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EINLEITUNG 10

1 Einleitung

1.1 DasY-box Protein-1

1.1.1 Die Kalteschock- und dieY-box Protein-Familie

Das Y-box Protein-1 (YB-1) gehort der phylogenetisch konseten Familie der
Kalteschock- ¢old shock Proteine an. Die Kalteschockproteine bilden énaeinfamilie,
die erstmals in Bakterien gefunden wurde. lhre Esgion wird in Bakterien beim
Herunterkiihlen von Wachstumsmedium von 37°C au€ltSchreguliert. Damajor cold
shockProtein in E.coli, CS 7.4, koordiniert den Uberganglie Wachstumsphase durch
Transaktivierung von 10-15 verschiedenen Zielgddenes, VanBogelen et al. 1987).
Allen Mitgliedern der Proteinfamilie ist eine etwa80 Aminosauren lange,
hochkonservierte Domane gemeinsam, diecald shockDoméane (CSD) bezeichnet wird
(Wolffe, Tafuri et al. 1992). Die Homologie zwisechdem bakteriellen Protein CS 7.4 und
den cold shockProteinen von Vertebraten innerhalb dieser DomBeeagt 44% auf
Proteinebene und 70% auf Nukleotidebene (Tafuri \&fudffe 1990). Mittels Kernspin-
Resonanz-Spektroskopie und Rontgenstrahlen-Standiyse konnte gezeigt werden,
dass diese Doméane aus funf antiparallfle®trangen besteht, die einen antiparallgfen
barrel und ein dreistrangiggsFaltblatt formen (Schnuchel, Wiltscheck et al. 3.9Rloks,
Spronk et al. 2002) innerhalb derer zwei RNA-Bingsmotive liegen, die als RNP-1 und
RNP-2 (Ribonukleoprotein-Motiv) bezeichnet werdémr{dsman 1992; Graumann and
Marahiel 1996).

Die eukaryoten Y-box Proteine wurden initial Gblerei Interaktionen mit deY-boxoder
inverse CCAAT-Sequenz doppelstrangiger DNA chargitet (Didier, Schiffenbauer et
al. 1988; Tafuri and Wolffe 1990). Das humane RnotéB-1 bindet ebenfalls an die
inverse CCAATBox. In verschiedenen Studien konnte gezeigt werdefi, YB-1 neben
doppelstrangiger DNA auch einzelstrangige DNA (Koll Torrey et al. 1992; Wolffe,
Tafuri et al. 1992) und mMRNA bindet (Murray, Stdrilet al. 1992; Tafuri and Wolffe
1993).
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1.1.2 Struktureller Aufbau des Y-box Proteins-1 (YB-1)

DasY-box binding protein-{YB-1) stellt ein humanes Kalteschockprotein dagbBih der
cold shockDoméne weist YB-1 eine Glycin-reiche Region im N+hgwus sowie eine
Region mit alternierend basischen und sauren Ardimes im C-Terminus auf. Die

basischen Regionen sind vorwiegend Arginin- undifreich (ARM) (Abbildung 1).

RRM-1 RRM-2 ARM1 ARM2 ARM3 ARM4

charged-zipper Doméne

NHy— CSD B S B S B S B |cooH

Abbildung 1: Schematische Darstellung der YB-1-Prot  eindomanen.

YB-1 weist eine zentral lokalisierte cold shock Doméane (CSD) mit zwei RNA-Erkennungsmotiven
(RRM) auf. Flankiert wird diese im N-Terminus von einer Glycin-reichen Region und im C-Terminus
von einer als charged zipper bezeichneten Domé&ne mit Arginin-reichen Motiven (ARM). Der C-
Terminus besteht aus alternierenden Regionen basischer (B) und saurer (S) Aminosauren (Kohno,
Izumi et al. 2003).

Fir den N-Terminus ist eine Interaktion mit Aktisinem bedeutsamen Protein des
Zytoskelettes, nachgewiesen, Uber die die zytom#sohe Lokalisation von YB-1
kontrolliert werden kann (Ruzanov, Evdokimova etl&99).

Die als charged zipperbezeichneten Doménen im C-Terminus beeinflussenDiiA-
Bindungsspezifitat (Ladomery and Sommerville 19949l sind an verschiedenen Protein-
Protein-Interaktionen beteiligt (Ozer, Strelkauskasal. 1979; Tafuri and Wolffe 1992).
Uber diese Domanen kann YB-1 auch homomultimegsi¢lzumi, Imamura et al. 2001).
Ferner sind innerhalb der C-terminalen Region Phogpierungsstellen fir die
Kaseinkinase Il lokalisiertin vivo konnte eine starke Phosphorylierung von YB-1

nachgewiesen werden (Skabkin, Evdokimova et al1R00

1.1.3 YB-1 als DNA-bindendes Protein

YB-1 wurde ursprunglich als ein an di¥-box im Promotorbereich desnajor
histocompatibility compleXMHC) Klasse II-Gens bindendes Protein entdeckt, das die
Gen-Transkription reprimiert (Didier, Schiffenbawtral. 1988).
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Die Y-box auch als inverse CCAAT- Sequenz beschrieben (é&inhg 2), wurde lange
Zeit als minimales Bindungsmotiv fur YB-1 angenonmm@afuri and Wolffe 1990).
Nachfolgende Studien ergaben fir YB-1 ein kompleReglungsverhalten: YB-1 bindet
mit unterschiedlichen Affinitdten an verschieden@AAT-Boxen. Die hochste Affinitat
liegt fur die Y-box des MHC II-Gens vor, wohingegdie CCAAT-Box des humanen
Thymidinkinase-Gens nicht gebunden wird (Gai, Lipsd al. 1992). Die CCAAT-Box
stellt somit zwar ein praferentielles, aber keinnreichendes oder minimales
Bindungsmotiv fir YB-1 dar, und benachbarte Segeengpielen eine entscheidende

Rolle.

vTAACCS

5-ATTGG-3’

Abbildung 2: Bindungsmotiv von YB-1 an doppelstréang iger DNA.

Dargestellt ist die inverse CCAAT- Box, auch y-box genannt.

Einiges deutet darauf hin, dass die DNA-Sekund#tsir das Bindungsverhalten von
YB-1 Dbeeinflusst. Berechnungen der Tertiarstruktules bakteriellen CspB-
Bindungsmotivs durch Schindelin et al. (1994) esgabinestem-loopStruktur der DNA.

Bei dieser DNA-Struktur bilden die Basen des (gleith Stranges
Wasserstoffbriickenbindungestén) aus, die dazwischenliegende Sequenz formiert sich
zu einer verbindenden Schleifledp). Fur YB-1 konnte gezeigt werden, dass es solche
einzelstrangigen DNA-Abschnitte induzieren und gisibren kann (Schindelin, Jiang et
al. 1994; MacDonald, Itoh-Lindstrom et al. 1995; idas, Alfonso-Jaume et al. 1998;
Norman, Lindahl et al. 2001). MacDonald et al. @PStellten die Hypothese auf, dass
eine durch YB-1 induzierte Konformations&dnderungBereich des MHC Klasse II-Gens
die Bindung aktivierender Transkriptionsfaktorenilare Bindungsstellen verhindert und
hierliber ein reprimierender Effekt vermittelt wildmgekehrt kénnte eine solche durch
YB-1 induzierte Konformationsanderung eine Bindungvon anderen
Transkriptionsfaktoren erleichtern, wie es fur dasn der Matrix Metalloproteinase-2
(MMP-2) gezeigt wurde (Mertens, Alfonso-Jaumelel1898).
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Neben der Bindung von YB-1 an doppelstrangige DNARromotorbereich von Genen
konnte gezeigt werden, dass YB-1 einzelstrangigengl, Imamura et al. 2001) und
Cisplatin-modifizierte DNA (Ise, Nagatani et al.9B bindet.

Zusammenfassend kann durch YB-1 eine Veranderung D¢A-Sekundéarstruktur
herbeigefuhrt werden. YB-1 vermag zellspezifiscen& zutrans-aktivieren oder zu
reprimieren, wie es z.B. fir daganulocyte macrophage colony stimulating facten
(GM-CSF Gen) (Coles, Diamond et al. 1996; Diamo8Hannon et al. 2001) und das
Matrix Metalloproteinase-2-Gen (MMP-2 Gen) (Medet997) gezeigt wurde.

Zielgene von YB-1 werden vor allem im Rahmen eigesteigerten Zellproliferation
sowie Entziindungs- und Stressreaktionen hochregulachfolgend sind einige von YB-

1 regulierte Gene zusammengefasst:

Zielgen Regulation Referenz

Zytokine, Chemokine und Rezeptoren

PDGF-B ) (Stenina, Poptic et al. 2000)
IFN-a und $ U (Yan and Tamm 1991)
GM-CSF un (Coles, Diamond et al. 1996),

(Diamond, Shannon et al. 2001)
Thyrotropinrezeptor U (Ohmori, Shimura et al. 1996)

Matrix- und Matrix-degradierende Proteine

Gelatinase A (MMP-2) un (Mertens, Harendza et al. 1997)
Kollagen Typ 161) U (Norman, Lindahl et al. 2001)
Kollagen Typ 162) U (Higashi, Inagaki et al. 2003)
Antigenprasentation

HLA-Klasse Il U (Didier, Schiffenbauer et al. 1988)

Proliferation
DNA-Polymerasex ) (En-Nia, Yilmaz et al. 2005)
c-myc U (Chernukhin, Shamsuddin et al. 2000)
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Transportproteine, Detoxifikation

mdr-1 ) (Bargou, Jurchott et al. 1997)
mrpl ) (Chansky, Hu et al. 2001)
mrp 2 U (Kauffmann et al. 2001)
grp78 U (Li, Hsiung et al. 1997)

Strukturproteine und andere
Myosin light-chain 2v ) (Zou, Evans et al. 1997)
Huhnera-Globin U (Knezetic and Felsenfeld 1993)

Virale Promotoren

RSV ) (Swamynathan, Nambiar et al. 1997)
HTLV-1 ) (Kashanchi, Duvall et al. 1994)

HIV ) (Ansari, Safak et al. 1999)

JC Polyomavirus ) (Safak, Gallia et al. 1999)

Tabelle 1: Zielgene von YB-1. Aufgefihrt sind von YB-1 regulierte Gene. Die Pfeile zeigen, ob die
Expression des entsprechenden Proteins durch YB-1 hoch- bzw. herunterreguliert wird.

YB-1 stellt moéglicherweise ein zentrales Proteim flie Koordinierung der zellularen
Stress-Antwort dar. Ohga et al. (1996) konnten e@meninderte Sensitivitat von YB-1-
Uberexprimierenden Zellen gegeniber einer CispBd¢ihandlung nachweisen. Ein
maoglicher Grund hierfur kdnnte die Interaktion V6B-1 mit der humanen Endonuklease
[l (Marenstein, Ocampo et al. 2001) und deren fagknder Aktivitatssteigerung sein.
Uber die Endonuklease Il wird die Exzision von niiaierten Basen aus der DNA

initiiert.
1.1.4 YB-1 als RNA-bindendes Protein

Neben einer Interaktion mit DNA ist fur Kalteschekoteine ebenfalls eine Sequenz-
spezifische sowie —unspezifische Bindung an RNAlésben.

Fur die Interaktion von Y-box Proteinen mit RNA kaen zwei Domanen verantwortlich
gemacht werden: eine schwache und unspezifische -BiNdung kann Uber die

Multimerisierungsdoméne eingegangen werden und eaeagquenzspezifische RNA-
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Bindung Uber diecold-shock Domane (Ladomery and Sommerville 1994). Fiur die
Xenopus Kalteschock-Proteine FRGY-1 und -2 defterer Bouvet et al. (Bouvet,
Matsumoto et al. 1995) die NukleotidbindungssequBALZAUG mittels einerSELEX
Analyse 6ystematic evolution of ligands by exponential@nrien}.

Zudem ist YB-1 Hauptbestandteil der zytoplasmatikatalisierten Ribonukleoprotein-
(RNP)-Komplexe (Evdokimova, Ruzanov et al. 2001),denen die mRNA bis zum
Zeitpunkt der Translation gespeichert wird. Die tBio-RNA-Komplexe stellen einen
wichtigen Regulationsmechanismus der mRNA-Trarmtati dar. In  niedrigen
Konzentrationen destabilisiert YB-1 die Sekundaidtrr der RNA, &hnlich der Funktion
des bakteriellen Kalteschock-Proteins CspA (Jiarpu et al. 1997). Durch die
destabilisierte Sekundarstruktur wird die mRNA flie 60S-Unterheit der Ribosomen
leichter zuganglich (Matsumoto and Wolffe 1998), slass YB-1 in niedrigen
Konzentrationen die RNA-Translation stimuliert (Bk@mova, Kovrigina et al. 1998). Im
Gegensatz hierzu wird bei einer hohen zytosolisctBsl-Konzentration die Translation
durch Maskierung der mRNA gehemmt (Davydova, Evahakia et al. 1997; Jiang, Hou et
al. 1997; Evdokimova, Kovrigina et al. 1998).

Neben der Translationsregulation vermag YB-1 eikerfluss auf die mRNA-Stabilitat
auszuuben: Chen et al. (2000) zeigten, dass YBel Nukleolin Gber Bindung an ein
Sequenzmotiv in der 5-untranslatierten Region YFR) die Interleukin-2-mRNA
stabilisiert. Die mRNA des Granulozyten-Makrophagf@tonien-stimulierenden-Faktors
(GM-CSF) wird tber eine Bindung von YB-1 an ein Aréiches Element innerhalb der
3-UTR in aktivierten eosinophilen Granulozyten lsligiert (Capowski, Esnault et al.
2001).

Evdokimova et al. (2001) wiesen einen Effekt von-YBwuf die mRNA-Stabilitat Uber
eine Sequenz-unspezifische Bindung an aip-Struktur am 5-Ende der mRNA nach.
Dieser Effekt ist abhangig von einer korrektenc&p-Ausbildung, d.h., eine verkirzte
MRNA wird nicht translatiert und beschleunigt defiest, ohne dass es zur Expression von
Deletionsproteinen kommit.

Neben der Bindung von YB-1 an mRNA weisen neuegebmisse auf eine im Zellkern
stattfindende Interaktion zwischen YB-1 und pra-nRiit nachfolgender Anderung des
SpleiBmusters hin. Stickeler et al (2001) konntermgen, dass YB-1 an einegxonic
splicing enhancefESE) in der pra-mRNA von CD44 bindet. In diese&g®n liegt eine
A/C-reiche Sequenz innerhalb des vierten variadswons. Uber die YB-1-Bindung
kommt es zum Einschluss dieses variablen Exonsemd#y Mechanismus ungeklart ist.
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Chansky et al. (2001) wiesen eine Interaktion voB-1I¥ mit dem translocation
liposarcoma protei(TLS) nach, Uber das die RNA-Polymerase Il releritund das pra-
MRNA-Spleil3en beeinflusst wird. Raffetseder e{2003) konnten zudem eine Interaktion
von YB-1 mit dem SpleiRingfaktor SRP30c nachweisen.
Zusammenfassend hat YB-1 eine Bedeutung bei folgerdllularen Funktionen:

* Regulation der Transkription

* Reparatur von DNA

» ,Stress“-Antwort auf extrazellulare Signale

*  RNA-processing Spleil3en

* RNA-Speicherung

» Aktivierung bzw. Reprimierung der Translation

1.1.5 Subzelluldre Lokalisation von YB-1

Die subzellulare Lokalisation von YB-1 unterscheidgich bei Tumorzellen und
proliferierenden Zellenin vitro gegenuber nicht-transformierten Zellen vivo. In
samtlichen untersuchten proliferierenden Zellanvitro ist YB-1 zytoplasmatisch zu
finden.

Eine vornehmlich zytoplasmatische Lokalisation WiB-1 in Tumorzellenin vivo, wie
Osteosarkomzellemon small cell lung cancetellen (NSCLC) und Brusttumorzellen,
wurde durch verschiedene Autoren beschrieben (Bardarchott et al. 1997; Oda,
Sakamoto et al. 1998; Kamura, Yahata et al. 1988188, Takano et al. 1999; Gu, Oyama
et al. 2001; Shibahara, Sugio et al. 2001; Steirghbtt et al. 2001; Janz, Harbeck et al.
2002). Eine nukleare YB-1-Lokalisation in Tumorgelvebe wies in verschiedenen
Studien auf eine schlechte Prognose, z.B. durchnBegesung demultidrug resistance
und Metastasierung, hin. Es wird ein Zusammenhangschen nuklearer YB-1-
Lokalisation, seiner Uberexpression in der Zellal winer erhthten Aktivitat des P-
Glykoproteins gesehen, welches fur die Genexpresi#s MDR 1-Gens verantwortlich ist
(Bargou, Jurchott et al. 1997; Oda, Sakamoto et398; Janz, Harbeck et al. 2002). Bei
proliferierenden Zellen wurde YB-1 vorwiegend pektedr im Zytoplasma detektiert.
Jedoch andert das Protein zellzyklusabhangig deskelisation. Wahrend des Ubergangs
von der G-Phase in die S- Phase transloziert YB-1 in deftk&ei und relokalisiert in das
Zytoplasma in der spaten S-Phase (Holm, Bergmaah 2002; Jurchott, Bergmann et al.
2003). Koike et al. (1997) stellten die Hypothes& dass YB-1 mit einem Ankerprotein



EINLEITUNG 17

im Zytoplasma interagiert, welches YB-1 erst nattogphorylierung durch die Protein-
Kinase C aus seiner Bindung freigibt. Mehrere néldeTranslokationssignale innerhalb
des YB-1-C-Terminus konnten die nukledre Transiskiibn z.B. im Rahmen von
Stresssituationen vermitteln (Tafuri and Wolffe @99 afuri and Wolffe 1992; Wolffe,
Tafuri et al. 1992; Wolffe 1994). Bekannte nukleKmnsensus-Exportsignale sind im YB-
1 Protein bisher nicht beschrieben.

Eine nukledre Translokation von YB-1 in zellular&tresssituatuationen wie UV-
Bestrahlung (Bargou, Jurchott et al. 1997; Koikehiumi et al. 1997) oder Hyperthermie
(Chansky, Hu et al. 2001) ist beschrieben. Einelgétige nukleare YB-1-Translokation
wurde nach Behandlung mit IFNbeobachtet (Higashi, Inagaki et al. 2003).
Zusammenfassend weisen die Beobachtungen aufrégraktion von YB-1 mit DNA und
MRNA in verschiedenen Kompartimenten hin. Hierbeigten Stenina et al. (Stenina,
Poptic et al. 2000; Stenina, Shaneyfelt et al. 200l eng die Lokalisation von YB-1 mit
der RNA- und DNA-Bindung sowie der Funktion verbandst: Das im Zytoplasma von
Endothelzellen an mRNA gebundene YB-1 wird durcim8lation der Zellen mit
Thrombin gespalten und in den Zellkern translozieraufhin dieses tber Bindung an

den PDGF-B-Promotor die Genexpression im Kern irettiz

1.1.6 Interaktionspartner von YB-1

In Ausuibung der zum Teil gegensatzlichen zelluldfemktionen interagiert YB-1 mit
einer Vielzahl von nuklearen und zytoplasmatiscResteinen. Die nachfolgende Tabelle

gibt eine Ubersicht tiber die bisher gefundenemnaiteonspartner von YB-1:

Interaktionspartner Funktion der Interaktion

Z0-1 YB-1 reprimiert den c-erb-Promotor. Bei Ausbildung

(Zona occludens Protein-1) von Zell-Adhasionen mit Expression von ZO-1 wird

(Balda and Matter 2000) YB-1 an die ZO-1-Molekile rekrutiert und der
inhibitorische Effekt auf die c-erb-Expression
aufgehoben.

Aktin YB-1 kann die mRNA Bindung an das Aktinnetzwerk

(Ruzanov, Evdokimova et al. |der Zelle regulieren und somit die Translation

1999) beeinflussen.

AP-2 (activator protein 2) AP-2 und YB-1 aktivieren synergistisch die

(Mertens, Alfonso-Jaume et al. | Transkription des MMP-2-Gens.

1998)
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p53
(Reisdorff, En-Nia et al. 2002)

p53 bendtigt YB-1 zur Aktivierung des p21-Gens. Y
1, AP2 und p53 bilden einen Komplex im Bereich g
Gelatinase A-Promotors, der in neoplastischen @el
zu einer Aktivitatssteigerung fuhrt.

/B_
es
e

CTCF (multivalentes Zink-Fingq
Protein)

(Chernukhin, Shamsuddin et al
2000)

rEine YB-1-und CTCF-Ko-Expression fiihrt zu einer
Repression des c-myc Onkogen-Promotors, ohne
YB-1 alleine einen reprimierenden Effekt hat.

jass

RelA (p65)
(Raj, Safak et al. 1996)

YB-1 interagiert direkt mit der p65-Untereinheitrvo
NF-xB und erhoht dessen Affinitat fir die NdB
Bindungsstelle im viralen Ji@ate promotemit einem
synergistischen Effekt auf die Transkription.

Nukleolin
(Chen, Gherzi et al. 2000)

Nukleolin und YB-1 stabilisieren gemeinsam die
MRNA von Interleukin-2 durch Bindung innerhalb g
5’-untranslatierten Region (UTR).

er

TLS (translocation liposarcoma
protein)
(Chansky, Hu et al. 2001)

Uber eine Interaktion mit TLS wird YB-1 an die RN
Polymerase Il rekrutiert und beeinflusst so das
Spleil3en.

A-

Heterogenes nukleares
Ribonukleoprotein K

(hnRNP K)

(Shnyreva, Schullery et al. 200(

Uber die Interaktion mit hnRNP K vermagYB-1 ein¢
Einfluss auf RNA-Export und RNA-Verarbeitung im
Zytoplasma auszutben.

)

T-Antigen des humanen
Polyomavirus JC
(Ansari, Safak et al. 1999)

Die Interaktion von YB-1 und dem viralen JC-T-
Antigen transaktiviert synergistisch den viralate-
promoer. Ferner erleichtert YB-1 die Repression ds
viralenearly-promoterdurch das T-Antigen.

Pura
(Ansari, Safak et al. 1999)

YB-1 und Pura interagieren DNA-unabhangig. Sie
beeinflussen gegenseitig ihre Bindung im Bereich (
des humanen JC-Virus- Promotors und stimulieren
synergistisch die virale Genom-Transkription.

JCvirus late regulatory
Agnoprotein
(Safak, Sadowska et al. 2002)

Das virale Agnoprotein ist in der Lage, Uber eine
direkte Interaktion mit YB-1 dessen Effekte auf die
virale Gen-Transkription zu reprimieren.

Humane Endonuklease Il
(Marenstein, Ocampo et al. 200

YB-1 steigert die Aktivitat der humanen Endonukée
1), einem Enzym, das die Exzision mutierter Baser
initiiert.

as

Tabelle 2: Interaktionspartner von YB-

eingehen und die daraus resultierende

1. Aufgelistet sind Proteine, die eine Interaktion mit YB-1
n Funktionen in der Zelle.
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1.2 Glomerulonephritis

1.2.1 Pathogenese der akuten Glomerulonephritis

Als akute Glomerulonephritis wird eine Gruppe vakrgnkungen bezeichnet, die durch
entziindliche Veranderungen an glomeruldren Kapitlannd begleitenden Symptomen
eines akuten nephritischen Syndroms charakterimgrivie Hamaturie, Proteinurie und
verminderte Nierenfunktion, welche mit HypertonHjissigkeitsretention und Odemen
einhergehen kann (Couser 1999). Glomerulonephnitidéreten als priméare
Nierenerkrankungen auf oder sekundar in Zusammenhamit einer sytemischen
Erkrankung, haufig Vaskulitiden. Die ursachlicheaktren sind in vielen Fallen humaner
Glomerulonephritiden nicht ausreichend bekannt. \lerlauf einer bakteriellen (z.B.
Infektion mitB-hamolysierenden Streptokokken der Gruppe A) odaten (z.B. Hepatitis
C) Erkrankung kann es zu Glomerulonephritiden komniss wird angenommen, dass ein
Stimulus die Glomerulonephritis durch Triggerung déeitoimmunantwort induziert, in
deren Folge Immunkomplexe gebildet werden und aitiden Glomeruli ablagern oder
eine zellvermittelte Immunantwort auftritt (CouskE398; Vinen and Oliveira 2003). Der
glomerulare Schaden in der Glomerulonephritis gtfah zwei Stadien. Wahrend der
akuten Phase, der Entzindung der Glomeruli, weradka Gerinnungs- und
Komplementkaskade aktiviert und proinflammatoris@yokine produziert (Vinen and
Oliveira 2003). Die Aktivierung der Komplementfakea fihrt zur Chemotaxis von
Entzindungszellen und Zelllyse durch den Membrantskpmplex. Die aktivierte
Gerinnungskaskade fihrt zu einer Fibrinablageruhygokine wie PDGF-B und TGB-
bewirken eine Aktivierung der glomerularen ZellemduAnderung des endogenen
Zellphanotyps (Johnson, Lovett et al. 1994; Vined ®liveira 2003). Die zweite Phase ist
ein Resultat aus der Antwort der residenten, glotaegn Zellen auf die Mediatoren. Es
kommt zur Zellproliferation und Uberproduktion dextrazellularen Matrix, welche tber
einen Verlust der Filteroberflache und erh6htemgdularen Druck in den verbliebenen
Nephronen zur glomerularen Sklerose, chronischeterstitiellen Fibrose und
fortschreitenden Nierenschadigung fuhren kann (€oumnd Johnson 1994). Dieser
Prozess, der initial ,inflammatorisch® ist und lwk@m eine Ausheilung mdglich ist, kann
zur Fibrose und irreversiblen Vernarbung fortsderei Bei den inflammatorischen,
proliferativen und fibrotischen Veranderungen kdmnedie Nierenzellen in

unterschiedlichem Mal3e beteiligt sein, wodurchggofies Spektrum morphologischer und
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resultierend auch klinischer Auspragungen der akuiomerulonephritis entsteht. In
Tabelle 3 ist die komplexe Nomenklatur der Glomemephritiden zusammengefasst,
indem jede Krankheit, die haufigste klinische Pndaton und die histologische Lasion
beschrieben sind. Zum besseren Verstandnis dedikaian histologischer Lasionen dient
Abbildung 3.

