1. Einleitung

Eukaryonten unterscheiden sich entsprechend ihrer Namensgebung (griech. eu - echt, karyon -
Kern) von den weniger komplexen Prokaryonten vor alem durch die Existenz eines vom Rest
der Zelle abgetrennten Kerns. Daneben weisen eukaryontische Zellen eine starke Komparti-
mentierung auf, die sich im Auftreten verschiedener membranumhtillter Organellen wiederspie-
gelt. Die Kompartimentierung ermoglicht eine komplexe Regulation der Eukaryontenzellen,
bedeutet jedoch gleichzeitig, dald ein intensiver Transport Uber Membrangrenzen hinweg erfol-
gen mul3. Wahrend der Transport in Organellen wie dem Endoplasmatischen Retikulum (ER)
oder dem Golgi-Apparat meist nur in eine Richtung erfolgt, verlauft Kerntransport bidirektio-
nal. So werden z.B. im Kern gebildete RNA-Molekiile durch Komplexierung mit Proteinen as
Ribonucleoproteine verpackt und aus dem Kern ausgeschleust. Dagegen miissen Proteine wie
Histone oder Transkriptionsfaktoren nach ihrer Synthese in den Kern importiert werden. Der
Import von Kernproteinen muf3 zudem nach jeder Zellteilung neu erfolgen, da sich die Kern-
hille wahrend der Mitose auflost. Selbst vorsichtige Schatzungen besagen, dal3 z.B. in einer
wachsenden Saugerzelle mehr als eine Million Makromolekiile pro Minute zwischen Kern und
Cytoplasma transportiert werden (Gorlich und Mattaj, 1996). Wie wird dieser gewaltige Stoff-

transfer Uber die Kernhille hinweg bewaltigt?

1.1. Kernhille und Kernporenkomplexe

Die Kernhille setzt sich aus zwei Lipidmembranen zusammen. Dabei geht die &ulere Kern-
membran morphologisch in die Membran des rauhen ER Uber. Infolge dieser fehlenden Ab-
grenzung werden aus Kernhtllenpraparaten héufig auch ER-Proteine erhalten (Senior und
Gerace, 1988). An der inneren Kernmembran befindet sich auf der nucleoplasmatischen Seite
ein filamentdses Netzwerk, die sogenannte Lamina. Die Phosphorylierung der Lamina-Proteine
A, B und C fihrt zur Auflésung der Lamina wahrend der Mitose. Die Kernhille wird von den
K ernporenkomplexen (nuclear pore complexes, NPCs, Ubersicht in Davis, 1995) durchspannt,
die nach dem heutigen Kenntnisstand den gesamten Transport zwischen Cytoplasma und Kern
ermoglichen. Die Kernporenkomplexe haben in Vertebraten eine Gréfee von ca 125 MDa und
setzen sich aus etwa 100 verschiedenen Proteinen, den Kernporenproteinen (Nucleoporinen)
zusammen (Mattgj und Englmaier, 1998). Nahezu ale Kernporenproteine kommen in acht-

bzw. 16-facher Kopienzahl innerhalb eines Kernporenkomplexes vor (Nigg, 1997). Aufschllisse



zur Struktur von NPCs konnten bei Oozyten des Krallenfrosches Xenopus laevis und Hefe
mittels Elektronenmikroskopie erzielt werden (Rout und Wente, 1994; Fahrenkrog et d.,
1998). Danach hat der Kernporenkomplex eine zylinderartige Struktur mit achtfacher Symme-
trie. Er enthalt vier Substrukturen: den direkt von der Kernhille umgebenen Speichenkomplex,
den darin eingebetteten Zentralkorper, den cytoplasmatischen Ring mit acht ins Cytoplasma
ragenden Filamenten und den nucledren Korb im Nucleoplasma. Der gesamte Kernporenkom-
plex umfald einen Durchmesser von 120 nm. Freie Diffusion durch den Komplex erfolgt fur
Proteine mit einem Durchmesser bis zu 9 nm entweder durch periphere Kanédle zwischen Spei-
chenkomplex und Zentralkdper (Paine et a., 1975) oder direkt durch den Zentralkorper. Der
gedffnete Kanal im Zentralkorper soll sich von 9 nm auf einen Durchmesser von etwa 25 nm
erweitern lassen und so aktiven Kerntransport grof3erer Proteine vermitteln (Gorlich, 1998). In
den letzten Jahren wurden aus Hefe und verschiedenen Vertebraten einige Kernporenproteine
isoliert und teilweise kloniert. Viele Nucleoporine enthalten kurze repetitive Sequenzen wie
FXFG und GLFG oder O-glykosidische N-Actetylglucosamin- (Fabre und Hurt, 1994) und
Sialinsdureverknipfungen (Emig et a., 1995). Die repetitiven Sequenzen in Kernporenprotei-
nen spielen wahrscheinlich eine direkte Rolle beim Kerntransport, da z.B. fir den Import- und
Exportfaktor KAP95p sowie den mRNA-Exportfaktor Gle2p Bindung an die GLFG-Repeats
der Nucleoporine Nup116p und Nupl10p gezeigt werden konnte (lovine und Wente, 1997;
Bailer et al., 1998). Auch fir weitere Nucleoporine wie RanBP2/Nup358 an der cytoplasmati-
schen Seite des Kernporenkomplexes (Melchior et a., 1995) oder p62 in der Pore (Paschal und
Gerace, 1995) wird aufgrund von Wechselwirkungen mit Kerntransport vermittelnden Protei-

nen eine aktive Beteiligung am Kerntransport postuliert.

