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A Einleitung

A Einleitung
1. Der Zellkern und die Lamina

Wahrend der Interphase des Zellzyklus stellt die KernhUlle eine Barriere zwischen
dem Nukleoplasma und dem Cytoplasma in eukaryotischen Zellen dar. Die Kernhtille
umfasst die Kernmembran, die Kernporenkomplexe und die Kernlamina. Die
Kernmembran kann in drei morphologisch unterscheidbare Doménen unterteilt
werden: die innere- und duBere Membran und die Kernporenmembran (Abb. 1). Die
auBere und innere Membran gehen an den Kernporen kontinuierlich ineinander tber
und stehen mit dem Endoplasmatischen Retikulum (ER) in Verbindung. Die &uBere
Membran stellt eine spezielle Region des ER dar und besitzt sowohl Eigenschaften
des rauen, als auch des glatten ER’s. Die innere Kernmembran ist frei von
Ribosomen, ist aber mit einer Vielzahl spezifischer Proteine assoziiert. Der
perinukledre Raum trennt die innere und auBere Kernmembran und geht in das
Lumen des ER (ber (Schirmer et al., 2003; Ubersichten in Mounkes et al., 2003a;
Worman und Gundersen, 2006). Die Kernporenkomplexe bilden Kanéle von 10 nm
Durchmesser, die die innere und auBere Kernmembran durchspannen und den
Transport von Proteinen, Nukleinsduren und anderen Molektlen zwischen Kern und
Cytoplasma regulieren (Ubersicht in Gerace und Burke, 1988).

Unterhalb der inneren Kernmembran liegt die Kernlamina, ein tetragonales Netzwerk
aus Intermediarfilament-Proteinen, den Laminen (Aebi, 1986; Nigg, 1997). Die
Zusammensetzung der Kernlamina variiert abhangig vom Zelltyp und dem
Differenzierungsstadium der Zelle (Ubersicht in Rzepecki, 2002). Die Kernlamina
bildet eine heterogene Proteinschicht von 10-50 nm Dicke (Ubersicht in Cohen et al.,
2001). Sie stellt das Hauptstrukturelement des Zellkerns dar und verleiht dem
Zellkern seine globulare Struktur. Eine Ausnahme stellen Oozyten dar, in deren
groBen Zellkernen neben den Laminen nukledres Actin und damit assoziierte
Proteine als weiteres Strukturelement gefunden wurden. Kleinere Zellkerne
somatischer Zellen besitzen zwar auch nukleares Actin, aber dies unterliegt einem
standigen Exportprozess, sodass es zu keiner signifikanten Anreicherung von Actin
kommt (Stuven et al., 2003; Bohnsack et al., 2006). Zellen, in denen die Expression
eines oder mehrerer Lamine unterdriickt wird, weisen fragile Zellkerne auf, die ihre
globuldre Struktur verloren haben (Sullivan et al., 1999; Ubersicht in Herrmann und
Foisner, 2003). Wahrend in der Vergangenheit angenommen wurde, dass
Kernlamine ausschlieBlich Strukturelemente in der Kernperipherie aufbauen, hat die
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Identifizierung von Laminen im Nukleoplasma, sowie die Charakterisierung neuer
Lamin-Bindungspartner den Laminen weitere essenzielle Funktionen in
fundamentalen zelluldren Prozessen zugeschrieben. So spielen die Lamine eine
Rolle bei der Zellzyklus-Regulation, Chromatin-Organisation, DNA-Replikation,
Transkription, Apoptose, sowie bei der Organisation der Mitosespindel (Tsai et al.,
2006; Ubersichten in Gruenbaum et al., 2000; Moir et al., 1994; Herrmann und
Foisner, 2003).

Nuclear pore

CYTOPLASM

MAN1 LBR  Otefin LAP1 Emerin 220 Nesprin
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W31
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Hgy

\f\ S\ Ve
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Abb.1: Schematische Ubersicht der Kernhiille, Kernlamina und Chromatin.

Die innere und uBere Kernmembran stehen an den Kernporenkomplexen miteinander in Verbindung.
Die Lamine sind in rot als dickere Filamente in der Kernperipherie und als diinnere Filamente im
Nukleoplasma dargestellt. Eine Reihe Lamin-assoziierter Proteine sind ebenfalls abgebildet, deren
Funktion zum Teil im Text erldutert wird. Das Chromatin in der Kernperipherie liegt in kondensierter
Form vor und ist in der Regel transkriptionsinaktiv. Nach Goldmann et al., 2002, unverdndert.

Der Begriff Kernlamina schlieBt nicht nur die Lamine, sondern auch periphere und
integrale Membranproteine, sowie Lamin-assoziierte Proteine (LAPs) mit ein. Die
enge Assoziation der Kernlamina mit der Kernhille wird durch integrale
Membranproteine vermittelt (Shumaker et al., 2001). Uber 20 solcher Proteine sind
bisher bekannt und weitere bleiben zu entdecken (Schirmer et al., 2003 und 2005;

Ubersicht in Schirmer und Gerace, 2005). Integrale Membranproteine sind durch
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Transmembrandomanen in der inneren Kernmembran verankert und weisen
nukleoplasmatische Doméanen auf, die mit Laminen und auch Chromatin interagieren
kénnen. Die Proteine mit einer LEM-Doméane bilden eine groBe Gruppe dieser
Proteine. Ihr Name leitet sich von den LEM-Domaéanen tragenden Proteinen der LAP-
Familie, Emerin und Man 1 ab. Weitere Proteine mit einer LEM-Domane sind Otefin
und Lem-3 (Lee et al, 2000; Shumaker et al, 2001). Die LEM-Doméne ragt ins
Nukleoplasma und interagiert dort mit dem Faktor BAF (barrier of autointegration
factor). BAF wiederum bindet Chromatin. Vermutlich wird auf diese Weise eine
Verbindung zwischen dem Chromatin und der inneren Kernhille geschaffen
(Shumaker et al., 2001; Ubersicht in Burke und Stewart, 2002). Lamine selbst
kdnnen DNA und Histone iiber ihre Rod- bzw. Schwanzdomane binden (Ubersicht in
Gruenbaum et al., 2003).

Es konnte gezeigt werden, dass Lamine eine Rolle bei der DNA-Replikation spielen.
Kern-Assembly Versuche in Zellextrakten des Krallenfrosches Xenopus laevis haben
gezeigt, dass sich in Zellextrakten ohne Lamine Zellkerne bilden kénnen. Allerdings
kommt es zu einer Blockierung der DNA-Replikation in diesen Zellkernen (Newport et
al., 1990; Moir et al., 2000; Ubersicht in Goldman et al., 2002). Ahnliche Ergebnisse
wurden mit dominant-negativen Lamin-Mutanten erzielt. Diese Mutanten zerstéren
die endogene Struktur der Lamina und blockieren so die DNA-Synthese (Ellis et al.,
1997; Spann et al., 1997; Ubersicht in Goldman et al., 2002). Andere Studien zeigten
eine direkte Rolle der Lamine bei der DNA-Synthese. Wahrend der S-Phase
colokalisieren Lamine an Stellen des Nukleotideinbaus mit dem Faktor PCNA
(proliferating cell nuclear antigen). PCNA ist fiir die Elongationsphase der Replikation
erforderlich (Ubersichten in Moir et al., 1995; Goldman et al., 2002).

Eine Interaktion von Transkriptionsfaktoren und chromatinassoziierten Proteinen mit
der Kernlamina bestatigt eine Rolle in der Genregulation. Inzwischen gibt es viele
Beispiele spezifischer Transkriptionsfaktoren, die Lamine oder Lamin-assoziierte
Proteine binden. Das Retinoblastomaprotein p1107® (pRB) stellt das
Hauptkontrollelement des Zellzyklus dar. pRB kontrolliert den Zellzyklus durch die
Repression des E2F-Transkriptionskomplexes. E2F aktiviert Gene, deren Produkte
fir den Ubergang in die S-Phase erforderlich sind (Ubersicht in Muller und Helin,
2000). Eine Doméne des pRB bindet an die Coil 2 Doméane der Lamine A und C in
vitro und in vivo. An die gleiche Domane im Lamin A und C bindet auch der

Transkriptionsfaktor MOK2. Es wird vermutet, dass Lamin A eine Andockstelle fir
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eine Vielzahl von Transkriptionsfaktoren darstellt (Ozaki et al., 1994; Dreuillet et al.,
2002; Ubersicht in Mattout-Drubezki und Gruenbaum, 2003).

Andere Studien zeigen eine direkte Rolle der Kernlamina an der RNA-Polymerase |l
abhangigen Transkription. Die Expression von dominant-negativen Lamin-Mutanten
kann die Aktivitdt der Polymerase Il in verschiedenen Zellen inhibieren. Diese
Versuche zeigten, dass die bei der Transkription der Polymerase Il involvierten
Lamine nukleoplasmatisch und nicht peripher organisiert sind (Spann et al., 2002;
Ubersicht in Mattout-Drubezki und Gruenbaum, 2003).

Der programmierte Zelltod (Apoptose) ist ein Prozess, der fur die normale
Entwicklung und Homdostase von Geweben erforderlich ist (Ubersichten in Hetts,
1998; Gruenbaum et al., 2000). Nach Erhalt eines apoptotischen Signals kommt es
zu spezifischen morphologischen Veranderungen in Zellkern und Cytoplasma. Die
Veranderungen im Zellkern beinhalten die proteolytische Spaltung der Lamine,
Ablésung des Chromatins von der Kernhillle, raumliche Umordnung der
Kernporenkomplexe, DNA-Fragmentierung und Chromatin-Kondensation.

Der Zusammenbruch der Kernlamina ist ein friher Schritt in der Apoptose und ist fur
den weiteren Ablauf des apoptotischen Signalwegs erforderlich. Die proteolytische
Spaltung der Lamine erfolgt innerhalb der Roddoméane, wahrscheinlich durch
Caspase 6. Die Spaltung der Lamine erfolgt bevor eine Fragmentierung der DNA
oder eine Kondensation des Chromatins beobachtet werden kann (Rao et al., 1996;
Ubersicht in Gruenbaum et al., 2000). Die Spaltung der Lamine und auch der Lamin-
assoziierten Proteine wahrend der Apoptose ist mdglicherweise erforderlich, um das
Chromatin von der Kernhille zu I6sen. Einen Hinweis darauf lieferten Versuche mit
unspaltbaren Lamin-Mutanten in Kulturzellen. Obwohl Caspasen aktiviert werden,
kondensiert in diesen Zellen das Chromatin nicht und die Fragmentierung der DNA
ist verzdgert. Diese Ergebnis deutet darauf hin, dass die proteolytische Spaltung der
Lamine die Aktivierung von Nukleasen, die fir die Fragmentierung der DNA
erforderlich sind, férdert (Ruchaud et al., 2002; Ubersicht in Cohen et al., 2001).
Neuste Untersuchungen weisen darauf hin, dass eine Verbindung zwischen dem
Cytoskelett und dem Kernskelett einer Zelle besteht. Hierbei spielen die Proteine der
inneren und auBeren Kernmembran eine zentrale Rolle. Bei SUN Proteinen handelt
es sich um integrale Transmembranproteine der inneren Kernmembran. Sie kénnen
Lamine innerhalb des Kerns binden. SUN Proteine kénnen auf der anderen Seite mit
Nesprinen in der auBeren Membran Uber den perinuklearen Raum hinweg
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interagieren. Nesprin Proteine wiederum stehen mit dem cytoplasmatischen
Actinnetzwerk in Verbindung. Auf diese Weise wird eine Verbindung zwischen dem
Cytoskelett und dem Kernskelett geschaffen (Zhang et al., 2005; Padmakumar et al.,
2005; Crisp et al., 2006; Ubersicht in Worman und Gundersen, 2006).

Die pathophysiologische Bedeutung der Kernlamina wurde in den letzten Jahren
durch die Entdeckung, dass mutierte Kernhtllenproteine fur eine wachsende Anzahl
von humanen Erbkrankheiten verantwortlich sind, besonders deutlich. Die meisten
dieser Krankheiten sind auf Mutationen im Lamin A Gen zurtckzufihren, woher sich
auch die Bezeichnung ,Laminopathien® ableitet (Ubersicht in Somech et al., 2005).
Insgesamt sind drei verschiedene Kernhllenproteine bekannt, in denen Mutationen
zu humanen Erbkrankheiten fihren: Lamin A/C, Emerin und der Lamin B Rezeptor
(LBR). Der klinische Phanotyp der einzelnen Krankheiten ist sehr unterschiedlich und
reicht von Herz- und Skelettmyopathien Uber partielle Lipodystrophie und periphere
Neuropathie bis hin zur Progerie (Mounkes et al., 2003b; Ubersicht in Somech et al.,
2005). Bis jetzt sind etwa 50 Mutationen allein im LMNA Gen bekannt, die
Laminopathien verursachen. Diese beinhalten Punktmutationen, Leseraster-
verschiebungen, Deletionen und ,non-sense“-Mutationen.

Bei der ersten Krankheit die entdeckt wurde handelt es sich um die X-chromosomal
vererbte Emery-Dreifuss-Muskeldystrophie (EDMD) (Bione et al., 1994; Ubersicht in
Burke und Stewart, 2002). Die X-chromosomale EDMD wird durch den Verlust von
Emerin in der Kernperipherie hervorgerufen. Autosomale Formen der EDMD sind mit
Mutationen im LMNA Gen assoziiert. Bei den weiteren Laminopathien handelt es
sich um die Familial partial lipodystrophy (FPLD), die Limb girdle muscular dystrophy
(LGMD), Dilated cardiomyopathy (DCM), Charcot-Marie-Tooth disorder (CMT),
Pelger Huet-anomaly (PHA, Mutation im LBR) und Hutchinson-Gilford progeria
syndrom (HGPS) (Ostlund et al, 2001, Ubersichten in Mounkes et al., 2003a;
Worman und Courvalin, 2004: Mounkes und Stewart, 1994).

Interessanterweise finden sich Mutationen, die zur EDMD fahren in allen Domé&nen
des LMNA Gens, wohingegen Mutationen, die DCM und LGMD verursachen, nur in
der Rod- und Schwanzdoméane zu finden sind. FPLD Mutationen werden nur in der
Schwanzdoméne der A-Typ Lamine gefunden (Ubersicht in Goldman et al., 2002).
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2. Die Klasse V der Intermediarfilamente

Die Gruppe der Lamine bildet die Klasse V der Intermediarfilament-Proteine (IF-
Proteine). Im Gegensatz zu allen anderen Typen von IF-Proteinen, die im
Cytoplasma Filamente bilden, sind die Lamine die einzigen |IF-Proteine, die innerhalb
des Zellkerns lokalisiert sind. Die Lamin Proteine sind evolutionar stark konserviert.
Wie alle IF-Proteine weisen sie eine charakteristische dreiteilige Struktur auf (Abb. 2).
Die dreiteilige Struktur beinhaltet eine stabférmige, zentrale ,Rod“-Domaéne, die von
einer Kopf- und Schwanzdomane flankiert wird (Geisler et al., 1983; Ubersichten in
Aebi et al, 1988; Fuchs und Weber, 1994). Die Roddoméane zeigt ein
Heptadenmuster mit einem Wiederholungsmotiv von sieben Aminosauren (Heptade),
wobei Aminosauren mit hydrophoben Resten die Positionen eins und vier in einer
Heptade besetzen. Sie bilden ein hydrophobes Band, das sich um die Helix windet.
Das Wiederholungsmotiv ist kennzeichnend fir die ,Coiled-Coil*-Faltung einer
Vielzahl von Proteinen. Zwei solcher Helices kénnen einander umwinden und so ein
,Coiled-Coil“-Dimer ausbilden. Das Heptadenmuster der Roddomane ist an mehreren
Stellen unterbrochen. Daraus resultieren die 4 a-helikalen Segmente 1A, 1B, 2A und
2B, die durch die Linker L1, L12 und L2 verbunden sind (Strelkov et al., 2002).

1A 1B 2A 2B NLS CaaX

N—7 H [~ | C Kernlamin

L1 L12 L2

N —— H H H J———— cytoplasmatisches IF

Kopf Rod Schwanz

Abb.2: Schematische Struktur eines Kernlamins und eines cytoplasmatischen IF-Proteins

Die Struktur basiert auf dem Vergleich der Primdrsequenzen der Kernlamine und der
cytoplasmatischen IF’s der Vertebraten. Die Roddoméne wird an den Enden von einer nicht-helikalen
Kopf- und Schwanzdomdéne flankiert. Die hochkonservierten Regionen an beiden Enden der
Roddoméne sind in schwarz hervorgehoben. Die helikalen Segmente 1A, 1B, 2A und 2B sind durch
die sogenannten Linker-Segmente L1, L12 und L2 unterbrochen. Im Gegensatz zu den
cytoplasmatischen IF’s verfiigen die Kernlamine (ber ein Kernlokalisierungssignal (NLS), eine CaaX-
Box, sowie eine Insertion von 42 Aminoséuren im 1B Segment der Roddoméne.

Die Konservierung der Sequenz der IF-Proteine ist in zwei Regionen besonders
hoch. Diese Regionen flankieren die beiden Enden der Roddomane. Die erste
Region umfasst 26 Aminosaurereste und befindet sich am Anfang des 1A Segments.
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Am Ende des 2B Segments befindet sich die zweite hochkonservierte Region, die 32
Aminosaurereste umfasst, von denen einige in allen IF-Proteinen konserviert sind
(YRKLLEGEE) (Herrmann et al., 2000). Chemische Bindungsstudien erbrachten den
Nachweis, dass die beiden hochkonservierten Regionen an verschiedenen Dimer-
Dimer Interaktionen der Filamente beteiligt sind (Wu et al,, 2000; Strelkov et al.,
2002).

Die Roddomé&ne der cytoplasmatischen IF-Proteine der Vertebraten besitzt 310
Aminosaurereste. Die Intermediarfilamente der Klasse V und die cytoplasmatischen
Intermediarfilamente der Evertebraten besitzen im 1B Segment der Roddomaéane eine
Insertion von 42 Aminosauren (6 Heptaden). Da bereits der entwicklungs-
geschichtlich urspriingliche Organismus Hydra ein Lamin besitzt, wird vermutet, dass
die Lamine als erste IF-Proteine in der Evolution aufgetreten sind und dass es sich
bei ihnen um die Vorlauferproteine der cytoplasmatischen IF-Proteine handelt
(Ubersichten in Fuchs und Weber, 1994; Stuurman et al., 1998; Parry und Steinert,
1999; Herrmann und Foisner, 2003).

Die Schwanzdomane der Lamine besitzt zwei charakteristische Sequenzmotive, die
sie von den cytoplasmatischen IF-Proteinen unterscheiden. Bei der ersten handelt es
sich um das Kernlokalisationssignal (NLS), einer kurzen Erkennungssequenz, die die
Lamine in den Kern lenkt. Die zweite charakteristische Sequenz ist das C-terminal
gelegene CaaX-Sequenzmotiv (bestehend aus Cystein, zwei aliphatischen
Aminosauren und einer variablen Aminosaure X). Diese CaaX-Box unterliegt einer
Reihe posttranslationaler Modifikationen.  Hierbei erfolgt zunachst eine
Isoprenylierung des Cysteins, anschlieBend werden die letzten drei Aminosauren
abgespalten und die Carboxylgruppe des dann C-terminalen Cysteinrests
carboxymethyliert (Ubersichten in Schafer und Rine, 1992; Stick, 1995; Stuurman et
al., 1998). Isoprenylierung und Carboxymethylierung spielen bei der Membran-
assoziation der Lamine mit der inneren Kernmembran eine Rolle. Es konnte
allerdings gezeigt werden, dass ein extra Cysteinrest, sowie ein zusatzliches Cluster
basischer Aminosauren Vorraussetzung flir eine stabile Membranassoziation ist.
Dieser zusatzliche Cysteinrest ist vermutlich Ziel einer weiteren Lipidmodifikation,
namlich einer Palmitylierung (Hofemeister et al., 2000).

Uber das ,Assembly“ der Kernlamine zu Filamenten ist bisher wenig bekannt. Wie

bei allen IF-Proteinen erfolgt im ersten Schritt die Dimerisierung, indem sich die o-
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Helices zweier Lamine umeinanderwinden. In vitro assoziieren die Lamindimere in
Langsrichtung aneinander und bilden so Kopf-an-Schwanz Polymere aus. Im
nachsten Schritt assoziieren die Kopf-Schwanz-Polymere lateral, méglicherweise in
einer antiparallelen, nahezu halbversetzten Weise (Heitlinger et al., 1991). Diese
Molekile sind nicht stabil. Sie assoziieren weiter lateral zu Fasern oder bilden groBe
parakristalline Strukturen. Mdoglicherweise sind die Kopf-an-Schwanz Polymere
erforderlich fir die Ausbildung héherer Strukturen, allerdings bleibt ihre Signifikanz
flr die Lamin Oligomerisierung in vivo zu klaren (Stuurman et al., 1996). Die Tendenz
der Kernlamine in vitro Fasern und Parakristalle auszubilden, wurde bei
cytoplasmatischen Intermediarfilamenten bisher nicht beobachtet. Es wird vermutet,
dass dieses Verhalten auf fehlende Bindungspartner der Kernlamine zuriickzufihren
ist (Ubersicht in Stuurman et al., 1998).

3. Die Lamine der Vertebraten

Wie bereits erwahnt besitzt bereits der relativ einfache Organismus Hydra ein Lamin.
Von der Sequenz dhnelt es einem B-Typ Lamin (Ubersicht in Fuchs und Weber,
1994). Auch der Fadenwurm Caenorhabditis elegans besitzt nur ein Lamin Gen, das
fir das sogenannte Ce-Lamin codiert. In seiner Struktur &hnelt das Ce-Lamin
ebenfalls einem B-Typ Lamin (Lee et al., 2000). Drosophila melanogaster besitzt
zwei Lamin Gene; eines codiert fir Lamin Dm,, einem B-Typ Lamin. Das zweite
codiert fir Lamin C (Ubersicht in Rzepecki, 2002).

Generell kénnen in Vertebraten hinsichtlich ihres biochemischen Charakters zwei
Typen von Laminen unterschieden werden: die A- und B-Typ Lamine. A-Typ Lamine
sind durch einen neutralen isoelektrischen Punkt charakterisiert, wahrend B-Typ
Lamine leicht sauer sind (Ubersichten in Gerace und Burke, 1988; Stuurman et al.,
1998). Die beiden Lamintypen unterscheiden sich weiterhin in ihrem Verhalten
wahrend der Zellteilung, sowie in ihrer Expression. Wahrend der Mitose, wenn es
zum Kernhillenzusammenbruch kommt, bleiben B-Typ Lamine mit den
Membranvesikeln assoziiert, wohingegen sich A-Typ Lamine von der Membran l6sen
und im Cytoplasma verteilen. Eine Ausnahme stellt hier das Lamin Lllla dar, das als
einziges B-Typ Lamin wahrend des Kernhillenzusammenbruchs in léslicher Form
vorliegt (Hofemeister et al., 2000). Das unterschiedliche Verhalten von A-Typ und B-
Typ Laminen wird damit begriindet, dass B-Typ Lamine an ihrer CaaX-Box
permanent isoprenyliert bleiben, wohingegen A-Typ Lamine wahrend oder kurz nach



A Einleitung 9

der Assoziation mit der inneren Kernmembran am C-Terminus proteolytisch
prozessiert werden und damit ihren Isoprenrest verlieren (Weber et al., 1989;
Furukawa und Hotta, 1993; Ubersichten in Georgatos et al., 1994; Stuurman et al.,
1998). Fir die endoproteolytische Spaltung ist die Protease Zmpste24 (Facel beim
Menschen) verantwortlich (Bergo et al., 2002; Ubersicht in Scaffidi und Misteli, 2006).
Wéhrend B-Typ Lamine in allen Zellen exprimiert werden, werden die A-Typ Lamine
meist erst weit nach der Gastrulation, in differenzierten Zellen exprimiert (Ubersicht in
Burke und Stewart, 2002). B-Typ Lamine sind essenziell in Drosophila, C. elegans
und Zellen der Sauger. A-Typ Lamine sind fir die embryonale Entwicklung nicht
essenziell, besitzen aber Funktionen in der Differenzierung von Zellen und der
Homadostase von Geweben, so dass Lamin A" ,Knock-Out“-Mause 6-8 Wochen nach
ihrer Geburt sterben (Sullivan et al., 1999; Ubersicht in Herrmann und Foisner, 2003).
Bei allen héheren Vertebraten wurden bisher mindestens drei verschiedene Lamin
Gene identifiziert: LMNB1, LMNB2 und LMNA.

In Fischen, Amphibien und Végeln gibt es ein weiteres Gen, das Lamin LIl codiert.
Seine generelle Struktur ist die eines B-Typ Lamins. Da aber keine eindeutigen
Sequenzibereinstimmungen mit den Lamin Subtypen B1 und B2 vorliegen,
reprasentiert Lamin LIl vermutlich den dritten B-Subtyp (Stick, 1988; Ubersicht in
Stick, 1995).

Die Gruppe der A-Typ Lamine besteht aus Lamin A, C, C2 und AA10. Sie sind alle
alternative SpleiBvarianten eines einzigen Gens, dem LMNA Gen. Lamin A und C
sind die SpleiBvarianten, die am haufigsten auftreten. Sie wurden bisher in allen
untersuchten Saugern beschrieben. Bei Lamin AA10 handelt es sich um ein schwach
exprimiertes Genprodukt, das bisher nur beim Menschen nachgewiesen wurde
(Machiels et al., 1996). Lamin C2 stellt eine kurze SpleiBvariante dar, die spezifisch
wahrend der Spermatogenese der Sauger exprimiert wird (Alsheimer et al., 1999;
Ubersicht in Goldman et al., 2002).

Das LMNB2 Gen codiert neben dem somatischen Lamin B2, auch fiir eine kurze
keimbahnspezifische SpleiBvariante, das Lamin B3 (Furukawa und Hotta, 1993). Fir
das LMNB1 Gen wurden bisher keine SpleiBvarianten identifiziert.
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4. Die Spermatogenese und die Kernlamina

Die Spermatogenese der Sauger ist ein komplexer Differenzierungsprozess, an
dessen Ende befruchtungsfahige, reife Spermien stehen (Abb. 3). Dieser
Differenzierungsprozess kann grob in drei Phasen unterteilt werden: 1. Die
Proliferationsphase, die durch die mitotische Teilung der Spermatogonien
gekennzeichnet ist, 2. die meiotische Phase, in der das genetische Material der
Spermatozyten rekombiniert und verteilt und der Chromosomensatz reduziert wird
und 3. die Spermiogenese, die die Differenzierung der runden  haploiden
Spermatiden zu reifen Spermien umfasst (Yoshinaga et al., 1991; Ubersicht in Kleinig
und Maier, 1999).

@ Spermatogonien

mitotische Teilungen
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Spermiogenese

? Spermien

Abb.3: Schematische Darstellung der Spermatogenese der Sduger

Die Spermatogenese umfasst die mitotischen Teilungen der Spermatogonien, die meiotischen
Teilungen der Spermatozyten I. und Il. Ordnung, in denen das genetische Material rekombiniert und
verteilt wird, und die Spermiogenese, in der sich die runden Spermatiden zu reifen Spermien
differenzieren.

Die Spermatogenese ist von dramatischen Verdnderungen im Kerninnenraum
begleitet. In der Prophase | der Meiose kommt es zur Paarung der homologen
Chromosomen und zur Rekombination (crossing over). Wahrend diese Ereignisse

stattfinden, werden die Telomerregionen der Chromosomen an die Kernhiille
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geheftet. Diese Bewegung gilt als Vorraussetzung fir die homologe Paarung der
Chromosomen (Ding et al., 2004 und 2005; Schutz et al., 2005b).

Im Verlauf der Spermiogenese kommt es zu einer kompletten Umorganisation des
Zellkerns. Frihe Spermatiden weisen einen runden Kern auf, der im Verlauf der
Spermiogenese langer und kleiner wird (Ubersicht in Dadoune, 2003). Das
Chromatin wird im Verlauf der Spermiogenese sehr stark kondensiert, so dass es
sechsmal kompakter vorliegt als in Metaphasechromosomen somatischer Zellen.
Aufgrund der starken Kondensierung liegt das Chromatin in reifen Spermien in
transkriptionsinaktiver Form vor. Das Chromatin in Spermien unterscheidet sich stark
vom somatischen Chromatin. Es ist nur noch zu 15% mit den somatischen Histonen
komplexiert. Wéahrend die Spermatiden im Verlauf der Spermiogenese verlangert
werden, werden die Histone durch Transitionsproteine ersetzt. Diese werden
daraufhin durch Pro-Protamine ersetzt, die zu reifen Protaminen gespalten werden
(Ubersichten in Dadoune, 2003; Mc Lay und Clark, 2003).

Im Vergleich zu somatischen Zellen weist die Kernlamina von Zellen der
Spermatogenese einige bemerkenswerte Unterschiede auf. Von den bekannten
somatischen Laminen wurde Lamin B1 als das einzige beschrieben, das wéahrend
der Spermatogenese exprimiert wird. Die somatischen Lamine A, C, und B2 sind in
keiner Phase des Differenzierungsprozesses detektierbar (Vester et al., 1993; Schutz
et al., 2005b). Statt der typischen somatischen Lamine werden zwei klrzere
Varianten, Lamin B3 und C2, exprimiert (Furukawa und Hotta, 1993; Alsheimer und
Benavente, 1996). Bei den Laminen B3 und C2 fehlt der Kopf und Teile der
Roddomane, die in diesen Proteinen durch kurze nicht-helikale Sequenzen ersetzt
sind. Die Verklrzung der Roddomane hat zur Folge, dass die keimbahnspezifischen
Lamine im Vergleich zu den bisher bekannten somatischen Laminen ein deutlich
geringeres Molekulargewicht aufweisen (etwa 52 kD im Gegensatz zu 60-80 kD).

