschen worden
(Wasch-Zentrifugationen: 1000 g, 5 min, 4 °C). Die Bindung der GST-Fusionsproteine
an die Sepharose erfolgte fur 2-2,5 h auf einem Drehrad im Kuhlraum. Danach wurde
die Sepharose zweimal mit je 30 ml PBS-KMT-Puffer gewaschen. Anschliel’end wurde
die Sepharose in 15 ml PBS-KM-Puffer aufgeschwemmt und in eine Saulenvorrichtung
(Econo Column, Bio-Rad) gegeben, in der die abgesetzte Sepharose noch zweimal mit
je 15 ml PBS-KM-Puffer gewaschen wurde. Zur Protein-Elution wurde mehrmals je 1 mli
Elutionspuffer auf die Sepharose gegeben, die Sepharose darin aufgeschwemmt und
fur 10 min darin inkubiert, bevor das Eluat in einem 1,5 ml Eppendorf-Reaktionsgefaf
aufgefangen wurde. Von den ca. 8 Eluaten wurde je 1 pl auf eine Nitrocellulose-
Membran getropft. Die Membran wurde zum Zweck der Protein-Farbung fur 2 min in
einer Amidoschwarz-Lésung geschwenkt und anschliellend mit Wasser entfarbt, bis die
proteinhaltigen Eluate identifiziert werden konnten. Die entsprechenden Eluate wurden
vereint und im Kudhlraum fur 2x 1,5 h in Dialysepuffer (je 800 ml) dialysiert (Slide-A-
Lyzer Dialysekassette, 10.000 MWCO, Pierce). Die dialysierte Proteinprobe wurde in
einem Centriprep-Zentrifugengefall (YM-50, Millipore) nach Firmenprotokoll eingeengt
(3 Zentrifugationen fur 10 min bei 1500 g und 4 °C) und anschlieRend Uber einen
Celluloseacetat-Filter (0,22 pm) filtriert (Zentrifugation fur 30 s bei 4 °C und 20.000 g im
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Spin-X, Centrifuge Tube Filter, Costar). Die filtrierte Proteinlésung wurde aliquotiert, in
flussigem Stickstoff schockgefroren und bei -80 °C gelagert.

Zur Bestatigung der Vollstandigkeit der C-terminal GST-getaggten Importine wurden
diese mit Trypsin verdaut, die Spaltpeptide wurden mittels HPLC separiert und die N-
terminalen Peptide wurden Uber Massenspektrometrie nachgewiesen (Durchflihrung
von Herrn Albrecht Otto und Frau Eva-Christina Muller, MDC Berlin). Des Weiteren
wurden die Protein-Termini in einer Westernblot-Analyse mit dem spezifischen anti-
GST-Antikérper und den entsprechenden spezifischen anti-Importin a-Antikbrpern
(gegen die Protein-N-Termini gerichtet) detektiert.

10x PBS (2 1) 160 g NaCl
4 g KCI
4,7 g KHy,PO4
28,8 g Na;HPO4x2H,0
auf pH 7,2 einstellen

PBS-KM 1x PBS
1 mM MgCl,
3 mM KCI

PBS-KMT 1x PBS
1 mM MgCl,
3 mM KCI
0,1 % Tween-20

Elutionspuffer 50 mM Tris-HCI, pH 8,0
10 mM reduziertes Glutathion

Amidoschwarz-Farbeldsung 0,5 % Amidoschwarz
50 % Methanol
10 % Essigsaure

Dialysepuffer 50 mM HEPES-KOH, pH 7,5
200 mM NaCl
5 % Glycerin

4.2.3.6 Uberexpression und Reinigung von His-getaggten Proteinen

Die Expression der His-getaggten Proteine erfolgte in E. coli BL21/pRep4-Zellen.
Transformation und Protein-Uberexpression wurden wie fiir die GST-getaggten Proteine
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beschrieben durchgefiihrt, mit der Ausnahme, dass die Expression flr 2 h bei 37 °C
erfolgte (RCC1A24) oder fur 3,5 h bei 22 °C (andere Proteine).