1.2. Transport vom Cytoplasmain den Kern

Mitte der achtziger Jahre wurden durch Strukturvergleich von Kernproteinen Sequenzen er-
mittelt, die fir den Import in den Kern notwendig, aber auch ausreichend sind, da das Anfligen
an Proteine, die adlein nicht in den Kern trandozieren, zu deren Anreicherung im Kern fihrte,
Diese Sequenzen werden aus historischen Grunden as klassische Kernlokalisationssignae
(nuclear localisation signals, NL Ss) bezeichnet und umfassen drei bis flnf basische Aminosau-
ren. Klassische Kernlokalisationssignale liegen entweder einteilig wie beim groféen T-Antigen
des Affen-Virus 40 (simian virus 40 large T-Antigen) (PKKKRKYV, Kalderon et al., 1984)
oder zweiteilig wie beim Nucleoplasmin (KRPAATKKAGQAKKK, Robbins et a., 1991)
vor. In den letzten Jahren wurden weitere Sequenzen gefunden, die RNA bindende Proteine in

den Kern dirigieren. Dazu gehtren die 38 Aminsduren umfassene M9-Sequenz innerhalb des
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hnRNP A1-Proteins (Pollard et al., 1996) sowie ein aus 40 Aminosauren bestehendes Signal in
hnRNP K, das als KNS (hnRNP K nuclear shuttling domain, Michael et al., 1997) bezeichnet
wird. Bei U snRNP konnte gezeigt werden, dal3 das Sm-core-Protein und die Trimethylguano-
sin-Kappe as komplexes Kernlokalisationssignal fungieren. Mit hoher Wahrscheinlichkeit exi-
stieren weitere, bisher unbekannte Kernlokalisationssequenzen z.B. im Herpes-Virus-Protein
VP-22, das durch Plasmamembran und Kernhille transportiert wird (Elliott und O Hare,
1997), oder beim Transkriptionsfaktor TFllla, wo man die entsprechende Sequenz innerhalb
des Zink-Fingers vermutet (Rudt und Pieler, 1996). Transport in den Kern ist jedoch nicht
zwingenderweise abhangig von konservierten Kernsignalen. Neben einer passiven Diffusion
kleinerer Proteine, ggf. mit Retention durch nucledre Interaktionspartner, ist Kerntransport
auch durch blof3e Bindung an Proteine mit einem Kernsignal denkbar (Nigg, 1997).

Das Auftreten konservierter Kernlokalisationssignale legte die Vermutung nahe, dal3 zumindest
fur Proteine mit dem gleichen NLS gemeinsame Interaktionspartner existieren, die den Trans-
port vom Cytoplasma zum Kern erméglichen. Tatsachlich konnten mit Hilfe eines in vitro-
Testsystems mit Digitonin-permeabilisierten Zellen (Adam et a., 1990) derartige Interaktions-
partner gefunden werden. Die Zugabe von Digitonin bewirkt durch die Bildung schwerléslicher
Digitinoid-Komplexe mit Cholesterin eine Permeabilisierung der Plasmamembran, wahrend die
cholesterinarme Kernhiille intakt bleibt. Die Fraktionierung von Transport-regenerierendem
Cytosol erlaubte so z.B. die Isolation und spétere Klonierung des NLS-Rezeptors, der ge-
wohnlich als Importin a bezeichnet wird (Gorlich et al., 1994).

Derzeit ergibt sich fir Kerntransport von Proteinen mit klassischen NLS und die beteiligten
Faktoren folgendes Bild (Ubersicht in Mattaj und Englmeier, 1998; Weiss, 1998): Das NLS-
enthaltende Protein bindet an den NLS-Rezeptor Importin a, der in Lésung als Komplex mit
Importin b durch eine Importin b bindende Doméne (importin b binding domain, 1BB) vor-
liegt. Importin a fungiert dabei offenbar lediglich als Adapterprotein, wahrend der eigentliche
Transporter durch die Pore das Importin b ist. Der trimere Komplex bindet energieunabhéangig
mittels Importin b an die cytoplasmatischen Fibrillen des Kernporenkomplexes. Wie der Trans-
port durch die Pore erfolgt, ist noch vollig unklar. Neuere Ergebnisse deuten darauf hin, dafi3
das Durchschleusen durch die Pore energieunabhéngig erfolgt (Englmaier und Mattgj, 1999;
Ribbeck et al., 1999). Meines Erachtens kann eine friihere Theorie, nach der der Transport
durch die Pore durch einen oder mehrere Hydrolyseschritte von GTP an Ran, ein kleines GTP-
bindendes Protein erfordert (Radu et al., 1995), jedoch nicht vollig ausgeschlossen werden. An

der nucleoplasmatischen Seite des Kernporenkomplexes wird die Dissoziation des NLS



enthaltenden Proteins von Importin b durch Bindung von Ran-GTP an Importin b ausgel 0st.
Wahrscheinlich induziert dieser Dissoziationsschritt auch die nachfolgende Ablésung des Im-
portin a vom NLS-Protein (Gorlich et a., 1996). Das freie Importin a bindet schliefdich in
Gegenwart von Ran-GTP an den Export-Rezeptor CAS und wird ins Cytoplasma ausge-
schleust. Der Mechanismus des Recyclings von Importin b ist nicht geklart. Die Existenz eines
spezifischen Export-Rezeptors wie im Falle des Importin a erscheint jedoch wenig plausibel,
da fUr diesen hypothetischen Export-Rezeptor noch weitere Transport-Rezeptoren existieren
mufdten (Mattgy und Englmaier, 1998). Mdglicherweise erfolgt der Export von Importin b mit
Hilfe von Ran-GTP, wobei die Dissoziation im Cytoplasma durch GTP-Hydrolyse erfolgt
(Gorlich, 1998). Eine wichtige Rolle beim Transport zwischen Cytoplasma und Kern spielt die
unsymmetrische Verteilung von Ran-GTP und Ran-GDP. Ran selbst hat eine geringe GTPase-
Aktivtitét, die jedoch durch das aktivierende Protein Ran-GAPl (Ran-GTPase-activating-
protein) stark erhdht wird. Da Ran-GAPL vorwiegend cytoplasmatisch lokalisiert ist, liegt Ran
im Cytoplasma meist in der GDP-gebundenen Form vor. Dagegen fihrt der am Chromatin
gebundene Faktor Ran-GEF (Ran-GTP-exchange-factor) zum Nucleotidaustausch von GDP
gegen GTP und somit zu einer hohen Konzentration von Ran-GTP im Kern.