Bei Lamin C2 handelt es sich um eine SpleiBvariante des LMNA Gens, das in seiner
Struktur dem somatischen Lamin C &hnelt (Abb. 4). Beide Proteine besitzen einen
identischen C-Terminus, dem eine CaaX-Box fehlt. Coil 1A und etwa 1/3 des Coils
1B sind im Lamin C2 durch eine kurze, nur sechs Aminoséurereste umfassende
Kopfsequenz ersetzt (GNAEGR). Es konnte gezeigt werden, dass der N-terminale
Glyzinrest durch das Anhangen einer Myristylgruppe posttranslational modifiziert
wird. Die Lipidmodifikation ist fur die Zielsteuerung des Lamin C2 an die innere
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Kernmembran erforderlich (Alsheimer et al., 2000; Prifert et al., 2005). Lamin C2
konnte bisher in den Spezies Maus und Ratte detektiert werden. Immunhistologische
Untersuchungen an Testisgewebe der Ratte zeigten, dass Lamin C2 selektiv
wahrend der meiotischen Prophase in primaren Spermatozyten exprimiert wird. Es
konnte auch gezeigt werden, dass die meiotische Expression des Lamin C2 auf der
Ebene der Transkription reguliert wird. Dies steht in Kontrast zur Oogenese der
Amphibien, in der die Expression der meisten Lamine hauptsachlich
posttranskriptional reguliert wird (Alsheimer und Benavente, 2000).

1A 1B 2A 2B NLS
Lamin C N —l H H H B—m C
2A 2B NLS
Lamin C2 N o H H B—= C
1A 1B 2A 2B NLS CaaX
Lamin B2 N =l H H H B—m i C
2A 2B NS CaaX
Lamin B3 N—A H —15 1 C

Abb.4: Schematische Struktur der keimbahnspezifischen Lamine C2 und B3 im Vergleich zu
ihren somatischen SpleiBvarianten

Im Gegensatz zu den somatischen Laminen C und B2 weisen die keimbahnspezifischen Lamine C2
und B3 trunkierte Roddoménen auf, die durch kurze, nicht-helikale-Sequenzen ersetzt sind.

Lamin B3 stellt eine SpleiBvariante des LMNBZ2 Gens dar, das bisher nur in der Maus
identifiziert werden konnte. Coil 1A und B der helikalen Roddomane sind im murinen
Lamin B3 durch eine 84 Aminosaure lange nicht-helikale Sequenz ersetzt (Furukawa
und Hotta, 1993). Expressionsstudien der Spermatogenese der Maus erbrachten den
Nachweis, dass Lamin B3 selektiv in postmeiotischen Stadien wahrend der
Spermiogenese exprimiert wird. In frihen Stadien der Spermiogenese ist Lamin B3
an der Kernhidlle und auch im Nukleoplasma der runden Spermatidenkerne
lokalisiert. Im weiteren Verlauf der Spermiogenese konzentriert sich Lamin B3 am
posterioren Pol des verlangerten Spermatidenkerns (Schutz et al., 2005b). Die
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ektopische Expression von Lamin B3 in somatischen Kulturzellen fihrt zu einer
hakenférmigen Deformierung der Zellkerne (Furukawa und Hotta, 1993).

Es wird vermutet, dass die verkirzte Roddoméane der keimbahnspezifischen Lamine
der Kernhulle spermatogenetischer Zellen eine hdhere Flexibilitat verleiht, die fir die
spermatogenetischen Ereignisse erforderlich ist (Schutz et al., 2005b).

5. Apoptose in der Frihentwicklung des Krallenfrosches Xenopus laevis

Im Krallenfrosch Xenopus laevis werden die verschiedenen Lamine entwicklungs-
und zelltypspezifisch exprimiert. Lamin LIII bildet die Hauptkomponente der
Oozytenlamina und der Lamina der frihen Furchungskerne. Fiir das Lamin LIl liegen
in Xenopus zwei SpleiBvarianten vor, Lamin Lllla und Llllb. Es liegen zwei Kopien
eines jeden Gens pro haploidem Genom vor (Doring und Stick, 1990; Ubersicht in
Stick, 1995). Dies wird dadurch erklart, dass das Xenopus Genom pseudotetraploid
ist. Es wird vermutet, dass die Tetraploidisierung das Resultat einer
Genomduplikation in der Gattung Xenopus vor mehr als 30 Millionen Jahren ist
(Bisbee et al., 1977).

Die Lamine B1 und B2 liegen in Oozyten nur in geringen Mengen vor (Lourim et al.,
1996). Die mRNAs der Lamine B1 und B2 liegen in Oozyten in translationsinaktiver
Form vor. Sie werden erst mit Beginn des Blastula- bzw. Gastrulastadiums
translatiert. Die Expression von Lamin A beginnt erst in den Kaulquappenstadien
(Wolin et al., 1987; Ubersicht in Stick, 1995).

Die Friahentwicklung von Xenopus besteht aus einer Serie von schnellen
Teilungszyklen, die durch einen maternalen Pool von Proteinen und mRNAs reguliert
werden (Newport und Kirschner, 1982a und b; Hensey und Gautier, 1997). Die
ersten 12 Teilungszyklen dauern jeweils nur 25 Minuten und bestehen lediglich aus
abwechselnder M- und S-Phase (Newport und Kirschner, 1982a und b; Stack und
Newport, 1997). Im Anschluss an die 12. Teilung verlangert sich der Zellzyklus und
die Zellteilungen werden asynchron. Dieser Zeitpunkt wird als Mid-Blastula-Transition
(MBT) bezeichnet und ist gleichzeitig der Zeitpunkt, an dem die zygotische
Transkription beginnt (Stack und Newport, 1997; Newport und Kirschner, 1982a und
b). Trotz des Beginns der zygotischen Transkription zum Zeitpunkt der MBT findet
eine zygotische Kontrolle des Zellzyklus erst zu Beginn der Gastrulation statt, wenn
die maternalen mRNAs degradiert worden sind (Howe et al, 1995; Howe und
Newport, 1996; Stack und Newport, 1997).
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Der programmierte Zelltod, die Apoptose, ist natirlicher Bestandteil vieler
Entwicklungsschritte (Hensey und Gautier, 1998; Ubersicht in Jacobsen et al., 1997).
Apoptotische Zellen kénnen in der Xenopus Entwicklung erst im Stadium 10,5, dem
Beginn der Gastrulation, detektiert werden. Wird Apoptose in Xenopus Embryonen
vor der MBT durch Gamma-Bestrahlung induziert, so kdnnen die ersten
apoptotischen Zellen ebenfalls erst im Stadium 10,5 detektiert werden (Hensey und
Gautier, 1997; Ubersicht in Nieuwkoop und Faber, 1967). Eine Inhibierung der
zygotischen Transkription durch hohe Dosen von Zellgiften wie Cycloheximid oder
o-Amanitin vor der MBT kann ebenfalls die Apoptose in Xenopus Embryonen im
Stadium 10,5 induzieren. Es wird vermutet, dass das apoptotische Programm in den
Embryonen durch eine maternale Komponente aufrechterhalten wird, die nach der
MBT durch eine zygotische Komponente degradiert werden muss. Wird die
zygotische Transkription inhibiert, so wird die maternale Kontrolle aufrechterhalten
und die Embryonen leiten die Apoptose ein (Hensey und Gautier, 1997; Stack und
Newport, 1997; Sible et al., 1997).

6. Ziele der vorliegenden Arbeit:

Bei dem keimbahnspezifischen Lamin B3 handelt es sich um ein untypisches Lamin,
das eine verkirzte Roddomane aufweist. Aufgrund seiner Struktur kann vermutet
werden, dass es die Filamentbildung der somatischen Lamine, die eine vollstandige
Roddomane besitzen, negativ beeinflusst. Transfektionsexperimente in COS 7- und
Hela-Zellen haben gezeigt, dass eine ektopische Expression des Lamin B3 in
somatischen Zellen zu einer Veranderung der Kernform fuhrt (Furukawa und Hotta,
1993; Schutz et al., 2005a). Diese Beobachtungen sind in Hinsicht auf die inneren
und auBeren Veranderungen des Zellkerns wahrend der Spermatogenese besonders
interessant. Lamin B3 wurde bisher nur in der Maus, also in einem Saugetier,
identifiziert. Das Ziel dieser Arbeit beinhaltete die Suche nach weiteren Lamin B3
Sequenzmotiven mit Hilfe von Gen- und EST-Datenbanken. Hierbei sollte geklart
werden, ob es sich bei dem Lamin B3 um ein S&uger-spezifisches Lamin handelt,
oder ob dieses Lamin auch in anderen Vertebratenklassen existiert. Flr die Suche in
Xenopus bot es sich an, einen anderen experimentellen Versuchsansatz zu wéahlen,
da sowohl Versuchstiere, als auch eine Reihe spezifischer Antikdrper im Labor zur

Verfligung standen.
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B Ergebnisse
1. Datenbanksuche nach dem keimbahnspezifischen Lamin B3

Bisher konnte das keimbahnspezifische Lamin B3 Protein nur in der Maus identifiziert
werden. Eine cDNA des Lamins B3 wurde aus Testis isoliert und als eine
SpleiBvariante des LMNB2 Gens identifiziert. Die Kopfdoméane und die Haélfte der
helikalen Roddoméane des Lamins B2, die durch die Exons 0-3 codiert werden, sind
im Lamin B3 der Maus durch eine 84 Aminosauren (AS) lange, nicht-helikale
Sequenz ersetzt (Furukawa und Hotta, 1993). Durch eigene Vorarbeiten konnte die
Sequenz des murinen B3-Kopfes in einem alternativen Exon im Intron Il des LMNB2
Gens lokalisiert werden (Abb. 5). Dieses B3 spezifische Exon besitzt ein Start ATG,
codiert fur die B3 spezifischen 84 Aminosauren und besitzt in der Phase 3 eine
SpleiBdonorsequenz, die einen Splei3 im richtigen Leseraster des Exons 4 des
LMNB2 Gens erlaubt.

Exono|| 1 || 2 |[3][ 4 ||5]] s 7 8 || 9|10
vV oy VoV o v ¥ v R
Intron0 | oWV Vi VI vl X X
B3 spezifisches
Intron
B3Exon || 4 || 5 || 6 7 8 || 9 |[10

Abb. 5: Schematische Darstellung der Exon-Intron-Struktur von Lamin B2 (oben) und Lamin B3
(unten).

Ein wesentlicher Bestandteil dieser Arbeit bestand darin, mit Hilfe von NCBI
(National Center for Biotechnology Information, Bethesda, USA) Gendatenbanken in
weiteren Spezies nach Lamin B3 Sequenzmotiven zu durchsuchen. Es wurden die
Datenbanken aller Vertebraten untersucht, flr die genomische Sequenzen vorlagen.
Die Suche erfolgte nach folgendem Schema: Zunachst wurde in der Datenbank nach
der Nukleotidsequenz der Lamin B2 mRNA der entsprechenden Spezies gesucht.
Nicht bei allen Spezies konnte eine Lamin B2 mRNA identifiziert werden. In diesen
Fallen wurde eine Lamin B2 Sequenz einer nahe verwandten Spezies zur weiteren
Suche verwendet. Mit dieser Sequenz wurde eine BLAST-Suche (Basic Local
Alignment Search Tool, Altschul et al., 1990) gegen das Genom in der Datenbank
der jeweiligen Spezies durchgeflihrt. Wurde eine entsprechende Sequenz im Genom
gefunden, wurden diese und die cDNA mit Hilfe des Programms BLAST2Seq
aligniert. Diese Vorgehensweise erméglichte es, die Exon-Intron-Struktur der LMNB2
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Gene verschiedener Spezies zu bestimmen. Die Exon-Intron Ubergénge wurden,
falls nétig, manuell korrigiert. Wie in Tabelle 1 zusammengefasst, konnte auf diese
Weise das Intron Il von 10 weiteren Spezies identifiziert werden. Die Introns wurden
danach auf codierende Sequenzen hin untersucht. Die gesuchte Sequenz muss ein
Start ATG besitzen, fir eine langere Folge von Aminosauren codieren und, da der
Ubergang von Exon 3 in Exon 4 des LMNB2 Gens genau zwischen zwei Codons
liegt, muss die gesuchte Sequenz in Phase 3 eine SpleiBdonorsequenz aufweisen.
Die erhaltenen putativen B3 Sequenzen bzw. das gesamte Intron Il wurden dann
benutzt, um EST-Datenbanken nach entsprechenden B3-EST-Klonen zu
durchsuchen. Hierzu wurde ein BLAST-Algorithmus gewahlt, der fir kurze nahezu
exakte Treffer geeignet ist. Des Weiteren wurde untersucht, ob die jeweiligen
Nachbarschaften des LMNB2 Gens evolutionar konserviert sind.

Vom Kugelfisch Tetraodon nigroviridis konnte die komplette Genstruktur des LMNB2
Gens bestimmt werden. Das Intron Il umfasst 123 Nukleotide (nt). Ein mdgliches
Startcodon ist in dieser Sequenz zwar vorhanden, enthalt aber in Phase 3 keine
passende SpleiBdonorsequenz. Beim Pufferfisch Takifugu rubripes konnte ebenfalls
die komplette Genstruktur des LMNB2 Gens bestimmt werden. Wie beim Kugelfisch
ist bei dieser Spezies das Intron Il sehr klein. Es umfasst nur 178 nt. Auch beim
Pufferfisch ist in dieser Sequenz ein Startcodon vorhanden, allerdings fehlt auch hier
eine passende SpleiBdonorsequenz. Die Introns dieser beiden Fische weisen
ansonsten keinerlei Ahnlichkeiten zueinander auf. Da bei den Spezies Tetraodon und
Fugu der Zusammenbau der einzelnen Genomabschnitte noch nicht vollstandig ist,
war es nicht mdglich die Gennachbarschaftsverhaltnisse des LMNB2 Gens auf
evolutionare Konservierung hin zu prifen.

Die LMNB2 Genstruktur vom Zebrafisch Danio rerio konnte vollstandig bestimmt
werden. Sie konnte dem Chromosom 1 zugeordnet werden und die Gene in der
Nachbarschaft des LMNB2 Gens konnten bestimmt werden. Es zeigte sich aber
keine Konservierung der Region um das LMNBZ2 Gen zwischen Danio und den
untersuchten Saugern. Im Intron Ill des LMNB2 Gens, das 2893 nt lang ist, konnten
mehrere kurze codierende Sequenzen identifiziert werden, die den oben
angegebenen Kriterien entsprechen. Die putativen B3-Képfe hatten eine Lange von:
30 AS, 16 AS, 26 AS, 9 AS oder 48 AS. Ob jedoch eine dieser Sequenzen
tatsachlich exprimiert wird ist nicht klar.



B Ergebnisse 17

Beim Krallenfrosch Xenopus tropicalis konnten bisher nur die Exons 0-7 des LMNB2
Gens in der Datenbank gefunden werden. Auch die Gennachbarschaft konnte bei
dieser Spezies nicht identifiziert werden. Das Intron Il umfasst 770 nt und beinhaltet
mehrere kurze codierende Regionen, die in einer passenden SpleiBdonorsequenz
enden. In diesem Fall hatten die putativen B3-Képfe eine Léange von: 4 AS, 12 AS, 7
AS, 26 AS oder 28 AS.

Beim Huhn (Gallus gallus) liegt das LMNB2 Gen auf dem Chromosom 28. Die
Nachbarschaftsverhaltnisse des LMNB2 Gens sind gegenlber den LMNB2 Genen
der untersuchten Sauger nicht konserviert. Die Exon-Intron-Struktur des LMNB2
Gens konnte vollstdndig bestimmt werden. Das Intron Ill weist eine Lange von
1883 nt auf. Innerhalb dieses Introns konnte lediglich ein putativer B3-Kopf mit einer
Lange von 21 AS ausgemacht werden.

Die LMNBZ2 Genstruktur konnte beim Rind (Bos taurus) nur unvollstandig identifiziert
werden. Es konnten die Exons 0-8 bestimmt werden, wobei der Anfang des Exon 0
ebenfalls fehlt. Das LMNB2 Gen ist auf dem Chromosom 7 lokalisiert. Die
Gennachbarschaft des LMNB2 Gens ist gegenlber den LMNB2 Genen der anderen
untersuchten Saugetiere konserviert. Das Intron Il umfasst 1626 nt. Innerhalb des
Introns Il konnten mehrere codierende Sequenzen gefunden werden, die ein Start
ATG besitzen, fur eine langere Folge von Aminosduren codieren und in der dritten
Phase in eine SpleiBdonorsequenz Ubergehen. Diese putativen B3-Képfe hatten eine
Lange von: 27 AS, 20 AS oder 18 AS.

Das LMNB2 Gen liegt beim Hund (Canis familiaris) auf dem Chromosom 20. Die
Gennachbarschaft des LMNB2 Gens ist gegentiber denen der anderen untersuchten
Sauger konserviert. Die Exon-Intron-Struktur konnte fast vollstdndig bestimmt
werden. Vom Exon 0 fehlt lediglich der Anfang. Intron Il umfasst 2292 nt. Innerhalb
dieses Introns konnten zwdlf codierende Sequenzen gefunden werden, die den oben
angegebenen Kriterien entsprechen. Die putativen B3-Képfe hatten eine Lange von:
18 AS, 11 AS, 84 AS, 11 AS, 59 AS, 10 AS, 13 AS, 68 AS, 16 AS, 22 AS, 38 AS
oder 74 AS.

Bei der Ratte (Rattus norvegicus) konnte die Genstruktur des LMNBZ2 vollstandig
bestimmt werden. Das LMNB2 Gen liegt auf dem Chromosom 7. Die
Gennachbarschaft des LMNB2 Gens ist gegentiber denen der anderen untersuchten
Sauger ebenfalls konserviert. Das Intron Ill der Ratte hat eine GréBe von 2182 nt.
Innerhalb dieses Introns konnte eine codierende Region von 59 AS ausgemacht
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werden, die in der Phase 3 eine SpleiBdonorsequenz aufweist. In der EST-
Datenbank wurde mit Hilfe der Sequenz des dritten Introns ein entsprechender B3
EST-Klon der Ratte gefunden (CK595079). Die RNA, die diesem EST-Klon zu
Grunde liegt, wurde aus Testis isoliert.

Die Sequenzen der LMNB2 Gene von Mensch (Homo sapiens) und Affe (Pan
troglodytes) liegen beide auf Chromosom 19 und weisen starke Ahnlichkeiten auf.
Die Gennachbarschaften des LMNB2 Gens sind in beiden Spezies gegenlber den
LMNB2 Genen von Ratte und Maus evolutiondar konserviert. Im Intron Il beider
Spezies konnte eine codierende Region von 91 AS gefunden werden, die in der
dritten Phase in eine SpleiBdonorsequenz Ubergeht. Mit einer BLAST-Suche konnte
in der EST-Datenbank des Menschen mit dem Intron Ill ein entsprechender EST-
Klon gefunden werden (BM563418). Die RNA, die diesem EST-Klon zu Grunde liegt,
wurde aus der Medulla (Gehirn) isoliert. Ein unvollstdndiger EST-Klon (DB457056),
der mehr als die Halfte der 91 AS des humanen Lamin B3-Kopfes besitzt konnte
ebenfalls gefunden werden. Dieser EST-Klon stammte aus Testis.

Auch die putativen B3-Képfe und das Intron Ill der weiter oben beschriebenen
Spezies wurden benutzt, um EST-Datenbanken nach entsprechenden EST-Klonen
zu durchsuchen. Bis auf die beschriebenen Falle bei Mensch, Maus und Ratte blieb
diese Suche jedoch bisher erfolglos.

Ein Sequenzvergleich der gefundenen B3 Kdépfe zeigt, das schon bei den nahe
verwandten Arten Ratte und Maus nur wenig Sequenzibereinstimmungen
vorhanden sind. Der humane B3-Kopf zeigt fast keine Ubereinstimmungen mehr mit
den Sequenzen der beiden Nager. Aufgrund der hohen Sequenzunterschiede ist es
in silico praktisch unmdéglich zu entscheiden, welcher putative B3-Kopf der anderen

Sauger fir das Lamin B3 verwendet werden kénnte.
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Tabelle 1:  Zusammengefasste Darstellung der Lamin B2 Gene und dem
dazugehdrigen Intron Il verschiedener Spezies
Spezies LMNB2 Lokalisation | Gen-Nachbarschaft des Intron | Codierende
Gen LMNB2 Gens ]! Sequenz im
Intron lll
Tetraodon Vollstandig GerUst 14488 Bisher nicht auszumachen 123 nt 1 ATG, aber
nigroviridis keine
SpleiBdonor-
sequenz
Takifugu Vollstandig Gertist Bisher nicht auszumachen 178 nt 1 ATG, aber
rubripes 6482/7678/3912 keine
SpleiBdonor-
sequenz
Danio rerio | Vollstandig Chromosom 1 -2 Ubiquitin spezifische Protease | 2893 nt | 30 AS, 16 AS,
Gene ID: ; 26 AS, 9 AS,
30196 Gene ID: 562779 48 AS
-1 Syntaxin 16 Isoform b;
Gene ID: 562857
+1 RPL36; Gene ID: 405888
+2 LON Protease; Gene ID:
563257
Xenopus Exons 0-7 Gertst 1800 Bisher nicht auszumachen 770 nt 4 AS, 12 AS,7
tropicalis AS, 26 AS, 28
AS
Gallus Vollstandig Chromosom 28 -2 PSL1; Gene ID: 420056 1883 nt | 21 AS
gallus Gene ID: -1 TMPRSS9; Gene ID: 428320
396222 +1 RPL36; Gene ID: 373936
+2 EAAT4; Gene ID: 420057
Bos taurus Exons 0-8 Chromosom 7 -3 GNG7, Gene ID: 618399 1626 nt | 27 AS, 20 AS,
Gene ID: -2 hypothetisches Protein; 18 AS
516326 Gene ID: 618401
-1 GADD45B; Gene ID: 618405
+1 TIMM13; Gene ID: 516325
+2 TMPRSS9; Gene ID: 518647
Canis Fast Chromosom 20 -2 GNG7; Gene ID: 612139 2292nt | 18 AS, 11 AS,
familiaris vollsténdig -1 GADD45B; Gene ID: 485069 84 AS, 11 AS,
Gene ID: +1 TIMM13; Gene ID: 612151 59 AS, 10 AS,
485070 +2 TMPRSS9; Gene ID: 612155 13 AS, 68 AS,
16 AS, 22 AS,
38 AS, 74 AS
Pan Fast Chromosom 19 -2 TMPRSS9; Gene ID: 468655 3666 nt | 91 AS
trog[odytes vollsténdig -1 TIMM13; Gene ID: 468656 Zu 97%
Gene ID: Sequenz dahinter unvollstandig identisch mit
468657 Hs B3-Kopf
Homo Vollstandig 19p13.3 -2 TMPRSS9; Gene ID: 360200 2990 nt | 91 AS
sapiens Gene ID: -1 TIMM13; Gene ID: 26517
84823 +1 GADD45B; Gene ID: 4616 EST-Klon:
+2 GNG7; Gene ID: 2788 BM563418
DB457056
Rattus Vollstandig 7911 -2 GADD45B; Gene ID: 299626 2182nt | 59 AS
norvegicus Gene ID: -1 GNG7; Gene ID: 58979 EST-Klon:
299625 +1 TIMM13; Gene ID: 252928 CK595079
+2 TMPRSS9; Gene ID: 314636
Mus Vollstandig 10 43.0 cM -2 TMPRSS9; Gene ID: 432478 1633 nt | 84 AS
musculus Gene ID: -1 TIMM13; Gene ID: 30055 EST-Klone:
16907 +1 GADD45B; Gene ID: 17873 BB573072
+2 GNG7; Gene ID: 14708 BB574040
CJ046645

*die Abklrzungen der Gene kdnnen dem Abklirzungsverzeichnis entnommen werden
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2. Generierung Epitop-getagter Lamin B3 Konstrukte

Der Klon BM563418, der die gesamte Sequenz des humanen Lamin B3 umfasst,
wurde von der Firma Invitrogen bezogen. Der Klon befand sich im Vektor
pCMVSport6. Um das humane Lamin B3 in den nachfolgenden Untersuchungen von
seiner somatischen Lamin B2 Variante unterscheiden zu kénnen, wurde eine Flag-
Epitop markierte Variante generiert. Epitop-Tags werden bei den Laminen generell
am N-Terminus eingebaut, da ein Epitop am C-Terminus die Membranassoziation
beeinflussen wirde. Die codierende Region des Lamins B3 wurde durch einen
EcoRI/Notl Doppelverdau aus dem Sport-Vektor ausgeschnitten und in den
EcoRI/Notl geschnittenen pCS Ft-Vektor (Flag) einkloniert. Zur Kontrolle wurde der
pCS Ft-B3-Vektor sequenziert. Die zugehérige Sequenz ist im Anhang zu finden.

Des Weiteren bestand eine Zusammenarbeit mit Dr. Amy Rowats (University of
Southern Denmark) tber die mechanische Veranderung der Kernhille in Abhangig-
keit von der Expression verschiedener Lamine. Fir die Arbeiten im diesen Rahmen
war es notwendig eine Fluorophor-tragende Version des Lamin B3 herzustellen, das
in den Versuchen eine Unterscheidung zu GFP-Lamin A (green fluorescent protein)
zulasst. Da YFP (yellow fluorescent protein) als Fluorophor fiir diese Zwecke
geeignet ist und ein YFP-Vektor zur Verflgung stand, wurde YFP gewahlt. Das YFP-
Insert wurde aus dem YFP-Actin Vektor mit Hilfe spezifischer Primer in einer
Standard-PCR amplifiziert. Das YFP-Insert wurde an den N-Terminus des Ft-B3
einkloniert. Hiermit stand ein doppelt markiertes Lamin B3 zur Verflgung.

Das Verhalten der generierten Konstrukte wurde in Xenopus Oozyten und

Embryonen sowie in verschiedenen Kulturzellen analysiert.

3. Versuche mit Oozyten

Um zu prifen, ob sich das in der Datenbank gefundene Lamin B3 in vivo wie ein
typisches Lamin verhalt, wurden zunachst Versuche mit Xenopus Oozyten
durchgefihrt. Hierbei sollte ebenfalls geklart werden, ob die ektopische Expression
des Lamins B3 einen Einfluss auf die Kernform oder die Struktur der endogenen
Lamina hat. Die Expression von Lamin Ft-B3 in Oozyten erfolgte durch Mikroinjektion
von mMRNA in das Cytoplasma. Es wurden 3,2 ng mRNA (in 32 nl) pro Oozyte

injiziert.
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3.1 Nachweis des Lamins B3 in Oozyten durch Westernblot Analyse

Fur die nachfolgenden Versuche war es wichtig zu untersuchen, ob der Antikérper
L7-8C6, der ein Epitop in der Schwanzdoméane des Xenopus Lamins B2 erkennt, mit
dem humanen Lamin B3 kreuzreagiert. AuBerdem sollte geklart werden, ob Lamin
B2 und B3 in dem von uns verwendeten Gelsystem aufgrund ihres Molekular-

gewichts voneinander zu unterscheiden sind.

A B
11120 (K, C K C,
&? 66 kD - <« B2 >
NI w— e <—— Ft-B3 L e @& <«—— Ft-B3
ﬂg 3

45 kD - | 24h | 481h |

Abb. 6: Immundetektion von Lamin Ft-B3 und B2 in Kernen, Cytoplasmen und gesamten
Oozyten

A: 1) Oozyten nach Injektion von Lamin Ft-B3; 2) Oozyte nach Coinjektion von Lamin B2 und

Ft-B3. Die Immundetektion erfolgte mit dem Lamin B2 spezifischen Antikérper L7-8C6.

B: Nachweis von Ft-B3 in Kernen und Cytoplasmen von Oozyten 24 und 48 h nach der Injektion. Die
Immundetektion erfolgte mit dem Flag-Epitop spezifischen Antikérper M2.

Die mRNA des humanen Lamins Ft-B3 und/oder des Xenopus Lamins B2 wurden in
Oozyten injiziert. 24 h nach der Injektion wurden die Proteine aus einzelnen Oozyten
isoliert, gelelektrophoretisch aufgetrennt und auf PVDF-Membranen Ubertragen. Ein
Ausschnitt eines Westernblots ist in Abbildung 6 A gezeigt. In der ersten Spur ist die
Proteinfraktion einer Lamin Ft-B3 injizierten Oozyte aufgetragen. Es wurde ein Lamin
Ft-B3 spezifisches Signal im Molekulargewichtsbereich von etwa 55 kD detektiert. In
der zweiten Spur wurde die Proteinfraktion einer Lamin B2 und Ft-B3 coinjizierten
Oozyte aufgetragen. Es wurden zwei Signale detektiert: eines ist spezifisch fir das
Xenopus Lamin B2 und liegt im Molekulargewichtsbereich von etwa 66 kD, das
andere, spezifisch fir Lamin B3, liegt im Molekulargewichtsbereich von 55 kD. Die
Ergebnisse belegen eine Kreuzreaktion des Xenopus Lamin B2 spezifischen
Antikdrpers L7-8C6 mit dem humanen Lamin B3. Die beiden SpleiBvarianten sind
aufgrund ihres unterschiedlichen Molekulargewichts deutlich voneinander zu
unterscheiden. Aus der Abbildung 6 A (Spur 1) wird auch deutlich, dass in Xenopus
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Oozyten unter den gegebenen Bedingungen kein endogenes Lamin B2 nachweisbar
ist.

Durch die manuelle Trennung von Kern und Cytoplasma einer Oozyte sollte
untersucht werden, wo das ektopisch exprimierte Lamin B3 lokalisiert ist. Aufgrund
des Vorhandenseins eines NLS sollte Lamin B3 nach seiner Translation im
Cytoplasma in den Kern transportiert werden und dort angereichert werden. Nach 24
bzw. 48 h wurden Kerne und Cytoplasmen der Oozyten manuell getrennt und
aufgearbeitet. Die entsprechenden Proteinfraktionen wurden gelelektrophoretisch
aufgetrennt und auf PVDF-Membranen Ubertragen. Die Detektion im Westernblot
erfolgte mit dem monoklonalen Antikbrper M2, der gegen das Flag-Epitop gerichtet
ist. Ein Ausschnitt des Westernblots, der die Lamin Ft-B3 spezifischen Signale
enthalt, ist in der Abbildung 6 B dargestellt. Nach 24 h ist bereits ein groBer Anteil
des Lamin B3 Proteins im Kern der Oozyten detektierbar. Im dazugehdrigen
Cytoplasma ist ebenfalls ein deutliches, wenn auch schwacheres Lamin Ft-B3 Signal
detektierbar. Nach 48 h ist die Lamin B3 Proteinmenge im Kern noch weiter
angestiegen und im dazugehdérigen Cytoplasma lasst sich nur noch ein schwaches
Signal erkennen. Die Ergebnisse zeigen, dass Lamin B3 in vivo effizient translatiert
und, wie erwartet, nach seiner Translation im Cytoplasma in den Kern transportiert

wird.