Zur Protein-Aufreinigung wurde jedes Pellet in 20 ml Lysepuffer, welcher zusatzlich
einen Protease-Inhibitor-Mix (Complete, EDTA-free, Roche) enthielt, auf Eis
resuspendiert. Anschlieend erfolgte eine Ultraschall-Behandlung (4x 20 Pulse [0,7 s],
Output Control 4, Branson Sonifier 450). Nach einer Ultrazentrifugation (1 h, 4 °C,
70.000 rpm, 70Ti-Rotor, Beckman XL-90 Ultrazentrifuge) wurden die Zentrifugations-
Uberstande mit equilibriertem Talon-Saulenmaterial (Talon Metal Affinity Resin, Cobalt-
Chelat-Saulenmaterial, BD Biosciences) in einem 50 ml Falconréhrchen gemischt. Zur
Equilibrierung waren 4 ml Talon dreimal mit je 30 ml Lysepuffer gewaschen worden
(Wasch-Zentrifugationen: 500 g, 5 min, 4 °C). Die Bindung der His-getaggten Proteine
an die Matrix erfolgte fur 2 h auf einem Drehrad im Kuihlraum. Danach wurde das
Saulenmaterial zweimal mit je 30 ml Lysepuffer gewaschen. AnschlieRend wurde die
Talon-Matrix in 15 ml Lysepuffer aufgeschwemmt und in eine Saulenvorrichtung (Econo
Column, Bio-Rad) gegeben. Wenn der Puffer bis ca. 1 cm Uber dem Saulenmaterial
abgelaufen war, wurde ein Adapter (Econo Column Flow Adaptor, Bio-Rad) eingesetzt
und die Saule an eine gespllte (Lysepuffer/20 mM Imidazol) Gradienten-Anlage (Econo
Pump, Bio-Rad) angeschlossen. Zuerst wurde das Saulenmaterial fur 30 min mit
Lysepuffer/20 mM Imidazol gewaschen (Durchfluss-Geschwindigkeit 0,3 ml/min). Dann
wurde innerhalb von 70 min die Imidazol-Konzentration kontinuierlich bis auf 400 mM
erhoht und der Durchlauf in 0,9 ml-Fraktionen gesammelt. In weiteren 10 min wurde die
Imidazol-Konzentration auf 1M angehoben, um artifiziell gebundene/aggregierte
Proteine von der Matrix zu eluieren. Von den gesammelten Fraktionen wurde jeweils
1 ul auf eine Nitrocellulose-Membran getropft und die Membran wie flur die Aufreinigung
der GST-getaggten Proteine beschrieben in einer Amidoschwarz-Lésung gefarbt. Die
proteinhaltigen Fraktionen wurden vereint und im Kihlraum far 2x 1,5 h in Dialysepuffer
(je 800 ml) dialysiert (Slide-A-Lyzer Dialysekassette, 10.000 MWCO, Pierce). Die
dialysierte Proteinprobe wurde in einem Centriprep-Zentrifugengefal® (YM-10, Millipore)
nach Firmenprotokoll eingeengt (2 Zentrifugationen fur 22 min bei 3000 g und 4 °C) und
anschlie3end Uber einen Celluloseacetat-Filter (0,22 um) filtriert (Zentrifugation fur 30 s
bei 4°C und 20.000g im Spin-X, Centrifuge Tube Filter, Costar). Die filtrierte
Proteinlésung wurde aliquotiert, in flissigem Stickstoff schockgefroren und bei -80 C
gelagert.

Im Fall der Aufreinigung des His-getaggten Importin 3 wurden leicht veranderte Puffer
verwendet, die ATP und/oder B-Mercaptoethanol enthielten (der Waschpuffer wurde
nach der Protein-Bindung an die Talon-Matrix zum Waschen und zum Eluieren des
Proteins verwendet).
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Lysepuffer 50 mM Tris-HCI, pH 7,5
200 mM NaCl
5 mM Mg(OAc),
5 % Glycerin

Lysepuffer Importin 50 mM Tris-HCI, pH 7,5
500 mM NaCl
5 mM Mg(OAc),
5 mM B-Mercaptoethanol (frisch zugeben)

Waschpuffer Importin 50 mM Tris-HCI, pH 7,5
200 mM NaCl
1 mM Mg(OAc),
5 mM B-Mercaptoethanol (frisch zugeben)
1 mM ATP (frisch zugeben)