Uber den Kerntransport von Proteinen ohne klassisches NLS ist weitaus weniger bekannt. Fur
das M9-NLS in hnRNP A1l existiert ein Rezeptor, der Import und Export vermittelt und von
seinen Entdeckern Transportin genannt wurde (Pollard et al., 1996). Transportin weist eine
geringe Ahnlichkeit zu Importin b auf. Entgegen bisherigen Vorstellungen scheint der Trans-
portin-vermittelte Import (und Export) unabhdngig von Energie in Form hydrolysierbarer
Trinucleotidphosphate zu verlaufen (Englmaier und Mattaj, 1999; Ribbeck et al., 1999). Dem-
nach scheint Energie in Form von Ran-GTP nur fur die Dissoziation des Transportins vom M9-

Substrat ben6tigt zu werden.

1.3. Proteinkinase C

Urspriinglich as Ca?*- und Phospholipid-abhéngige Kinase beschrieben (Ogawa et ., 1981),
stellt Proteinkinase C (PKC) ein wichtiges regulatorisches Enzym dar, das als molekularer
Schalter bei verschiedenen Signalwegen fungiert, indem es durch Phosphorylierung an Serin-
und Threoninresten die Eigenschaften von Proteinen veréndert. Besonderes Interesse erlangte
PKC aufgrund der Aktivierbarkeit mit Phorbolestern, einer Gruppe starker Tumorpromotoren
(Castagna et a., 1982; Kikkawa et al., 1983). Spéter konnte gezeigt werden, dal3 PKC eine

wichtige Rolle bei Prozessen wie Wachstum, Differenzierung oder bei der Langzeitpotenzie-

4



rung, einem zellularen Modell fur Lernen, spielt. Befunde aus den letzten Jahren deuten zudem
darauf hin, dal3 PKC auch an der Ausbildung von Immunreaktivitét und neoplastischem
Wachstum sowie an der Apoptose, dem programmierten Zelltod, beteiligt ist.

Mittlerweile versteht man unter Proteinkinase C kein einzelnes Protein, sondern eine ganze
Reihe miteinander verwandter Kinasen. Derzeit sind in Mammalia elf Isoformen von PKC be-
kannt. Der urspriinglichen Definition entsprechend werden die zuerst beschriebenen Ca’™*- und
Phosholipid- (bzw. Phorbolester-) abhéngigen Isozyme als klassische oder konventionelle
PKCs (cPKCs) bezeichnet. Dazu gehdren die Isozyme a, bl, bll und g Die Isozyme bl und
bll sind Spleivarianten, die sich nur geringfigig innerhalb des C-Terminus unterscheiden
(Coussens et al., 1987). Zur vollstandigen Aktivierung konventioneller |soformen werden Ca™,
Diacylglycerol und Phosphatidylserin bendtigt. Diacylglycerol kann durch Phorbolester ersetzt
werden, wobel beide Aktivatoren die gleiche Bindungsstelle innerhalb der cPKCs besetzen,
Phorbolester aber etwa hunterfach langsamer dissoziert und somit eine stérkere Aktivierung
induziert (Mosior & Newton, 1996). Diacylglycerol oder Phorbolester bewirken die Erhéhung
der Affinitét zur Plasmamembran durch Ausbildung einer hydrophoben Oberflache, vermutlich
ohne stérkere Konformationsdnderung von PKC (Zhang et al., 1995). Die Gruppe der 1987
von Ono und Mitarbeitern entdeckten nichtkonventionellen PKCs (nPKCs) umfal¥ die Isozyme
d, e, h und g. Diese Isozyme benétigen zur Aktivierung im Gegensatz zu den konventionellen
PKCs kein Ca*. Die Isoformen z und | bzw. deren homologe Form in Maus i werden weder
von Ca®* noch von Phospholipiden aktiviert und deshalb als atypische PKCs (aPK Cs) bezeich-
net. Eine besondere Rolle nimmt die PKC-Isoform m deren Maushomolog als PKD bezeichnet
wird, ein. PKCmwird ebenso wie die nichtkonventionellen Isoformen Ca*-unabhangig von
Phospholipiden bzw. Phorbolestern aktiviert, weist aber eine abweichende Struktur auf, so dal3
die friher tbliche Einstufung zu den nichtkonventionellen Isozymen (Ubersicht in Dekker und
Parker, 1994) umstritten ist.

Alle PKC-Isoformen setzen sich aus einer regulatorischen und einer katalytischen Doméne
zusammen, die durch eine sogenannte Scharnier-Region (hinge region) verbunden werden.
Diese Scharnier-Region ist besonders empfindlich gegentiber Proteasen (Inoue et al., 1977).
Proteolyse in der Scharnier-Region fuhrt zu einem als PKM bezeichneten daueraktiven PKC-
Fragment das jedoch so schnell proteolytisch abgebaut wird, dal3 eine physiologische Rolle
bisher nicht nachgewiesen werden konnte (Olson et a., 1993). Die Bezeichnung der Sub-
strukturen von PKC leitet sich von einem Sequenzvergleich der konventionellen PKC-Isozyme

ab (Coussens et d., 1986). Danach werden die vier konservierten Bereiche mit C1 bis C4 und



die dazwischenliegenden variablen Bereiche, die somit die Isozymspezifitdt der konventionellen
Isozyme ausmachen, als V1 bis V5 bezeichnet. Die Verwendung unterschiedlicher Methoden
zur Bestimmung fur konserviert/variabel fuhrt jedoch leider dazu, dai fur die Grenzen zwi-
schen V- und C-Regionen keine mit allen Publikationen Ubereinstimmenden Angaben gemacht
werden konnen.