3.2 Immunhistologischer Nachweis des Lamins B3 an der Kernhiille von
Oozyten

Die bisherigen Ergebnisse konnten zeigen, dass Lamin B3 nach seiner Translation
im Cytoplasma in den Kern der Oozyte transportiert wird. Mit Hilfe von
Gefrierschnitten sollte die Lokalisation des Lamins B3 im Kern der Oozyten naher
untersucht werden. Aufgrund des Vorhandenseins einer CaaX-Box wird eine
Interaktion mit der inneren Kernmembran erwartet. Des Weiteren sollte sich bei
diesen Versuchen zeigen, ob die ektopische Lamin B3 Expression Einfluss auf die
endogene Laminstruktur nimmt. Oozyten wurden 24 h nach der Injektion fixiert. Nach
der Aufarbeitung wurden die Oozyten eingebettet und am Gefriermikrotom
geschnitten. Es wurden 10 um dicke Gefrierschnitte angefertigt. Nach dem Trocknen
wurden die Schnitte nach Standardprotokoll gefarbt und eingebettet. Die Analyse der

Schnitte erfolgte mit Hilfe eines Fluoreszenzmikroskops.
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Abb. 7: Indirekte Immunfluoreszenz von Gefrierschnitten Lamin Ft-B3 injizierter
Oozyten

Die Schnittdicke betrdgt 10 um. Alle gezeigten Oozyten wurden mit Ft-B3 mRNA injiziert.
A+B: Nachweis des endogenen Lamins LIII mit dem monoklonalen Antikérper L,46F7
C+D: Nachweis des Lamins Ft-B3 mit dem monoklonalen Antikérper M2 (anti Flag)
MapBstab: 50 um.

In Abbildung 7 sind ausschlieBlich Schnitte von Lamin Ft-B3 injizierte Oozyten
gezeigt. In den Aufnahmen A und B wurde das endogene Lamin LIII angefarbt.
Lamin LIl ist ausschlieBlich in der Kernperipherie nachzuweisen. Die Aufnahmen C
und D zeigen das ektopisch exprimierte Lamin Ft-B3. Lamin Ft-B3 ist ebenfalls in der
Kernperipherie lokalisiert. Im Gegensatz zu der Struktur des endogenen Lamin LIII
erscheint die Verteilung des ektopisch exprimierten Lamins B3 diffuser. AuBerdem
sind die Lamin Ft-B3 Strukturen weniger homogen als die des endogenen Lamins
LIIl. Wie in der Detailaufnahme D zu sehen ist, bildet Lamin Ft-B3 kleine
punktférmige Aggregate aus, die fir das endogene Lamin LIII nicht detektiert werden
konnten. Eine Veranderung der endogenen Laminstruktur war nicht festzustellen.
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3.3 Saccharosegradientenzentrifugation

Zur Untersuchung der Membranassoziation des Lamins B3 wurden
Ultrazentrifugationsversuche mit Xenopus Eihomogenaten durchgefiihrt.

Oozyten des Stadiums V und VI wurden mit Lamin Ft-B3 mRNA injiziert. 24 h nach
der Injektion wurden die Oozyten durch Zugabe des Hormons Progesteron zu
befruchtungsfahigen Eiern gereift. Befruchtungsfahige Eier sind in der Metaphase |l
der Meiose arretiert, d. h. die Kernhille ist zusammengebrochen und die Lamine
liegen in depolymerisierter Form vor. Lamine die Uber eine CaaX-Box verfligen,
sollten in dieser Phase mit den Membranen assoziiert bleiben. Durch
Saccharosegradientenzentrifugation kénnen Membranvesikel und Membran-
assoziierte Proteine von léslichen Proteinen oder Proteinaggregaten aufgrund ihrer
geringeren Dichte getrennt werden. Membranvesikel, die mit einer abnehmenden
Konzentration Saccharose Uberschichtet sind, sollten wahrend der Ultrazentrifugation
mit den an ihnen assoziierten Proteinen flottieren und daher nach Beendigung der
Zentrifugation in den oberen Fraktionen eines solchen Gradienten zu finden sein.
Lésliche Proteine hingegen sollten in den Bodenfraktionen verbleiben.

In Abbildung 8 zeigen die oberen beiden Westernblots den Nachweis des ektopisch
exprimierten Lamins Ft-B3. Lamin Ft-B3 ist zwar auch in den beiden Bodenfraktionen
detektierbar, die gréBte Menge wurde aber in den héheren Fraktionen gefunden. In
den beiden Bodenfraktionen und den ersten Membranfraktionen sind zusatzlich noch
Banden mit niedrigem Molekulargewicht detektierbar. Hierbei handelt es sich um
unspezifische Hintergrundsreaktionen, die nach langeren Expositionen der
Westernblots sichtbar werden. Da die meisten Proteine in diesen Eiextrakten I6slich
sind und sich daher nach der Ultrazentrifugation in den Bodenfraktionen befinden,
sind diese Fraktionen stark Uberladen. Die sehr hohe Proteinmenge beglnstigt
unspezifische Hintergrundfarbung.

Als Kontrolle fur die effiziente Trennung von léslichen und membrangebundenen
Proteinen wahrend der Gradientenzentrifugation diente das endogene I6sliche
Protein Nucleoplasmin. Nucleoplasmin ist das haufigste Kernprotein in Xenopus
Oozyten. Es hat in seiner monomeren Form ein Molekulargewicht von 30 kD. Es ist
aber bekannt, dass es in SDS-Gelen ein etwas héheres Molekulargewicht aufweist.
Nucleoplasmin ist auBerdem in der Lage auch unter denaturierenden Bedingungen
stabile Pentamere auszubilden (Burglin et al., 1986; Wedlich und Dreyer, 1988).
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Abb. 8: Immundetektion von Lamin Ft-B3 und Nucleoplasmin in Progesteron gereiften Oozyten
nach Saccharosegradientenzentrifugation

Nach der Zentrifugation erfolgte die Fraktionierung des Gradienten. Bei der Fraktion 1 handelt es sich
um die oberste Membranfraktion. Zusammen mit den Fraktionen 2-11 bilden sie die Membran-
fraktionen, in denen membranassoziierte Proteine zu finden sind. Die Fraktionen 12 und 13 bilden die
Bodenfraktionen, in denen lIbésliche Proteine zu finden sind. Oben: Nachweis des ektopisch
exprimierten Lamins Ft-B3 mit Hilfe des Flag spezifischen Antikérpers M2. Unten: Nachweis des
léslichen Nucleoplasmin durch eine zweite nachfolgende Immunreaktion mit Hilfe des Antikérpers
B7-1A9. Als Sekunddrantikérper diente der POD gekopplte anti-Maus Antikdrper aus der Ziege.

In dem in Abbildung 8 gewahlten Gelsystem Iauft Nucleoplasmin in seiner
monomeren Form entsprechend dem Molekulargewicht von etwa 35 kD. Die
Nucleoplasmin spezifischen Signale sind fast ausschlieBlich in den beiden
Bodenfraktionen zu detektieren. Ein schwaches Signal ist auch noch in der Fraktion
11, der Ubergangsfraktion, zu finden. In den beiden Bodenfraktionen sind auch noch
Signale im héheren Molekulargewichtsbereich detektierbar. Hierbei handelt es sich
vermutlich um Pentamere des Nucleoplasmins, die nicht vollstandig denaturiert
wurden. Aus dem Ergebnis der Saccharosegradientenzentrifugation wird deutlich,
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dass es sich bei Lamin B3 um ein Protein handelt, das wahrend des Kernh’llen-

zusammenbruchs mit Membranen assoziiert bleibt.

3.4 Hochsalzextraktion

Ein typisches Lamin sollte nach Behandlung mit nicht-ionischen Detergenzien oder
hohen Salzkonzentrationen weiterhin supramolekulare Strukturen bilden (Ubersicht in
Krohne und Benavente, 1986). Im Anschluss an eine typische Hochsalzbehandlung
sollte ein Lamin daher nach der Zentrifugation in der Sedimentfraktion zu finden sein.
Es wurden 20 Kerne Lamin Ft-B3 injizierter Oozyten manuell isoliert und einer
Hochsalzbehandlung unterzogen. Die erhaltenen Uberstand- und Sedimentfraktionen
wurden zur Analyse gelelektrophoretisch aufgetrennt (Abb. 9). Die Immundetektion
im Westernblot erfolgte mit dem gegen das Flag-Epitop gerichteten Antikérper M2. In
der Uberstandsfraktion ist kein Lamin Ft-B3 spezifisches Signal nachzuweisen. Die
Sedimentfraktion weist dagegen ein Lamin Ft-B3 spezifisches Signal im
Molekulargewichtsbereich von etwa 55 kD auf.

Abb. 9: Immundetektion von Lamin Ft-B3 in Kernen von Oozyten 0.s
nach Hochsalzextraktion P=r=it
20 Lamin Ft-B3 injizierte Kerne wurden einer Hochsalzextraktion
unterzogen. Die aufgearbeiteten Fraktionen des Uberstands (U) und des 66 KD =
Sediments (S) wurden  gelelekirophoretisch  aufgetrennt.  Die
Immundetektion erfolgte mit dem Flag-Epitop spezifischen Antikdrper M2.

Als Sekundarantikdrper diente ein POD-gekoppelter anti-Maus Antikdrper

aus der Ziege.

97 KD

Dieses Ergebnis zeigt eine Lamin-typische Eigenschaft fir das Lamin Ft-B3 Protein.
Die supramolekularen Strukturen des Lamin Ft-B3 sind auch nach einer
Hochsalzbehandlung noch stabil und Lamin B3 ist in der Sedimentfraktion zu finden.

4. Versuche mit Embryonen

Xenopus Embryonen eignen sich hervorragend fir die Expressionsanalyse der
Lamine. Die Entwicklung der Xenopus Embryonen verlauft in den frihen Stadien
sehr schnell und eine Teilung der Zellen erfolgt bis zum Stadium 8 in kurzen Zyklen
von etwa 25 Minuten Dauer. Ein Effekt der Lamin B3 Expression auf die Kernstruktur
sollte sich hier leichter nachweisen lassen als in Oozyten, deren Kerne mit einem
Durchmesser von bis zu 600 um sehr groB3 sind. Da die verwendeten Oozyten in der
Prophase der ersten meiotischen Reifeteilung arretiert sind, sind ihre Kerne

auBerdem relativ inert gegen Veranderungen (Baulieu et al., 1978).
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4.1 Expression von Lamin B3 in Xenopus Embryonen

Die Expression von Lamin Ft-B3 in Xenopus Embryonen erfolgte durch die Injektion
von synthetischer mRNA im 1-Zellstadium. Es wurden 0,82 ng mRNA (in 8,2 nl) pro
Embryo injiziert. Zur weiteren Entwicklung wurden die Embryonen bei RT inkubiert.
Die Einteilung der Stadien entsprach der von Nieuwkoop und Faber (1967). Hatten
die Embryonen die bestimmten Entwicklungsstadien erreicht, wurden sie in flissigem
Stickstoff schockgefroren oder fur die Immunhistologie fixiert.

Stadium 10 1/2 Stadium 11

Abb. 10: Hellfeldaufnahmen Lamin Ft-B3 injizierter Xenopus Embryonen

Bei den beiden Abbildungen handelt es sich um Hellfeldaufnahmen von Lamin Ft-B3 injizierten
Embryonen in Stadium 10,5 (links) und Stadium 11 (rechts). Wéhrend die Embryonen in Stadium 10,5
erst wenige Pigmentstdrungen zeigen, sind diese in Stadium 11 bereits sehr stark ausgeprdgt und
eine weitere Entwicklung der Embryonen war nicht mehr auszumachen.

Lamin Ft-B3 injizierte Embryonen entwickelten sich zunachst normal. Die
Zellteilungen erfolgten alle 20-30 Minuten und verliefen in etwa synchron mit den
Teilungen der nicht oder mit H>O injizierten Kontrollembryonen. Ab dem Stadium
10,5 konnten weiBliche Verfarbungen der Embryonen beobachtet werden, die sich
mit fortschreitender Entwicklung schnell ausbreiteten und in Stadium 11 bereits den
ganzen Embryo einnahmen (Abb. 10). Die Bildung des Urmunds der Embryonen
hatte bei Einsetzen der Verfarbung bereits begonnen. Allerdings wurden die
Gastrulationsbewegungen nicht vollendet, da die Embryonen vorher abstarben. Eine
CD mit einer Filmsequenz, die die Entwicklung der Lamin Ft-B3 injizierten
Embryonen im Stadium 10,5 bis 11 wiedergibt, ist der letzten Seite dieser Arbeit
beigeflgt.

In Abbildung 11 ist die Entwicklung Lamin Ft-B3 injizierter Embryonen im Vergleich
zu HxO injizierten Kontrollembryonen grafisch dargestellt. Die Anzahl der
Uberlebenden Lamin Ft-B3 injizierten Embryonen ist bis Stadium 10,5 konstant und
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nimmt dann drastisch ab. Die Embryonen wurden als tot klassifiziert, wenn sich
mindestens 50% ihrer Oberflache weiBlich verfarbt hatte. Die meisten der Lamin Ft-
B3 injizierten Embryonen sterben zwischen Stadium 10,5 und 11. Nach Stadium 11
waren alle Lamin Ft-B3 injizierten Embryonen tot. Im Gegensatz dazu durchliefen
nahezu alle Kontrollembryonen eine normale Gastrulation und zeigten keine Defekte.
Um zu untersuchen, ob der dominant negative Effekt durch das Lamin B3 oder durch
das Flag-Epitop verursacht wird, wurde dieser Versuch mit einem Lamin B3 ohne
Flag-Epitop wiederholt (Daten nicht gezeigt). Auch in dieser Injektionsserie
entwickelten sich die Embryonen zunachst normal und starben wiederum kurz nach
dem Eintritt in die Gastrulation im Stadium 10,5-11. Diese Ergebnisse zeigen, dass
die gestérte Entwicklung der Xenopus Embryonen auf die ektopische Expression des
Lamins B3 zurlickzuflhren ist und nicht durch die Flag-Markierung bedingt ist.

Abb. 11: Grafische Darstellung der ~ \__
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4.2 Nachweis von Lamin B3 in Embryonen durch Westernblot Analyse

Die Expression von Lamin Ft-B3 in Xenopus Embryonen wurde durch eine
Westernblot Analyse kontrolliert.

Lamin Ft-B3 injizierte Embryonen der Stadien 3-10,5 wurden in flissigem Stickstoff
schockgefroren. Zusatzlich wurde ein toter Embryo 24 h nach der Injektion
schockgefroren. Die Proteine wurden isoliert und in einem 10%igen Polyacrylamid-
gel aufgetrennt und auf PVDF-Membranen Ubertragen. Im Westernblot wurde
zunachst das endogene Lamin LIII nachgewiesen. Die Immundetektion erfolgte mit

dem monoklonalen Antikérper Lo46F7, der gegen Lamin LIl gerichtet ist (Benavente
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et al., 1985). Wie Abbildung 12 A zeigt ist das endogene LIl Protein in allen
untersuchten Stadien der embryonalen Entwicklung detektierbar. Die Lamin LIl
spezifischen Signale befinden sich in einer Position entsprechend einem
Molekulargewicht von 66 kD. Nach Stadium 8, dem Zeitpunkt der MBT kann ein
Anstieg der LIl Menge beobachtet werden. Dieser Anstieg ist in der Literatur
beschrieben und weist darauf hin, dass die Entwicklung der Embryonen bis zu
diesem Stadium normal verlduft (Stick und Hausen, 1985). Nach 24 Stunden kann

nur noch ein schwaches LIII spezifisches Signal detektiert werden.
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Abb. 12: Immundetektion von Lamin Ft-B3 und LIl in Lamin Ft-B3 injizierten Embryonen
verschiedener Stadien

A: Nachweis des endogenen Lamins LIl mit Hilfe des monoklonalen Antikérpers Ly,46F7.

B: Nachweis des ektopisch exprimierten Lamins Ft-B3 mit Hilfe des monoklonalen Antikérpers M2 (a-
Flag).

Aufgrund der schwécheren Reaktivitdt des Lamin LIl spezifischen Antikérpers, wurde dieser im ersten
Immunnachweis eingesetzt. Im zweiten Nachweis erfolgte im die Immundetektion des ektopisch
exprimierten Lamin Ft-B3. Die Einteilung der Stadien erfolgte nach Nieuwkoop und Faber (1967).

Im zweiten Nachweis erfolgte die Immundetektion des ektopisch exprimierten Lamins
Ft-B3. Es wurde der Flag-Epitop spezifische Antikérper M2 verwendet. Die Signale
sind spezifisch fir das Lamin Ft-B3. Es lauft entsprechend einem Molekulargewicht
von 55 kD. Bereits in Stadium 3 kann ein schwaches Lamin Ft-B3 spezifisches Signal
detektiert werden. Die Menge des Ft-B3 nimmt im Laufe der embryonalen
Entwicklung standig zu und erreicht ihr Maximum in Stadium 9. In den darauf
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folgenden Stadien geht die Menge des Ft-B3 zurlick. 24 h nach der Injektion ist kein
Lamin Ft-B3 mehr nachweisbar. Bei den Signalen im Molekulargewichtsbereich von
66 kD in den Stadien 9-10,5 handelt es sich um das endogene LIll. Da die Antikorper
des ersten Nachweises nicht entfernt wurden und diese Stadien im ersten Nachweis
die starksten Signale aufweisen, kdnnen diese auch im zweiten Nachweis weiterhin

detektiert werden.

4.3 Histologie Lamin B3 injizierter Embryonen

Zur weiteren Analyse wurden die Lamin Ft-B3 injizierten Embryonen
immunhistologisch untersucht. Friihere Studien zeigten, dass die Expression des
murinen Lamins B3 in somatischen Kulturzellen zu einer Veranderung der Kernform
fihrt (Furukawa und Hotta, 1993).

Um eine gute Strukturerhaltung zu gewéhrleisten, wurden die Embryonen in
Methacrylatharz eingebettet. Es wurden Schnitte mit einer Schichtdicke von 2 um
angefertigt. Die Einbettung in Kunststoff erlaubte allerdings keine Antikdrperfarbung,
so dass das ektopisch exprimierte Lamin Ft-B3 in diesen Praparaten nicht
nachgewiesen werden konnte. Die DNA der Zellkerne wurde durch DAPI-Farbung
sichtbar gemacht.

In Abbildung 13 sind Kerne von nicht injizierten Kontroll- (A und B) und Lamin Ft-B3
injizierten Embryonen (C-E) im Stadium 10 gezeigt. Zum Zeitpunkt, zu dem die
Embryonen fixiert wurden, wiesen sie noch keine auBerlichen Veranderungen auf.
Die Kerne der Kontrollembryonen weisen eine normale, ovale Form auf. Die Kerne
der Lamin Ft-B3 injizierten Embryonen hingegen sind verformt. Sie unterscheiden
sich in ihrer Morphologie eindeutig von den Kernen der Kontrollembryonen. Anders
als far das murine Lamin B3 in der Literatur beschrieben, ist die Verformung der
Kerne nicht hakenférmig, sondern die Kerne weisen zahlreiche Lobulierungen und
Einstllpungen auf. Die Einstllpungen und Lobulierungen sind in der Detailaufnahme
in der Abbildung 13 E besonders gut zu erkennen.

4.4 Coinjektion von Lamin B3 und Bcl-2 in Xenopus Embryonen

Der Zeitpunkt, an dem Apoptose wahrend der Entwicklung von Xenopus erstmalig
auftritt, ist strikt reguliert. In der Normalentwicklung von Xenopus treten die ersten
apoptotischen Zellen im Stadium 10,5, kurz nach dem Beginn der Gastrulation, auf.
Verschiedene Zellgifte wie Cycloheximid oder a-Amanitin I6sen in Embryonen
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Apoptose aus. Diese tritt erst mit dem Beginn der Gastrulation ein, auch wenn die
Gifte schon sehr frih in der Entwicklung ihre Wirkung entfaltet haben (Sible et al.,
1997; Hensey und Gautier, 1997).

Abb. 13: Fluoreszenzmikroskopische-
aufnahmen von Mikrotomschnitten von
Xenopus Embryonen

Die DNA aller gezeigten Schnitte wurde mit
DAPI geférbt. Die Schichtdicke betrdgt 2 um.

A und B: nicht injizierter Embryo St. 10

C und D: Ft-B3 injizierter Embryo St. 10

E: Detailaufnahme eines Kerns eines Lamin Ft-
B3 injizierten Embryos (St.10).

MaBstab: 25 um

Mit dem Beginn der Gastrulation in Stadium 10,5 treten auch in den Lamin Ft-B3
injizierten Embryonen die ersten Pigmentstérungen auf. Es kann daher vermutet
werden, dass die Expression von Lamin B3 Apoptose auslést. In der Literatur wurde
beschrieben, dass die ektopische Expression von Bcl-2 in Xenopus Embryonen die
Apoptose verzdgert. In Anwesenheit von Bcl-2 treten die ersten apoptotischen Zellen
dann signifikant spater, im Stadium 12 auf (Hensey und Gautier, 1997).
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Sollte es sich beim Tod der Lamin Ft-B3 injizierten Embryonen um Apoptose
handeln, sollte dieser durch Coinjektion von Bcl-2 bis zum Stadium 12 verzégert
werden. Nach der in vitro Fertilisation wurden Embryonen der gleichen Ablage zum
einen mit Lamin Ft-B3 mRNA allein und zum anderen mit Lamin Ft-B3 und Bcl-2
mRNA coinjiziert. Eine Grafik der embryonalen Entwicklung der coinjizierten
Embryonen ist in der Abbildung 14 A im Vergleich zu der Lamin Ft-B3 injizierter
Embryonen dargestellt. Wahrend alle Lamin Ft-B3 injizierten Embryonen zwischen
Stadium 10,5 und 11 gestorben waren, starben die meisten der mit Lamin Ft-B3 und

Bcl-2 coinjizierten Embryonen erst im Stadium 12.
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Abb. 14: Coinjektion von Lamin Ft-B3 und Bcl-2 in Xenopus Embryonen

A: Grafische Darstellung der Entwicklung von Xenopus Embryonen

Auf der X-Achse sind die Entwicklungsstadien nach Nieuwkoop und Faber (1967) eingetragen, auf der
Y-Achse die Anzahl der zum jeweiligen Zeitpunkt noch lebenden Embryonen.

B: Immundetektion von Lamin Ft-B3 in Lamin Ft-B3 und Bcl-2 coinjizierten Embryonen
Westernblot der Stadien 10, 10 1/4, 10,5 und 12. Die Immundetektion erfolgte mit dem Flag-Epitop
spezifischen Antikérper M2.

Auch bei den mit Bcl-2 coinjizierten Embryonen wurde die ektopische Expression des
Lamin Ft-B3 im Westernblot analysiert (Abb. 14 B). Der abgebildete Westernblot
zeigt nur die Gastrulationsstadien. In den mit Bcl-2 coinjizierten Embryonen kann das
Lamin Ft-B3 bis zum Stadium 12 nachgewiesen werden. Eine Verringerung der
Lamin Ft-B3 Proteinmenge ab Stadium 9, wie sie bei den mit Ft-B3 injizierten
Embryonen beobachtet wurde, konnte bei den mit Bcl-2 coinjizierten Embryonen

nicht beobachtet werden.



B Ergebnisse 33

Die Beobachtung, dass das durch Lamin Ft-B3 bedingte Absterben der Embryonen
durch die Co-Expression von Bcl-2 bis zum Stadium 12 verzégert werden kann, lasst
den Schluss zu, dass Lamin Ft-B3 in Embryonen Apoptose auslést.

4.5 Nachweis der Apoptose in Lamin B3 injizierten Embryonen durch
TUNEL-Farbung

Eine Méglichkeit die Apoptose auf zellularer Ebene nachzuweisen stellt die TUNEL-
Farbung dar (TUNEL = terminal desoxynucleotidyl transferase-mediated dUTP nick-
end labeling). Hierbei handelt es sich um eine histologische Farbungsmethode, bei
der die bei der Apoptose entstandenen Enden der DNA durch das Enzym terminale
Nucleotidyltransferase mit markierten Nukleotiden versehen werden. Der Nachweis
der eingebauten Digoxigenin-markierten Desoxyuridylnukleotide erfolgte mit einem
mit alkalischer Phosphatase gekoppelten Antikdrper, der gegen Digoxigenin gerichtet
ist. Apoptose-positive Zellen kdnnen anhand einer blaulichen Farbung innerhalb des
Kerns identifiziert werden. Als Positivkontrolle dienten Embryonen, die im Stadium
6,5 fir 15 min mit 100 pg/ml Cycloheximid behandelt wurden. Aus friiheren Studien
ist bekannt, dass die Behandlung der Embryonen mit Cycloheximid Apoptose in
Stadium 10,5 induziert (Sible et al., 1997).

In Abbildung 15 A ist ein TUNEL-positiver Zellkern eines Cycloheximid behandelten
Embryos im Stadium 10,5 gezeigt. Das in einer Region des Zellkerns akkumulierte
Chromatin ist dunkel angefarbt. Die gleichen punktférmigen Anfarbungen kdnnen
auch in Kernen Lamin Ft-B3 injizierter Embryonen im Stadium 10,5 beobachtet
werden (15 C und D). Bei der Aufnahme 15 B handelt es sich um einen Lamin Ft-B3
injizierten Embryo im Stadium 10, der fixiert wurde, als die Apoptose noch nicht
eingetreten war. Die Zellkerne dieses Embryos weisen keine TUNEL-Farbung auf.
Die TUNEL-Farbung der Lamin Ft-B3 injizierten Embryonen entspricht der Farbung
der mit Cycloheximid behandelten Kontrollembryonen. Auch die Beobachtung, dass
die TUNEL-Reaktion bei Lamin-B3 injizierten Embryonen im Stadium 10 negativ ist,

lasst eindeutig auf Apoptose als Ursache fur den Tod der Embryonen schlieBen.
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A

Abb. 15: Hellfeldaufnahmen von Mikrotomschnitten TUNEL-gefarbter Xenopus Embryonen

Die Schichtdicke betrdgt 2 um. Alle gezeigten Embryonen wurden einer Whole Mount TUNEL-
Férbung unterzogen.

A: Cycloheximid behandelter nicht injizierter Embryo Stadium 10,5

B: Ft-B3 injizierter Embryo Stadium 10, die Pfeile weisen auf Zellkerne

C und D: Ft-B3 injizierte Embryonen Stadium 10,5-11 (apoptotisch);

MaBstab: 25 um

4.6 Untersuchungen zur zygotischen Transkription zum Zeitpunkt der MBT
in Lamin B3 injizierten Xenopus Embryonen

Frihere Studien zeigten, dass die Apoptose in Stadium 10,5 mit Hilfe von Zellgiften
ausgeldst werden kann. Die Induktion der Apoptose durch Cycloheximid kann auf die
indirekte Inhibierung der zygotischen Transkription zum Zeitpunkt der MBT
zurtickgefuhrt werden (Sible et al., 1997). Von den Laminen ist bekannt, dass sie mit
einer Vielzahl von Transkriptionsfaktoren und auch mit der RNA-Polymerase Il selbst
interagieren kdnnen (Spann et al, 2002; Ubersicht in Mattout-Drubezki und
Gruenbaum, 2003). Daher wurde das Einsetzen der zygotischen Transkription zum
Zeitpunkt der MBT untersucht. Hierzu wurde die RNA aus Lamin Ft-B3 injizierten
Embryonen isoliert, in cDNA umgeschrieben und anschlieBend als Matrize in eine
PCR eingesetzt. Als Nachweis fir die Transkription wurde das GS-17 Transkript
(Gastrula spezifisches Transkript) gewahlt. GS-17 ist im frithen Embryo nicht
vorhanden. Seine Transkription wird zur MBT aktiviert (Krieg und Melton, 1985). In
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der Abbildung 16 sind die PCR Produkte Lamin Ft-B3 injizierter Embryonen der
Stadien 5-10 (1-6) und einer Wasserkontrolle (K) nach der Auftrennung in einem
1%igen Agarosegel gezeigt. Wie erwartet ist bei der Wasserkontrolle kein PCR
Produkt zu detektieren. In den Stadien 5-10 Iasst sich das GS-17 PCR Produkt mit
der erwarteten GréBe von 297 nt nachweisen. Ab Stadium 8 ist ein Anstieg der
Menge des PCR-Produkts zu beobachten. Da alle Proben gleich aufgearbeitet
wurden und fir die PCR-Reaktionen immer die gleiche cDNA-Menge eingesetzt
wurde, ist der Anstieg auf die zygotische Transkription zum Zeitpunkt der MBT
zurlckzufuhren. Eine Amplifikation genomischer DNA kann ausgeschlossen werden,
da einer der Primer so gewé&hlt wurde, dass der Bindungsbereich im Ubergangs-
bereich von zwei Exons liegt.

Die zygotische Transkription zum Zeitpunkt der MBT st also durch die ektopische
Expression des Lamins Ft-B3 nicht inhibiert. Die Induktion der Apoptose kann
demnach nicht auf die Inhibierung der zygotischen Transkription zurlckgefuhrt

werden.

3054 bp

2036 bp
1636 bp

1018 bp

GS-17 PCR-Produkt —>

5. Untersuchungen an Kulturzellen

Abb. 16: Gelelektrophoretische Auf-
trennung von GS-17 spezifischen
PCR-Produkten von Lamin Ft-B3
injizierten Embryonen

Die RNA wurde aus Ft-B3 injizierten
Xenopus Embryonen isoliert und in
cDNA umgeschrieben. Jeweils 2 ug
cDNA wurden in eine Standard PCR-
Reaktion mit GS-17 spezifischen
Primern eingesetzt.