Imidazol-Stammlésung 1 M Imidazol

Amidoschwarz-Farbeldsung 0,5 % Amidoschwarz
50 % Methanol
10 % Essigsaure

Dialysepuffer 50 mM HEPES-KOH, pH 7,5
200 mM NaCl
5 % Glycerin

4.2.3.7 Markierung von Proteinen mit Fluoreszenzfarbstoffen

Die zu markierende Proteinprobe wurde mit Markierungspuffer auf ein Volumen von
100-200 pl und eine Proteinkonzentration von ~ 100 yM verdunnt. Anschliel3end wurde
der Fluoreszenzfarbstoff (Fluorescein [Fluorescein-5-Maleimid von Molecular Probes]
oder Texas Red [Texas Red C, Maleimid von Molecular Probes]) zugegeben
(Endkonzentration 200 uM). Das Gemisch wurde fur 2 h im Dunkeln auf Eis inkubiert.
Uberschissiger Farbstoff wurde mittels Gelfiliration abgetrennt: Eine mit 2 ml
Markierungspuffer gewaschene Sephadex G-25-Saule (NAP 5, Amersham) wurde mit
der markierten Probe beladen. Die Elution erfolgte mit 1 ml Markierungspuffer, wobei
jeweils zwei Tropfen in einem Eppendorf-Reaktionsgefald aufgefangen wurden. Von den
Eluaten wurde je 1 ul auf eine Nitrocellulose-Membran getropft und die Membran wie
fur die Aufreinigung der GST-getaggten Proteine beschrieben in einer Amidoschwarz-
Ldsung gefarbt. Die proteinhaltigen Fraktionen wurden vereint, aliquotiert, in flissigem
Stickstoff schockgefroren und bei -80 C gelagert.
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Markierungspuffer 50 mM HEPES-KOH, pH 7,5

200 mM NaCl
Fluoreszenzfarbstoff 20 mM Fluorescein bzw. Texas-Red in
(Stammldsung) Dimethylformamid (DMF)

4.2.3.8 In vitro Kernimportassay

Der Importassay wurde auf Basis des beschriebenen Assays (Adam et al., 1990)
durchgefuhrt. HelLa-Zellen wurden auf 3-Loch-Objekttragern (Roth) bis zu einer 60-
80 %-igen Konfluenz angezogen. Die Zellen wurden zweimal in eiskaltem PBS
gewaschen und anschlie3end in Import-Puffer, der mit 30 pg/ml Digitonin versetzt war,
fur 8 min auf Eis permeabilisiert. Nach einem kurzen und zwei 10-mindtigen
Waschschritten in Import-Puffer auf Eis wurden die Zellen mit 20 yl Import-Mix, der
unter anderem eines der a-Importine und fluoreszenzmarkierte(s) Substrat(e) enthielt,
versetzt und flr 8 min bei Raumtemperatur inkubiert. Nach mehrmaligem Waschen mit
Import-Puffer wurde einmal mit PBS gewaschen und anschlieend mit 3,7 %
Formaldehyd/PBS fur 15 min bei Raumtemperatur fixiert. Nach zwei Waschungen mit
PBS wurde die DNA mit dem Farbstoff Hoechst (1 pg/ml) fur 3 min bei Raumtemperatur
gefarbt. Es folgten 4 Waschschritte mit PBS und 3 Waschschritte mit H,O, worauf die
Objekttrager mit Mowiol (auf 40-45 °C vorgewarmt) eingedeckelt wurden. Die Proben
wurden unter einem Fluoreszenzmikroskop (Zeiss Axioplan 2) mit einem 40x Objektiv
und einer angeschlossenen 16 Bit CCD-Kamera (Zeiss Axiocam) analysiert.