Die regulatorische Doméne der konventionellen Isoformen (Abb. 1) umfal3t die Regionen V1,
C1, V2 und C2, wahrend sich an die Scharnier-Region (V3) die aus C3, V4, C5 und V5 beste-

hende katalytische Region anschliefét. Die C1-Region setzt sich aus zwel verwandten Sequen-
zwiederholungen mit jeweils einem Zinkfinger, die fir die Bindung von Diacylglycerol bzw.
Phorbolester verantwortlich sind, zusammen. Neueren Angaben zufolge (Newton, 1997; To-
ker, 1998) werden bereits die einzelnen Zinkfingersequenzen als C1-Region aufgefald, so dai3
dann von zwei C1-Regionen ausgegangen werden mufl3. Am N-terminalen Ende von C1 befin-
det sich die Pseudosubstratregion, die nach einem algemein anerkannten Modell das katalyti-
sche Zentrum von inaktiver PKC bindet (Pears und Parker, 1991). In der C2-Region befindet
sich die Bindungsstelle fir Cat*, die von fiinf Aspartatresten gebildet wird (Sheo et al., 1996).
Die C3-Region ist fur die Bindung von ATP und die C4-Region fir die Substratbindung ver-

antwortlich.
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Abb. 1: Klassifizierung der PK C-1sozyme (nach Newton und Johnson, 1998)

Nichtkonventionelle Isoformen (Abb. 1) besitzen ebenfalls eine C1- und C2-artige-Region,

wobei sich letztere jedoch vor der C1-Region befindet und die zur Ca®*-Bindung notwendigen
Aspartatreste fehlen (Newton, 1995).



Atypische Isoformen (Abb. 1) besitzen keine C2-Region, was die fehlende Regulation durch

Ca™ erklart. Auerdem fehlt ihnen in der C1-Region einer der beiden Zinkfinger, so da? keine
Aktivierung Uber Diacylglycerol oder Phorbolester induziert werden kann. Die Aktivierung der
atypischen Isoformen kann, wie fir das Isozym z gezeigt, Uber Phosphatidylinositol-3,4,5-
Bisphosphat (PIPs) erfolgen (Nakanishi et al., 1993). Daneben wurde auch Aktivierung durch
freie Fettsiuren, insbesondere Arachidonsiure aufgezeigt (Ubersicht in Nishizuka, 1995).

Die Proteinkinase Cm (Abb. 1) besitzt im Gegensatz zu Ubrigen Isoformen eine Pleckstrin-

Homologie (PH)-Doméne und keine Pseudosubstratregion, kann aber wie die nichtkonventio-
nellen Isoformen tber die C1-Region mit Diacylglycerol oder Phorbolester aktiviert werden.
Die raumliche Struktur vollstéandiger PKC-Isoformen konnte bisher nicht bestimmt werden,
was in erster Linie mit der Empfindlichkeit von PKC gegeniiber proteolyischem Verdau zu
erkléaren ist. Direkte Strukturaufkldrung einzelner Bereiche innerhalb von PKC oder der Ver-
gleich mit bereits aufgeklarten Proteinen, die PKC-Homologie aufweisen, lassen jedoch be-
dingte strukturelle Voraussagen fur das gesamte Protein zu.
So konnten z.B. aufgrund starker Sequenzhomologie mit der in ihrer 3-D-Struktur durch
Rontgenstrukuranalyse aufgeklarten Proteinkinase A (Knighton et al., 1991) Modelle fir die
katalytische Doméane von PKCRII (Orr und Newton, 1994) und PKCa (Srinivasan et al., 1996)
entwickelt werden. Danach ist eine Reihe saurer Aminosduren in der C4-Region an der Inter-
aktion zwischen katalytischer Doméane und Pseudosubstratregion beteiligt.
Die C2-Region stellt eine weitverbreitete Proteinstruktur dar, die sich auch in anderen Protel-
nen befindet. Durch Strukturaufkl&rung von C2-Doméanen von Synaptotagmin (Sutton et al.,
1995) und Phospholipase C (Essen et a., 1996) mittels Rontgenstrukturanalyse und PKCR3lI
mittels NMR (Shao et a., 1996) wurde ermittelt, dal? sich innerhalb der b-Faltblatt-reichen
Doméne eine neuartige Ca’*-Bindungstasche befindet, welche die Bindung von zwei Ca*- lo-
nen an insgesamt funf Aspartatresten ermaoglicht. Fir Phosphlipase Cd konnte gezeigt werden,
daR die Bindung von Ca®* eine Konformationsinderung bewirkt, die in einer Exposition basi-
scher Aminosduren resultiert, was Interaktion mit sauren Lipiden der Plasmamembran ermdg-
licht (Grobler et al., 1996).

1.3.1. Subzdlulére Verteilung von Proteinkinase C

Die grof3e Anzahl verschiedener sozyme von PKC legt auch unterschiedliche Funktionen nahe,
da eine weitreichende Redundanz der Isozyme evolutiondr gesehen wenig sinnvoll erscheint.

