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Abstrakt

YB-1, ein Y-Box-Protein in Säugerzellen, konnte sowohl im Zytoplasma als auch in

den Zellkernen von HeLa-Zellen nachgewiesen werden. Es wurde eine Abhängigkeit

der intrazellulären Lokalisation von YB-1 vom Verlauf des Zellzyklus beobachtet. In

jeder Phase des Zellzyklus war YB-1 im Zytoplasma zu finden. Eine Kernlokalisation

von YB- 1 konnte nur in den HeLa-Zellen festgestellt werden, die sich im Übergang

von der G1- in die S-Phase oder in der frühen S-Phase des Zellzyklus befanden. Die

Abhängigkeit der Lokalisation von YB-1 vom Verlauf des Zellzyklus unterstützt die

These, daß YB-1 und andere Y-Box-Proteine an der Regulation der Zellproliferation

beteiligt sind.

Es wurden verschiedene Proteine identifiziert, die im Zytoplasma von HeLa-Zellen

mit YB-1 assoziiert vorkommen. Alle identifizierten Proteine erfüllen Aufgaben im

RNA-Metabolismus, was auf eine Beteiligung dieser Proteinkomplexe an der

Regulation der mRNA hinweist. Die Interaktion von P32/SF2 (P35) mit YB-1 erwies

sich als abhängig vom Zellzyklus, wobei eine maximale Assoziation dieser beiden

Proteine beim Übergang der HeLa-Zellen von der G1- in die S-Phase zu beobachten

war. In Multidrug-resistenten MCF7/ADR-Zellen konnte eine deutlich verstärkte

Interaktion von P32/SF2 mit YB-1 im Vergleich zu den sensitiven MCF7-Zellen

festgestellt werden.

Im Zytoplasma von HeLa-Zellen konnte YB-1 in Verbindung mit

membrangebundenen Polysomen nachgewiesen werden. Eine Assoziation von YB-1

mit freien oder zytoskelettgebundenen Polysomen konnte nicht festgestellt werden.

Damit wurde erstmalig gezeigt, daß YB-1 eine Spezifität für eine bestimmte Gruppe

von Polysomen besitzt. Die Assoziation mit membrangebundenen Polysomen legte

die Vermutung nahe, daß YB-1 an der Translationskontrolle von Polypeptiden

beteiligt ist, die am rauhen endoplasmatischen Retikulum synthetisiert werden. Es

konnte gezeigt werden, daß YB-1 die Translation von P-Glykoprotein, einem

integralen Membranprotein, positiv reguliert. Ein Einfluß auf die Translation der

untersuchten sekretorischen Proteine (α-Faktor und Präprolactin) konnte nicht

beobachtet werden. Diese Ergebnisse belegen, daß YB-1 ein spezifischer Regulator

der Translation bestimmter Membranproteine ist.

Am Hand von P-Glykoprotein konnte des weiteren demonstriert werden, daß YB-1

sowohl die Transkription als auch die Translation dieses Proteins positiv reguliert. Die

in den Zellkulturen beobachtete Korrelation von YB-1 mit der Expression von P-
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Glykoprotein konnte auch in primären Mammakarzinomen nachgewiesen werden.

Somit ist YB-1 ein entscheidender Faktor bei der Ausbildung einer intrinsischen

multiplen Resistenz von Mammakarzinomen gegen die Behandlung mit

Chemotherapeutika. Aus diesem Grunde könnte YB-1 einen Ansatzpunkt für die

künftige Diagnose und Therapie von Mammakarzinomen und eventuell auch von

anderen Tumoren bieten.

YB-1, MDR1, Genregulation, Mammakarzinom
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Abstract

YB-1, a mammalian Y-box protein was detected in the cytoplasm as well as in the

nuclei of HeLa cells. The intracellular localisation of YB-1 depends on the cell cycle.

In every part of the cell cycle, YB-1 was found in the cytoplasm. A nuclear localisation

of YB-1 was only detectable in the G1- to S-phase transition and in the early S-

phase. These observations underline the hypothesis, that Y-box proteins are

envolved in the regulation of cell proliferation.

Different proteins interacting with YB-1 were identified in the cytoplasm of HeLa cells.

All identified proteins are envolved in the RNA metabolism, indicating a role of these

protein complexes in the regulation of mRNA. The interaction of P32/SF2 (P35) with

YB-1 alternates during the cell cycle with a maximum at the G1- to S-phase

transition. A remarkable increase of the association of YB-1 and P32 was observed in

the multidrug-resistant MCF7 cells compared with the parental cell line.

Furthermore, YB-1 was detected in association with membrane-bound polysomes,

suggesting a role of YB-1 at the translational regulation of the synthesis of

polypeptides at the rough endoplasmic reticulum. It was shown, that YB-1 stimulate

the translation of P-glycoprotein. This influence is specific, beause the translation of a

set of control proteins (alpha factor, preprolactin, luciferase) was not effected by YB-

1.

It was shown, that YB-1 stimulate the expression of P-glycoprotein at the level of

transcription as well as at the level of translation. This indicates a central role of YB-1

in the regulation of the biosynthesis of this protein. The correlation of the nuclear

expression of YB-1 and the expression of P-glycoprotein was demonstrated in

primary breast cancers. Taken together, YB-1 is a important factor for the

development of a resistant phenotyp and therefore a possible new target for anti-

cancer therapy.

YB-1, MDR1, gene regulation, mammacarcinom
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1 Einführung

1.1 Definition der Familie der Y-Box-Proteine

In den letzten Jahren haben Untersuchungen zur Beschreibung einer neuen Gruppe

von nucleinsäurebindenden Proteinen in Pro- und Eukaryonten geführt. Die ersten

untersuchten Vertreter dieser Proteinfamilie wiesen eine hohe Spezifität für ein DNA-

Bindungsmotiv, das als Y-Box bezeichnet wird, auf. Aus diesem Grunde wurde der

Begriff "Y-Box-Proteine" für diese Proteinfamilie eingeführt. Die Konsensussequenz

der Y-Box lautet T(T/G)CTGATTGG(T/C)T(A/C)(A/C). Sie enthält eine inverse

CCAAT-Box (siehe unterstrichene Basen) und stellt ein regulierendes Element  bei

einer Reihe von Genen dar.

Es wurde beobachtet, daß einige prokaryontische Y-Box-Proteine als Antwort auf

einen Kälteschock induziert werden. Auf Grund dieser Eigenschaft erhielten die

prokaryontischen Y-Box-Proteine die Bezeichnung "cold shock proteins"

(Kälteschockproteine), kurz Csp (Goldstein et al., 1990).

1.2 Prokaryontische Y-Box-Proteine

1.2.1 Struktur der prokaryontischen Y-Box-Proteine

Prokaryontische Y-Box-Proteine haben ein Molekulargewicht von ungefähr 7.000. In

E. coli sind 7 Proteine (CspA - CspG) bekannt, die eine hohe Homologie (~ 70 %)

zueinander aufweisen (Lee et al., 1994; Nakashima et al., 1996). Die Struktur von

CspA in E. coli und von CspB in B. subtilis wurde mittels NMR-Spektroskopie

(Schnuchel et al., 1993; Newkirk et al., 1994) und Röntgenkristallographie

(Schindelin et al., 1993; Schindelin et al., 1994) bestimmt. Die Sekundärstruktur der

Proteine besteht aus 5 β-Faltblättern, die in ihrer Anordnung zueinander eine offene

Röhre bilden. NMR-Analysen der RNA-bindenden Domäne des Proteins Rho in E.

coli (Briercheck et al., 1996), der S1-Domäne des ribosomalen Proteins S1 (Bycroft

et al., 1997) sowie weiterer Proteine, die RNA bzw. einzelsträngige DNA binden

können, ergaben eine auffallende Übereinstimmung mit der Struktur von CspA

(Folmer et al., 1995; Sette et al., 1997). Die Faltblätter 2 und 3 enthalten Sequenzen,

die ebenfalls bei einer Reihe RNA-bindender Proteine zu finden sind, das RNP-1-
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und das RNP-2-Motiv (Landsman, 1992).

1.2.2 Expression der prokaryontischen Y-Box-Proteine

Prokaryontische Y-Box-Proteine konnten in psychrophilen, mesophilen und

thermophilen Bakterienstämmen nachgewiesen werden (Schroder et al., 1993; Ray

et al., 1994). Bei einem Kälteschock stellt CspA mit rund 13% einen Hauptbestandteil

der neu synthetisierten Proteine dar (Goldstein et al., 1990). Neben CspA können

auch CspB und CspG durch einen Kälteschock induziert werden (Jones et al., 1994;

Lee et al., 1994; Etchegaray et al., 1996; Nakashima et al., 1996).

Die Expression von CspA wird durch verschiedene Mechanismen kontrolliert. Die

Verringerung der Wachstumstemperatur führt zu einer Steigerung der Transkription

des Gens (Jiang et al., 1993). DNA-Bindungsanalysen haben gezeigt, daß ein unter

niedrigen Temperaturen neu synthetisierter Faktor spezifisch an eine Sequenz

zwischen den Basen -63 und -92 im Promotorbereich von CspA binden kann

(Tanabe et al., 1992). Ein weiterer Effekt des Kälteschocks ist die zeitweilige

Stabilisierung der sonst mit einer Halbwertszeit von 10 Sekunden sehr labilen mRNA

von CspA. Diese Stabilisierung entfällt, nachdem sich die Zellen an die niedrigen

Temperaturen angepaßt haben (Goldenberg et al., 1996; Fang et al., 1997).

Zusätzlich ist CspA selbst in der Lage, die Translation der eigenen mRNA zu

stimulieren (Brandi et al., 1996).

1.2.3 Funktion der prokaryontischen Y-Box-Proteine

CspA bindet bevorzugt an einzelsträngige DNA-Sequenzen, die eine Y-Box oder

eine CCAAT-Box enthalten (Graumann et al., 1994). Zwei Gene, deren Transkription

von CspA stimuliert wird, sind bisher bekannt: hns und gyrA (La Teana et al., 1991,

Brandi et al., 1994). Das H-NS-Protein, das vom Gen hns kodiert wird, ist ein

neutrales, hitzestabiles Protein, das vorzugsweise im Nucleoid der Bakterien

lokalisiert ist. Unter den Bedingungen des Kälteschocks wird die Expression dieses

Gens um den Faktor drei bis vier erhöht. Es wird vermutet, daß das H-NS-Protein an

der Organisation des Nucleoids beteiligt ist, da bei Zellen, die dieses Protein

überexprimieren, eine starke Kondensation der DNA zu beobachten ist (La Teana et

al., 1991).
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CspA ist in vitro in der Lage, an denaturierte einzelsträngige RNA zu binden, wenn

diese mehr als 74 Basen lang ist. Eine Spezifität für bestimmte RNA-Sequenzen

konnte dabei nicht beobachtet werden. Die Zugabe von CspA zu einem 142 Basen

langen Fragment des 5' nicht translatierten Bereiches der eigenen mRNA stimuliert

deren Hydrolyse durch die Ribonucleasen A und T1. Es wird vermutet, daß dieser

Effekt dadurch zustande kommt, daß CspA die Ausbildung von stabilen

Sekundärstrukturen verhindert. Die Verhinderung von Sekundärstrukturen durch

CspA könnte notwendig sein, um eine effiziente Translation bei niedrigen

Temperaturen zu ermöglichen (Jiang et al., 1997).

1.3 Eukaryontische Y-Box-Proteine

1.3.1 Struktur der eukaryontischen Y-Box-Proteine

Die Y-Box-Proteine der Eukaryonten sind mit einer Masse von rund 35 kd deutlich

größer als ihre prokaryontischen Pendants. Sie bestehen aus einem variablen N-

Terminus, einer hochkonservierten Domäne von etwa 70 Aminosäuren und im c-

terminalen Bereich aus der abwechselnden Anordnung von jeweils 4 Clustern mit

basischen/aromatischen bzw. sauren Aminosäuren. Bei der SDS-

Polyacrylamidgelelektrophorese sind die eukaryontischen Y-Box-Proteine bei einem

Molekulargewicht von 50.000 – 60.000 nachweisbar. Verantwortlich für dieses

anormale Laufverhalten sind wahrscheinlich die starken Ladungsunterschiede der c-

terminalen Cluster. Auf Grund der hohen Übereinstimmung der konservierten

zentralen Domäne mit den prokaryontischen Kälteschockproteinen erhielt diese

Domäne die Bezeichnung Kälteschockdomäne ("cold shock domain" - CSD). Diese

Domäne wurde auch in Proteinen gefunden, die vom normalen Bauplan der Y-Box-

Proteine abweichen. Bei NSEP-1, einem Protein, das in HeLa-Zellen charakterisiert

wurde, kommt es durch mehrere Verschiebungen im Leserahmen zu einer Reduktion

der c-terminalen Cluster (Kolluri et al., 1991). Die GRP2-Proteine in Pflanzen

enthalten sowohl die CSD als auch CCHC-Zinkfingermotive (Kingsley et al., 1994).

Das in Säugern gefundene Gen unr kodiert für ein Protein, das mehrere CSD enthält

(Doniger et al., 1992).
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1.3.2 Expressionsmuster der eukaryontischen Y-Box-Proteine

Die eukaryontischen Y-Box-Proteine werden sowohl entwicklungs- als auch

gewebespezifisch exprimiert. Einige Vertreter sind hauptsächlich in den Keimzellen

und den frühen Entwicklungsstadien der Embryogenese nachweisbar. Ein Beispiel

für ein solches  keimzellspezifisches Y-Box-Protein ist FRGY2 aus Xenopus laevis.

Dieses Protein wurde im erwachsenen Tier nur in den Ovarien und den Testes

gefunden. Die hohe Expression von FRGY2 in den Oozyten der Stadien I und II

nimmt während der Embryogenese sprunghaft ab, so daß in den weiteren

Entwicklungsstadien dieses Protein kaum oder gar nicht mehr zu beobachten ist (Ta-

furi + Wolffe, 1990). Ein etwas anderes Expressionsmuster besitzt das Mausprotein

MSY1. Eine hohe Expression dieses Proteins ist nur in den Testes, nicht jedoch in

den Ovarien oder anderen Geweben zu finden. Des weiteren sind nur geringe

Mengen der mRNA von MSY1 bei Mäusen nachzuweisen, die jünger als fünfzehn

Tage sind. Ab dem fünfzehnten Tag erfolgt eine starke Erhöhung der Expression

dieses Proteins, die in der weiteren Entwicklung beständig bleibt (Tafuri et al., 1993).

Neben den keimzellspezifischen Y-Box-Proteinen gibt es auch solche, die in

verschiedenen Geweben zu finden sind. Dabei sind häufig deutliche Unterschiede in

der Expression zwischen den einzelnen Geweben oder auch in unterschiedlichen

Entwicklungsstadien zu beobachten. Die mRNA von FRGY1 aus X. laevis konnte

beispielsweise außer in den Ovarien und den Testes auch in der Leber, im Herz, in

der Niere und mit einer geringeren Menge auch in der Haut nachgewiesen werden

(Tafuri + Wolffe, 1990).

Die Expression von YB-1 in Säugetieren wurde vom Autor durch

Immunoblotanalysen mit einem peptidspezifischen polyklonalen Antikörper

untersucht. Dabei wurde das Protein in Hundepankreas, Hundeleber, Rattenleber

sowie in Retikulozyten von Kaninchen gefunden (Jürchott, 1994).

1.3.3 Bindung von eukaryontischen Y-Box-Proteinen an spezifische DNA-

Sequenzen

Wie ihre prokaryontischen Verwandten, sind auch eukaryontische Y-Box-Proteine in

der Lage, an doppel- und einzelsträngige DNA-Sequenzen spezifisch zu binden.

Sowohl für FRGY1 und FRGY2 aus X. laevis, als auch für YB-1 aus Säugetieren
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konnte hohe Spezifität für das Y-Box-Motiv nachgewiesen werden. Weitere

Untersuchungen haben ergeben, daß andere Y-Box-Proteine ein davon

abweichendes Bindungsverhalten. CHKYB1, ein Y-Box-Protein aus Hühnern, bindet

ohne erkennbare Abhängigkeit von der Sequenz an pyrimidinreiche DNA-Stränge

(Grant et al., 1993). NSEP-1 aus HeLa-Zellen bevorzugt eine Sequenz, die eine

Asymmetrie in der Verteilung von Purinen und Pyrimidinen zwischen den Strängen

aufweist. Diese asymmetrische Sequenz stammt aus dem Promotor von c-myc und

ist in der Lage, in vitro eine H-DNA-Struktur zu bilden (Kolluri et al., 1991; Firulli et al.,

1992). Das Sequenzmotiv GTACCACC wird von RSV-EF-II erkannt, einem Y-Box-

Faktor, der an die Enhancerregion des Rous-Sarkom-Virus bindet (Cleavinger et al.,

1996).

1.3.4 Regulation der Transkription durch eukaryontische Y-Box-Proteine

Y-Box-Proteine können die Transkription von Genen sowohl stimulieren, als auch

hemmen. Die Proteine FRGY1 und FRGY2 aus X. laevis stimulieren in vitro die

Transkription von Genen, deren Promotoren Y-Box-Motive enthalten (Wolffe et al.

1992). Bei einer Reihe von Genen, die spezifisch in Oozyten exprimiert werden,

wurden Y-Boxen als regulierende Elemente nachgewiesen. So enthält zum Beispiel

der Promotor des Gens hsp70 in X. laevis zwei Kopien der Y-Box, von denen eine für

die spezifische Expression in Oozyten unbedingt notwendig ist (Bienz, 1986).

In verschiedenen Zellinien ist eine gegenläufige Korrelation der Mengen der mRNA

von YB-1 und den Genen der Klasse II des Haupthistokompatibilitätskomplexes zu

beobachten. Die Stimulation der Expression von diesen Genen in U937-Zellen mittels

γ-Interferon und Phorbol-12-myristat-13-acetat ist mit einer deutlichen Reduktion der

mRNA von YB-1 verbunden. Die Überexpression von YB-1 führte dementsprechend

zur Reprimierung der Aktivierung durch γ-Interferon (Didier et al., 1988; Ting et al.,

1994). Die Expression des Thyrotropinrezeptors (Ohmori et al., 1996) und der β-

Untereinheit des Nikotinacetylcholinrezeptors wird ebenfalls durch Y-Box-Proteine

negativ reguliert (Sapru et al., 1996).

Y-Box-Proteine sind auch an der Regulation der Transkription verschiedener viraler

Proteine beteiligt. So wurde festgestellt, daß die basale Genexpression des HTLV-I-

Virus in T-Lymphozyten durch YB-1 stimuliert wird (Kashanchi et al., 1994). Obwohl

die Kontrollregion der späten Gene des neurotropen JC-Virus keine Y-Box enthält, ist
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YB-1 in der Lage, die Expression dieser Gene zu erhöhen. Dabei bindet das Y-Box-

Protein an ein C/T-reiches Sequenzmotiv, die B-Box (Kerr et al., 1994).

Untersuchungen am Promotor eines Gens der HLA-Klasse II (dra) ergaben erste

Hinweise auf den molekularen Mechanismus, durch den YB-1 die Transkription

steuert. Es wurde beobachtet, daß durch die Bindung von YB-1 an diese Region

einzelsträngige Bereiche induziert bzw. stabilisiert wurden. Es wird vermutet, daß

diese offene DNA-Struktur die Bindung weiterer Transkriptionsfaktoren verhindert, so

daß es zur Reprimierung der Aktivität des Promotors kommt (MacDonald et al.,

1995).

1.3.5 Interaktion von eukaryontischen Y-Box-Proteinen mit RNA-Molekülen

Eukaryontische Y-Box-Proteine sind in der Lage, neben DNA- auch RNA-Moleküle

zu binden. Bei Experimenten mit FRGY2 konnte jedoch nie eine gleichzeitige

Bindung des Proteins an DNA- und RNA-Moleküle beobachtet werden. Daraus

wurde geschlußfolgert, daß FRGY2 in verschiedenen Konformationen vorkommt.

Entsprechend der jeweiligen Konformation ist FRGY2 in der Lage, entweder an DNA

oder an RNA zu binden (Murray, 1994).

Mit der Selex-Methode wurde eine sechs Basen lange Konsensussequenz ermittelt,

die in vitro von FRGY1 und FRGY2 mit hoher Spezifität gebunden wird. Diese

Sequenz lautet AACAUC. An der RNA-Bindung sind sowohl die CSD, als auch die c-

terminalen Cluster beteiligt. Das in der CSD vorkommende RNP1-Motiv spielt dabei

eine zentrale Rolle, während die flankierenden Regionen die Bindung an die RNA

zusätzlich stabilisieren (Bouvet et al., 1995).

1.3.6 Regulation der Translation durch eukaryontische Y-Box-Proteine

1.3.6.1 Aufbau und Funktion der mRNP (messenger ribonucleoprotein particle)

Die Untersuchung von zytoplasmatischen Extrakten früher Fisch- und

Seegurkenembryonen hat zur Entdeckung von Partikeln geführt, die mRNA und

verschiedene Proteine enthielten. Diese Partikel wurden als mRNP ("messenger

ribonucleoprotein particle") bezeichnet (Spirin + Nemer, 1965). Die mRNP lassen
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sich entsprechend ihrer intrazellulären Lokalisation in Kern- (hnRNP) und

zytoplasmatische mRNP unterteilen. Die mRNP im Zellkern enthalten oftmals mehr

als zwanzig Hauptproteine, die für die weitere Prozessierung der mRNA oder für den

Transport aus dem Zellkern ins Zytoplasma notwendig sind. So konnten in hnRNP

Aktivitäten von Poly(A)-Synthetasen, Endonucleasen, Proteinkinasen,

Proteinphosphatasen sowie Enzymen für das "Capping" der mRNA nachgewiesen

werden (Piñol-Roma et al., 1989).

Bei den zytoplasmatischen mRNP werden drei Gruppen unterschieden. Ein Teil der

zytoplasmatischen mRNP ist mit aktiv translatierenden Polysomen assoziiert. Diese

enthalten unter anderem die Faktoren für die Initiation und Elongation der

Translation. Das Verhältnis vom Protein zur RNA beträgt in diesen Partikeln etwa

2:1. Die nicht an Polysomen gebundenen "freien" mRNP lassen sich im weiteren

danach unterteilen, ob sie für die Translation zugänglich sind oder nicht. Das

Verhältnis von 4:1 vom Protein zur RNA dieser Partikel weicht deutlich von dem der

polysomal gebundenen mRNP ab. Während die für die Translation zugänglichen

freien mRNP in allen somatischen Zellen zu finden sind, kommen die translati-

onsinaktiven ("maskierten") Partikel im wesentlichen in Keimzellen und den Zellen

der frühen Entwicklungsstadien von Embryonen vor (Spirin, 1994).