Epithelzelle / (AL = \
(Podozyt) f o ' o e 5 L\ Mesangiale
[ P "# W ==y Zelle
?4 i 1 —f-Endothelzelle
. . % 4L/ glomeruldre
umen der el Wi N Basalmembran
Kapillarschlinge N 4 .
\\'\,
Bowmann'sche
Kapsel

proximaler Tubulus

Abbildung 3. Querschnitt durch ein Glomerulum.
(entnommen aus Vinen und Oliveira 2003). Darstellung der funktionell wichtigen Kompartimente
und Zellen eines Glomerulum.
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Erkrankung Klinische Prasentation | histologische Lasion
IgA- Nephritis Nephritisches Syndromyliesangioproliferative GN; fokal oder

Mikro-/
Makrohamaturie

diffus, hervorgerufen durch IgA-
Ablagerung

Postinfektiose GN

Nephritisches Syndrg
Hamaturie, Proteinurie

mBndokapillare oder diffuse GN, die
mesangiale- und Endothelzellen betriffi
hervorgerufen durch

Immunkomplexablagerung

Purpura Schonlein-
Hennoch

Nephritisches Syndron
Hamaturie, Proteinurie
Nephrotisches Syndrot

1Mesangialzellproliferation evtl. assoziig
'mit glomerularer Halomondbildung,
nKapillarnekrose und leukozytoklastisch
Vaskulitis, begleitend IgA-Ablagerunge

Wegener
Granulomatose;
mikroskopische
Polyanagiitis;
idiopathische
Halbmond GN

Rapid progressive GN
Nephritisches Syndron

Fokale oder diffuse proliferative GN mi
1Halbmondbildung

Goodpasture
Syndrom ; Anti-GBM
Syndrom

Rapid progressive GN
Nephritisches Syndron

Fokal segmentale GN mit Nekrose, die
nausgedehnter Halomondbildung flhrt,
hervorgerufen durch Antikérper gegen
Kollagen Typ IV

[,

Mesangiokapillare
GN (MCGN) Typ |
assoziiert mit

Nephritisches Syndron
Hamaturie, Proteinurie
Nephrotisches Syndrot

1Starke zellulare Proliferation, mesangié
Expansion, und Verdickung der
Kapillarwande, hervorgerufen durch

e

infektioser subendotheliale Ablagerung von
Endokarditis, Immunkomplexen

Abszessen; infizierten

AV-Shunts

MCGN Typ | Nephritisches SyndrommMesangialzellproliferation mit

assoziiert mit
Hepatitits C; MCGN

Typ Il

Hamaturie, Proteinurie
Nephrotisches Syndrot

rzusatzlichen intrakapillaren
nKryoglobulinablagerungen und
intramembrandsen Ablagerungen

Lupusnephritis

Nephritisches Syndro
Hamaturie, Proteinurie
Nephrotisches Syndrot

rrokale (WHO Typ Ill) oder diffuse
'(WHO Typ IV) proliferative GN mit
mProliferation mesangialer und
endokapillarer Zellen; manchmal
assoziiert mit Nekrosen und
Halbmondbildung

Tabelle 3: Klassifikation der akuten Glomerulonephritis (entnommen aus Vinen und Oliveira 2003).



EINLEITUNG 22

1.2.2 Humane mesangioproliferative Glomerulonephritis/IgA-Nephritis

Die IgA-Nephritis stellt die klassische mesangidifecative Glomerulonephritis dar, bei
der die zellulare Proliferation diffus oder fokalfagen kann und vor allem das
Mesangium betroffen ist (siehe Abbildung 3). Bekflilténgerer Zeit bestehender IgA-
Nephritis kann es auch zu fokal segmentaler Glolorephritis oder selten auch global
glomerularen Vernarbungen kommen (Floege and G&f@3). Diese ist die haufigste
aller Glomerulonephritiden in den Industrielandedig sich allerdings nur zu 4-13% mit
einer akuten Nephritis manifestiert. Haufiger prédiset sie sich isoliert mit Mikro- oder
Makrohamaturie (Vinen and Oliveira 2003). Sie tnteist in der 2.-3. Lebensdekade auf
mit einer zweifach hoheren Pravalenz fur Ma&nner einér geographischen Bevorzugung
der westlichen pazifischen Region und Asiens. Hisatnmenhang mit einer Infektion,
meist Pharyngitis oder einer anderen Infektionaleren Respirationstraktes wird gesehen
(Galla 1995). Mdglicherweise kommt es als Antwart die Infektion zur Uberproduktion
von IgAl-Polymeren, welche in der Niere abgelagestden. Zusatzlich erleichtert eine
abnorme Glykosylierung der IgA-Molekille die Aggréga zu Polymeren und Formation
von Immunkomplexen mit Affinitdt zum Mesangium (Ege and Feehally 2000). Als
Reaktion auf die mesangiale IgA-Ablagerung undai@nale Komplementaktivierung
kommt es zu Anderungen des Mesangialzellphdnotyger; durch Proliferation,
Matrixakkumulation und Sekretion proinflammatorieschiMiediatoren charakterisiert ist.
Zusatzlich kann sich eine Podozytenschadigung ekein, vermutlich bedingt durch eine
intraglomerulare Hypertonie, die eine zentrale &ah der Entwicklung glomerularer
Narben spielt (Johnson, Alpers et al. 1992; Kriahhkel et al. 2003). Die Erkrankung der
IgA-Nephritis ist bei 50% der Patienten mit einemhdéhten Serumspiegel an IgA
assoziiert, allerdings sind die Komplementspiegeh iSerum normal, da die

Komplementaktivierung nur in der Niere stattfin{di@tAmico 1988).

1.2.3 Das Tiermodell der Anti-Thy1.1-Nephritis

Die Anti-Thyl.1-Nephritis stellt ein bei der Rattetabliertes Tiermodell fur die
mesangioproliferative Glomerulonephritis dar. Nabiduktion der Krankheit durch
Injektion eines monoklonalen Anti-Thyl.1-Antikorger welcher vor allem an
Mesangialzellen bindet, kommt es 1. zur Mesang@lybei der der Komplement-

Membranangriffskomplex eine bedeutende Rolle spi@lt zur Desintegration der
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mesangiozellularen Matrix und 3. fakultativ zurdgihg von Mikroaneurysmen innerhalb
der ersten 24-48 Stunden (Bagchus, Hoedemaekdr @0&6; Yamamoto and Wilson
1987; Johnson, Garcia et al. 1990). Im Krankhertaué werden Apoptose, Angiogenese,
Matrixexpansion, und Mesangialzellproliferation baohtet, wobei Mesangialzellen aus
dem juxtaglomerularen Apparat einwandern und pFoéfen (Floege, Johnson et al. 1992;
Hugo, Shankland et al. 1997). Mediatoren, die ewwmmhtigen Einflul} auf die mesangiale
Proliferation haben, sind PDGF-B, T@EFERK unda-smooth muscle actif@ohnson, lida
et al. 1991; Yoshimura, Gordon et al. 1991; Flodggy et al. 1993; Kramer, Hashemi et
al. 2002). Eine extrakapillare Proliferation istsbfag 14 nach Krankheitsinduktion
nachweisbar. In diesem Zeitraum kann es auch zulbnktandbildung kommen.
Schrittweise bilden sich diese Veranderungen bisr alritten Woche nach
Krankheitsinduktion zurtick, wobei eine mesangialgetzellularitdt noch bis zu zehn

Wochen nach Antikérperinjektion sichtbar sein kiBagchus, Hoedemaeker et al. 1986).

1.3 Nukleozytoplasmatischer Transport von Proteinen

1.3.1 Grundprinzipien des nukleozytoplasmatischen Transpds

Der aktive Transport von Molekilen in den Zellkéimdet Uber nukle&re Poren-Komplexe
(NPC) statt, welche die doppeltschichtige Membran Kernhille penetrieren. Kleine
Molekile (<40-60 kDa) wie lonen und Metabolite kénn passiv entlang eines
Konzentrationssgradienten uber die NPCs diffundiergohingegen grofRere Molekile
aktiv Uber die NPCs transportiert werden (Yoned@020Dieser aktive Transport von
Proteinen wird Uber spezifische Aminosauresequenagmittelt, welche als nukleéare
Lokalisationssignale (NLS) bzw. nukledare Exportsign (NES) bezeichnet werden.
Proteine mit diesen Signalen werden von l6éslichean3portfaktoren gebunden, den
Importinen (Karyopherinen) bzw. Exportinen, die oiéin NPC direkt interagieren konnen.
Die Interaktion der Importine und Exportine mit ddmansportsubstraten sowie die
Direktionalitéat des Transports wird Uber die GTPRsn reguliert. Ran wird unterstitzt
von weiteren Proteinen wie NTF2 (nuclear transfamtor), RanGEFguanine nucleotide
exchange factgrRCC1) und RanGAPJTPase activating protein of Randie den
GTPase-Zyklus und die subzellulare Lokalisation ®an regulieren (Moore and Blobel
1993; Paschal and Gerace 1995; Mattaj and Englri@&8). Ein besonderes Kennzeichen
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des Transports von Proteinen zwischen Zellkern Ziyiwplasma ist, dass die l6slichen
Transportfaktoren wieder verwertet werden. (Gorackl Kutay 1999).

1.3.2 Der nukleare Import von Proteinen und nukleére Lokdisationssignale (NLS)

Der Prozess des nuklearen Imports von Proteinen kawerschiedene Phasen unterteilt
werden:
1. Die Erkennung des Transportsubstrates im Zytoplasma
Bindung an den nukledren Porenkomplex (NPC)
Translokation durch den NPC

Freigabe des Transportsubstrates im Zellkern

a kb 0N

Recyclingder am Transport beteiligten Faktoren.

Importin o
i RanGTP
_ ] >
Importin o CAS

Hanb RanGTP
—
m 4 D Importin o

|

Zytoplasma Nukleus

Abbildung 4: Schematische Darstellung des nuklearen Imports von Proteinen.

Dargestellt ist der RanGTP-abhangige Import von Proteinen mit einer klassischen NLS ber
Importine. Zytoplasmatisch bindet die NLS an einen Komplex aus Importin a, Importin 3, RanGDP
und zusétzlichen Faktoren wie dem nuclear transport factor 2 (NTF2). Dieser wird tiber den NPC
transportiert und dissoziiert nukledr nach Umwandlung von RanGDP in RanGTP. Diese
Umwandlung wird durch das chromatingebundene Ran GEF erleichtert. RanGTP-abhangig werden
die beteiligten Rezeptoren wieder in das Zytoplasma transportiert, wobei das cellular apoptosis
susceptibility Protein (CAS) den Ricktransport von Importin o erleichtert. Motor dieses
Rucktransports ist die Hydrolyse von RanGTP, vermittelt durch RanGAP.
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Der nukledre Import von Proteinen hangt von der GiyErolyse ab. Diese wird durch das
kleine GTP-bindende Protein Ran vermittelt, degSeivitat von verschiedenen Proteinen
reguliert wird. Die Direktionalitdt des Transporiss abhangig vom RanGTP-Gradienten.
Im Zytoplasma ist die RanGTP-Konzentration niednggrund einer hohen RanGTPase-
Aktivitat, welche stimuliert wird durch das PratdranGAP GTPase activating protein
of Rarn. Im Zellkern ist die RanGTP-Konzentration aufgitutes chromatingebundenen
Proteins RanGERg(anine nucleotide exchange fagtboch (Kuersten, Ohno et al. 2001).
FUr manche Transporte scheint die GTP-Hydrolysetd&an allerdings nicht notwendig
zu sein, wie z.B. bei der durch Karyopherfl-vermittelten Translokation von
Proteinen, sowie auch bei einzelnen Importreaktionen Karyopherin32/TRN1 oder
einzelnen Exportreaktionen von Exportin 1/CRM1 (Boblbel, Talcott et al. 1998;
Ribbeck, Lipowsky et al. 1998). Manche Proteine daés HIV-Protein Vpr kbnnen auch
Ran- und Rezeptor-unabhangig in den Zellkern tcemsten, wahrscheinlich aufgrund
einer direkten Bindung an die Nukleoporine (JenkiisEntee et al. 1998).

Nukledre Lokalisationssignale (NLS) sind SequenmerProteinen, die eine nukleédre
Translokation erméglichen. Diese Signale haberemRegel einen hohen Anteil an Lysin-
und Argininresten. Eine NLS wurde erstmals in demmian virus 40 T-Antigen
beschrieben. Sie besteht aus einer Lysin- und Ardialtigen Sequenz (PKKKR¥), von
denen die unterstrichenen Aminosauren essentretli€iFunktion sind (Kalderon, Roberts
et al. 1984). Eine weitere gut charakterisierte Nb®steht aus 2 lysinreichen
Strukturelementen und einem dazwischenliegendembuibekungselement, bestehend aus
fur die nukledre Translokation unwichtigen Aminosiu Diese NLS wurde erstmalig im
Nukleoplasmin beschrieben (Robbins, Dilworth et1l&91). Diese beiden NLS und spater
entdeckte NLS, die diesen Sequenzen &hnlich wanemgden als ,klassische NLS*
beschrieben. Es wurden weitere komplexere NLSngis, wie z.B. die als M9 bekannte
NLS in dem heteronuklearen RNA bindenden Proteit B&ANRNPA1L), welche reich an
Glycin und aromatischen Aminosauren ist. Diese Doeneeinflusst neben dem Import
auch den Export des Proteins (Siomi and Dreyfus85)19Eine Ubersicht (ber
verschiedene Proteine und ihre NLS gibt Tabelleetier.
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Protein NLS Referenz

simian virus40 T- | PKKKRKV (Kalderon, Roberts et

Antigen al. 1984).

Nukleoplasmin _KRAAIKKAGQAKKKK (Robbins, Dilworth et
al. 1991).

hnRNPA1 GNYNNQSSNFGPMKGGNFGGRSSGPYGESiomi and Dreyfuss

GGQYFAKPRNQGGY 1995).

Tristetraprolin RKRYGRRYGKFRR (Murata, T. et al.,

Protein (TIS11) 2002)

ErbB2 KRRQQKIRKYTMRR (Chen, Chen et al.
2005)

Tabelle 4: NLS verschiedener Proteine.  Aufgelistet sind Proteine mit klassischen NLS wie im SV
40 T-Antigen, Nukleoplasmin und Smad1, sowie die nicht-klassichen NLS im hnRNPA1.
Unterstrichen sind in den Sequenzen jeweils die Aminosauren, die von den Autoren als essentiell
fir den nuklearen Transport bestimmt wurden.

FUr den Transport der Proteine mit einer klassisdiEeS ist ein heterodimerer Komplex
zustandig, der an die NLS im Zytoplasma bindetteEtintereinheit dieses Komplexes ist
Importin a (Karyopherin a), welches mit der NLS-Sequenz des Transportsubstra
interagiert und als Adapterprotein die Bindung dat zweiten Untereinheit, dem Importin
B (KaryopherinB) vermittelt (Corbett and Silver 1997; Yoneda 200Dje Bindung an
Importin B erfolgt tber die Importif8-bindende Doméne (IBB) des Importn(Gorlich,
Henklein et al. 1996). Es gibt auch Proteine, dieeodas Adapterprotein Importan an
Importin 3 binden, wie z.B. ribosomale Proteine (Jakel andli@p1998), Proteine des
humanen Immundefizienz Virus (HIV) Rev and Tat @mtiand Cullen 1999), das Rex
Protein des humanen T -Zell Leukdmie Virus Typ TIM-1) (Palmeri and Malim 1999),
das Parathyroidhormon-verwandte Protein (PTHrPM(L®Isen et al. 1997), Smad3
(Kurisaki, Kose et al. 2001) oder der Transkripsiaktor sterol regulatory element-
binding protein(SREBP) (Nagoshi, Imamoto et al. 1999). Interesareise weisen die
Importin-bindenden Doméanen dieser Proteine keinaéxesamkeiten auf.

Nach Bildung des trimeren Komplexes aus Transpbstsat, Importina und Importin3
und Assoziation mit RanGDP vermittelt Importfh die Bindung an den nukleéaren
Porenkomplex (Hurt 1996; Corbett and Silver 199NTF2 stimuliert den Import von

Proteinen mit einer NLS und bestimmt die Direktiitdades Transportes, indem es nur an
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GDP-gebundenes Ran bindet, welches hauptsachlictytoplasma vorkommt (Ribbeck,
Lipowsky et al. 1998).

Nach der Translokation des Komplexes in den Zatikbeschleunigt das Enzyguanine
nucleotide exchange factfRanGEF ) die Konversion von RanGDP zu RanGTP¢hes

zu einer Dissoziation des NLS-tragenden Proteins wmportkomplex fihrt (Gorlich,
Pante et al. 1996). AnschlieRend kehrt das RanGebiergiene Importifs zurtick in das
Zytoplasma, wohingegen Importon im Kern einen trimeren Komplex mit decellular
apoptosis susceptibility protei(CAS) und RanGTP bildet, bevor es ins Zytoplasma
zurtckkehrt (Kutay, Bischoff et al. 1997).

1.3.3 Der nukledre Export von Proteinen und nukledre Expaotsignale (NES)

Der Export von Proteinen aus dem Zellkern wird #dinidem Import Uber spezifische
Sequenzen in dem Transportsubstrat vermittelt, adse nukledre Exportsignale (NES)
bezeichnet werden und die eine Interaktion mitraieportrezeptor eingehen. Es konnten
bisher zwei unterschiedliche Signale in Proteirdaniifiziert werden. Das am haufigsten
beschriebene Signal wird in vielen Proteinen geéumadvie z.B. dem HIV Protein Rev
(Fischer, Huber et al. 1995), dem HTLV-1-Proteix RBogerd, Fridell et al. 1996) und
dem Proteinkinase-A-Inhibitor (Wen, Meinkoth et a995). Es ist eine ca. 10
Aminosauren lange Sequenz, die reich ist an hyarogh Resten, v.a. der Aminosaure
Leucin. Der zweite Typ eines NES ist die schon zuweschrieben Sequenz im hnRNP
Al-Protein (siehe Tabelle 4), welche sowohl als dmpals auch Exportsignal dienen
kann. Fir den nuklearen Export wurden ebenfallsrerehlTransportproteine identifiziert,
die zur Familie der Karyopherig-Proteine gehoren. CAS ist z.B. ein Rezeptor, der
Importin a, welches als Adapterprotein fur verschiedene Itmpaktionen dient, nuklear
bindet und RanGTP-abhangig aus dem Kern expo(tertay, Bischoff et al. 1997). Ein
weiterer Exportrezeptor fur Proteine mit einem Ietgichen NES ist dasysteine rich
motor neuron proteinCRM1/ Exportin 1. Dieser Rezeptor vermittelt denp&st von
Proteinen aus dem Zellkern ebenfalls RanGTP-abbamrdjerdings ohne Hydrolyse von
RanGTP (Fornerod, Ohno et al. 1997; Fukuda, Asaah €997). Nach der Translokation
dissoziiert der trimere Komplex dann durch die Ramittlete Hydrolyse von GTP. Die
RanGTPase Aktivitat wird durch die zytoplasmatischeroteine RanGAP QTPase
activating proteine of RgnRanBP1 Ran binding protein Jlund Ran BP2 stimuliert und
fuhrt zu einer Dissoziation des trimeren Komplexses dem das Transportmolekul
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freigegeben wird (Kuersten, Ohno et al. 2001). Ein&berblick tber den
Exportmechanismus von Proteinen gibt Abbildung 8ewi

CRM 1

CRM 1

4\

Zytoplasma Nukleus

Abbildung 5: Schematische Darstellung des Exports v on Proteinen.

Die NES eines Proteins bindet RanGTP-abhéngig im Zellkern an den Exportrezeptor cysteine rich
motor neuron protein (CRM 1). Der Komplex wird Uber den NPC in das Zytoplasma transportiert,
wo er dissoziiert und die NES freigibt. Die Dissoziation wird erleichtert durch RanGAP.

1.3.4 Regulation des nuklearen Imports und Exports von Poteinen

Fur die Regulation des Transportes von Proteindachen Zellkern und Zytoplasma sind
verschiedene Mechanismen beschrieben worden. Heerhéufigsten Mechanismen
involviert Phosphorylierungs- und Dephosphoryligmeaktionen. Der
Transkriptionsfaktor NkB ist im Zytoplasma lokalisiert, da seine NLS durdas
zytoplasmatisch gebundene ProtekB I maskiert ist. Bei einer Stimulation der Zelle
kommt es zur Phosphorylierung und Degradation &) Wwelches zu einer Demaskierung
der NLS von NKB und nukleédrer Translokation fuhrt (Ghosh and iBadte 1990). Bei
anderen Proteinen fuhrt eine direkte Phosphorylgruund Dephosphorylierung zur
Veranderung in der subzellularen Lokalisation. Sulét der Exportrezeptor Msn5p, ein

KapB-Protein in Hefen, den Transkriptionsfaktor Pho4 muphosphoryliertem Zustand
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und in Gegenwart von RanGTP und wird dann Uber N&C in das Zytoplasma
transloziert. Dephosphoryliertes Pho4 wird dannr (ikapl21p/Pselp in den Zellkern
importiert (Kaffman, Rank et al. 1998). Ahnlichesnde fir den Transkriptionsfaktor NF-
AT beschrieben, welcher im Ruhezustand der Zelloptgsmatisch lokalisiert und
phosphoryliert ist. Erhdht sich der intrazellul&alciumspiegel, wie in Stresssituationen,
kommt es zu einer Aktivierung der Phosphatase @Galcin, die NF-AT dephosphoryliert.
Es resultiert eine Demaskierung der NLS, die sich der Nahe der
Phosphorylierungsstellen befindet mit nachfolgenuiekledrer Lokalisation von NF-AT
(Zhu and McKeon 1999). In dieser Situatuion wirgauzlich der nukleare Export von NF-
AT blockiert, da das Protein eine Calcineurinbinglkoomane besitzt, die tUberlappend
zwischen zwei NES liegt. So ist die NES bei Bindwaog Calcineurin unzuganglich far
die Interaktion mit dem Exportrezeptor CRM1 (Zhw drticKeon 1999).
Ein weiterer Regulationsmechanismus des nukleareansportes wurde fir den
Transkriptionsfaktor SREBP beschrieben. Dieseiiligtr zwei transmembranare Segmente
am endoplasmatischen Retikulum gebunden und wicth dam entsprechendem Stimulus
proteolytisch an zwei Stellen gespalten, so dassNdierminale Doméne des Proteins
nuklear transloziert wird (Nagoshi, Imamoto et 4P99). Fiur die Regulation des
Transportes von p53 wird die Tetramerisierung vé8 perantwortlich gemacht. Dabei
soll eine Tetramerisierung des Proteins zu eineskiéaung der NES fuhren und damit zu
einem Verbleib des aktiven p53 im Zellkern (Stomnvdrchenko et al. 1999).
Zusammenfassend wird der nukleozytoplasmatischaspmat tGber Maskierungs-/ und
Demaskierungsreaktionen der NLS oder NES regulidi¢, Uber vier verschiedene
Mechanismen ablaufen kdnnen:

1. Direkte Phosphorylierung und Dephosphorylierung

2. Veranderung der Bindungsaffinitat eines zytoplassuhen Ankerproteins

3. Multimerisierung

4. Proteolyse
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2 Material und Methoden

2.1 Material

2.1.1 Zellkultur

RPMI 1640 Medium, fetales Kalberserum (FKS), L-@hatn, Penicillin/ Streptomycin,
Trypsin/ EDTA, PBS ( phosphate buffered saline) Znisatz von 1 mM EDTA

Invitrogen, Groningen, Niederlande

250ml-Zellkulturflaschen, 6-Loch-Zellkulturplatteh ml/ 20 ml Pipette

Deckglaschen
2.1.2 Verbrauchsmaterialien

Ampicillin, Kanamycin, Tris Ultra Pure
Agarose
Annexin V, 10fach Binding Buffer

BSA (Bovines Serumalbumin)
DNA- Leitern (25, 100 bp)
Ethidiumbromid, Propidiumjodid
Filterpapier 3mm

FUGENE 6 Transfection Reagent
LB Agar

LB Broth (Lennox)
Mountingmedium Immu-Mour@
Nylon Membran (Hybond- R')

Puromycin
Rotihistol® und Roti-Histokit®

Streptavidin-Fluorescein Isothiocyanate

Becton Dickinson, Frankreich
Engelbrecht, Edermiinde

ICN Biomedicals Inc., Ohio, USA
Eurogentec, Seraing, Belgien
BD Biosciences Clontech, Heidelberg

Sera, Heidelberg

GIBCO BRL invitrogen, Karlsruhe
SIGMA, Steinheim

Whatman, Maidstone, GrofRbritannien
Roche Diagnostics GmbH, Mannheim
GIBCO BRL, Paisley, Schottland
IDG, Lancashire, GroRR3britannien
Shandon, Pittsburgh, USA
Amersham Pharmacia,
Buckingamshire, England
Sigma-Aldrich, Deisenhofen

Roth, Karslruhe

BD Biosciences Clontech, Heidelberg
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Alle sonstigen Chemikalien wurden, sofern nichttereaufgefiihrt, von den Firmen Merck

(Darmstadt), Sigma (Deisenhofen), Boehringer (Ma&mil), Clontech (Heidelberg) und

Promega (Mannheim) bezogen.