Import-Puffer 20 mM HEPES-KOH, pH 7,5
100 mM KOAc
5 mM Mg(OAc),
0,5 mM EGTA
250 mM Saccharose

Core-Puffer 2 mg/ml Nucleoplasmin Core-Domane
in Import-Puffer

20x Energie-Mix 10 mM ATP
10 mM GTP
200 mM Kreatinphosphat
1 mg/ml Kreatinkinase
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10x Ran-Mix 30 yM RanGDP
(von Prof. Dirk Gorlich zur 2 UM Rna1lp
Verfugung gestellt) 3 uM RanBP1

4 UM NTF2

Import-Mix (20 pl) 1x Ran-Mix
1x Energie-Mix
0,5 mM EGTA
10 % Retikulozyten-Lysat
1 UM Importin
0,4 uM Importin o
0,6 uM fluoreszenzmarkierte(s) Substrat(e)
mit Core-Puffer auf 20 ul aufgefullt

4.2.3.9 Importin a-Bindungsassay

Pro Ansatz wurden 100 ul Glutathion (GSH)-Sepharose-4B (Amersham) dreimal mit je
1 ml Import-Puffer gewaschen (Sepharose + Puffer im Eppi aufgeschuttelt [nicht
gevortext!], dann fur 30 s bei 20.000 g und 4 °C zentrifugiert). 800 ul Import-Puffer,
welcher zusatzlich einen Protease-Inhibitor-Mix (Complete, EDTA-free, Roche) enthielt,
wurden auf die gewaschene Sepharose jedes Ansatzes gegeben. Es folgte die Zugabe
der GST-Fusionsproteine (~ 100 pmol pro Ansatz) und eine Inkubation fur 1 h auf
einem Drehrad im Kuhlraum. Anschlie®end wurde zweimal mit je 1 ml Import-Puffer
gewaschen. In jeden Ansatz wurden 800 pl Import-Puffer, der neben den Protease-
Inhibitoren diesmal noch 2 mg/ml BSA enthielt, sowie der/die Bindungspartner
(~ 300 pmol) gegeben. Wurde His-getaggtes Importin 3 als eine zusatzliche
Komponente in der Bindungsreaktion eingesetzt, wurden ~ 100 pmol Protein in jeden
Ansatz (mit Ausnahme des Importin B-GST-Kontrollansatzes) gegeben. Die
Bindungsreaktion erfolgte wiederum fur 1 h auf dem Drehrad im Kudhlraum. Nach drei
Wasch-Zentrifugationen mit je 1 ml Import-Puffer wurden die gebundenen Proteine
durch Zugabe von 65 ul 4x Probenpuffer und anschlielendes Aufkochen eluiert. 15-
20 yl jedes Ansatzes wurden mittels SDS-PAGE und anschlieRender Coomassie-
Farbung analysiert.
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Import-Puffer 20 mM HEPES-KOH, pH 7,5
100 mM KOAc
5 mM Mg(OAc),
0,5 mM EGTA
250 mM Saccharose

4x Probenpuffer 0,2 M Tris-HCI, pH 6,8
40 % Glycerin
8 % SDS
0,4 % Bromphenolblau
0,4 MDTT

4.2.3.10 Indirekte Immunfluoreszenzfarbung

Ein Teil der HeLa-Zellen, die mit der Trap a-siRNA transfiziert worden waren, waren fur
die Immunfluoreszenzanalyse auf Deckglaschen angezogen worden. Fur die indirekte
Immunfluoreszenzfarbung wurden die Zellen zuerst zweimal mit PBS gewaschen und
mit 3,7 % Formaldehyd/PBS fir 15 min bei Raumtemperatur fixiert. Nach zwei
Waschungen mit PBS wurden sie mit 0,1 % Triton-X100/PBS fur 10 min permeabilisiert.
Es folgten drei Waschschritte mit PBS und eine 30-minutige Absattigung unspezifischer
Antikorper-Bindungsstellen mit Proteinen aus Fischhaut Gelatine (0,4 % fish skin gelatin
[FSG] in PBS). Nach funfmaligem Waschen mit PBS wurden die Zellen mit dem
spezifischen anti-Trap a-Antikorper (Verdunnung 1:200 in 0,2 % FSG/PBS) fur eine
Stunde inkubiert. Es wurde wiederum funfmal mit PBS gewaschen, bevor die Zellen mit
dem zweiten, Alexa 594-gekoppelten Antikdrper (Ziege anti-Kaninchen, Molecular
Probes) in einer 1:1000-Verdinnung in 0,2% FSG/PBS fur 30 min unter
Lichtausschluss inkubiert wurden. Nach abermals funf Waschungen mit PBS wurde die
DNA mit dem Farbstoff Hoechst (1 pg/ml) fur 5 min gefarbt. Es folgten 4 Waschschritte
mit PBS und 3 Waschschritte mit H,O, worauf die Zellen mit Mowiol (auf 40-45 °C
vorgewarmt)  eingedeckelt ~wurden. Die Proben wurden unter einem
Fluoreszenzmikroskop (Zeiss Axioplan2) mit einem 40x Objektiv und einer
angeschlossenen 16 Bit CCD-Kamera (Zeiss Axiocam) analysiert.
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6 ANHANG