1.3.6.2  Eukaryontische Y-Box-Proteine als Bestandteile der mRNP in Keimzellen

Im Verlauf der Reifung der Oozyten in X. laevis wird ein Großteil der mRNA in Form

translationsinaktiver mRNP akkumuliert. Nach der Befruchtung der Oozyten (siehe

oben) wird in der frühen Embryogenese die gespeicherte mRNA zeitlich gesteuert

der Translation zugänglich gemacht. Der molekulare Mechanismus dieses Prozesses

ist bislang noch weitestgehend ungeklärt.

Zwei Y-Box-Proteine, mRNP3 und mRNP4 (identisch mit FRGY2), konnten als

wesentliche Bestandteile dieser mRNP identifiziert werden (Murray et al., 1992;

Deschamps et al., 1992). Es wird daher angenommen, daß Y-Box-Proteine eine

zentrale Rolle bei der Maskierung und Speicherung der mRNA spielen. Verschiedene

Beobachtungen belegen diese These. So ergab die Überexpression von FRGY2 in

Oozyten von X. laevis eine starke Hemmung der Translationseffizienz von in vivo

synthetisierter mRNA. Auf die Translation von injizierter mRNA hatte diese

Überexpression  jedoch nur einen geringen Einfluß. Dieses Ergebnis verdeutlicht,
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daß der Prozeß der Maskierung der mRNA funktionell eng mit der Transkription

verknüpft ist (Bouvet + Wolffe, 1994; Wolffe + Meric, 1996). Für die effiziente

Hemmung der Translation sind sowohl die CSD als auch die c-terminalen Cluster

notwendig (Matsumoto et al., 1996).

Auch in den Spermatozyten der Maus wurde ein Y-Box-Protein in der Verbindung mit

translationsinaktiven mRNP gefunden. Die direkte Bindung von MSY1 an die mRNA

wurde durch cross-linking mit UV-Licht nachgewiesen (Tafuri et al., 1993).

1.3.6.3 Eukaryontische Y-Box-Proteine als Bestandteile der mRNP in somatischen

Zellen

In somatischen Zellen konnten Y-Box-Proteine ebenfalls als Grundbestandteil sowohl

der freien als auch der polysomal gebundenen mRNP identifiziert werden. Die mRNA

der polysomal gebundenen mRNP wird aktiv translatiert, was deutlich macht, daß die

einfache Präsenz von Y-Box-Proteinen in den mRNP nicht zwingend zur Hemmung

der Translation führt. Durch in vitro Versuche wurde festgestellt, daß das

Mengenverhältnis von Y-Box-Proteinen zur mRNA für die Regulation der Translation

entscheidend ist (Minich et al., 1992; Evdokimova et al., 1995). Diese Vermutung

wird auch durch Untersuchungen an FRGY2 bestätigt. Die Expression dieses

keimzellspezifischen Y-Box-Proteins in somatischen Zellen führte ebenfalls zur

Akkumulation und zur Hemmung der Translation einer Kontroll-mRNA (Ranjan et al.,

1993).

1.4 Biologische Funktionen der Y-Box-Proteine

1.4.1 Beteiligung von Y-Box-Proteinen an der Reaktion auf Streßreize

Die prokaryontischen Y-Box-Proteine sind an der Reaktion der Zellen auf

verschiedene Streßreize beteiligt. Am genauesten untersucht sind die Prozesse, die

durch einen Kälteschock ausgelöst werden. Prokaryontische Y-Box-Proteine

begünstigen die Anpassung an die niedrigen Temperaturen auf zwei Wegen. Zum

einen wird die Expression von Genen (z.B. h-ns) stimuliert, die die Zellen vor den

Auswirkungen des Kälteschocks schützen. Zum anderen beeinflussen die
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prokaryontischen Y-Box-Proteine direkt die Stabilität und Translationsfähigkeit der

mRNA und gewährleisten so die Proteinbiosynthese unter diesen Bedingungen.

Verschiedene Publikationen belegen, daß auch die eukaryontischen Y-Box-Proteine

Aufgaben bei der Anpassung von Zellen an Umwelteinflüsse erfüllen. Es konnte

gezeigt werden, daß die Expression des Gens mdr1 ("multiple drug resistance gen

1") durch Streßreize stimuliert wird. Zu diesen Streßreizen gehören neben der

Einwirkung von Chemotherapeutika auch UV-Licht, sowie die Behandlung der Zellen

mit Mitomycin C, Actinomycin D sowie Cisplatin. (Asakuno et al., 1994; Ohga et al.,

1996). Für die Aktivierung der Transkription von mdr1 durch Actinomycin D ist ein

Promotorbereich verantwortlich, der eine Y-Box enthält. Es konnte gezeigt werden,

daß die Bindung von YB-1 an diesen Promotorbereich durch Actinomycin D verstärkt

wird (Asakuno et al., 1994).

Auch bei der Reaktion der Zellen auf Redoxreize scheinen Y-Box-Proteine eine

Schlüsselrolle zu spielen. In Bakterien ist ein Promotorelement bekannt, das durch

die Veränderung des Redoxpotentials der Zelle aktiviert wird. Dieses

Promotorelement wird als ORE ("OxyR response element") bezeichnet. Diese

Sequenz beinhaltet ein Y-Box-Motiv und bewirkt auch in Säugerzellen eine

redoxabhängige Stimulation der Transkription von Reportergenen. Wird die

Expression von Y-Box-Proteinen in Säugerzellen durch die Anwendung von

Antisensoligonucleotiden verringert, kann diese Stimulation nicht mehr beobachtet

werden (Duh et al., 1995).

1.4.2 Die Rolle von Y-Box-Proteinen bei der Zellproliferation

Verschiedene Publikationen weisen auf eine Verbindung von Y-Box-Proteinen mit

der Zellproliferation hin. Die Stimulation der Proliferation von T-Helfer-Lymphozyten

durch Interleukin 2 führt zu einer Erhöhung der Expression von YB-1 unmittelbar vor

dem Beginn der DNA-Synthese (Sabath et al., 1990). Bei der Leberregeneration in

Ratten und der Serumstimulation von ruhenden Rattenfibroblasten wird RYB-a

induziert. Die Blockierung des S-Phasen-Überganges von serumstimulierten

Rattenfibroblasten durch die Verhinderung der Zelladhäsion oder durch die

Behandlung der Fibroblasten mit Genistein führt zur vollständigen Hemmung der

Expression von RYB-a. Es ist bekannt, daß Genistein die Aktivität von

Tyrosinkinasen wie EGFR ("epidermal growth factor receptor") beeinflußt. Daher wird
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angenommen, daß Y-Box-Proteine als Bestandteile der Signaltransduktionskaskaden

die Zellproliferation beeinflussen können (Ito et al., 1994; Ladomery + Sommerville,

1995).

Es ist bemerkenswert, daß eine Reihe von wachstumsassoziierten Genen Y-Box-

Motive in ihren Promotoren enthalten. Dazu zählen die Gene für die Thymidinkinase,

PCNA, cdk2, Histon H2B und die DNA-Polymerase α (Lipson et al., 1989; Travali et

al., 1989; Pearson et al., 1991; Olive et al., 1994). Konkrete Untersuchungen zum

Einfluß von Y-Box-Proteinen auf die Expression dieser Gene wurden jedoch bisher

nicht veröffentlicht.
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1.5 Zielstellung der Arbeit

1. YB-1, ein Y-Box-Protein in Säugerzellen, wurde ursprünglich als nukleäres

Protein beschrieben (Didier et al, 1988). Auf Grund der sequenzspezifischen Bindung

von YB-1 an DNA wurde vermutet, daß YB-1 ein Transkriptionsfaktor ist. In

vorangegangenen Untersuchungen des Autors im Rahmen seiner Diplomarbeit

konnte YB-1 jedoch im Zytoplasma nachgewiesen werden (Jürchott, 1994). Aus

dieser scheinbar widersprüchlichen Lokalisation ergab sich zunächst die Zielstellung,

eine exakte Bestimmung der subzellulären Lokalisation von YB-1 vorzunehmen, um

auf diesem Wege Rückschlüsse auf seine Funktion ziehen zu können.

2. Die in der vorliegenden Arbeit dargestellten Untersuchungen zeigen, daß YB-1

sowohl im Zytoplasma als auch im Zellkern nachgewiesen werden kann. Die

nukleäre Lokalisation unterstützt die Hypothese, daß YB-1 Aufgaben als

Transkriptionsfaktor erfüllt. Eine Beteiligung von Y-Box-Proteinen an der Regulation

von mdr1 wurde in verschiedenen Veröffentlichungen zwar diskutiert, konnte aber bis

dahin nicht nachgewiesen werden. Daher sollte untersucht werden, ob mdr1 durch

YB-1 reguliert wird.

3. Die Expression von mdr1 ist von besonderer Bedeutung für die Ausbildung

eines multi-drug-resistenten Phänotyps bei Mammakarzinomen. Im Verlaufe dieser

Arbeit konnte nachgewiesen werden, daß YB-1 ein Regulator der Expression von

mdr1 in Zelllinienen ist. Daraus ergab sich die Fragestellung, ob YB-1 die Expression

von mdr1 auch in Mammakarzinomen beeinflußt.

4. Im Zytoplasma wurden verschiedene Y-Box-Proteine in Verbindung mit mRNP

beobachtet. Weitere Bindungspartner von YB-1 im Zytoplasma sind jedoch noch

nicht bekannt. Daher wurde untersucht, ob und mit welchen anderen Proteinen YB-1

im Zytoplasma interagiert, um so Hinweise auf die Regulation von YB-1 zu erhalten.

5. Verschiedene Y-Box-Proteine in X. laevis sind an der Maskierung der mRNA

beteiligt, und führen so zur Hemmung der Translation. Da YB-1 in Verbindung mit

translationell aktiven Ribosomen am rauhen ER nachgewiesen wurde, ist davon

auszugehen, daß YB-1 dort andere Funktionen erfüllt (Jürchott, 1994). Dieser Befund

führte zu der Fragestellung, ob YB-1 an alle Ribosomen bindet oder spezifisch nur

mit Ribosomen am rauhen ER interagiert. Eine solche spezifische Assoziation eines

Y-Box-Proteins wurde bis jetzt noch nicht beschrieben. Desweiteren sollte untersucht

werden, welche Aufgaben YB-1 bei der Translation von Proteinen am rauhen ER

erfüllt.
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2 Materialien

2.1 Chemikalien

Amersham  International, Buckinghamshire, Großbritannien
35S-Methionin

BioRad Laboratories, Richmond, USA

Coomassie G

Coomassie R250

Boehringer GmbH, Mannheim, Deutschland

D-Biotinoyl-ε-Aminocapronsäure-N-Hydroxysuccinimidester

Protein-A-Agarose

Calbiochem-Novabiochem Corp., La Jolla, USA

Chymostatin

Elastinal

Leupeptin

Pepstatin A

NP 40 (Protein Grade)

Hoechst AG, Frankfurt a. M., Deutschland

Mowiol

Leica Mikroskopie und Systeme GmbH, Wetzlar, Deutschland

Immersionsöl

Nestlé, Frankfurt a. M., Deutschland

Trockenmilchpulver (Glücksklee)

Pierce Chemical Company, Rockford, USA

SulfoLink Coupling Gel
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C. Roth GmbH & Co., Karlsruhe, Deutschland

Aceton

Essigsäure

Ethanol

Methanol

Roti-Phenol

Salzsäure

tri-Natriumzitrat-dihydrat

Serva Feinbiochemica, Heidelberg, Deutschland

Glycerol

Sigma, St. Louis, USA

BSA

Glycin

HEPES

Isoamylalkohol

Isopropanol

Kaliumchlorid

Kaliumdihydrogenphosphat

Kaliumhydrogenphosphat

KLH

Magnesiumchlorid

Natriumchlorid

Natriumdeoxycholat

Natriumdodecylsulfat

Tris

Tris/HCl

Tween 20

2.2 Molekulargewichtsmarker

BioRad Laboratories, Richmond, USA
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vorgefärbter SDS-PAGE-Marker ("broad range")

Promega Corporation, Madison, USA

RNA-Marker

2.3 Antikörper

Boehringer GmbH., Mannheim, Deutschland

Anti-Kaninchen-IgG-Fluorescein, F(ab')2-Fragment

Anti-Maus-IgG-Rhodamin, F(ab')2-Fragment

Oncogene Science Inc., New York, USA

Anti-PCNA (Maus, monoklonal, cat. #NA03)

Santa Cruz Biotechnology, Inc., USA

Anti-P-Glykoprotein, JSB-1 (Maus, monoklonal)

Anti-Cyclin B1 (Maus, monoklonal, cat# sc-245)

Anti-Cyclin E (Maus, monoklonal, cat# sc-247)

Anti-Cyclin E (Maus, monoklonal, cat# sc-248)

Sigma, St. Louis, USA

Anti-Kaninchen-IgG-Peroxidasekonjugat

Anti-Maus-Ig-Peroxidasekonjugat (polyvalent)

2.4 Kits

Amersham  International, Buckinghamshire, Großbritannien

ECL Detection Kit

BioRad Laboratories, Richmond, USA

DC Protein Assay

Protein Assay
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Dianova, Hamburg, Deutschland

APAAP Dual System

Promega Corporation, Madison, USA

Rabbit Reticulocyte Lysate System

Riboprobe in vitro Transcription Systems

Vector Laboratories Inc., Burlingame, USA

ABC Vectastain Elite Kit

2.5 Filter und Membranen

Schleicher & Schuell, Dassel, Deutschland

Protran BA 85 Cellulosenitrat

Whatman Paper Ltd., Maidstone, Großbritannien

3MM-Filterpapier

2.6 Filmmaterialien und Verstärkerfolien

Eastman Kodak Company, Rochester, New York, USA

Elite 400 (Farbdiafilm)

X-OMAT AR (Röntgenfilm)

2.7 Technische Geräte

Beckman Instruments Inc., Fullerton, USA

ϕ32 pH-Meßgerät

GS-6R-Zentrifuge

L7 Ultrazentrifuge

BioRad Laboratories, Richmond, USA

Power Pac 300 (Stromversorgungsgerät)

TransBlot SD
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Eppendorf, Deutschland

Thermomixer 5436

Zentrifuge 5415 C

Heidolph, Deutschland

Polymax 2040 (Schüttler)

Millipore Corp., Bedford, USA

Reinstwasseranlage

Pharmacia Biotech GmbH, Freiburg, Deutschland

LKB EP6 500/400 (Stromversorgungsgerät)

Peristaltikpumpe

2.8 Materialien für Zellkulturversuche

GibcoBRL Life Technologies, Paisley, Großbritannien

Dulbecco's Mod Eagle Medium

L-Glutamin

Penicillin/Streptomycin

RPMI 1640 Medium

Seromed Biochrom KG, Berlin, Deutschland

Trypsin-EDTA-Lösung
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3 Methoden

3.1 Zellkultur

3.1.1 Allgemeines

Die zur Kultivierung verwendeten Medien enthielten immer 10% fetales Kälberserum,

2 mM L-Glutamin, 100 IU/ml Penicillin und 100 µg/ml Streptomycin. Die Zellen

wurden bei 37 oC in einer mit 5% CO2 angereicherten und mit Wasserdampf

gesättigten Atmosphäre inkubiert.

Als Medien wurden für HeLa-Zellen DMEM, für HBL100-Zellen RPMI jeweils ohne

weitere Zusätze verwendet. Stabile Transfektanten von HBL100-Zellen wurden durch

die Zugabe von Hygromycin und Puromycin (H1000) zum Medium erreicht. MCF-7-

Zellen wurden, wenn nicht anders gekennzeichnet, in DMEM mit β-Estradiol kultiviert.

Chemotherapeutikaresistente MCF-7-Zellen (MCF7/ADR-Zellen) wurden durch die

ständige Anwesenheit von 0,25 mg/ml Doxorubicin selektiert (Labor von Prof. M.

Dietel).

Soweit nicht anders beschrieben, wurden die Zellen nach einer kurzen Behandlung

mit einer Trypsin/EDTA-Lösung geerntet, zweimal mit PBS gewaschen und entweder

gleich weiter verarbeitet oder bei - 20 oC bzw. - 80 oC eingefroren.

3.1.2 Zellzyklussynchronisierung der HeLa-Zellen

Um logarithmisch wachsende HeLa-Zellen in der G1-Phase des Zellzyklus zu

arretieren, wurde dem Medium Lovastatin bis zu einer Endkonzentration von 20 µM

zugesetzt, und die Zellen 24 Stunden lang inkubiert. Für Untersuchungen der

weiteren Wachstumskinetik wurde anschließend das Medium ausgetauscht, wobei

das neue Medium für eine schnellere Aufhebung der Blockade 2 mM Mevalonat

enthielt.

Für Untersuchungen in der S-Phase des Zellzyklus wurden HeLa-Zellen mit Hilfe von

Aphidicolin synchronisiert. Dazu wurde eine logarithmisch wachsende Kultur für 24

Stunden mit 3 µM Aphidicolin behandelt. Das Medium wurde nach dieser Zeit

gewechselt und die Zellen für die entsprechende Zeit weiter inkubiert.
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Für Untersuchungen in der M-Phase des Zellzyklus wurden logarithmisch wachsende

HeLa-Zellen 18 Stunden mit 10 µg/ml Nocodazole inkubiert. Die in der M-Phase

blockierten HeLa-Zellen wurden anschließend durch starkes Schütteln vom Boden

der Kulturflaschen gelöst und durch Zentrifugation (2000 U/min, 5 Minuten, 4 oC,

Beckmannzentrifuge) sedimentiert.

3.2 Zellysate und -fraktionierungstechniken

3.2.1 Gesamtzellysat

106 Zellen wurden in 100 ml PBS resuspendiert und einer TCA-Fällung unterworfen.

Die jeweiligen Pellets wurden in 200 µl Probenpuffer 10-20 min bei 70 oC gelöst und

Äquivalente von 2x105 Zellen auf ein SDS-Polyacrylamidgel aufgetragen.

3.2.2 Zellaufschluß

107 Zellen wurden in 1 ml Lysepuffer resuspendiert und 10 min auf Eis inkubiert. Die

Suspension wurde dann 10 min bei 4 oC und 6100 U/min in einer

Eppendorfzentrifuge zentrifugiert. Der Überstand ( = Zytoplasma) wurde

abgenommen und das Pellet erneut in 1 ml Lysepuffer resuspendiert. Nach der

Zentrifugation unter den gleichen Bedingungen wurde der Überstand ( =

Waschschritt) abgenommen und das Pellet in 1 ml Kernelutionspuffer resuspendiert.

Nach einer 15-20 min minütigen Inkubation auf Eis wurde die Zentrifugation wie-

derholt, und Überstand ( = Kerneluat) und Pellet ( = Kernpellet) voneinander

getrennt.

Lysepuffer : 50 mM Hepes (pH = 7,6), 250 mM Saccharose, 150 mM KCl, 5 mM

MgCl2, 1% NP 40, 1% DOC, 1 mM DTT, PI

Kernelutionspuffer: 20 mM Hepes (pH=7,6), 500 mM NaCl, 10 mM MgCl2, 25 % Gly-

cerol, 1 mM DTT, PI
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3.2.3 Sequentielle Extraktion von HeLa-Zellen

Die sequentielle Extraktion von Zellen wurde nach Vedeler et al., 1991, durchgeführt.

Alle Zentrifugationen wurden bei 4 oC in einer Eppendorfzentrifuge durchgeführt.

1,4x107 Zellen wurden in 1 ml B1-Puffer resuspendiert, 5 min auf Eis inkubiert, und

danach für 5 min mit 4000 U/min zentrifugiert. Der Überstand wurde abgenommen

und der Extraktionsschritt noch einmal wiederholt. Anschließend wurde das Pellet in

1 ml B2-Puffer resuspendiert, 10 min auf Eis inkubiert und für 5 min mit 5000 U/min

zentrifugiert. Nach dem Abnehmen des Überstands wurde auch dieser

Extraktionsschritt wiederholt. Das Pellet wurde in 1 ml B3-Puffer resuspendiert, 10

min auf Eis inkubiert und für 5 min mit 6100 U/min zentrifugiert. Nach der

Wiederholung dieses Schrittes wurde das Pellet in 1 ml Kernelutionspuffer

resuspendiert, 15-20 min auf Eis inkubiert und dann für 10 min mit 6100 U/min

zentrifugiert.

B1-Puffer: 10 mM Hepes (pH = 7,6), 250 mM Saccharose, 25 mM KCl, 5 mM

MgCl2, 0,05% NP40, 1 mM DTT, 0,5 mM PMSF, PI

B2-Puffer: wie B1, aber mit 130 mM KCl

B3-Puffer: wie B2, aber mit 1% NP40 und 1% DOC

3.2.4 Präparation von Hundepankreasmikrosomen

Nach einer im Labor etablierten Methode wurden rauhe Mikrosomen aus einem

Hundepankreas präpariert. Dazu wurde der Pankreas gesäubert, gewogen, mit einer

Rasierklinge gründlich zerkleinert und in 3 Vol Puffer A (50 mM Hepes (pH 7,5), 50

mM Kaliumacetat, 6 mM Magnesiumacetat, 1 mM EDTA, 250 mM Saccharose, 1 mM

DTT, 0,5 mM PMSF, 1:1000 PI) homogenisiert. Das Homogenat wurde 10 min bei

3000 U/min (Rotor GS-3, Sorvall-Zentrifuge) zentrifugiert, der Überstand durch Mull

abgegossen und auf Eis gelagert. Das Pellet wurde erneut in 1 Vol Puffer A

homogenisiert und der Zentrifugationsschritt wiederholt. Die Überstände wurden

vereinigt und 10 min bei 10.000 g zentrifugiert (Sigma- oder Hereus-Zentrifuge). Die

Überstände dieses Schrittes wurden mit 20 ml eines Saccharosekissens unter-

schichtet (wie Puffer A, jedoch mit 1,3 M Saccharose und ohne PMSF) und 3,5
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Stunden bei 45.000 U/min in einem Ti 45 Rotor zentrifugiert. Die Membranpellets

wurden in einer Konzentration von 1-2 eq/ml in Membranpuffer (50 mM Hepes (pH

7,5), 250 mM Saccharose, 1 mM DTT, 1:1000 PI) aufgenommen. Ein eq/ml

entspricht einer Absorption von 50 bei einer Wellenlänge von 280 nm. Dabei enthält

ein Äquivalent rauher Mikrosomen ca. 5 mg Lipid und 1,5 pmol membrangebundene

Ribosomen.