2.1.3 Puffer und Lésungen

5fachannealingPuffer

DAB- LOosung

Ladepuffer 5fach

Methyl Carnoys Losung

Methylgrinldsung

4fach PBS-Stockldsung

200mM
100mM
125mM
(pH 7,5)

175 ml

4 ml
1ml8%
0,1 ml 30%

50mM
1%

30 %
0,25 %
(pH 8.0)

60 %
30 %
10 %

265 ml
755 ml
209

23,68 g
6,88 g

1152 g
in4l

(pH 7,2- 7,4)

Tris/HCI
MgC}
NacCl

1fach Tris- Puffer (37°C)
(3)-3'Diaminobenzidine-hexahydrate

Nickelchlorid
HO-

EDTA
SDS
Glycerin
Bromphenolblau

Methanol
Chloroform

Essigsaure

0,1 M Natriumazetat
0,1 M Eisessig (pH 4,2)
Methylgrin

N&O,
KH PO,
NaCl
HO
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Prehybridisierungs-/
Hybridisierungspuffer

RNA-Gel-Puffer

RNA-Ladepuffer

20 x SSC

TAE-Puffer 50x

10fach Tris- Puffer

0,3M
20 mM
5mM
1 fach
10 % iges
10 mM
(pH 8,0)

0,1 M
40mM
5mM

50% (v/v)
1mM

0,25 % (w/v)
0,25 % (w/v)

175,32 g
89¢
in 1000 ml
(pH 7,0)

242 ¢
100 ml
57,1 ml

619
116,9¢g
in 1000 mi
(pH 7,6)

NaCl
Tris
EDTA
Denhardts-L6sung
Dextran-Sulfat
DTT

MOPS (pH 7,0)
Natriumazetat
EDTA (pH 8,0)

Glyzerin
EDTA (pH 8,0)
Bromphenolblau
Xylencyanol FF

NaCl 175,32 g
Natriumcitrat

Aqua bidest.

Tris Base
0,5M EDTA (pH 8)

Eisessig-Saurglécial acetic acidl

Mit Aqua dest. auf einen Liter aufftllen.

Tris Ultra Pure
NacCl
Aqua bidest.
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2.1.4 Kommerzielle Kits

Megaprime DNA Labeling System und dNTPs AmershamPharmacia, Buckingamshire,

QuickHyb® Hybridisierungslosung

England
Stratagene, Heidelberg

QuiaEx-Gel-Extraction-Ki®, QIAprep Spin Mini-Prep K®, Quiagen Plasmid Maxi-

Kit®

Quiagen GmbH, Hilden

DIG High Prime DNA Labeling and Detection Starteit K®, DIG Oligonucleotide-3’-

End-Labeling Ki®
2.1.5 Enzyme

T4 Ligase/ 5x T- Ligase- Puffer
Bgl Il, EcoRI, BamHI, Hind Ill, Xba |
OPA-Puffer (One-Phor-All-Buffer Plus)

Tag-Polymerase/ 10x Polymerase-Puffer
Proteinase K, RNAse A

2.1.6 Zelllinie/ Bakterien

Rattenmesangialzellen

E.coli =XL Blue
2.1.7 Plasmide/ Primer/ Oligonukleotide

pBluescript
YB-1-GFP Konstrukte

pECFP, pDsRed2-C1
pSG5-YB-1

Roche Diagnostics GmbH, Mannheim

Invitrogen, Karlsruhe

MBI Fermentas, St. Leon-Rot
Amersham pharmacia,
Buckingamshire, England

Roche Diagnostics GmbH, Mannheim

Sigma-Aldrich, Deisenhofen

Charakterisiert wie besbarie
(Mertens, Harendza et al. 1997,
Mertens, Espenkott et al. 1998;
Reisdorff, En-Nia et al. 2002)
Stratagene, Heidelberg

Invitrogen, Karlsruhe

K. Jurchott, Max-Delbriick Center,
Berlin

BD Biosciences Clontech, Heidelberg
zur Verfigung gestellt von J.P.-Y.Ting,
University of North Carolina, NC, USA

alle verwendeten Primer und Oligonukleotide Invitrogen, Karslsruhe
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2.1.8 Antikorper

polyklonaler Kaninchen Antikdrper
“Anti-YB-1 grin” Herstellung wie beschrieben

(Mertens, Alfonso-Jaume et al. 1999)

biotinylierter Anti-Kaninchen-Antikérper 1IgG H&L Meastai® ABC (Avidin, Biotin)
Vector, Burlingame, USA

Non-immuneaninchen IgG-Antikdrper DAKO A/S, Danemark
Monoklonaler Anti-Thyl.1-Antikdrper-Klon OX-7
European Collection of Animal Cell

Cultures, Salisbury, Grol3britannien
2.1.9 Sonstige Materialien

Die benutzten sterilisierten Plastikmaterialien e von den Firmen Roth (Karlsruhe),
Becton-Dickinson (Heidelberg), Eppendorf-Nethelentd GmbH (Hamburg), Sarstedt,
(NUmbrecht) und NUNC ( Danemark) bezogen.

2.2 Experimentelle Methoden

Eine systematische Darstellung der in diesm Kapiteht vollstandig dargestellten

grundlegenden Methodiken und Versuchsprotokollelgrim Anhang.
2.2.1 Tiermodelle

Alle Tierversuche wurden von der regionalen Tiewzkommission (Bezirksregierung
KdIn) genehmigt. Die Tiere wurden unter Standardigeohgen nach den Richtlinien der
deutschen Tierschutzkommission gehalten, wobeitLlahftfeuchtigkeit, Temperatur und
ein Tag/Nacht-Rhythmus von je 12h kontrolliert wewrduRerdem hatten die Tiere freien
Zugang zu Standardrattenfutter und Leitungswasser.

Als gesunde Kontrolltiere dienten 10 mannliche AfisRatten Charles River GmbH,
Sulzfeld, Deutschlananit einem Gewicht von 140-180g, die unbehandedbien.

Es folgt eine Darstellung der einzelnen Tiermodelle

1. Mesangioproliferativen Nephritis

Als experimentelles Tiermodell der mesangiopradiferen Nephritis diente die Anti-
Thyl.1-Nephritis (siehe Einleitung), welche bei @@nnlichen Wistar RatterCharles
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River Wiga Gmbl die am Anfang des Experiments zwischen 160 us@glwogen,
induziert wurde. Es wurde eine intravendse Injektroit 1mg/kg Koérpergewicht eines
monoklonalen Anti-Thyl.1-Antikérpers vorgenommeracN dieser Injektion blieben die
Tiere unbehandelt und Gruppen von je 4 Tieren wur@®a Tag 1, 4, 6, 9 und 31 nach
Induktion der Nephritis getotet. ( mit n= 4 zu jedZeitpunkt).

2. Passive Heymann-Nephritis (PHN)

Fur das experimentelle Modell der passiven Heymdephritis wurde ein
immunologischer Podozytenschaden induziert. Dazul&vin vierSprague-DawleyRatten
(Charles River Wiga GmbHGewicht 230-240 g) je 0,8ml Schaf-anti-Fx1la-Adtier
intravenos injiziert. Acht Tage nach der Krankhadsktion wurden die Tiere getotet.

3. Puromycin Nephrose (PAN)

Ein toxischer Podozytenschaden wurde in z@&prague-DawleyRatten Charles River
Wiga GmbH Gewicht 210-230g) durch intravendse Injektion vdibOmg/kg
Kdrpergewicht Puromycin ( gelost in normaler Sadmlig) ausgeldst. Diese Tiere wurden
am Tag 7 nach Puromycin-Gabe getotet.

4. Glomerulare Sklerose und interstitielle Fibrose

Drei normotensiveMilan Ratten wurden aus der Medizinischen Hochschulenbheer
bezogen und charakterisiert (Floege, Hackmann. €i98l7) Bei diesen Tieren entwickelt
sich eine Glomerulosklerose und interstitielle Bg® in Abwesenheit einer Hypertonie.
Die Ratten wurden im Alter von 40 Wochen getotet.

5. Diabetischer Nierenschaden

Drei ,,Zucker-Ratten” (fa/fa-rats) wurden vdbharles River Wigdezogen und im Alter
von 60 Tagen getotet. ,Zucker-Ratten” sind ein ifiedell fur Fettleibigkeit assoziiert mit

Typ Il Dibetes (Coimbra, Janssen et al. 2000).

Nach der T6tung der Tiere wurden die Nieren hemosgnmen und fur Gewebeschnitte
und RNA-Isolierung aufgearbeitet (siehe dort). Alesn anderen Teil der Nierengewebe
wurden die Glomeruli durch sequentielles Siebeneimer Porengréf3e von 300, 150 und
75um isoliert und die RNA mit der Guanidin Isothjanat/Phenol/Chloroform Methode
(Chomczynski and Sacchi 1987) extrahiert..

2.2.2 Immunhistochemie

Ein Teil der oben beschriebenen Nierengewebe wiiidedie immunhistochemische

Farbung in Methyl Carnoys Losung fur 24h bei Raumperatur fixiert, im
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Einbettautomaten mit Ethanol 2 mal 70 %ig fur je 2hmal 96 %ig fur je 1h, 3 mal 100
%ig fur je 1h und mit Xylol 3 mal fur je 1h dehyeit und in Paraffin bei 60°C
eingebettet. Nach Abkihlung der gegossenen Paiitike im Einblockautomaten
wurden mit dem Schlittenbahnmikrotom Gewebeschmitie einer Dicke von je 4um
angefertigt. Diese Gewebeschnitte wurden fir 30ntmei Raumtemperatur auf
Objekttragern getrocknet und zur besseren Anhafti@sgGewebes an die Objekttrager fur
2 h bei 50°C inkubiert. Die Schnitte wurden in Xy8omal fur je 5Smin deparaffinisiert und
in der absteigenden Alkoholreihe (3 mal in 100%idetmanol , 2 mal in 95%igem Ethanol
und 1 mal in 70%igem Ethanol) fur je 2min rehydrieNach der Rehydrierung erfolgte
die Blockierung der endogenen Peroxidase fiur 10mi % HO,, verdiunnt mit PBS und
anschlieBend wurden die Gewebeschnitte 2 mal f@mjen mit 1 fach PBS gewaschen.
Als Erstantikérper wurde ein polyklonaler Kaninch&mntikorper ,Anti-YB-1 grin®, der
gegen die C-terminale Region im humanen YB-1-Rmotgerichtet ist, in einer
Verdunnung von 1:50 in 1% BSA/PBS, verwendet. ksdr Losung wurden die Schnitte
fur je 1h bei Raumtemperatur in der feuchten Kamimiarbiert und anschliel3end mit PBS
gewaschen. Es folgte eine Inkubation mit Zweitdirplerlosung (biotinylierter Anti-
Kaninchen-Antikdrper) in einer Verdinnung von 1:3001% BSA/PBS. Nach 30min
Inkubationszeit in einer feuchten Kammer wurdenQt&nitte wieder mit PBS gewaschen
und eine ABC Signal Amplifikation wurde nach Angabdes Herstellers mit dem
Vectastai®ABC Kit (Vector, Burlingame, USAJurchgefuhrt. Nach dem Waschvorgang
wurden die Gewebeschnitte fir 10min in der DAB-Ldgei 37°C im Wasserbad gefarbt
und danach mit Aqua bidest. gewaschen. Eine nukl@@&genfarbung wurde flr 2min bei
Raumtemperatur mit Methylgriinldosung vorgenommes. ®ewebeschnitte wurden durch
die aufsteigende Alkoholreihe 2 mal fur je 30set 9% Ethanol und 3 mal fur je 30sec
mit 100% Ethanol entwassert, dann 3 mal fur je 80s& Rotihisto® behandelt als
Vorbereitung fir die anschlieRende Fixierung aufe®itrégern mit einem Tropfen Roti-
Histokitt®. Vor dem Mikroskopieren wurden die ObjekttrageeliB4h getrocknet. Als
Negativkontrolle fur die immunhistochemische Farpurwurde der verwendete
Erstantikorper mit einemon-immuneKaninchen IgG-Antikorper substituiert. Eine weder
immunhistochemische Farbung wurde mit einem polyi&len anti-Kaninchen-Antikorper,
der gegen den N-Terminus von humanem YB-1 gericsit¢éBargou, Jurchott et al. 1997),
an Geweben von Kontrolltieren am Tag 6 nach Induktder Anti-Thyl.1-Nephritis

vorgenommen. Dies erfolgte in gleicher Weise. Zuetr8chtung morphologischer
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Eigenschaften der unterschiedlichen renalen Erknagdén wurden einige Gewebeschnitte
aul3erdem mit Perjodschiffsaure (PAS) gefarbt .

2.2.3 RNA-Isolierung

Aus einem Teil der Nierengewebe wurden die Glomeatuich sequentielles Sieben mit
einer Porengroe von 300, 150 und 75um isoliert uiié RNA mittels
Guanidin/Isothiozyanat/Phenol/Chloroform (Chomcxynand Sacchi 1987) extrahiert.
Die Methode wurde unter RNase-freien Bedingungeawctayefuhrt, d.h. alle verwendeten
Lésungen wurden mit DEPC behandelt, autoklavieer adit DEPC-behandeltem Wasser
angesetzt. Glasgefal3e wurden fur 8 h bei 180°Chiekiuund Plastikgefal3e mit Detergens,
70% Ethanol, 3% bD, und sterilem DEPC-Wasser vorbehandelt. Die RNA Mengd
Reinheit wurde mit einer spektralphotometrischers8tig bei 260 und 280nm in einer
Quarzkivette bestimmt, wobei eine hohe Reinheit 8kikleinsauren mit einem

OD26¢/OD,gpQuotienten von 1,8 bis 2,0 gegeben war.
2.2.4 Northern Blot

Fur dieNorthern BlotAnalyse wurde die RNA wie in Abschnit 2.2.3 beseben aus den
Rattenglomeruli extrahiert. Es erfolgte eine Gddetigohorese mit anschlieRender
Hybridisierung der RNA mit radioaktiv markiertenr@t®n. 1g Agarose wurde mit 62,1ml
RNase freiem Wasser aufgekocht. Nachdem die Loswigca. 60°C abgekuhlt war,
wurden 20ml 5-fach konzentrierter RNA-Gelpuffer uddml 37%iges Formaldehyd
hinzugegeben und solange geschwenkt, bis keineegamimehr zu erkennen waren. Die
Loésung wurde in eine Gelkammer mit Kamm gegossem. spateren Verwendung im
Northern Blot wurden 5ug mRNA in 4,5ul DEPC-behandeltem Aqua estd
aufgenommen, mit 2ul 5-fach konzentriertem RNA-Baeffer, 3,5ul Formaldehyd und
.10ul Formamid gemischt und fir 10min auf 75°CtethiAnschlielend wurde der Ansatz
sofort in Eiswasser abgekuhlt, kurz zentrifugientt 3ul Ladepuffer versetzt und auf ein
1 %iges Agarose-Gel aufgetragen. Der ebenfallsdasfGel aufgetragene RNA-Standard
wurde in der gleichen Weise vorbehandelt. Dieseb®murde vor dem Auftragen mit
0,5ul Ethidiumbromid (1ug/ul) versetzt. Nach Beguuaig der Elektrophorese wurde das
Gel unter UV-Durchlicht betrachtet und mit einemliegenden Lineal fotografiert.
Ethidiumbromid interagiert mit RNA und ermdglicha glie Visualisierung der 28S- und
18S-RNA Banden als internen MolekulargewichtssteshdBas Gel wurde 4 mal fur je

5min gewassert, um das Formaldehyd zu entfernenm Zwansfer der RNA auf
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Nitrozellulose wurde folgender Aufbau durchgefileine Schale war mit 20fach SSC
geflllt, darauf lag eine Glasplatte, hier wurdeeeBriicke aus 3mm-Filterpapier gebildet,
deren Enden bis in das Pufferreservoir der Scleatdten. Das Filterpapier war mit 20fach
SSC durchtrankt und 12cm breiter als das Gel. Aas &ilterpaper wurde das Gel
blasenfrei aufgelegt. Eine NitrozellulosemembranGalgrof3e wurde zunachst kurz in
DEPC-bahandeltem Aqua bidest gewassert und dag@facth SSC fir 5min aquilibriert,
bevor sie blasenfrei auf das Gel gelegt wurde. Rémder des Gels wurden knapp mit
Parafilmstreifen abgedeckt, um zu gewahrleistens dker Pufferstrom nur durch das Gel
l&uft. Auf die Membran wurde ebenfalls blasenfretid.agen SSC getranktes Filterpapier
gelegt, auf welches wiederum ein 10cm hoher Stepagfahiges Papier gelegt und mit
500g beschwert wurde. Der Transfer der RNA erfoldier 18—24h. AnschlieRend wurde
die Membran fir 60min bei Raumtemperatur getrockmmet eincrosslinkingder RNA an
der Membran mit UV Licht bei 310nm durchgefihrt.r ZDetektion der YB-1 mRNA
wurde die komplette YB-1 cDNA aus dem eukaryotemprEégsionsplasmid pSG5-YB-1
mit den Restriktionsenzymen Hind 11l und Xba | hesgeschnitten. Die Sonde wurde mit
demMegaprime DNA labeling Syst@&mach Angaben des Herstellers radioaktiv markiert.
Die Hybridisierung wurde mit der QuickHgbHybridisierungs Lésung nach Angaben des
Herstellers durchgefihrt. Nach einer Hybridisiersatmuer von 11h bei 58°C wurde die
Membran 2 mal fir 20min mit 2fach SSC, 0,1% SDSvjMaei RT und 2 mal fir 15min
mit 0,5fach SSC, 0,1% SDS bei 56°C gewaschen. Dah fieuchte Membran wurde in
Folie eingeschweil3t, in Dunkelheit ein Rontgenfanfgelegt und in einer geschlossenen
Kassette fur 1-3 Tage bei —80°C mit einer Verstddkie exponiert. Die Intensitat der
identifizierten Banden wurde densitometrisch urarwendung desBiostep Systems
(Biostep, Jahnsdorf, Germanyquantifiziert Es wurde eine Analyse-Software von
TotalLab Phoretix International, Newcastle, Grof3britanniewgrwendet Die Intensitéat
des YB-1-mRNA-Signals wurden relativ zu den Int&itein der zugehorigen 28S-RNA

berechnet.
2.2.5 in-situ-Hybridisierung

Die Arbeiten zuin-situ-Hybridisierung wurden unter RNase freien Bedingamdurchge-
fahrt, wie bereits in dem Kapitel 2.23 beschrieben.

Die Herstellung der Riboproben fir dien-situ-Hybridisierung erfolgte durch
Subklonierung defull-length YB-1-cDNA-SequenzRatte: 1,1 kB) in dempBluescript

Vektor, durch Linearisierung des Plasmids mit demstRktionsenzym Hind Il und
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Transkription mit der T3-Polymerase, um dantisenseProbe zu erhalten, oder
Linearisierung mit XBa | und Transkription mit dér-Polymerase, um deenseProbe zu
erhalten. Die YB-1-mRNA wurde in Gewebschnitten madieduktion der Anti-Thyl.1-
Nephritis und Kontrolltieren nach bereits bescheredn Protokollen detektiert (Eitner, Cui
et al. 2000). Die Riboproben wurden aus cDNA urter Hilfenahme von®**S-UTP
hergestellt. Vier Mikroschnitte aus Formalin-fiien und in Paraffin eingebetteten
Geweben wurden durch Xylene deparaffinisiert unccliudie absteigende Alkoholreihe
rehydriert. AnschlielRend wurden sie in 0,5-fach8€S.6sung gewaschen und mgtgdmi
Proteinase K verdaut. Zur Prehybridisierung wurdda Schnitte far 2h in 100ul
Prehybridisierungspuffer inkubiert. AnschlieRendaan die Schnitte Gber Nacht bei 50°C
in 50u! Hybridisierungsldsung inkubiert, die 5008pm der®*S-markierten Riboprobe
enthielt. Nach der Hybridisierung wurden die Sdenihit 20pg/ml RNase A behandelt,
drei Mal stringent in 0,1-facher SSC-L6sung/0,5%e&w 20 fiir je 45min bei 50°C und
einige Male in 2-facher SSC-Lésung gewaschen. Namohdie Gewebeschnitte dehydriert
und getrocknet waren, wurden sie in NTBZlear emulsioffKodak, Rochester, NY, UBA
getaucht und fir drei Wochen im Dunklen bei 4°Cbaufahrt. Nach der Entwicklung

wurden die Schnitte mit Hamatoxylin/Eosin gegend#fadehydriert und eingedeckelt.
2.2.6 Kultivierung von Rattenmesangialzellen

Eine zuvor beschriebene, spontan immortalisiertdteRaviesangiumzelllinie (Mertens,
Harendza et al. 1997) wurde in RPMI 1640 Medium it Volumenprozent fetalem
Kalberserum (FCS), 2mM L-Glutamin, 100pg/ml Strepysin und 100U/ml Penicillin
(kurz Vollmedium) bei 37°C, gesattigter Luftfeuakeit und einer Kohlenstoffdioxid-
Konzentration von 5% Kkultiviert. Als Zellkulturgd$é wurden 250ml-Zellkulturflaschen
und 6-Loch-Zellkulturplatten verwendet. Alle Lés@mgwurden vor Verwendung auf 37°C
im Wasserbad erwarmt. Samtliche Arbeitsschritteolgtén unter Einhaltung steriler
Bedingungen in einer sterilen Werkbank. Der Mediwulsel erfolgte alle 3 bis 4 Tage.
Dabei wurde das Medium aus den 250ml-Zellkultuctesh abgesaugt, die Zellen 2 mal
fur je 2min mit 10ml eiskalter phosphatgepuffer8alziésung (PBS) ohne Magnesium-
und Calciumchlorid gewaschen und 20ml RPMI- Medieimeut auf die Zellen gegeben.
Im Fall der 6-Loch-Zellkulturplatten erfolgte deragthvorgang mit einem PBS-Volumen
von 2ml pro Loch, anschlieRend wurden 2ml Mediuro poch eingeflllt. Bei einer
Konfluenz von ca. 80-90% wurden die Zellen passagizabei wurden die Zellen nach
dem Waschvorgang mit 2ml 0,25% Trypsin-EDTA Losteg 37°C fur 1-2min inkubiert.
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Nach der lichtmikroskopischen Kontrolle des AblGseater Zellen von ihrer Unterlage
wurde der Andauvorgang durch die Zugabe von 10milimédium beendet und die
Zellsuspension mehrmals in eine 10ml Pipette geso@aschlielRend wurden die Zellen

erneut in 250ml-Zellkulturflaschen ausgesat undavein Brutschrank kultiviert.

2.2.7 YB-1-Deletionskonstrukte

Die Deletionskonstrukte, die flur das YB-1-GFP Fasmrotein bzw. seiner
Deletionsmutanten kodieren, wurden freundlichereveisn Dr. JirchottMax-Delbriick,
Berlin) zur Verfugung gestellt. Bei diesen Konstruktenradeudie cDNA von YB-1 und
seinen Deletionsmutanten zwischen die Afl 1l- undndd llI-Schnittstellen des
pcDNAG6/V5-His (Version B) Vektors eingefiigt. Die 8FSequenz wurde von 5 in 3°
Richtung hinter die YB-1 Sequenz subkloniert. Diersiellung weiter verwendeter
Plasmide wird unter 2.2.14 und 2.2.15 beschrielizie. Plasmide wurden in E.coli
transformiert und mit dem Plasmid Maxi K@Qgiagen GmbH, Hildennach Angaben des
Herstellers isoliert.
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Abbildung 6: Schematische Darstellung des Vektors p cDNAG6/V5-His.