M: Marker, 1 kb-Leiter

St. 5-10: PCR-Produkte Lamin Ft-B3
injizierter Embryonen der Stadien 5-10
K: Kontrolle

In frGheren Transfektionsexperimenten wurde gezeigt, dass die Expression von
murinem Lamin B3 in somatischen Zellen zu einer dramatischen Veranderung der
Kernmorphologie fuhrt (Furukawa und Hotta, 1993). Es wurde vermutet, dass die N-
terminale Lamin B3 spezifische Kopfdoméne fir die Veranderung der Kernform
verantwortlich ist. Von einer anderen Arbeitsgruppe konnte jedoch kirzlich gezeigt
werden, dass nicht die Lamin B3 spezifische Kopfdoméane, sondern das Fehlen der
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Coils 1A und B fiur die Deformation der Zellkerne verantwortlich ist (Schutz et al.,
2005a).

Um zu prifen, ob die ektopische Expression des humanen Lamins B3 ebenfalls eine
Veranderung der Kernform in somatischen Kulturzellen herbeifihren kann, wurden
Transfektionsexperimente durchgefihrt. Als Kontrollen dienten verschiedene Wildtyp
und Flag-Epitop markierte Lamine. Fir die Transfektionen wurden Hela-, COS 7- und
Xenopus A6-Zellen verwendet. Fir den Immunfluoreszenznachweis wurden die
Zellen 24 h nach der Transfektion fixiert und anschlieBend mit den entsprechenden
monoklonalen Antikérpern inkubiert. Als zweiter Antikérper diente in diesen
Versuchen ein Cy-3 gekoppelter anti-Maus Antikérper aus der Ziege, der einen
Nachweis mit Hilfe der Fluoreszenzmikroskopie erlaubt. Die DNA der Zellkerne
wurde durch eine DAPI-Farbung sichtbar gemacht.

5.1 Indirekte Inmunfluoreszenz von COS 7-Zellen

Bei COS 7-Zellen handelt es sich um eine Karzinom-Zelllinie des Nierenepithels
einer afrikanischen Meerkatze (Labow und Berns, 1988). Die Zellen wurden transient
mit verschiedenen Lamin Konstrukten transfiziert (Abb. 17). In den Aufnahmen 17 A
und A" handelt es sich um nicht transfizierte Zellen, in denen das endogene Lamin
B2 mit Hilfe des Antikérpers L7-8C6 angefarbt wurde. Die nicht transfizierten Kerne
weisen eine ovale Form mit einer glatten Oberflache auf. Das endogene Lamin B2 ist
gréBtenteils in der Kernperipherie, aber auch schwach im Nukleoplasma detektierbar.
Die Kernperipherie weist eine Lamin-typische ,Rim“Farbung auf. Innerhalb des
Nukleoplasmas ist das Lamin B2 homogen verteilt. Es kénnen auch intranukleare
Strukturen beobachtet werden. Da es sich bei den gezeigten Aufnahmen um ganze
Zellen handelt und keine konfokale Mikroskopie verwendet wurde, kénnte es sich bei
dem ,nukleoplasmatischen” Anteil des Lamins B2 auch um Protein handeln, dass an
der (oberen bzw. unteren) Kernperipherie lokalisiert ist.

Die Aufnahmen 17 B und B” zeigen Lamin Ft-B3 transient transfizierte Zellen. Lamin
Ft-B3 ist ausschlieBlich im Kern nachweisbar. Die Kerne der transfizierten Zellen
weisen eine starke Veranderung ihrer Form auf. Die Kerne besitzen zahlreiche
Lobulierungen und Einstllpungen. Die Kerne sind gekrimmt und verlangert und
anhand ihrer Form sind sie deutlich von den ovalen nicht transfizierten Zellkernen zu

unterscheiden.
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DAP Cy-3

Abb. 17: Indirekte Immunfluoreszenz von COS-7 Zellen

A/A’: nicht transfizierte Zellen (anti-B2)

B/B’: Lamin Ft-B3 transfizierte Zellen

C/C’: Lamin B2 transfizierte Zellen

D/D’: Lamin B2 transfizierte Zelle bei hoher VergréBerung

A-D: Zellkerne mit DAPI gefarbt; A, C’, D’: monoklonaler Antikérper L7-8C6 (anti-B2/B3), B’:
monoklonaler Antikérper M2 (anti-Flag);, MaBstab 25 um
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Nur ein kleiner Teil des Lamins Ft-B3 ist in der Kernperipherie zu finden. Ft-B3
scheint Uberwiegend im Nukleoplasma lokalisiert zu sein, wo es sehr heterogen
verteilt ist. Wie bereits weiter oben erwahnt kénnte es sich hierbei auch um Lamin B3
handeln, dass an der Kernmembran lokalisiert ist. Es sind viele intranukleé&re
Strukturen zu beobachten, die zum Teil auf die ektopische Uberexpression des
Lamin Ft-B3 zurickzufiihren sind.

Die Aufnahmen 17 C/C” und D/D” zeigen Zellen, die mit humanem Lamin B2
transfiziert wurden. Der Nachweis erfolgte mit dem monoklonalen Antikérper L7-8C6,
der sowohl das endogene Lamin B2, als auch das transfizierte Lamin B2 des
Menschen erkennt. Unter dem Mikroskop lassen sich die transfizierten Zellen anhand
ihrer starkeren Fluoreszenz leicht erkennen. Da dies im Druck nicht immer eindeutig
ist, sind die transfizierten Zellen mit Pfeilen markiert (17 C’). Die Zellkerne, die das
humane Lamin B2 exprimieren, weisen kaum eine Veranderung der Kernform auf. In
der Abbildung 17 D/D" ist einer der am starksten verformten Zellkerne bei hoher
VergréBerung gezeigt. Wie die Aufnahme zeigt, handelt es sich lediglich um eine
leichte Verformung des Zellkerns, die deutlich von den Einstilpungen und

Lobulierungen der Lamin B3 transfizierten Zellkerne zu unterscheiden ist.

5.2 Indirekte Inmunfluoreszenz von A6-Zellen

Bei A6-Zellen handelt es sich um Epithelzellen der Niere des stdafrikanischen
Krallenfrosches Xenopus laevis (Handler et al., 1981). Die Transfektion der A6-Zellen
erfolgte mit Plasmiden, die die offenen Leseraster fir das einfach markierte Lamin Ft-
B3 und das doppelt markierte Lamin Ft-YFP-B3 enthalten. Die doppelt markierte
Lamin B3 Variante ermdglichte den Nachweis mit Hilfe des Antikérper L7-8C6, der
sowohl das endogene Lamin B2, als auch das ektopisch exprimierte Lamin B3
erkennt. Durch die zusatzliche Fluoreszenz des YFP konnten in diesem Fall die
transfizierten Zellen von den nicht transfizierten eindeutig unterschieden werden.
Auch der monoklonale Antikdrper M2 wirde eine Detektion der transfizierten Zellen
aufgrund des Flag-Epitops zulassen. Es ware aber nicht méglich, im gleichen Schnitt
das endogene Lamin B2 nachzuweisen. Da A6-Zellen sehr klein und zudem stark
abgerundet sind, lassen sich die Zellkerne in der Immunfluoreszenz nur schwer

darstellen.
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DAP Cy-3

Abb. 18: Indirekte Immunfluoreszenz von A6-Zellen

A/A" und B/B’: Lamin Ft-B3 transfizierte Zellen

C/C’: Lamin Ft-YFP-B3 transfizierte Zellen

D/D’: Lamin Ft-YFP-B3 transfizierte Zelle in Mitose (Telophase)

A-D: Zellkerne mit DAPI gefarbt; A, B” und D’: monoklonaler Antikérper M2 (anti-Flag), C':
monoklonaler Antikérper L7-8C6 (anti-B2/B3). MaBstab: 25 um.
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YFP Cy-3

Abb. 18.1: Indirekte Immunfluoreszenz von A6-Zellen

A/A’: Lamin Ft-YFP-B3 transfizierte Zellen

A: YFP-Fluoreszenz

A’: Nachweis mit dem monoklonalen Antikérper L7-8C6 (anti-Lamin-B2/B3).
MaBstab: 25 um

Die Aufnahmen A/A” und B/B” der Abbildung 18 zeigen Kerne von Zellen, die mit
humanem Lamin Ft-B3 transfiziert wurden. Auch in A6-Zellen induziert die ektopische
Expression des Lamin Ft-B3 die Verformung der Zellkerne. In der Aufnahme 18 A/A’
sind zwei leicht verformte Kerne Lamin Ft-B3 transfizierter Zellen abgebildet. Die
Kerne der transfizierten Zellen in 18 B/B” weisen eine starkere Verformung auf. In
einem der beiden Kerne weist das Lamin Ft-B3 Protein eine Rim-Farbung auf. Bei
dem anderen transfizierten Kern scheint der gréBte Teil des Lamins Ft-B3 im
Nukleoplasma organisiert zu sein.

Die Aufnahmen18 C/C” und D/D” zeigen Zellen, die mit dem Laminkonstrukt Ft-YFP-
B3 transfiziert wurden. In 18 C” erfolgte der Nachweis mittels des monoklonalen
Antikérpers L7-8C6, der sowohl das endogene Lamin B2, als auch das ektopisch
exprimierte Lamin B3 erkennt. Mit Hilfe der Fluoreszenz des YFP wurden die zwei
verformten Kerne in der Mitte eindeutig als Kerne transfizierter Zellen identifiziert
(Abb. 18.1). Gegenilber den nicht transfizierten Zellen weisen die transfizierten
Zellen mit dem Antikdrper L7-8C6 eine starkere Fluoreszenz auf (Abb. 18 C/18.1
A’). Dies zeigt, dass das Lamin Ft-YFP-B3 in den A6-Zellen stark exprimiert wird.
Eine Lamin typische Rim-Farbung ist in fast allen Zellkernen auszumachen. Sie ist in
den beiden Kernen der transfizierten Zellen allerdings sehr viel ausgepragter. Lamin
B2 und Lamin B3 kénnen in den transfizierten und nicht transfizierten Zellen im
Nukleoplasma nachgewiesen werden. In den Kernen beider Zellen kdnnen
intranukledre  Strukturen detektiet werden. Diese Beobachtung kdnnte
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méglicherweise wieder auf die ektopische Uberexpression des Lamin B3 und auf die
zahlreichen Einstilpungen der Kernhille zurtickzufihren sein. Abbildung 18 D’/D
zeigt eine Lamin Ft-YFP-B3 transfizierte Zelle in der Telophase der Mitose. Wahrend
der Telophase ist nur ein kleiner Teil des Lamin Ft-YFP-B3 Proteins noch im
Cytoplasmas verteilt. Der GroBteil des Proteins ist bereits wieder mit dem Chromatin,
bzw. der Kernhille assoziiert.

5.3 Indirekte Inmunfluoreszenz von Hela-Zellen

Bei Hela-Zellen handelt es sich um eine epithelartige Zelllinie, die in den 50er Jahren
des zwanzigsten Jahrhunderts aus dem Zervix-Karzinom einer Patientin isoliert
wurde. Hela-Zellen sind die ersten menschlichen Zellen, von denen eine permanente
Zelllinie etabliert wurde (Scherer et al., 1953). Verschiedene Lamine wurden fir die
Transfektion von Hela-Zellen eingesetzt. In den Aufnahmen A" und B” der Abbildung.
19 handelt es sich um den Nachweis des humanen Lamin Ft-B3 Proteins mit Hilfe
des Flag-Epitop spezifischen Antikérpers M2. Abbildung 19 A" zeigt eine Lamin Ft-B3
transfizierte Zelle in der Telophase der Mitose. Das Lamin Ft-B3 Protein ist wahrend
der Telophase bereits wieder mit den Chromosomen, bzw. der Kernhllle assoziiert.
Abbildung 19 B” zeigt eine Detailaufnahme eines Kerns einer Lamin Ft-B3
transfizierten Zelle. Die Oberflache des Kerns ist durch zahlreiche Lobulierungen und
Einstllpungen stark vergrdBert. Eine fir Lamine typische Rim-Farbung kann nicht
beobachtet werden. Das Protein ist nur zum Teil in der Kernperipherie lokalisiert.
Lamin Ft-B3 befindet sich im gesamten Nukleoplasma des Kerns und es kénnen
viele intranukleare Strukturen und Aggregate ausgemacht werden. Als Kontrolle
wurde die Expression von humanem Lamin B2 und Xenopus Lamin Ft-B2 in Hela-
Zellen analysiert (19 C/C” und D/D’). Da das endogene Lamin B2 in Hela-Zellen nicht
sehr stark exprimiert wird, lie3 sich das ektopisch exprimierte humane Lamin B2 mit
dem Antikérper L7-8C6 nachweisen. Der Antikdrper erkennt zwar sowohl das
endogene, als auch das ektopisch exprimierte Lamin B2, aber aufgrund der
starkeren Expression lassen sich die transfizierten Zellen leicht identifizieren.
Zellkerne, die mit humanen Lamin B2 transfiziert wurden, weisen im Vergleich zu den
nicht transfizierten Zellen (19 C), keine wesentlichen Veranderungen ihrer Form auf
(19 C’). Es kénnen einige kleine Lobulierungen gefunden werden, die aber auf die
ektopische Uberexpression zuriickzufiihren sind.
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DAP Cy-3

Abb. 19: Indirekte Inmunfluoreszenz von Hela-Zellen

A und A’: Lamin Ft-B3 transfizierte Zelle in Mitose (Telophase)

B und B’: Detailaufnahme eines verformten Kerns einer Lamin Ft-B3 transfizierten Zelle

C und C’: Detailaufnahme eines Kerns einer mit humanem Lamin B2 transfizierten Zelle

D und D’: Detailaufnahme eines Kerns einer mit Xenopus Lamin Ft-B2 transfizierten Zelle

A-D: Zellkerne mit DAPI gefédrbt, A, B” und D’: monoklonaler Antikérper M2 (anti-Flag); C’:
monoklonaler Antikérper L7-8C6 (anti-Lamin B2/B3). MaBstab: 25 um.
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Lamin B2 zeigt in der Kernperipherie eine Rim-Farbung, liegt aber auch homogen
verteilt im Nukleoplasma vor. Einige intranukledre Strukturen sind ebenfalls
auszumachen. Aufnahme 19 D" zeigt den Kern einer mit Xenopus Lamin Ft-B2
transfizierten Zelle im Detail. Im Vergleich zu den nicht transfizierten Zellen kann
keine Veranderung der Kernform in diesen Zellen beobachtet werden. Lamin Ft-B2
lasst sich in der Kernperipherie und auch im Nukleoplasma nachweisen. Allerdings
erscheint das Xenopus Lamin Ft-B2 Protein im Nukleoplasma nicht so homogen
verteilt, wie das humane Lamin B2. Intranukledre Strukturen innerhalb des

Nukleoplasmas kénnen ebenfalls beobachtet werden.

5.4 Statistische Berechnungen uber den Grad der Kernverformung in Hela-
Zellen

Um eine genaue Vorstellung Uber den Grad der Kernverformung Lamin B3
transfizierter Zellen zu erhalten, wurde eine statistische Berechnung an mit
verschiedenen Laminen transfizierten Zellen durchgefihrt. Die Kerne nicht
transfizierter Zellen dienten als Kontrolle. Die Deformation der Kerne wurde anhand
der Formel 411 x Flache/Umfang?® (Goldman et al., 2004) berechnet. Bei einem Kreis
ergibt sich hierbei der Wert 1. Je héher der Grad der Verformung eines Zellkerns ist,
desto mehr geht der Wert gegen 0. Der Umfang und die Flache von jeweils 100 nicht
transfizierten und mit verschiedenen Laminen transfizierten Zellkernen wurden mit
Hilfe des Programms Axiovision (Zeiss) ermittelt. AnschlieBend wurde der Grad der
Verformung nach der oben aufgefihrten Formel berechnet. Die Mittelwerte
einschlieBlich der Standardabweichungen der untersuchten Kerne sind in der
Abbildung 20 als Saulendiagramm dargestellt. Eine detaillierte Auflistung der
einzelnen Werte ist im Anhang zu finden. Wie in Abbildung 19 zu sehen, besitzen die
Zellkerne von Hela-Zellen eine ovale Form. Im Durchschnitt ergibt sich flr Zellkerne
von nicht transfizierten Zellen nach der Formel 411 x Flache/Umfang?® ein Wert von
0,8. Die Kerne Lamin transfizierter Zellen weisen niedrigere Werte auf, d. h. die
Kerne weisen leichte Veranderungen der Form auf, die auf die ektopische
Uberexpression des transfizierten Lamins zuriickzufilhren sind. Bei den Lamin Ft-A
transfizierten Zellen ist die Kernverformung am wenigsten ausgepragt. Die Werte
liegen mit etwas Uber 0,7 nur knapp unter denen fir die Kerne von nicht transfizierten
Zellen. Fur Lamin Ft-B1 und Ft-LIIl ergeben sich im Durchschnitt Werte zwischen
0,55 und 0,6. Doch generell kann auch hier die leichte Verformung der Kerne auf die
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starke Expression zuriickgefihrt werden. Lamin Ft-A, Ft-B1 und LIll besitzen nur
leicht verformte Kerne und daher nur eine geringe Standardabweichung, also eine
geringe Streuung der Werte um den Mittelwert. Lamin Ft-B3 besitzt sehr stark
verformte, lobulierte Zellkerne. Die am starksten verformten Kerne weisen Werte von
0,3 auf. Solch niedrige Werte wurden nur fir Lamin Ft-B3 gefunden. Da sowohl leicht
deformierte Kerne, wie auch sehr stark verformte und lobulierte Kerne in die
Messungen mit eingingen, ist fir Lamin Ft-B3 die Standardabweichung am gréBten.

Der Mittelwert der Lamin Ft-B3 untersuchten Kerne liegt unter 0,5.

4T1 x Flache/Umfang?

Abb. 20: Statistische Darstellung der Kernverformung in Hela-Zellen

Die Y-Achse gibt den Grad der Kernverformung nach der Formel 411 x Flache/Umfang® wieder. Ein
Kreis hat hierbei den Wert 1. Je weiter die Kernform von der Kreisform abweicht, desto niedriger ist
der Wert. Die arithmetischen Mittel der Werte von jeweils 100 nicht transfizierten, bzw. Lamin
transfizierten Zellen sind mit ihren Standardabweichungen als Sdulen dargestellt.

Die untersuchten Lamin B3 Kerne weisen im Durchschnitt den niedrigsten Wert und
die groBte Standardabweichung auf. Die statistischen Berechnungen sind ein
weiterer Beleg dafiir, dass die Lamin B3 induzierten Verformungen der Kerne nicht

auf ektopische Uberexpression zurlickgefiihrt werden kénnen.
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6. Experimentelle Untersuchungen zur Suche nach Lamin B3 in der
Spermatogenese von Xenopus

Die Datenbanksuche nach Lamin B3 Sequenzmotiven zeigte, dass es sich bei Lamin
B3 positiven Spezies bisher ausschlieBlich um Saugetiere handelt. Da der
Krallenfrosch Xenopus laevis fur die Suche nach Lamin B3 sowie geeignete
Antikérper im Labor zur Verfligung standen, lag es nahe diesbezlglich weitere

experimentelle Untersuchungen durchzufihren.

6.1 Nachweis von Lamin B2/B3 in Xenopus Leber- und Testisgewebe durch
Westernblot Analyse

Da Lamin B2 und B3 in der Immunfluoreszenz nicht zu unterscheiden sind, wurden
zunachst Westernblot Analysen durchgeflihrt. Wie bereits bei der Expression in
Oozyten gezeigt, sollten Lamin B2 und B3 in der SDS-PAGE aufgrund ihres
unterschiedlichen Molekulargewichts voneinander zu unterscheiden sein.

Proteine aus Xenopus Leber- und Testisgewebe wurden isoliert, gelelektrophoretisch
aufgetrennt und auf PVDF-Membranen Ubertragen. Der Nachweis des endogenen
Lamin B2, bzw. B3 erfolgte mit Hilfe des monoklonalen Antikérpers L7-8C6, der
gegen ein Epitop in der Schwanzdomane des Lamin B2 von Xenopus gerichtet ist.
Dieser Antikérper sollte daher auch ein putatives Lamin B3 erkennen.

Die absolute Menge des aufgetragenen Proteins wurde nicht bestimmt. In der
Abbildung 21 wurden Leberlysat (L), Testislysat (T1), sowie die zweifache Menge an
Testislysat (T2) aufgetragen. In allen Lysaten lasst sich nur Lamin B2 detektieren.
Ein Vergleich der Lamin B2 spezifischen Banden der beiden Testislysate zeigt, dass
die Verdopplung der Auftragsmenge im Fall von T2 zu keiner Erhdéhung der
Signalstarke fuhrt. Dies kann dadurch erklart werden, dass die Proteinbindekapazitat
der PVDF-Membran erschépft ist. Weder im Leberlysat, noch im Testislysat lasst sich
ein Signal in der fir Lamin B3 erwarteten Héhe detektieren. Im starker konzentrierten
Testislysat ist noch eine schwache Bande im Molekulargewichtsbereich um 45 kD zu
sehen. Diese Bande taucht nach langeren Expositionszeiten in allen Lysaten auf,
und konnte als eine Kreuzreaktion des Antikérpers L7-8C6 mit einem
cytoplasmatischen Protein identifiziert werden. Daraus kann geschlossen werden,
dass ein Lamin B3 entsprechendes Protein in Testisgewebe von Xenopus nicht in

signifikanten Mengen vorhanden ist.
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| L |T1 |T2|
Abb. 21: Inmundetektion von Lamin B2 in Xenopus
Leber- und Testislysat 97 kD
Die Immundetektion erfolgte mit dem monoklonalen 66 kD

— e v +— | amin B2

Antikérper L7-8C6, der Lamin B2 in Xenopus erkennt <«— Lamin B3

und der auch ein keimbahnspezifisches Lamin B3 45 kD
erkennen sollte. Als Sekunddrantikérper, diente ein
POD gekoppelter Antikérper aus der Ziege.

Leberlysat (L); Testislysat (T1); Testislysat, doppelte 30 kD
Menge (T2).

6.2 Nachweis von Lamin B2 in Xenopus Testisgewebeschnitten durch
indirekte Inmunfluoreszenz

Die Westernblot Analyse von Xenopus Testislysat ergab keinen Hinweis auf das
Vorhandensein von Lamin B3 in diesem Gewebe. Zur weiteren Analyse wurden
Testisgewebeschnitte immunhistologisch untersucht. Aus der Literatur ist bekannt,
dass sich die Expression des murinen Lamin B3 auf postmeiotische mannliche
Keimbahnzellen beschrankt. Lamin B3 konnte wahrend der Spermatogenese der
Maus in runden und verlangerten Spermatiden nachgewiesen werden (Schutz et al.,
2005b).

Die DNA der Zellkerne wurde durch eine DAPI-Farbung sichtbar gemacht (Abb.
22 A-D). Die Immundetektion von Lamin B2 und B3 erfolgte mit Hilfe des
monoklonalen Antikdrpers L7-8C6, der gegen ein Epitop in der Schwanzdomane des
Lamins B2 gerichtet ist und mit dem das putative Xenopus Lamin B3 detektiert
werden musste (Abb. 22 A’-D"). Als zweiter Antikrper diente ein Cy-3 gekopplter
anti-Maus Antikdrper aus der Ziege.

Die Aufnahmen 22 A und A" zeigen eine Ubersicht lber einen Hodenkanal. In
Xenopus sind die Zellen der einzelnen Stadien der Spermatogenese in Gruppen
angeordnet. Die Spermatogonien und Spermatozyten liegen jeweils zusammen meist
im &auBeren Bereich und die Spermatiden und Spermien weiter im Inneren des
Hodenkanals. In der Immunfluoreszenz ist zu sehen, dass nur Kerne des Epithels

und des auBeren Bereichs des Hodenkanals angefarbt sind.
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DAPI a-Lamin B2/B3

Abb. 22: Indirekte Inmunfluoreszenz von Xenopus Testisgefrierschnitten (10 um)

Die Position der Kerne wurde durch Férbung der DNA mit DAPI sichtbar gemacht (A-D).

Die Immundetektion erfolgte mit dem monoklonalen Antikérper L7-8C6 (anti-Lamin B2/B3) (A™-D’)

A und A’: Ubersicht dber einen Hodenkanal (MaBstab 100 um).

B/B’, C/C" und D/D’: Detailansichten von Zellen der Spermatogenese (MaBstab 50 um).

Abkiirzungen: Sg: Spermatogonien; Sz: Spermatozyten; rS: runde Spermatiden; Sp: Spermien;
St: Sertolizellen

47
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Da in diesem Versuch die Farbung an Schnitten erfolgte, kann eine verminderte
Zuganglichkeit des Antikdérpers zum Inneren des Hodenkanals ausgeschlossen
werden.

Die Abbildungen 22 B/B” bis D/D” zeigen Zellen der Spermatogenese bei hbherer
VergréBerung. Aus den Aufnahmen wird deutlich, dass die sich mitotisch teilenden
Spermatogonien (Sg) eine starkere Lamin B2 Farbung aufweisen, als die sich
meiotisch teilenden Spermatozyten (Sz). Sertolizellen lassen sich anhand der starken
Lamin B2 Farbung identifizieren. AuBerdem liegen die Sertolizellen (St) einzeln und
nicht wie die anderen Zellen gehauft vor. Die Bereiche von runden Spermatiden (rS)
und Spermien (Sp) weisen keine Farbung mit dem Antikérper L7-8C6 auf (22 C/C’).
Es ist anzumerken, dass mit Hilfe des Antikérpers L7-8C6 in der Immunfluoreszenz
nicht zwischen Lamin B2 und B3 unterschieden werden kann. Da in der Westernblot
Analyse des Testislysats ausschlieBBlich Lamin B2 nachgewiesen wurde, kann davon
ausgegangen werden, dass es sich bei den Signalen in der Immunfluoreszenz
ebenfalls ausschlieBlich um Lamin B2 handelt. Zudem zeigten friihere Studien, dass
sich die Expression von Lamin B3 auf postmeiotische Stadien, namlich auf
Spermatiden beschrankt (Schutz et al., 2005b). Die postmeiotischen Stadien und
insbesondere die Spermatiden weisen in dieser Arbeit jedoch eindeutig keine
Farbung auf. Daher kann ein Vorhandensein des Lamin B3 in Xenopus, wie es fir

verschiedene Sauger gefunden wurde, ausgeschlossen werden.
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C Diskussion
1. Datenbanksuche nach Lamin B3 Sequenzmotiven

Bei dem keimbahnspezifischen Lamin B3 handelt es sich um eine SpleiBvariante des
LMNB2 Gens. Die Kopfdoméane und die Hélfte der Roddoméane des Lamins B2 sind
im Lamin B3 durch eine nicht-helikale Sequenz ersetzt. Bisher wurde das Lamin B3
nur in der Spezies Maus identifiziert. Bei der Maus umfasst die Lamin B3 spezifische
Kopfregion 84 Aminosauren (Furukawa und Hotta, 1993). Die Sequenz des murinen
B3-Kopfes konnte im Rahmen dieser Arbeit in einem alternativen Exon im Intron Il
des LMNB2 Gens lokalisiert werden. Im Rahmen dieser Arbeit wurde mit Hilfe von
Gendatenbanken in weiteren Spezies nach Lamin B3 Sequenzmotiven gesucht. Das
Intron 1l des LMNB2 Gens von 10 verschiedenen Spezies wurde identifiziert und auf
Lamin B3 Sequenzmotive hin untersucht. Mit putativen B3 Sequenzmotiven wurde
nach entsprechenden EST-Klonen gesucht. Fir die Spezies Mensch, Maus und
Ratte konnten Lamin B3 EST-Klone gefunden werden. Bei der Maus umfassen die
Kopfregionen der Lamin B3 EST-Klone, wie bereits in der Literatur beschrieben,
84 Aminosauren. Alle fir die Maus gefundenen Lamin B3 EST-Klone stammen aus
Testisgewebe. Fir die Ratte konnte ein Lamin B3 EST-Klon identifiziert werden,
dessen Kopfregion 59 Aminosduren umfasst. Auch dieser EST-Klon wurde aus
Testisgewebe isoliert. Beim Menschen konnte ebenfalls ein Lamin B3 EST-Klon
gefunden werden. Die Lamin B3 spezifische Kopfregion umfasst hier 91
Aminosauren. Die RNA, die dem humanen Lamin B3 EST-Klon zu Grunde liegt,
wurde aus der Medulla isoliert. Aus Testisgewebe konnte lediglich ein unvollstéandiger
EST-Klon, der Uber die Halfte der 91 Aminosauren der humanen Lamin B3
spezifischen Kopfregion enthalt, identifiziert werden.

Die Lamin B3 EST-Klone wurden ausschlieBlich in Saugetieren gefunden. Bis auf
den einen Fall beim Menschen stammen die Lamin B3 EST-Klone bisher aus
Testisgewebe. Das Vorhandensein von mRNA des ,keimbahnspezifischen Lamin B3
im Gewebe der Medulla erscheint auf den ersten Blick ungewdéhnlich. Aus der
Literatur ist allerdings bekannt, dass es viele Ahnlichkeiten zwischen den
Expressionsmustern des Testis und des Gehirns gibt. Sowohl bei Neuronen, als auch
bei Spermatiden und Spermien handelt es sich um hochdifferenzierte Zellen, die sich
nicht mehr teilen. Ein Vergleich von EST-Sequenzen zeigte, dass die Expressions-
muster der Proteine der Transkription und Translation, sowie der Signaltransduktion
in diesen beiden Geweben sehr hohe Ahnlichkeiten aufweisen (Berruti, 1998). Eine
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andere Studie konnte zeigen, dass ein Testis-spezifischer Promotor ebenfalls im
Gehirn aktiv ist (Kido und Lau, 2005).

Fir einige Fische kann ausgeschlossen werden, dass es fir das Lamin B3 eine den
Saugern entsprechende Situation gibt. Die Genstruktur des LMNBZ2 ist zwar
gegenlber der Genstruktur der Sauger konserviert, die Introns Il des Kugelfischs
Tetraodon nigroviridis und des Pufferfischs Takifugu rubripes sind mit einer Lange
von 123 bzw. 178 nt aber zu kurz, um fir ein Lamin B3 spezifisches Exon, wie es in
den Saugern gefunden wurde, zu codieren. Zusatzlich beinhalten diese kurzen
Introns zwar ein Start ATG, verfligen aber Uber keine codierende Region, die einen
SpleiB3 im richtigen Leseraster mit dem Exon 4 des LMNBZ2 Gens erlaubt.