3.3 Immunologische Methoden

3.3.1 Affinitätsreinigung des Peptidantiserums gegen YB-1

Ein synthetisches Peptid (acetyl-MSSESETQQPPA-cys), das dem N-Terminus von

YB-1 entspricht, wurde an BSA und KLH gekoppelt. Das gewonnene Antiserum

wurde durch eine Peptidsäule affinitätsgereinigt. Dazu wurde das Peptid mit 2 ml

einer 50%igen Suspension von Sulfolink inkubiert. Die Säule wurde mit 0,1 M

Glycin/HCl (pH  = 2,2) gewaschen und anschließend äquilibriert (20 mM Tris/ HCl,

500 NaCl). Das mit 1/100 Vol 0,5 M EDTA und 1/100 Vol 0,1 M PMSF versetzte

Serum wurde mehrmals über die Säule gegeben. Nach dem Waschen wurden die

gebundenen Antikörper mit 0,1 M Glycin (pH = 2,2) eluiert und über eine

Hydroxylappatitsäule (Elutionspuffer 0,5 M Na2HPO4/NaH2PO4; pH = 7,5) konzen-

triert. 1 µl jeder Fraktion wurde auf eine Nitrocellulosemembran aufgetragen. Durch

die Färbung mit Amidoschwarz wurden die Fraktionen identifiziert, die Antikörper

enthielten. Diese Fraktionen wurden zusammengefaßt und nach der Zugabe des

gleichen Volumens Glycerol bei -20 oC gelagert.

3.3.2 Immunoblotanalyse

Die Proteine wurden in 10%igen SDS-Polyacrylamidgelen aufgetrennt. Der Transfer

der Proteine auf die Nitrocellulosemembranen erfolgte 1,5 Stunden lang bei einer

Stromstärke von 2 mA/cm2 im sogenannten semi-dry-Verfahren. Als Transferpuffer

wurde der Laufpuffer der SDS-Polyacrylamidgelelektrophorese mit 20% Methanol

verwendet. Die Nitrocellulosemembranen wurden 2-3 Stunden lang in TBT-Puffer mit

10% Trockenmilchpulver geblockt, und dann mit der entsprechenden Verdünnung
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des Antikörpers in TBT-Puffer über Nacht inkubiert. Nach mehrmaligem Waschen mit

TBT-Puffer erfolgte eine einstündige Inkubation mit dem entsprechenden Antikörper-

Peroxidase-Konjugat und der Nachweis der gebundenen Antikörper mittels ECL

(Amersham).

TBT-Puffer: 50 mM Tris/HCl (pH = 7,5 ), 150 mM NaCl, 0,1% Tween 20

3.3.3 Immunpräzipitation

3.3.3.1 Biotinmarkierung von Proteinen

Für die Immunpräzipitationen wurden die Proteinfraktionen durch eine Biotinylierung

markiert. Bei dieser Markierungsmethode reagiert ein aktivierter Biotinester unter

milden Bedingungen mit den freien Aminogruppen der Proteine. Da Biotin eine hohe

Affinität zu Strepavidin besitzt, können immunpräzipitierte Proteine durch Konjugate

von Strepavidin mit verschiedenen Enzymen (z.B. Peroxidase) nachgewiesen

werden.

Biotin-X-NHS (Boehringer, Mannheim) wurde mit einer Endkonzentration von 25

mg/ml in DMSO gelöst, und bei -20 oC gelagert. Zur Markierung von Proteinen

wurden 40 µl dieser Lösung zu 1 ml der jeweiligen Fraktion gegeben und 3 Stunden

lang auf Eis inkubiert. Die Reaktion wurde dann durch Zugabe von 80 µl einer 1M

NH4Cl-Lösung und einer Inkubation von 10 min auf Eis gestoppt.

3.3.3.2 Koimmunpräzipitation mit α-YB-1

Die markierten Proben wurden in 1 ml IP-Puffer mit 2% BSA gegeben und 1-3

Stunden lang  auf Eis inkubiert. Die Ansätze wurden 10 min lang bei 4oC und 14.000

U/min in einer Eppendorfzentrifuge zentrifugiert und die Überstände vorsichtig

abgenommen. Zu den Überständen wurden die Antikörper gegen YB-1 (3 µl)

gegeben und im Überkopfschüttler über Nacht inkubiert. Nach der Zugabe von 30 µl

einer 50%igen Protein-A-Agarosesuspension für eine Stunde wurden die Ansätze 5

min bei 4 oC und 2.000 U/min zentrifugiert. Die Überstände wurden vorsichtig
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abgenommen und verworfen. Die sedimentierten Partikel wurden einmal mit

Immunopuffer mit 2% BSA, zweimal mit Immunopuffer und einmal mit bidestilliertem

Wasser gewaschen. Die Pellets wurden in Probenpuffer aufgenommen, 10 min lang

bei 60 oC erhitzt und auf ein 10%iges SDS-Polyacrylamidgel aufgetragen. Der

Transfer der Proteine auf Nitrocellulosemembranen erfolgte analog dem Protokoll für

Immunoblotanalysen. Nach dem Transfer wurden die Membranen 30 min lang in

TBT-Puffer mit 10% Trockenmilch auf einem Schüttler inkubiert. Nach der Zugabe

des Streptavidin-Peroxidase-Konjugats wurden die Membranen weitere 2 Stunden

lang inkubiert und anschließend dreimal für 10 min mit TBT-Puffer und einmal mit

bidestilliertem Wasser gewaschen. Die gebundenen Komplexe wurden anschließend

mit einem ECL-Detektionssystems (Amersham) nachgewiesen.

IP-Puffer : 50 mM Hepes/KOH (pH 7,5), 150 mM NaCl, 5 mM MgCl2, 1% Chaps

3.3.4 Indirekte Immunfluoreszenzanalysen

Bei der indirekten Immunfluoreszenz werden die Zellen zunächst auf Objektträgern

fixiert, permeabilisiert und mit der entsprechenden Verdünnung der ersten Antikörper

inkubiert. Das ermöglicht die Bindung der ersten Antikörper an die gesuchten

Proteine. Die zweiten, mit einem Marker (z.B. Fluorescein, Rhodamin) versehenen,

Antikörper sind gegen die ersten Antikörper gerichtet. Die Lokalisation der

gebundenen Antikörper kann im Fluoreszenzmikroskop sichtbar gemacht werden.

Dabei sind bei der Verwendung von Fluorescein grüne, bei der von Rhodamin rote

Fluoreszenzsignale zu erkennen.

Die auf Objektträgern kultivierten Zellen wurden zweimal mit PBS gewaschen und

anschließend in einer vorgekühlten Aceton-Methanol-Mischung (Verhältnis 1:1) bei -

20 oC 10 min lang fixiert. Anschließend wurden die Objektträger an der Luft

getrocknet und entweder direkt weiter bearbeitet oder in Aluminiumfolie bei -20 oC

gelagert.

Die fixierten Zellen wurden zunächst in PBS äquilibriert und anschließend 30 min

lang in PBS mit 1,5% Pferdeserum vorinkubiert. Der gleiche Puffer wurde für alle

weiteren Inkubationen verwendet. Die Zellen wurden zweimal mit PBS gewaschen

und dann 30-60 min lang mit der entsprechenden Antikörperverdünnung inkubiert.
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Die Zellen wurden zweimal mit PBS gewaschen und dann 30 min lang mit einer

Verdünnung von 1:200 des Anti-Kaninchen-IgG-Fluorescein-F(ab')
2
-Fragments bzw.

einer Verdünnung von 1:100 des Anti-Maus-IgG-Rhodamin-F(ab')
2
-Fragments

inkubiert. Für die Färbung der Zellkerne wurde DAPI verwendet. Nach einem letzten

Waschschritt wurden die Zellen in Mowiol (Harlow + Lane, 1989) eingebettet.

3.3.5 Immunhistochemie

Die immunhistologischen Färbungen der Paraffinschnitte wurden entsprechend den

Herstellerprotokollen des APAAP Dual System Kits und des ABC Vectastain Elite

Kits durchgeführt.

3.4 RNA-Analyse

3.4.1 Isolierung von RNA

Eine Suspension von 106 Zellen in PBS wurde in 500 µl Lösung D lysiert. Zu dem

Lysat wurden 50 µl einer 2M Natriumacetatlösung, 500 µl Phenol und 100 µl CIA

gegeben, und 10 Sekunden lang auf einem Vortex-Gerät gemischt. Der Ansatz

wurde 15 min lang auf Eis inkubiert, und dann für 20 min bei 4 oC und 5000 U/min in

einer Eppendorfzentrifuge zentrifugiert. Die wäßrige Phase wurde vorsichtig

abgenommen und mit dem gleichen Volumen Isopropanol vermischt. Nach der

Inkubation über Nacht bei -20 oC wurde die RNA durch eine 20minütige

Zentrifugation bei 4 oC und 5000 U/min pelletiert, mit 70%igem Ethanol gewaschen

und in Diethylpyrocarbonat behandeltem Wasser gelöst. Die Konzentration der RNA-

Lösungen wurde in einem Spektrometer bei 260 nm bestimmt (1 OD bei 260 nm

entspricht etwa 40 µg/ml RNA). Bis zur weiteren Verwendung wurden die Proben bei

-70 oC gelagert.

Lösung D : 4M Guanidiniumthiocyanat, 25 mM Natriumcitrat, 150 mM Natri-

umchlorid, 2% β-Mercaptoethanol

CIA : Gemisch von Chloroform und Isoamylalkohol im Verhältnis 49:1
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3.4.2 Elektrophoretische Auftrennung von RNA

Für ein 1,2%iges Agarosegel wurden 1,56 g Agarose in 113 ml bidestilliertem

Wasser aufgekocht. Nach dem Abkühlen auf etwa 60 oC wurden 13 ml 10xMops und

3,9 ml Formaldehyd zugegeben und die Lösung in eine Gelkammer gefüllt. Als Puffer

für die Elektrophorese wurde 1xMops verwendet.

Die benötigte Menge RNA in 11 µl DEPC-behandeltem Wasser wurde mit 39 µl

Puffer 1, 10 µl Puffer 2 und 1 µl Ethidiumbromid (1 mg/ml) gemischt und für 15 min

auf 55 oC erwärmt. Nach einer kurzen Inkubation auf Eis wurden die Proben

aufgetragen. Nach der Elektrophorese (1-2 Stunden bei 100 V) wurde das Gel unter

UV-Licht fotografiert.

10xMops-Puffer: 200 mM Mops, 50 mM Natriumacetat, 10 mM EDTA, (pH = 7,0)

Puffer 1: (für 500 µl) - 64 µl 10xMops, 113 µl Formaldehyd, 322 µl Formamid

(deionisiert)

Puffer 2: (für 10 ml) - 20 µl 0,5M EDTA, 25 µl einer gesättigten Lösung von

Bromphenolblau, 25 µl einer gesättigten Lösung von Xylene-Cyanol,

6,25 ml 80 % Glyzerin, 3,68 ml DEPC-behandeltes Wasser

3.4.3 In-vitro-Transkription

Die In-vitro-Transkription von mdr1 wurde entsprechend dem Herstellerprotokoll des

"Riboprobe in vitro Transcription System" (Promega) durchgeführt. Dabei wurden 5

µg des linearisierten Plasmids (pMDR1) eingesetzt. Nach zwei Stunden wurden 5

Einheiten DNase I dazugegeben und der Ansatz weitere 15 Minuten lang bei 37 oC

inkubiert. Der Ansatz wurde nacheinander mit Phenol und mit Chloroform extrahiert.

Die RNA wurde mittels Ethanol gefällt, nach dem Trocknen in bidestilliertem Wasser

gelöst und bei -70 oC gelagert.
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3.5 In-vitro-Translation

3.5.1 Depletion des Retikulozytenlysates

200 µg α-YB-1 (YB-1-Depletion) bzw. 20 µl Präimmunserum (Mockdepletion) wurden

zusammen mit 200 µl Protein-A-Agarose in 1 ml Puffer 1 (50 mM Hepes/KOH (pH

7,5), 100 mM KCl, 1 mM MgCl2) für eine Stunde auf einem Überkopfschüttler bei 4

oC inkubiert. Danach wurde die Protein-A-Agarose sedimentiert (5 min, 2000 U/min,

4oC, Eppendorf-Zentrifuge), der Überstand wurde abgenommen und verworfen. Die

Protein-A-Agarose wurde dann dreimal mit Puffer 2 (50 mM Hepes/KOH (pH 7,5),

500 mM KCl, 5 mM Mg2Cl) und zweimal mit Puffer 1 gewaschen. Nach dem

Entfernen der Überstände wurden 200 µl Retikulozytenlysat (Promega) zu den

Säulen hinzugegeben. Die Ansätze wurden eine Stunde lang bei 4 oC auf einem

Überkopfschüttler inkubiert und anschließend in "Polyprep"-Säulen überführt. Das

Retikulozytenlysat wurde durch Zentrifugation (1000 U/min, 5 min, 4 oC, Beckmann-

Zentrifuge) von der Protein-A-Agarose getrennt und in Aliquots von 14 µl bei - 70 oC

gelagert.

3.5.2 Hochsalzwaschen von rauhen Mikrosomen

50 µl rauhe Mikrosomen (etwa 100 eq.) wurden in 500 µl Hochsalzpuffer

resuspendiert und 10 min lang auf Eis inkubiert. Die Mikrosomen wurden

sedimentiert (60,000 U/min, 20 min, 4 oC, Beckmann Optima TLX) und der

Überstand vorsichtig abgenommen. Die Mikrosomen wurden erneut in 500 µl

Hochsalzpuffer resuspendiert, und die Zentrifugation wurde wiederholt. Nach dem

Entfernen des Überstands wurde das Pellet in 45 µl Membranpuffer resuspendiert

und bei - 70 oC gelagert.

Hochsalzpuffer : 50 mM Hepes/KOH (pH 7,5), 1000 mM KCl, 10 mM MgCl2, 250 mM

Saccharose, 1 mM DTT, PI

Membranpuffer : 50 mM Hepes/KOH (pH 7,5), 250 mM Saccharose, 1 mM DTT, PI
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3.5.3 In-vitro-Translation

Für die In-vitro-Translationen wurde das "Rabbit Retikulocyte in vitro Translation"-

System der Firma Promega verwendet. Die Reaktionen wurden in Ansätzen von 12

µl durchgeführt. Diese Ansätze enthielten 6 µl Retikulozytenlysat, 0,25 µl

Aminosäuremix ohne Methionin, 0,25 µl RNaseinhibitor, 0,5 µl 35S-Methionin. Für

die Untersuchung der Translokation von Proteinen durch das rauhe ER wurden 0,5

eq. rauhe bzw. mit hoher Salzkonzentration gewaschene Mikrosomen zu den

Ansätzen gegeben. Von den Transkripten wurden folgende Mengen in den Ansätzen

verwendet: Luciferase 0,5 µg, α-Faktor 0,12 µg, Präprolactin 0,5 µg, P-Glykoprotein

0,5 µg. Nach der Zugabe der mRNA wurden die Translationsansätze 90 Minuten

lang bei 30 oC inkubiert. 5 µl eines jeden Ansatzes wurden in 20 µl SDS-

Probenpuffer für 10 Minuten auf 70 oC erwärmt und dann auf ein SDS-

Polyacrylamidgel aufgetragen. Nach der Elektrophorese wurde das Gel getrocknet

und über Nacht mit einem Röntgenfilm exponiert.

3.6 Saccharosegradientenzentrifugation

Jeweils 3 ml der zytoplasmatischen Extrakte der sequentiellen Extraktion wurden auf

23 ml eines linearen 10%-40% Saccharosegradienten aufgetragen. Die Gradienten

wurden bei 20 oC und 27.000 U/min in einem SW 27 Rotor 4,5 Stunden lang

zentrifugiert. Es wurden Fraktionen von je 2 ml abgenommen und die Pellets in 2 ml

der 10%igen Saccharoselösung resuspendiert. Für die Proteinanalyse wurden die

Fraktionen mit Wasser verdünnt und die Proteine mit TCA präzipitiert.

Gradientenpuffer: 50 mM Hepes (pH = 7,6), 150 mM KCl, 5 mM MgCl2, 1 mM DTT,

1% NP 40, PI
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3.7 Proteinfällung und -konzentrationsbestimmung

3.7.1 Proteinfällung mit TCA

Die Proben wurden 1:1 mit 20% TCA versetzt und 10 Minuten lang auf Eis inkubiert.

Anschließend wurden die Proben 10 Minuten lang bei 4 oC und 14.000 U/min in der

Eppendorfzentrifuge sedimentiert, die Pellets mit Aceton gewaschen und in

Probenpuffer bei 70 oC gelöst.

3.7.2 Bestimmung der Proteinkonzentration

Die Proteinkonzentrationen von Proben, die keine oder nur geringe

Detergensmengen enthielten, wurden entsprechend dem Herstellerprotokoll des

"Protein Assay"-Systems (BioRad) bestimmt. Für alle anderen Proteinproben wurde

das "DC Protein Assay"-System (BioRad) verwendet.

3.8 Proteinfärbungen

3.8.1 Färbung mit Coomassieblau

SDS-Polyacrylamidgele wurden nach der Elektrophorese über Nacht bei

Raumtemperatur in der Färbelösung inkubiert. Die Entfärbung erfolgte dann über

mehrere Stunden in der Entfärberlösung.

Färbelösung:10% Essigsäure, 40% Methanol, 0,15% Coomassieblau

Entfärber: 10% Essigsäure, 5% Methanol

3.8.2 Färbung mit Silbernitrat

Nach der Elektrophorese wurden die Gele in 10% Essigsäure, 40% Methanol fixiert,

und dann entsprechend dem Herstellerprotokoll des Färbesystems (BioRad)

weiterbehandelt.
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3.8.3 Färbung mit Amidoschwarz

Von den Fraktionen wurden jeweils 1 µl direkt auf die Nitrocellulose aufgetragen.

Nach dem Trocknen wurden die Membranen etwa 10 min lang in einer

Amidoschwarzlösung inkubiert und anschließend mit bidestilliertem Wasser entfärbt.
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4 Ergebnisse

4.1 Untersuchung der subzellulären Lokalisation von YB-1

4.1.1 Herstellung eines polyklonalen Peptidantiserums gegen YB-1

Für den Nachweis von YB-1 war es zunächst notwendig, ein polyklonales Antiserum

herzustellen. Dazu wurde ein synthetisches Peptid (acetyl-MSSESETQQPPA-cys),

das dem N-Terminus von YB-1 entspricht, an KLH ("keyhole limpet hemocyanin")

und BSA ("bovine serum albumin") gekoppelt. Nach der mehrfachen Immunisierung

der Kaninchen mit diesen beiden Konjugaten wurde das Antiserum mit Hilfe des

Peptids affinitätsgereinigt. Die n-terminale Region der Y-Box-Proteine weist keine

Übereinstimmungen zwischen den bislang bekannten Vertretern innerhalb einer Art

auf. Daher kann davon ausgegangen werden, daß die erhaltenen Antikörper neben

YB-1 keine weiteren Y-Box-Proteine erkennen.

Die Spezifität dieser Antikörper (α-YB-1) wurde zunächst in einem Immunoblot

getestet. Dazu wurden 2 x 105 HeLa-Zellen in Probenpuffer lysiert und die Proteine

auf einem 10%igen SDS-Polyacrylamidgel aufgetrennt. Als Kontrolle wurde ein Lysat

von Hundepankreasmikrosomen verwendet, da YB-1 in dieser Fraktion nach

partieller Reinigung durch Peptidsequenzierung nachgewiesen wurde (Jürchott,

1994). Beide Proben ergaben im Immunoblot ein spezifisches Signal bei einem

Molekulargewicht von 50.000 (Abbildung 1, Bahnen 1 und 2). Bei einem gleichzeitig

dazu durchgeführten weiteren Immunoblot mit denselben Proben wurde α-YB-1

zunächst mit einem Überschuß des für die Immunisierung verwendeten Peptids

vorinkubiert. Diese Inkubation bewirkt eine Blockierung aller spezifischen Bindungs-

stellen der Antikörper, was zum Verschwinden der spezifischen Signale im

Immunoblot führt. In Abbildung 1 ist zu erkennen, daß das Signal bei einem

Molekulargewicht von 50.000 nicht mehr nachzuweisen ist (Bahnen 3 und 4).
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Abbildung 1: Immunoblotanalyse mit einem polyklonalen Peptidantiserum gegen YB-1 (α-YB-1)

Hundepankreasmikrosomen (Bahnen 1 und 3) und HeLa-Zellen (Bahnen 2 und 4)

wurden in SDS-Probenpuffer lysiert. Die Proteine der Lysate wurden in einem

10%igen SDS-Polyacrylamidgel aufgetrennt, und auf Nitrozellulose transferiert. Die

Membran wurde über Nacht mit α-YB-1 inkubiert. In einem parallel durchgeführten

Kontrollexperiment wurde α-YB-1 zunächst mit einem Überschuß des für die

Herstellung der Antikörper verwendeten Peptids vorinkubiert und danach für die

Inkubation mit der Nitrozellulosemembran eingesetzt (Bahnen 3 und 4). Die

gebundenen Antikörper wurden mit dem ECL-System (Amersham) nachgewiesen.

4.1.2 Untersuchung der subzellulären Verteilung von YB-1 in logarithmisch

wachsenden HeLa- und MCF7-Zellen

Zu Beginn der Arbeiten gab es augenscheinlich widersprüchliche Hinweise auf die

subzelluläre Lokalisation von YB-1. So wurde postuliert, daß YB-1 als

Transkriptionsfaktor im Zellkern lokalisiert ist (Didier et al., 1988).

Zellfraktionierungen, die vom Autor im Rahmen der Diplomarbeit durchgeführt

wurden haben jedoch gezeigt, daß sowohl in Hundepankreas als auch in PC12-

Zellen (Ratte) YB-1 hauptsächlich im Zytoplasma nachweisbar war (Jürchott, 1994).

Aus diesem Grunde wurde versucht, die intrazelluläre Verteilung von YB-1 mit Hilfe

der indirekten Immunfluoreszenz aufzuklären.

Für die Untersuchung wurden exponentiell wachsende HeLa-Zellen fixiert und mit α-



31

YB-1 in einer Verdünnung von 1:200 für 30 min inkubiert. Als zweite Antikörper

wurden Anti-Kaninchen-IgG-F(ab')2-Fragmente verwendet, die mit Fluorescein

markiert waren. Die Untersuchung der Proben im Fluoreszenzmikroskop ließ Signale

im Zytoplasma der HeLa-Zellen erkennen. Etwa 5% der Zellen wiesen zusätzlich

dazu auch Signale im Zellkern auf (Abbildung 2, A).

Für die Kontrolle der Spezifität dieser Färbung gibt es zwei Möglichkeiten:

1. Nach dem Weglassen des ersten Antikörpers sichtbare Signale resultieren im

wesentlichen aus der unspezifischen Bindung der zweiten Antikörper in den Zellen.

2. Nach der Blockierung der Bindungsstellen von  α-YB-1 durch eine Inkubation der

Antikörper mit dem für die Immunisierung verwendeten Peptid werden alle

spezifischen Signale unterdrückt, während unspezifische Signale bestehen bleiben.