Dargestellt ist die Plasmidkarte des Vektors pcDNA6/V5-His mit der multiple cloning site, in die
YB-1-GFP und Deletionsmutanten subkloniert wurden. Ausserdem zeigt die Karte Lokalisationen
anderer Eigenschaften des Vektors wie z.B. die Antibiotikaresistenzgene (enthommen aus:
www.invitrogen.com).
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2.2.8 Transiente Transfektion

Eine transiente Transfektion der Plasmid-DNA in dgNC wurde mit FUGENE-6
Transfection Reage®t durchgefuhrt. Zuerst wurden die Mesangialzellen6ihoch-
Zellkulturplatten, die zuvor pro Loch mit einem Bgtischen bestiickt wurden, ausgesat
und in 2ml RPMI-Medium bis zu einer Konfluenz votwa 60-80% kultiviert. Pro
Transfektionsansatz wurde in einem 1,5ml Reagiafye&Oul RPMI-Medium vorgelegt,
4ul FUGENE-6 Transfection Reage@ntdirekt in das Medium pipettiert, vorsichtig
gemischt und zuletzt 2pug der Plasmid-DNA in das iMiedgegeben und noch einmal kurz
vorsichtig gemischt. Dieser Ansatz wurde fir 1h BRaumtemperatur inkubiert.
Anschlieend wurde der Transfektionsansatz direktlas Medium der vorkultivierten
Mesangiumzellen pipettiert. Die Zellen wurden im*@7Brutschrank fir 24h inkubiert.
Danach wurde das Medium entfernt, die Zellen miteka PBS gewaschen, pro Loch 2ml
frisches Vollmedium dazupipettiert und die Zellearden fir weitere 24h im Brutschrank
inkubiert. Die Fixierung der Zellen erfolgte 48 &ah der Transfektion.

2.2.9 Fixierung und Propidiumiodidfarbung

Die transfizierten Zellen wurden 2 mal mit PBS (Ré&emperatur) gewaschen, in jedes
Loch wurde 1ml 4% Paraformaldehyd gegeben und ée8emd wurden die Zellen flr
30min lichtgeschitzt inkubiert. Dann wurden diel&@elwieder gewaschen, und 1ml PBS
in jedes Loch pipettiert. Bei der Transfektion d&FP-Deletionskonstrukte wurde noch
eine Gegenfarbung der Zelle mit 5ug Propiduimigatiol 1ml PBS vorgenommen und fur
10min lichtgeschiitzt bei Raumtemperatur inkubi8dhliel3lich wurden die Zellen 3 mal
mit PBS gewaschen. Jedes Deckglaschen wurde neit Binzette aus der Vertiefung der
6-Loch-Platte herausgenommen und mit 1 Tropfen MogrMedium auf einem
Objekttrager fixiert. Die Objekttrager wurden ligeschitzt im Kiahlschrank aufbewahrt,
bis das Mounting-Medium nach ca. 1 Tag gehartet. warschlieRend konnten die
Objekttrager am konfokaldraserscanningviikroskop betrachtet werden.

2.2.10 Konfokale Laserscanning-Mikroskopie

Die fixierten Rattenmesangiumzellen wurden laaserscanningViikroskop Axiovert 100
von Zeiss mikroskopiert. Digitale Bilder wurdentrdier Software LSM 510 Meta von
Zeiss angefertigt. Die Anregung der fluoreszenzmeatidn Proteine erfolgte mit Argon-

und Helium-Neon(HeNel)-Lasern. In der folgenden €ellabsind die Anregungs- und
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Emissionswellenlangen, die fir die einzelnen Flspeazproteine/-farbstoffe eingestellt

wurden, aufgefuhrt:

Anregungswellenlange Emissionswellenlange
GFP 488 nm 505-550 nm
(green fluorescent protein
DsRed / Propidiumjodid 543 nm 552-627 nm
CFP 458 nm 475-525 nm
(cyan fluorescent protejn

Tabelle 5. Anregungs- und Emissionswellenlangen der Fluoreszenzfarbstoffe

2.2.11 Zugabe von Zellzyklusinhibitoren

Um die Zellen in verschiedenen Stadien des Zellwy/klu arretieren, wurden die RMC mit
verschiedenen Zellzyklusinhibitoren behandelt. Biesirden 24h nach der Transfektion
der RMC im Rahmen eines Mediumwechsels (2.2.6)am fdsche Medium pipettiert und
die Zellen wurden weitere 24h bis zur Fixierung ubiert. Eine Ubersicht tber die
verwendeten Inhibitoren und Konzentrationen gildélle 6 wieder.

Inhibitor eingesetzte Konzentration Hersteller
Roscovitin 25uM, 50uM ICN, Ohio, USA
Actinomycin-D | 0,1pg/ml, 5ug/ml, 10pug/mi SIGMA, St.Louig,
USA
Cycloheximid 5ug/ml, 10pg/ml, 20pg/ml Sigma-Aldrich

Chemie GmbH,

Deisenhofen

Nocodazol 0,5ug/ml, 3ug/ml, 15pg/ml ICN, Ohio, USA

Aphidicolin 3uM, 30uM ICN, Ohio, USA

Tabelle 6. Inhibitoren mit eingesetzten Konzentrationen und Herstellerangaben.
2.2.12 Zugabe von Leptomycin B

Zur Untersuchung des nuklearen Exports von YB-1 denr Untersuchungen mit
Leptomycin B Sigma, Missouri, USAJurchgefiihrt. Leptomycin B wurde 24h nach der

Transfektion bei einem Mediumwechsel in das Medgegeben (in den Konzentrationen
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1ng/ml, 5ng/ml, 10ng/ml, 25ng/ml). 48h nach derriBfaktion wurden die Zellen wie oben
beschrieben fixiert und die Lokalisation des YB-ERsFusionsproteins mit Hilfe des

konfokalenLaserscanningMikroskopes detektiert.

2.2.13 Immunhistochemische  Farbung der mit Roscovitin  behadelten

Rattenmesangialzellen

Zur Beurteilung der subzellularen Lokalisation daslogenen YB-1 in RMC ohne und mit
Roscovitin-Behandlung wurde eine immunhistochemgseirbung durchgefiihrt und am
Lichtmikroskop ausgewertet. Die Mesangialzellen ader auf Deckglaschen in 6-Loch-
Platten ausgeséat, mit 2 ml Vollmedium Uberschiclited im Brutschrank bis zu einer
Konfluenz von 60% inkubiert. Die Zellen wurden @BuM bzw. 50uM Roscovitin fur

24h im Brutschrank inkubiert. Dann wurde das Medidekantiert, die Zellen 2 mal mit
PBS gewaschen und die Deckglaschen wurden tbert HacRaumtemperatur getrocknet
und anschlielend fur 10min mit 100% Aceton fixi@ann wurden die Zellen kurz mit
H,O gespult. Das weitere Prozedere der immunhistodotie Farbung entspricht dem

unter 2.2.2 beschriebenen.

2.2.14 Herstellung von Plasmid-Konstrukten, die putativenukleare Export Signale
(NES) enthalten

Fiur die Klonierung der NES-Konstrukte wurde derelter klonierte Vektor YB-1-GFP
(siehe 2.2.7), der die gesamte kodierende SequeszY®-1 Proteins (Genbank AC
J03827) von 1700 Basenpaaren enthélttextgplateverwendet. Von Dr.Jirchott wurden
zuvor ebenfalls einige Deletionskonstrukte herdiestke unterschiedliche Fragmente von
YB-1 enthalten. Zur Feinanalyse der C-terminalegi®e des YB-1 Proteins, in welcher
maoglicherweise NES-Sequenzen vorliegen (siehe MBigkdd), wurden weitere
Deletionskonstrukte entworfen. Diese Fragmente emnaittels PCR aus dem YB-1-GFP
Vektor hergestellt und in den pDsRed2-C1 Vektorktutiert. Mit Hilfe verschiedener
PCR-Reaktionen wurden finf, teilweise tUberlappeRogmente aus dem C-terminalen
Bereich von YB-1 amplifiziert. Die verwendeten Peinsind der Tabelle 7 zu entnehmen.
Um die Subklonierung zu erleichtern, wurde an aeRrimern eine EcoR I-Schnittstelle
(G/AATTC), sowie eine zusatzliche zufallig gewahBase (C) und an allen 3' Primern
eine BamH I-Schnittstelle (G/IGATCC), sowie 2 zutiljewahlte Basen (CG) angehangt.



MATERIAL UND METHODEN

44

Abbildung 7. Schematische Darstellung des Vektors p
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DsRed2-C1. Dargestellt ist die

Plasmidkarte des Vektors pDsRed2-C1 mit der multiple cloning site, in die putative NES und NLS
subkloniert wurden. Ausserdem zeigt die Karte Lokalisationen anderer Gene des Vektors, wie z.B.
die Antibiotikaresistenzgene (enthommen aus: www.clontech.com).

Konstrukt |5° Primer 3* Primer

Pnesl-57 GGAATTCCATGAGCAGCGAGGUCCGGGATCCCGTTCGTTGCGATGA
CGAGA CCTTCTTG

Pnesb2-101 | GGAATTCCAAGAAGGTCATCG(O CGGGATCCCGTGCGAAGGTACTT
AACGAA CCTGGGG

Pne95-147 | GGAATTCCCCCAGGAAGTACCTICGGGATCCCGGTCTATAATGGTT
TCGC ACGGTCTGCTGC

Pnesl-101 | GGAATTCCATGAGCAGCGAGGCCGGGATCCCGTGCGAAGGTACTT
CGAGA CCTGGGG

Pnesb2-147 | GGAATTCCAAGAAGGTCATCGO CGGGATCCCGGTCTATAATGGTT
AACGAA ACGGTC

Tabelle 7. Verwendete Primer zur Herstellung der NES-Konstrukte.

In einem Gesamtvolumen von 50ul reagierte folgeAdsatz:

5ul
50ng
1l

10fach Puffer (der Tag-Polymerase)
YB-1-GFP
dNTP (10mM)
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50pMol 5‘Primer

50pMol 3‘Primer

2U Taq Polymerase

mit H,0 auf 50ul auffillen
Danach erfolgten 35 Zyklen unter folgenden Bedirmggum

2min bei 95°C; initiale Denaturierung

1min bei 95°C; Denaturierung

30sec bei 59°C; Annealing

2min bei 72°C; Synthese

5min bei 72°C; finale Synthese

Abkuhlen auf 4°C.
Die erfolgreiche Amplifikation wurde durch eine ki@phoretische Auftrennung der
PCR-Produkte und Detektion der kalkulierten DNAgmentlangen im 2% Agarose-Gel
bestatigt. Dazu wurde 2g Agarose in 100ml TAE-Ruffeder Mikrowelle durch Erhitzen
geldst, mit 50g/ml Ethidiumbromid versetzt und dié¢sissigkeit in eine Gelkammer mit
Kamm gegossen. Die PCR-Produkte wurden mit 5ulh2faadepuffer versetzt, in die
Taschen des fest gewordenen Gels geladen und swofofAE-Puffer bei 80Volt
elektrophoretisch aufgetrennt. In eine freie Taseheden als GréRenstandard eine 100bp
DNA-Leiter pipettiert. Die Fragmente der entspreuten Grof3e wurden ausgeschnitten
und aus dem Gel mit dem QuiaEx-Gel-ExtractionCKnach Angaben des Herstellers
aufgereinigt. Um die mit der PCR hergestellten Fragmente in dektaf pDsRed2-C1 zu
subklonieren, wurde ein Verdau mit den Restrikteazymen EcoRI und BamHI nach

folgendem Schema angefertigt:

10ul  des aufgereinigten Fragments

1ul EcoR | (10U/ul)

1ul BamH | (10U/ul)

4ul 10 fach One-Phor-All-Puffer (OPA)

H.O auf ein Gesamtvolumen von 20ul aufgefullt

Fur den pDsRed2-C1- Vektor:
2Ug Vektor
1ul EcoR | (10U/Yl
ul BamH | (10U/ul)
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2ul 10 fach OPA-Puffer

H,O auf ein Gesamtvolumen von 10ul aufgefullt

Der Verdau wurde bei 37°C Uber Nacht im Thermomigearchgefiihrt. Die Proben
wurden zur Inaktivierung der RestriktionsenzymeX&min bei 85°C in den Thermomixer
gestellt. Danach wurde die DNA mit Natriumazetatl ©itthanol prazipitiert. Dazu wurde
den Probenvolumen %2 Volumen Natriumazetat-Lo6suBNl(pH 5,2) und 2 %2 Volumen
100% Ethanol hinzugefigt, die Loésung kurz gemisahd fir 1h bei 80°C inkubiert.
AnschlieRend wurden die Proben fur 20min bei 1468® und 4°C zentrifugiert, die
Pellets mit 70% Ethanol gewaschen und bei Raumteahpegetrocknet. Die getrocknete
und gereinigte DNA wurde in 20ul sterilemMrekonstituiert und ihre Konzentration in
einem 2% Agarose-Gel mit der Smart-LeiteEufogentec, Seraing Belgienals

Konzentrationsstandard gemessen.

Die Ligation wurde wie folgt duchgefuhrt:
50ng pDsRed2-C1-Vektor
insert(NES-Fragmente der PCR);
[molares Verhaltnis: 2,5:1 zum Vektor]
3ul Ligase-Puffer (5fach)
1ul DNA T4-Ligase (1U/ul)

H,O  auffillen auf ein Gesamtvolumen von 15l

Die Ligation wurde Uber Nacht bei 16°C im Thermoerixdurchgefihrt. AnschlieRend
wurden kompetente E. coli Bakterien XL1-Blogt dem Ligationsprodukt transformiert.
Fur die Transformation wurden Agarplatten mit 10@plgKanamycin gegossen, bei
Raumtemperatur getrocknet bis der Agar fest gewordar, mit Parafilm versiegelt und
anschlieBend bei 4°C gelagert. Das Luria BertanarRulver (LB Agar) wurde nach
Angaben des Herstellers in,® geldst, die Losung bei 121C° autoklaviert und gdem
Giel3en in Petrischalen auf etwa 50°C abgekihlt.wiegsren wurde Luria-Bertani
Medium (LB-Medium) hergestellt und nach Bedarf rh@0ug/ml Kanamycin versetzt.
Dazu wurde das LB Broth-Pulver nach Angaben destdiiers in Aua bidest. gelost, die
Losung bei 121C° autoklaviert und bei Raumtempeigalagert.

Zur Transformation wurden die kompetenten Baktetsmgsam auf Eis aufgetaut, der

Ligationsansatz vorsichtig in die Bakteriensuspamspipettiert und fir 30min auf Eis
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ruhen gelassen. Danach wurde das Gemisch fur 68sem 42°C warmes Wasserbad
gehalten, fur weitere 1-2min auf Eis gestellt umdchlieRend 500ul LB-Medium ohne
Kanamycin pro Ansatz hinzugeflgt. Dies wurde fur Béi 37°C im Thermomixer
geschittelt. Pro Transformation wurden 3 Agarphatieeimpft. Dazu wurde die
Bakterienldsung auf 3 Agarplatten pipettiert, miteen sterilen Drigalsky-Spatel verteilt
und invertiert Uber Nacht im Brutschrank bei 37°Qikubiert. Durch die
Kanamycinresistenz im pDsRed2-C1 Vektor kdonnen selektiv nur die Bakterien
vermehren, die erfolgreich transformiert wurdemeEVoranalyse der Bakterienkolonien
wurde mittels Restriktionsverdau durchgefuhrt. Daawuden die einzelnen Kolonien am
nachsten Tag mit sterilen Impfésen gepickt und jéadonie in ein 15ml Falcon-
Rohrchen, welches zuvor mit 3ml LB-Medium mit Kanain befillt worden war,
Ubertragen. Die Roéhrchen wurden Uber Nacht auf dBakterienschittler bei 37°C
geschattelt. Am nachsten Tag wurden aus 2ml detdBiaksuspension mit dem QlAprep
Spin Mini-Prep Ki® nach Angaben des Herstellers die Plasmide isoldéet DNA-
Konzentration im Photometer bei 260/280 nm bestirand ein Restriktionsverdau nach
folgendem Schema angesetzt:

lug Plasmid-DNA

1ul EcoR | (10U/Yl

1ul BamH | (20U/ul

3ul 10-fach OPA- Puffer

H.O aufgefllt auf ein Volumen von 15 pl

Dieser Ansatz wurde fir 2h bei 37°C inkubiert urathach ein Hitzeschock bei 85°C fur
15min durchgefuhrt. Die Analyse der verdauten Vektoerfolgte mit einer Agarosegel-
Elektrophorese. Die so detektierten Fragmente wundié den zu erwartenden Langen der
klonierteninserts verglichen. Mit dem restlichen Volumen aus der Bakhsuspension
wurden Glycerinkulturen zur Lagerung der hergestellDeletionskonstrukte angelegt.
Dazu wurden in 2ml Pipettiergefallen 200ul 100%igdgcerin und 800ul aus der
Bakteriensuspension gemischt. Dieses Gemisch wurde -70°C im Eisschrank
aufbewahrt. Die durch die Restriktionsanalyse Veki®nierten Plasmide wurden einer
direkten Sequenzanalyse unterzogen. Die Sequengiesurde von der Firma MWG-
Biotech Mannheim, Deutschlandszorgenommen. Als Material wurden 2ug der Plasmid-
DNA, die mit Natrium-Azetat und Ethanol prazipiteund dann getrocknet wurde,

zusammen mit dem Sequenzierprimer DsRedl-C mit dsequenz 5'-
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AGCTGGACATCACCTCCCACAACG-3, der im DsRed2-C1-Vektan bp 1205-1228
bindet, versendet.

2.2.15 Herstellung von Plasmid-Konstrukten, die putative rukleére

Lokalisationssignale (NLS) enthalten

Aus Transfektionsstudien mit YB-1-GFP-Deletionskousten ging hervor, dass mdgliche
nukleare Lokalisations-Signale (NLS) im C-termimalBereich (Aminosduren 146-317)
von YB-1 liegen. Eine weitere Spezifizierung der NBequenzen erfolgte durch
Homologie-Untersuchungen zwischen der YB-1-Sequemzd in der Literatur
beschriebenen und gut charakterisierten NLS-Seguenz

Aus diesen Homologieuntersuchungen ergeben siclodliche NLS. Diese Sequenzen
wurden als Oligonukleotide hergestellt und in dé&rsiRed2-C1-Vektor subkloniert. Um
die Subklonierung zu erleichtern, wurde an das 8&des Oligonukleotids eiriggl II-
Schnittstelle (GATC/A) und an das 3‘Oligonukleotithe Eco R tSchnittstelle (AATT/G)
angefugt. Die folgendesense undantisenseOligonukleotide wurden eingesetzt:

Konstrukt 5 Oligonukleotid 3 Oligonukleotid

Pnisl49-156 | GATCTCCACGTCGTAGGGGT AATTCGCGTGGAGGACCCCTACG
CCTCCACGCG ACGTGGA

Pnsl85-194 | GATCTCGCCGGCCCTACCGOQAATTCTGGGAACCTTCGCCTGCG
AGGCGAAGGTTCCCGA GTAGGGCCGGCGA

Pnis243-249 | GATCTCCACGATTCCGCAGG|AATTCAGGGCCCCTGCGGAATCG
GGCCCTG TGGA

Pns276-292 | GATCTCCACCTCAACGTCGGTAATTCTGGGCGTCTGCGTCGGTA
ACCGCCGCAACTTCAATTAC |ATTGAAGTTGCGGCGGTACCGAC
CG ACGCAGACGCCCAG GTTGAGGTGGA

Tabelle 8. Verwendete Primer fir die Herstellung der NLS- Konstrukte

Die Oligonukleotide wurden in # so geldst, dass man eine Stammlésung von 3mg/ml
erhielt. In ein PCR-Reaktionsgefald wurden 48ulchfannealingPuffer vorgelegt und
dann je 1lul eines einzelstrangigen Oligonukleofidls das herzustellende NLS8sert
hinzupipettiert. Dieser Ansatz wurde fir 4min aQf® in der PCR-Maschine erhitzt, dann
10min bei 70°C inkubiert und anschlieBend pro Ménutn 1°C auf 10°C abgekiihlt, so
dass sich die komplementaren DNA-Sequenzen anendridden konnten. Bei dieser
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Reaktion blieben die 0.g. Enzymschnittstellen alefbdange bestehen. Nun wurde ein
sequenzieller Restriktionsverdau mit sequenzigligation durchgefuhrt.
Verdau des Vektors:

2ug pDsRed2-C1

2ul EcoR | (10U/ul)

4ul 10-fach OPA- Puffer

8ul HO

Dieser Ansatz wurde fir 1h bei 37°C inkubiert, dtieRend wurden die Enzyme fur
15min bei 65°C denaturiert. Im n&chsten Schritblgté die erste Ligation des Vektors an
das 3’ Ende des Oligonuklotids:

1ul doppelstrangiges Oligonukleotid

50ng verdauter Vektor

2ul 5-fach Ligasepuffer

1ul Ts-Ligase (1U/ul)

H.O  auffillen auf 10ul

Dieser Ansatz wurde fur 2h bei 23°C inkubiert. Amnigg3end wurde der néchste Verdau
durchgefuhrt:
10ul  des 1. Ligationsansatzes
1pl Bgl Il (10U/ul)
3ul 10 fach OPA- Puffer
2ul HO

Dieser Verdau wurde auch bei 37°C fir 1h inkubielterdings wurde das Enzym Bgl I
bei 85°C fiur 15min denaturiert. Dann erfolgte dige#e Ligation des Vektors an das
5’Ende des Oligonukleotids:
15ul  des 2. Verdaus
4ul 5fach T-Ligasepuffer
1pl T4-Ligase (1U/ul)

Dieser Ligationsansatz wurde Uber Nacht bei 16°Kubrert. AnschlieBend wurden
kompetente E. coli BakteriexL1-Bluemit dem Ligationsprodukt transformiert (wie unter

2.2.14 beschrieben), gewachsene Kolonien gepickt miittels Dot-Blot-Analyse und
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Sequenzierung die korrekt subkloniertesertsim pDsRed2-C1 Vektor dokumentiert. Die
einzelnen Kolonien wurden am nachsten Tag mit spitimpfosen gepickt und jede
Kolonie in ein Loch einer Mikrotiterplatte Gbertexg Die Mikrotiterplatte ist pro Loch mit
200u! LB-Medium, das Kanamycin enthalt, geflllt. s&hlieBend wurde die Platte bei
37°C uber Nacht inkubiert und am folgenden Tag &oeBlot Analyse durchgefihrt. Mit
Hilfe des Dot Blot Gerats von Biorad wurden 50uthader Bakteriensuspension aus der
Mikrotiterplatte, sowie eine Positivkontrolle (2gés jeweiligen Oligonukleotids) und eine
Negativkontrolle (ein nur mit Wasser befllltes Lpchauf eine Hybond-N
Nitrozellulosemembran geblottet, die Membran ane@end fur 10min bei RT in 400mM
NaOH denaturiert, fir 10min einem Neutralisatiorigu (0,5M Tris, 6-fach SSC)
gewaschen und fir weitere 10min in einem Waschp(@fiach SSC) inkubiert. Es folgte
eine Fixation der DNA auf der Membran durch UV-Llickir 2min. Die Detektion
positiver Kolonien wurde mit Hilfe des DIG High Rré DNA Labeling and Detection
Starter Kit Il® nach Angaben des Herstellers durchgefihrt. Als ElN@be diente das
jeweilige einzelstrangige 5‘-Oligonukleotid, welshenit dem DIG Oligonucleotide 3'-
End Labeling Ki® markiert wurde. Dazu wurden folgende Komponenterein PCR-
Reaktionsgefald auf Eis pipettiert:

oul HO

1ul 5‘Primer

4ul 5-fach Reaktionspuffer

4ul CoC}— Loésung

1ul Digoxigenin-dUTP

1ul Terminal Transferase

Dann wurde der Ansatz gemischt, kurz abzentrifagiad fur 1h bei 37°C inkubiert. Die
Reaktion wurde danach durch Zugabe von 2ul EDTAdbgsauf Eis beendet und die
markierte DNA-Sonde bis zur Verwendung bei 4°C baufahrt. Das DIG High Prime
DNA Labeling and Detection Starter Kit®I basiert auf immunologischer Detektion der
aus den Nukleinsduren auf der Membran und der DNAAE hybridisierten Probe mit
einem Anti-Digoxigenin  Antikérper. Die Visualisieng erfolgte durch ein
chemilumineszierendes Substrat (CPSD-ready-to-u3a&. DNA der positiven Klone
wurde mit dem QIAprep Spin Mini-Prep I&tisoliert und durch die Firma MWG- Biotech

mit dem Sequenzierprimer DsRedl1l-C (siehe 2.2.14ueswiert. Zur Lagerung der
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hergestellten Deletionskonstrukte wurden Glycerinken angelegt und bei —70°C
aufbewabhrt.