So konnte z.B. gezeigt werden, dal3 eine PKCg-knockout-Maus ein reduziertes neuropathi-



sches Schmerzempfinden und ein verandertes Substratphosphorylierungsmuster im Vergleich
zu nichtmutierten Mausen aufweist (Mamberg et al., 1997; Ramakers et a., 1999). Spezifitéat
der Isozyme ist Uber wenigstens drel verschiedene Mechanismen zu erzielen: unterschiedliche
Aktivierbarkeit gemél3 der schon beschriebenen Einteilung in ¢c-, n- und aPKCs; Phosphorylie-
rung bestimmter Substrate (Substratspezifitdt) und Kompartimentierung. Da die einzelnen 1so-
zyme jedoch keine gravierenden Unterschiede bel der Phosporylierung von Substraten aufwei-
sen (Jaken, 1996), scheinen die unterschiedlichen Funktionen der 1sozyme hauptsachlich Gber
spezifische Aktivierung und Kompartimentierung reguliert zu werden. Tatsachlich zeigen PKC-
Isozyme ein sehr komplexes Verteilungsmuster, das in Abhangigkeit von Gewebe und Zelltyp
variiert. Wahrend z.B. PKCa, bl, bll ubiquitér vorliegen, findet man PKCg hauptsachlich im
ZNS und im Riickenmark. Alteren Vorstellungen zufolge wurde davon ausgegangen, dald sich
nichtaktivierte PKC zunédchst im Cytosol befindet und nach Aktivierung eine Translokation zur
Plasmamembran erfolgt. Die Untersuchung der subzelluldren Verteilung in verschieden Zellty-
pen zeigte jedoch, dal3 PKC-1sozyme in nahezu allen Kompartimenten wie Cytoskelett, Golgi,
ER, Kernhille, Nucleoli, Plasmamembran, Mitochondrienmembran, Dendriten oder endozyto-
tischen Vesikeln auftreten (Ubersicht in Liu und Heckmann, 1998). Obwohl einzelne PKC-
Isoformen haufig in verschiedenen Zelltypen gleichverteilt vorliegen, kann kein generelles
Kompartimentierungsmuster angegeben werden. So findet man PKCd in den Neuroblastom-
Gliom-Zellen NG 108-15 in Cytoplasma und den Nucleoli (Beckmann et a., 1994), wéhrend
sie in NIH 3T3-Fibroblasten hauptsichlich Golgi-assoziiert vorliegt (Goodnight et al., 1995).
Anderungen der Kompartimentierungsmuster sind vor allem nach Aktivierung der verschiede-
nen PKC-lsoformen zu beobachten. Translokationen aktivierter PKC kodnnen bereits durch
intramolekulare Verdnderungen wie Phosphorylierung und Autophosphorylierung bei den kon-
ventionellen PKCs ausgel6st werden (Newton, 1997). Andererseits wird die Existenz zahirei-
cher Cofaktoren postuliert, die aktivierte PK C-1sozyme zum Zielkompartiment dirigieren. Der-
artige Rezeptor-Proteine wurden 1991 erstmals von Mochly-Rosen und Mitarbeitern beschrie-
ben und als Rezeptoren fiur aktivierte PKCs bezeichnet (receptor of activated C kinases,
RACK). In den letzten Jahren wurden weitere PKC-Rezeptor Proteine wie PICK1 (protein
interacting with C kinase; Staudinger et al., 1995) und AKAP79 (a kinase anchoring protein;
Klauck et al., 1996) gefunden, die wahrscheinlich an der Trandokation von PKC-Isoformen
beteiligt sind.



1.3.2. Proteinkinase C im Zellkern

Die Entdeckung, dal3 Proteinkinase C mit Phorbolestern aktiviert werden kann, deutet darauf
hin, dal3 PKC an der Signaltransduktion zum Zellkern beteiligt sein muf3, da die Wirkung von
Tumor-induzierenden Substanzen wie Phorbolestern mit Verdnderungen in der Genexpression
einhergeht. Fur die Beeinflussung nucledrer Prozesse durch PKC sind zwel grundsétzlich ver-
schiedene Szenarien vorstellbar (detaillierte Ubersicht in Buchner, 1995). Einerseits kann das
im Cytoplasma vorliegende Enzym durch spezifische Substratphosphorylierung eine Signalkas-
kade zum Zellkern induzieren, ohne selbst in den Kern zu gelangen. Beispiele fir indirekte
"upstream”-Aktivierungen durch PKC im Cytoplasma stellen die MAPK (mitogen activated
protein kinase)-Kaskade oder die Kerntranslokation von NFkB (nuclear factor regulating
expression of k-light chain immunglobulin [zuerst in B-Zellen gefunden]) dar. Bei der MAP-
Kinase-Kaskade greift PKCa durch Phosphorylierung von raf-1 (= MAPKKK) in die Signal-
transduktion zum Zellkern ein (Kolch et al., 1993; Carroll et a., 1994). Etwas komplizierter
stellt sich die Rolle von PKC bei der Kerntranslokation von NFkB dar, obwohl eine Beteili-
gung durch die Aktivierung mit Phorbolester und die Inhibition mit einer dominant negativen
PKCz-Mutante (Diaz-Meco et al., 1993) klar gezeigt wurde. Der Transkriptionsfaktor NFkB
liegt zun&chst cytoplasmatisch verankert als Komplex mit dem inhibierenden IkB vor. Die
Phosphorylierung von 1kB durch die IkB-Kinasen IKK1 und IKK2 innerhalb eines ca. 700 kDa
grof3en Komplexes fuhrt dann zur Dissoziation des Ankerproteins IkB und Exposition eines
klassischen zweitelligen Kernlokaisationssignals innerhalb von NFkB (Scheidereit, 1998). Die
genaue Funktion von PKC bei der Aktivierung von NFKB ist derzeit noch nicht bekannt.
Denkbar ist jedoch, dal? die Aktivierung tber PKC durch Phosphorylierung innerhalb des 700
kDa-Komplexes erfolgt.