Bei den beiden durchgeführten Kontrollen war jeweils eine sehr starke Reduktion der

beobachteten Signale zu erkennen (Abbildung 2, B und C). Aus diesen Ergebnissen

kann geschlußfolgert werden, daß YB-1 hauptsächlich im Zytoplasma, zu

bestimmten Zeitpunkten jedoch auch im Zellkern zu finden ist. Die beobachteten

Signale sind spezifisch, da beide Kontrollen zu einer drastischen Reduktion der

Signale führten.

Abbildung 2: Immunfluoreszenzanalyse von unsynchronisierten HeLa-Zellen mit α-YB-1

Exponentiell wachsende HeLa-Zellen wurden 10 Minuten lang bei -20 oC in einem

Gemisch von Aceton und Methanol (1:1) fixiert. Nach dem Vorblocken in PBS mit

1,5% Pferdeserum wurden die HeLa-Zellen für 30 Minuten mit α-YB-1 (A), ohne α-

YB-1 (B) oder mit α-YB-1 und einem Überschuß des für die Immunisierung

verwendeten Peptids (C) inkubiert. Als zweite Antikörper wurden mit Fluorescein

markierte Anti-Kaninchen-IgG-F(ab')2-Fragmente verwendet.

In den dargestellten Fluoreszenzanalysen konnte YB-1 bei 5% der
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unsynchronisierten HeLa-Zellen außer im Zytoplasma auch im Zellkern

nachgewiesen werden. Aus dieser Beobachtung ergab sich die Frage, wodurch die

Lokalisation von YB-1 beeinflußt wird. Bei der Untersuchung dieses Problems stand

zunächst die Abhängigkeit der Lokalisation von YB-1 vom Verlauf des Zellzyklus im

Mittelpunkt. Es sollte geklärt werden, ob YB-1 zu bestimmten Phasen des Zellzyklus

im Zellkern zu finden ist.

Der Zellzyklus ist durch mehrere Phasen gekennzeichnet. Die Phase der Replikation

der DNA wird als S-Phase (Synthesephase), der Zeitraum der Zellteilung als M-

Phase (mitotische Phase) bezeichnet. Beide Phasen werden durch die G1- und die

G2-Phase (abgeleitet von dem englischen Wort "gap", Lücke) voneinander getrennt.

Das Voranschreiten des Zellzyklus wird durch Komplexe von cyclinabhängigen

Kinasen (CDK's) mit deren regulatorischen Untereinheiten, den Cyclinen, kontrolliert.

Die Cycline werden nur zu bestimmten Phasen des Zellzyklus exprimiert, und können

daher als Marker für diese Phasen genutzt werden.

Zunächst wurde mittels der doppelten Immunfluoreszenz die Expression von Cyclin E

in unsynchronisierten MCF7-Zellen mit der Lokalisation von YB-1 verglichen. Der

Komplex von Cyclin E mit der cyclinabhängigen Kinase CDK2 ist notwendig für den

Übergang von Zellen von der G1- in die S-Phase des Zellzyklus. Zu diesem Zeitpunkt

wird Cyclin E im Zellkern akkumuliert (Ohtsubo et al., 1995). Bei etwa 90% der

MCF7-Zellen, die Cyclin E im Zellkern enthielten, konnte ebenfalls eine

Kernlokalisation von YB-1 festgestellt werden (Abbildung 3B). Im Gegensatz dazu

wiesen MCF7-Zellen, bei denen Cyclin E nicht im Kern nachweisbar war, eine

zytoplasmatische Lokalisation von YB-1 auf (Abbildung 3A).



33

Abbildung 3: Analyse von unsynchronisierten MCF7-Zellen in der doppelten Immunfluoreszenz  mit

α-YB-1 und monoklonalen Antikörpern gegen Cyclin E

Exponentiell wachsende MCF7-Zellen wurden 10 min lang bei -20 oC in

Aceton/Methanol fixiert. Nach dem Vorblocken in PBS mit 1,5% Pferdeserum

wurden die Zellen mit α-YB-1 (Verdünnung 1:200) und monoklonalen Antikörpern

gegen Cyclin E (Verdünnung 1:50) inkubiert. Als zweite Antikörper wurden mit

Fluorescein markierte Anti-Kaninchen-IgG-F(ab')2-Fragmente und mit Rhodamin

markierte Anti-Maus-Ig-F(ab')2-Fragmente verwendet. Die Auswertung der

Präperate erfolgte durch CLSM (Confocal Laser Scanning Mikroscopy).

Die oben dargestellten Ergebnisse der Immunfluoreszenzanalysen von

unsynchronisierten MCF7-Zellen weisen auf eine Abhängigkeit der intrazellulären

Verteilung von YB-1 vom Verlauf des Zellzyklus hin. Eine Kernlokalisation von YB-1
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war in den MCF7-Zellen zu beobachten, die sich im Übergang von der G1- in die S-

Phase, oder in der frühen S-Phase befanden.

4.1.3 Untersuchung der subzellulären Lokalisation von YB-1 in synchronisierten

HeLa-Zellen

Um die Beziehung zwischen der Kernlokalisation von YB-1 und dem Verlauf des

Zellzyklus näher zu untersuchen, wurden HeLa-Zellen vor den

Immunfluoreszenzanalysen mit Hilfe verschiedener biochemischer Methoden

synchronisiert. Diese Zellinie wurde für die weiteren Experimente ausgewählt, weil

die Synchronisierung von HeLa-Zellen im Labor gut etabliert war.

Abbildung 4: Schema der Zellzyklussynchronisierung von Zellen

Zunächst wurden die HeLa-Zellen durch eine Inkubation mit 20 µM Lovastatin in der

G1-Phase arretiert. Lovastatin ist ein Inhibitor des Mevalonat-Biosynthesewegs, und

verhindert damit unter anderem die Modifikation der Ras-Proteine mit einem

Farnesylrest. Diese Modifikation ist der einleitende Schritt der posttranslationalen

Veränderungen der Ras-Proteine, die zu einer Assoziation dieser Proteine mit der

Plasmamembran führt. Die Lokalisation an der Plasmamembran ist sowohl für die

Aktivierung der Ras-Proteine durch externe Faktoren als auch für die Übertragung

der Signale auf die folgenden Proteine der Signaltransduktionskaskaden (wie zum

Beispiel Raf und Ral) notwendig. Eine Störung der Farnesylierung der Ras-Proteine

unterbricht diese Proteinkaskaden und führt somit zur Blockade des Zellzyklus. Diese
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Arretierung läßt sich bei HeLa-Zellen durch Entfernen des Lovastatins und Zugabe

von einem Überschuß Mevalonat wieder aufheben (Keyomarsi et al., 1991; Pardee et

al.; 1992; Malumbres + Pellicer, 1998). Proben der HeLa-Zellen wurden zum

Zeitpunkt der Blockade und zu verschiedenen Zeitpunkten nach der

Mevalonatzugabe fixiert und durch die indirekte Immunfluoreszenz analysiert. Die

Morphologie der Zellen zum Zeitpunkt der Blockade war stark verändert, so daß mit

Hilfe der Immunfluoreszenz keine klare Aussage über die Lokalisation von YB-1

gemacht werden konnte. Vier Stunden nach der Mevalonatzugabe war das normale

Aussehen der Zellen wiederhergestellt, und YB-1 konnte im Zytoplasma nachgewie-

sen werden (Abbildung 5, A). Etwa sieben Stunden nach dem Aufheben der

Blockade war bei einem großen Teil der Zellen YB-1 auch im Zellkern lokalisiert. Der

Nachweis von Cyclin E in diesen Zellkernen belegte, daß zu diesem Zeitpunkt der

Übergang der Zellen von der G1- in die S-Phase stattfand (Abbildung 5, B).
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Abbildung 5: Immunfluoreszenzanalyse von mit Lovastatin synchronisierten HeLa-Zellen

HeLa-Zellen wurden auf Objektträgern kultiviert, und für 24 Stunden mit Lovastatin

(20 µM) inkubiert. Nach dem Wechsel des Mediums wurden die HeLa-Zellen weiter

kultiviert und nach den in der Abbildung angegebenen Zeiten 10 Minuten lang in

Aceton/Methanol bei -20 oC fixiert. Die fixierten HeLa-Zellen wurden dann wie

oben beschrieben mit α-YB-1 und monoklonalen Antikörpern gegen Cyclin E

gefärbt.

Für Untersuchungen in der S-Phase des Zellzyklus wurden die HeLa-Zellen mit Hilfe

von Aphidicolin (Endkonzentration 3 µM) synchronisiert. Aphidicolin hemmt die DNA-

Polymerase α und arretiert dadurch reversibel den Zellzyklus in der frühen S-Phase.

Die Blockade kann durch das einfache Entfernen des Aphidicolins durch einen

Wechsel des Kulturmediums aufgehoben werden (Pedrali-Noy et al., 1980). Die

synchronisierten Zellen wurden zum Zeitpunkt der Blockade und zu verschiedenen

Zeitpunkten nach dem Entfernen des Aphidicolins untersucht. Zunächst wurde der

Verlauf der S-Phase durch eine FACS-Analyse ("fluorescence activated cell sorting")

bestimmt. Dazu wurden die fixierten Zellen mit Propidiumiodid inkubiert, einem
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Molekül, das in die DNA interkaliert. Die Komplexe von Propidiumiodid mit der DNA

können durch eine Fluoreszenz nachgewiesen werden. Da die Stärke des

Fluoreszenzsignales jeder Zelle von der DNA-Menge abhängt, kann mit Hilfe der

FACS-Analyse der DNA-Gehalt der Zellen bestimmt und damit der Prozeß der DNA-

Replikation verfolgt werden.

In Abbildung 6 A ist die FACS-Analyse von unsynchronisierten HeLa-Zellen

dargestellt. M1 kennzeichnet dabei den Anteil der HeLa-Zellen, die sich in der G1-

Phase des Zellzyklus befinden. M2 repräsentiert die in der S-Phase befindlichen

HeLa-Zellen, während M3 die HeLa-Zellen umfaßt, die sich in der G2-Phase

befinden. Die Verteilung der HeLa-Zellen zwischen den verschiedenen

Zellzyklusphasen wurde durch das Wechseln des Kulturmediums nicht beeinflußt

(Abbildung 6, B).

Bei den mit Aphidicolin behandelten HeLa-Zellen war eine Veränderung der

Verteilung der Zellen zwischen den einzelnen Zellzyklusphasen zu erkennen. Eine

Stunde nach dem Mediumwechsel befanden sich 26% der HeLa-Zellen in der S-

Phase (Abbildung 6, C). Etwa vier Stunden nach dem Aufheben der Blockade durch

Aphidicolin konnten etwa 50% der HeLa-Zellen in der S-Phase nachgewiesen

werden (Abbildung 8, D). Nach rund sieben Stunden befanden sich etwa 70% der

HeLa-Zellen in der späten S-Phase bzw. in der G2-Phase (Abbildung 6, E).
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Abbildung 6: FACS-Analyse der mit Aphidicolin synchronisierten HeLa-Zellen

Die HeLa-Zellen wurden für 24 Stunden in einem Medium mit 3 µM Aphidicolin

kultiviert. Nach dem Aufheben der Blockade durch einen Mediumwechsel wurden

die HeLa-Zellen zu den in der Abbildung angegebenen Zeiten geerntet und mit

Hilfe der FACS-Analyse untersucht.
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Wie aus den FACS-Analysen ersichtlich ist, durchlief ein großer Teil der mit

Aphidicolin behandelten HeLa-Zellen die S-Phase gleichzeitig. Um den Verlauf der S-

Phase auch in der Immunfluoreszenz verfolgen zu können, wurde PCNA als Marker

verwendet. Die aktivierte Form dieses Proteins, die im Gegensatz zur inaktiven Form

durch die Fixierung mit organischen Lösungsmitteln nicht aus den Zellen entfernt

wird, ist mit den Startpunkten der DNA-Replikation assoziiert. Dabei ändert sich

innerhalb der S-Phase das in der Fluoreszenz erkennbare Muster (Celis + Celis,

1985). In der frühen S-Phase überwiegt eine diffuse Färbung des Zellkerns, wobei

die Nucleoli ungefärbt bleiben (Abbildung 7, A). Im weiteren Verlauf bestimmen dann

diskrete Punkte im Zellkern das Bild (Abbildung 7, C). Im mittleren Bereich der S-

Phase erscheinen die Nucleoli stark gefärbt, während die Signale in den anderen

Regionen des Kerns kaum noch sichtbar sind (Abbildung 7, E). Danach sind wieder

einzelne Punkte im Zellkern zu erkennen, die beim Übergang zur G2-Phase

verschwinden (Abbildung 7, G).

Zu Beginn der S-Phase war YB-1 im Zellkern und im Zytoplasma nachzuweisen

(Abbildung 7, B und D). Im weiteren Verlauf der S-Phase war eine Abnahme des

Signals von YB-1 im Zellkern sowie eine Akkumulation von YB-1 in der kernnahen

Region zu beobachten (Abbildung 7, F). In der späten S-Phase war YB-1 im

wesentlichen im Zytoplasma lokalisiert (Abbildung 7, H).
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Abbildung 7: Immunfluoreszenzanalyse der mit Aphidicolin synchronisierten HeLa-Zellen

Die HeLa-Zellen wurden für 24 Stunden mit 3 µM Aphidicolin behandelt. Nach dem

Austausch des Mediums wurden die HeLa-Zellen zu den angegebenen Zeiten 10

Minuten lang in Aceton/Methanol bei -20 oC fixiert, und anschließend mit α-YB-1

(B, D, F, H) und monoklonalen Antikörpern gegen PCNA (A, C, E, G) gefärbt.

Die Ergebnisse der Immunfluoreszenzanalysen wurden durch Zellfraktionierungen

überprüft. Dazu wurden HeLa-Zellen mit Lovastatin oder Aphidicolin synchronisiert

und zu den angegebenen Zeitpunkten geerntet. Mit diesen Zellen wurde eine

Zellfraktionierung durchgeführt und die Verteilung von YB-1 in den Kernfraktionen
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(Kerneluat und -pellet) in einem Immunoblot bestimmt. Der Einsatz gleicher

Proteinmengen bei den Kernfraktionen wurde durch eine Färbung des SDS-

Polyacrylamidgels mit Comassieblau überprüft. Bei den unsynchronisierten HeLa-

Zellen sowie bei den HeLa-Zellen, die durch Lovastatin in der G1-Phase arretiert

wurden, konnte YB-1 in den Kernfraktionen nicht nachgewiesen werden (Abbildung

8, Bahnen 11 und 12; Bahnen 1 und 2). Dagegen waren vier und sieben Stunden

nach dem Aufheben der Lovastatinblockade deutliche Signale in den Kernfraktionen

zu erkennen (Abbildung 8, Bahnen 3 und 4; Bahnen 5 und 6). Ebenfalls in den

Kernfraktionen wurde YB-1 in den mit Aphidicolin behandelten Zellen gefunden

(Abbildung 8, Bahnen 7 und 8). Diese Signale nahmen vier Stunden nach dem

Entfernen des Aphidicolins stark ab (Abbildung 8, Bahnen 9 und 10). Die

Zellfraktionierungsexperimente haben somit ebenfalls bestätigt, daß YB-1 im Verlauf

des Übergangs von der G1- in die S-Phase und in der frühen S-Phase im Zellkern

lokalisiert ist.
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Abbildung 8: Immunoblot der Kernfraktionen von synchronisierten HeLa-Zellen

HeLa-Zellen wurden 24 Stunden lang mit 20 µM Lovastatin (Bahnen 1 bis 6) oder 3

µM Aphidicolin (Bahnen 7 bis 10) inkubiert und nach dem Mediumwechsel zu den

angegebenen Zeiten geerntet. Als Kontrolle wurden zusätzlich unbehandelte

HeLa-Zellen verwendet (Bahnen 11 und 12). Die HeLa-Zellen wurden einer

Zellfraktionierung unterzogen und das Kerneluat sowie das Kernpellet auf ein SDS-

Polyacrylamidgel aufgetragen. Nach der Elektrophorese wurden die Proteine auf

Nitrozellulose transferiert und über Nacht mit α-YB-1 in TBT (1:2500) inkubiert. Die

gebundenen Antikörper wurden mit dem ECL-Systems (Amersham)

nachgewiesen.

4.2 Identifikation eines durch YB-1 regulierten Genes

4.2.1 Regulation der Transkription von mdr1 durch YB-1

Wie im vorangegangenen Abschnitt gezeigt wurde, ist YB-1 hauptsächlich im

Zytoplasma lokalisiert. Während des Übergangs von der G1- in die S-Phase kann

YB-1 jedoch auch im Zellkern nachgewiesen werden. Die nucleäre Lokalisation ist

Voraussetzung dafür, daß YB-1 als Transkriptionsfaktor wirken kann. Für die weitere

funktionelle Charakterisierung von YB-1 sollte daher untersucht werden, ob YB-1 in

vivo an der Regulation von Genen beteiligt ist. Aus der Literatur war bekannt, daß

das Gen mdr1 ein Y-Box-Bindungsmotiv im Promotor enthält, welches essentiell für
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die basale Expression dieses Gens ist (Goldsmith et al., 1993). Das Produkt von

mdr1, P-Glykoprotein, ist für die Biomedizin von höchstem Interesse. P-Glykoprotein

ist ein Transmembranprotein, das zur Familie der ABC-Transporter gehört. Es ist in

der Lage, zahlreiche hydrophobe Verbindungen, zu denen auch viele

Chemotherapeutika gehören, die in der Tumorbehandlung eingesetzt werden, aus

Zellen zu exportieren. Das bedeutet, daß Zellen, die dieses Protein exprimieren, eine

Resistenz gegen verschiedene Chemotherapeutika aufweisen ("multiple drug

resistance"). Aus diesem Grunde ist das Vorhandensein von P-Glykoprotein in

malignen Tumoren in der Regel mit einer negativen Prognose für den Patienten

verbunden (Verelle, 1991; Gottesman + Pastan, 1993).

Der Einfluß von YB-1 auf die Expression von P-Glykoprotein wurde in einem

Kooperationsprojekt mit Prof. M. Dietel (Charité, Berlin) und Prof. B. Dörken (Robert-

Rössle-Klinik, MDC, Berlin) untersucht.

Zunächst wurden im Labor von Prof. M. Dietel MCF7-Zellen, die resistent gegenüber

einer Behandlung mit Chemotherapeutika sind, durch die ständige Präsenz von

Doxorubicin im Kulturmedium selektiert. Die Ausgangszellen und die resistenten

MCF7-Zellen (im folgenden mit MCF7/ADR bezeichnet) wurden dann in der

indirekten Immunfluoreszenz miteinander verglichen. Bei den MCF7-Zellen wurde

YB-1 im wesentlichen im Zytoplasma gefunden. P-Glykoprotein konnte in diesen

Zellen nicht nachgewiesen werden (Abbildung 9, A). Die MCF7/ADR-Zellen zeigten

im Gegensatz dazu neben einer stärkeren YB-1-Expression einen wesentlich

höheren Anteil von YB-1 im Zellkern und eine deutliche Expression von P-Gly-

koprotein (Abbildung 9, B).
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Abbildung 9: Analyse von MCF7- und MCF7/ADR-Zellen mittels der doppelten Immunfluoreszenz

MCF7- (A) und MCF7/ADR-Zellen (B) wurden auf Objektträgern kultiviert und 10

Minuten lang bei -20 oC in Aceton/Methanol fixiert. Nach dem Vorblocken in PBS

mit 1,5% Pferdeserum wurden die Zellen mit α-YB-1 (Verdünnung 1:200) und

monoklonalen Antikörpern gegen P-Glykoprotein (JSB-1; Verdünnung 1:20)

inkubiert. Als zweite Antikörper wurden mit Fluorescin markierte Anti-Kaninchen-

IgG-F(ab')2-Fragmente und mit Rhodamin markierte Anti-Maus-Ig-F(ab')2-

Fragmente verwendet. Die Zellkerne wurden zur Darstellung mit DAPI gefärbt.

Die Kernlokalisation von YB-1 in den MCF7/ADR-Zellen wurde mit Hilfe einer

Zellfraktionierung überprüft. Dazu wurden MCF7- und MCF7/ADR-Zellen lysiert und

das Zytoplasma durch Zentrifugation von den Zellkernen getrennt. Nach dem

Kernelutionsschritt wurden alle Fraktionen durch eine Immunoblotanalyse untersucht.

YB-1 konnte bei den MCF7-Zellen nur in der zytoplasmatischen Fraktion (Abbildung

10A, Bahn 1), bei den MCF7/ADR-Zellen jedoch auch im Kernpellet nachgewiesen

werden (Abbildung 10B, Bahn 4).
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Abbildung 10: Immunoblotanalyse der Zellfraktionierung von MCF7- und MCF7/ADR-Zellen

MCF7- (A) und MCF7/ADR-Zellen (B) wurden in einer Zellfraktionierung

aufgeschlossen, und die Fraktionen durch einen Immunoblot mit α-YB-1

untersucht.

Der vorangegangene Versuch ergab eine Korrelation zwischen der Kernlokalisation

von YB-1 und der Expression von P-Glykoprotein. Um zu beweisen, daß YB-1 an der

Regulation von mdr1 beteiligt ist, wurde versucht, gezielt die Aktivität von YB-1 zu

erhöhen. Dazu wurden im Labor von Prof. B. Dörken HBL100-Zellen mit einem

Plasmid transfiziert, das das EcoRI-Fragment der mRNA von YB-1 unter der

Kontrolle des CMV-Promotors enthält (Christian Wagener, persönliche Mitteilung).

Diese Transfektanten (im folgenden als H1000-Zellen bezeichnet) repräsentieren

somit eine Zellinie, die YB-1 konstitutiv überexprimiert. In Gelshiftexperimenten

konnte bei den H1000-Zellen im Zellkern eine erhöhte Menge YB-1 nachgewiesen

werden (Stephan Bergmann, persönliche Mitteilung). Daher sollte untersucht werden,

ob sich die gefundene Korrelation zwischen der Kernlokalisation von YB-1 und der

Expression von P-Glykoprotein in diesem Zellsystem bestätigen läßt.