Nach dem gleichen Protokoll wurden 5 weitere NLSgtoukte hergestellt, die von der
Sequenz des KonstruktsyB185-194 ausgehen, allerdings Mutationen aufweisen,
nachzuweisen, welche Aminoséureabfolge fir die edrd Lokalisation des Proteins
verantwortlich ist. Die Sequenzen der Oligonukiéetiauten wie folgt:

Konstrukt |5° Oligonukleotid 3' Oligonukleotid

Pnsl851 | GATCTCGCAGGCGAAGGG |AATTCCCTTCGCCTGCGA

Pusl85 11 | GATCTCCCTACCGCAGGCGA|AATTCGAACCTTCGCCTGCGGTAGG
AGGTTCG GA

Pnsl85 1 | GATCTCGCGGGCCCTACCGC|AATTCTGGGAACCTTCGCCTGCGGT
AGGCGAAGGTTCCCAG AGGGCCCGCGA

Pnsl85 IV | GATCTCGCCGGCCCTACCGC|AATTCTGGGAACCTTCGCCCGCGGT
GGGCGAAGGTTCCCAG AGGGCCGGCGA

Pnsl85 T/P|GATCTCGCCGGCCCTTCCGCMAATTCTGGGAACCTTCGCCTGCGGA
GGCGAAGGTTCCCAG AGGGCCGGCGA

Tabelle 9. Verwendete Primer zur Herstellung der NLS-Mutationskonstrukte

Aufgrund der Deletionskonstruktanalyse wurde einteves Deletionskonstrukt, das sich
uber den 3* Bereich von P 224-2B6& zum 5‘ Bereich von P 260-3&Tstreckt, kloniert.
Zur Entwicklung dieses Deletionskonstruktag $242-262, welches die Schnittstelle der
beiden Konstrukte Uberdeckt, wurde eine PCRsansePrimer, der im P 224-262) lesen
beginnt in 5' Richtung, undntisensePrimer, der P 260-31zU lesen beginnt, jedoch in 3'-
Richtung, durchgefihrt. Die Primer haben folgendgugnzen:

5'Primer censg GAAGATCTTCGGGATATAGACCACGATTCCGC

3‘Primer (antisensg GGAATTCCTGGGCGTCTGCGTCGGTAAT

Es wurde eine PCR mit YB-1-GFP a&mplateund dem oben beschriebenen Primerpaar

angefertigt und mittels Restriktionsverdau mit d@rzymen Eco R | und Bgl 1l dassert
in den pDsRed2-C1-Vektor subkloniert (wie beregsdhrieben unter 2.2.14).
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3 Ergebnisse

3.1 Subzellulare Lokalisation und Expression von YB-1 &hrend der

Glomerulonephritis in vivo

3.1.1 Anderung der  subzellularen YB-1-Lokalisation  wahrerd der

mesangioproliferativen Glomerulonephritis

Die Anti-Thyl.1-Nephritis ist eine Antikorper- undKomplement-vermittelte
mesangioproliferative Glomerulonephritis der Rattlie der mesangioproliferativen
Glomerulonephritis beim Menschen sehr ahnelt. Diezsllulare Lokalisation von YB-1
wurde in Nierengewebe von gesunden und nephritis€tadten in verschiedenen Stadien
der Anti-Thyl.1-Nephritis immunhistochemisch untetst. Zur Farbung der
Gewebeschnitte wurde ein Peptidantikorper, der medEn C-terminalen Bereich von
YB-1 gerichtet ist, verwendet. In der gesunden éatiere (Kontrolle, Abbildung 8A) fand
sich in den mesangialen, epithelialen und endatlesli Zellen des Glomerulum eine
ausschlief3lich nukleare YB-1-Lokalisation. Es wukdgne zelltypspezifische Verteilung
des YB-1 Proteins gefunden, YB-1 konnte in allamten Parenchymzellen nachgewiesen
werden. Ein hoher Anteil von mehr als 50% der Zelkar immunhistochemisch fiir YB-1
positiv gefarbt.

Am Tag 1 nach Krankheitsinduktion zeigte sich bereine Umverteilung hin zu einer
perinuklearen/zytoplasmatischen Lokalisation (Athaig 8A). Im Gegensatz zur
gesunden Rattenniere konnte YB-1 nicht mehr in Zeltkernen der einzelnen Zelltypen
lokalisiert werden. Im Verlauf der Anti-Thyl.1-Najifs zeigte sich am Tag 4 (Abbildung
8A) eine intensive zytoplasmatische Anreicherungh vBB-1 mit konfluierendem
Farbemuster, entsprechend der zu diesem Zeitpuekt Etkrankung sehr hohen
Mesangialzellaktivierung und -proliferation. Obwalié Anti-Thyl.1-Nephritis ein Modell
einer glomerularen Erkrankung ist, war die Anderdeg subzellularen Lokalisation nicht
nur in den glomerularen Zellen zu finden, sondarchain den endothelialen Zellen der
Arterien. Die Intensitat der immunhistochemischénbleng von YB-1 nahm am Tag 6 ab,
allerdings war die Lokalisation des Proteins wéiter zytoplasmatisch. Ein
charakteristisches Merkmal der Anti-Thyl.1-Nephritist die funktionelle und
morphologischeestitutio ad integrumnnerhalb von ca. 30 Tagebnmittelbar mit dem
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Sistieren der mesangioproliferativen Phase (Abbiddu8A, Tag 9) wurde eine
Ruckverteilung von YB-1 in den Zellkern beobachis Farbemuster war am Tag 31, an
dem es zu einer Restitutio der glomerularen Aetitr gekommen ist, wieder identisch
zu dem gesunder Rattennieren (Abbildung 8A, Koldjol

Durch Stenina et al. (Stenina, Shaneyfelt et @12@vurde beschrieben, dass die nukleéare
Translokation von YB-1 in Endothelzellen mit eimeoteolytischen Spaltung des Proteins
verbunden ist. Daher wurde die subzellulare Umiartg von YB-1 wahrend der Anti-
Thy1.1-Nephritis mit einem zweiten Antikdrper ursiécht, der gegen die N-terminale
Region des Proteins gerichtet ist. Die oben besbhrie Translokation von YB-1 im
Zeitverlauf der Anti-Thyl.1 konnte auch mit dem ner AntikOrper bestatigt werden
(Abbildung 8B, Berlin Tag 6). Die Detektion der geliularen Umverteilung von YB-1
mit zwei verschiedenen Antikérpern, die an versd@ireen Epitopen binden, lie3 vermuten,
dass das Protein nicht proteolytisch gespalten ,wsdndern vollstandig an der

Umverteilung teilnimmt.
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Abbildung 8. Lokalisation von YB-1 in gesunden Ratt  ennieren und nach Induktion der Anti-
Thy1.1 Nephritis.

A. Immunhistochemie mit einem gegen den C-Terminus gerichteten Antikorper.

Die Immunhistochemie fur YB-1 mit einem gegen den C-Terminus von YB-1 gerichteten Antikbrper
erfolgte mit Nierengewebe von gesunden Ratten (Kontrolle) und im Zeitverlauf der Anti-Thyl1.1-
Nephritis (Tag 1, 4, 6, 9, 31 nach Injektion von 1mg/ml eines monoklonalen Anti-Thyl.1-
Antikorpers). Im Verlauf der Anti-Thyl.1-Nephritis kommt es zu einem voriibergehenden Nachweis
des YB-1 Proteins im zytoplasmatischen Kompartiment (Tag 4-6).

B. Immunhistochemie mit einem gegen den N-Terminus gerichteten Antikorper.

Es wurde eine Immunhistochemie mit einem gegen den N-Terminus des YB-1 Proteins gerichteten
Antikoérper (AK-N) an Nierengeweben von gesunden Ratten (Kontrolle) und am Tag 6 nach
Induktion des Anti-Thyl.1-Nephritis durchgefiihrt. Ein ahnliches Farbemuster wie mit dem gegen
den C-Terminus gerichteten Antikdrper wurde entdeckt.
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3.1.2 Subzellulare Lokalisation von YB-1 in verschiedenerModellen glomerularer

Erkrankungen

Zur weiteren Analyse der subzellularen Lokalisaton YB-1 wurden verschiedene
Tiermodelle glomerularer Erkrankungen herangezogéfbbildung 9). Diese

Erkrankungen waren im Einzelnen: 1. Spontane Negdeoose (,Milan*) Durch einen

genetischen Schaden entwickeln die ,Milan“-Ratteme espontane Glomerulosklerose und

interstitielle Fibrose (charakterisiert von Floegjeal., 1997). 2.Passive Heyman Nephritis

(PHN): Diese Nephritis ist ein experimentelles Tiermgde¢i dem ein immunologischer
Podozytenschaden durch die intravendse Gabesherp anti Fx-landuziert wird. 3.
Puromycinnephritis (PAN)Nach der intraventsen Injektion von Puromycinwackelt

sich ein toxischer Podozytenschaden. 4.DiabetisNienenschaderDie ,Zucker*-Ratten

sind ein Tiermodell fur Fettleibigkeit, assoziienit Typ Il Diabetes (charakterisiert von
Coimbra, 2000).Trotz des signifikanten glomerular®@ohadens in allen analysierten
Tiermodellen lag YB-1 vor allem im Zellkern vagwohl in den glomerularen, wie auch

tubulointerstitiellen und auch vaskularen Zellen.
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Abbildung 9. Lokalisation von YB-1 in experimentell en Modellen glomerularer
Erkrankungen.

Immunhistochemisch wurde YB-1 mit einem Antikorper, der gegen den C-Terminus von YB-1
gerichtet ist, in Nierengeweben mit verschiedenen glomerularen Erkrankungen bei Ratten
nachgewiesen (Milan: spontane Nephrosklerose; PAN: toxischer Podozytenschaden; PHN:
immunologischer Podozytenschaden; Zucker: diabetische Nephropathie). Trotz signifikanter
glomerularer Schadigung war die YB-1 Lokalisation nahezu ausschlie3lich nuklear.
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3.1.3 Analyse der YB-1-Expression mitteldNorthern Blot

Die in den o.g. immunhistochemischen Studien gézeYds-1-Expressionssteigerung, zu
sehen an der Intensivierung des Farbemusters anrt TApbildung 8A), wurde in einer
Northern BlotAnalyse auf mRNA Ebene quantifiziert. Es wurdepagdte Glomeruli von
jeweils 2 gesunden und nephritischen (Tag 4 naenkheitsinduktion) Ratten untersucht.
Im Northern Blotkonnte eine Bande detektiert werden, die der Gu#eYB-1-mRNA
entspricht (Abbildung 10A). Bei den gesunden Raftiemeruli findet sich eine schwache
Bande, gemal einer moderaten Transkription der YBRINA (Abbildung 10A, KON).
Am Tag 4 nach Krankheitsinduktion sieht manNworthern Bloteine deutliche Steigerung
der Bandenintensitat (Abbildung 10A, Tag 4). Diensleometrische Analyse zweier
unabhangiger Experimente zeigt eine dreifache &tergy der mMRNA-Synthese an Tag 4
der Anti-Thy1.1-Nephritis verglichen mit gesundeatt@nglomeruli (Abbildung 10B).

A
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Abbildung 10. Quantitative Analyse der YB-1 Genexpr ession wahrend der Anti Thyl.1
Nephritis.

A. Northern Blot zur Analyse der YB-1 Expression.

Zur Quantifizierung der glomerularen YB-1-mRNA-Expression wurde eine Northern Blot Analyse
mit gepoolten Glomeruli von gesunden Ratten (KON; 2 Tiere pro Probe in Spur 1 und 2) und am
Tag 4 nach Induktion der Anti-Thy1.1 Nepbhritis (Spur 3 und 4) durchgefihrt.

B. Densitometrische Analyse des Northern Blots.

Es wurde eine densitometrische Analyse der YB-1-mRNA gesunder Ratten und 4 Tage nach
Krankheitsinduktion durchgefihrt. Die Normalisierung der Lademenge erfolgte durch einen
Vergleich mit der Intensitat der 18S RNA. Es zeigt sich eine 3fache Hochregulation der YB-1-
Transkripte an Tag 4.
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3.1.4 Analyse der YB-1-mRNA-Expression und Lokalisation nittels in situ
Hybridisierung

Die Lokalisation der YB-1-mRNA wurde mit Hilfe eine situ Hybridisierung bestimmt.
Es wurdensense-und antisenseProben verwendet, die durah vitro Transkription eines
Vektors, der die vollstandige cDNA von YB-1 enth@eéneriert wurden. Die Markierung
der mRNA erfolgte mit einen®S-markierten Ribonukleotids. Im Glomerulum gesunder
Rattennieren zeigte sich mit der spezifischeantisenseProbe ein diffuses
Verteilungsmuster (Abbildung 11, Kontrollantisensg Die schwache granulare
Verteilung war von dem unspezifischen Hintergrugdal in den Geweben, die mit einer
irrelevanten senseKontroll-Probe hybridisiert wurden, nicht zu urgeneiden. Im
Gegensatz dazu wurde am Tag 4 der Anti-Thyl.1-Nephmit der antisenseProbe ein
signifikanter Anstieg der YB-1-mRNA detektiert. Bee mRNA war vorwiegend im
mesangialen Kompartiment lokalisiert (Abbildung .1Dje senseProbe zeigt zu diesem
Zeitpunkt der Erkrankung eine unspezifische granewléerteilung.

Der Anstieg der YB-1-mRNA-Expression am Tag 4 dertiAhyl.1-Nephritis verlief
parallel zur ansteigenden YB-1-Protein-Expressiomie qualitativ in  der

Immunhistochemie nachgewiesen wurde.
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Abbildung 11. Analyse der YB-1-mRNA-Expression und Lokalisation mittels  in situ
Hybridisierung.

Die in situ Hybridisierung erfolgte mit fiir YB-1-spezifischen antisense Proben und unspezifischen
sense Proben (generiert aus einem Vektor, der die vollstandige cDNA des YB-1 Proteins enthielt,
markiert mit einem *°S-markierten Ribonukleotid) an Gewebeschnitten gesunder Rattennieren
(Kontrolle) und an Tag 4 nach Induktion der Anti-Thy1.1 Nephritis.
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3.2 Lokalisation von YB-1 in proliferierenden Rattenmesngialzellen nach Zugabe
von Zellzyklusinhibitoren

3.2.1 Transfektionsstudien zur Lokalisation mit dem Expressionsvektor YB-1-GFP

In der Literatur ist beschrieben, dass in versamed Tumorzellen die Lokalisation von
YB-1 zytoplasmatisch ist und durch zellularen $trésB. in Form von UV-Strahlung,
Cisplatin oder Hyperthermie) eine nukleare Transtan stattfindet (Janz et al., 2002; Gu
et al., 2001; Shibara et al., 2001; Stein et &012 Kamura et al., 1999; Shibao et al.,
1999; Oda et al, 1998; Bargou et al., 1997). Inr degben beschriebenen
immunhistochemischen Studie zur Lokalisation von-YBh der Anti-Thyl.1 Nephritis
(siehe 3.1.1) wurde eine nukleare Lokalisation Besteins in gesunden Rattennieren,
sowie eine zytoplasmatische Umverteilung in derang®proliferativen Phase gefunden.
Zur Klarung der zugrundeliegenden Mechanismen wmrtch vitro Studien an
proliferierenden Rattenmesangialzellen (RMC) alsdblbfiir aktivierte Mesangiumzellen
durchgefihrt. Es wurde eine Transfektion der RM€eaimiem Vektor, der fur YB-1 sowie
GFP green fluorescent proteiram C-terminalen Ende kodiert (YB-1-GFP), durcligef.
Ca. 10-15% der Zellen konnten erfolgreich transfiziwerden. Zur Darstellung der
Zellstrukturen wurden die Zellen nach der Transéekmit Propidiumjodid gegengefarbt.
Aufgrund der Fixierung der Zellen mit Formeldehydist Propidiumjodid eine Verteilung
in beiden Kompartimenten der Zelle mit allerdingsdeutiger Abgrenzung des Zellkerns
auf. Die Auswertung der fluoreszierenden Zellewlgie amLaserscanningMikroskop.
Unbehandelte Rattenmesangialzellen zeigten eineschlisi3lich zytoplasmatische
Lokalisation von YB-1 (Abbildung 12). Um die aufgu der Zellkulturbedingungen
aktivierten RMC in ihrem weiteren Wachstum zu hemmad einen &hnlichen Phanotyp
wie bei gesunden Mesangialzellenvivo mit nuklearem YB-1 zu erreichen, wurden die
Zellen nach Transfektion mit dem YB-1-GFP Vektor tmiverschiedenen
Zellzyklusinhibitoren  behandelt. Roscovitin ist eirselektiver Inhibitor der
zyklinabhangigen Kinasen Uber kompetetive HemmueigATTP Bindungsdomane. Nach
Zugabe von 25uM bzw. 50uM Roscovitin und einewlmdtionszeit von 24 Stunden war
eine Translokation von YB-1-GFP in den Zellkerntmobachten (Abbildung 12). Diese
Translokation ist durch Waschen und Inkubation irdMm ohne Roscovitin nicht
reversibel. Weiterhin wurden folgende Inhibitoresrwendet:

1. Actinomycin D, ein in der Therapie der Leukamiegasgetztes Substanz, das mit

DNA interkaliert, wurde in Konzentrationen von 010; 5 und 20pug/ml eingesetzt.
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2. Aphidicolin, eingesetzt in einer Konzentration \@mind 30uM, ist ein spezifischer
Inhibitor der DNA-Polymerasea undd und blockiert den Zellzyklus in der frihen
S-Phase.

3. Cycloheximid wurde in Konzentrationen von 5; 10 u2@ug/ml verwendet. Es
bewirkt eine Blockade der mRNA-Translation an 8G8eRomen.

4. Nocodazol, welches auch als Zytostatikum verwendiet, hemmt durch die
direkte Interaktion mit den Mikrotubuli des Spingi@barates die Zellmitose. Es
wurde in den Konzentrationen 0,5; 3 und 15pg/mjjesetzt.

Die zuletzt beschriebenen Inhibitoren (1.-4.) zmigt keinen Effekt auf die

zytoplasmatische Lokalisation von YB-1-GFP.
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Abbildung 12. Lokalisation von YB-1 in proliferiere nden Rattenmesangiumzellen nach
Behandlung mit Zellzyklusinhibitoren.

Rattenmesangialzellen transfiziert mit YB-1-GFP Expressionsvektoren wurden fir je 24h mit
Roscovitin, Aphidicolin, Actinomycin D, Nocodazol und Cycloheximid inkubiert. Die Zellen wurden

mit Propidiumjodid (PI) gegengefarbt und die Fluoreszenz am konfokalen Laserscanning-
Mikroskop detektiert.
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3.2.2 Translokation von endogenem YB-1 in RMC durch Zugale von Roscovitin

Um nachzuweisen, dass nicht nur das UberexprimiéBel-GFP-Fusionsprotein nach
Zugabe von Roscovitin vom Zytoplasma in den Zehkeansloziert, wurde eine Farbung
des endogenen YB-1 durchgefuhrt. Dazu wurden umizkti® und mit Roscovitin

behandelte RMC mit einem polyklonalen Antikbrpesr degen den C-Terminus des YB-1
Proteins gerichtet ist, gefarbt. Bei dieser Farbkognte YB-1 in nahezu allen Zellen
immunhistochemisch nachgewiesen werden. Die unlgi@m Zellen zeigten eine
ausschliel3lich zytoplasmatische Farbung. Die Zeliigm mit 5QuM Roscovitin behandelt

wurden, zeigten dagegen eine vornehmlich nukled@ebung mit einem geringen

zytoplasmatischen Anteil (Abbildung 13).
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Abbildung 13. Lokalisation des endogenen YB- 1 in Rattenmesangialzellen.
Die immunhistochemische Farbung mit einem polyklonalen Antikérper, der gegen den C-Terminus
von YB-1 gerichtet ist, wurde an unbehandelten Rattenmesangialzellen (Kontrolle) und nach
Inkubation mit Roscovitin (50uM; fur 24h) durchgefiihrt.
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3.3 Analyse der fur die Translokation verantwortlichen Proteindomé&nen im YB-1
Protein

3.3.1 Transfektionsstudien mit GFP-markierten YB-1-Deletonskonstrukten

Die subzellulare Translokation von Proteinen windie in der Einleitung bereits
beschrieben, durch Kanale in der Kernmembran vegiitie mit bestimmten Domanen
des zu transportierenden Proteins interagieren. Ahalyse dieser Domanen im YB-1-
Protein wurden Transfektionsstudien mit Deletiomsitaukten durchgefihrt, die nur fur
Abschnitte des YB-1-Proteins kodieren. Diese Detetkonstrukte wurden
freundlicherweise von K. Jirchott (Max-Delbrick #em, Berlin) zur Verfiigung gestellt.
Sie wurden durch Subklonierung der entsprechendgi-¢DNA in einen pcDNA6/V5-
His-Vektor hergestellt. Zusatzlich wurde GFP in dégktor subkloniert, so dass YB-1 als
ein Fusionsprotein mit GFP am C-Terminus exprimiaird. Die in den verschiedenen
Deletionskonstrukten enthaltenen Aminoséauren sinAhbbildung 14B im Vergleich zum
Wildtyp-YB-1 dargestellt. Im Wildtyp-YB-1 ist dieold shock domai(CSD), die zentrale
DNA-Bindungsdomane, eingezeichnet.

Rattenmesangialzellen (RMC) wurden mit den Delakomstrukten transfiziert.
Propidiumjodid diente auch hier der Darstellung dellularen Strukturen und die
subzellulare Lokalisation wurde am konfokalémserscanningvikroskop bestimmt.
Hierbei wurden die Zellen entsprechend der Lokabsades YB-1-GFP-Fusionsproteins
in 5 Kategorien eingeteilt (N: auschlie3lich im [Ketn, Nc: vorwiegend im Zellkern und
wenig im Zytoplasma, NC: zu gleichen Teilen in lgidompartimenten, Cn: vorwiegend
im Zytoplasma und wenig im Zellkern, C: ausschigflim Zytoplasma). Fur jedes
Deletionskonstrukt wurden durchschnitlich 100 tfemesrte Zellen betrachtet. In der
Abbildung 14A sieht man zunéchst die subzelluldogdlisation von Wildtyp-YB-1, die
ausschlief3lich zytoplasmatisch war, hier jedochtitmeste Zellorganellen ausspart. Um
auszuschliel3en, dass das GFP einen Einfluss alfo#tedisaton des YB-1-Proteins hat,
wurde es alleine in die RMC transfiziert. Es zeigieh eine Verteilung in beiden
Kompartimenten der Zelle, mit diskreter Mehranreting in dem Zellkern. Das
Deletionskonstrukt P 21-317, bei welchem die er@@rmminosauren des YB-1-Proteins
fehlen, zeigte eine vorwiegend zytoplasmatischeéeeng. Bei dem Konstrukt P 21-147,
welches nahezu den gesamten N-terminalen Berei¢asgstmwar die Verteilung &hnlich,
es war hauptséachlich zytoplasmatisch zu finden.raiehsten drei Konstrukte P 146-317,
P 146-225 und P 224-317 waren fast ausschlieligedr lokalisiert. Sie umfassen den
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C-Terminus des YB-1-Proteins, wobei P 146-317 duiizh beiden anderen Konstrukte
P 146-225 und P 224-317 in zwei Unterabschnitteiljetird. Diese nukleare Verteilung
verschiedener Konstrukte, die den C-Terminus desl¥Boteins umfassen, wies darauf
hin, dass hier unabhangig wirkende Domanen voniedee fur die nukleére Lokalisation
verantwortlich sind. Eine Unterteilung des nuklédkalisierten Konstrukts P 146-225
erfolgte durch die Konstrukte P 146-172 und P 122-Z0 konnte der Proteinbereich, in
dem nukleare Lokalisationssignale (NLS) vorhandaed,swveiter eingegrenzt werden. Bei
der Transfektion dieser beiden kleineren Konstrukéggte sich eine unterschiedliche
Lokalisation. Das kleinere Konstrukt P 146-172 eite sich in beiden Kompartimenten
gleichermal3en. P 172-225 zeigte hingegen wieder emsschliellich nukleére
Lokalisation. Dies kann ein Hinweis darauf seinssdan dem Konstrukt P 146-172 keine
NLS vorhanden ist. Die Konstrukte P 224-262 und@®-217, die Unterabschnitte des
nukleér lokalisierten P 224-317 reprasentierergteai vorwiegend eine Farbung in beiden
Zellkompartimenten. Dies koénnte dadurch erklart deer; dass eine NLS an der
Schnittstelle beider Konstrukte liegt. P 146-26Xagst einen grof3en Teil des C-Terminus
unter Aussparung der letzten 55 Aminosauren. Egoisviegend im Zellkern lokalisiert.
Das Konstrukt P 21-262, welches bis auf die er@@rmund die letzen 55 Aminosauren
einen groRen Teil des YB-1-Proteins reprasentiezeigte eine hauptsachlich
zytoplasmatische Farbung.