Auch flr die Spezies Danio, Xenopus und Gallus ist das Vorhandensein eines Lamin
B3 eher unwahrscheinlich. Zwar besitzen die Spezies ein ausreichend groBes Intron
[l im LMNB2 Gen, aber die putativen B3-Kdépfe weisen flir die Lamin B3 spezifische
Kopfregion mit maximal 48 Aminosauren vermutlich eine zu geringe GréBe auf. Die
Beobachtungen sprechen dafiir, dass es sich bei dem Lamin B3 Protein um eine
Neuentwicklung der Saugetiere handelt.
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Abb. 23: Alignment der Aminoséduresequenzen der Lamin B3 spezifischen Kopfdomédnen aus
Maus, Ratte und Mensch.

Das Alignment wurde mit dem Programm MegAlign (DNA Star) nach der Jotun-Hein-Methode erstellt
und mit dem Programm Genedoc weiterbearbeitet. Die unterste Reihe gibt den Consensus wieder.
Die Aminoséuren, die alle drei Spezies gemeinsam besitzen, sind schwarz unterlegt (GroBbuchstabe
im Consensus). Aminosduren, die nur zwei der drei Spezies gemeinsam haben sind grau unterlegt
(Kleinbuchstaben im Consensus).

Die identifizierten B3-Koépfe aus Maus, Ratte und Mensch sind in ihrer Lange sehr
unterschiedlich und reichen von 59-91 Aminosauren (Abb. 23). Sie weisen nur sehr
wenige Sequenzahnlichkeiten auf. Selbst zwischen den nahe verwandten Arten
Maus und Ratte gibt es nur einige kurze Sequenzinseln, die signifikante
Ubereinstimmungen aufweisen. Die Sequenz des humanen B3-Kopfes weist noch
weniger Ahnlichkeiten mit den Sequenzen der Nager auf. Hier gibt es nur einige sehr
wenige Ubereinstimmungen. Im vorderen Bereich der Sequenz gibt es bei Maus und
Mensch einige identische Aminosaurepositionen, die Ilckenlos aligniert werden
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kénnen. Die Sequenzen der Nager zeigen einige Ubereinstimmungen der
Aminosaurepositionen im hinteren Bereich. Insgesamt besitzen die drei Sequenzen
in diesem Alignment nur 13 identische Aminosaurepositionen, wobei die meisten
dieser Aminosauren im hinteren Bereich der Sequenz liegen.

Aufgrund der geringen Sequenzéhnlichkeit ist es fast unmdglich in den anderen
Saugetieren die Lamin B3 Sequenzmotive zu finden. Nur das Auffinden eines
entsprechenden EST-Klons der jeweiligen Spezies kann einen Beleg flr das
Vorhandensein des Lamin B3 Proteins geben.

2. Lamin B3 in der Spermatogenese von Xenopus

In Xenopus wurden weitere experimentelle Untersuchungen zum Nachweis eines
potentiellen Lamin B3 Proteins durchgefiihrt. In Vorversuchen wurde geklart, dass
der monoklonale Antikérper L7-8C6, der gegen ein Epitop in der Schwanzdoméne
des Xenopus Lamins B2 gerichtet ist, mit dem humanen Lamin B3 kreuzreagiert und
dass Lamin B2 und B3 im gewahlten Gelsystem aufgrund ihres unterschiedlichen
Molekulargewichts voneinander unterschieden werden kénnen.

Testisgefrierschnitte wurden mit dem Antikérper L7-8C6 gefarbt und mit Hilfe der
indirekten Immunfluoreszenz analysiert. Zusatzlich wurden die Proteine aus Leber—
und Testisgewebe isoliert, gelelektrophoretisch aufgetrennt und im Westernblot mit
Hilfe des gleichen Antikdrpers analysiert.

Im Westernblot konnte in Leber- und Testisproteinlysat jeweils nur ein Signal mit Hilfe
des Antikérpers L7-8C6 detektiert werden. Dieses Signal ist in beiden Fallen fir
Lamin B2 spezifisch und besitzt ein Molekulargewicht von 66 kD. Ein Lamin B3
spezifisches Signal mit einem geringeren Molekulargewicht konnte in keinem der
beiden Lysate detektiert werden.

In der Immunfluoreszenz wird gezeigt, dass der Lamin B2 spezifische Antikérper
L7-8C6 die Kerne von Sertolizellen, Spermatogonien und Spermatozyten farbt.
Postmeiotische Zellen, wie runde Spermatiden und Spermien weisen keine Farbung
auf.

Friher wurde das Lamin B3 als Meiose-spezifisches Protein beschrieben, wobei die
Expressionsanalysen allerdings nicht sehr detailliert waren (Furukawa und Hotta,
1993).

Weitere Expressionsstudien der Spermatogenese der Maus erbrachten kurzlich den
Nachweis, dass Lamin B3 selektiv in postmeiotischen Stadien und hier speziell in



C Diskussion 92

den runden und verlangerten Spermatiden exprimiert wird. Lamin B3 konnte in
runden Spermatiden in der Kernperipherie und auch homogen verteilt im
Nukleoplasma detektiert werden. Mit fortschreitender Spermiogenese konzentriert
sich Lamin B3 am posterioren Pol des sich verlangernden Spermatidenkerns (Schutz
et al., 2005b). Da runde Spermatiden in den hier durchgefihrten Untersuchungen an
Xenopus keine Farbung aufweisen, kann ein Vorhandensein des Lamin B3 Proteins,
entsprechend der Situation, wie sie flr die Maus gezeigt wurde, fir Xenopus
ausgeschlossen werden.

Es zeigte sich ebenfalls, dass die Zusammensetzung der Kernlamina wahrend der
Spermatogenese in Xenopus generell anders ist als die in der Maus oder Ratte.
Waéhrend der Spermatogenese der Nagetiere ist Lamin B1 das einzige somatische
Lamin, das neben den keimbahnspezifischen Laminen B3 und C2 gefunden wurde
(Vester et al., 1993). In primaren Spermatozyten verteilt sich Lamin B1 homogen
innerhalb der Kernhille. Wahrend der Spermiogenese kommt es zu einer
Umverteilung des Lamins B1, in dem es vorwiegend am posterioren Kernpol
akkumuliert (Alsheimer et al., 1998). Lamin B2 ist in keinem Stadium der
Spermatogenese nachweisbar (Schutz et al., 2005b).

In Xenopus laevis hingegen ist Lamin B2 eindeutig in Spermatogonien und in
Spermatozyten I. und Il. Ordnung detektierbar. Expressionsstudien fir andere
Lamine in Xenopus Testisgewebe wurden im Rahmen dieser Arbeit ebenfalls
durchgefihrt, erbrachten aber aufgrund der schwachen Antikérperreaktionen keine

eindeutigen Aussagen.

Die Zusammensetzung der Lamina in Zellen der Spermatogenese ist anders als in
somatischen Zellen. Neben dem somatischen Lamin B1 werden die zwei kurzen
SpleiBvarianten, Lamin B3 und C2, exprimiert (Furukawa und Hotta, 1993; Alsheimer
und Benavente, 1996). Lamin A und C sind in keinem Stadium der Spermatogenese
nachweisbar (Alsheimer et al, 1999). Es wird vermutet, dass die verklrzte
Roddoméane der keimbahnspezifischen Lamine B3 und C2 der Kernhille in
spermatogenetischen Zellen eine hohere Flexibilitdt verleiht, die fir die
chromosomale Umorganisation erforderlich ist (Schutz et al., 2005b). Lamin C2 wird
zudem eine Rolle bei der Telomeranheftung an die innere Kernmembran

zugesprochen (Alsheimer et al., 1999).
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3. Analyse des humanen Lamins B3 in Xenopus Oozyten

Xenopus Qozyten haben sich in der Vergangenheit als ein bevorzugtes
Studienobjekt fir die Analyse der Lamina und die Funktion der Kernlamine erwiesen.
In Xenopus Oozyten wurde zum Beispiel erstmalig der Intermediarfilament-Charakter
der Lamine beschrieben (Aebi et al., 1986). Das humane Lamin B3 Protein wurde in
dieser Arbeit in Xenopus Oozyten exprimiert und sein Verhalten mit Hilfe
verschiedener Methoden analysiert. Durch die manuelle Trennung von Kern und
Cytoplasma und anschlieBende Analyse im Westernblot, konnte Lamin B3 im Kern
der Oozyten nachgewiesen werden. Mit Hilfe der Immunhistologie konnte gezeigt
werden, dass Lamin B3 an der inneren Kernmembran lokalisiert ist. Aufgrund des
Vorhandenseins eines NLS und einer CaaX-Box am C-Terminus im Lamin B3 wurde
die Lokalisation an der inneren Kernmembran erwartet. Die CaaX-Box unterliegt
einer Reihe posttranslationaler Modifikationen, die flir den Einbau der Lamine in die
Struktur der Lamina essenziell sind (Holtz et al., 1989; Firmbach-Kraft und Stick,
1995; Ralle et al., 2004). Eine Ausnahme stellt hier nur Lamin C dar, das Uber keine
CaaX-Box verflgt und daher andere Lamine fir die Zielsteuerung an die innere
Kernmembran bendtigt (Ye und Worman, 1995, Schutz et al., 2005b).

Innerhalb des Nukleoplasmas des Oozytenkerns ist Lamin B3 nicht zu detektieren.
Die Struktur der B3-Lamina ist aber zum Teil sehr dick, ragt ins Nukleoplasma hinein
und bildet hier neben einer homogenen Struktur zahlreiche stark gefarbte
Proteinaggregate. Bei diesen Proteinaggregaten handelt es sich vermutlich um
intranukledre Membranen. Aus mehreren Studien ist bereits bekannt, dass Lamine
und andere Proteine, die Uber eine CaaX-Box verfligen, durch ektopische
Uberexpression das Membranwachstum férdern kénnen (Prufert et al., 2005; Ralle et
al., 2004).

In der Oozyte ist Lamin LIl mengenméaBig das Hauptprotein der Lamina (Lourim et
al., 1996). Die Expression des Lamin B3 Proteins in Oozyten nimmt keinen Einfluss
auf die Struktur und die Verteilung des endogenen Lamin LIll. Mit friiheren Studien
Ubereinstimmend ist Lamin LIl nach der ektopischen Expression von Lamin B3
weiterhin ausschlieBlich an der Kernhulle und nicht im Nukleoplasma zu detektieren
(Stick und Krohne, 1982).

Analysen zur Léslichkeit und Membranassoziation des Lamin B3 Proteins wurden mit
Hilfe einer Hochsalzbehandlung und einer Gradientenzentrifugation durchgefihrt. Ein
typisches Lamin sollte durch die Behandlung mit hohen Salzkonzentrationen nicht
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I6slich werden und aufgrund des Vorhandenseins einer CaaX-Box wahrend der
Gradientenzentrifugation mit den Membranvesikeln assoziiert bleiben und flottieren
(Hofemeister et al, 2000). Nach der Hochsalzbehandlung konnte das Lamin B3
Protein, wie fir ein typisches Lamin erwartet, ausschlieBlich in der Sedimentfraktion
detektiert werden. Untersuchungen zur Membranassoziation des Lamin B3 mit Hilfe
der Gradientenzentrifugation bestatigen ebenfalls den Charakter eines typischen
Lamins. Wie erwartet blieb das Uber eine CaaX-Box verfigende Lamin B3 wéahrend
der Zentrifugation mit Membranvesikeln assoziiert und flottierte im Gradienten. Das
Verhalten von Lamin B3 wéahrend der Gradientenzentrifugation, konnte in friiheren
Studien auch mit dem somatischen Lamin B2 beobachtet werden (Hofemeister et al.,
2000). Da Lamin B2 und B3 Uber den gleichen C-Terminus verfligen, war dieses
Ergebnis zu erwarten.

Die bisherigen Analysen des Lamin B3 in Oozyten ergeben, dass sich das humane
Lamin B3 nach den hier gepriften Kriterien trotz des Fehlens der Coils 1 A und B der

Roddomane in vivo wie ein typisches Lamin verhalt.

4. Analyse des humanen Lamins B3 in Xenopus Embryonen

Zusétzlich zu der Analyse in Oozyten wurde das Verhalten von Lamin B3 in Xenopus
Embryonen untersucht. Lamin B3 injizierte Embryonen entwickelten sich zunéachst
normal. Zu Beginn der Gastrulation im Stadium 10,5 kam es zu auffallenden
Stérungen der Entwicklung. Nachdem sich der Urmund ausgebildet hatte, bekamen
die Embryonen zunehmend Pigmentstérungen, stoppten in ihrer Entwicklung und
starben ab. Aus der Literatur ist bekannt, dass apoptotische Zellen, in der nattrlichen
Entwicklung von Xenopus, erstmals in Stadium 10,5, dem Beginn der Gastrulation,
nachgewiesen werden kdénnen (Hensey und Gautier, 1997). Auch ist bekannt, dass
zu Beginn der Gastrulation ein apoptotisches Programm durch die Behandlung mit
verschiedenen Zellgiften induziert werden kann (Sible et al., 1997). Diese Ergebnisse
lassen darauf schlieBen, dass der Tod der Lamin B3 injizierten Embryonen auf
Apoptose zurlckzufihren ist. Zum Nachweis der Apoptose wurde eine
immunhistologische TUNEL-Farbung durchgefihrt. Als Positivkontrolle dienten
hierbei Cycloheximid behandelte Embryonen (Sible et al, 1997). Sowohl in der
Kontrolle, als auch in Lamin B3 injizierten Embryonen des Stadiums 10,5 konnte
anhand einer positiven TUNEL-Farbung Apoptose nachgewiesen werden. Lamin B3
injizierte Embryonen des Stadiums 10 hingegen weisen noch keine TUNEL-Farbung
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auf. Diese Ergebnisse stehen mit friiheren Studien im Einklang, in denen eine
TUNEL-Farbung bei Cycloheximid behandelten Embryonen ebenfalls erst ab dem
Stadium 10,5 detektiert werden konnte (Hensey und Gautier, 1997; Sible et al.,
1997).

Frihere Studien zeigten, dass das apoptotische Programm zu Beginn der
Gastrulation in Xenopus durch die Injektion von Bcl-2 mRNA verzdgert werden kann
(Hensey und Gautier, 1997; Takayama et al., 2004). Bei Bcl-2 handelt es sich um
einen Regulator des Zelltods mit anti-apoptotischer Wirkung (Sible et al., 1997;
Hensey und Gautier, 1997; Takayama et al., 2004).

Die Ergebnisse der Coinjektion von Lamin B3 und Bcl-2 in Xenopus Embryonen im
Rahmen dieser Arbeit stimmen mit den Daten der Literatur tGberein (Hensey und
Gautier, 1997; Takayama et al., 2004). Durch die Coinjektion konnte der Tod der
Embryonen bis in das Stadium 12 verzégert werden. Dieser Phanotyp konnte bei
50% der coinjizierten Embryonen gefunden werden. Die restlichen Embryonen
entwickelten sich vollig normal weiter. Vielleicht wurde in diesen Embryonen das
Lamin B3 nicht exprimiert. Mdglicherweise kam es bei den coinjizierten Embryonen
zu einer ungleichen Translation der beiden Proteine. Hierfir wirde auch die
Tatsache sprechen, dass Ausfélle beim Lamin B3 Nachweis im Westernblot bei den
coinjizierten Embryonen deutlich haufiger gefunden wurden, als bei den Embryonen,
die mit Lamin B3 allein injiziert wurden. Die Apoptose kénnte in diesen Embryonen
durch die Expression von Bcl-2 auch ganz verhindert worden sein. Da dies aber aus
der Literatur nicht bekannt ist, ist wohl eher davon auszugehen, dass Lamin B3 in
diesen Embryonen nicht exprimiert wurde.

Der synchrone Tod der Embryonen mit dem Beginn der Gastrulation, die TUNEL-
positiven Zellen, sowie die Verzégerung des Todes der Embryonen durch die
Coinjektion von Bcl-2 sind der Beweis, dass der Tod der Lamin B3 injizierten
Embryonen durch Apoptose verursacht wird.

Die Ursachen fur die Apoptose zu Beginn der Gastrulation, die durch verschiedene
Zellgifte induziert werden kann, kdnnen auf Schadigung der DNA, die Inhibierung der
Replikation oder die Inhibierung der Transkription und Translation zurlckgefuhrt
werden (Hensey und Gautier, 1997).

Aus den friheren Studien ist bekannt, dass Cycloheximid indirekt die zygotische
Transkription zum Zeitpunkt der MBT inhibiert (Sible et al., 1997). Es wird vermutet,

dass hierdurch die zygotische Transkription eines apoptotischen Inhibitors verhindert
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wird, und dadurch das apoptotische Programm zu Beginn der Gastrulation ausgeldst
wird. Weitere Vermutungen gehen dahin, dass es sich bei diesem Inhibitor um das
Protein Bcl-2 handelt kdnnte (Hensey und Gautier, 1997; Sible et al., 1997).

In anderen Studien wurde gezeigt, dass dominant negative Lamin Mutanten, die in
die endogene Lamina integriert werden, die Aktivitdt der Polymerase Il inhibieren
kénnen. Diese Versuche bestdtigen eine Rolle der Lamine bei der Transkription.
Daruber hinaus wird vermutet, dass der Effekt auf die Polymerase Il durch B-Typ
Lamine vermittelt wird (Spann et al., 2002; Ubersicht in Hutchison 2002). Daher ist
es nicht auszuschlieBen, dass Lamin B3 auf die Polymerse Il wirken kdnnte und
somit den Tod der Embryonen hervorruft.

Untersuchungen zur zygotischen Transkription zum Zeitpunkt der MBT wurden in
dieser Arbeit mit Hilfe einer PCR-Reaktion durchgefihrt. GS-17 Transkripte wurden
mit Hilfe spezifischer Primer nachgewiesen. Von GS-17 ist bekannt, dass es im
frihen Embryo nicht vorhanden ist und dass seine Transkription zur MBT aktiviert
wird (Krieg und Melton, 1985, 1987). Im Rahmen dieser Arbeit lie sich das GS-17
Transkript bereits vor der MBT nachweisen. Die Griinde hierflr sind unklar, da sich in
der Kontrolle kein GS-17 spezifisches PCR-Produkt nachweisen lasst. In den
friheren Studien wurde ein GS-17 Transkript mit Hilfe von Northernblots
nachgewiesen (Krieg und Melton, 1985). Die hier gewahlte Methode der PCR ist
sensitiver. Dies kénnte der Grund sein, warum der Nachweis des Transkripts schon
vor der MBT mdglich war. Vor der MBT lassen sich die GS-17 spezifischen PCR-
Produkte nur schwach nachweisen. Nach Stadium 8 (MBT) ist ein deutlicher Anstieg
der PCR-Produkte auszumachen. Da in den PCR-Reaktionen der einzelnen Stadien
immer gleiche cDNA-Mengen eingesetzt wurden, kann der Anstieg des PCR-
Produkts nur durch zygotische Transkription bedingt sein.

Ein Anstieg der endogenen Lamin LIll Menge in Lamin B3 injizierten Embryonen
konnte im Westernblot ebenfalls nach Stadium 8 beobachtet werden. Dieser Anstieg
wurde bereits in friheren Studien beschrieben und ist auf die Aktivierung von
maternalen Transkripten zum Zeitpunkt der MBT zurlckzufihren (Stick und Hausen,
1985). Die Aktivierung von maternalen Transkripten zum Zeitpunkt der MBT wurde
schon fir weitere Proteine wie Histon H1 (Woodland et al,, 1979) und Fibronectin
gezeigt (Lee et al., 1984).

Die Ergebnisse zeigen, dass kein genereller Block der Transkription oder Translation
in den Lamin B3 injizierten Embryonen stattfindet. Demnach wird der durch Apoptose
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induzierte Tod der Embryonen vermutlich nicht durch die Inhibierung der zygotischen
Transkription oder Translation verursacht. Allerdings kann nicht ausgeschlossen
werden, dass die zygotische Transkription einiger weniger Gene inhibiert sein
kénnte. Auch ist nicht geklart, ob die Translation der maternalen und zygotischen
Transkripte der gleichen Regelung unterliegt.

Eine Inhibierung der Replikation kann ebenfalls ausgeschlossen werden. Die
Embryonen entwickelten sich anfanglich véllig normal und es konnten zahlreiche
Mitosen beobachtet werden. Auch konnten in Schnitten von injizierten und nicht
injizierten Embryonen des gleichen Stadiums in etwa die gleiche Zellzahl beobachtet
werden.

Die Injektion von Lamin B3 in Xenopus Embryonen l6st Apoptose aus. Der
molekulare Mechanismus dieser Stérung konnte im Rahmen dieser Arbeit aber nicht
geklart werden. Trotzdem wirkt Lamin B3 in den Embryonen wie ein Zellgift. Ahnliche
Ergebnisse wurden mit Lamin A erhalten. Die Injektion von Lamin A in Xenopus
Embryonen induziert ebenfalls den synchronen Zelltod zu Beginn der Gastrulation
(unverdffentlichte Ergebnisse aus dem Labor).

5. Analyse des humanen Lamins B3 in somatischen Kulturzellen

Frihere Transfektionsstudien zeigten, dass ektopische Expression des murinen
Lamin B3 in somatischen Kulturzellen zu einer Veranderung der Kernform flhrt
(Furukawa und Hotta, 1993; Schutz et al., 2005a). Diese Ergebnisse konnten im
Rahmen dieser Arbeit mit humanen Lamin B3 bestéatigt werden. In A6-, Hela- und
COS 7-Zellen weisen die transfizierten Zellen verformte Zellkerne auf. Der Grad der
Verformung ist hierbei bei den einzelnen Zelltypen verschieden. Dies ist auf die
unterschiedliche Beschaffenheit der einzelnen Zelltypen zurtickzufthren. Wahrend
aber in den vorherigen Arbeiten von hakenférmigen, leicht lobulierten Zellkernen
berichtet wird, zeigen die transfizierten Kerne in dieser Arbeit sehr starke
Lobulierungen und Verformungen. Vorwiegend bei COS 7-Zellen sind die Kerne so
stark lobuliert und gekrimmt, dass sie in der Mitte ein Loch aufweisen. Derartige
Deformationen wurden mit murinem Lamin B3 bisher nicht gezeigt. Dies kdnnte auf
das unterschiedliche Expressionsverhalten des Lamin B3 in verschiedenen
Expressionsvektoren und Zelllinien zuriickzufihren sein.

Ahnlich stark lobulierte Zellkerne wie in dieser Arbeit wurden in Transfektions-

experimenten mit einer Lamin B1 Mutante in Kulturzellen erhalten. Dieser Lamin B1
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Mutante fehlen 4/5 des internen Teils der Roddomé&ne, wobei die konservierten
Regionen an den Enden der Roddoméane noch vorhanden sind. In den Zellen, die mit
der Lamin B1 Mutante transfiziert wurden, konnte neben der Kernverformung eine
Umverteilung der endogenen Lamine gefunden werden. Die endogenen Lamine
gehen von einer homogenen zu einer Aggregat-ahnlichen Verteilung Gber (Schirmer
et al., 2001). Fir das humane Lamin B3 konnte zwar eine Kernverformung, aber
keine offensichtliche Umverteilung der endogenen Lamine nachgewiesen werden.
Diese Beobachtung trifft auch auf das murine Lamin B3 zu. Fir das murine Lamin B3
konnte ebenfalls eine Kernverformung, aber keine Umverteilung der endogenen
Lamine beobachtet werden (Schutz et al., 2005a).

Diese Unterschiede kdnnen vermutlich darauf zurlickgeflihrt werden, dass in der
Lamin B1 Mutante die beiden konservierten Regionen am Ende der Roddoméne
vorhanden sind, wahrend die vordere der beiden Regionen im Lamin B3 fehlt.

Die stark konservierten Regionen an den Enden der Roddoméne sind wichtig fir die
Dimerisierung der Lamine. Sie sind zusammen mit der Kopf- und Schwanzdoméane
fir die Polymerisierung der Dimere in Oligomere hdéherer Ordnung verantwortlich
(Schirmer et al., 2001; Ubersicht in Stuurman, 1998). Da das Lamin B3 Protein tber
eine andersartige Kopfregion verfligt und zusatzlich das Coil 1 A und B der
Roddomane fehlen, wird vermutlich die Interaktion mit anderen Laminen
beeintrachtigt und es kann daher kein Effekt auf die endogenen Lamine
nachgewiesen werden.

Friher wurde angenommen, dass die Deformation der Zellkerne auf die Lamin B3
spezifische nicht-helikale Kopfdoméane zurlckzufihren ist (Furukawa und Hotta,
1993). Studien mit verschiedenen Deletionsmutanten konnten aber zeigen, dass
nicht die Lamin B3 spezifische Kopfdomane, sondern das Fehlen der Coils 1A und B
fir die Kerndeformation verantwortlich ist (Schutz et al., 2005a). Diese These wird
auch dadurch gestitzt, dass mit einer Lamin B1 Mutante, der 4/5 der Roddoméne
fehlen, in Transfektionsexperimenten lobulierte Zellkerne erhalten wurden (Schirmer
et al., 2001).

Im Rahmen dieser Arbeit konnten das ektopisch exprimierte Lamin B3 und B2 in den
somatischen Zellen sowohl in der Kernperipherie, als auch homogen verteilt im
Nukleoplasma detektiert werden. Flr das Lamin B3 stehen diese Beobachtungen mit
friiheren Studien in Einklang. In somatischen Kulturzellen und im Testisgewebe der
Maus konnte Lamin B3 ebenfalls in der Kernperipherie und dem Nukleoplasma
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nachgewiesen werden (Schutz et al, 2005a). Fir das Lamin B2 wurden bisher
andere Beobachtungen gemacht. Die Lokalisation des Lamin B2 beschrankte sich
bisher ausschlieBlich auf den Bereich der Kernhille (Schutz et al., 2005b). Wie
bereits erwahnt handelt es sich bei den in dieser Arbeit gezeigten Abbildungen um
Aufnahmen ganzer Zellen. Es wurde keine konfokale Mikroskopie angewendet.
Daher kbénnte es sich bei dem nukleoplasmatischen Anteil des Lamin B2 auch um
Protein handeln, dass innerhalb des oberen oder unteren Bereichs der Kernhiille
lokalisiert ist und daher in der Fluoreszenz nur nukleoplasmatisch erscheint.

Es wurde gezeigt das Lamin B3 in postmeiotischen Zellen exprimiert wird, in denen
eine natlrliche Veradnderung der Kernform stattfindet. Die Kerne von Zellen der
Spermatogenese besitzen im Vergleich zu somatischen Kernen eine geringere
Menge an Laminen (Vester et al., 1993; Alsheimer und Benavente, 1996). Zudem
stellen die Hauptvertreter der Lamine die kurzen Laminvarianten C2 und B3 dar, die
signifikant kiirzer sind als ihre somatischen Vertreter. Zusammen mit der Deformation
somatischer Zellkerne kann angenommen werden, dass Lamin B3 in der inneren
Kernhille den Zellkernen eine hdhere Flexibilitat verleiht und somit bewirken kénnte,
dass aus runden Spermatidenkernen langliche Spermienkerne entstehen kénnen.
Diese Ergebnisse konnten durch FRAP (fluorescence recovery after photobleaching)
und FLIP (fluorescence loss in photobleaching) Analysen untermauert werden, die
zeigten das Lamin B3 mobil in der Kernperipherie vorliegt und mit einem
nukleoplasmatischen Pool im Austausch steht (Schutz et al., 2005b).

Im Gegensatz zu den Kernen von Embryonen und verschiedenen Kulturzellen
konnte in Oozyten keine Verformung des Zellkerns durch die ektopische Expression
des Lamin B3 nachgewiesen werden. Das unterschiedliche Verhalten kann zum
einen mit dem riesigen GrdéBenunterschied dieser Kerne begrindet werden. Das
Kernvolumen der Oozyte ist in etwa um das 300000fache gréBer als das der Kerne
somatischer Zellen (Stick und Hausen, 1985). Dadurch ist auch die Oberflache des
Kerns und die enthaltene Menge an Laminen um ein vielfaches gréBer als in
somatischen Kernen. Hierdurch wird méglicherweise die Verformung des Zellkerns
durch den Einbau von Lamin B3 in die Lamina erschwert. AuBerdem konnte flr
Oozyten gezeigt werden, dass ihre groBen Kerne im Gegensatz zu somatischen
Kernen Actin als weiteres Strukturelement beinhalten (Bohnsack et al., 2006). Dies
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fihrt wiederum zu einer erhdhten Stabilitdt der Kerne und erschwert damit eine
Veranderung der Form.

6. Schlussfolgerungen und Ausblick

Durch Datenbankanalysen wurde das keimbahnspezifische Lamin B3 im Rahmen
dieser Arbeit erstmals auBerhalb der Spezies Maus identifiziert. Spezies, in denen
das Lamin B3 sicher nachgewiesen wurde, beschrénkten sich hierbei auf Sdugetiere.
Durch zusatzliche experimentelle Untersuchungen der Spermatogenese von
Xenopus kann das Vorhandensein von Lamin B3 in dieser Spezies ausgeschlossen
werden. Es zeigte sich auBerdem, dass die Zusammensetzung der Kernlamina in der
Spermatogenese von Xenopus anders ist, als die bei den Nagetieren. In dieser
Arbeit konnte Lamin B2 in der Spermatogenese von Xenopus mit Hilfe der indirekten
Immunfluoreszenz in Spermatogonien und Spermatozyten 1. und Il. Ordnung
nachgewiesen werden. In der Spermatogenese der Nagetiere hingegen, konnte
ausschlieBlich Lamin B1 als einziges somatisches Lamin identifiziert werden (Vester
et al., 1993).

Fir die Fische Tetraodon und Fugu konnte ausgeschlossen werden, dass es flr das
Lamin B3 eine den Saugern entsprechende Situation gibt. Insgesamt sprechen die
Ergebnisse daflir, dass es sich bei Lamin B3 um ein Protein handelt, das nur in
Saugern vorkommt. Da EST-Datenbanken der einzelnen Spezies standig erweitert
werden, ware es auch in Zukunft sinnvoll in weiteren Saugern nach Lamin B3
Sequenzmotiven zu suchen.