HBL100-Zellen und H1000-Zellen wurden unter gleichen Bedingungen kultiviert und

10 Minuten lang bei -20 oC in Aceton/Methanol fixiert. Die Verteilung von YB-1 sowie

die Expression von P-Glykoprotein wurden mittels der indirekten doppelten

Immunfluoreszenz analysiert. Bei den HBL100-Zellen war YB-1 vorwiegend im

Zytoplasma lokalisiert. P-Glykoprotein konnte in diesen Zellen nicht nachgewiesen

werden (Abbildung 11, A). Die H1000-Zellen wiesen im Gegensatz dazu einen

höheren Anteil von YB-1 im Zellkern auf, und es war eine deutliche Expression von

P-Glykoprotein zu erkennen (Abbildung 11, B). Dieses Experiment bestätigt den

direkten Zusammenhang zwischen der Kernlokalisation von YB-1 und der Expression

von P-Glykoprotein. Somit beweist dieses Experiment auch die Funktion von YB-1

als Transkriptionsfaktor.
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Abbildung 11: Immunfluoreszenzanalyse von HBL100-Zellen und H1000-Zellen

HBL100-Zellen (A) und H1000-Zellen (B) wurden auf Objektträgern kultiviert und

10 Minuten lang bei -20 oC in Aceton/Methanol fixiert. Nach dem Vorblocken in

PBS mit 1,5% Pferdeserum wurden die Zellen mit α-YB-1 (Verdünnung 1:200) und

monoklonalen Antikörpern gegen P-Glykoprotein (JSB-1; Verdünnung 1:20)

inkubiert. Als zweite Antikörper wurden mit Fluorescein markierte Anti-Kaninchen-

IgG-F(ab')2-Fragmente und mit Rhodamin markierte Anti-Maus-Ig-F(ab')2-

Fragmente verwendet. Die Zellkerne wurden zur Darstellung mit DAPI gefärbt.

4.2.2 Immunhistochemischer Nachweis von YB-1 in Mammakarzinomen

Bei etwa 20 bis 40 Prozent primärer Mammakarzinome ist eine spontane Expression

von P-Glykoprotein nachweisbar (Verelle et al., 1991). In den untersuchten

Zellkulturen konnte festgestellt werden, daß die Expression von P-Glykoprotein durch

eine Kernlokalisation von YB-1 hervorgerufen wurde. Daher wurde im nächsten

Schritt untersucht, ob diese Korrelation auch in P-Glykoprotein-positiven

Mammakarzinomen nachweisbar ist.

Zunächst wurden Paraffinschnitte von primären Mammakarzinomen mit Hilfe des
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APAAP-Systems mit α-YB-1 gefärbt. Das APAAP-System dient dem

immunhistochemischen Nachweis von Proteinen in Paraffin- oder Kryoschnitten. Bei

diesem System wurden die Gewebeschnitte zunächst mit den gegen die zu

untersuchenden Protein gerichteten Antikörper inkubiert. Die im zweiten Schritt

verwendeten Antikörper sind gegen den Fc-Teil der ersten Antikörper gerichtet. Die

zweite antigene Bindungsstelle dieser Antikörper ist in der Lage, die im dritten Schritt

verwendeten markierten Antikörper zu binden. Die im dritten Schritt verwendeten

Antikörper sind mit einer alkalischen Phosphatase gekoppelt. Die Reaktion dieser

alkalischen Phosphatase mit einer Neufuchsin-Entwicklerlösung ergibt einen roten

Farbstoff. Zur besseren Sichtbarkeit werden schließlich die Zellkerne in den

Schnitten mit Hämalaun blau gefärbt.

Entsprechend dem oben beschriebenen Protokoll wurden Paraffinschnitte von

primären Mammakarzinomen mit α-YB-1 untersucht. Zur Kontrolle wurden

Färbungen von Schnitten der gleichen Karzinome zum einen ohne α-YB-1 und zum

anderen nach dem Inkubieren von α-YB-1 mit dem für die Immunisierung

verwendeten Peptid durchgeführt. Bei der immunhistochemischen Untersuchung der

Mammakarzinomschnitte mit α-YB-1 war eine deutliche Färbung von Zellen zu

beobachten (Abbildung 12, A). In den Ansätzen ohne α-YB-1 (ohne Abbildung) und

nach der Vorinkubation der Antikörper mit dem für die Immunisierung verwendeten

Peptid (Abbildung 12, B) konnte im Gegensatz dazu keine Färbung mehr gefunden

werden. Die beiden Ansätze sind, wie schon bei den Immunfluoreszenzversuchen

erläutert, Kontrollen für die Spezifität der verwendeten Antikörper. Daher kann

geschlußfolgert werden, daß die Antikörper gegen YB-1 in dem verwendeten

APAAP-System keine unspezifischen Wechselwirkungen eingehen.
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Abbildung 12: Immunhistochemischer Nachweis von YB-1 in primären Mammakarzinomen

Paraffinschnitte von primären Mammakarzinomen wurden mit Hilfe der APAAP-

Methode mit α-YB-1 gefärbt (A). Zur Kontrolle der Spezifität der Immunreaktion

wurde in einem Parallelversuch α-YB-1 mit dem für die Immunisierung

verwendeten Peptid vorinkubiert (B).

4.2.3 Korrelation der Kernlokalisation von YB-1 mit der Expression von P-

Glykoprotein in primären Mammakarzinomen

Im nächsten Schritt wurden die Expressionen von YB-1 und P-Glykoprotein in 27

primären Mammakarzinomen miteinander verglichen. Der Nachweis von YB-1 wurde,

wie im vorangegangenen Abschnitt beschrieben, mit der APAAP-Methode

durchgeführt. Für den Nachweis von P-Glykoprotein wurde ein Peroxidasesystem der

Firma "Vectastain" verwendet. Bei diesem System ergibt die Reaktion der

Peroxidase mit dem Substrat einen braunen Farbstoff.

Die Unterscheidung von malignen und nichtmalignen Regionen der Schnitte wurde

auf Grund histologischer Merkmale getroffen (H.-D. Royer, persönliche Mitteilung).

Bei der Auswertung der Färbungen war eine unterschiedliche Ausprägung der

Signalstärke von YB-1 zu beobachten. In nichtmalignem Brustgewebe konnte YB-1

nicht nachgewiesen werden (Abbildung 13, A). Im Gegensatz dazu war YB-1 in allen

malignen Bereichen der Schnitte zu finden. Dabei waren Tumore mit entweder

schwachen zytoplasmatischen (Abbildung 13, C), starken zytoplasmatischen

(Abbildung 13, E) oder gleichzeitig zytoplasmatischen und nuclearen Färbungen

(Abbildung 13, G) zu erkennen.

In dem untersuchten nichtmalignen Gewebe war P-Glykoprotein nicht nachweisbar

(Abbildung 13, B). Bei einer ausschließlich zytoplasmatischen Expression von YB-1

konnte P-Glycopotein ebenfalls nicht gefunden werden (Abbildung 13, D und F). Im
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Gegensatz dazu war in allen Schnitten, die eine Kernlokalisation von YB-1

aufwiesen, eine deutliche Expression von P-Glykoprotein zu erkennen (Abbildung 13,

H).

Dieser Vergleich belegt somit, daß auch in den untersuchten Tumoren die

Expression von P-Glykoprotein mit der nuclearen Lokalisation von YB-1 korreliert. Es

kann daher geschlußfolgert werden, daß YB-1 ein wichtiger Faktor bei der Regulation

von mdr1 und damit auch bei der Ausprägung einer Chemotherapeutikaresistenz von

Mammakarzinomen ist.

Abbildung 13: Immunhistochemischer Nachweis von YB-1 und P-Glykoprotein in primären

Mammakarzinomen

Paraffinschnitte wurden mit Hilfe der APAAP-Methode mit α-YB-1 (A, C, E, G) und

mit einem Peroxidasesystem (Vectastain) mit JSB-1 (B, D, F, H) gefärbt.
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4.3 Charakterisierung von zytoplasmatischen Bindungspartnern von YB-1

4.3.1 Koimmunpräzipitation mit α-YB-1

Die im ersten Abschnitt der vorliegenden Arbeit dargestellten

Immunfluoreszenzanalysen haben gezeigt, daß YB-1 hauptsächlich im Zytoplasma

der untersuchten Zellen lokalisiert war. Über die Funktion, die YB-1 im Zytoplasma

der Zellen erfüllt, ist wenig bekannt. Aus diesem Grunde wurde versucht, auf zwei

verschiedenen Wegen weitere Kenntnisse über die Regulation und die Aufgaben von

YB-1 zu erhalten. Zunächst wurde versucht, Proteine zu identifizieren, die im

Zytoplasma mit YB-1 assoziiert sind. In einem späteren Kapitel wird dann die

Beteiligung von YB-1 an der Translationskontrolle von Proteinen näher untersucht.

Eine Möglichkeit, assoziierte Proteine zu identifizieren, ist die Koimmunpräzipitation.

Für den Nachweis der mit YB-1 koimmunpräzipitierten Proteine war es zunächst

notwendig, das Zytoplasma von HeLa-Zellen zu markieren. In der vorliegenden

Arbeit wurde dazu die Biotinylierung ausgewählt. Bei dieser Markierung reagiert ein

aktivierter Biotinester mit freien Aminogruppen der Proteine unter der Ausbildung

einer kovalenten Bindung. Die so markierten Proteine lassen sich dann über einen

Streptavidin-Peroxidase-Komplex detektieren. Um die optimalen Bedingungen für

diese Markierung zu bestimmen, wurden mehrere Ansätze mit unterschiedlichen

Reaktionszeiten und Biotinesterkonzentrationen durchgeführt. Nach der Markierung

wurden die Ansätze über Nacht mit α-YB-1 inkubiert und die Komplexe mit Hilfe von

Protein-A-Agarose sedimentiert. Die Präzipitate wurden in Probenpuffer gelöst und

die Proteine in einem 10%igen SDS-Polyacrylamidgel aufgetrennt. Nach dem

Transfer auf Nitrozellulosemembranen konnten die präzipitierten Proteine mit Hilfe

eines Streptavidin-Peroxidasekonjugats sichtbar gemacht werden.
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Abbildung 14: Nachweis von interagierenden Proteinen durch Koimmunpräzipitation mit α-YB-1

Das Zytoplasma von HeLa-Zellen wurde entsprechend den angegebenen Zeiten

entweder mit 0,5 mg/ml (Bahnen 1-4) oder 1 mg/ml (Bahnen 5-8) Biotinester

inkubiert. Anschließend wurden die Proben in einer Koimmunpräzipitation mit α-

YB-1 verwendet (Bahnen 2, 4, 6 und 8) Als Kontrolle wurde zu den Ansätzen statt

der Antikörper nur die Protein-A-Agarose zugegeben (Bahnen 1, 3, 5 und 7). Die

Präzipitate wurden auf einem 10%igen Polyacrylamidgel aufgetrennt und auf

Nitrozellulose transferiert. Die präzipitierten Proteine wurden mittels eines

Konjugats von Strepavidin mit Peroxidase durch das ECL-System (Amersham)

nachgewiesen.

In der Abbildung 14 sind mehrere Proteinbanden zu erkennen. Neben einem Protein

mit dem Molekulargewicht von 50.000 (P50), das gut mit dem Laufverhalten von YB-

1 übereinstimmt, sind noch ein Protein mit einem Molekulargewicht von 35.000 (P35)

und zwei schwächere Proteine mit ca. 30.000 (P30) und 45.000 (P45) nachzuweisen.

Das bei 80.000 erkennbare Protein (P80) wurde auch durch die alleinige Zugabe der

Protein-A-Agarose präzipitiert (Abbildung 14, Bahnen 1, 3, 5 und 7). Damit ist es kein

spezifisch mit YB-1 assoziiertes Protein und wurde in der vorliegenden Arbeit nicht

näher untersucht. Der Einfluß der Markierungszeit und der Konzentration des

Biotinesters auf die Signalintensitäten der präzipitierten Proteine ist in der Abbildung

14 ebenfalls ersichtlich. Bei einer Konzentration des Biotinesters von 1 mg/ml und

einer dreistündigen Inkubation wurde eine optimale Markierung der Proteine erreicht
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(Abbildung 14, Bahn 8). Diese Werte wurden deshalb auch für die weiteren

Experimente verwendet.

Wie P80 veranschaulicht (Abbildung 14), ist es bei der Koimmunpräzipitation

möglich, daß auch Proteine nachgewiesen werden, die nicht mit YB-1 assoziiert sind.

Aus diesem Grund wurde eine weitere Kontrolle durchgeführt. Die vorherige

Inkubation der Antikörper mit dem für die Immunisierung verwendeten Peptid führt

zur Blockierung der spezifischen Bindungsstellen der Antikörper (Abbildung 15, Bahn

2). Das bedeutet, daß diese blockierten Antikörper YB-1 nicht mehr binden können

und damit weder YB-1 noch die mit YB-1 assoziierten Proteine präzipitiert werden.

Alle danach sichtbaren Signale stammen dementsprechend von Proteinen, die

unabhängig von YB-1 an die Protein-A-Agarose oder die Antikörper binden

(Abbildung 15).

Abbildung 15: Kontrollen zur Immunpräzipitation mit α-YB-1

Das Zytoplasma von HeLa-Zellen wurde drei Stunden lang mit 1 mg/ml Biotinester

inkubiert. Mit dem markierten Zytoplasma wurden Präzipitationen mit Protein-A-

Agarose allein (Bahn 1), mit α-YB-1 und dem für die Immunisierung verwendeten

Peptid (Bahn 2) und α-YB-1 (Bahn 3) durchgeführt. Die Präzipitate wurden auf

einem 10%igen SDS-Polyacrylamidgel aufgetrennt und auf Nitrozellulose

transferiert. Die präzipitierten Proteine wurden mittels eines Konjugats von

Strepavidin mit Peroxidase durch das ECL-System (Amersham) nachgewiesen.
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Die Signale von P50, P35 und P30 waren nach der Inkubation des Antikörpers mit

dem entsprechenden Peptid nicht mehr zu sehen (Abbildung 15, Bahn 2). Auf Grund

dieser Eigenschaften und des Laufverhaltens wurde geschlossen, daß das P50 mit

YB-1 identisch ist. In den nächsten Experimenten wurde untersucht, welche Faktoren

die Interaktion der Proteine mit YB-1 beeinflussen. Da eine Reihe von

Wechselwirkungen zwischen Proteinen abhängig vom Salzgehalt der Umgebung ist,

wurden Immunpräzipitationen mit verschiedenen Salzkonzentrationen durchgeführt.

Bei nucleinsäurebindenen Proteinen besteht des weiteren die Möglichkeit, daß eine

Kopräzipitation nicht auf Grund von Wechselwirkungen zwischen den Proteinen

erfolgt, sondern durch die Bindung der Proteine an ein gemeinsames DNA- oder

RNA-Fragment. Um diesen Aspekt zu überprüfen, wurden die Proben vor der

Immunpräzipitation entweder mit RNase A oder DNase I vorinkubiert. Die Zugabe

von Ethidiumbromid zu dem Präzipitationsansatz wurde als alternative Möglichkeit

beschrieben, um Wechselwirkungen zwischen Proteinen und DNA-Molekülen zu

verhindern (Lai + Herr, 1992). Ergänzt wurden diese Kontrollen noch durch ein

Experiment, bei dem EDTA zum Ansatz dazugegeben wurde. EDTA ist in der Lage,

mit verschiedenen mehrwertigen Ionen stabile Komplexe zu bilden. Dadurch kann die

Abhängigkeit der Wechselwirkungen zwischen Proteinen von solchen Ionen

dargestellt werden. Die Ergebnisse dieser Versuche sind in der Abbildung 16 zu-

sammengefaßt.
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Abbildung 16: Charakterisierung der mit YB-1 interagierenden Proteine

Das dialysierte Zytoplasma von HeLa-Zellen wurde drei Stunden lang mit 1 mg/ml

Biotinester inkubiert und für die folgenden Koimmunpräzipitationen mit α-YB-1

verwendet. Die Ansätze wurden mit 300 mM NaCl (Bahn 1), 500 mM NaCl (Bahn

2), 1000 mM NaCl (Bahn 3), EDTA (Bahn 4), RNase A (Bahn 5), DNase I (Bahn 6)

oder Ethidiumbromid (Bahn 7) vorinkubiert. Die Präzipitate wurden auf einem

10%igen SDS-Polyacrylamidgel aufgetrennt und auf Nitrozellulose transferiert. Die

präzipitierten Proteine wurden mittels eines Konjugats von Strepavidin mit

Peroxidase durch das ECL-System (Amersham) nachgewiesen.

Das Signal von P35 blieb bis zu einer Salzkonzentration von 500 mM NaCl konstant,

nahm dann aber bei einer Konzentration von 1000 mM NaCl stark ab (Abbildung 16,

Bahnen 2 und 3). Ein geringere Reduktion dieses Signals war ebenfalls beim

Vorhandensein von EDTA zu beobachten (Abbildung 16, Bahn 4), während die

Inkubationen mit RNase A, DNase I und Ethidiumbromid keine Veränderungen

ergaben (Abbildung 16, Bahnen 5-7). Wie bei P35 nahm auch die Signalstärke von

P30 mit zunehmendem Salzgehalt ab (Abbildung 16, Bahnen 1-3). Nach der

Inkubation mit RNase A konnte P30 nicht mehr nachgewiesen werden (Abbildung 16,

Bahn 5). Im Gegensatz zu P30 und P35 nahmen die Signale von P25 und P45 bei

einem hohen Salzgehalt zu (Abbildung 16, Bahn 3). Die Inkubationen mit DNase I

und mit Ethidiumbromid führten zur Verringerung des Signals von P45 (Abbildung 16,

Bahnen 6 und 7).
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4.3.2 Untersuchungen zur Assoziation von P35 mit YB-1

Die Koimmunpräzipitation von P35 ließ sich durch eine Erhöhung des Salzgehalts,

nicht jedoch durch Inkubationen mit RNase A, DNase I oder Ethidiumbromid

beeinflussen. Dieses Charakteristikum deutet somit auf echte Protein-Protein-

Wechselwirkungen hin. Aus diesem Grunde wurde die Aufmerksamkeit in den

weiteren Untersuchungen auf dieses Protein gerichtet.

Zunächst wurde untersucht, ob die Assoziation von P35 mit YB-1 vom Zellzyklus

abhängig ist. Dazu wurden HeLa-Zellen synchronisiert und in verschiedenen Phasen

des Zellzyklus geerntet. Die Zellen wurden lysiert und die Proteine des Zytoplasma

mit Biotin markiert. Die Assoziation von P35 mit YB-1 wurde dann durch die

Koimmunpräzipitation analysiert.

Abbildung 17: Assoziation von P35 mit YB-1 im Zytoplasma von synchronisierten HeLa-Zellen

Die HeLa-Zellen wurden synchronisiert (siehe Methoden) und geerntet. Die Zellen

wurden lysiert, und das Zytoplasma wurde drei Stunden mit 1 mg/ml Biotinester

inkubiert. Die markierten Proben wurden dann in der Koimmunpräzipitation mit α-

YB-1 eingesetzt. In der Abbildung sind folgende Behandlungen der HeLa-Zellen

dargestellt: 18 Stunden lang mit 10 µg/ml Nocodazole (Bahn 1), 24 Stunden lang

mit 20 µM Lovastatin (Bahn 2) sowie fünf Stunden nach dem Aufheben der

Blockade (Bahn 3), 24 Stunden lang mit 3 µM Aphidicolin (Bahn 4) sowie vier

(Bahn 5) bzw. acht Stunden (Bahn 6) nach dem Aufheben der Blockade.

Es ist deutlich zu erkennen, daß sich die Assoziation von P35 mit YB-1 im Verlauf

des Zellzyklus ändert. Die stärkste Assoziation war fünf Stunden nach dem Aufheben

der Lovastatinblockade zu beobachten (Abbildung 17, Bahn 3). Zu diesem Zeitpunkt

befinden sich die HeLa-Zellen in der G1-Phase, kurz vor dem Übergang in die S-

Phase des Zellzyklus.

In einem weiteren Experiment wurde dann die Assoziation von P35 mit YB-1 in

MCF7- und den MCF7/ADR-Zellen verglichen. Dazu wurden diese Zellen kultiviert,
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geerntet und lysiert. Die Proteine der zytoplasmatischen Fraktionen wurden mit Biotin

markiert und in der Koimmunpräzipitation untersucht.

Abbildung 18: Assoziation von P35 mit YB-1 in MCF7- und MCF7/ADR-Zellen

Das Zytoplasma von MCF7- (Bahn 1) und MCF7/ADR-Zellen (Bahn 2) wurde drei

Stunden lang mit 1 mg/ml Biotinester markiert und anschließend in der

Koimmunpräzipitation mit  α-YB-1 verwendet. Die präzipitierten Proteine wurden

auf einem 10%igen SDS-Polyacrylamidgel aufgetrennt, auf Nitrozellulose

transferiert und mit einem Streptavidin-Peroxidasekonjugat nachgewiesen.

Dabei konnte beobachtet werden, daß im Zytoplasma der resistenten MCF7/ADR-

Zellen die Assoziation von P35 mit YB-1 drastisch verstärkt ist.

4.3.3 Reinigung von YB-1 bindenden Proteinen mittels Affinitätschromatographie

P35 und andere mit YB-1 interagierende Proteine wurden über eine Affinitätssäule

gereinigt, um diese Proteine anschließend über die Sequenzierung von Peptiden

identifizieren zu können. Dazu wurden zunächst 400 µg des gereinigten

Peptidantiserums gegen YB-1 mit 400 µl Protein-A-Agarose bei 4 oC inkubiert. Die

Antikörper-Protein-A-Agarose-Komplexe wurden nach dem Waschen mit 9 ml HeLa-

Zytoplasma auf einem Überkopfschüttler inkubiert. Nach dem erneuten Waschen des

Säulenmaterials wurden die gebundenen Proteine mit 200 µg des für die Herstellung

der Antikörper verwendeten Peptids eluiert und mittels TCA gefällt. Das Proteinpellet

wurde in SDS-Probenpuffer gelöst und auf ein 10%iges SDS-Polyacrylamidgel

aufgetragen. Nach der Elektrophorese wurden die Proteine mittels einer Färbung mit

Coomassieblau sichtbar gemacht (Abbildung 19).
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Abbildung 19: Reinigung von interagierenden Proteinen durch Affinitätschromatographie

Das Zytoplasma von HeLa-Zellen wurde mit einer Antikörpersäule (α-YB-1)

inkubiert und die gebundenen Proteine mittels des für die Immunisierung

verwendeten Peptids eluiert. Die Proteine wurden mit TCA gefällt, in SDS-

Probenpuffer gelöst und auf einem 10%igen SDS-Polyacrylamidgel aufgetrennt.

In der Abbildung 19 sind neben einem Hauptprotein mit dem scheinbaren

Molekulargewicht von 50.000 noch weitere Proteine zu erkennen. Die

Übereinstimmung des Proteins von 50 kd mit YB-1 konnte durch eine

Peptidsequenzierung bestätigt werden (Regina Kraft, persönliche Mitteilung). Es ist

auffallend, daß durch die Affinitätschromatographie Proteine gereinigt wurden, die in

der Immunpräzipitation nicht nachgewiesen werden konnten (zum Beispiel Abbildung

19, Proteinbanden 5 und 6). Das könnte unter anderem daran liegen, daß diese

Proteine nur über wenige oder keine freien Aminogruppen verfügen, so daß sie nur

schlecht oder gar nicht mit Biotin zu markieren sind.