Zusammenfassend kann festgestellt werden, dads-tleminale Bereich (As 1-147) des
YB-1-Proteins Domanen beinhaltet, die fir die zlasmatische Lokalisation im Sinne
eines nukledren Exports oder zytoplasmatischernilet®) des Proteins verantwortlich
sind, und im C-terminalen Bereich (As 147-317) Dasra lokalisiert sind, die fir die
nukledre Lokalisation von YB-1 verantwortlich sirsus diesen Studien wird ersichtlich,
dass bestimmte Proteindoméanen fir den nukledrerorExjzw. die zytoplasmatische
Retention von Bedeutung sind und andere fur derledukn Import. Da nicht alle C-
terminal gelegenen Konstrukte nukleér lokalisiends gibt es moglicherweise mehrere
nukleare Importsignale im YB-1-Protein. In den fahglen Experimenten sollen diese

Domaéanen weiter charakterisiert werden.

1) In der Literatur werden Doménen, die fur einen aktiven Transport des Proteins in das Zytoplasma verantwortlich sind als
nukleéare Exportsignale (NES) bezeichnet, analog zu den nukleéren Importsignalen. Zur besseren Veranschaulichung der
gegensatzlichen Proteindomanen wurde in der vorliegenden Arbeit analog zu dem Begriff NLS (nukleare
Lokalisationssignale) der Begriff NES verwendet zur Beschreibung von Doménen, die zu einer zytoplasmatischen
Lokalisation fuhren, obwohl nicht belegt ist, ob es sich bei den vorliegenden Doméanen tatsachlich um Exportsignale oder
um Retentionssignale handelt.
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Abbildung 14. Transfektionsstudien mit GFP-markiert en Deletionskonstrukten von YB-1.

A. Lokalisation von Wildtyp-YB-1 und den Deletionsk  onstrukten in proliferierenden
Rattenmesangialzellen.

Rattenmesangialzellen wurden mit Expressionsvektoren transfiziert. Die subzellulare Lokalisation
der exprimierten Proteine wurde mittels Laserscanning-Mikroskopie detektiert. Beurteilt wurden ca.
100 Zellen pro Ansatz. Die Balkendiagramme links geben den Prozentsatz der Zellen an, die
ausschlieRlich nuklear (N), vorwiegend nukledr (Nc), gleichermalen in beiden Kompartimenten
(NC), vorwiegend zytoplasmatisch (CN) oder ausschliel3lich zytoplasmatisch (C) geféarbt sind.

B. Diagramm der Deletionskonstrukte.

Dargestellt ist schematisch, welche Aminosduren in den C-terminal mit GFP markierten
Deletionskonstrukten verbleiben, verglichen mit dem Wildtyp-YB-1 (WT-YB-1).
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3.3.2 Transfektionsstudien  mit  DsRed-markierten  putativen  nukleéren
Lokalisationssignalen von YB-1

Zur Feinanalyse der mdglichen nukledren Lokalisesignale (NLS) im YB-1-Protein
wurden Oligonukleotide generiert, die fur Teile dBsoteins mit potentiellen NLS
kodieren. Diese Sequenzen wurden durch Vergleitisequenzen bekannter NLS anderer
Proteine gewahlt. Hierzu wurde ein InternetprogramunPradiktion von mdglichen NLS

in Proteinen (http://psort.nibb.ac.jp/cgi-bin/rungpl) eingesetzt. Samtliche mdogliche

Sequenzmotive lagen C-terminal zur CSD des YB-1d#re. Die Oligonukleotide wurden
in den pDsRed2-C1 Vektor subkloniert.

Das Diagramm in Abbildung 15B beschreibt die Laokaion der vier mdglichen NLS.
Pnis242-292 wurde auf der Basis vorheriger Transfekstudien generiert, die eine
maogliche NLS zwischen den Deletionsskonstrukter2®-262 und P 260-317 (Abbildung
14A, B) vermuten lie3en.

Die so generierten Expressionsvektoren wurden tteR@esangialzellen transfiziert. Zur
besseren Darstellung zellularer Strukturen wurderZellen mit einem Vektor kodierend
fur CFP ¢yan fluorescent protejrkotransfiziert. CFP verteilt sich ahnlich wie GE#fehe
3.3.1) in beiden Zellkompartimenten mit leichter livienreicherung im Zellkern. Eine
Beeinflussung der subzellularen Lokalisation deR&s-markierten NLS-Vektoren durch
das kotransfizierte CFP konnte ausgeschlossen weirttiem nur mit DsRed transfizierte
Zellen mit DsRed/CFP kotransfizierten Zellen vesigén wurden. Die subzellulare
Lokalisation wurde mittelsLaserscanningviikroskopie detektiert (Abbildung 15A).
Pnesl49-156, dessen Aminosauresequenz Arginin- undirPreich ist (PRRRGPPR),
zeigte eine ausschlief3lich nukledre Lokalisatiobkifdung 15A). Allerdings scheint diese
Sequenz in einem groReren Konstrukt nicht mehNals zu wirken, wie die Transfektion
von P 146-17ZAbbildung 14A) zeigte, da dieses in beiden Zellkamimenten verteilt
war. Das Konstrukt fs185-194 ist ausschliel3lich nuklear lokalisiert (Abbng 15A). In
diesem Konstrukt stellen Arginine ebenfalls die kil an Aminosduren dar
(RRPYRRRRFP). In einem gréReren Konstrukt, wie dmi Transfektion von P 172-225
(Abbildung 14A) gezeigt, scheint diese NLS aktiv zein. Die Transfektion des
Konstrukts R.s243-249 welches ebenfalls Arginin-reich (PRFRRGP) ist, geieine
Lokalisation in beiden Zellkompartimenten (Abbilduri5A) und scheidet somit als
potentielle NLS aus. Das Konstruk{, B276-292 mit einer langen Arginin-und Tyrosin-
reichen Sequenz (PPGRRYRRNFNYRRRRP) ist ausschdiel3huklear lokalisiert
(Abbildung 15A). Diese Sequenz ist in einem grofekonstrukt, wie P 260-317
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(Abbildung 14A), nicht als NLS wirksam.\R242-292 stellt die Aminosauresequenz in
der Schnittstelle zweier zuvor untersuchter Kond&dP 224-262 und P 260-317 dar, die in
beiden Kompartimenten der Zelle zu finden warem &itReres Konstrukt P 224-317,
welches diese beiden umfasst, zeigte allerdinge aukleare Lokalisation (Abbildung
14A), so dass an der Schnittstelle eine NLS verimwigrde. Diese konnte durch die
Transfektion von R s242-292 bestatigt werden, welches Uberwiegend aukbkalisiert
ist.

Zusammenfassend kénnen drei potentielle NLS néingegrenzt werden, die im YB-1-
Protein zwischen den Aminosauren 149-156 (NLS 8%;-194 (NLS 2) und 276-292 (NLS
3) lokalisiert sind. Allerdings muf3 einschrankeedtfiestellt werden, dass die potentiellen

NLS 1 und NLS 3 nicht in allen untersuchten Konsten aktiv zu sein scheinen.
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Abbildung 15. Transfektionsstudien mit DsRed-markie rten putativen nukledren
Lokalisationssignalen (NLS) in Rattenmesangialzelle  n.

A. Lokalisation der putativen NLS in Rattenmesangia  Izellen.
Rattenmesangialzellen wurden mit Expressionsvektoren, die fir mégliche NLS von YB-1 kodieren
und als DsRed-Fusionsprotein vorliegen, transfiziert. Zur Darstellung zellularer Strukturen wurden
die Zellen mit einem CFP-Vektor kotransfiziert. Die subzelluldre Lokalisation wurde mittels
Laserscanning-Mikroskopie detektiert. Beurteilt wurden mindestens 100 Zellen pro Ansatz. Die
Balkendiagramme links geben den Prozentsatz der Zellen an, die ausschlielich nuklear (N),
vorwiegend nukledr (Nc), gleichermaRen in beiden Kompartimenten (NC), vorwiegend
zytoplasmatisch (CN) oder ausschlieB3lich zytoplasmatisch (C) gefarbt sind.

B. Diagramm der moéglichen NLS von YB-1.
Dargestellt ist die Position der im N-Terminus DsRed markierten putativen NLS verglichen mit dem
Wildtyp YB-1 (WT YB-1).
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3.3.3 Feinanalyse der NLS 2durch Mutationsstudien

In der zuvor beschriebenen Transfektionsstudie Aoalyse der NLS konnten zwei
maogliche NLS naher eingegrenzt werden. Es sollteldn folgenden Studie die NLS 2
zwischen den Aminosauren 185-194 im YB-1-Proteimckdudas Einfligen bestimmter
Mutationen naher untersucht werden. Die Oligonukiieo mit den entsprechenden
Mutationen wurden in den pDsRed2-C1l Vektor sublddni Rattenmesangialzellen
wurden mit den Dsred-markierten Expressionsvektiodem flr verschieden Mutationen
der NLS 1 kodieren, transfiziert und mit einem BRpressionsvektor kotransfiziert. Die
Auswertung der subzellularen Lokalisation erfolgteLaserscanningviikroskop.

Die Abbildung 16B zeigt die Aminosduresequenz desdrukts R s185-194, welches
die NLS 2 kodiert, verglichen mit den Sequenzerjdiies mutierte Konstrukt.

Das Konstrukt R .s185 | kodiert fur vier ,zentral* lokalisierte Argine in der NLS 2. Es
war vorwiegend zytoplasmatisch lokalisiert (Abbitdul6A). Das etwas langere Konstrukt
Pnis185 I, bei dem die ersten beiden Arginine und eladstandige Prolin fehlen, zeigte
ebenfalls eine zytoplasmatische Lokalisation. Imn&toukt R.s185 Il wurde eine
Punktmutation eingefiihrt und das basische Arginizwaeiter Position in der NLS 2 gegen
ein neutrales Glycin ausgetauscht. Diese Mutatoahreisit keinen Einfluf3 auf die Aktivitat
der NLS zu haben, die Lokalisation des mutiertemdtiaukts war nuklear. Auch die
nachste Punktmutation mit Austausch von Argininege@lycin in der 6. Position der
NLS 2 liel3 die nukleare Lokalisation des Konstrukiss185 IV unbeeinflusst. Das zuletzt
untersuchte Konstrukt N2s185 V mit Austausch der Aminosauren Tyrosin gegen
Phenylalanin war ebenfalls nukle&r lokalisiert.
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WT YB-1
As 185-194

Py 185 194| DsRed

Ppyg 185-194 RRPYRRRRTP

Py 1851 RRRR

Py 18511 PYRRRRF

¥
P 185 I RGPYRRRRFP
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Py 185 IV RRPYRGRRFP
X
Py 185V RRPFRRRRFP

Abbildung 16. Transfektionsstudien mit Dsred-markie rten Vektoren, die fur verschiedene
Mutationen innerhalb der NLS 2  kodieren.
A. Subzellulare Lokalisation der DsRed-markierten E  xpressionsvektoren mit Mutationen
der NLS2.
Rattenmesangialzellen wurden mit Expressionsvektoren, die fir Mutationen innerhalb der NLS 2
kodieren und als DsRed-Fusionsproteine vorliegen, transfiziert und mit einem CFP-Vektor
kotransfiziert. Die subzellulare Lokalisation wurde mittels Laserscanning-Mikroskopie detektiert.
Beurteilt wurden mindestens 100 Zellen pro Ansatz. Die Balkendiagramme links geben den
Prozentsatz der Zellen an, die ausschlie3lich nuklear (N), vorwiegend nuklear (Nc), gleichermal3en
in beiden Kompartimenten (NC), vorwiegend zytoplasmatisch (CN) oder ausschlie3lich
zytoplasmatisch (C) gefarbt sind.
B. Diagramm der DsRed markierten Expressionsvektore  n mit Mutationen der NLS 2.
Dargestellt ist schematisch der Aufbau der Vektoren mit Aminosauremutationen im Bereich 185-
194 des YB-1 Proteins.
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3.3.4 Transfektionsstudien mit putativen nukleédren Exportsignalen von YB-1

Wie zuvor in Kapitel 3.3.1 beschrieben, ist das ¥&FP-Fusionsprotein, welches
vorwiegend den N-terminalen Bereich abdeckt (P £4)1zytoplasmatisch lokalisiert.
Dies konnte dafir sprechen, dass hier Proteindomaaethalten sind, die eine
zytoplasmatische Lokalisation des YB-1-Proteinsibdeam, entweder als nukleares Export
Signal (NES) oder zytoplasmatisches Retentions&bigiRS). Zur genaueren Analyse
wurde die Sequenz des Konstrukts P 21-147 in digschAnitte unterteilt: fsl1-57,
PnesS2-101 und Re95-147. Ein viertes Konstrukt wurde generiert, Wek die
Uberlappungsstelle zweier dieser NES-Konstrukteeekid Die Sequenzen der NES-
Konstrukte wurden in den pDsRed2-C1-Vektor sublddniso dass die Peptide am N-
Terminus mit DsRed markiert sind.

Die Abbildung 17A beschreibt die Lokalisation deEStKonstrukte im Vergleich zu
Wildtyp-YB-1 und das Konstrukt P 21-147 in Rattersauegialzellen.

Zur besseren Darstellung zellularer Strukturen wueth CFP-Vektor kotransfiziert. Die
subzellulare Lokalisation wurde anaserscanningviikroskop detektiert (Abbildung 17B).
Das Konstrukt Resl-57 zeigte eine ungleiche Verteilung in beiden lamimenten,
wobei das Zytoplasma starker gefarbt war. Die Kuoh$e Res52-101 und Re95-147
zeigten eine nahezu gleichmafige Lokalisation iddye Kompartimenten der Zelle. Das
Konstrukt Res52-147, welches die Uberlappungsstelle der beideworz genannten
einfasst, ergab eine vornehmlich zytoplasmatisasialisation.

Aus diesen Experimenten geht hervor, dass mogliaiee zwei NES/ZRS existieren,
wovon die eine zwischen Aminosaure 1 und 57 undathdere zwischen 52 und 147
lokalisiert ist. Dabei ist es wahrscheinlich, dade 2. mdgliche NES an der
Uberlappungsstelle der Konstrukt@eE52-101 und Res95-147 liegt, da beide fur sich

keine ausschliel3lich zytoplasmatische Lokalisatsiofweisen.
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Abbildung 17. Transfektionsstudien mit DsRed-markie rten moglichen nukledren
Exportsignalen (NES) von YB-1.

A. Lokalisation der Dsred-markierten putativen NES.

Rattenmesangialzellen wurden mit Expressionsvektoren, die fir DsRed/YB-1-Deletions-
Fusionsproteine mit potentiellen NES kodieren, transfiziert und mit einem CFP-Vektor
kotransfiziert,. Die subzelluldare Lokalisation wurde mittels Laserscanning-Mikroskopie beurteilt.
Beurteilt wurden mindestens 100 Zellen pro Ansatz. Die Balkendiagramme links geben den
Prozentsatz der Zellen an, die ausschlie3lich nuklear (N), vorwiegend nuklear (Nc), gleichermal3en
in beiden Kompartimenten (NC), vorwiegend zytoplasmatisch (CN) oder ausschlieRlich
zytoplasmatisch (C) gefarbt sind.

B. Diagramm der DsRed-markierten moglichen NES von YB-1.

Dargestellt ist die Positon der N-terminal mit DsdRed marktierten NES verglichen mit dem Wildtyp
YB-1 (WT YB-1).
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3.3.5 Lokalisation von YB-1 in RMC nach Behandlung mit Leptomycin B

Es sind verschiedene Mechanismen des nuklearenrtSxpekannt (siehe Abschnitt 1.3.3).
Ein Exportmechanismus, der den Export fur vielenSkaiptionsfaktoren reguliert, wird
durch CRM1 (Exportin 1) vermittelt. Dabei interagieie NES des zu transportierenden
Proteins mit dem Rezeptorprotein CRM1 (Exportindgs die Translokation des Proteins
durch die Kernmembran vermittelt. Ein spezifisckEmmmstoff des CRM1-abh&ngigen
Transports stellt Leptomycin B dar. Bei Proteingie, CRM1-abhéngig exportiert werden,
fuhrt die Hemmung des Exports durch Leptomycin Riner nuklearen Akkumulation des
Proteins. YB-1 ist ein Protein, welches FunktiomenZellkern und Zytoplasma hat und
somit zwischen den Kompartimenten transportierdwist auch der nukleare Export des
Transkriptionsfaktors YB-1 CRM1-abhangig, so erwarhan nach Blockade des CRM1-
abhangigen Exports eine nukleare Akkumulation v@ilY

In dem folgenden Experiment wurden Rattenmesargjiaiz mit dem YB-1-GFP
Expressionsvektor transfiziert und fur 48h mit ebiedenen Konzentrationen von
Leptomycin B (1; 5; 10; 25ng/ml) inkubiert. Zur lsesen Darstellung zellularer Strukturen
wurden die Zellen mit Propidiumjodid gegengefaiie Auswertung der subzellularen
Lokalisation erfolgte anbaserscanningvikroskop. Man sieht in der Abbildung 18, dass
auch nach Behandlung mit Leptomycin B die Lokai@ates YB-1-GFP-Fusionsproteins
zytoplasmatisch ist. Dabei zeigen die untersclhobdéingesetzten Konzentrationen von

Leptomycin B keinen Unterschied in der Lokalisatd®s Fusionsproteins.
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Abbildung 18. Lokalisation von YB-1 nach Behandlung mit
Rattenmesangialzellen.
Rattenmesangialzellen wurden mit einem YB-1-GFP-Expressionsvektor transfiziert und fir 48 h mit

Leptomycin B inkubiert. Es erfolgte eine Gegenfarbung mit Propidiumjodid. Die subzellulare
Lokalisation wurde mittels konfokaler Laserscanning-Mikroskopie detektiert.

Leptomycin B in
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4 Diskussion

4.1 Expression und subzellulare Lokalisation von YB-1n gesunden Nieren, sowie

im Rahmen entztindlicher Nierenerkrankungen

Zur Untersuchung der Lokalisation von YB-1 in nicptoliferierenden, gesunden
Nierenzellen in vivo und im Zeitverlauf der Anti-Thyl.1-Nephritis wurdeine
immunhistochemische Farbung mit einem YB-1-Antilgtpder gegen den C-Terminus
des Proteins gerichtet ist, vorgenommen. In gesunddierengewebe war YB-1
ausschlieBlich nukledr lokalisiert. Um dieses Farbgter zu bestatigen und um
auszuschliel3en, dass lediglich ein SubfragmentYd&4-Proteins detektiert wurde, wie
von Stenina et al. (Stenina, Shaneyfelt et al. 2@@&chrieben, wurde diese Beobachtung
durch Verwendung eines gegen den N-Terminus vonlY@erichteten Antikorpers
bestatigt. Im Zeitverlauf des experimentellen Mdxleder mesangioproliferativen
Glomerulonephritis &nderte sich die subzellularkdlisation von YB-1: Unmittelbar nach
Krankheitsinduktion wurde eine zytoplasmatische dl@ation von YB-1 beobachtet.
Parallel zur Ausheilung der Nephritis an Tag 31 WBr1 erneut nukledr zu detektieren.
Eine Bestatigung fur die Beobachtung der zytoplascizen Lokalisation erbrachten die
Transfektionsstudien mit YB-1-GFP in mesangialenlefein vitro, welche unter den
Kulturbedingungen aktiviert sind.

Es zeigte sich in der Immunhistochemie der Anti-T.AyNephritis neben der
zytoplasmatischen Anreicherung auch eine qualegaikhOhung der YB-1-Expression mit
einem Maximum an den Tagen 3-6. Mit eimersitu-Hybridisierung und eineNorthern
Blot-Analyse konnte verdeutlicht werden, dass die @dfB-1-Expression mit einer
erhohten mRNA-Synthese einhergeht.

Die Beobachtungen stehen in Kontrast zu Daten aelkufturen proliferierender
Primérzellen und Tumorzellen, wo YB-1 hauptsachhgtoplasmatisch lokalisiert ist und
als Antwort auf zellularen Stress wie DNA-schadggm Substanzen, UV-Bestrahlung,
Virusinfektion oder Hyperthermie in den Zellkerrrisloziert (Ohga, Koike et al. 1996;
Koike, Uchiumi et al. 1997; Stein, Jurchott et20001; Holm, Bergmann et al. 2002). Eine
nukleare Lokalisation war in Studien zudem mit einenginstigen Prognose fur
verschiedene Tumoren assoziiert (Bargou, Jurcheait 997; Oda, Sakamoto et al. 1998;
Shibahara, Sugio et al. 2001; Janz, Harbeck €204]2), wohingegen in anderen Féllen
eine Uberexpression von YB-1 mit einer ungiinstiggnognose vergesellschaftet ist
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(Shibao, Takano et al. 1999; Janz, Harbeck et G02R Diese Beobachtungen weisen
darauf hin, dass die fur die subzellulare Lokailssatvon YB-1 verantwortlichen
Mechanismen in untransformierten Zellen andersliegsind als in Tumorzellen.
Beobachtet man die zytoplasmatische Translokatisaton YB-1 im Krankheitsverlauf
der mesangioproliferativen Glomerulonephritis stedich die Frage, wie YB-1 die
Genexpression im Zellkern beeinflusst, da YB-1 zpRliferationsassoziierte Gene wie
die Thymidinkinase und DNA Polymerasetransaktiviert (Mertens, P.R. unpubliziert).
Der Zeitverlauf der zytoplasmatischen Lokalisatiommer Anti-Thy1.1-Nephritis korreliert
eng mit der mesangioproliferativen Phase der Ekuag (Ostendorf, Kunter et al. 2001).
Schlussfolgernd kdnnte YB-1 in dieser Phase deraakung vor allem als ein Regulator
der Translation dienen, z.B. durch Beeinflussung Higlbwertszeit von Zytokin-mRNA
(Chen, Gherzi et al. 2000; Capowski, Esnault et28l01) oder einer unspezifischen
Bindung an die 5’RNAap-Struktur (Evdokimova, Ruzanov et al. 2001). Auf daderen
Seite kann allerdings durch die Nachweisgrenzenimenunhistochemischen Methode
nicht ausgeschlossen werden, dass eine geringe -KFfaktion weiterhin im Kern
lokalisiert ist und die Genexpression oder dasi8ptebeeinflusst (Raffetseder, Frye et al.
2003). Auch bei der transienten Transfektionen WiB-1-Expressionsplasmiden in
proliferierenden Zellenn vitro ist YB-1 im zytoplasmatischen Kompartiment lokadisi
Hier kbnnte der nukleare Export von einer FreigdbetransRepression begleitet sein,
z.B. des Kollagen-Gens (Norman et al. 2001, Macdbegal., 1995, Ting et al. 1994).
Bisher wurden in der Literatur vier Mechanismen dbegben, die fur die
nukleozytoplasmatische Translokation von YB-1 vesantlich sind: (a) Zhang et al.
(Zzhang, Homer et al. 2003) entdeckte eine nuklgémeslokation von YB-1 bei Cisplatin-
behandelten oder Adenovirus-infizierten Zellen inegénwart von p53. Diese
Translokation erscheint quantitativ bei hdheren -gb8zentrationen stattzufinden und
wirkt dem pro-apoptotischen Effekt von p53 entgeg®) Der splicing+aktor SRP30c,
ein Partnerprotein von YB-1, scheint mit YB-1 insdaukleare Kompartiment zhutteln
(Raffetseder, Frye et al. 2003). (c) Die nukleareanglokation von YB-1 nach
genotoxischem Stress wie Cisplatin und UV-Lichtrkaarch den Proteinkinaseinhibitor C
(PKC) verhindert werden, wahrscheinlich durch Emékenug eines zytoplasmatischen
Ankerproteins, welches YB-1 fur die nukledre Trakation freisetzen kann (Janz,
Harbeck et al. 2002). (d) Schlie3lich wird ein Gakmase |l-abhangiger Mechanismus
beschrieben, der fir den IRNEffekt auf die YB-1-Lokalisation verantwortlich zgein
scheint (Higashi, Inagaki et al. 2003; Higashi,gala et al. 2003). Allerdings kann keiner
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dieser Mechanismen die in dem Modell der mesangidgrativen Glomerulonephritis
umgekehrte Translokation von YB-1 aus dem Zellker® Zytoplasma erklaren. Eine
maogliche Erklarung in dem Modell wéaren posttransoinelle Veranderungen von YB-1.
Solche Veranderungen konnten in Experimenten ungetgeitsgruppe nach PDGF-B-
Stimulation, welche eine wichtige Rolle fur die aytasmatische Lokalisation und
Uberexpression von YB-1 im Zeitverlauf der mesapgitiferativen Nephritis hat, anhand
zusatzlicher Banden nadtmmunoblottingmit einem monoklonalen Antikdrper gegen YB-
1 erkannt werden (van Roeyen, Eitner et al. 20@he andere Erklarung waren
Posphorylierungs- und Dephosphorylierungsvorgange &B-1-Protein, die die
Lokalisation des Proteins beeinflussen. Herbertakt (1999) berichten von einer
Phosphorylierung des Y-box Proteins MSY2 in Mauskemch eine mit dem Protein
assoziierte Kinase. MSY?2 liegt vivo in einem phosphorylierten Zustand vor und hat eine
hohe Bindungsaffinitdit zu mRNA, eine Dephosphorying flhrt zu einer verminderten
Bindungsaffinitat. Posttranskriptionelle Verédndegen und Dephosphorylierung bzw.
Phosphorylierung an YB-1 kénnten in dem Modell eiesangioproliferativen Nephritis zu
einer Inaktivierung von nuklearen Lokalisations+&ign (NLS) oder Aktivierung von
nuklearen Export Signalen (NES) bzw. zytoplasmhésc Retentions-Signalen (ZRS)
fihren und damit die zytoplasmatische Translokadies Proteins bewirken.