Die Expression von Lamin B3 in Xenopus Embryonen zeigte einen dominant
negativen Effekt in der Entwicklung. Eine Ursache fur den dominant negativen Effekt
konnte in dieser Arbeit nicht ausgemacht werden. Es ware allerdings interessant das
Verhalten des anderen keimbahnspezifischen Lamins, Lamin C2, in der embryonalen
Entwicklung zu analysieren. Sollte es hierbei ebenfalls zu einem dominant negativen
Effekt kommen, so kénnte dies auf die verkirzten Roddoméanen zurlckzufihren sein,
die beiden Proteinen gemeinsam ist. Moéglicherweise kdnnte dies auch weiteren
Aufschluss Uber die Funktionen der keimbahnspezifischen Lamine geben.
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D  Material und Methoden

1.  Material

1.1  Bakterien

Es wurde der superkompetente Bakterienstamm Escherichia coli XL-1 Blue

(Stratagene) verwendet.

1.2  Zellkulturen

Als Zellkulturen dienten humane Hela-Zellen (ATCC (American Type Culture
Collection) Nr. CCL2), Xenopus A6-Zellen (ATCC Nr. CCL102) und COS-7 Zellen
(ATCC Nr. CRL1651) aus einer afrikanischen Affenart. Die aktuellen Zelllinien
wurden von verschiedenen Arbeitsgruppen zur Verfligung gestellt.

1.3 Versuchstiere

Als Versuchstier diente der stdafrikanische Krallenfrosch Xenopus laevis. Die Tiere
wurden von der African Xenopus Facility (Knysna, Stdafrika) oder einem Zichter aus
Hamburg (Firma K&hler) bezogen. Die Tiere wurden gemaB den Bestimmungen des
Tierschutzes gehalten und behandelt.

1.4 Datenbanken

Die Datenbanksuche nach Lamin B3 Sequenzmotiven wurde ausschlieBlich mit Hilfe
der Sequenzdatenbank von NCBI (National Center for Biotechnology Information,
Bethesda, USA) durchgeflhrt (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/).

1.5 Plasmide

pCMV-Sport6-B3  In diesem Vektor ist die cDNA des EST-Klons BM563418
einkloniert, die dem humanen Lamin B3 entspricht. Die Selektion
der transformierten Bakterien erfolgte Gber die auf dem Vektor

vorhandene Ampicillinresistenz (Invitrogen).

pCS?* Der Vektor pCS?* besitzt im Polylinker | zwischen der BamHI-
und EcoRI-Schnittstelle ein nachtraglich eingefligtes Flag-
Antikérperepitop. Hinter der Flag-Sequenz sind die cDNAs der
verschiedenen Xenopus Lamin Subtypen einkloniert (A, B1, B2,
LIl und B3). Die transformierten Bakterien wurden Uber die auf
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pSP64

pPEYFP-Actin

pRc/CMV-Bcl2

p163/7-B2

1.6 Antikorper

dem Vektor vorhandene Ampicillinresistenz selektioniert (Rupp et
al., 1994).

Dieser Vektor besitzt kein zusatzliches Antikérperepitop. Die
cDNAs der einklonierten Xenopus Lamin Subtypen werden als
Wildtypen exprimiert. Die Selektion der Bakterien erfolgte lber

eine Ampicillinresistenz (Promega).

Dieser Vektor codiert flr ein Fusionsprotein aus dem ,verstarkten
gelben fluoreszierenden Protein“ (EYFP) und einem humanen
cytoplasmatischen B-Actin. Die Selektion der transformierten
Bakterien erfolgte Uber die im Vektor vorhandene Kanamycin

Resistenz (Clontech).

In diesem Vektor ist die cDNA des humanen Bcl-2 einkloniert.
Die Selektion erfolgte Uber die auf dem Vektor vorhandene

Ampicillinresistenz (Invitrogen).

Dieser Vektor codiert fir das humane Lamin B2. Die Selektion
erfolgte Uber die im Vektor vorhandene Ampicillinresistenz
(Geschenk von H. Herrmann, DKFZ, Heidelberg).

1.6.1 Primarantikorper

M2

L7-8C6

Lo46F7

anti-Flag Epitop, monoklonaler Antikérper aus der Maus (Sigma,
Bestellnr. F3165), Konzentration 2,8 mg/ml IgG (Immunglobulin),
1:10000 im Westernblot, 1:500 in der Immunfluoreszenz
anti-Lamin B2 (Xenopus), monoklonaler Antikérper aus der Maus
(Stick, 1988), Ascites, 1:10000 im Westernblot, 1:500 in der
Immunfluoreszenz

anti-Lamin LIl (Xenopus), monoklonaler Antikdrper aus der
Maus (Benavente et al, 1985), IgG1, 1:500 im Westernblot,

1:100 in der Immunfluoreszenz
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Nuc 195

B7-1A9

anti-Lamin LIII (Xenopus), monoklonaler Antikérper aus der
Maus (Kneissel et al, 2001), Zellkulturiberstand, 1:10 im
Westernblot, unverdinnt in der Immunfluoreszenz
anti-Nucleoplasmin (Xenopus), monoklonaler Antikérper aus der
Maus (Dreyer et al., 1985), 1gG1, 1:20000 im Westernblot

1.6.2 Sekundarantikorper

Anti-Maus-POD

Anti-Maus-Cy-3

Anti-DIG-AP

1.7  Primer
GS-17 (vorwarts)
GS-17 (rlckwarts)
YFP (vorwarts)
YFP (rickwarts)

Meerrettichperoxidase  (POD)  konjugierter, polyklonaler
Antikdrper aus der Ziege (Dianova, Bestellnr. 115-035-003), 1gG,
1:10000 im Westernblot

Indocarbocyanin (Cy-3) konjugierter, polyklonaler Antikdrper aus
der Ziege (Dianova, Bestellnr. 115-165-003), 1gG, 1:500 in der
Immunfluoreszenz

Alkalische Phosphatase (AP) konjugierter, anti-Digoxigenin
Antikérper aus dem Schaf (Roche, Bestellnr. 11093274) , Fab-
Fragment, 1:1500 in der Immunhistologie

®
3

5 d[TCCTCATTATGCCAGTCCAACTTC]3’ 5
5 d[CCGTAAACTTGTGTAGCACCGC]3’ (5
5 d[GCCGAATTCGGTGAGCAAGGGCGA]3’ (6
5 d[CGAATTCGATCTGAGTCCGGACTTG]3’ (6

a o
3 3

)
)
)
)

a1
A3

1.8 Chemikalien, Puffer und Standardlésungen

Salze und Standardchemikalien wurden von den Firmen Merck, Fluka, Riedel de

Haen oder Sigma bezogen. Lésungen und Puffer wurden mit doppeltdestilliertem

Wasser (ddH»0) hergestellt und nach Bedarf autoklaviert oder sterilfiltriert.
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2. Methoden

Wenn nicht anders angegeben wurden die molekularbiologischen Standard-
Methoden nach Sambrook et al., 2001 durchgeflhrt.

2.1 Arbeiten mit Nukleinsauren

2.1.1 Konzentrationsbestimmungen von Nukleinsauren

Die DNA-Konzentrationen der aus der TELT-Methode stammenden Plasmide wurden
aufgrund des Reinheitsgrades mit Proben bekannter DNA-Konzentrationen auf
Agarosegelen  abgeschatzt. Die DNA- und RNA-Konzentrationen  der
Midipraparationen, mRNA-Synthese und -Isolation wurden photometrisch bestimmt.
Hierbei entspricht eine OD2 von 1 50 ug/ml doppelstrangiger DNA oder 40 ug/ml
RNA. Der Quotient OD2go280 Spiegelt den Reinheitsgrad der Nukleinsdure wider und
sollte zwischen 1,8 und 2,0 liegen.

2.2 Arbeiten mit DNA

2.2.1 Restriktionsspaltungen

Durch Restriktionsendonukleasen des Typs Il kénnen Plasmide linearisiert werden,
oder aus Plasmid-Vektoren spezifisch einzelne DNA-Fragmente herausgeschnitten
werden. In dieser Arbeit wurden Restriktionsenzyme verschiedener Hersteller
verwendet (Fermentas, Amersham und New England Biolab). Ein Restriktionsansatz
von 50 pl setzte sich aus 5 ul des entsprechenden 10 x Restriktionspuffers, 2 ug
DNA, 1 ul des jeweiligen Restriktionsenzyms (5-10U/ul) und einem entsprechenden
Auffillivolumen ddH.O zusammen. Die Inkubation der Restriktionsansatze erfolgte in
der Regel fiir 2 h bei 37°C.

2.2.2 Auffiillreaktion

Mit Hilfe der T4-DNA-Polymerase kdnnen bei den Restriktionsspaltungen
entstandene Uberstehende 5°-Enden (,sticky ends®) zu stumpfen Enden (,blunt
ends*) aufgeflllt werden.

Die Reaktionen wurden in einem Volumen von 20 ul durchgefiihrt. Ein Ansatz setzte
sich aus 4 pl 5x T4-Puffer (Fermentas), 1 ul dNTPs (10 mM, Boeringer), 1 pl T4-
Polymerase (5U/ul, Fermentas), dem linearisieten Vektor und einem
entsprechenden Auffillvolumen ddH,O zusammen. Die Inkubation erfolgte fir 15 min
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bei RT. AnschlieBend wurden die Ansatze mit dem PCR-Purification Kit der Firma
Qiagen nach Anleitung des Herstellers aufgearbeitet.

2.2.3 Dephosphorylierung von Vektor-DNA

Um zu verhindern, dass es bei den bei der Restriktionsspaltung entstandenen
kompatiblen Enden ohne Einbau des gewlinschten Fragments zu einer Religation
kommt, wurde das 5 -Ende der Vektor-DNA mit alkalischer Phosphatase behandelt.
Die Dephosphorylierung erfolgte in einem Volumen von 50 pl. Der geschnittene
Vektor wurde mit ddH»O bis auf ein Volumen von 48 pl aufgefillt. Es wurde zweimal
1 ul Alkalische Phosphatase (1U/ul, Roche) zugefligt und der Ansatz jeweils fir 30
min bei 37°C inkubiert. Nach der Reaktion wurde der Ansatz mit dem PCR-
Purification Kit nach dem Protokoll des Herstellers (Qiagen) aufgearbeitet.

2.2.4 Ligation

Die kovalente Verknupfung von Vektor-DNA und DNA-Fragmenten erfolgte mit Hilfe
der T4-Ligase. Fir die Reaktionen wurde ein molares Verhaltnis von Vektor- zu
Insert-DNA von 1:5 gewahlt. Ein Ligationsansatz hatte ein Volumen von 10 pl und
setzte sich aus 1 ul 10 x Ligationspuffer (Fermentas), 100 ng Vektor, 500 ng Insert, 1
ul T4-Ligase (1U/ul, Fermentas) und einem entsprechendem Aufflllvolumen ddH>O
zusammen. Die Inkubation des Ligationsansatzes erfolgte GN bei 16°C im

Wasserbad.

2.2.5 Whole-Mount TUNEL Assay

Fir den TUNEL Assay (terminal deoxynucleotidyl transferase-mediated dUTP nick-
end labeling) wurden Aliquots zu je funf Embryonen gesammelt, Gber Nacht in 3,7%
Formaldehyd in MEM-Puffer (1 M MOPS; 20 mM EGTA; 10 mM MgSOy; pH 7,4)
fixiert und bis zur weiteren Aufarbeitung in Methanol bei -20°C gelagert. Die
Rehydrierung erfolgte in 90% MeOH/H,O, 70% MeOH/HO, 50% MeOH/PBS, 30%
MeOH/PBS und PBS (1,4 M NaCl; 26 mM KCI; 14 mM KH.POg4; 66 mM NaxHPOy;
pH 7.,4) flr jeweils zehn Minuten. AnschlieBend wurden die Embryonen fir 1 h in
TdT-Puffer (Terminale Nukleotidyliransferasepuffer, Fermentas) &aquilibriert. Die
Markierung der DNA-Enden erfolgte in TdT-Puffer, der mit 0,5 uM Dig-dUTP (Roche)
und 150 U/ml TdT versetzt war Uber Nacht bei 4°C. Der Reaktionsstop erfolgte in
2mM PBS/EDTA fur 2 h bei 65°C. In dieser Zeit wurde der der Puffer einmal
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gewechselt. AnschlieBend wurden die Embryonen viermal mit PBS gewaschen. Die
Embryonen wurden fiir eine Stunde mit PBST + 20% Ziegenserum blockiert, und
daraufhin Uber Nacht in PBST + 20% Ziegenserum mit einem anti-Digoxigenin
Alkalischer Phosphatase (AP) gekoppelten Antikérper (1:1500) inkubiert. Am
nachsten Tag wurden die Embryonen sechsmal bei RT und noch einmal Gber Nacht
bei 4°C in PBS gewaschen (end over end). Die Farbreaktion erfolgte in 1 ml AP-
Puffer (100 mM Tris-HCI; 50 mM MgCl,; 100 mM NaCl; 0,1% Tween 20; pH 9,5) mit
4,5 ul NBT (75 mg/ml Nitroblau-Tetrazolium) und 3,5 ul BCIP (50 mg/ml 5-Brom-4-
Chlor-3-Indolylphosphat) fir drei Tage auf Eis. Daraufhin wurden die Embryonen in
einer aufsteigenden EtOH-Reihe dehydriert und anschlieBend in den Kunststoff
Technovit 7100 (Kulzer) eingebettet.

2.2.6 Reverse Transkriptase—-Polymerase-Ketten-Reaktion (RT-PCR)

Damit die isolierte RNA der Xenopus Embryonen fir eine PCR mit genspezifischen
Primern (GSP) eingesetzt werden konnte, musste diese zunachst durch eine RT-
PCR in cDNA umgeschrieben werden. Die Reaktion wurde mit Hilfe des
SuperScript™ First-Strand Synthese-Kits der Firma Invitrogen durchgefiinrt. Es
wurde 1 pg cDNA fir die nachfolgende Reaktion eingesetzt. Die RT-PCR erfolgte mit
Oligo-dT-Primern nach Angaben des Herstellers. Die Reaktionen wurden in einem
»1hermocycler” der Firma Eppendorf durchgefihrt.

2.2.7 PCR mit genspezifischen Primern

Die PCR mit genspezifischen Primern wurde durchgefihrt um DNA-Fragmente
spezifischer GréBe fir den Einbau in Plasmid-Vektoren zu erhalten, oder den
Nachweis spezifischer Transkripte in Xenopus Embryonen oder einer humanen
Testis-cDNA-Bank zu erbringen. Die PCR erfolgte in einem Volumen von 50 pl und
setzte sich aus 5 ul 10 x PCR-Puffer (Invitrogen), 3 ul MgCl, (25 mM, Invitrogen), 1 pl
dNTPs (10 mM, Invitrogen), 1 ul GSP-vorwarts (10 uM), GSP-rlickwarts (10 uM), 2 pl
der jeweiligen cDNA, 0,4 ul Tag- oder Pfu-Polymerase (3U/ul, Roche) und einem
entsprechendem Aufflillvolumen Diethylpyrocarbonat-behandelten H,O (DEPC). Die

Reaktion erfolgte im Thermocycler mit folgenden Parametern:
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Initiale Denaturierung 94°C 2 min
Denaturierung 94°C 45 sec
Primerbindung 50-65°C 45 sec 30-40 Zyklen
Verldngerung 72°C 1 min
Finale Verldngerung 72°C 10 min
20°C oo

2.2.8 Agarosegele

Die elektrophoretische Auftrennung von DNA und RNA Fragmenten erfolgte mit Hilfe
von 1-2%igen Agarosegelen. Zur Herstellung wurde die Agarose (SeaKem) in einem
entsprechendem Volumen 1x TBE-Puffer (89 mM Tris; 89 mM Borsaure; 2 mM
EDTA) durch Aufkochen gelést. Nach dem Abklhlen wurde die Ldésung in einer
Endkonzentration von 0,5 pg/ml mit Ethidiumbromid (10 mg/ml, Merck) versetzt. Die
Gellaufe erfolgten unter Verwendung von 1 x TBE als Laufpuffer und einer
konstanten Stromstarke von 50-100 mA, abhangig von der GelgrdBe.

2.2.9 Extraktion von DNA aus Agarosegelen

Die zu Klonierungszwecken bendtigten DNA-Fragmente wurden unter ultraviolettem
Licht sichtbar gemacht und mit einem Skalpell herausgeschnitten. Nachdem nicht
Ethidiumbromid geféarbtes Material weitestgehend entfernt wurde, wurde das Gewicht
der Gelsticke ermittelt und diese anschlieBend mit Hilfe des Gelextraktionskits
(Qiagen) weiter aufgearbeitet. Die DNA stand letztendlich in einem Volumen von
50 ul TE-Puffer (10 mM Tris-HCI; 1 mM EDTA; pH 8) zur Verfligung und wurde
anschlieBend durch saure Ethanolféllung aufkonzentriert.

2.2.10 Saure Ethanolféllung

Um DNA oder RNA in wassrigen Losungen zu konzentrieren wurde die Methode der
sauren Ethanolféllung angewendet. Die nukleinsaurehaltige Lésung wurde mit 1/10
Volumen 3 M Na-Acetat und dem 2,5 fachen Volumen Ethanol versetzt. Um das
Prazipitat sichtbar zu machen wurden dem Ansatz optional 1 pl Glykogen (20 mg/ml,
Roche) beigefligt. Nach dem Mischen wurde der Ansatz flr 25 min bei 13200 Upm
und 4°C zentrifugiert. Das Préazipitat wurde mit 70% Ethanol gewaschen, in einer
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SpeedVac getrocknet und anschlieBend in einem entsprechenden Volumen TE-
Puffer oder H>O resuspendiert.

2.3 Arbeiten mit RNA

2.3.1 Herstellung von mRNA fiir die Mikroinjektion

Die Herstellung der mRNA fir die Mikroinjektion in Xenopus Oozyten und
Embryonen erfolgte mit Hilfe des mMessage Maschine-Kit der Firma Ambion. Fur
diese in vitro Reaktion muss die DNA linearisiert vorliegen. Die Plasmide wurden
daher mit dem entsprechenden Restriktionsenzym linearisiert und erhaltene
3’Uberhdnge  gegebenenfalls mit  T4-Polymerase  aufgefilllt.  Vor  der
Transkriptionsreaktion wurde die DNA mit dem PCR-Purification Kit der Firma
Qiagen gereinigt und nach dem Prinzip der sauren Ethanolfallung konzentriert. Ein
20 pl Ansatz fir die mMRNA-Synthese setzte sich aus 2 ul 10 x Reaktionspuffer, 10 ul
2 x Ribonukleotidmix, 1 pg linearisierter DNA, 2 pl 10 x SP6- oder T7-Polymerase
und einem entsprechenden Auffillvolumen H,O zusammen. Die Inkubation erfolgte
fir 2 h bei 37°C. Im Anschluss an die RNA-Synthese erfolgte der Abbau der Plasmid-
DNA durch Zugabe von 2 ul Dnase | (2U/ul) und einer weiteren Inkubation bei 37°C
fir 30 min. Vor der photometrischen Bestimmung wurde die mRNA mit Hilfe des
RNeasy-Kits der Firma Qiagen nach Anleitung des Herstellers gereinigt. Die mRNA
Ausbeuten lagen in der Regel zwischen 10 und 15 pg. Die Lagerung der mRNA
erfolgte bei -80°C.

2.3.2 RNA-Isolation aus Xenopus Embryonen

Zur RNA-Isolation aus Xenopus Embryonen wurden diese in Aliquots zu je flnf
Embryonen gesammelt. Der Uberschissige Puffer wurde weitestgehend
abgenommen, die Embryonen in flissigem Stickstoff schockgefroren und bis zur
weiteren Aufarbeitung bei -20°C gelagert.

Zur weiteren Aufarbeitung wurden die Embryonen in 400 pl frisch angesetztem 1x
Extraktionspuffer (20 mM EDTA; 200 mM Tris-HCI; 600 mM NaCl, 4% SDS; pH 7,5)
mit Proteinase K (20 mg/ml, Fermentas) homogenisiert und fir eine Stunde bei RT
inkubiert. AnschlieBend erfolgte die Isolierung der Nukleinsduren nach der
Phenol/Chloroform Methode (1 x Phenol, 2 x Phenol/Chloroform, 2 x Chloroform).
Optional wurde der wassrige Uberstand mit 7,5 M LiCl geféllt. Es folgte eine saure
Ethanolfallung fur alle Proben. Das Sediment wurde einmal mit 70% Ethanol
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gewaschen und dann in einem Volumen von 40 pl H,O aufgenommen. Zur Kontrolle
wurden 5 pl der RNA-LOsung mit Formamid-haltigem Auftragspuffer (Ambion)

gemischt und in einem 1%igen Agarosegel aufgetrennt.

2.4 Arbeiten mit Bakterien

2.4.1 Praparation von Plasmid-DNA

Die verschiedenen Plasmide wurden in dem Bakterienstamm E. coli XL-1 Blue unter
Selektionsbedingungen amplifiziert. Hierbei wurde Ampicillin in einer Konzentration
von 100 pg/ml, Tetrazyklin und Kanamycin in einer Konzentration von 10 pg/ml dem
LB-Medium (1% Bacto Trypton; 0,5% Hefeextrakt; 17,1 mM NaCl; pH 7,5) oder Agar
(LB-Medium inkl. 1,5% AgarAgar) beigefugt.

Die Minipraparation aus 1,5 ml Kulturmedium wurde unter Verwendung des TELT-
Protokolls (Wilmzig, 1985) durchgefiihrt. 1,5 ml Bakteriensuspension wurden bei
6000 Upm abzentrifugiert und das entstandene Zellsediment in 150 pl TELT-L&sung
(50 mM Tris-HCI; 62,5 mM EDTA; 2,5 M LiCl; 0,4% Triton X-100 (w/v); pH 7,5)
resuspendiert und mit 15 pl Lysozym (10 mg/ml, Sigma) versetzt. Nach einer
Inkubation von finf Minuten bei RT wurde die Probe drei Minuten im Wasserbad
gekocht und anschlieBend funf Minuten auf Eis inkubiert. Es folgte ein fUnfmindtiger
Zentrifugationsschritt bei 13400 Upm. Nach Entfernung des entstandenen Sediments
wurden 100 pl Isopropanol zum Uberstand gegeben. Der Ansatz wurde gemischt und
fr 15 min bei 13400 Upm zentrifugiert. Das Prazipitat wurde zweimal mit 70%
Ethanol gewaschen und anschlieBend zwei bis finf Minuten im Vakuum (SpeedVac,
Eppendorf) getrocknet. AbschlieBend wurden die Plasmide in 50 pl TE-Puffer oder
H.O gel6st. Fur den nachfolgenden Testverdau waren 5 pl der Plasmid-Lésung

ausreichend.

Die Plasmidpraparation im mittleren MaBstab erfolgte mit Hilfe des Qiafilter-Plasmid-
Midi-Kits der Firma Qiagen. Mit 1 ml aus einer Minikultur wurden 50 ml selektives LB-
Medium angeimpft und dber Nacht bei 37°C und 200U/min auf einem
Schittelinkubator inkubiert. Am darauf folgenden Tag wurden die 50 ml Kulturen
abzentrifugiert und die Plasmide nach Anleitung des Herstellers isoliert. Das
erhaltene Sediment wurde zweimal mit 70% Ethanol gewaschen und anschlieBend in
100 pl TE-Puffer resuspendiert. Die Konzentration der Plasmidlésung wurde
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photometrisch bestimmt. Die Ausbeute der Plasmidpraparation lag hierbei bei
zwischen 50 und 150 pug.

2.4.2 Transformation

Durch die Technik der Transformation wurden Plasmide, in die die entsprechenden
cDNAs einkloniert waren, auf den superkompetenten Bakterienstamm E. coli XL-1
Blue Ubertragen. Die Transformation der Plasmide erfolgte durch Elektroporation.
Hierzu wurde ein 50 pl Ansatz elektrokompetenter Zellen mit 1 pl Plasmidlésung
(1 ng-1 pg/ul) vermischt und in eine Elekiroporationsklvette Uberfihrt. In allen
Experimenten wurde eine 2 mm Kiivette verwendet und eine Spannung von 1,8 kV
gewahlt. Sofort nach der Elektroporation wurde 500 ul vorgewarmtes SOC-Medium
(2% Bacto Trypton; 0,5% Hefeextrakt; 10 mM NaCl; 2,5 mM KCI; 10 mM MgCly,; 10
mM MgSO4; 20 mM Glucose; pH 7) auf die Zellen gegeben und diese zur
Regenerierung fir 30 min bei 37°C inkubiert. AnschlieBend wurden verschiedene
Volumina der Bakteriensuspension mit Hilfe von sterilen Glaskigelchen auf
Antibiotika-haltigen Agarplatten ausplattiert.

2.5 Arbeiten mit Proteinen

2.5.1 Proteinisolation aus Xenopus Embryonen

Die Proteinisolation aus Xenopus Embryonen erfolgte nach der Methode von Stick
und Hausen (Stick und Hausen, 1985). 1-3 Xenopus Embryonen des gleichen
Stadiums wurden in 10 pl Isolationspuffer (5 mM Tris-HCI; 2 mM MgClz; 0,5 mM
Spermine; 0,25 M Saccharose; 0,5% Triton X-100 (w/v); 0,1 mM PMSF
(Phenylmethylsulfonylfluorid); pH 8) homogenisiert. Das Homogenat wurde auf 10 pl
60% Percoll in Isolationspuffer geschichtet. Es erfolgte ein Zentrifugationsschritt von
10 min bei 3000 g und 4°C. Die Interphase wurde in einem Volumen von 15 pl
abgenommen und zur Degradierung der Nukleinsduren mit 0,2 pl Benzonase
(250U/ul, Merck) versetzt. Die Inkubation mit der Benzonase erfolgte flr zehn
Minuten bei RT. AnschlieBend wurde die Probe mit 7,5 pl 2x Sol E (100 mM Tris-HCl;
0,8 mM EDTA; 6% SDS (w/v); 0,2M DTT; 35% Glyzerin (w/v); pH 6,8; mit
Bromphenolblau) versetzt und zur Denaturierung der Proteine fur funf Minuten auf
99°C erhitzt. Direkt vor dem Gelauftrag wurde die Probe nochmals mit 1 pl 1M DTT
(Dithiotreithol) versetzt.
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2.5.2 Proteinisolation aus verschiedenen Geweben

Das Gewicht der Gewebestiicke wurde ermittelt. Das Gewebe wurde im
halbgefrorenen Zustand mit einer kleinen Schere homogenisiert. Das Homogenat
wurde in 2 x Sol E aufgenommen (150 ul/100 mg) und zur Degradierung der
Nukleinsauren mit 3 pul Benzonase (250U/ul, Merck) versetzt. Die Inkubation erfolgte
fir zehn Minuten bei RT. Etwa 10 mg Gewebe wurden flr die gelelektrophoretische
Auftrennung pro Spur eingesetzt.

2.5.3 SDS-Polyacrylamidgele und Westernblot

Die SDS-Polyacrylamidgelelekirophorese (SDS-PAGE) zur Auftrennung von
Proteinen basierte auf der Methode von Laemmli (1970). Sie beruht auf einem
diskontinuierlichen Gelelektrophorese-System, bestehend aus Sammelgel und
Trenngel, unter denaturierenden Bedingungen. Durch die Verwendung von SDS als
Detergenz werden die Proteine in ihre einzelnen Polypeptidketten zerlegt und es wird
eine Auftrennung der einzelnen Polypeptide nach ihrem Molekulargewicht ermdglicht.
Im Rahmen dieser Arbeit wurden ausschlieBlich 10%ige Polyacrylamidgele
eingesetzt. Folgende Gellésungen wurden verwendet:

Trenngel (10%): 3,3 ml 30% Acrylamid/0,8% Bisacrylamid-Lésung (Roth);
2,5 ml Sol B (1,5 M Tris-HCI; 3 mM EDTA; pH 8,8); 50 ul
20 % SDS; 40 pl Thiodiethylenglykol (25%); ad 10 ml H>O

Sammelgel (4,5%): 2 ml 30% Acrylamid-0,8% Bisacrylamid-Lésung; 2,5 ml
Sol D (0,5 M Tris-HCI; 4 mM EDTA; pH 6,8); 50 ul 20 %
SDS; 40 ul Thiodiglykol (25%); ad 10 ml H,O

10 x Laufpuffer: 192 mM Gilycin; 25 mM Tris Base; 0,1% SDS (w/v)

Die Gele wurden in MehrfachgieBstanden gegossen. Die Glasscheiben (8x10 cm)
wurden vor dem Einsatz griindlich mit 70% Ethanol gereinigt. Je zwei Glasscheiben
wurden durch 1 mm Abstandshalter (,Spacer”) getrennt, und diese vertikal in einem
MehrfachgieBstand aufgereiht. Um die Polymerisierung zu starten wurden die
Gellbsungen mit 50 pl APS (Ammoniumpersulfat; 10% in H.O) und 25 yl TEMED
(N,N,N"N'-Tetramethylethylenediamine) versetzt. Das Trenngel wurde 6 cm hoch
gegossen und anschlieBend mit Isopropanol Uberschichtet, um eine gerade,
luftblasenfreie Oberflache zu erhalten. Nach der Polymerisierung wurde das
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Isopropanol mit Wasser abgespilt und das Uberschissige Wasser mit einem
Filterpapier abgenommen. Das Trenngel wurde daraufhin mit dem Sammelgel
Uberschichtet und die Kamme wurden luftblasenfrei eingesteckt. Nach der
Polymerisierung wurde der GieBstand auseinander gebaut, die einzelnen Gele
entnommen und von auBeren Gelresten befreit. Die Gele wurden entweder sofort
verwendet oder in feuchte Tilcher gewickelt fir maximal zwei Wochen bei 4°C
gelagert.

Die Proteinproben wurden vor dem Gelauftrag mit 1x oder 2 x Sol E als Probenpuffer
vermischt. Es erfolgte ein Denaturierungsschritt von finf Minuten bei 99°C. Die
Auftrennung der Proteine im Sammelgel erfolgte unter einem konstanten Strom von
18 mA. Nach dem Einlauf der Proben ins Trenngel wurde die Stromstarke auf 25 mA
erhéht.