Sechs weitere Proteinbanden wurden ausgeschnitten, mit Trypsin gespalten, und die

Sequenz ausgewählter Peptide durch einen Edmann-Abbau bestimmt (Regina Kraft,

persönliche Mitteilung). Durch einen Vergleich der erhaltenen Peptidsequenzen mit

der Datenbank „SwissProt“ konnten diese Proteine identifiziert werden (Abbildung

20).

Abbildung 20: Zusammenfassung der sequenzierten Peptide

Proteinbande

(entsprechend

Abbildung 19)

Peptidsequenzen Proteinname Datenbank-

nummer

1 GDKAFVDFLSD

MSGGWELELN

pre-mRNA splicing factor

SF2

Q07021
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Untereinheit P32

2 VEEQEPELTSTPNFV

AFVXFLSXEIK

EVSFQSTGESEXK

pre-mRNA splicing factor

SF2

Untereinheit P32

Q07021

3 SSGPYGGGGQYFAKP

DYFEQYGK

IEVIEIMTDR

GFAFVTFDDHDS

hnRNP Protein A1 P09651

4 GGNFGFGDSR

GGYGGGGPGYGNQGG

hnRNP Protein A2/B1 P22626

5 IITITGTQXQIQNAQ

GSYGDLGGPIITTQV

TDYNASVSVP

hnRNP Protein K Q07244

L31961

X72727

A54143

6 VAEKLDEIYVAGLVA

AGPIWDLR

VTEGLTDVILYXQ

RRM-RNA bindendes

Protein mit G,R,Y-

reichem C-Terminus

AF037448

Die Peptide der Proteinbanden 1 und 2 ließen sich ein und demselben Protein zu

ordnen. Das Laufverhalten dieses Proteins entspricht dabei am besten dem des

charakterisierten P35. Daraus kann geschlußfolgert werden, daß es sich bei P35 um

die P32-Untereinheit des „pre-mRNA splicing factor SF2“ handelt. Auch die anderen

identifizierten Proteine gehören zu den RNA-bindenden Proteinen. Bis auf ein Protein

(Proteinbande 6), dessen Funktion noch nicht aufgeklärt wurde, besteht ein

Zusammenhang zwischen all diesen Proteinen und dem RNA-Metabolismus. Die

Beobachtung, daß YB-1 mit diesen Proteinen assoziiert vorkommt, deutet darauf hin,

daß YB-1 auch bei diesem Prozeß eine Rolle spielen könnte.

4.4 Untersuchung der Rolle von YB-1 bei der Translationskontrolle

4.4.1 Untersuchung der polysomalen Assoziation von YB-1

 Vom Autor im Rahmen der Diplomarbeit durchgeführte Versuche legen eine
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polysomale Assoziation von YB-1 nahe (Jürchott, 1994). Des weiteren konnte YB-1

sowohl in freien als auch in polysomal gebundenen mRNP nachgewiesen werden

(Evdokimova et al., 1995). Bislang ist jedoch nicht bekannt, ob YB-1 Bestandteil aller

Polysomen ist, oder ob abhängig von der translatierten mRNA nur bestimmte

Polysomen YB-1 enthalten. Durch eine etablierte Extraktionsmethode können drei

Klassen von Polysomen unterschieden werden (Vedeler et al., 1991). Dabei werden

die unterschiedlichen Bedingungen ausgenutzt, unter denen sich die Polysomen aus

den Zellen extrahieren lassen. Im ersten Schritt werden die Zellen in einem Puffer mit

geringem Salz- (25 mM KCl) und Detergensgehalt (0,05 % NP40) permeabilisiert. Bei

diesem Schritt werden Ribosomen freigesetzt, die nicht mit zellulären Strukturen

assoziiert sind. Sie werden daher als freie Ribosomen bezeichnet. Im zweiten Schritt

werden durch eine Erhöhung des Salzgehaltes auf 130 mM KCl Ribosomen

extrahiert, die an das Zytoskelett gebunden sind. Die Ribosomen dieser Fraktion

werden als zytoskelettgebundene Ribosomen bezeichnet. Im dritten Schritt werden

durch die Kombination eines nichtionischen (1% NP40) und eines ionischen (1%

Natriumdeoxycholat, DOC) Detergens die Membranen des rauhen

endoplasmatischen Retikulums solubilisiert. Diese Kombination ist notwendig, damit

die Membranen des rauhen endoplasmatischen Retikulums vollständig aufgelöst

werden. Die dabei freigesetzten Ribosomen werden als membrangebundene

Ribosomen bezeichnet.

Exponentiell wachsende HeLa-Zellen wurden geerntet und der sequentiellen

Extraktion unterzogen. Jeder Extraktionsschritt wurde zweimal nacheinander

durchgeführt, um eine eindeutige Trennung der Polysomenklassen sicherzustellen.

Der jeweils zweite Extraktionsschritt wird im folgenden als Waschschritt bezeichnet.

Von den zytoplasmatischen Fraktionen wurde die RNA extrahiert und auf einem

denaturierenden Formaldehydgel analysiert. An Hand der gut sichtbaren Banden

(18S- und 28S-rRNA) konnte die Verteilung der ribosomalen RNA verfolgt werden. In

den Proben der verschiedenen Extraktionsschritte konnten große Mengen

ribosomaler RNA nachgewiesen werden (Abbildung 21A, Bahnen 1, 3 und 5),

während die Proben der Waschschritte (Abbildung 21A, Bahnen 2, 4 und 6) nur

geringe oder gar keine ribosomale RNA enthielten. Die Verteilung von YB-1 in den

Fraktionen wurde durch einen Immunoblot untersucht. Bei den HeLa-Zellen konnte

YB-1 in allen zytoplasmatischen Fraktionen (Abbildung 21B, Bahnen 1 bis 6) nach-

gewiesen werden.
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Abbildung 21: Analyse der Fraktionen der sequentiellen Extraktion von HeLa-Zellen

Die HeLa-Zellen wurden nacheinander mit 0,05% NP40, 25 mM KCl (Bahnen 1

und 2), 0,05% NP40, 150 mM KCl (Bahnen 3 und 4) und 1% NP40, 1% DOC, 150

mM KCl (Bahnen 5 und 6) extrahiert. Die RNA der erhaltenen Fraktionen wurde

extrahiert und auf einem denaturierenden Formaldehydgel aufgetrennt (A). Des

weiteren wurden Proben der Fraktionen mit TCA gefällt und nach der

Elektrophorese im Immunoblot mit α-YB-1 untersucht (B).

Um zwischen dem freien und dem polysomal gebundenen YB-1 unterscheiden zu

können, wurden die zytoplasmatischen Extrakte von HeLa-Zellen auf lineare

Saccharosegradienten (10%-40%) aufgetragen. Die Zentrifugationsbedingungen

wurden so gewählt, daß die Polysomen bis zum Boden der Gradienten

sedimentierten. Nach der Zentrifugation wurden jeweils 14 Fraktionen gesammelt.

Der Nachweis der ribosomalen Untereinheiten erfolgte an Hand der ribosomalen
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RNA. Dazu wurde die RNA der Fraktionen isoliert und auf einem denaturierenden

Formaldehydgel untersucht. In den Bahnen 7 und 8 (Abbildung 22, A) konnten

jeweils entweder die 18S-rRNA oder die 28S-rRNA nachgewiesen werden. Die 18S-

rRNA ist Bestandteil der kleinen ribosomalen Untereinheit, während die 28S-rRNA in

der großen ribosomalen Untereinheit zu finden ist. Daraus kann geschlußfolgert

werden, daß diese beiden Fraktionen keine vollständigen Ribosomen, sondern

jeweils eine der ribosomalen Untereinheiten enthalten. Im Gegensatz dazu konnten

sowohl die 18S-rRNA als auch die 28S-rRNA in den Bahnen 9-11 und im Pellet

(Bahn 14) gefunden werden (Abbildung 22, A, B und C). Diese Fraktionen enthalten

dementsprechend vollständige Ribosomen. Unter Einbeziehung der gewählten

Zentrifugationsbedingungen kann geschlußfolgert werden, daß die Bahnen 9-11

Monosomen und das Pellet Polysomen enthält.

Um die Verteilung von YB-1 in diesen Gradienten zu bestimmen, wurden

anschließend alle Fraktionen der Gradienten im Immunoblot mit α-YB-1 analysiert. In

dem Gradienten mit den freien Ribosomen konnte YB-1 in den Bahnen 2-5 und 9-11

nachgewiesen werden (Abbildung 22, D). In den Bahnen 1-4 und in geringen

Mengen im Pellet war YB-1 in dem Gradienten mit den zytoskelettgebundenen

Ribosomen zu finden (Abbildung 22, E). Im Gradienten mit den

membrangebundenen Ribosomen war YB-1 im wesentlichen im Pellet zu beob-

achten (Abbildung 22, F). Aus diesem Versuch ergeben sich mehrere

Schlußfolgerungen. YB-1 kommt im Zytoplasma nicht nur mit Ribosomen oder mRNP

assoziiert vor, sondern es gibt mindestens zwei weitere Komplexe (Abbildung 22, D,

Fraktionen 2-5; Abbildung 22, E, Fraktionen 1-4), die sich durch den Salzgehalt, der

für ihre Extraktion aus den HeLa-Zellen notwendig ist, voneinander unterscheiden

lassen. Des weiteren konnte festgestellt werden, daß nicht alle Polysomen YB-1

enthalten. Es ist eine deutliche Akkumulation von YB-1 bei den

membrangebundenen Polysomen zu erkennen.
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Abbildung 22: Saccharosegradientenzentrifugation zytoplasmatischer Fraktionen nach der

sequentiellen Extraktion von HeLa-Zellen

Die HeLa-Zellen wurden geerntet und, wie in Abbildung 21 beschrieben, einer

sequentiellen Extraktion unterzogen. Die zytoplasmatischen Extrakte (Abbildung

21, Bahnen 1, 3 und 5), die freie (A und D), zytoskelettgebundene (B und E) oder

membrangebundene (C und F) Ribosomen enthalten, wurden auf lineare

Saccharosegradienten aufgetragen. Nach der Zentrifugation wurden jeweils 14

Fraktionen eines jeden Gradienten gesammelt. Die RNA der Fraktionen wurde

isoliert, und in einem denaturierenden Formaldehydgel analysiert (A, B und C). Die

Proteine der Fraktionen wurden mit TCA gefällt und auf einem 10%igen SDS-

Polyacrylamidgel aufgetrennt. Nach dem Transfer auf Nitrocellulose wurden die

Membranen vorgeblockt und über Nacht mit α-YB-1 (Verdünnung 1:2500)

inkubiert. Die gebundenen Antikörper wurden mit dem ECL-System (Amersham)

nachgewiesen (D, E und F).
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4.4.2 Die Rolle von YB-1 bei der Kontrolle der Translation der mRNA von P-

Glykoprotein

Wie im vorangegangenen Abschnitt dargestellt, ist YB-1 bevorzugt mit

membrangebundenen Polysomen assoziiert. Daher kann vermutet werden, daß YB-1

eine Rolle bei der Translationskontrolle von Proteinen spielt, die am rauhen

endoplasmatischen Retikulum synthetisiert werden. Ein Protein, das am rauhen ER

synthetisiert wird, ist P-Glykoprotein. Nachdem in einem vorangegangenen Kapitel

die Beteiligung von YB-1 an der Transkriptionskontrolle dieses Proteins

nachgewiesen wurde, sollte nun untersucht werden, ob YB-1 auch an der Kontrolle

der Translation von P-Glykoprotein beteiligt ist.

Der Einfluß von YB-1 auf die Translation sollte in einem zellfreien In-vitro-

Translationssystem untersucht werden. Für die Herstellung einer mRNA von P-

Glykoprotein wurde das Plasmid "Bluescript" verwendet, das ein Fragment der cDNA

von P-Glykoprotein, bestehend aus dem 5'-nichttranslatierten Bereich, dem

kodierenden Teil sowie 156 Basen des 3'-nichttranslatierten Bereiches, unter der

transkriptionellen Kontrolle eines Promotors der T3-Polymerase enthält (Ueda et al.,

1987; Martin Janz, persönliche Mitteilung).

Um zu erreichen, daß die T3-Polymerase die Transkription an einem definierten

Punkt beendet, wurde das Plasmid (pMDR1) zunächst durch eine Spaltung mit dem

Restriktionsenzym Xho I linearisiert. Dieses Enzym schneidet die Plasmid-DNA am

Ende des 3'-nichttranslatierten Bereiches der cDNA von P-Glykoprotein, so daß die

volle Länge der verfügbaren cDNA transkribiert werden kann. 5 µg des gespaltenen

Plasmids wurden in einem Ansatz von 100 µl verwendet. Nach einer zweistündigen

Inkubationszeit wurde die Plasmid-DNA durch DNase I verdaut und der

Reaktionsansatz nacheinander mit Phenol und Chloroform/Isoamylalkohol extrahiert.

Die mRNA wurde mittels Ethanol präzipitiert, mit 70%igem Ethanol gewaschen und

nach kurzem Trocknen in destilliertem Wasser gelöst. Die mRNA von P-Glykoprotein

sowie mRNA von verschiedenen Proteinen, die in den folgenden Experimenten als

Kontrollen dienen, wurden auf einem denaturierenden Formaldehydgel analysiert

(Abbildung 23). Nähere Informationen zu den Kontrollen sind bei der jeweiligen

Beschreibung der Experimente zu finden.
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Abbildung 23: Analyse der in den folgenden Versuchen verwendeten mRNA auf einem

denaturierenden Formaldehydgel

In einem denaturierenden Formaldehydgel wurden die mRNA der Luciferase (Bahn

2), die mRNA von P-Glykoprotein (Bahn 3), die mRNA des α-Faktors (Bahn 4) und

die mRNA von Präprolactin (Bahn 5) analysiert. Zum Vergleich ist in Bahn 1 ein

RNA-Größenstandard aufgetragen.

Das Resultat der In-vitro-Transkription ist eine mRNA mit der Größe von rund 4100

Basen (Abbildung 23, Bahn 3), was einem Transkript der vollen Länge entspricht.

Die Translation von mRNA kann in einem zellfreien Translationssystem untersucht

werden. Das in den folgenden Versuchen verwendete System basiert auf einem

nucleasebehandelten Retikulozytenlysat. Dieses Lysat verfügt über alle für die

Translation notwendigen Komponenten, enthält jedoch keine eigene mRNA. Zu

diesem Lysat werden neben RNasin (ein RNase-Inhibitor) noch alle Aminosäuren

außer Methionin sowie die mRNA gegeben. Für die Identifizierung des neu

synthetisierten Proteins wird eine oder mehrere radioaktiv markierte Aminosäuren

zugesetzt. In den folgenden Versuchen wurde dazu 35S-Methionin verwendet. Die

Translationsansätze wurden 90 Minuten lang bei 30 oC inkubiert, und danach bis zur

Analyse bei -20 oC gelagert. Jeweils 5 µl eines Translationsansatzes wurden mit 20

µl SDS-Probenpuffer für 10 Minuten auf 70 oC erwärmt und auf ein SDS-

Polyacrylamidgel aufgetragen. Nach der Elektrophorese wurde das Gel 30 Minuten

lang fixiert (10% Essigsäure, 50% Methanol) und für 5 Minuten in einer Lösung von

7% Essigsäure, 7% Methanol und 1% Glycerol inkubiert. Das Gel wurde getrocknet

und über Nacht mit einem Röntgenfilm exponiert.

Zunächst wurden jeweils 1 µg der mRNA von P-Glykoprotein (Abbildung 24, Bahnen

3 und 4) und der Luciferase (Abbildung 24, Bahnen 1 und 2) in diesem

Translationssystem verwendet. Die Translation der mRNA der Luciferase dient als

Kontrolle für die Funktionstüchtigkeit des Translationssystems. Es ist bekannt, daß
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die Translation von Proteinen, die am rauhen ER synthetisiert werden, in

Abwesenheit von rauhen Mikrosomen in In-vitro-Translationssystemen gehemmt ist.

Daher wurden den Translationsansätzen in parallel durchgeführten Experimenten

rauhe Mikrosomen (Hundepankreas, siehe Methoden) zugesetzt (Abbildung 24, Bah-

nen 2 und 4). Die mRNA der Luciferase wurde in diesem System effizient translatiert

(Abbildung 24, Bahn 1). Die Zugabe von rauhen Mikrosomen ergab keinen Einfluß

auf die Translation dieser mRNA (Abbildung 24, Bahn 2). Im Gegensatz dazu zeigte

das neu synthetisierte P-Glykoprotein im Ansatz mit den rauhen Mikrosomen

(Abbildung 24, Bahn 4) eine geringere Mobilität im SDS-Polyacrylamidgel als im

Ansatz ohne rauhe Mikrosomen (Abbildung 24, Bahn 3). Diese Differenz deutet auf

die im rauhen ER stattfindende Glykosylierung des Proteins hin (Zhang + Ling,

1991).

Abbildung 24: In-vitro-Translation der mRNA von P-Glykoprotein und der Luciferase

0,5 µg der mRNA der Luciferase (1 und 2) und des P-Glykoproteins (3 und 4)

wurden in einem zellfreien In-vitro-Translationssystem verwendet. Jeweils 5 µl

jedes Ansatzes wurden in SDS-Probenpuffer aufgenommen und auf einem

10%igen (1 und 2) oder 7,5%igen (3 und 4) SDS-Polyacrylamidgel aufgetragen.

Nach der Elektrophorese wurden die Gele getrocknet und über Nacht mit einem

Röntgenfilm exponiert.

Kontrollversuche haben ergeben, daß YB-1 sowohl in Retikulozytenlysaten als auch

in Präparationen von rauhen Mikrosomen zu finden ist (Jürchott, 1994). Um die Rolle
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von YB-1 bei der Translationskontrolle von P-Glykoprotein zu untersuchen, wurde

daher zunächst versucht, YB-1 über eine Antikörpersäule aus dem Retikulozytenlysat

zu entfernen. Dazu wurden 200 µg der affinitätsgereinigten Antikörper gegen YB-1

mit 200 µl Protein-A-Agarose in Puffer A (10 mM Hepes/KOH (pH = 7,6), 1 mM

MgCl2, 100 mM KCl) bei 4 oC 30 lang Minuten inkubiert, und die Säule anschließend

dreimal mit Puffer B (10 mM Hepes/KOH (pH = 7,6), 1 mM MgCl2, 500 KCl) und

dreimal mit Puffer A gewaschen. Zu der Säule wurden 200 µl Retikulozytenlysat

gegeben und der Ansatz 60 Minuten lang bei 4 oC auf einem Überkopfschüttler

inkubiert. Das depletierte Retikulozytenlysat wurde durch eine Zentrifugation (5

Minuten, 2000 U/min, 4 oC) von der Säulenmatrix getrennt und im Immunoblot

analysiert. Als Kontrolle wurden 200 µl Retikulozytenlysat entsprechend dem

dargestellten Protokoll mit 200 µg IgG aus dem Präimmunserum der immunisierten

Kaninchen inkubiert. Jeweils 12,5 µl von dem unbehandelten (Abbildung 25B, Bahn

1), dem mit Präimmunserum behandelten (Abbildung 25B, Bahn 2; mockdepletiertes

Retikulozytenlysat ("mock" engl. = Schein) und dem mit α-YB-1 behandelten

Retikulozytenlysaten (Abbildung 25B, Bahn 3; YB-1-depletiertes Retikulozytenlysat)

wurden auf einem 10%igen SDS-Polyacrylamidgel aufgetrennt und im Immunoblot

mit α-YB-1 analysiert. In dem YB-1-depletierten Retikulozytenlysat konnte im

Gegensatz zu den Kontrollen kein YB-1 mehr im Immunoblot nachgewiesen werden.

In einem weiteren Schritt wurde versucht, das mit den rauhen Mikrosomen

assoziierte YB-1 zu entfernen. Wie vom Autor bereits in einer früheren Arbeit

nachgewiesen, ist nach dem Waschen mit 1000 mM KCl kein YB-1 mehr an den

Mikrosomen zu finden (Jürchott, 1994). Daher wurden 100 Äquivalente von rauhen

Mikrosomen (siehe Methoden) in 0,5 ml Hochsalzpuffer (50 mM Hepes/KOH, pH =

7,5; 250 mM Saccharose; 1000 mM KCl; 10 mM MgCl2; 1 mM DTT; 1:1000 PI) für 10

Minuten auf Eis inkubiert und dann in einer Ultrazentrifuge (Optima TLX - Beckmann)

bei 60.000 U/min, 4 oC, 20 Minuten lang zentrifugiert. Der Überstand wurde entfernt

und das Membranpellet erneut in 0,5 ml Hochsalzpuffer resuspendiert. Nach einer

erneuten Zentrifugation unter den gleichen Bedingungen wurde das Membranpellet

in 45 µl Membranpuffer (50 mM Hepes/KOH, pH = 7,5; 250 mM Saccharose, 1 mM

DTT, 1:1000 PI) resuspendiert und bei -70 oC gelagert. 5 Äquivalente der nicht

behandelten Mikrosomen (Abbildung 25A, Bahn 1), sowie der mit einer hohen
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Salzkonzentration gewaschenen Mikrosomen (Abbildung 25A, Bahn 2) wurden auf

einem 10%igen SDS-Polyacrylamidgel aufgetrennt und im Immunoblot mit α-YB-1

und polyklonalen Antikörpern gegen Sec61-α analysiert. Sec61-α ist ein integrales

Transmembranprotein und kann daher nicht durch hohe Salzkonzentrationen von

den Mikrosomen entfernt werden. Somit bestätigt der Nachweis von Sec61-α, daß

gleiche Mengen von unbehandelten und mit hoher Salzkonzentration gewaschenen

Mikrosomen im Immunoblot verwendet wurden. Bei den mit hoher Salzkonzentration

gewaschenen Mikrosomen konnte kein YB-1 mehr im Immunoblot nachgewiesen

werden (Abbildung 25A, Bahnen 1 und 2).

Abbildung 25: Immunoblotanalyse der rauhen Mikrosomen und der depletierten

Retikulozytenlysate

A) Rauhe Mikrosomen aus Hundepankreas wurden mit 1M KCl gewaschen.

Jeweils 5 eq der nicht gewaschenen Mikrosomen (1) sowie der gewaschenen

Mikrosomen (2) wurden im Immunoblot mit polyklonalen Antikörpern gegen YB-1

und Sec61-α untersucht.

B) Unbehandeltes (1), mockdepletiertes (2) und YB-1-depletiertes

Retikulozytenlysat (3) wurden im Immunoblot mit α-YB-1 analysiert.

Im folgenden wurde der Einfluß der YB-1-Depletion auf die Translation der

Luciferase-mRNA untersucht. Dieser Kontrollversuch sollte zum einen zeigen, ob die

Translationsfähigkeit der Retikulozytenlysate durch die Depletionen beeinflußt wurde.