Aulkerdem kann PKC auch negativ regulierend bei Signaltransduktion zum Kern wirken. So
wurde kirzlich gezeigt, dal? die Phosphorylierung von Diacylglycerol-Kinase-z durch PKCa
und g die Kerntrandokation der Diacylglycerol-Kinase inhibiert (Topham et a., 1998). Dies
resultiert in einer hoheren Konzentration von Diacylglycerol im Kern, da die von der Diacyl-
glycerol-Kinase katalysierte Umwandlung von Diacylglycerol in Phospatidsaure inhibiert wird.
Interessanterweise bewirkt die hohere Konzentration an nucledrem Diacylglycerol eine ver-
stérkte Trandokation cytoplasmatischer PKCa zum Kern (Neri et a., 1998). Letzteres zeigt,
dal’3 PKC selbst as Signalmol ekl zwischen Cytoplasma und Kern fungieren kann.

Tatsachlich wurden in den letzten Jahren trotz des Fehlens eines “klassischen® NLS fast ale
Isozyme von PKC auch im Zellkern gefunden (Buchner, 1995). Zumeist befindet sich PKC
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konstitutiv im Kern, so z.B. die Isozyme a, d und e in Neuroblastom NG108-Zellen (Beck-
mann, 1994). Daneben wurde fur einige Isoformen, wie bereits oben fir PKCa beschrieben,
auch Stimulus-induzierte Kerntransokation gefunden. Das erste Beispiel dafir wurde von Le-
ach und Mitarbeitern 1989 beschrieben, die in NIH 3T3-Zellen beobachteten, dal? die Aktivie-
rung mit Phorbolester eine Transokation von PKCa zur Kernhulle bewirkt. Auf3erdem findet
man induzierte Kerntranslokation z.B. bel PKCa in 11C9-Fibroblasten nach Aktivierung mit
Thrombin (Leach et al., 1992), bei PKCbII in HL-60 Zdlen nach Stimulation mit Bryostatin
(Hocevar und Fields, 1991) oder bei PKCz in HL-60 Zellen nach Aktivierung mit Vitamin A
bzw. D3 (Bertolaso et al., 1998).

Das Auftreten von PKC im Zellkern impliziert die Frage nach ihrer Funktion, d.h. nach nucle&
ren Substraten von PKC und den dadurch ausgel 6sten zelluldren Verdnderungen. Ein grofies
Problem beim Identifizieren nuclegrer PK C-Substrate besteht darin, dald zwar etliche Kernpro-
teine von PKC in vitro phosphoryliert werden, aber haufig die physiologische Bedeutung der
Phosphorylierung in vivo nicht klar ist bzw. tberhaupt nicht demonstriert werden konnnte.
Nichtsdestotrotz konnte fur einige Proteine wie Lamin B (Fields et a., 1988), DNA-
Topoismerase | (Samuels et a., 1989), das Tumorsuppressorprotein p53 (Baudier et al.,
1992), die terminale Deoxynucleotidtransferase (Trubiani et al., 1995) oder Nucleolin (Zhou et
al., 1997) gezeigt werden, dal3 es sich um nucledre PKC-Substrate in vitro und in vivo handelt.
Wahrend die Lamin B-Phosphorylierung auf eine Funktion von PKC bel der Mitose beim Auf-
|6sen der Kernhllle hindeutet, demonstrieren die beiden aufgefiihrten DNA-modifizierenden

Enzyme, dal3 PKC auch direkt in die Regulation der Genexpression eingreift.

1.3.3. Detektion von PKC

Die Charakterisierung von PKC ist untrennbar mit der Entwicklung spezifischer Antikorper
verbunden. Wurde PKC zunéchst a's ein Protein mit einem polyklonalen Serum nachgewiesen,
erlaubte die Entwicklung monoklonaler Antikorper gegen PKC abgeleitete Peptide bzw.
Domaénen die Identifizierung verschiedener Isoformen, die sich wie z.B. die konventionellen
PKCs strukturell nur geringfiigig voneinander unterscheiden. Trotz der meist hohen Spezifitét
dieser monoklonaen Antikorper werden teilweise mehrere PKC-Isoformen (Batlle et al.,1994)
oder zusétzlich andere Proteine erkannt, was sogar zur Identifizierung von neuen, PKC ver-
wandten Proteinen fihrte (Zouari et al., 1997; Smallwood et al., 1998). Ein weiterer Nachteil
der immuncytochemischen Detektion von PKC liegt in der Begrenzung auf fixierte Zellen. So
ist eine direkte Beobachtung der Translokation von PKC-1sozymen nicht moglich, da lediglich
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Bestandsaufnahmen von “eingefrorenen* Zwischenzustdnden gemacht werden kénnen, was
z.B. eingehendere kinetische Beobachtungen erschwert.

In den letzten Jahren wurden deshalb zur direkten Visualisierung subzellulérer Transportpro-
zessse verstarkt fluoreszierende Fusionsproteine eingesetzt, die aufgrund ihrer Fluoreszenz eine
immuncytochemische Detektion mit AntikOrpern Uberflissg machen. Alle verwendeten fluo-
reszierenden Fusionsproteine enthalten Varianten des grin fluoreszierenden Proteins, das im

folgenden ausfhrlich beschrieben wird.