Die in der SDS-PAGE aufgetrennten Proteine wurden durch Elektroblotting mit Hilfe
einer Elektroblot-Apparatur (Biorad) auf eine PVDF-Membran (0,45 um PorengréBe,
Millipore) transferiert. Die Membran wurde vor der Verwendung 30 sec in Methanol
getrankt und anschlieBend in Transferpuffer (1 x Borat-Puffer; 20 mM Borat; 1 mM
EDTA; pH 8,8, mit fester NaOH eingestellt) aquilibriert. Aus der Membran (6x9 cm),
dem Trenngel (6x9 cm) und sechs mit Transferpuffer getrankten Filterpapieren (6x9
cm) wurden in einer mit Transferpuffer-gefillten Schale ein Sandwich hergestellt.
Hierzu wurde zuerst die Membran luftblasenfrei auf das Trenngel gelegt und mit drei
feuchten Filterpapieren Uberschichtet. Auf die noch freie Seite des Gels wurden
ebenfalls drei befeuchtete Filterpapiere gelegt. Das Sandwich wurde vertikal in die
Blot-Apparatur zwischen zwei mit 1x Borat-Puffer getrdnkten Schaumstofftiichern
eingespannt. Der Strom wurde so angelegt, dass die Membran sich auf der Seite der
Anode befand. Zuerst wurde fiir jeweils 20 min ein Strom von 200 mA, 300 mA und

400 mA angelegt und spater fir eine Stunde ein Strom von 500 mA.

Die Membran wurde fir eine Minute reversibel mit einer Coomassie-Lésung (40%
Ethanol; 5% Essigsaure; 0,2% Coomassie Brilliant Blue R 250) gefarbt.
AnschlieBend wurde die Membran mit Entfarber-Lésung (40% Ethanol; 5%
Essigsaure) gewaschen, bis das Bandenmuster deutlich zu erkennen war. Die
Membran wurde fiir 15 min getrocknet. Zur weiteren Orientierung wurden die
Markerbanden mit Kugelschreiber nachgezeichnet und die Membran gescannt. Vor
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der Inkubation mit einem primaren Antikérper wurde die Membran 30 sec in Methanol
inkubiert und ftr 15 min getrocknet.

Nach dem Trocknen wurde die Membran in PBST &aquilibriert. Der Antikérper wurde
in PBST mit 0,1% Milchpulver verdinnt. Die Membran wurde mit 10 ml
Antikérperldsung in Plastikfolie eingeschweiBt. Die Inkubation erfolgte Gber Nacht bei
4°C auf einem Schuttelinkubator. Am nachsten Tag wurde die Membran dreimal far
zehn Minuten mit PBST gewaschen und nachfolgend mit dem sekundaren Antikérper
fir eine Stunde bei RT inkubiert. Im Anschluss wurde die Membran wieder dreimal
fir zehn Minuten mit PBST gewaschen.

An den sekundaren Antikérper ist das Reporterenzym Peroxidase gekoppelt, das das
Chemilumineszenzsubstrat ,Supersignal“ der Firma Pierce umsetzen kann. Das
Substrat besteht aus zwei Lésungen, die im Verhaltnis 1:1 gemischt wurden, wobei
ein Endvolumen von 1,5 ml fir eine Membran ausreichend war. Nach einer
Inkubation von finf Minuten bei RT, wurde die Membran in dinne Plastikfolie
eingeschweifBt. Die Detektion der Chemilumineszenz erfolgte in einem
Geldokumentationssystem der Firma Fuji (LAS3000). Die Bilder lagen elektronisch
vor und wurden mit den Softwareprogrammen AIDA (Fuji) und Adobe Photoshop 7.0
bearbeitet.

2.6 Arbeiten mit Xenopus

2.6.1 Haltung und Manipulation von Xenopus laevis Oozyten

Far in vitro Eireifungsexperimente wurden adulte Weibchen, abhangig vom
Kérpergewicht, flnf bis sieben Tage vor der Oozytenentnahme mit 50-75 ul PMSG
(Pregnant Mare Serum Gonadotropin, 1U/ul, Sigma) geprimt. Flr die partielle
Ovarektomie wurde das Weibchen in 0,2% MS222 betaubt. Das Ovarstliick wurde
nach der Entnahme in OR-2-Medium (82,5 mM NacCl; 2,5 M KCI; 1 mM MgCl,; 1 mM
Na,HPO4; 5 mM HEPES-NaOH; pH 7,8) dberfihrt, manuell zerkleinert und
anschlieBend zwei bis dreimal gewaschen. Zur Vereinzelung wurden die Oozyten
einem Collagenase-Verdau (0,2% Collagenase (Sigma) in OR-2-Medium) fiir drei bis
finf Stunden bei RT unterzogen. Durch den Collagenase-Verdau wurden ebenfalls
die Follikelhdute der Oozyten entfernt und so die nachstehende Injektion erleichtert.
Im Anschluss wurden die Oozyten mit 1 x MBS-Puffer (88 mM NaCl; 1 mM KCI; 1
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mM MgSQO4; 5 mM HEPES-NaOH; 2,5 mM NaHCOs;; pH 7,4) gewaschen. Oozyten
der Stadien V und VI wurden gesammelt und Gber Nacht bei 18 °C in MBS-Puffer
inkubiert.

2.6.2 Mikroinjektion von Xenopus Oozyten

Fir die Mikroinjektion wurden QOozyten der Stadien V und VI (Dumont, 1972)
verwendet. Die Injektion erfolgte mit Hilfe eines Nano Jet-Injektionsgerats
(Drummond) und selbst gezogenen Injektionsnadeln. Pro Oozyte wurden 32 nl der
jeweiligen mRBRNA mit einer Konzentration von 100 ng/ul injiziert. Um die Translation
der injizierten mRNA zu gewahrleisten wurden die Oozyten in 1 x MBS-Puffer bei
18°C inkubiert.

2.6.3 Trennung von Kern und Cytoplasma und Aufarbeitung der Proben

Die Isolierung der Kerne aus Oozyten erfolgte 24 bzw. 48 h nach der Injektion
manuell unter dem Stereomikroskop in 5:1 Puffer (83 mM KCI; 17 mM NaCl; 10 mM
Tris-HCI; pH 7,2). Nach der Isolierung wurden die Kerne in 100% Ethanol transferiert.
Hier wurden sie solange in Bewegung gehalten, bis ihre Fixierung durch eine weiBe
Farbung sichtbar wurde. AnschlieBend wurden sie in ReaktionsgefaBe tberfuhrt und
das restliche Ethanol abgezogen. Die Kerne wurden fir finf Minuten im Vakuum
getrocknet, anschlieBend in 5 pl Auftragspuffer (1xSol E) aufgenommen, fir flnf
Minuten bei 99°C erhitzt und durch SDS-PAGE aufgetrennt. Die dazugehdrigen
Cytoplasmen wurden, wenn sie benétigt wurden, ebenfalls aufgearbeitet. Die
Cytoplasmen wurden in 10 pul MEB-Puffer (10 mM HEPES-KOH; 50 mM KCI; 20 mM
B-Glycerolphosphat; 2 mM MgCly; 1 mM DTT; 1 mM EGTA; 1 mM ATP; pH 7) mit 1%
Triton X-100 homogenisiert und anschlieBend fir drei Minuten bei 8000 UpM und
4°C zentrifugiert. Der Uberstand wurde abgenommen, mit 5 ul Auftragspuffer (2xSol
E) versetzt, fir funf Minuten bei 99 °C erhitzt und durch SDS-PAGE aufgetrennt.

2.6.4 Hochsalzextraktion von Oozytenkernen

Es wurden 20 manuell isolierte Oozytenkerne flr die Hochsalzextraktion eingesetzt.
Die Kerne wurden in 100 ul Hochsalzpuffer (MEB-Puffer mit 2M NaCl; 0,1% Triton X-
100) aufgenommen und fir 8 min auf Eis inkubiert. AnschlieBend wurden die
extrahierten Kerne fiir 15 min bei 13000 Upm zentrifugiert. Der Uberstand des
Sediments wurde abgenommen. Das Sediment wurde kurz an der Luft getrocknet, in
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15 ul SDS-Probenpuffer aufgenommen, 5 min auf 99°C erhitzt und durch SDS-PAGE
aufgetrennt.

Der Uberstand wurde einer Proteinfallung nach Wessel und Flugge (1984)
unterzogen. Hierzu wurde der Uberstand mit 4 Volumen MeOH, 1 Volumen
Chloroform und 3 Volumen H2O vermischt und fir 5 min bei 10000 Upm zentrifugiert.
Die obere wassrige Phase wurde abgenommen. Das restliche Volumen wurde mit 3
Volumen MeOH vermischt. Im Anschluss wurde das Protein im Uberstand fiir 2 min
bei 8000 Upm sedimentiert. Die erhaltenen Sedimente wurden wieder kurz an der
Luft getrocknet, in 15 pl SDS-Probenpuffer aufgenommen, 5 min auf 99°C erhitzt und
durch SDS-PAGE aufgetrennt.

2.6.5 Eireifung mit Progesteron

Die Eireifung von Oozyten der Stadien V und VI kann in vitro durch die Zugabe des
Hormons Progesteron induziert werden. Hierzu wurden die Oozyten mit 5 uM
Progesteron (Sigma) in 1 x MBS bei RT inkubiert. Die Eireifung erfolgte in der Regel
nach sechs bis acht Stunden. Gereifte Eier konnten durch den hellen Reifungsfleck
am animalen Pol identifiziert werden. Zur weiteren Kontrolle der Eireifung wurden
einige Eier und Oozyten zehn Minuten in 100% Ethanol fixiert und anschlieBend
aufgebrochen. Gereifte Eier weisen nach dem Zusammenbruch der Kernhille, im
Gegensatz zu Oozyten, keinen Kern mehr auf. Die gereiften Eier wurden gesammelt,

in ReaktionsgefaBe Uberflihrt und bis zur weiteren Aufarbeitung bei -20°C gelagert.

2.6.6 Saccharosegradientenzentrifugation von Xenopus Eihomogenaten

Far die Ultrazentrifugationsversuche wurden die gereiften Eier in Aliquots zu je 50
Embryonen gesammelt. Die gereiften Eier wurden mit einer Pipette homogenisiert
und anschlieBend fir zehn Minuten bei 10000 Upm und 4°C zentrifugiert. Die
Interphase wurde abgenommen und flr drei Minuten bei 8000 Upm und 4°C
zentrifugiert. Die Interphase wurde erneut abgenommen und ihr Volumen bestimmt.
Sie wurde mit Hilfe einer 2,3 M MEB-Saccharosestammlésung auf eine
Saccharosekonzentration von 1,3 M eingestellt und in ein Zentrifugenréhrchen fir
TLS-55 Rotoren (Beckman) Uberfiihrt. Uber der Probe wurde ein Stufengradient
angelegt. Die Probe wurde nacheinander mit je 300 pl 1,1 M, 0,9 M und 0,7 M
Saccharose in MEB Uberschichtet. Die Ultrazentrifugation erfolgte fir zwei Stunden
bei 48000 Upm und 4°C in der Ultrazentrifuge TL-100 (Beckman). Nach der
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Zentrifugation wurde der Gradient von oben beginnend in 75 pl Aliquots
abgenommen und fraktioniert. Zur Kontrolle wurden 20 pl aus jeder Fraktion
abgenommen, mit 60 pl H,O gemischt und im Refraktometer die Saccharose-
konzentration bestimmt. Die restlichen 55 pul jeder Fraktion wurden mit 22 pl
Auftragspuffer (2 x Sol E) versetzt. Jeweils 18 pl davon wurden in die
gelelektrophoretische Analyse eingesetzt.

2.6.7 Haltung und Manipulation von Xenopus laevis Embryonen

Die Xenopus Weibchen wurden zur Stimulation der Oogenese eine Woche vor der
Eiablage abhangig vom Korpergewicht mit 50-75 U hcG (humanes
Choriongonadotropin, 1U/ul Sigma) geprimt. Etwa zehn Stunden vor der Ablage
wurden sie erneut mit 400-750 U hcG geprimt. Die Injektion des Hormons erfolgte in
den dorsalen Lymphsack. Zur Spermiengewinnung wurde ein mannlicher Frosch
dekapitiert, die Hoden manuell isoliert und in 1 x MBS Uberfiihrt. Ein Stlick Hoden
wurde in 100 pl 1 x MBS mazeriert. Um die Salzstarre der Spermien aufzuheben
wurden sie mit 900 ul Wasser versetzt (entspricht 0,1 x MBS) und anschlieBend far
die in vitro Befruchtung auf die abgelegten Eier gegeben. Die Befruchtung konnte
anhand der Rotationsbewegung kontrolliert werden. Die Gallerthille der Embryonen
wurde in 2% Cystein-NaOH (pH 7,9-8,0) aufgelést. Die Embryonen wurden mit
0,1 x MBS gewaschen und in 0,1 x MBS mit 5% Ficoll inkubiert. Die Mikroinjektion
erfolgte noch vor der ersten Teilung bzw. in eine Blastomere des Zweizellstadiums.
Es wurden jeweils 8,2 nl mMRNA mit einer Konzentration von 100 ng/ul pro Embryo
injiziert. Die Injektion erfolgte mit einem Femtoject-Injektor der Firma Eppendorf. Die
Bestimmung der embryonalen Stadien erfolgte nach Nieuwkoop und Faber (1967).
Alle injizierten und nicht-injizieten Embryonen wurden bis zum Stadium 6,5 in
0,1 x MBS mit 5% Ficoll inkubiert. Dann wurden sie sorgfaltig mit 0,1 x MBS
gewaschen. In diesem Puffer wurden sie zur weiteren Entwicklung bei RT inkubiert.
Zur Induktion der Apoptose zu Beginn der Gastrulation wurden einige Embryonen in
Stadium 6,5 far 15 min mit 0,1 mg/ml Cycloheximid in 0,1 x MBS inkubiert und
anschlieBend dreimal mit 0,1 x MBS gewaschen.
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2.7 Histologische Methoden

2.7.1 Immunbhistologie von Embryonen und Oozyten

Fir die Anfertigung von Cryostatschnitten wurden die Embryonen und Oozyten UGN in
Dent’s Fixativ (20% DMSO; 80% MeOH) fixiert. Daraufhin wurden sie in 15%
Fischgelantine (16,6 ml 45% Fischgelantine; 7,5 g Saccharose; ad 50 ml mit ddH,0)
Uberfihrt und darin fir 24 h bei RT auf einem Drehrad inkubiert. AnschlieBend
konnten sie bis zur weiteren Aufarbeitung bei 4°C gelagert werden. Die einzelnen
Embryonen und Oozyten wurden mit Hilfe von flissigem Stickstoff in 15%
Fischgelantine eingefroren. Mit einem Gefriermikrotom (Jung Frigocut 2800E)
wurden Gewebeschnitte mit einer Dicke von 10 um angefertigt. Die Schnitte wurden
auf Poly-L-Lysin-beschichtete Objekitrager transferiert und vor der weiteren

Aufarbeitung fir einige Tage getrocknet.

2.7.2 Immunfluoreszenzfarbung von Cryostatschnitten

Die Schnitte wurden fir zwei Minuten bei -20°C in Aceton fixiert und anschlieBend
getrocknet. Sie wurden kurz mit PBS gewaschen und in 5% Milchpulver in PBS fir
30 min bei 37 °C blockiert. Daraufhin erfolgte die Inkubation mit dem entsprechenden
monoklonalen Antikérper in einer mit PBS befeuchteten Kammer fir zwei Stunden
bei 37°C. Die Schnitte wurden dreimal flr zehn Minuten mit 1% Milchpulver in PBS
bei 37°C gewaschen. Die Inkubation mit dem zweiten Fluorophor-gekoppelten
Antikérper erfolgte flr eine Stunde bei RT wieder in einer feuchten Kammer. Die
Schnitte wurden bei RT zun&chst zehn Minuten mit 1% Milchpulver in PBS und
daraufhin zweimal fir zehn Minuten mit PBS gewaschen. Um die DNA anzuférben,
erfolgte eine zweiminitige Farbung mit 0,1 pg/ml DAPI (Diamidino-phenylindol,
Sigma) in PBS. Nach der DNA-Farbung wurden die Schnitte noch zweimal flir zehn
Minuten in PBS gewaschen, getrocknet und anschlieBend in Fluoromount

eingebettet.

Um dinnere Schnitte zu erhalten wurden einige Embryonen in Kunstharz
eingebettet. Am Mikrotom konnten so Schnitte mit einer Dicke von 2 um angefertigt
werden. Hierfir wurden die Embryonen UN in 3,7% Formaldehyd in MEM-Puffer
fixiert. Am darauf folgenden Tag wurden die Embryonen in einer aufsteigenden
EtOH-Reihe dehydriert. Die Einbettung in das Methacrylatharz Technovit 7100
(Kulzer) erfolgte nach Anleitung des Herstellers. Durch die Einbettung in das
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Methacrylatharz konnten zwar Schnitte mit einer Dicke von 2 um angefertigt werden,
aber eine Farbung mit Antikérpern war nicht mehr méglich. Um die DNA sichtbar zu
machen wurden die angefertigten Schnitte mit 1ug/ml DAPI fir zehn Minuten geféarbt.
Im Anschluss wurden die Schnitte kurz in PBS gespllt, getrocknet und in

Fluoromount eingebettet.

2.7.3 Immunhistologie von Testisgewebe

Fir die Entnahme von Testisgewebe wurden ausschlieBlich mannliche adulte Tiere
verwendet. Die frisch entnommenen Organe wurden vom Fettgewebe befreit und in
Stickstoff-vorgekiihltem 2-Methylbutanol schockgefroren. Das Gewebe wurde bis zur
weiteren Aufarbeitung bei -80°C gelagert.

Das noch gefrorene Gewebe wurde mit Hilfe von flissigem Stickstoff in 15-25%
Fischgelantine eingebettet. Mit einem Gefriermikrotom wurden Gewebeschnitte mit
einer Dicke von 10 pm angefertigt. Die Schnitte wurden auf Poly-L-Lysin-
beschichtete Objekitréager transferiert und vor der weiteren Aufarbeitung flr einige
Tage getrocknet.

Die Fixierung der Proteine erfolgte fir zehn Minuten bei -20°C in Aceton. Nach dem
Trocknen erfolgte die Fixierung der Nukleinsduren fir zehn Minuten mit 1%
Formaldehyd in PBS. Es folgte ein kurzer Waschschritt mit PBS. Daraufhin wurde ein
Blockierungsschritt in PBS mit 2% BSA (Rinderserumalbumin) fiir eine Stunde bei
37°C durchgefiihrt. Nach einem weiteren Waschschritt erfolgte die Inkubation mit
dem ersten Antikdrper in PBS flir 15 min bei RT in einer feuchten Kammer. Danach
wurde dreimal far funf Minuten mit PBS gewaschen. Die Inkubation mit dem zweiten
Fluorophor-gekoppelten Antikérper erfolgte ebenfalls in PBS fir 15 min in einer
feuchten Kammer bei RT. AnschlieBend wurde wieder dreimal fir finf Minuten mit
PBS gewaschen. Um die DNA sichtbar zu machen, erfolgte eine zweimin(tige
Farbung mit 0,1 pg/ml DAPI in PBS. Die Gewebeschnitte wurden kurz mit PBS
gespult, getrocknet und anschlieBend in Fluoromount eingebettet.

2.7.4 Mikroskopische Analyse
Die Analyse der Praparate erfolgte mit Hilfe eines Axioplan Fluoreszenzmikroskops
der Firma Zeiss (Jena). Die Aufnahme der Bilder wurde mit der Digitalkamera

Axiocam MRc5 und der daran angeschlossenen Software Axiovision 6.0 von Zeiss
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durchgefihrt. Zur Bearbeitung der Bilder wurden die Programme Adobe Photoshop
7.0 und Makromedia Freehand MX verwendet.

2.8 Zellkultur und Transfektion

2.8.1 Haltung der Zellen

Fur Zellkulturexperimente wurden die folgenden eukaryotischen Zelllinien unter den
angegebenen Bedingungen kultiviert. Alle fir die Zellkultur verwendeten Medien und
Zuséatze wurden als sterile Losungen von der Firma PAA bezogen.

COS-7-Zellen: 90% DMEM (Dulbecco’s Modified Eagle Medium)
10% FCS (fétales Kélberserum)
(Inkubation bei 37 °C und 5% CO5)

Hela-Zellen: 90% DMEM
10% FCS
(Inkubation bei 37 °C und 5% CO.)

AB-Zellen: 78,3% DMEM
8,7% FCS
13% Wasser
(Inkubation bei 27 °C und 5% CO.)

Als antibiotische Zuséatze enthielten die angegebenen Medien 100 pg/ml Penicillin-
Streptomycin und 2,5 pg/ml Amphotericin B.

2.8.2 Transfektion

Far die Transfektion wurden die verschiedenen Zelllinien auf sterilen Glasplattchen in
6-Well-Platten (Nunc) bis zu einer Dichte von 40-50% kultiviert. Die Transfektion
erfolgte mit dem Reagenz FuGene6 (Roche) nach Anleitung des Herstellers. 3 ul
FuGene und 1 ug gereinigte Plasmid-DNA waren flr die Transfektion der Zellen in
einem 3,2 mm Well einer 6-Well-Platte ausreichend. Nach der Transfektion wurden
die Zellen wie gewohnt weiter inkubiert. Die Aufarbeitung der Zellen erfolgte in der
Regel 24 h nach der Transfektion.
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2.8.3 Analyse von Kulturzellen

Um ein objektives MaB der Kerndeformation Lamin-B3 transfizierter Zellen zu
erhalten wurde eine statistische Berechnung an verschiedenen Lamin-transfizierten
und nicht-transfizierten Zellen durchgefihrt. Die Deformation der Kerne wurde
anhand der folgenden Formel berechnet: 4I1 x Flache/Umfang®. Bei Umfang und
Flache eines Kreises ergibt sich hierbei der Wert 1. Je hoéher der Grad der
Verformung des Zellkerns ist, desto mehr geht der Wert gegen 0. Flache und Umfang
der Zellkerne wurden manuell mit Hilfe der Software Axiovision 6.0 und einer

elektronischen Maus ermittelt.

2.8.4 Immunfluoreszenz von Kulturzellen

Um Reste des Kulturmediums zu entfernen wurden die bewachsenen Glasplattchen
vor der Fixierung zweimal kurz mit PBS gewaschen. Die Doppelfixierung wurde fir
20 min mit 3,7-% Formaldehyd in PBS und daraufhin fir 10 min mit 3,7%
Formaldehyd in PBS mit 5% Triton bei RT durchgefiihrt. Nach einem dreimaligen
Waschschritt fir finf Minuten mit PBS erfolgte die Absattigung des Fixativs mit
50 mM Ammoniumchlorid in PBS ebenfalls fir dreimal finf Minuten. AnschlieBend
wurden die Zellen dreimal fir finf Minuten mit PBS gewaschen. Die
Antikérperinkubation erfolgte in einer feuchten Kammer. Hierzu diente ein
umgestllptes PlastikgefaB, das mit PBS getrankten Tlchern ausgelegt war. Die
Inkubation mit dem ersten monoklonalen Antikérper erfolgte bei entsprechender
Verdinnung far 30 min bei RT. Nach einem dreimaligen Waschschritt flr flnf
Minuten mit PBS erfolgte die Inkubation mit dem zweiten Cy-3 gekoppelten
Antikérper fir 15 min bei RT. AnschlieBend erfolgte ein weiterer Waschschritt mit
PBS. Die spezifische Farbung der DNA erfolgte mit 0,1 pug/ml DAPI in PBS fir eine
Minute. Die Glasplatichen wurden noch einmal kurz gewaschen, getrocknet und
dann auf einem Objekttrager in einen Tropfen Fluoromount eingebettet. Jetzt
standen sie fiir die mikroskopische Analyse zur Verfligung oder konnten bei -20°C
gelagert werden.
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E Zusammenfassung
Das keimbahnspezifische Protein Lamin B3 ist ein alternatives SpleiBprodukt des

LMNB2 Gens. Dieses Protein konnte bisher nur in der Spezies Maus nachgewiesen
werden (Furukawa und Hotta, 1993). Im Rahmen dieser Arbeit wurde mit Hilfe von
Gen- und EST-Datenbanken nach Lamin B3 Sequenzmotiven in weiteren Spezies
gesucht. Durch das Vorhandensein der entsprechenden EST-Klone konnte das
Lamin B3 in den Spezies Ratte und Mensch nachgewiesen werden.
Datenbankanalysen ergaben flr zwei Fischarten (Takifugu rubripes und Tetraodon
nigroviridis), dass fir Lamin B3 eine entsprechende Situation, wie sie flir das Maus
LMNB2 Gen gezeigt wurde, in diesen Arten nicht vorliegt. Durch zusatzliche
experimentelle Untersuchungen konnte flir Xenopus belegt werden, dass in dieser
Art ein Lamin B3 in der Entwicklung mannlicher Keimzellen nicht auftritt. Die
Ergebnisse deuten darauf hin, dass es sich bei dem Lamin B3 um eine
Neuentwicklung der Saugetiere handelt.

Zusatzlich konnte gezeigt werden, dass die Zusammensetzung der Lamina in der
Spermatogenese von Xenopus anders ist als die der Nagetiere. Bisher wurde Lamin
B1, neben den keimbahnspezifischen Laminen B3 und C2, als einziges somatisches
Lamin in der Spermatogenese der Nagetiere beschrieben (Vester et al., 1993; Schutz
et al., 2005b). In dieser Arbeit konnte das somatische Lamin B2 in Spermatogonien
und Spermatozyten I|. und Il. Ordnung in der Spermatogenese von Xenopus
nachgewiesen werden.

Ein humaner Lamin B3 EST-Klon wurde in dieser Arbeit in verschiedenen
Versuchsanséatzen charakterisiert. Die Analysen des Lamins B3 in Oozyten ergaben,
dass sich das humane Lamin B3, trotz der verkirzten Roddoméane, in vivo wie ein
typisches Lamin verhalt.

Die Expression von Lamin B3 in Xenopus Embryonen hingegen induziert den
synchronen Zelltod der Embryonen zu Beginn der Gastrulation. Es konnte gezeigt
werden, dass der Tod der Embryonen durch Apoptose ausgeldst wird.