4.2 Invitro-Versuche mit Zellzyklusinhibitoren

Rattenmesangialzellein vitro zeigen ebenfalls eine zytoplasmatische YB-1-Lclkion
wie in dem oben genannten Modell der mesangiograliiven Glomerulonephritis.
Mesangialzellen nehmem vitro durch die Kultivierungsbedingungen einen aktivierte
und prosklerotischen Phénotyp an. Um zu untersycldn YB-1 bei ruhenden
Mesangialzellemn vitro im Zellkern vorliegt, so wie bei gesunden Mesalzgiléenin vivo,
wurden Rattenmesangialzellen mit unterschiedlichehibitoren der Zellprogression
inkubiert. Hierbei zeigte einzig Roscovitin, der s alselektiver Inhibitor der
zyklinabhangigen Proteinkinasen CDK 1, 2, 5, 7,und ERK1/2 u.a. beschrieben ist
(Bach, Knockaert et al. 2005), eine nukleare Tiaadion des YB-1-GFP-Fusionsproteins
und des endogenen YB-1. Die Inhibition der obenageten Proteinkinasen durch
Roscovitin bewirkt einen Arrest am Ubergang der SsRhase und G2/M-Phase des
Zellzyklus. Jurchott et al. (2003) konnten in Veasen mit transformierten Zellen eine
nukleare Akkumulation von YB-1 am Ubergang der GRHMase zeigen. Die

zyklinabhangigen Proteinkinasen spielen eine bedhelet Rolle in der Phosphorylierung
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von Proteinen, die an der Regulation des Zellzykhesuronaler Funktionen und der
Apoptose von Bedeutung sind. Phosphorylierungs-Reyhosphorylierungsvorgange, die
durch Proteinkinasen vermittelt werden, spielen desi Entstehung vieler Erkrankungen
wie bosartige Tumoren, Abstol3ungsreaktionen nacgam@ransplantation, chronisch
entzundlichen Erkrankungen, diabetischer Mikroapgibie etc. eine bedeutende Rolle
(Cohen 2002). Durch Regulierung der Aktivitat voroteinkinasen mittels spezifischer
Inhibitoren ist es gelungen, neue, erfolgreiche rapiestrategien zu entwicklen, z.B.
gegen chronisch myeloische Leukdmie mittels Glee(@livec, STI-571) oder gegen
rheumatoide Arthritis mittels p38 Mitogen-aktiviesProteinkinase-(MAPK) Inhibitoren.
Der Proteinkinase-Inhibitor Roscovitin wird nebereiner Verwendung in der
Grundlagenforschung zur Untersuchung von Zellpreeresauch in klinischen Studien als
Medikament in der Behandlung von Tumoren (Fisch@042, neurodegenerativen
Erkrankungen (Lau, Schachter et al. 2002), virdlgiektionen (Sadaie, Mayner et al.
2004) wund Glomerulonephritiden (Clough 2002) enfeigh eingesetzt. Ein
experimenteller Einsatz von Roscovitin bei dem Mbdier mesangioproliferativen
Nephritis in Ratten, der Anti-Thyl.1. Nepbhritis, igte eine geringere mesangiale
Proliferation und geringere Matrixexpansion patalle einem signifikanten Abfall der
Proteine Cyclin B, D1, D2, und D3 (Chiara et al02)) somit scheint Roscovitin einen
hemmenden Effekt auf die Entziindungreaktion zu iabe

Aus dem Vergleich der oben genannten Studien zed¥as und den publizierten Daten
ist ein Mechanismus denkbar, der fur die Transiokavon YB-1 in das Zytoplasma im
Verlauf der mesangioproliferativen  Glomerulonephrit zustandig ist. Durch
Proteinkinasen-vermittelte direkte oder indirekteogphorylierung von YB-1 kénnten
Proteindoménen frei werden, die eine zytoplasmais€ranslokation bewirken bzw.
Domanen maskiert werden, die fir eine nukleére lisd@on verantwortlich sind. Skabkin
et al. (2001) wiesen die Bedeutung der Phosphouylgevon YB-1 durch Kaseinkinase I
bei der Regulation der DNA-Konformation nach. Im pbasphorylierten Zustand
erleichtert das Protein das DN#nealing im  Zellkern. Roscovitin - als
Proteinkinaseinhibitor hemmt die Phosphorylierungydurch es z.B. tUber Maskierung
zytoplamatischer Lokalisationssignale oder Demashkig nuklearer Lokalisationssignale
zu einer nukledren Translokation kommen kann. Um kiiteraktion von YB-1 mit
Proteinkinasen und die Rolle der Phosphorylieruag ¥B-1 Proteins im Zellzyklus zu
beleuchten, sind weitere Studien noétig, die zeigéndie Interaktion zwischen YB-1 und

den CDK's bzw. deren Inhibitoren direkt oder UbereeProteinkaskade erfolgt, welche
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Proteindoménen fir die Interaktion notwendig sinad uvie Phosphorylierungs- und
Dephosphorylierungsvorgdnge im einzelnen die Fontkind Lokalisation des YB-1
Proteins bestimmen. Aus diesen kdnnten neue Thestapiegien zur Behandlung der
mesangioproliferativen Glomerulonephritis hervorgghwie z.B. molekularbiologische
Methoden zur Reduktion der Aktivitdt von CDK’s nsmnall interferingRNA, antisense

Oligonukleotiden, spezifischen Antikérpern, domitiaagativen Mutanten fir CDK’s

oder anderen spezifischen Inhibitoren der CDK’s.

4.3 ldentifizierung nuklearer Lokalisationssignale und zytoplasmatischer

Lokalisationssignale/ nukle&rer Exportsignale im YB1-Protein

YB-1 ist ein an mMRNA bindendes Protein, welches Tianslation reguliert, sowie ein
DNA-bindendes Protein, welches die Genexpressiontréthert. Zusatzlich ist YB-1 als
nukleozytoplasmatisches Protein beschrieben, daernmNA-Reparatur und iraplicing
von RNA eine bedeutende Rolle spielt (Uramoto, lzatral. 2002; Jurchott, Bergmann et
al. 2003; Raffetseder, Frye et al. 2003). Vielet&ine, die Funktionen im Zellkern und
Zytoplasma austben, verfiigen tiber Domanen, dieraEnnungssignale fiir Import- oder
Exportrezeptoren dienen (Yoneda 2000). Zur Bestimgnsolcher Erkennungssignale in
dem YB-1-Protein wurden in der vorliegenden Arbedine Vielzahl von
Deletionskonstrukten getestet, die drei moglicheSNh der C-terminalen Region des
Proteins und zwei potentielle zytoplasmatische lis&onssignale in der N-terminalen
Region nahelegen (Abbildung 19 und 20).

In der Arbeit verwendete, zytoplasmatisch lokaligideletionskonstrukte beinhalten eine
Doméane, die eine zytoplasmatische Lokalisation drewt (zytoplasmatisches

Lokalisationssignal = ZLS), im Gegensatz zu Kandin, die eine ubiquitare

Lokalisation zeigen. Funktionell kann es sich bei ALS um ein nukleéres Exportsignal
(NES), welches einen aktiven Transport des Protussdem Zellkern vermittelt, oder ein
zytoplasmatisches Retentionssignal (ZRS) handeéiches die Bindung des Proteins an
eine im Zytoplasma lokalisierte Struktur bewirktieDdargestellten Ergebnisse mit
Deletionskonstrukten zeigen zwei ZLS zwischen damimdsauren 1-57 und 52-146
(Abbildung 19). Die ZLS 1 zeigt kaum Sequenzhommongu NES anderer Proteine. Sie
ist nicht Leucin- oder Valinreich und enthalt kadminosauren wie Serin, Glutamat und
Aspartat, die gehauft in NES anderer Proteine ghkfurwurden (la Cour, Kiemer et al.
2004; Fischer, Huber et al. 1995). Wie Ruzano.ef1899) zeigten, bindet YB-1 an das
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zytoplasmatisch lokalisierte Aktin. Fir diese Binduvurden die ersten 30 Aminosauren
im YB-1-Protein verantwortlich gemacht. Somit hahas sich bei der ZLS 1 am ehesten
um ein zytoplasmatisches Retentionssignal, weldiiesr die Bindung an Aktin eine
zytoplasmatische Lokalisation des YB-1-Proteins idgw

Die Analyse der Deletionskonstrukte P ungd(Abbildung 19) legt nahe, dass sich die
ZLS 2 in der Uberlappungsregion der Konstruktes2-101 und Res 96-146 befindet,
da beide Konstrukte eine ubiquitare Verteilung erjgdas gréf3ere Konstrukfd252-147
allerdings eine vorwiegend zytoplasmatische Loké#ilis aufweist. In dieser Region lasst
sich im Vergleich mit beschriebenen NES anderetédire eine Sequenzhomologie finden,
die Leucin- bzw. Valin-reich ist und aul3erdem dimiAosauren Serin, Glutamat und
Aspartat enthalt (la Cour, Kiemer et al. 2004).der Region der ZLS 2 befinden sich
allerdings auch zwei spezifische mRNA- Bindungsdoemi(RNP1 und 2) innerhalb der
cold shockDoméne. Wird diese Doméne mutiert, so translozieds vorher
zytoplasmatisch lokalisierte YB-1 in den ZellkeBo(vet, Matsumoto et al. 1995; Bader,
Felts et al. 2003). Sollte es sich bei der ZLS Zhawm ein zytoplasmatisches
Retentionssignal handeln, so konnen die RNA-Binddogidnen nicht alleine
ausschlaggebend fur die zytoplasmatische Lokabisasein, denn diese Domé&nen sind
sowohl in dem zytoplasmatisch lokalisierteqed2-147 vorhanden, als auch in dem
ubiquitar lokalisierten fs52-101. Herbert et al. (1998) zeigten, dass diesptharylierung
der zu YB-1 homologen Proteine FRGY1 und 2 eineebtshde Rolle in der RNA-
Bindung hat. So fuhrt eine Dephosphorylierung dés1¥Proteins zu einer geringeren
Affinitat zur mRNA. In der N-terminalen Region dé%oteins befinden sich mehrere
potentielle Phosphorylierungsstellen an Serin-, edhm- und Tyrosinresten. Eine
funktionell wichtige Phosphorylierungsstelle anezin Serinrest (Aminosaure 102) wurde
von Sutherland et al. (2005) beschrieben. Hiertféhme Punktmutation zur Inhibition des
Tumorwachstums bei humanen Mamma-Karzinomzelleas Diéare eine Erklarung daftr,
dass das KonstruktyPs52-147, welches sowohl die RNA-Bindungsdoméneraath die
Phosphorylierungsstelle enthalt zytoplasmatischallslert ist im Gegensatz zu dem
Konstrukt Res52-101. Anhand der oben genannten Ergebnisse kighh abschlie3end
erklart werden, ob es sich bei der ZLS 2 um ein MB&Sdelt oder um ein ZRS, wobei die
zytoplasmatische Lokalisation des phosphorylie¥@y1 durch RNA-Bindung erreicht
wird. Sollte es sich bei der ZLS 2 um ein nukledegoortsignal handeln, waren
Feinanalysen und Mutationsanalysen zur genauentifidation der verantwortlichen

Aminosauren hilfreich.
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Bei vielen untersuchten Proteinen, die zwischetké&et und Zytoplasmahutteln wurde
ein CRM1l-abhangiger Export beschrieben. Die vodieen Daten mit dem CRM1-
Inhibitor Leptomycin B weisen auf einen CRM1-unab@igen Export von YB-1 aus dem
Nukleus hin. Es konnte fur eine Gruppe von Proteiebenfalls ein Leptomycin B-
unabhangiger Exportmechanismus festgestellt werdere z.B. fur hnRNP K
(heterogeneous nuclear ribonucleoproleinvelches mit mRNA interagiert oder RIP3
(Receptor-interacting protein )3 ein pro-apoptotisches Protein, welches in der
Signaltransduktionskaskade von TNFfunfor necrosis factor )1 eine Rolle spielt
(Henderson and Eleftheriou 2000; Yang et al. 20@k). und wie diese alternativen
Exportmechanismen fir YB-1 eine Rolle spielen wirGegenstand weiterer
Untersuchungen sein.

ZLS 1 2182

Aktinbindung  RNPURNP2

WT YB-1 | S 1 s

o

P 21-147 =

g

PNES 1-57 DsRed i

Pres 52-101 | DsRed )
Pygs 95-147 [DsRed )
Ppgs 52147 [DsRed | |

l:l zytoplasmatische - nukleiire ) nukleiire und zytoplasmatische

Lokalisation Lokalisation Lokalisation

Abbildung 19. Schematische Darstellung relevanter D  eletionskonstrukte von YB-1 zur
Beschreibung des ZRS (zytoplasmatisches Retentionss ignal). In diesem Schema sind die fir
die Detektion des ZRS relevanten Deletionskonstrukte zusammengestellt und die Lokalisation der
identifizierten Signale grau unterlegt. Ausserdem sind die Aktinbindungsstelle und die RNP-Motive
dargestellt. Am Wildtyp YB-1 (WT YB-1) ist die Stelle mit einem P markiert, an der eine relevante
Phosphorylierung eines Serins belegt ist.
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Die Suche nach ,klassischen Sequenzmotiven® eih& Mit basischen Aminosauren, vor
allem Lysin und Arginin (Kalderon, Roberts et a@8%; Robbins, Dilworth et al. 1991;
Bickmore and Sutherland 2002), ergab vier moglishginin-reiche Sequenzen im YB-1-
Protein. Es konnten drei klassische NLS zwischenAtainoséuren 149-156, 185-194 und
276-292 identifiziert werden, die autonom und auchden Deletionskonstrukten mit
gréReren YB-1 Proteinabschnitten aktiv sind (Abloilg 20). Die NLS 1 ist eine Arginin-
und Prolin-reiche Sequenz (PRRRGPPR), welche sigih am Konstrukt P 146-172
befindet, hier jedoch nicht zu einer nuklearen liskaion fuhrt. Ein groR3erers Konstrukt,
P 146-225, ist nuklear lokalisiert, enthalt jedashei NLS (NLS 1 und 2). Auffallig ist,
dass sich in der Region hinter desld shockDomé&ne die Multimerisierungsdoméne
befindet, Uber die YB-1 homomultimerisieren kanrzuthi et al.,, 2001). Die
Homomultimerisierung von YB-1 erfolgt v.a. bei hoh&B-1-Konzentrationen und in
Assoziation mit mRNA, d.h. im Zytoplasma der Zdll8kabkin et al., 2004). Wenn zwei
YB-1-Deletionskonstrukte im Zytoplasma homomultimeren, wird die NLS 1
maoglicherweise im etwas gro3eren Konstrukt P 145+héAskiert, eine kleinere Fraktion
geht diese Bindung nicht ein und ist nukledr zeklstren.

Die NLS 2 ist ebenfalls Arginin-reich (RRPYRRRRFBhd fuhrt in allen groReren
Konstrukten zu einer nuklearen Lokalisation degddng. Zur genaueren Analyse der NLS
wurden Mutationen in dieser NLS eingefuhrt. Aug déutationsanalyse der NLS 2
konnen drei Schlussfolgerungen gezogen werdemti€ajier zentralen Arginine sind nicht
ausreichend fur eine Aktivitat dieser NLS; (b) astausch einzelner Arginine beeinflusst
die Funktionalitdt der NLS nicht; (c) Tyrosin al®gtiche Phosphorylierungsstelle in der
NLS scheint nicht fur die Regulation des Importsvendig zu sein.

In der Sequenz der NLS 3 (PPQRRYRRNHRRRRP) fallt auf, dass neben flankierenden
basischen Aminosauren ein zentrales Uberbrickuagssit (unterstrichen) vorliegt,
ahnlich dem in zweiteiligen, ,klassischen* NLS (Rats, Dilworth et al. 1991), allerdings
wird dieses Uberbriickungselement nicht ,klassisebtt 10 Aminosauren gebildet. Die
dritte NLS ist auffallenderweise nur in dem Kong&tr&@ 224-317 und nicht in P 260-317
aktiv. Ein Konstrukt, welches generiert wurde, urma 8chnittstelle der zytoplasmatisch
lokalisierten Konstrukte P 224-262 und P 260-317Uberbricken, zeigt eine nukleare
Lokalisation (Ris 242-292). Dieses Konstrukt enthalt ebenfalls di€SNL. Im Gegensatz
dazu stehen Ergebisse anderer Arbeitsgruppenyndi@terminalen Teil des YB-1 Proteins
Doménen lokalisierten, die fur die zytoplasmatistio&alisation verantwortlich sind. So

beschrieben Koike et al. (1997) ein zytoplasmhésc Retentionssignal zwischen
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Aminosaure 248-317, welches die Bindung von YB-1 am zytoplasmatisches
Ankerprotein vermittelt. Auch Stenina et al. (20088legten eine mRNA-Bindung und
damit zytoplasmatische Retention von YB-1 , dieridie Aminosauren 247-267 vermittelt
wird.  Die widersprichliche Lokalisation der Kondite, die das letzte Drittel des C-
Terminus beinhalten ( P 224-262, P 260-31({sR42-292, P 224-317) ist moglicherweise
durch die engen Lagebeziehungen der Domanen vehtyshe gegensatzliche Funktionen
in der Lokalisationsbestimmung von YB-1 haben. leiteren Studien muss untersucht
werden, ob ein zytoplasmatisches Retentionssigndén letzten 50 Aminosauren mit der
NLS 3 konkurriert, so dass eine Fraktion des Kahssr P 260-317 zytoplasmatisch
lokalisiert ist und ob an der Uberlappungsregionszien P 260-317 und P 224-262 eine
weitere Doméane vorliegt, die einen Einfluss aufridi&leare Lokalisation von YB-1 hat. In
diesem Bereich zeigt sich allerdings keine Anhagfwon Arginginresten wie bei den
anderen NLS.

Untersuchungen von Jurchott et al. (2003) mit derclgen Deletionskontsrukten wiesen
bei transformierten Zellen eine gleichartige suloi#e Lokalisation nach. So liegt es
nahe, dass die in dieser Arbeit in Versuchen miramsformierten Zellen ermittelten
Doméanen auch in transformierten Zellen aktiv sin®¥ergleicht man die
Aminosauresequenzen der NLS mit den SequenzeneanteoxProteine (dbpA, FRGY1
und 2), so féallt auf, dass diese Sequenzen nahamwlbg sind, v.a. die Argininreste und
Tyrosinreste entsprechen sich in den unterschieehita’-boxProteinen, welches fur die
Bedeutung dieser Sequenzen, bzw. Aminosduren sp(ickiuri und Wolffe 1990).
Auffallig ist auch, dass im C-terminalen Bereichs d¥¢B-1-Proteins viele potentielle
Phosphorylierungsstellen lokalisiert sind. In deithd von und in den Sequenzen der NLS
sind vor allem Tyrosinreste gehéauft zu finden. der Literatur sind Mechanismen
beschrieben, die den nukleozytoplasmatischen Taahdpeeinflussen, und somit die
Funktionen von Proteinen im Zellkern sowie im Zy&agma steuern: Der nukledre Import
des Proteins v-Jun wird durch die Phosphorylieramges Serins in der Nahe der NLS
induziert, wohingegen die Phosphorylierung dgesmathyroid-hormone-related protein
(PTHrP) an dem CDK-Motiv vor der NLS in einer zyiagmatischen Translokation
resultiert (Tagawa, Kuroki et al. 1995; Lam, Howedeal. 1999). Durch die Bindung des
Proteins NikB an das zytoplasmatische AnkerprotekB lwird die NLS von NKB
maskiert und erst freigegeben, wemB Idurch eine entsprechende Stimulation der Zelle
phosphoryliert und degradiert wird (Ghosh and Baltie 1990). Sequenzielle
proteolytische Spaltungen stellen einen weiterenchidaismus des Imports des am
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endoplasmatischen Retikulums gebundsterol regulatory element-binding proteins
(SREBP) dar, dessen N-terminale Domane nach deiftu8ganuklear transloziert
(Nagoshi, Imamoto et al. 1999). Es konnte gezeigtden, dass eine Homo- oder
Heteromultimerisierung von Proteinen, wie z.B. STATessentiell fir die Erkennung
durch Importina (Sekimoto, Imamoto et al. 1997) ist. Die Regulatotes Imports von
YB-1 ist bisher nur unzureichend untersucht wordesliegen allerdings Hinweise dafir
vor, dass der Import durch Phosphorylierungsvorgangeguliert wird. Eine
Dephosphorylierung von Tyrosinresten fiihrte zu emelearen Translokation von YB-1
in Thrombin-behandelten endothelialen Zellen. DigpBosphorylierung von Serin- oder
Threoninresten zeigte keine Translokation des YBrdteins (Stenina et al., 2000). Die
oben beschriebenen Versuche geben Hinweise dada#s an der Regulation des
nuklearen Imports Phosphorylierungsvorgange, mbegftieeise vermittelt Uber
Proteinkinasen, eine entscheidende Rolle spielerRakcovitin als Proteinkinaseinhibitor
einen Einfluss auf die subzellulare YB-1-Lokalisatihat. Weitere Studien, z.B. mit
Einfuhren von Punktmutationen an potentiellen Phosgierungsstellen, Inhibition
potentieller am Import beteiligter Proteine und éxion der fur die Phosphorylierung
verantwortlichen Proteinkinasen werden zum genaudierstandnis der Regulation des
Imports von YB-1 beitragen.

Zusammenfassend kann festgehalten werden, dass-tennfihalen Bereich von YB-1
zwei zytoplasmatische Lokalisationssignale vorhandand. Das erste stellt die
Aktinbindungsdomane dar und das zweite enthédlt zwd&RNA-Bindungsstellen,
maoglicherweise aber auch ein nukledres Exportsignalches die zytoplasmatische
Lokalisation bewirkt. Ausserdem konnten im C-teraiém Bereich des YB-1-Proteins eine
NLS ausgemacht werden zwischen Aminosaure 185-h84zwei weitere potentielle NLS
(AS 149-156, AS 276-292), die durch andere Protmimghen, die
Multimersierungsdomane und ein zytoplasmatischeteri@enssignal, maskiert werden
konnen. Der nukledre Import wird vermutlich Ubero®bhorylierung an Tyrosinresten
reguliert, wobei durch Dephosphorylierung die Nle®néskiert und aktiviert werden.
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Abbildung 20. Schematische Darstellung relevanter D  eletionskonstrukte von YB-1 zur
Beschreibung der NLS. In diesem Schema sind die fir die Detektion der NLS relevanten
Deletionskonstrukte zusammengestellt und die Lokalisation der identifizierten Signale grau
unterlegt. Ausserdem sind die Multimerisierungsdoméne dargestellt und zwei sich teils
entsprechende Bereiche, die fur die zytoplasmatische Retention verantwortlich sein sollen (Koike
et al., 1997, Stenina et al., 2000). Am Wildtyp YB-1 (WT YB-1) sind die Stellen mit einem P
markiert, an denen eine Phosphorylierung an der Aminosaure Tyrosin erfolgen kann.
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5 Zusammenfassung

Das Kalteschockprotein YB-1 erfiillt als DNA- und RNindendes Protein eine Vielzahl
von Funktionen im Zellkern wie im Zytoplasma, zrBguliert es die Transkription, RNA-
Prozessierung, -Translation und -Speicherung. trvddiegenden Arbeit untersuchten wir
Entzindungsmodelle fur glomeruldare Erkrankungesibittlich der YB-1- Expression und
Verteilung und gingen der Frage nach, Uber welalmteihdoméanen die subzellulare YB-
1-Lokalisation bei nicht transformierten Zellenvitro reguliert wird.

In gesunden Ratten war YB-1 in glomerularen Zeflahezu ausschliel3lich nuklear in der
Immunhistochemie mit zwei unterschiedlichen pemitgierten Antikdrpern
nachweisbar. Im Verlauf der mesangioproliferativemti-Thy1.1-Nephritis anderte sich
die Lokalisation und Expression von YB-1. In saaftén glomeruléren Zellen lag eine
initial perinukleare, und am Tag 4 bis 9 ausschibblzytoplasmatische Lokalisation vor.
Die Expression war vor allem im mesangialen Kompent deutlich gesteigert. Mit
Ausheilung der Nephritis (Tag 28) anderte sich Wasteilungsmuster wieder und war
nicht mehr von dem gesunder Tiere zu unterscheitferanderen Tiermodellen ohne
Mesangialzellaktivierung (Puromycinnephritis, passiHeyman Nephritis, spontane
Nephrosklerose und diabetischen Nephropathie) B Yiuklear vor.