1.4. Das grun fluoreszierende Protein (Green fluorescent protein, GFP)

Die Umwandlung blauen Lichts in energiedrmeres im griinen bis gelben Bereich in vivo wird
als Biolumineszenz bezeichnet und wurde fir eine Reihe sehr verschiedener Organismen wie
Bakterien, Insekten oder Fische beschrieben (Ubersicht bei Hastings und Morin, 1998). Die
dlteste Uberlieferung von Biolumineszenz stammt aus dem ersten Jahrhundert unserer Zeit-
rechnung von Plinius dem Alteren, der Quallen aus der Bucht von Neapel benutzte, um ver-
schiedene Gegenstande fluoreszierend zu machen. Leider wurden weitere Untersuchungen
abrupt durch den Ausbruch des Vesuv im Jahr 79 zunichte gemacht (Cubitt et al., 1995). In
den sechziger Jahren unseres Jahrhunderts begannen eingehende biochemische Untersuchungen
von grun fluoreszierenden Proteinen aus den Schirmréndern von Quallen. Diese Proteine wur-
den wenig einfalsreich als grin fluoreszierende Proteine (green fluorescent proteins, GFPs)
bezeichnet. Fur die Qualle Aquorea victoria (bzw. Aquorea aquorea, siehe Shimomura, 1998)
aus dem Nordwestpazifik konnte gezeigt werden, dal die Biolumineszenz durch zwel Proteine
vermittelt wird: das primare Photoprotein Aequorin, das in Abwesenheit von GFP blaues Licht
emitiert und GFP, das durch Aequorin zur Emission griinen Lichts anregt wird (Ubersicht bei
Shimomura, 1998). Der Energietransfer von Aequorin zum GFP erfolgt vorrangig strahlungs-
los (ohne Photonenemission) durch Dipol-Dipol-Interaktion und somit nicht durch die Absorp-
tion blauen Lichts vom Aegourin (Ward, 1979). Die Klonierung des GFP aus Aguorea victoria
(Prasher et al., 1992) und der Nachweis, dal3 das Protein funktionell in verschiedenen Zellen
heterolog exprimiert werden kann (Ubersicht in Chalfie und Kain, 1998), machten GFP in den

letzten Jahren zu einem faszinierenden Werkzeug fur die Zellbiologie.
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1.4.1. Eigenschaften von GFP

GFP setzt sich aus 238 Aminosauren zusammen und hat ein Molekulargewicht von 27 kDa
Das Protein besitzt eine interessante 3D-Struktur (Ormo et al., 1996, Yang et al., 1996). Da-
nach befindet sich das Fluoreszenz erzeugende Chromophor Seres-Tyres-Glyez im Innern eines

Fasses (b-can), das sich aus ef antiparallel angeordneten [3-Faltblattern zusammensetzt (Abb.

228
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Abb. 2: Struktur von GFP (nach Ormo et al., 1996)
A: Schematische Darstellung der 3D-Struktur von GFP. Das Chromophor befindet sich im Innern und ist durch

die miteinander verbundenen Punkte angedeutet.
B: Schematische Darstellung der Sekundérstruktur von GFP mit elf vertikal skizzierten b-Faltbléttern und

einer schrég eingezeichneten a-Helix mit dem Chromophor.

Untersuchungen mit GFP-Deletionsmutanten zeigten, dal3 fur die Fluoreszenz fast die gesamte
Struktur benétigt wird und lediglich das N-terminale Methionin sowie die letzten sieben Ami-
nosduren am C-Terminus deletiert werden konnen (Dopf und Horiagan, 1996). Die Funktion
der Faldstruktur durfte darin liegen, das Chromophor vor gréferen Molekilen zu schiitzen,
wéahrend kleinere Molekile wie Wasser oder Sauerstoff Zugang zum Chromophor haben. Die
ungewohnliche Struktur ist auch fur die hohe Stabilitét von GFP, die z.B. in einer Resistenz
gegen den Abbau durch die meisten Proteasen resultiert, verantwortlich. Fir das Chromophor

wurde ausgehend von einem nach Papainverdau von GFP erhaltenen Hexapeptid eine Imidazo-
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linon-Struktur vorgeschlagen (Shimomura, 1979), die spater mit der genauen Sequenz des
Hexapeptids (Cody et a., 1993) und der Auflésung der 3D-Struktur bestétigt werden konnte.

Die posttrandationale Bildung des Chromophors stellt sich nach heutigen Vorstellungen fol-
gendermal3en dar (Cubitt et al., 1995; Abb. 3): Zunédchst fihrt der nucleophile Angriff der
Aminogruppe des Glycinss; auf die Carbonylgruppe des Serings zur Bildung eines 5-Rings.
Daran schlieft sich die Abspaltung von Wasser unter Bildung eines Imidazolinon-5-
Intermediats an. Im Anschlul? erfolgt in Gegenwart von molekularem Sauerstoff eine Oxydati-
on der Tyrosinseitenkette, die das fluoreszierende p-hydroxy-benzyliden-imidazolinon-

Chromophor ergibt.
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Abb. 3: Bildung des GFP-Chromophors (nach Cubitt et al., 1995)
Vorgeschlagener Reaktionsmechanismus flr die posttransationale Bildung des GFP-Chromophors nach Cubitt
et a., 1995. An die Zyklisierung schliefdt sich eine Wasserabspaltung und al's geschwindigkeitsbestimmender

Schritt die Oxydation zum p-hydroxy-benzyliden-imidazolinon-Chromophor an.

Mittels Mutation der Aminosauren des Chromophors konnte gezeigt werden, dal3 der Aus-
tausch des Glycing; die Fluoreszenz verhindert, wahrend verschiedene Aminosaure-
Substitutionen von Serings und Tyrosings GFP-Mutanten mit verénderten Fluoreszenzeigen-
schaften ergaben (Ubersicht zu GFP-Mutanten bei Tsien und Prasher, 1998). Besonders inter-
essant sind GFP-Mutanten mit substituiertem Sergs, fur die eine Verschiebung des Absorpti-
onsmaximus in den langerwelligen Bereich beobachtet wurde. Wahrend das Wildtyp-GFP sain
Absorptionsmaximum bei 395 nm hat und einen geringeren Absorptionspeak bei 475 nm auf-
weist, besitzt die Thres-Mutante nur noch einen Absorptionspeak bei 489 nm. Auf3erdem hat
die Thres-Mutante gegentiber dem Wildtyp-GFP ein leicht verandertertes Emissionsmaximum
(511nm vs. 508nm) und einen etwa doppelt so hohen Extinktionskoeffizieten beim Absorpti-
onsmaximum (€46=39200 M em™* vs €35;=21000 M cm™ [Heim et al.,1995]). Andere Ami-
nosauresubstitutionen auRerhalb des Chromophors fuhren zur verbesserten Faltung und weite-
ren Erhéhung des Extinktionskoeffizienten von GFP (Tsien und Prasher, 1998), so dal bei

heterologer GFP-Expression gewdhnlich vom Wildtyp abweichende Proteine benutzt werden.