Zum anderen sollte gleichzeitig überprüft werden, ob YB-1 universell für die

Translation von Proteinen von Bedeutung ist. Dazu wurde in jeweils einem
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Translationsansatz das unbehandelte (Abbildung 26, Bahn 1), das mockdepletierte

(Abbildung 26, Bahn 2) und das YB-1-depletierte (Abbildung 26, Bahn 3)

Retikulozytenlysat verwendet. Je 5 µl eines jeden Translationsansatzes wurden auf

einem 10%igen Polyacrylamidgel aufgetrennt. Nach der Elektrophorese wurde das

Gel fixiert, getrocknet und über Nacht mit einem Röntgenfilm exponiert.

Abbildung 26: In-vitro-Translation der mRNA der Luciferase

Für die In-vitro-Translation der mRNA der Luciferase wurde unbehandeltes (1),

mockdepletiertes (2) oder YB-1-depletiertes Retikulozytenlysat (3) verwendet.

Jeweils 5 µl jedes Ansatzes wurden in SDS-Probenpuffer gelöst und auf ein

7,5%iges SDS-Polyacrylamidgel aufgetragen. Nach der Elektrophorese wurde das

Gel getrocknet und über Nacht mit einem Röntgenfilm exponiert.

Sowohl bei der Verwendung des mockdepletierten (Abbildung 26, Bahn 2) als auch

des YB-1-depletierten Retikulozytenlysats (Abbildung 26, Bahn 3) war eine

Reduktion der Translation zu beobachten. Da zwischen der Verwendung des

mockdepletierten und des YB-1-depletierten Retikulozytenlysats kein Unterschied

festzustellen war, kann angenommen werden, daß diese Reduktion ein

unspezifischer Effekt ist, der auf eine Verdünnung des Retikulozytenlysats durch

Reste des Äquilibrierungspuffers der Protein-A-Agarose zurückgeführt werden kann.

Ein spezifische Einfluß von YB-1 auf die Translation der mRNA der Luciferase konnte

in diesem Experiment nicht nachgewiesen werden.

Im nächsten Schritt wurde untersucht, ob die Depletionen der Retikulozytenlysate

bzw. das Hochsalzwaschen der Mikrosomen generell die Translokation von

Proteinen ins rauhe ER beeinflussen. Als Kontrollprotein dafür wurde Präprolactin
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verwendet. Dieses sekretorische Protein wird kotranslational in das Lumen des

rauhen ER transportiert. Anschließend wird durch die Signalpeptidase die

Signalsequenz von Präprolactin abgespalten. Dieser Prozeß kann durch die

Verringerung der Größe des Proteins im SDS-Polyacrylamidgel nachgewiesen

werden.

In diesem Experiment wurden die Translation und der Transport von Präprolactin in

unbehandeltem (Abbildung 27, Bahn 1 bis 3), mockdepletiertem (Abbildung 27, Bahn

4 bis 6) und YB-1-depletiertem (Abbildung 27, Bahn 7 bis 9) Retikulozytenlysat

untersucht. Dazu wurden jeweils Ansätze ohne Mikrosomen (Abbildung 27, Bahn 1, 4

und 7), mit unbehandelten Mikrosomen (Abbildung 27, Bahn 2, 5 und 8) und mit mit

hoher Salzkonzentration gewaschenen Mikrosomen (Abbildung 27, Bahn 3, 6 und 9)

verwendet.

Abbildung 27: In-vitro-Translation der mRNA des Präprolactins

Für die In-vitro-Translation der mRNA des Präprolactins wurde unbehandeltes

(Bahnen 1 bis 3), mockdepletiertes (Bahnen 4 bis 6) oder YB-1-depletiertes

Retikulozytenlysat (Bahnen 7 bis 9) verwendet. Die Versuche wurden ohne die

Zugabe von Mikrosomen (Bahnen 1, 4 und 7), nach der Zugabe von

unbehandelten rauhen Mikrosomen (Bahnen 2, 5 und 8) und von mit hoher Salz-

konzentration gewaschenen Mikrosomen (Bahnen 3, 6 und 9) durchgeführt. Je 5 µl

jedes Ansatzes wurden in SDS-Probenpuffer gelöst und auf ein 15%iges SDS-

Polyacrylamidgel aufgetragen. Nach der Elektrophorese wurde das Gel getrocknet

und über Nacht mit einem Röntgenfilm exponiert.

Wie in der Abbildung 27 (Bahn 2 und 3) zu erkennen ist, wird Präprolactin in

unbehandelten und in mit hoher Salzkonzentration gewaschenen Mikrosomen mit

annähernd der gleichen Effizienz transportiert. Eine Reduktion der Translation von
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Präprolactin konnte, wie auch im vorangegangenen Experiment mit der Luciferase,

bei der Verwendung sowohl des mock- als auch des YB-1-depletierten

Retikulozytenlysats bemerkt werden (Abbildung 27, Bahn 1, 4 und 7). Die

Translokation von Präprolactin, verbunden mit der Signalsequenzspaltung war auch

bei der Kombination von YB-1-depletiertem Retikulozytenlysat mit den mit hoher

Salzkonzentration gewaschenen Mikrosomen zu beobachten (Abbildung 27, Bahn 9).

Daraus kann geschlußfolgert werden, daß die Translokation und die Spaltung der

Signalsequenz von YB-1 unabhängig ist.

Ein weiterer wichtiger Prozeß, der bei der Translation am rauhen ER stattfindet, ist

die Glykosylierung. Daher war zu überprüfen, ob YB-1 die Glykosylierung von

sekretorischen Proteinen beeinflußt. Als Kontrollprotein wurde für diese Versuche der

α-Faktor verwendet. Dieses sekretorische Protein aus Hefe wird zunächst

kotranslational durch die Membran transportiert und anschließend im Lumen des

rauhen ER glykosyliert. Der Größenunterschied zwischen der nicht glykosylierten und

der glykosylierten Form des α-Faktors ermöglicht es, diesen Prozeß zu verfolgen.

Für diesen Versuch wurde die Translation der mRNA des α-Faktor in unbehandelten

(Abbildung 28, Bahnen 1-3), mockdepletierten (Abbildung 28, Bahnen 4-6) und YB-1-

depletierten (Abbildung 28, Bahnen 7-9) Retikulozytenlysaten verglichen. Neben der

Translation ohne die Zugabe von Mikrosomen (Abbildung 28, Bahnen 1, 4, 7) wurden

auch die Translationen nach der Zugabe von unbehandelten Mikrosomen (Abbildung

28, Bahnen 2, 5, 8) und mit hoher Salzkonzentration gewaschenen Mikrosomen

(Abbildung 28, Bahnen 3, 6, 9) mit einbezogen. Je 5 µl jedes Translationsansatzes

wurden auf einem 15%igen SDS-Polyacrylamidgel aufgetrennt. Nach der

Elektrophorese wurde das Gel fixiert getrocknet und über Nacht mit einem

Röntgenfilm exponiert.
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Abbildung 28: In-vitro-Translation der mRNA des α-Faktors

Für die In-vitro-Translation der mRNA des α-Faktors wurde unbehandeltes

(Bahnen 1 bis 3), mockdepletiertes (Bahnen 4 bis 6) oder YB-1-depletiertes

Retikulozytenlysat (Bahnen 7 bis 9) verwendet. Die Versuche wurden ohne die

Zugabe von Mikrosomen (Bahnen 1, 4 und 7), nach der Zugabe von

unbehandelten rauhen Mikrosomen (Bahnen 2, 5 und 8) und von mit hoher Salz-

konzentration gewaschenen Mikrosomen (Bahnen 3, 6 und 9) durchgeführt. Je 5 µl

jedes Ansatzes wurden in SDS-Probenpuffer gelöst und auf ein 15%iges SDS-

Polyacrylamidgel aufgetragen. Nach der Elektrophorese wurde das Gel getrocknet

und über Nacht mit einem Röntgenfilm exponiert.

Im Gegensatz zu den vorausgegangenen Versuchen (Translation der mRNA der

Luciferase und des Präprolactins) konnte hier eine Steigerung der Translation des α-

Faktors sowohl bei dem mockdepletierten als auch beim YB-1-depletierten

Retikulozytenlysat festgestellt werden (Abbildung 28, Bahnen 1, 4 und 7). Kein

Unterschied konnte hingegen bei der Glykosylierung des α-Faktors zwischen den

unbehandelten und den mit hoher Salzkonzentration gewaschenen Mikrosomen

festgestellt werden (Abbildung 28, Bahnen 2 und 3). Die Kombination von YB-1-

depletiertem Retikulozytenlysat und mit hoher Salzkonzentration gewaschenen

Mikrosomen ergab ebenfalls keine Veränderung im Transport und der Glykosylierung

des α-Faktors (Abbildung 28, Bahn 9). Es kann daraus geschlußfolgert werden, daß

die Translation und die Glykosylierung des α-Faktors von YB-1 unabhängig ist.

Nun wurde untersucht, ob die Translation von integralen Membranproteinen, wie z.B.

P-Glykoprotein, durch YB-1 beeinflußt werden. Dazu wurden Translationen mit

unbehandeltem (Abbildung 29, Bahnen 1 bis 3), mockdepletierten (Abbildung 29,

Bahnen 4 bis 6) und YB-1-depletierten (Abbildung 29, Bahnen 7 bis 9)
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Retikulozytenlysaten durchgeführt. Dabei wurden entweder unbehandelte (Abbildung

29, Bahnen 2, 5 und 8) oder mit hoher Salzkonzentration gewaschene (Abbildung 29,

Bahnen 3, 6 und 9) Mikrosomen zugegeben. Je 5 ml der Translationsansätze wurden

auf einem 7,5%igen SDS-Polyacrylamidgel aufgetrennt. Nach der Elektrophorese

wurde das Gel fixiert, getrocknet und über Nacht mit einem Röntgenfilm exponiert.

Abbildung 29: In-vitro-Translation der mRNA des P-Glykoproteins

Für die In-vitro-Translation der mRNA des P-Glykoproteins wurde unbehandeltes

(Bahnen 1 bis 3), mockdepletiertes (Bahnen 4 bis 6) sowie YB-1-depletiertes

Retikulozytenlysat (Bahnen 7 bis 9) verwendet. Die Versuche wurden ohne die

Zugabe von Mikrosomen (Bahnen 1, 4 und 7), nach der Zugabe von

unbehandelten rauhen Mikrosomen (Bahnen 2, 5 und 8) und von mit hoher Salz-

konzentration gewaschenen Mikrosomen (Bahnen 3, 6 und 9) durchgeführt. Je 5 µl

jedes Ansatzes wurden in SDS-Probenpuffer gelöst und auf ein 7,5%iges SDS-

Polyacrylamidgel aufgetragen. Nach der Elektrophorese wurde das Gel getrocknet

und über Nacht mit einem Röntgenfilm exponiert.

Die Zugabe von rauhen Mikrosomen zum Retikulozytenlysat führt zu einer

Steigerung der Translationseffizienz der mRNA von P-Glykoprotein. Gleichfalls ist zu

beobachten, daß ein Teil des neu synthetisierten Proteins eine geringere Mobilität in

der SDS-PAGE besitzt. Diese Tatsache ist ein Beleg für die am rauhen ER

stattfindende Glykosilierung (Abbildung 29, Bahn 2). Ein ähnliches Ergebnis ist nach

der Zugabe der mit hoher Salzkonzentration gewaschenen Mikrosomen zu

beobachten (Abbildung 29, Bahn 3). Das bedeutet, daß sowohl der Transport als

auch die Glykosylierung von P-Glykoprotein durch das Waschen der Mikrosomen mit

1M KCl nicht beeinträchtigt werden.

Die Verwendung des mockdepletierten Retikulozytenlysates ergibt ohne die Zugabe
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von Mikrosomen eine deutliche Erhöhung der Translationseffizienz der mRNA von P-

Glykoprotein (Abbildung 29, Bahn 4). Die Zugabe der rauhen bzw. der mit hoher

Salzkonzentration gewaschenen Mikrosomen ergab eine geringfügige Verringerung

der Translationseffizienz (Abbildung 29, Bahnen 5 und 6).

Im Gegensatz zum mockdepletierten Retikulozytenlysat war bei der Verwendung des

YB-1-depletierten Retikulozytenlysats ohne die Zugabe von Mikrosomen eine

deutliche Hemmung der Translation der mRNA von P-Glykoprotein zu beobachten

(Abbildung 29, Bahn 7). Die Zugabe von rauhen Mikrosomen, die, wie

nachgewiesen, YB-1 enthalten (Abbildung 25A), führte wieder zu einer Steigerung

der Translationseffizienz (Abbildung 29, Bahn 8). Die Menge des

Translationsprodukts ist dabei mit der bei der Verwendung des mockdepletierten

Retikulozytenlysats vergleichbar (Abbildung 29, Bahnen 5 und 8). Nach der Zugabe

von mit hoher Salzkonzentration gewaschenen Mikrosomen, also in einem YB-1-

freien Translationssystem, konnte kaum noch ein Translationsprodukt nachgewiesen

werden (Abbildung 29, Bahn 9). In den vorangegangenen Kontrollversuchen konnte

in diesem YB-1-freien System weder eine generelle Hemmung der Translation noch

der Translokation der Kontrollproteine beobachtet werden (Abbildungen 27 und 28).

Somit ist anzunehmen, daß YB-1 nur die Translation von bestimmten Proteinen

reguliert. Auf Grund der in Abbildung 29 dargestellten Ergebnisse kann

geschlußfolgert werden, daß YB-1 ein positiver Regulator der Translation der mRNA

von P-Glykoprotein ist.
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5 Diskussion

5.1 Zellzyklusregulation der subzellulären Lokalisation von YB-1

Ursprünglich wurden Y-Box-Proteine auf Grund ihrer DNA-Bindungsaktivität als

nukleäre Proteine beschrieben. Das Vorkommen von möglichen

Kernlokalisationssignalen in der Primärsequenz der Y-Box-Proteine sowie der Einfluß

auf die Transkription verschiedener Gene unterstützten diese Vermutung (Didier et

al., 1988). Daß Y-Box-Proteine auch im Zytoplasma zu finden sind, ergaben unter

anderem Untersuchungen an FRGY2. Dieses Protein wurde als ein wichtiger

Bestandteil der zytoplasmatischen mRNP in Oozyten von Xenopus laevis identifiziert

(Murray et al., 1992).

In der vorliegenden Arbeit konnte zum ersten Mal eine Abhängigkeit der

subzellulären Lokalisation eines Y-Box-Proteins in kultivierten HeLa-Zellen vom

Verlauf des Zellzyklus nachgewiesen werden. Während eine zytoplasmatische

Lokalisation von YB-1 zu jeder Phase des Zellzyklus zu beobachten war, konnte eine

zusätzliche nukleäre Lokalisation nur in den Zellen nachgewiesen werden, die sich

im Übergang von der G1- in die S-Phase befanden. Diese Abhängigkeit konnte

sowohl durch Immunfluoreszenzanalysen als auch durch Zellfraktionierungen

bestätigt werden. Die Untersuchungen von logarithmisch wachsenden HeLa-Zellen

und von HeLa-Zellen, die durch verschiedene biochemische Verfahren synchronisiert

wurden, erbrachten übereinstimmende Resultate.

Auf Grund der Ergebnisse dieser Arbeit kann geschlußfolgert werden, daß YB-1 ein

zellzyklusregulierter Transkriptionsfaktor ist. YB-1 ist zu einem Zeitpunkt im Zellkern

lokalisiert, der als "restriction point" bezeichnet wird (Pardee, 1974). Zu diesem

Zeitpunkt wird entschieden, ob eine Zelle weiter den Zellzyklus durchläuft, oder in

einen Ruhezustand übergeht. Der einleitende Schritt für die weitere

Zellzyklusprogression ist die Aktivierung des Signaltransduktors Ras in der G1-Phase

durch verschiedene extrazelluläre Faktoren wie zum Beispiel die Wachstumsfaktoren

Insulin und EGF (Riddle et al., 1979). Die aktivierte Form von Ras ist in der Lage,

GTP zu binden. Es wurde eine Reihe von Proteinen identifiziert, die mit dem

Ras/GTP-Komplex interagieren und zur Aktivierung verschiedener

Signaltransduktionswege beitragen können. Dazu zählen unter anderem die Raf-

Proteine, die RalGDS-Proteinfamilie, PI3K, MEKK1 Rin1, AF-6 usw. Von zentraler
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Bedeutung für die Zellzyklusprogression ist die Aktivierung von Raf durch den

Ras/GTP-Komplex. Der Raf/MAPK-Signalweg ist unter anderem für die Induktion von

Cyclin D1 sowie für die Aktivierung des Cyclin E/CDK2-Komplexes verantwortlich.

Beide Prozesse sind notwendig für den Übergang der Zellen von der G1- in die S-

Phase des Zellzyklus (Malumbres + Pellicer, 1998). Es wird vermutet, daß YB-1 an

der transkriptionellen Kontrolle verschiedener Gene beteiligt ist, deren Produkte

zentrale Funktionen bei der Zellproliferation ausüben. Es konnte nachgewiesen

werden, daß YB-1 in der Lage ist, Sequenzen in der Promotorregion des EGF-

Rezeptors zu binden (Sakura et al., 1988). Somit ist es denkbar, daß YB-1 über die

Regulation des EGF-Rezeptors die Zellzyklusprogression beeinflußt. Auch im

Promotor weiterer Proteine, die wichtige Funktionen für die Zellzyklusprogression

haben, konnten Y-Box-Motive nachgewiesen werden. Dazu gehören unter anderem

die Gene für die Thymidinkinase, PCNA, die DNA-Polymerase α und CDK2 (Lipson

et al., 1989; Travali et al., 1989; Pearson et al., 1991; Olive et al., 1994). Um die

Rolle von YB-1 bei der transkriptionellen Regulation dieser Gene aufzuklären, sind

weitere Untersuchungen notwendig. Die in dieser Arbeit nachgewiesene

zellzyklusabhängige Lokalisation von YB-1 unterstützt jedoch die These, daß Y-Box-

Proteine an der Regulation der Zellproliferation beteiligt sind (Ladomery +

Sommerville, 1995).

5.2 Regulation der Transkription des mdr1-Gens durch YB-1

In verschiedenen Veröffentlichungen wurde eine mögliche Beteiligung von Y-Box-

Proteinen an der Regulation von mdr1 diskutiert (Goldsmith et al., 1993; Asakuno et

al. 1994). Das Produkt dieses Gens, das P-Glykoprotein, stellt ein

Transmembranprotein der Superfamilie der ABC-Transporter dar. Es besitzt zwölf

membrandurchspannende Helices und zwei ATP-bindende Kassetten. P-

Glykoprotein ist in der Lage, Substanzen mit hydrophoben Regionen aus einer Zelle

zu transportieren. Da zu diesen Substanzen auch viele in der Tumorbehandlung

eingesetzte Chemotherapeutika gehören, besitzt P-Glykoprotein eine besondere

Bedeutung für die klinische Behandlung von Tumorpatienten und für die

biomedizinische Forschung.

Der Promotor des mdr1-Gens enthält neben einer Reihe von Erkennungssequenzen

für verschiedene Transkriptionsfaktoren auch ein Y-Box-Motiv. Ein minimales



76

Promotorfragment, daß diese Y-Box und eine GC-Box enthält, ist ausreichend, um in

Transfektionsexperimenten die volle Promotoraktivität zu erreichen (Goldsmith et al.,

1993).

Im Verlauf dieser Arbeit konnte nachgewiesen werden, daß die Expression von P-

Glykoprotein mit der nukleären Lokalisation von YB-1 korreliert. Diese Korrelation

konnte in selektierten Multidrug-resistenten MCF7/ADR-Zellen beobachtet werden.

Der überzeugendste Nachweis gelang jedoch mit Transfektanten von HBL100-

Zellen, die konstitutiv YB-1 exprimierten (H1000-Zellen). Wie durch

Immunfluoreszenzanalysen festgestellt wurde, sind diese H1000-Zellen durch eine

erhöhte, vom Zellzyklus unabhängige Kernlokalisation von YB-1 gekennzeichnet. In

Gelshiftexperimenten war in Kerneluaten von H1000-Zellen eine verstärkte Bindung

von YB-1 an Y-Box-Motive zu beobachten (Bargou et al., 1997). Diese H1000-Zellen

exprimierten P-Glykoprotein und erwiesen sich im Gegensatz zu den Kontroll-

transfektanten als resistent gegen Doxorubicin und Epirubicin (Bargou et al., 1997).

Diese Ergebnisse belegen, daß der Transkriptionsfaktor YB-1 ein wichtiger Regulator

der Transkription von mdr1 ist.

In einer Veröffentlichung wurde gezeigt, daß die Zugabe von Serum zu ruhenden

NIH 3T3-Zellen zu einer Erhöhung der Promotoraktivität von mdr1 führt. Die

maximale Promotoraktivität wurde 10 Stunden nach der Serumzugabe, kurz vor dem

Übergang der NIH 3T3-Zellen von der G1- in die S-Phase des Zellzyklus,

beobachtet. Es konnte gezeigt werden, daß die c-Raf-Kinase - eine mitogenaktivierte

Seronin/Threonin-Kinase - von entscheidender Bedeutung für diese Aktivierung ist.

Es stellte sich heraus, daß die Promotorregion zwischen den Nukleotiden -69 und -

41, relativ zum Transkriptionsstartort, für die Stimulation von mdr1 durch die c-Raf-

Kinase notwendig ist (Cornwell + Smith, 1993). Wie oben dargestellt, ist YB-1

während des Übergangs der Zellen von der G1- in die S-Phase des Zellzyklus im

Zellkern lokalisiert, also zu einem Zeitpunkt, zu dem der Promotor von mdr1 in

serumstimulierten NIH 3T3-Zellen die höchste Aktivität besitzt. Außerdem enthält der

für die Aktivierung notwendige Promotorbereich ein Y-Box-Motiv. Daraus kann

geschlußfolgert werden, daß YB-1 für diese zellzyklusabhängige Stimulation von

mdr1 verantwortlich ist. Weiterhin ergibt sich daraus die Vermutung, daß die

Translokation von YB-1 in den Zellkern durch einen Signalweg gesteuert wird, der

abhängig von der c-Raf-Kinase ist und damit in direktem Zusammenhang mit der

Regulation der Zellzyklusprogression steht.
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5.3 Deregulation von YB-1 in primären Mammakarzinomen: Ein molekularer

Mechanismus der intrinsischen Multidrug-Resistenz

In der vorliegenden Arbeit konnte eine Deregulation der Expression von YB-1 in

primären sporadischen Mammakarzinomen beobachtet werden. Während in dem

normalen Brustgewebe kein YB-1 nachzuweisen war, konnte in allen untersuchten

Mammakarzinomen die Expression von YB-1 festgestellt werden. Dabei wiesen die

Mammakarzinome Unterschiede in der Höhe der Expression und in der

intrazellulären Verteilung von YB-1 auf. Im Rahmen dieser Arbeit wurde die

Expression und Lokalisation von YB-1 in primären Mammakarzinomen mit der

Expression von P-Glykoprotein verglichen. Bei etwa 30% der von uns untersuchten

primären Mammakarzinome konnte YB-1 in den Zellkernen nachgewiesen werden.