Aufgrund dieses aufféalligen mesangialen Verteilungsters wurden im zweiten Teil der
Arbeit Mesangialzellenn vitro als Modellsystem eingesetzt, bei denen ein aktese
Phanotyp aufgrund der Kultivierungsbedingungen iggtl In diesen Zellen wurde
endogenes YB-1 wie ektop exprimiertes YB-1-GFP-&uosprotein im Zytoplasma
nachgewiesen. Durch die Zugabe von Zellzyklusinbien wurde versucht, diese zu
arrettieren, wobei eine nukledre Umverteilung vd+Y ausschlie3lich nach Zugabe des
relativ spezifischen CDK-Inhibitors Roscovitin ghsa wurde. Durch Generierung einer
Vielzahl von Deletionsmutanten mit fluoreszierend@&mteil im C- bzw. N-Terminus
konnten drei nukleare Importsignale (NLS, AS 18%,18S 149-156, AS 276-292) und
zwei zytoplasmatische Lokalisationssignale (ZLS, AS7, AS 52-146), die funktionell
entweder als Retentionssignal oder ExportsignaV aktd, eingegrenzt werden.

Durch Experimente mit Leptomycin B, einem Inhibittes CRM1-Exportrezeptors, wurde
nachgewiesen, dass der nukleéare Export von YB-1 CRRiVabhangig stattfindet.
Zusammenfassend belegen die Ergebnisse eine iBrdetindung gesteigerte Expression

und Translokalisation von YB-1 in glomerularen, \atem Mesangialzellen, worliber
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diesem Protein eine krankheitsspezifische Bedeutdiag die Koordination der

entzundlichen Vorgdnge zukommen kénnte.
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7 Anhang

7.1 Grundlegende Methoden

7.1.1

Methoden fiir Bakterien

Puffer und Medien fir Bakterien

Antibiotika-Lésungen:

Stammlésung | Endkonzentration Firma
Ampicillin | 100mg/mi 100pg/mi LB- Sigma
(H20) Medium
Kanamycin| 25mg/ml (H20)25ul/ml LB-Medium| Sigma

Die Antibiotikastammldsungen wurden bei —20°C awifdlert.

Es wurden drei verschiedene Medien zur Kultivieruog E. coli verwendet, fur die grundsatzlich

gilt:

Fur die Herstellung von Agarplatten wurden vor d&atoklavieren 20g Agar pro Liter
Medium hinzugegeben.

Das Autoklavieren geschah bei 121°C fur 20min .

Nach dem Herunterkihlen auf etwa 55°C wurde bei aBedlml einer
Antibiotikumstammldsung pro Liter Medium hinzugefiig

Fur die Agar-Platten wurde das auf etwa 55°C hergekihlte Medium mit Antibiotikum
versetzt und in die Platten gegossen. Nach demé&kteshwurden die Platten fur 48h bei
Raumtemperatur kopfuber in Alufolie eingewickeltlaggert, anschlie3end mit Parafilm
umwickelt und bei 4°C dunkel aufbewahrt.

LB-Medium (pro Liter):

10 g Natriumchlorid
5 g Hefeextrakt
10 g Peptone
SOB-Medium :

2 %(w/v) Pepton

0,5 %(w/v) Hefe-Extrakt
10 mM  NaCl

2,5 mM  KCI

10 mM  MgCl

10 mM MgSQ
LB-Agarplatten:

1 %(w/v) Pepton

0,5 %(w/v) Hefeextrakt
0,5 %(w/v) NaCl

1,2 % Agar

100/25 pui/ml - Ampicillin/Kanamycin
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Herstellung transformationskompetenter Bakterien

Vor der Transformation von Bakterien missen diadéviert und gewaschen werden, um eine
moglichst hohe Effizienz zu erreichen. Es wurderktBden des E.coli Stammes Xldue
verwendet. Die Bakterien wurden in SOB-Medium amgt und bei 37°C unter Schutteln (250
rpm/min) bis zum Erreichen der logarithmischen Wsighmsphase (QOdgynn= 0,5) kultiviert. FUr
die Herstellung kompetenter Bakterien wurden alendbigten Losungen sowie GefaRe und
Pipettenspitzen autoklaviert und bei 4°C gekuhle Brbeiten wurden auf Eis oder im Kihlraum
vorgenommen. Die Kultur wurde in Eiswasser fir 2kiglt. Nach dem Pelletieren (2500 x g,
4°C, 20min) wurden die Bakterien in 20ml des eitgkal Titrationspuffers resuspendiert, die
Suspension dann auf 500ml mit Titrationspuffer afiftit und auf Eis flr 45min gekihlt. Nach
erneutem Pelletieren (1800 x g, 4°C, 10 Minutenjdea die Bakterien in 50ml Titrationspuffer
resuspendiert. Der Suspension wurde nun tropfesvB€i%oige Glycerollésung bis zu einer finalen
Konzentration von 15% hinzugegeben (das entspiithgtwa 11ml). Die Zellen wurden zu je
200ul in vorgekuhlte Eppendorfgefalie aliquotiartfliissigem Stickstoff schockgefroren und bei
—80°C bis zum Gebrauch gelagert.

Hitzeschock-Transformation von Bakterien

Die entsprechenden Bakterien wurden auf Eis auijetend die Bakteriensuspension wurde zum
Plasmid hinzugegeben. Nach kurzem Vortexen wurderBdkterien flr 45min auf Eis inkubiert.
Der Hitzeschock erfolgt bei 42°C im Wasserbad fisex. AnschlieRend wurden die Bakterien fr
10min auf Eis inkubiert. Im Anschluf? gab man 1mtMRdium ohne Antibiotikum hinzu und lief3
die Bakterien bei 37°C im Schuttler fir etwa 45nmkubieren, damit sie das Resistenzgen
exprimieren konnten. AnschlieRend wurden die Bagaerdie das Plasmid enthalten, auf die LB-
Agarplatten (+ Antibiotikum) ausgestrichen und ublaicht bei 37°C bebrutet. Die Selektion der
Bakterien, die das Plasmid enthalten erfolgt aufdraler Antibiotikaresistenz. Die hierbei zu
erreichenden Effizienz liegt bei etwa®10ransformanten pro Mikrogramm zirkuldrer Plasmid-
DNA.

Einfrieren und Lagerung von Bakterien

Von einer gewachsenen Bakterienkultur wurden 5001din Eppendorfgefal’ tberfuhrt.
Hinzu kommen 500ul autoklavierten Glycerols. Diesfgension wurde gevortext und in
flissigem Stickstoff schockgefroren. Die Bakteriéoke wurden bei —70°C gelagert.

7.1.2 Methoden fir DNA

Restriktionsspaltung

Doppelstrangige DNA kann durch Restriktionsendoeagen an definierten Stellen geschnitten
werden. Die Restriktionsspaltung wird fir folgertieecke eingesetzt:
« Uberprifung von Plasmiden nach Vervielfaltigung aurSpaltung in spezifische
Fragmente.
e Umklonierung von Fragmenten in unterschiedlichet@edn.
Ein Restriktionsansatz hangt von der Menge deresieigzten DNA und Endonukleasen sowie der
anschlieBenden Weiterverarbeitung der DNA ab. Ggéttich gelten die nachfolgenden
Bedingungen:
« Das Reaktionsvolumen liegt zwischen 10ul und 30pul.
« Die Menge der eingesetzten Enzyme sollte mdgliapsting sein, um eine hohe
Glycerinmenge im Reaktionsansatz zu vermeiden.
e 1pg DNA werden 1-5U Enzym zugesetzt.
¢ In der Regel werden die dem Enzym beigelegten Puffievendet.



ANHANG 104

« Die Puffer sind 10fach konzentriert, sie liegenRemaktionsansatz 1:10 verdiinnt vor.
« Die meisten Anséatze werden bei 37°C fir mindestéms Stunde inkubiert.
« Der Reaktionsstop erfolgt mittels Hitzeinaktiviegun der Enzyme, durch
Phenol/Chlorofomextraktion oder durch Zugabe dedfa#fers.
Ein typischer Restriktionsansatz sieht wie folgs:au

Plasmid-DNA 1 ug
Restriktionsenzym 1 1 ul
Restriktionsenzym 2 1 ul
Reaktionspuffer 10fach 2 ul
Aqua dest. ad 20 pl
Ligation

Die Ligation dient der Einfiihrung eines DNA-Fragrtemnin einen linearisierten Vektor.

Bei der Ligation werden DNA-Fragmente durch dastérdédle Enzym T4-Ligase verbunden,
indem das Enzym unter ATP-Verbrauch Phophordiesteuingen zwischen Nukleotiden herstellt.
Das Reaktionsgemisch mit einem tblichen Volumen 4@mul wurde auf Eis angesetzt und bestand
aus:

1ul T4-DNA-Ligase,

1pl des mitgelieferten Reaktions-Puffers (10faghzentriert)

die zu ligierenden DNA-Fragmente in Aqua dest.

Aqua dest. ad 10ul

Der Ligationsansatz wird tUber Nacht bei 16°C inkubiund am nachsten Tag komplett zur
Transformation mittels Hitzeschock eingesetzt.

Polymerasekettenreaktion (PCR)

Die Polymerasekettenreaktion (Saiki et al., 198%llts ein hochsensitives Verfahren zur
Amplifikation von DNA-Fragmenten durch die hitzasita DNA-abhéngige DNA-Polymerase
thermophiler Bakterien dar. Das zu amplifizierenBeagment wird durch den Einsatz von
Oligonukleotiden (primer) flankiert. Diese Oligorie&tide sind komplementér zur 5’-3'-Sequenz
der jeweiligen DNA-Einzelstrange.

Die im Reaktionsansatz vorhandene doppelstrangig¢A Dwird durch Erhitzen in zwei
Einzelstrange aufgetrennt (Denaturieren). Beim Al binden nun die im Uberschul
vorhandenenen primer an die fur sie komplementégeiéhz (annealen).

Die an den Einzelstrang gebundenden Primer sinduedatzpunkt fur die DNA-abhangige DNA-
Polymerase, die nun entlang der DNA-Matrize dendementéaren Strang synthetisiert.

Uber eine mehrmalige (in der Regel 25- bis 30fathi@derholung wird so der Bereich zwischen
den Primerrn amplifiziert.

Ein typischer Reaktionsansatz sieht wie folgt aus:

1ug Plamsid-DNA

GC-melt bei Bedarf 2.5 i
Polymerase-Puffer (10fach): 5 i
dNTP (10mM) 5 pl
Sense-Primer (25pmol/ul) 1 ul
Antisense-Primer (25pmol/ul) 1 pl
MgCl, (50mM) 1.5-3 ul
TAQ-Polymerase 1 i
Aqua dest. ad 50 i

Der PCR-Ansatz wird auf Eis angesetzt, kurz heraptarifugiert und anschlieBend in den PCR-
Zykler gestellt.
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Die fakultative Zugabe von Salzen (GC-melt, DMS@giehtert die Denaturierung von DNA-
Fragmenten mit hohem GC-Anteil (zum Beispiel dialikoende Sequenz von YB-1), welche
aufgrund der drei Wasserstoffbriickenbindungen loesfest sind.

Die MgChL-Konzentration ist variabel und kann empirisch inestt werden.

In der Regel wird bei jeder PCR eine Negativkomgr@ngesetzt, bei der anstelle der DNA nur
Wasser eingesetzt wird, um eine eventuelle Veroigeng des Ansatzes mit DNA
auszuschliessen.

Es wurden 30 bis 45 Reaktionszyklen in folgendeh&w#olge ausgefuhrt: Denaturierung bei 95°C
fur 1min, Hybridisierung der Startermolekile (Anliveg) bei 56°C fur 30sec, Elongation bei 72°c
fur 2min: Der Elongationsschritt im letzten Zykhsirde auf 5min verlangert.

Sequenzierung

Die Bestimmung der Nukleotidsequenz von PCR-Praztukérfolgte Uber einen komerziellen
Anbieter MWG-Biotech AG, EbersbergDazu wird etwa 1-2pug der zu bestimmenden DNA in
einem 1,5ml Eppendorfgefald lufgetrocknet eingegthic

Agarose-Gel

Die Auftrennung von DNA zur Visualisierung und Gediberprifung erfolgte mittels Agarose-
Gelen.

In dem bendtigten Volumen TAE-Puffer wurde je naabfzutrennender DNA-Grol3e eine
entsprechende Menge Agarose (0.7-3.0%ige Gelehdtntitzen in der Mikrowelle aufgelost, bis
keine Schlieren in der Flussigkeit mehr sichtbadsDie Flussigkeit wurde bei Raumtemperatur
bis zu einer Temperatur von etwa 50°C heruntergekDiann wurden 5ul Ethidiumbromid pro
100ml hinzugegeben. Ethidiumbromid interkaliert nder DNA und ermdglicht so eine
Visualisierung im UV-Licht. Die Flussigkeit wurdeni eine entsprechend vorbereitete
Flachbettgelkammer (mit einem Kamm fir die zu befattn Taschen) gegossen. Nach dem
Aushérten wird der Platzhalter entfernt und das @eleiner Laufkammer mit TAE-Puffer
Uberschichtet. Die DNA-Proben werden mit 5x Stogfgou versetzt und gegen einen
Langenstandard (1kb-ladder, 100bp-ladder) aufgetraddie Auftrennung der DNA-Proben
erfolgte mittels einer anliegenden Spannung voraelt@0 V (variabel) fir etwa 1h. Das benétigte
Gel-Volumen richtete sich nach der Grof3e der Gethamund den aufzutragenden Proben. Die
Agarosekonzentration richtete sich nach der Gr@Bedfzutrennenden DNA-Fragmente. Sie liegt
zwischen 0,7% (w/v) fur sehr grof3e und 2-3% (wiir)dehr kleine Fragmente.

DNA-Aufreinigung aus Agarose-Gelen

Die Aufreinigung der DNA aus Agarose-Gelen erfolgig einem fertigen Kit der Firma QIAgen,
Hilden (QIAEX Il ™).

Durch diese Technik kdnnen z.B. Fragmente aus eRlasmid heraus- und mit einem Agarosegel
aufgetrennt werden, um dann in einen neuen Velktoidet zu werden.

Die entsprechende Bande wurde aus einem Agaroses@et UV-Beleuchtung vorsichtig und

und Extraktion der DNA aus dem Gel erfolgte nacly@ren des Herstellers.

DNA-Aufreinigung und Fallung

Die DNA-Aufreinigung erfolgte mittels Phenol/Chldoom-Extraktion zur Entfernung von
Proteinen (z.B. Restriktionsendonukleasen) oder btamiipiden. Die DNA-Probe wurde mit
Aqua dest. auf 200ul aufgefillt und mit 100ul géprieém Phenol und 100ul Chloroform versetzt.
Nach kraftigem Durchmischen erfolgte die Phasentiag mittels Zentrifugation (14.000 rpm,
4°C, ca. 5min). Die oberste DNA-haltige Phase wuwtee die proteinhaltige Interphase in ein
neues Eppendorfgefal? tberfuhrt. Je nach bentfgimheit wurde die DNA-L&sung noch einmal
mit Phenol und Chloroform gereinigt. Zur vollstagein Entfernung des Phenols erfolgte eine
zweimalige Extraktion mit 200ul Chlorofom-lsoamyahol (24:1, v/v). Die DNA-Fallung
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erfolgte mittels Na-Acetat. Hierzu wurde die DNAHige Phase in ein frisches Eppendorfgefald
Uberfuhrt, mit 20ul (1/10 des Volumens) 3M Na-A¢dtasung (pH 5.2) versetzt und mit 550ul
(2.5fache Volumen) eiskaltem, hochreinen 97%igdraBnls aufgefullt.

Das Prazipitieren der DNA erfolgte bei 4°C lber Marforderlich bei linearer DNA) oder fur
mindestens 30 min. bei —80°C. Die prazipitierte DWArde bei 14.000rpm und 4°C fur 30min
pelletiert, das Pellet wurde mindestens noch einmdl 500ul eiskalten 70%igen Ethanols
gewaschen. Das Ethanol wurde abgenommen und das IB&137°C getrocknet. Das getrocknete
Pellet wurde in Aqua dest. oder TE-Puffer je naeldd@f aufgenommen.

Plasmidgewinnung

Die Plasmidamplifikation erfolgte in Bakterien, dienter Zugabe eines selektionierenden
Antibiotikums angeziichtet wurden. Je nach bendtiBtasmidmenge wurden zwei verschiedene
Plasmidaufreinigungen gewahlt.

Fur beide Aufreinigungen wurde ein vorbereitetert Kon QIAgen benutzt: 1. Minipreps
(QlAprep™ Spin Mini Kit) fr 10-25 pg DNA und 2. Mapreps (QlAprep™ Maxi Kit) fur 250-
500 pg DNA. Dieser Kit wurde jeweils nach den Angales Herstellers verwendet.

Absorptionsmessung

Zur Bestimmung der Nukleinsdurekonzentrationen innere Loésung wurde eine

spektralphotometrische Messung durchgefuhrt. Disoffition wurde bei einer Wellenlange von
260nm in einer Quarzkivette gemessen. Legt mardaichschnittliches Molekulargewicht der
Nukleotide von 350 g/mol zugrunde, ergibt sich nBahish (1972):

ODss= 1 entspricht: 50 ug dsDNA/mI
40 pg ssDNA/mI
40 pg RNA/ml
20 pgOligonukleotid/ml

Ruckschlisse auf die Reinheit der DNA bzw. der Rknten gezogen werden, indem der
Qutotient aus ORYOD,go ermittelt wurde. Bei einer Wellenlange von 280 Inesitzen Protein die
hdchste Absorption. Eine hohe Reinheit der isaieflukleinsauren war bei einem Quotient von
1,8 bis 2,0 gegeben.

7.1.3 Methoden fir RNA

Die Verarbeitung von RNA erfolgte mit groRer Soigfeda RNA aufgrund der ubiquitar
vorhandenen RNAsen leicht degradiert wird. Der Adpdatz wurde vorher grindlich mit Alkohol
gereinigt und die Einmalmaterialien zweimal autelda. Alle verwendeten Ldsungen, die mit
RNA in Kontakt kamen, wurden aus den entsprecheKasrverwendet und sind RNase-frei.

Reverse Transkriptase-PCR

Die RT-PCR besteht aus zwei Schritten:

1. Der sogannterfirst-strandReaktion, bei der mittels einer reversen Trans&se (RNA-
abhéngige DNA-Polymerase) die RNA in cDNA umgesaben wird.

2. Der PCR, bei der die cDNA amplifiziert wird.

In die first-strandReaktion wurden 200ng RNA eingesetzt. Hinzu kaé&pul Oligo dT-Primer

[50 ng/ul], welcher komplementdr zu dem Polyadenéside der mRNA war. Das
Reaktionsvolumen von 12ul wurde mit Aqua dest.iehte

Der Ansatz wurde fur 10min bei 70°C inkubiert undAnschluf? direkt auf Eis gestellt.

Fiur die Reaktion kamen hinzu 4ul 5facfirst strand Puffer, 2ul 0.1M DTT und 1pl dNTP
(10mM). Das Ganze wurde fir 2min auf 42°C erhitetyor 1ul der RNA-abhéngigen DNA-
Polymerase (Superscript I, 200 U/ul) zugegeberdewur
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Die Reaktion lief fir 50min bei 42°C ab.
Die Reaktion wurde durch 15-minitiges Erhitzen &ffC gestoppt.

In die PCR wurden 1pl oder 5ul der cDNA eingesddats Reaktionsvolumen betrug 50ul. Ein
Ansatz sah wie folgt aus:

cDNA 1l 5ul
dNTPs 10mM 5ul 5ul
Sense-Primer 1l 1l
Antisense-Primer 1pl 1ul
PCR-Puffer 5ul 5ul
MgCl, 1.5ul 1.5ul
Tag-Polymerase 1pl 1ul
Aqua dest.. 34.5ul 30.5ul

Es wurden 25 bis 30 Zyklen gefahren:

Denaturierung 90 Sekunden 94°C
Annealing 120  Sekunden 50°C
Synthese 120  Sekunden 72°C

Die PCR-Proben wurden bei 4°C gelagert.

7.2 Abklrzungen

3-AT 3-Amino-Triazol

5-FOA 5'-fluoroorotic acid 5’-Fluoroortic-Saure

Abb. Abbildung

AD Transaktivierende Domane

ANT Adenosin-Nukleotid-Transporter

AP-2 Aktivierendes Protein-2

APS Ammoniumpersulfat

Aqua dest. Destilliertes Wasser

ARM Arginin rich motif Arginin-reiches Motiv

Bp Basenpaar

BSA Bovine serum albumin®inderalbumin

CBF C repeat / dehydration responsive element-bindiatpf: Transkriptionsfaktor, der
im Notch-Signalweg intergiert ist.

cDNA Komplementére DNA

CDK cyclin dependent kinase

CFP Cyan fluorescent protein

cpm Counts per minute

CRM1 Cysteine rich motoneuron protein 1
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CS Cold shockKéalteschock

CSD Cold shockbomane: Kalteschockdomane

Csp Cold shock proteinKalteschockprotein

CTCF multivalentes Zink-Finger Protein

DEPC Diethylpyrocarbonat

DMSO Dimethylsulfoxid

dNTP Desoxynukleosidtriphosphat

DNA Desoxyribonuclein acidDesoxyribonukleinsaure

DTT Dithiothreitol

E.coli Escherichia coli

EDTA Ethylendiamintetraessigsaure

EGF Epidermal growth factorEpidermaler Wachstumsfaktor

ESE Exonic splicing enhance&plei3-regulierende Sequenz im Exon

FCS Fetal calf serumfetales Kélberserum

FITC Fluoreszierendes Isothiocyanat: Griner Flumps-Farbstoff

g Gramm

GADPH Glyceraldehyd-3-Phosphat Dehydrogenase

GBM Glomerulare Basalmembran

GFP green fluorescent protein

GM-CSF-Gen granulocyte-macrophage colony stimulating fact®ranulozyten- und
Makrophagenkolonien stimulierender Faktor

GN Glomerulonephritis

Grp General resitence proteirisenerelles Resistenz-Gen

h Stunde

HeNe-Laser Helium Neon Laser

His Histidin

HIV Humanes Immundefizienz-Virus

HLA Human leucocytes’ antigenelumanes Leukozyten-Antigen

hnRNA heterogene nukleaneRNA

hnRNP Heterogenes nukledres Ribonukleoprotein

HSP Hitzeschockprotein

HTLV Human T-cell lymphotropic virus typeumaner T-Zell lymphotropes Virus Typ

Htra32 Humanes Analogon zum tra-ProteinDnosophila melanogaster

IFN-y Interferon-y

IgA Immunglobulin A

IL INterleukin

kb Kilobasen
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kDa Kilodalton

Leu Leucin

LTBP Latent TGFA binding protein:Protein, an welches TGFin inaktiver Form
gefunden vorliegt.

MAPK Mitogen activated proteinkinase

Mdrl Multiple drug restistence gene Medikamenten-Resistenz-Gen

MHC Major histocompability complexGroRRer Histokompabilitdtskomplex

min Minute

MMP Matrix-Metalloproteinase

MOPS Morpholinepropanesulfonic acid

MRNA MessengeRNA

NES Nukleédres Exportsignal

NLS Nukleéres Importsignal

NPC Nuclear pore complex

NTF-2 Nuclear transport factor 2

oD Optical densitiy

PBS Gepufferte Kochsalzldsung

PCR Polymerase-Ketten-Reaktion

PDGF Platelet derived growth factoPlattchen-Wachstumsfaktor

PIR1 phosphatase that interacts with RNA/RNP complewittdem RNA/RNP-Komplex-
1 interagierende Phosphatase

RanBP1/2 Ran binding protein 1/2

RanGAP Ran GTP activating protein

RanGEF Ran guanine nucleotide exchange factor

RANTES regulated upon activation normal T-cell expressad secreted

RMC Rattenmesangialzellen

RNA Ribonuclein acidRibonukleinsaure

RNase Ribonuklease

RNP Ribonukleinprotein-Motiv

Rpm Rotations per minuteRotationen pro Minute

RRM RNA recognition motifRNA-Erkennungsmotiv

RSV Rous-Sarkom-Virus

SAF-B Scaffold attachmeriaktor-B

Sam68 Src activated during mitosis: Ein wahrenduiesse durctsrc aktiviertes Protein

SSC standard saline citrate

SDS Natriumlaurylsulfat
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SnRNP smallnukledre Ribonukleoproteine

SRp30c Serin-Arginin-reicher Splei3-Faktor

STAR signal transducer and activator of RNAdaptermolekul zwischen Signaltranduktion
und RNA

SV40 Simian Virus40

Taq Thermus aquaticus

TE Tris EDTA

TGF$ Transforming growth factof? Transformierender Wachstumsfaktor

TLS translocation liposarcoma proteiiiposarkom-Translokationsprotein

Tris 2-Amino-2-(hydroxymethyl)-1,3-propandiol

Tris HCI Tris-(hydroxmethyl)-aminoethan

UTR Untranslatierte Region (bei der mRNA)

uv Ultraviolett

viv Volumen/volumen (Volumenprozent)

wiv Gewicht/Volume (Gewichtprozent

YB-1 Y-Box bindendes Protein-1

Z0-1 Zonula occludenProtein-1

ZRS Zytoplasmatisches Retentions-Signal
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