6.1 Abkurzungen

AIRE
ALLN
APS
ARM
AS
ATP
bp
BSA
cDNA
C-Terminus
dATP
dCTP
dGTP
DMEM
DMF
DMSO
DNA
dNTP
DSMz
DTT
dTTP
E. coli
ECL
EDTA
EGTA
ER

et al.

Anhang

Autoimmune regulator
N-Acetyl-leucyl-leucyl-norleucinal
Ammoniumpersulfat

Armadillo

Aminosaure(n)
Adenosintriphosphat

Basenpaare

Bovine serum albumin
Complementary DNA
Carboxyterminus
Desoxyadenosintriphosphat
Desoxycytidintriphosphat
Desoxyguanosintriphosphat
Dulbecco’s modified eagle medium
Dimethylformamid

Dimethylsulfoxid
Desoxyribonucleic acid
Desoxynukleosidtriphosphat
Deutsche Sammlung von Mikroorganismen und Zellkulturen
Dithiothreitol
Desoxythymidintriphosphat
Escherichia coli

Enhanced chemiluminescence
Ethylendiamintetraacetat
Ethylenglycol-bis(pB-aminoethylether)-tetraacetat
Endoplasmatisches Retikulum

Et alii, und andere
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FACS
FCS
FSG
GAP
GDP
GEF
GSH
GST
GTP

HEAT

Hela
HEPES
His
HPLC
IBB-Domane
IgG
IPTG
kb

kDa

LB

min
mRNA
NCBI
NES
NF-«xB
NLS
NPC

Anhang

Fluorescence-activated cell sorter
Fetal calf serum

Fish skin gelatin

GTPase-activating protein
Guanosindiphosphat

Guanine nucleotide exchange factor
Glutathion

Glutathion-S-Transferase
Guanosintriphosphat

Stunden

Proteinfaltungsmotiv, das in den Proteinen Huntingtin,
elongation factor 3, A-Untereinheit der Phosphatase 2A und
TOR1 zuerst gefunden wurde

,=Helen Lane” Humanzelllinie
4-(2-Hydroxyethyl)-piperazin-1-ethansulfonsaure
Histidin

High-pressure liquid chromatography
Importin B-Bindungsdomane

Immunglobulin G
Isopropyl-p-D-Thiogalaktopyranosid

Kilo Basen

Kilo Dalton

,Luria Bertani“-Medium

Minuten

Messenger-RNA

National center for biotechnology information
Nuclear export sequence

Nuclear factor kB

Nuclear localization sequence

Nuclear pore complex
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NPL
N-Terminus
NTP
ODsoo
p.a.
PAGE
PARP
PBS
PCR
PVDF
RCC1
RIPA
RISC
RNA
RNP
rpm
SAP
SDS
siRNA
STAT
SV40
TAE

UV-Licht
viv

w/v

Anhang

Nucleoplasmin

Aminoterminus

Nukleosidtriphosphat

Optische Dichte bei 600 nm

Pro analysi
Polyacrylamid-Gelelektrophorese
Poly-(ADP-Ribose)-Polymerase
Phosphate buffered saline

Polymerase chain reaction
Polyvinylidendifluorid

Regulator of chromosome condensation 1
Radioimmunoprecipitation assay-Puffer
RNA-induced silencing complex
Ribonucleic acid

Ribonukleoprotein

Rotations per minute

Shrimp alkaline phosphatase
Sodiumdodecylsulfat

Small interfering RNAs

Signal transducer and regulator of transcription
Simian Virus 40
Tris-Acetat-EDTA-Puffer

Tumorantigen

Tris buffered Tween-Puffer
N,N,N’,N’-Tetramethylethylendiamin
Tris-(hydroxymethyl)-aminomethan
Units

Ultraviolettes Licht

Volume per volume

Weigth per volume
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