Diese nukleäre Lokalisation von YB-1 war in allen Fällen von einer starken

Expression von P-Glykoprotein begleitet. Im Gegensatz dazu konnte bei den

Mammakarzinomen, die durch eine ausschließlich zytoplasmatische Lokalisation von

YB-1 gekennzeichnet waren, kein P-Glykoprotein nachgewiesen werden. Diese

Beobachtung bestätigt die in den Zellkulturen gefundene Abhängigkeit der

Expression von P-Glykoprotein von der nukleären Lokalisation von YB-1. Daraus

kann demnach geschlußfolgert werden, daß YB-1 ein wichtiger Regulator der

Expression von mdr1 in Mammakarzinomen ist.

Es ist bemerkenswert, daß in verschiedenen Tumoren, darunter auch in

Mammakarzinomen, eine Deregulation von Proteinen zu beobachten ist, die an der

Kontrolle des Zellzyklus beteiligt sind. Von besonderer Bedeutung sind dabei

Proteine, die den Übergang der Zellen von der G1- in die S-Phase des Zellzyklus

kontrollieren (DelSal et al., 1996; Palmero + Peters, 1996). So konnten verschiedene

Veränderungen der Expression von Cyclin E in Mammakarzinomen festgestellt

werden (Keyomarsi et al., 1994). Wie oben dargestellt, konnten in den untersuchten

HeLa-Zellen Cyclin E und YB-1 häufig gleichzeitig im Zellkern nachgewiesen werden.

Es ist daher vorstellbar, daß die Deregulation des Zellzyklus oder einzelner Kompo-

nenten der Signaltransduktionswege in den Mammakarzinomen zur Akkumulation

von YB-1 in den Zellkernen und damit zur Expression von P-Glykoprotein führt. Eine

weitere Folge der Translokation von YB-1 könnte außerdem die Aktivierung

proliferationsassoziierter Gene sein.
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Klinische Studien belegen, daß für Patientinnen mit chemotherapeutikaresistenten

Mammakarzinomen eine schlechte Ausgangssituation für die weitere medizinische

Behandlung besteht (Verelle et al., 1991; Schneider et al., 1994). Auf Grund der

dargestellten zentralen Rolle bei der Herausbildung der Resistenz der Karzinome

könnte YB-1 ein Zielprotein für die Entwicklung neuer therapeutischer Ansätze sein.

5.4 YB-1 als Bestandteil zytoplasmatischer Proteinkomplexe

Y-Box-Proteine konnten sowohl im Zellkern als auch im Zytoplasma nachgewiesen

werden. Die funktionelle Bedeutung der nukleären Lokalisation von YB-1 wurde in

den vorangegangenen Abschnitten diskutiert. Um Hinweise auf die Funktionen von

YB-1 im Zytoplasma zu erhalten, wurde die Assoziation von YB-1 mit

zytoplasmatischen Proteinen untersucht. Aus Veröffentlichungen war bekannt, daß

im Zytoplasma von Oozyten (X. laevis) und in Retikulozyten (Kaninchen) Y-Box-

Proteine einen Hauptbestandteil der mRNP bilden. Im Zytoplasma von Oozyten  (X.

laevis) konnten neben den mRNP zwei weitere Komplexe identifiziert werden, die Y-

Box-Proteine enthalten. Der eine Komplex besitzt einen Sedimentationskoeffizienten

von 6S, und stellt einen Heterodimer der Y-Box-Proteine p54 und p56 dar. Der zweite

Komplex enthält neben den beiden genannten Y-Box-Proteinen noch zwei weitere

Proteine (p60 und p100) und besitzt einen Sedimentationskoeffizienten von 15S.

Beide Komplexe sind in der Lage, RNA-Moleküle zu binden. Es wird vermutet, daß

diese Komplexe Zwischenprodukte beim Prozeß des Zusammensetzens der mRNP

darstellen (Murray et al., 1991; Murray et al., 1992; Evdokimova et al., 1995).

In der vorliegenden Arbeit wurden HeLa-Zellen einer sequentiellen Extraktion

unterzogen und die zytoplasmatischen Fraktionen mittels der

Saccharosegradientenzentrifugation analysiert. Dabei konnte YB-1 in vier

verschiedenen Komplexen nachgewiesen werden. Diese Komplexe unterscheiden

sich zum einen durch ihr Sedimentationsverhalten im Saccharosegradienten, zum

anderen durch die Bedingungen, unter denen sie sich aus den HeLa-Zellen

extrahieren lassen.

Ein Komplex mit einem Sedimentationskoeffizienten von 70S konnte bei einem

Salzgehalt von 25 mM Kaliumchlorid aus den HeLa-Zellen extrahiert werden. Der

geringe Salzgehalt, bei dem die Extraktion erfolgte, deutet darauf hin, daß dieser

Komplex nicht an zelluläre Strukturen gebunden ist. Der Sedimentationskoeffizient
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von 70S stimmt gut mit dem von freien zytoplasmatischen mRNP überein. Die

Assoziation von Y-Box- Proteinen mit mRNP wurde sowohl in Oozyten von X. laevis

als auch in Retikulozyten von Kaninchen gezeigt. Es ist daher anzunehmen, das

dieser Komplex mit den mRNP identisch ist.

Zwei der nachgewiesenen Komplexe sind durch einen geringen

Sedimentationskoeffizienten gekennzeichnet. Während einer dieser Komplexe schon

bei einem Salzgehalt von 25 mM Kaliumchlorid extrahiert wird, kann der andere erst

bei einem Salzgehalt von 150 mM Kaliumchlorid aus den HeLa-Zellen gelöst werden.

Bei der Erhöhung des Salzgehalts auf 150 mM Kaliumchlorid werden Teile des

Zytoskeletts dissoziiert (Vedeler et al., 1991). Es ist daher möglich, daß der bei

einem Salzgehalt von 150 mM Kaliumchlorid extrahierbare Komplex mit dem

Zytoskelett assoziiert ist. Die Zusammensetzung und die Funktion dieser beiden

Komplexe ist zur Zeit noch nicht bekannt.

Die Solubilisierung der Membranen des rauhen endoplasmatischen Retikulums durch

Detergenzien führt zu einer Freisetzung von membrangebundenen Polysomen. Im

Gegensatz zu anderen Polysomen konnte bei den membrangebundenen Polysomen

eine Akkumulation von YB-1 festgestellt werden.

Bisher gibt es nur wenige Hinweise darauf, wie die Verteilung von YB-1 zwischen

den verschiedenen Komplexen reguliert wird. Aus Veröffentlichungen ist bekannt,

daß Y-Box-Proteine zu den Phosphoproteinen gehören. Eine fehlende

Phosphorylierung scheint allerdings keinen Einfluß auf die mit der Transkription

zusammenhängenden Funktionen zu haben (Tafuri + Wolffe, 1992). Es konnte

ebenfalls gezeigt werden, daß die Bindung von Y-Box-Proteinen an RNA-Moleküle

unabhängig von Phosphorylierungen erfolgt (Deschamps et al., 1997). Daher liegt

die Vermutung nahe, daß die Phosphorylierungen bei der Assoziation von YB-1 mit

anderen Proteinen eine Rolle spielen. Bei der Untersuchung von Hundepankreasmi-

krosomen wurde festgestellt, daß YB-1 in mikrosomalen Fraktionen in vitro

phosphoryliert werden kann, was zur Freisetzung eines Teils des gebundenen YB-1

führt. Durch die Behandlung der mikrosomalen Fraktionen mit alkalischer

Phosphatase ist es jedoch gelungen, diesen Prozeß zu verhindern (Jürchott, 1994).

5.5 Identifikation von YB-1-bindenden Proteinen

In der vorliegenden Arbeit ist es gelungen, verschiedene Proteine nachzuweisen, die
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im Zytoplasma mit YB-1 interagieren. Zunächst wurde die Assoziation von YB-1 mit

zytoplasmatischen Proteinen in der Koimmunpräzipitation untersucht. Die

durchgeführten Kontrollen belegen, daß ein Protein mit dem scheinbaren

Molekulargewicht von 35.000 ein Bindungspartner von YB-1 ist (P35). Die

Assoziation von P35 mit YB-1 konnte nicht durch eine Inkubation mit DNase I bzw.

RNase A beeinflußt werden. Dieses Ergebnis deutet darauf hin, daß P35 nicht über

DNA- bzw. RNA-Fragmente, sondern über Protein-Protein-Wechselwirkungen mit

YB-1 interagiert. In weiteren Untersuchungen konnte beobachtet werden, daß die

Assoziation von P35 mit YB-1 vom Verlauf des Zellzyklus abhängig ist. Dabei konnte

beim Übergang der HeLa-Zellen von der G1- in die S- Phase des Zellzyklus eine

maximale Bindung von P35 an YB-1 festgestellt werden. Desweiteren war in den

Multidrug-resistenten MCF7/ADR-Zellen im Vergleich zu den sensitiven MCF7-Zellen

die Assoziation von P35 mit YB-1 stark erhöht.

P35 und weitere YB-1-assoziierte Proteine wurden über eine

Affinitätschromatographie gereinigt. An Hand mehrerer sequenzierter Peptide konnte

ein Protein mit dem scheinbaren Molekulargewicht von 35.000 im Eluat dieser

Affinitätssäule identifiziert werden. Dabei handelt es sich um ein Protein, das

ursprünglich zusammen mit dem alternativen Splicing factor SF2 gereinigt wurde. Es

wurde daher als P32-Untereinheit von SF2 bezeichnet (Honore et al., 1993). Weitere

Veröffentlichungen belegen jedoch, daß P32/SF2 auch in Verbindung mit

verschiedenen anderen Proteinen zu finden ist. So konnte die Assoziation von YL2,

dem P32/SF2-homologen Protein in Mäusen, mit Rev, einem viralen

Transaktivatorprotein des HIV Typ 1, nachgewiesen werden. Rev ist in der Lage, an

bestimmte RNA-Strukturen zu binden, und unterstützt den Transport der Transkripte

vom Zellkern ins Zytoplasma. Es konnte nachgewiesen werden, daß YL2 die Akivität

von Rev verstärken kann (Luo et al., 1994). Genaue Studien zur Expression,

Lokalisation und Funktion von P32/SF2 wurden jedoch noch nicht veröffentlicht. Es

konnte jedoch festgestellt werden, daß P32/ SF2 in der Lage ist, an Hyaluronsäure

zu binden (Deb + Datta, 1996). Es ist bekannt, daß die intrazelluläre Hyaluronsäure

die Zellproliferation beeinflussen kann (Chen et al., 1998). Somit könnte P32/SF2 ein

Bindeglied zwischen Proteinen, die am RNA-Metabolismus beteiligt sind, und der

Zellzyklusprogression darstellen. Ein Hinweis darauf könnte auch die verstärkte

Assoziation dieses Proteins mit YB-1 beim Übergang der Zellen von der G1- in die S-

Phase des Zellzyklus sein.
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Neben P32/SF2 wurden noch folgende Proteine im Eluat der Affinitätssäule

identifiziert: hnRNP A1, hnRNP A2/B1, hnRNP K und ein noch nicht genauer

charakterisiertes RRM-RNA-bindendes Protein. Diese Proteine konnten jedoch durch

die Koimmunpräzipitation nicht nachgewiesen werden. Dafür kommen verschiedene

Ursachen in Betracht. Für die Koimmunpräzipitation wurden die Proteine durch eine

Reaktion mit einem aktivierten Biotinester markiert. Die Stärke der Markierung ist

dabei abhängig von dem Vorhandensein freier Aminogruppen an den

Proteinmolekülen. Proteine, die nur über wenige oder gar keine freien Aminogruppen

verfügen, können infolge dessen mit dieser Methode nicht nachgewiesen werden.

Eine weitere Möglichkeit besteht darin, daß es durch die Verdünnung des

Zytoplasma bei der Koimmunpräzipitation zur Dissoziation dieser Proteinkomplexe

kommt. Es sind daher weitere Untersuchungen notwendig, um herauszufinden, wie

diese Proteine mit YB-1 assoziiert sind und welche Bedeutung die Interaktion von

YB-1 mit diesen Proteinen hat.

Alle identifizierten Proteine stehen in Zusammenhang mit dem RNA-Metabolismus.

Es konnte nachgewiesen werden, das hnRNP A1, hnRNP A2/B1 und hnRNP K

sowohl im Zellkern als auch im Zytoplasma vorkommen können (Kamma et al., 1995;

Hoek et al., 1998). Über die Funktionen, die diese Proteine im Zytoplasma erfüllen,

ist bis jetzt wenig bekannt. Das hnRNP K, ein multifunktionelles Protein, wurde

sowohl als Transkriptionsfaktor als auch als RNA-bindendes Protein beschrieben

(Michelotti et al., 1996; Bomsztyk et al., 1997). Auf Grund der Bindung an das

Protoonkogen p95vav wird vermutet, daß hnRNP K ein Bindeglied bei der

Umsetzung von extrazellulären Signalen auf die Ebene der Genexpression ist

(Hobert et al., 1994). Das hnRNP A1 bindet im Zellkern an Intronsequenzen der prä-

mRNA und ist in der Lage, das Splicing zu modulieren. Im Zytoplasma ist hnRNP A1

mit mRNA assoziiert und vermutlich an der Translationskontrolle der mRNA beteiligt

(Svitkin et al., 1996; Hamilton et al., 1997). Für das hnRNP A2 wird eine Funktion

beim zielgerichteten Transport von mRNA im Zytoplasma diskutiert. So konnte

nachgewiesen werden, daß hnRNP A2 an eine Sequenz von 21 Nukleotiden im 3'-

nichttranslatierten Bereich der mRNA von Myelin bindet. Diese Region ist dafür

verantwortlich, daß die mRNA von Myelin selektiv zu den distalen Enden der

Oligodendrozyten transportiert wird (Hoek et al., 1998).
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5.6 Die Rolle von YB-1 bei der Translationskontrolle von P-Glykoprotein

Vorangegangene Untersuchungen des Autors belegten eine Assoziation von YB-1

mit translatierenden Ribosomen (Jürchott, 1994). Diese Ergebnisse wurden durch die

Analyse von mRNP in Retikulozyten von Kaninchen bestätigt. Dort konnte YB-1

ebenfalls in polysomalgebundenen mRNP nachgewiesen werden (Evdokimova et al.,

1995). Eine besondere Spezifität von YB-1 für bestimmte Ribosomen wurde dabei

nicht untersucht. In der vorliegenden Arbeit werden Ergebnisse dargestellt, die auf

eine bevorzugte Assoziation von YB-1 mit membrangebundenen Ribosomen

schließen lassen. Die sequentielle Extraktion von HeLa-Zellen ergab drei

zytoplasmatische Fraktionen, die freie, zytoskelettgebundene oder mem-

brangebundene Ribosomen enthielten. Die Assoziation von YB-1 mit den Ribosomen

wurde durch die Kosedimentation im Saccharosegradienten untersucht. In dem

Pellet, das die freien Polysomen enthielt, konnte praktisch kein YB-1 nachgewiesen

werden. Im Gegensatz dazu wurden bei den sedimentierten membrangebundenen

Polysomen große Mengen von YB-1 gefunden. Eine geringe Menge von YB-1 war

bei den zytoskelettgebundenen Ribosomen zu beobachten. Das Vorkommen von

YB-1 in dieser Fraktion könnte auf eine geringfügige Kontamination dieser Fraktionen

mit membrangebundenen Ribosomen hinweisen.

Verschiedene Experimente mit Hundepankreasmikrosomen, die vom Autor im

Rahmen seiner Diplomarbeit durchgeführt wurden, bestätigen diese Ergebnisse. Bei

diesen Versuchen konnte YB-1 in Verbindung mit aktiv translatierenden Ribosomen

am rauhen endoplasmatischen Retikulum nachgewiesen werden (Jürchott, 1994).

Die Spezifität für membrangebundene Ribosomen deutet auf eine mögliche Rolle

von YB-1 bei der Translation von Polypeptiden hin, die am rauhen

endoplasmatischen Retikulum synthetisiert werden. Die Beteiligung von YB-1 an der

Transkriptionskontrolle von mdr1 wurde im vorangegangenen Teil dieser Arbeit

bereits charakterisiert. Es wurde nun untersucht, ob YB-1 auch die Translation von P-

Glykoprotein reguliert. Diese Untersuchungen wurden in einem zellfreien In-vitro-

Translationssystem auf der Basis von Retikulozytenlysaten (Kaninchen)

durchgeführt. Da die Biosynthese von P-Glykoprotein am rauhen ER stattfindet,

wurde den Retikulozytenlysaten rauhe Mikrosomen (Hundepankreas) hinzugefügt.

Sowohl in den Retikulozytenlysaten, als auch in den Präparationen der rauhen

Mikrosomen konnte YB-1 nachgewiesen werden. Um den Einfluß von YB-1 auf die
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Translation von P-Glykoprotein untersuchen zu können, war es daher notwendig, YB-

1 aus diesem In-vitro-Translationssystem zu entfernen. Am Beispiel der mRNA der

Luciferase konnte gezeigt werden, daß nach dem Entfernen von YB-1 nicht generell

eine Hemmung der Translation zu beobachten ist. Die Ergebnisse der In-vitro-

Translation des Präprolactin verdeutlichen, daß auch ohne YB-1 die Synthese und

der Transport von Proteinen am rauhen ER stattfinden kann. Desweiteren konnte

nach der YB-1-Depletion keine Beeinflussung der Glykosylierung des α-Faktors be-

obachtet werden. Im Gegensatz zu diesen Kontrollexperimenten führte die Depletion

von YB-1 zu einer fast vollständigen Hemmung der Translation der mRNA von P-

Glykoprotein. Auf Grund dieser Resultate wird geschlußfolgert, daß YB-1 ein

positiver Regulator für die Translation von P-Glykoprotein ist. Somit konnte zum

ersten Mal gezeigt werden, daß ein und dasselbe Y-Box-Protein in Säugern sowohl

für die transkriptionelle wie auch für die translationelle Kontrolle eines Proteins

zuständig ist.

Außer beim P-Glykoprotein wurden auch bei einer Reihe anderer Membranproteine

Y-Box-Motive als regulatorische Elemente bei der Transkription beschrieben.

Beispiele dafür sind unter anderem der EGF-Rezeptor (Sakura et al., 1988; Maekawa

et al., 1989) und die Gene der Klasse II des Haupthistokompatibilitätskomplexes

(Ting et al., 1994; MacDonald et al., 1995; Lloberas et al., 1995). Es besteht daher

die Möglichkeit, das auch diese Gene sowohl auf der Ebene der Transkription als

auch der Translation von YB-1 reguliert werden. Es ist offensichtlich, daß das Y-Box-

Motiv nicht auf Promotoren von Membranproteinen beschränkt ist. Wie schon

erwähnt, konnten bei verschiedenen zellproliferationsassoziierten Genen Y-Box-

Motive in den Promotoren gefunden werden. Es ist möglich, daß YB-1 bei diesen

Genen ausschließlich an der transkriptionellen Regulation beteiligt ist.
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Zusammenfassung

YB-1, ein Y-Box-Protein in Säugerzellen, konnte sowohl im Zytoplasma als auch in

den Zellkernen von HeLa-Zellen nachgewiesen werden. Es wurde eine Abhängigkeit

der intrazellulären Lokalisation von YB-1 vom Verlauf des Zellzyklus beobachtet. In

jeder Phase des Zellzyklus war YB-1 im Zytoplasma zu finden. Eine Kernlokalisation

von YB-1 konnte nur in den HeLa-Zellen festgestellt werden, die sich im Übergang

von der G1- in die S-Phase oder in der frühen S-Phase des Zellzyklus befanden. Die

Abhängigkeit der Lokalisation von YB-1 vom Verlauf des Zellzyklus unterstützt die

These, daß YB-1 und andere Y-Box-Proteine an der Regulation der Zellproliferation

beteiligt sind.

Es wurden verschiedene Proteine identifiziert, die im Zytoplasma von HeLa-Zellen

mit YB-1 assoziiert vorkommen. Alle identifizierten Proteine erfüllen Aufgaben im

RNA-Metabolismus, was auf eine Beteiligung dieser Proteinkomplexe an der

Regulation der mRNA hinweist. Die Interaktion von P32/SF2 (P35) mit YB-1 erwies

sich als abhängig vom Zellzyklus, wobei eine maximale Assoziation dieser beiden

Proteine beim Übergang der HeLa-Zellen von der G1- in die S-Phase zu beobachten

war. In Multidrug-resistenten MCF7/ADR-Zellen konnte eine deutlich verstärkte

Interaktion von P32/SF2 mit YB-1 im Vergleich zu den sensitiven MCF7-Zellen

festgestellt werden.

Im Zytoplasma von HeLa-Zellen konnte YB-1 in Verbindung mit

membrangebundenen Polysomen nachgewiesen werden. Eine Assoziation von YB-1

mit freien oder zytoskelettgebundenen Polysomen konnte nicht festgestellt werden.

Damit wurde erstmalig gezeigt, daß YB-1 eine Spezifität für eine bestimmte Gruppe

von Polysomen besitzt. Die Assoziation mit membrangebundenen Polysomen legte

die Vermutung nahe, daß YB-1 an der Translationskontrolle von Polypeptiden

beteiligt ist, die am rauhen endoplasmatischen Retikulum synthetisiert werden. Es

konnte gezeigt werden, daß YB-1 die Translation von P-Glykoprotein, einem in-

tegralen Membranprotein, positiv reguliert. Ein Einfluß auf die Translation der

untersuchten sekretorischen Proteine (α-Faktor und Präprolactin) konnte nicht

beobachtet werden. Diese Ergebnisse belegen, daß YB-1 ein spezifischer Regulator

der Translation bestimmter Membranproteine ist.

Am Hand von P-Glykoprotein konnte des weiteren demonstriert werden, daß YB-1

sowohl die Transkription als auch die Translation dieses Proteins positiv reguliert. Die
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in den Zellkulturen beobachtete Korrelation von YB-1 mit der Expression von P-

Glykoprotein konnte auch in primären Mammakarzinomen nachgewiesen werden.

Somit ist YB-1 ein entscheidender Faktor bei der Ausbildung einer intrinsischen

multiplen Resistenz von Mammakarzinomen gegen die Behandlung mit

Chemotherapeutika. Aus diesem Grunde könnte YB-1 einen Ansatzpunkt für die

künftige Diagnose und Therapie von Mammakarzinomen und eventuell auch von

anderen Tumoren bieten.
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