13



Die Flut erfolgreicher Anwendungen von GFP in den letzten funf Jahren erstreckt sich auf so
verschiedene Organismen wie Bakterien, Hefe, Drosophila, Pflanzen oder Mammalia (Uber-
sicht in Chalfie und Kain, 1998). Dabei fand GFP u.a. Verwendung as Reporter fir die
Genexpression in lebenden Tieren (Chalfie et a., 1994), as Fusionsprotein oder a's Indikator
fur Protein-Protein-Wechselwirkung durch Fluroeszenz-Resonanz-Energie-Transfer (FRET)
(Miyawaki et a., 1997; Ubersicht zu FRET zwischen GFPs in Pollock und Heim, 1999). Am
haufigsten wird GFP als Fusionsprotein benutzt, was z.B. die direkte Visualisierung von Pro-
teinen oder die Doppelfarbung von Proteinen mit verschiedenen GFP-Varianten (Ellenberg et
al., 1999) in lebenden Zellen ermdglicht. Voraussetzung fir eine erfolgreiche Verwendung von
GFP als Fluoreszenzmarker ist natirlich, dal3 GFP keinen signifikanten Einflu® auf die Eigen-
schaften des Proteins ausibt. Erstaunlicherweise scheint sich GFP bei den meisten Fusions-
proteinen tatsachlich inert zu verhaten, wenngleich nicht ausgeschlossen werden kann, dai3
andere Félle nicht publiziert wurden. GFP-Fusionsproteine wurden zur Aufklarung der subzel-
luldren Verteilung von Proteinen in Siugerzellen fiir fast alle Organellen benutzt (Ubersicht bei
Lippincott-Schwartz, 1998). So konnte z.B. fur ein Fusionsprotein aus dem Glucocorticoid-
Rezeptor und GFP eine induzierbare Translokation in den Kern gezeigt werden (Htun et al.,
1996; Ogawa et a., 1995; Carey et a., 1996). Alle bisher beschriebenen GFP-PKC-
Fusionsproteine mit den Isozymen a, b, g, d und e zeigen nach Aktivierung eine Trangokation
zur Plasmamembran (Almholdt et a., 1999; Kim et al., 1999; Feng et a., 1998; Sakai et d.,
1997; Ohmori et al., 1998; Shirai et a., 1998).
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1.5. Zielsetzung der Arbeit

Zur Untersuchung des Kerntransports wurden NIH 3T3-Fibroblasten benutzt, eine Zellinie bel
der die Kerntrandokation von PKCa durch Aktivierung mit Phorbolester induziert werden
kann (Leach et al., 1989). Frihere Untersuchungen in unserer Arbeitsgruppe zeigten die Ab-
hangigkeit des PKCa-Kerntransports vom intakten Cytoskelett und deuteten damit an, daf3
sich der Kerntransport von PKC von dem der "klassischen” NLS-abhéngigen Kernproteine
unterscheidet (Schmalz et al., 1996).

Zied meiner Untersuchungen war es, den Kerntransport von Proteinkinase C am Beispiel des
Isozyms a zu untersuchen. Dazu sollte zundchst ein Fusionsprotein bestehend aus dem green
fluorescent protein (GFP) und PKCa mit Hilfe des Sf9-Baculovirus-Systems hergestellt wer-
den. Das GFP dient as Fluoreszenzmarker, der die bisher notwendige Antikorperdetektion
Uberflissg macht. Das rekombinante GFP-PK Ca-Fusionsprotein sollte bel VVorhandensein
katalytischer Aktivitét zum einen das aufwendige Reinigen von nativer PKC aus Gewebe Uber-
flissig machen. Andererseits durfte das GFP-PK Ca-Fusionsprotein fur den in unserer Arbeits-
gruppe etablierten in vitro Kerntransport-Test nach Adam et a. (1990) oder zur Mikroinjekti-
on in Fibroblasten geeignet sein. Schliefdich kénnte das Fusionsprotein zum Auffinden von
Bindungspartnern der PKC verwendet werden.

Zur direkten Beobachtung der subzelluléren Verteilung von PKCa sollte GFP-PKCa in Fibro-
blasten transient exprimiert werden. Dies sollte z.B. kinetische Untersuchungen zur PKCa-
Trangokation nach Aktivierung in lebenden Zellen ermdglichen. Ferner sollte es durch Veran-
derung potentieller PK Ca-Interaktionspartner, z.B. durch Mikroinjektion spezifischer Antikor-
per moglich sein, die Bedingungen fur die Trandokation von PKCa einschliefdich Inhibitoren
bzw. Effektoren zu ermitteln.

Weitere Untersuchungen sollten dahin gehen, durch Herstellung verschiedener GFP-PK Ca-
Mutanten die fir die Kerntrang okation essentiellen Bereiche innerhalb von PKC zu identifizie-
ren. Die Kenntnis derartiger Bereiche sollte in einem weiterem Schritt dann auch das Identifi-

Zieren der am Kerntransport von PKC beteiligten Proteine mdglich machen.
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