Ektopische Expression des Lamins B3 in verschiedenen somatischen Kulturzellen
fihrt zur Verformung der Zellkerne. Die Zellkerne sind stark vergrdéBert und zeigen
zahlreiche Lobulierungen und Einstilpungen. Diese Effekte wurden quantifiziert. Die
Verformung somatischer Zellkerne wurde bereits mit murinen Lamin B3 und einer
Lamin B1-Mutante, der 4/5 der Rod-Domane fehlen, gezeigt und ist auf die verkirzte
Roddomane zurickzufiihren (Schutz et al., 2005a; Schirmer et al., 2001).
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Tabelle A: Kernparameter nicht transfizierter Hela-Zellen
Flache in Umfang in 411 X Flache in Umfang in 41T X
pm? pm Flache/Umfang?® pm? pm Flache/Umfang?®
1036,25 132,25 0,74 997,14 124,93 0,8
969,56 120,51 0,84 1035,32 130,46 0,76
1018,27 136,88 0,68 963,62 121,72 0,82
783,92 107,95 0,85 1004,18 127,73 0,77
1100,06 140,62 0,7 1201,62 132,93 0,85
1225,3 145,44 0,73 853,49 124,99 0,69
1211,21 137,36 0,81 1832,39 173,38 0,77
1199,93 133,8 0,84 698,3 112,02 0,7
1341,88 154,45 0,71 1319,99 141,3 0,83
1247,27 137,24 0,83 785,36 112,08 0,79
699,41 115,07 0,66 913,99 111,73 0,92
1191,02 130,12 0,88 1792,34 174,08 0,74
615,66 93,47 0,89 1358,85 138,39 0,89
918,48 129,08 0,69 768,73 106,64 0,85
1386,76 149,71 0,78 1269,33 136,89 0,85
1416,21 148,42 0,81 1204,25 136,36 0,81
1059,59 138,83 0,69 718,07 110,39 0,74
1081,82 125,93 0,86 2134,02 177,75 0,85
1048,47 130,17 0,78 1280,7 151,86 0,7
1185,42 143,7 0,72 1138,07 126,52 0,89
1119,92 143,44 0,68 1210,11 129,47 0,91
1083,09 129,51 0,81 1271,12 138 0,84
1304,21 137,88 0,86 1295,13 1421 0,81
549,65 102,82 0,65 1180,41 140,7 0,75
1237,01 131,91 0,89 947,93 136,33 0,64
791,72 111,67 0,8 2259,38 238,17 0,5
1276,04 139,95 0,82 1032,53 155,83 0,53
1023,53 142,17 0,64 978,67 118,06 0,88
1358,25 145,43 0,81 1360,51 139,66 0,88
1189,41 128,61 0,9 1227,59 133,86 0,86
695,84 101,93 0,84 845,99 109,6 0,89
955,39 118,09 0,86 1331,65 139,51 0,86
1025,56 119,17 0,91 980,98 121,8 0,83
918,48 114,91 0,87 736,86 100,88 0,91
1183,3 134.,4 0,82 1109,06 125,9 0,88
1810,67 168,66 0,8 490,88 88,49 0,79
1121,36 165,03 0,52 488,65 83,38 0,88
1007,15 127,01 0,78 931,76 116,91 0,86
1125,43 128,33 0,86 1517,36 158,99 0,75
1207,05 133,13 0,86 790,23 115,32 0,75
1243,12 131,64 0,9 788,44 113,36 0,77
1244 .56 134,15 0,87 1606,36 150,82 0,89
1006,98 120,89 0,87 785,21 107,94 0,85
1117,03 124,33 0,91 700,32 104,19 0,81
1321,52 141,09 0,83 1366,57 139,51 0,88
1139,94 135,67 0,78 989,71 120,25 0,86
878,69 116,38 0,82 990,23 115,9 0,93
901,68 120,13 0,79 904,66 116,98 0,83
967,27 125,83 0,77 1284,94 153,75 0,68
1322,02 140,53 0,84 979,4 128,58 0,74
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Tabelle B: Kernparameter Lamin Ft-B1 transfizierter Hela-Zellen

Flache in Umfang in 411 X Flache in Umfang in 41T X
pm? pm Flache/Umfang? pm? pm Flache/Umfang?
1230,78 160,55 0,6 2380,34 219,2 0,62
1189,14 143,37 0,73 870,3 135,14 0,6
1304,49 247,95 0,27 956,77 139,84 0,61
907,73 126,27 0,72 973,01 145,6 0,58
959,03 127,98 0,74 707,83 118,53 0,63
795,96 111,9 0,8 1840,79 193,39 0,62
471,85 85,64 0,81 1532,38 203,83 0,46
583,83 105,36 0,66 1483,66 179,9 0,58
924,39 132,98 0,66 1404,78 168,44 0,62
959,4 116,28 0,89 1638,93 185,75 0,6
981,24 162,34 0,47 1628,05 182,29 0,62
1179,66 174,79 0,49 1146,86 159,24 0,57
1261,05 158,03 0,63 1916,47 288,92 0,29
972,6 145,73 0,58 1965,99 240,71 0,43
1555,78 177,2 0,62 1400,76 178,69 0,55
2235,54 218,76 0,59 1596,9 243,74 0,34
2138,63 234,99 0,49 1951,82 242,43 0,42
1123,35 156,81 0,57 1769,24 254,65 0,34
608,7 112,85 0,6 1018,19 145,88 0,6
1661,43 228,73 0,4 2337,1 219,75 0,61
1575,87 198,41 0,5 1547,4 191,71 0,53
2045,86 222,62 0,52 1115,91 167,65 0,5
1263,97 166,45 0,57 1135,72 154,42 0,6
1712,31 179,02 0,67 951,76 155,06 0,5
1667,11 180,77 0,64 1108,43 146,13 0,65
2276,69 205,88 0,67 987,2 163,21 0,47
1930,35 198,28 0,62 1483,88 213,98 0,41
505,37 110,57 0,52 1170,09 159,33 0,58
620,14 124,7 0,5 1819,69 216,18 0,49
2103,87 196,11 0,69 1751,86 224,02 0,44
770,38 115,95 0,72 2187,38 254,71 0,42
773,52 120,34 0,67 2316,16 222,51 0,59
1663,35 172,79 0,7 1566,84 184,26 0,58
2147,36 241,64 0,46 985,37 145,25 0,59
1120,57 165,63 0,51 985,37 145,25 59
1589,54 178,49 0,63 1361,66 179,14 0,53
1890,14 186,78 0,68 1942,5 191,87 0,66
653,08 146,95 0,38 1657,56 192,89 0,56
2495,53 319,29 0,31 1498,61 188,55 0,53
2327,73 315,26 0,29 1172,67 155,43 0,61
1731,49 199,68 0,55 835,54 140,81 0,53
1813,21 219,89 0,47 847,51 130,91 0,62
1649,67 199,08 0,52 1341,06 180,95 0,51
591,77 114,9 0,56 1761,11 230,08 0,42
1368,07 191,84 0,47 1512,5 222,26 0,38
808 147,69 0,47 1471,66 192,06 0,5
1293,39 168,07 0,58 1393,7 188,52 0,49
928,57 132,93 0,66 1573,32 175,26 0,64
725,45 118,09 0,65 788,38 123,78 0,65
1625,31 177,78 0,65 1214,87 159,63 0,6
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Tabelle C: Kernparameter Lamin Ft-B3 transfizierter Hela-Zellen

Flache in Umfang in 411 X Flache in Umfang in 41T X
pm? pm Flache/Umfang?® pm? gm Flache/Umfang®
1844,35 299,2 0,26 1462,87 182,85 0,55
1846,9 197,2 0,6 1173,54 160,76 0,57
2337,49 263,93 0,42 1825,26 197,14 0,59
984,84 166,77 0,44 1960,85 197,07 0,63
1381,33 168 0,62 1087,42 141,81 0,68
662,07 111,94 0,66 1580,73 221,08 0,41
783,32 141,85 0,49 5650,91 481,26 0,31
2307,62 272,77 0,39 1481,96 189,53 0,52
2168,73 259,32 0,41 3639,66 316,1 0,46
1791,41 24414 0,38 2668,74 246,78 0,55
1828,32 231,41 0,43 2014,84 344,51 0,21
1016,57 176,72 0,41 2311,58 287,62 0,35
741,83 124,33 0,6 1640,05 258,58 0,31
1464,99 184,01 0,54 9816,55 627,93 0,31
2023,81 337,76 0,22 2082,17 316,49 0,26
1569,53 170,97 0,67 2070,08 426,89 0,14
1194,07 146,42 0,7 2266,32 391,97 0,19
1422,99 221,8 0,36 1506,58 317,6 0,19
1434,19 197,76 0,46 2133,91 427,68 0,15
904,74 144,97 0,54 1607,28 274,87 0,27
1059,42 149,19 0,6 1172,86 191,59 0,4
1389,73 200,74 0,43 1181,3 270,98 0,2
1569,61 215,92 0,42 998,68 161,07 0,48
1397,88 142,66 0,86 931,81 181,83 0,35
1791,49 166,2 0,81 1010,56 138,65 0,66
1347,05 136,93 0,9 1140,65 173,4 0,48
1046,35 128,61 0,8 1428,75 286,37 0,22
1959,49 209,17 0,56 1508,68 236,62 0,34
1242,18 167,54 0,56 1415,85 215,53 0,38
1325,42 277,91 0,26 812,86 118,53 0,73
1457,27 303,4 0,2 1364,76 190,94 0,47
2230,33 319 0,28 2497 1 2991 0,35
1458,38 230,66 0,34 2074,81 209,06 0,6
1401,95 192,19 0,48 934,8 129,31 0,7
1186,52 158,92 0,59 1086,25 137,48 0,72
1256,18 192,5 0,43 1507,36 156,7 0,77
1499,36 189,13 0,53 2066,55 182,84 0,78
973,55 153,38 0,52 2872,43 245,86 0,6
1301,92 198,75 0,41 2569,46 299,08 0,36
1500,55 166,1 0,68 1277,8 146,77 0,75
1783,52 182,5 0,67 1632,66 164,32 0,76
1715,04 284,68 0,27 2920,61 307,98 0,39
1506,91 24212 0,32 721,67 111,34 0,73
1711,56 293,38 0,25 945,52 123,28 0,78
1324 ,4 191,26 0,45 2005,79 171,29 0,86
1549,33 214,49 0,42 2474 48 292,82 0,36
1604,99 213,48 0,44 5935,2 380,95 0,51
572,9 103,57 0,67 2693,05 276,5 0,44
934,01 121,88 0,79 1868,39 206,37 0,55
1576,91 175,85 0,64 1050,34 145,43 0,62
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Tabelle D: Kernparameter Lamin Ft-A transfizierter Hela-Zellen

Flache in Umfang in 411 X Flache in Umfang in 41T X
pm? pm Flache/Umfang?® pm? gm Flache/Umfang®
1354,78 166,4 0,61 1309,81 158,47 0,66
1537,29 157,12 0,78 1146,81 139,46 0,74
1473,48 169,16 0,65 1005,03 146,02 0,59
1324,57 151,35 0,73 1066,12 119,58 0,94
816,16 124,01 0,67 1373,61 161,22 0,66
1071,81 135,9 0,73 1652,42 160,44 0,81
1168,87 152,95 0,63 1287,24 142,38 0,8
885,22 110,49 0,91 1326,86 138,46 0,87
1561,21 162,85 0,74 1083,18 149,99 0,6
1658,36 199,58 0,52 1183,55 134,88 0,82
1399,92 153,66 0,75 1075,12 130 0,8
1208,07 138,4 0,79 1178,89 158,57 0,59
1471 1 150,04 0,82 1210,87 142,91 0,75
1347,99 151,83 0,73 1227,84 143,74 0,75
1196,45 160,1 0,59 1296,06 141,77 0,81
1660,82 164,08 0,78 1405,77 159,82 0,69
1305,56 156,3 0,67 1122,12 138,82 0,73
1161,41 127,04 0,9 1524,13 168,96 0,67
1381,33 143,04 0,85 766,01 103,42 0,9
265,24 67,19 0,74 1110,58 135,86 0,76
1267,72 143,49 0,77 824,22 115,08 0,78
1035,58 124,96 0,83 1093,61 128,2 0,84
1601,66 159,57 0,79 1175,83 124,05 0,96
1176,59 142,5 0,73 1241,93 142,44 0,77
1118,98 145,74 0,66 786,72 118,98 0,7
1182,19 147,82 0,68 884,12 147,79 0,51
1193,31 143,18 0,73 487,03 84,6 0,86
1207,56 139,44 0,78 1576,4 161,83 0,76
1413,58 151,28 0,78 870,72 114,35 0,84
1174,56 134,63 0,81 1520,91 345,54 0,16
940,55 123,31 0,78 1344,09 151,64 0,73
1105,32 122,59 0,92 1385,49 145,72 0,82
1921,22 177,58 0,77 1342,39 148,71 0,76
835,59 114,67 0,79 930,53 154,07 0,49
1649,62 155,9 0,85 1416,63 186,32 0,51
1326,44 156,88 0,67 1825,6 168,96 0,8
589,1 92,05 0,87 1369,12 144,29 0,82
1437,25 183,81 0,53 964,64 114,65 0,92
1321,85 152,45 0,71 1212,65 140,58 0,77
882,59 126,4 0,69 1281,64 138,38 0,84
117,03 145,24 0,67 1477,81 151,69 0,8
1155,3 149,38 0,65 1379,13 172,91 0,58
794,35 117,54 0,72 1662,86 177,81 0,66
1150,63 138,35 0,76 1526,42 162,34 0,73
1022,85 124,23 0,83 1723,1 170,95 0,74
932,32 116,15 0,87 1718,18 205,74 0,51
1078,17 134,24 0,75 1004,78 128,19 0,77
1674,91 194,29 0,56 1369,79 140,89 0,87
1254,57 148,51 0,71 1516,02 179,05 0,59
811,24 117,5 0,74 923,93 153,44 0,49
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Tabelle E: Kernparameter Lamin Ft-LIII transfizierter Hela-Zellen

Flache in Umfang in 411 X Flache in Umfang in 41T X
pm? pm Flache/Umfang?® pm? gm Flache/Umfang®
884,33 124,9 0,71 1364,56 161,58 0,66
985,05 142,79 0,61 1140,92 159,56 0,56
2044 .36 184,65 0,75 1359,27 169,67 0,59
1134,68 138,05 0,75 2097,92 205,7 0,62
1092,71 141,88 0,68 1803,82 192,98 0,61
1124,31 161,31 0,54 1081,86 162,32 0,52
1042,01 155,81 0,54 1309,21 163,26 0,62
1362,87 140,64 0,87 937,12 144,89 0,56
899,29 1194 0,79 1040,65 161,78 0,5
1073,55 128 0,82 1079,71 161,63 0,52
142457 159,42 0,7 472,64 120,9 0,41
1592,66 177,43 0,64 791,85 131,26 0,58
12942 147,29 0,75 1757,44 187,57 0,63
1108,56 129,2 0,83 1463,04 179,85 0,57
1447 .66 154,56 0,76 1136,07 146,57 0,66
1125,44 129,2 0,85 1385,73 167,95 0,62
722,79 114,26 0,7 1765,82 189,84 0,62
1547,01 213,5 0,43 1227,43 167,79 0,55
1932,65 213,93 0,53 708,91 126,62 0,56
1440,3 187,03 0,52 1352,14 168,06 0,6
1325,74 180,31 0,51 1553,49 190,34 0,54
1199,21 173,29 0,5 696,92 152,45 0,38
1225,93 155,99 0,63 1237,87 187,9 0,44
1282,61 167,55 0,58 1104,78 155,92 0,57
1614,5 174,01 0,67 1032,91 146,43 0,61
1267,6 181,86 0,48 704,14 121,33 0,6
1430,63 169,1 0,63 1041,07 148,23 0,6
1406,06 172,07 0,6 1168,93 150,16 0,65
1231,9 162,19 0,59 1392,42 182,44 0,53
1515,02 194,97 0,5 1058,86 169,68 0,46
1594,37 178,65 0,63 8980,1 140,84 0,57
1705,58 196,05 0,56 1158,55 150,61 0,64
1289,41 172,34 0,55 1105,75 146,29 0,65
1255 174,74 0,52 1287,87 158,35 0,65
997,97 160,41 0,49 903,53 132,72 0,64
1140,64 171,39 0,49 1338,87 192,23 0,46
1056,23 165,66 0,48 1389,65 170,42 0,6
2049,19 196,79 0,66 1272,11 186,4 0,46
1874,83 184,96 0,69 1023,47 162,9 0,48
860,77 132,59 0,62 811,46 146,36 0,48
923,93 138,26 0,61 1903,62 211,39 0,54
1025,96 152,76 0,55 1296,74 170,48 0,56
1061,87 149,13 0,6 1093,07 144,56 0,66
14480,3 179,4 0,57 728,24 146,39 0,43
1198,5 144,73 0,72 1065,01 158,17 0,53
1155,56 165,54 0,53 917,48 132,89 0,65
1330,07 156,53 0,68 827,76 132,8 0,59
1403,62 158,86 0,69 1364,65 209,89 0,39
1228,99 178,95 0,48 1480,39 191,17 0,51
1204 154,74 0,63 1519,24 198,28 0,49
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Sequenz des humanen EST-Klons BM563418

1

61
121
181
241
301
361
421
481
541
601
661
721
781
841
901
961
1021
1081
1141

CGGTCCGGAA TTCCTGGGAT
CGCTCAGGAG CTGCGCCCCG
CCAGAGGGGA GGCCGCCAGG
CCGTGAAGAG ACTCACGAGA
CCACAGGGCA CCTGGGAAAA
AGGGGCCCTC ACAGGGAGCT
TGGTGGAGGT GGACAGCAGC
AGGAGCTGCG GAGCCAGCAC
CCTACCAGGC CAAGCTGGAC
GTGCGGCTCG CGAGGAGCTG
TCTCCGGCCT CCAGAAGCAG
CCATGGGCCG GGGGAGCGGG
TGACGGAGAT GCGGGAACGT
ACGTAAAGCT TGGGCCCTGG
CAAGGAGGAA AAGCTTAAAC
GGAGCCCACC TCCAAGCAGC
GCAATAAACC GAAAACCGGC
GCGGTCCTTG GGCACAGGAC
CAGGCCCCCC GGCCTCTCGG
CCAAGTTTGG GGCACCCTCC

CAGGGAGAGC
CTCCGGCCAG
GCAGTTGTGA
GCTTCTGTGC
GACCCACGAA
GCGGAGGTGC
CGGCAGCAGG
GACGAGCAAG
AGCGCCAAGC
AAGGAGGCCC
GCCAGTGCCG
GACAAGTTTC
GATGCAGCAA
GACATGGGAG
TTGTTCCCCC
CAACGGGAAC
TGGGAAGTGG
CACGGGTGGC
GGAGCGTTTC
AAAAAACAAT

TGCTGGCTGC
GCCCAGGGAG
GGGGGCCTGT
GGGGGCCCAG
GGCGGTGCAG
GGGAGACGCG
AGTACGACTT
TGCGGCTCTA
TGAGCTCTGA
GCATGCGCCT
CTGAAGATCG
GGAAGATGCT
CAGCTGGGCC
ATCAACGCCT
AGCCCATTCC
TTTGTCCCCC
GAAGGAACCC
CAACGGGTGG
GATTTCTGGG
TCCTGGACAA

Sequenz des pCS-Flag-Lamin B3 (Hs) Vektors

1

61
121
181
241
301
361
421
481
541
601
661
721
781
841
901
961
1021
1081
1141
1201
1261
1321
1381
1441
1501
1561
1621
1681
1741
1801
1861
1921
1981
2041

CGCCATTCTG CCTGGGGACG
CTACTTGTTC TTTTTGCAGG
CCTGGGATCA GGGAGAGCTG
GCGCCCCGCT CCGGCCAGGC
CCGCCAGGGC AGTTGTGAGG
TCACGAGAGC TTCTGTGCGG
TGGGAAAAGA CCCACGAAGG
AGGGAGCTGC GGAGGTGCGG
ACAGCAGCCG GCAGCAGGAG
GCCAGCACGA CGAGCAAGTG
AGCTGGACAG CGCCAAGCTG
AGGAGCTGAA GGAGGCCCGC
AGAAGCAGGC CAGTGCCGCT
AGCGGGACAA GTTCCGGAAG
ACGTGATGCA GCAGCAGCTG
ACATGGAGAT CAACGCCTAC
CCCCCAGCCC ATCCTCGCGC
TGTCCGCCAC CGGGCGCCTG
TGGGCAGCGG CCCAAGCGTC
CCCAGCAGGC CTCGGCCTCG
TTGTGCAGCT CAAGAACAAC
GGCAGGTCTT GGAGGGGGAG
CCGGCCAGAT GGTCACGGTG
CGCTGGTGTG GAAGGGCCAG
TTAACGCGGA TGGCGAGGAA
AGAATGAGAA TGGGGAGGAA
ACCAACAGGG GGACCCGAGG
CTCATCCACA CACCTTTCTT
TCTTTAGTTC TTGATACATT
CGGCGCCAAT GCATTGGGCC
GCGCTTGGCG TAATCATGGT
TCCACACAAC ATACGAGCCG
CTAACTCACA TTAATTGCGT
CCAGCTGCAT TAATGAATCG
TTCCGCTTCC TCGCTCACTG

TCGGAGCAAG
ATCGCCGCCA
CTGGCTGCTG
CCAGGGAGTA
GGGCCTGTGG
GGGCCCAGGA
CGGTGCAGGG
GAGACGCGGC
TACGACTTCA
CGGCTCTACA
AGCTCTGACC
ATGCGCCTGG
GAAGATCGCA
ATGCTGGACG
GCCGAGTACC
CGGAAGCTCC
GTCACCGTCT
GGCCGCAGTA
CTGGGCACGG
GGTAGCGTCA
TCGGACAAGG
GAGATCGCCT
TGGGCAGCTG
AGCAGCTGGG
GTGGCCATGA
GAGGAGGAGG
ACCACCTCAA
TACCCAGAGC
TCTAGAGAAT
CGGTACCCAG
CATAGCTGTT
GAAGCATAAA
TGCGCTCACT
GCCAACGCGC
ACTCGCTGCG

CTTGATTTAG
TGGACTACAA
GTGGAGGGAT
GGGGGGGCCC
GGAAACCTGT
ACGTGCCCCA
GCCGGGAAGA
GGCGGCACGA
AGATGGCACA
AGCTGGAGCT
AGAACGACAA
AGTCCCTCAG
TTCGGGAGCT
CCAAGGAGCA
AGGAGCTGCT
TGGAGGGCGA
CACGAGCCAC
AGCGGAAGCG
GCACGGGTGG
GCATCGAGGA
ATCAGTCTCT
ACAAGTTCAC
GTGCGGGGGT
GCACGGGCGA
GGACTGTGAA
AAGCCGAGTT
GAGGCTGCTA
CACTGAAAAC
TTCTAAGCGA
CTTTTGTTCC
TCCTGTGTGA
GTGTAAAGCC
GCCCGCTTTC
GGGGAGAGGC
CTCGGTCGTT

TGGTGGAGGG
TAGGGGGGGC
GGGGAAACCT
GAACGTGCCC
GGGCCGGGAA
GCGGCGGCAC
CAAGATGGCA
CAAGCTGGAG
CCAGAACGAC
GGAGTCCCTC
CATTCGGGAG
GGACCGCCAG
GAAGTACCAG
ACCGGAAGCT
TTGGGCGTTA
CCACCGGGCG
CTTGGGGGAA
GCTTTCCCCC
AGAATCCCCC
GGGT

GTGACACTAT
GGACGACGAT
GTCCAGGCCG
CACAGGAGCC
GAGACAGCCC
GGTGGAACCC
GGCCCTGGAG
GCGGCGCCTG
GGCGCTGGAG
GGAGCAGACC
GGCGGCCAGT
CTACCAGCTC
GGAGGAGGCC
GGAGATGACG
GGACGTGAAG
GGAGGAGAGG
CTCGAGCAGC
GCTGGAGGTG
CAGCGGTGGC
GATCGACCTG
GGGGAACTGG
GCCCAAGTAC
GGCCCACAGC
GAGCTTCCGC
GAAGTCCTCG
TGGCGAGGAG
CGTGATGTGA
TATTTTTATA
ACTGCCAGAA
CTTTAGTGAG
AATTGTTATC
TGGGGTGCCT
CAGTCGGGAA
GGTTTGCGTA
CGGCTGCGGC

ATGTCCAGGC
CCCACAGGAG
GTGAGACAGC
CAGGTGGAAC
GAGGCCCTGG
GAGCGGCGCC
CAGGCGCTGG
CTGGAGCAGA
AAGGCGGCCA
AGCTACCAGC
CTGGAGGAGG
GAGCAGGAGA
GAGCTGCTGG
CCTGNAGGGG
CCGGTCTTCC
CCTTGGGCCC
GGGGCCCCAG
TTGGGCCCAA
TGTGGAAGGC

AGAATACAAG
GACAAGAATT
CTCAGGAGCT
AGAGGGGAGG
GTGAAGAGAC
ACAGGGCACC
GGGCCCTCAC
GTGGAGGTGG
GAGCTGCGGA
TACCAGGCCA
GCGGCTCGCG
TCCGGCCTCC
ATGGCCGGGG
GAGATGCGGG
CTGGCCCTGG
CTGAAGCTGT
AGCGGCAGCT
GAGGAGCCCT
TTCCACCTGG
GAGGGCAAGT
AGAATCAAGA
ATCCTGCGCG
CCCCCCTCGA
ACCGTCCTGG
GTGATGCGTG
GATCTTTTCC
ACCCACACTC
TCATTGGCTT
CGTGCGGCCG
GGTTAATTGC
CGCTCACAAT
AATGAGTGAG
ACCTGTCGTG
TTGGGCGCTC
GAGCGGTATC
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2101 AGCTCACTCA AAGGCGGTAA TACGGTTATC CACAGAATCA GGGGATAACG CAGGAAAGAA
2161 CATGTGAGCA AAAGGCCAGC AAAAGGCCAG GAACCGTAAA AAGGCCGCGT TGCTGGCGTT
2221 TTTCCATAGG CTCCGCCCCC CTGACGAGCA TCACAAAAAT CGACGCTCAA GTCAGAGGTG
2281 GCGAAACCCG ACAGGACTAT AAAGATACCA GGCGTTTCCC CCTGGAAGCT CCCTCGTGCG
2341 CTCTCCTGTT CCGACCCTGC CGCTTACCGG ATACCTGTCC GCCTTTCTCC CTTCGGGAAG
2401 CGTGGCGCTT TCTCATAGCT CACGCTGTAG GTATCTCAGT TCGGTGTAGG TCGTTCGCTC
2461 CAAGCTGGGC TGTGTGCACG AACCCCCCGT TCAGCCCGAC CGCTGCGCCT TATCCGGTAA
2521 CTATCGTCTT GAGTCCAACC CGGTAAGACA CGACTTATCG CCACTGGCAG CAGCCACTGG
2581 TAACAGGATT AGCAGAGCGA GGTATGTAGG CGGTGCTACA GAGTTCTTGA AGTGGTGGCC
2641 TAACTACGGC TACACTAGAA GGACAGTATT TGGTATCTGC GCTCTGCTGA AGCCAGTTAC
2701 CTTCGGAAAA AGAGTTGGTA GCTCTTGATC CGGCAAACAA ACCACCGCTG GTAGCGGTGG
2761 TTTTTTTGTT TGCAAGCAGC AGATTACGCG CAGAAAAAAA GGATCTCAAG AAGATCCTTT
2821 GATCTTTTCT ACGGGGTCTG ACGCTCAGTG GAACGAAAAC TCACGTTAAG GGATTTTGGT
2881 CATGAGATTA TCAAAAAGGA TCTTCACCTA GATCCTTTTA AATTAAAAAT GAAGTTTTAA
2941 ATCAATCTAA AGTATATATG AGTAAACTTG GTCTGACAGT TACCAATGCT TAATCAGTGA
3001 GGCACCTATC TCAGCGATCT GTCTATTTCG TTCATCCATA GTTGCCTGAC TCCCCGTCGT
3061 GTAGATAACT ACGATACGGG AGGGCTTACC ATCTGGCCCC AGTGCTGCAA TGATACCGCG
3121 AGACCCACGC TCACCGGCTC CAGATTTATC AGCAATAAAC CAGCCAGCCG GAAGGGCCGA
3181 GCGCAGAAGT GGTCCTGCAA CTTTATCCGC CTCCATCCAG TCTATTAATT GTTGCCGGGA
3241 AGCTAGAGTA AGTAGTTCGC CAGTTAATAG TTTGCGCAAC GTTGTTGCCA TTGCTACAGG
3301 CATCGTGGTG TCACGCTCGT CGTTTGGTAT GGCTTCATTC AGCTCCGGTT CCCAACGATC
3361 AAGGCGAGTT ACATGATCCC CCATGTTGTG CAAAAAAGCG GTTAGCTCCT TCGGTCCTCC
3461 GATCGTTGTC AGAAGTAAGT TGGCCGCAGT GTTATCACTC ATGGTTATGG CAGCACTGCA
3521 TAATTCTCTT ACTGTCATGC CATCCGTAAG ATGCTTTTCT GTGACTGGTG AGTACTCAAC
3601 CAAGTCATTC TGAGAATAGT GTATGCGGCG ACCGAGTTGC TCTTGCCCGG CGTCAATACG
3661 GGATAATACC GCGCCACATA GCAGAACTTT AAAAGTGCTC ATCATTGGAA AACGTTCTTC
3721 GGGGCGAAAA CTCTCAAGGA TCTTACCGCT GTTGAGATCC AGTTCGATGT AACCCACTCG
3781 TGCACCCAAC TGATCTTCAG CATCTTTTAC TTTCACCAGC GTTTCTGGGT GAGCAAAAAC
3841 AGGAAGGCAA AATGCCGCAA AAAAGGGAAT AAGGGCGACA CGGAAATGTT GAATACTCAT
3901 ACTCTTCCTT TTTCAATATT ATTGAAGCAT TTATCAGGGT TATTGTCTCA TGAGCGGATA
3961 CATATTTGAA TGTATTTAGA AAAATAAACA AATAGGGGTT CCGCGCACAT TTCCCCGAAA
4021 AGTGCCACCT AAATTGTAAG CGTTAATATT TTGTTAAAAT TCGCGTTAAA TTTTTGTTAA
4081 ATCAGCTCAT TTTTTAACCA ATAGGCCGAA ATCGGCAAAA TCCCTTATAA ATCAAAAGAA
4141 TAGACCGAGA TAGGGTTGAG TGTTGTTCCA GTTTGGAACA AGAGTCCACT ATTAAAGAAC
4201 GTGGACTCCA ACGTCAAAGG GCGAAAAACC GTCTATCAGG GCGATGGCCC ACTACGTGAA
4261 CCATCACCCT AATCAAGTTT TTTGGGGTCG AGGTGCCGTA AAGCACTAAA TCGGAACCCT
4321 AAAGGGAGCC CCCGATTTAG AGCTTGACGG GGAAAGCCGG CGAACGTGGC GAGAAAGGAA
4381 GGGAAGAAAG CGAAAGGAGC GGGCGCTAGG GCGCTGGCAA GTGTAGCGGT CACGCTGCGC
4441 GTAACCACCA CACCCGCCGC GCTTAATGCG CCGCTACAGG GCGCGTCCCA TTCGCCATTC
4501 AGGCTGCGCA ACTGTTGGGA AGGGCGATCG GTGCGGGCCT CTTCGCTATT ACGCCAGTCG
4561 ACCATAGCCA ATTCAATATG GCGTATATGG ACTCATGCCA ATTCAATATG GTGGATCTGG
4621 ACCTGTGCCA ATTCAATATG GCGTATATGG ACTCGTGCCA ATTCAATATG GTGGATCTGG
4681 ACCCCAGCCA ATTCAATATG GCGGACTTGG CACCATGCCA ATTCAATATG GCGGACTTGG
4741 CACTGTGCCA ACTGGGGAGG GGTCTACTTG GCACGGTGCC AAGTTTGAGG AGGGGTCTTG
4801 GCCCTGTGCC AAGTCCGCCA TATTGAATTG GCATGGTGCC AATAATGGCG GCCATATTGG
4861 CTATATGCCA GGATCAATAT ATAGGCAATA TCCAATATGG CCCTATGCCA ATATGGCTAT
4921 TGGCCAGGTT CAATACTATG TATTGGCCCT ATGCCATATA GTATTCCATA TATGGGTTTT
4981 CCTATTGACG TAGATAGCCC CTCCCAATGG GCGGTCCCAT ATACCATATA TGGGGCTTCC
5041 TAATACCGCC CATAGCCACT CCCCCATTGA CGTCAATGGT CTCTATATAT GGTCTTTCCT
5101 ATTGACGTCA TATGGGCGGT CCTATTGACG TATATGGCGC CTCCCCCATT GACGTCAATT
5161 ACGGTAAATG GCCCGCCTGG CTCAATGCCC ATTGACGTCA ATAGGACCAC CCACCATTGA
5221 CGTCAATGGG ATGGCTCATT GCCCATTCAT ATCCGTTCTC ACGCCCCCTA TTGACGTCAA
5281 TGACGGTAAA TGGCCCACTT GGCAGTACAT CAATATCTAT TAATAGTAAC TTGGCAAGTA
5341 CATTACTATT GGAAGGACGC CAGGGTACAT TGGCAGTACT CCCATTGACG TCAATGGCGG
5401 TAAATGGCCC GCGATGGCTG CCAAGTACAT CCCCATTGAC GTCAATGGGG AGGGGCAATG
5461 ACGCAAATGG GCGTTCCATT GACGTAAATG GGCGGTAGGC GTGCCTAATG GGAGGTCTAT
5521 ATAAGCAATG CTCGTTTAGG GAAC
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Anhang

Abgeleitete Aminosauresequenz des humanen Lamin B3 Proteins

1
61
121
181
241
301
361
421
481

MSRPLRSCAP
QVEPTGHLGK
QALEELRSQH
SYQLSGLaKQ
LDVKLALDME
RLEVEEPLGS
LGNWRIKRQV
ESFRTVLVNA
YVM

LRPGPGSRGG
DPRRRCRGRE
DEQVRLYKLE
ASAAEDRIRE
INAYRKLLEG
GPSVLGTGTG
LEGEETAYKF
DGEEVAMRTV

PTGARGEAAR
EALEGPSQGA
LEQTYQAKLD
LEEAMAGERD
EEERLKLSPS
GSGGFHLAQQ
TPKYTLRAGQ
KKSSVMRENE

AVVRGPVGKP
AEVRETRRRH
SAKLSSDAND
KFRKMLDAKE
PSSRVTVSRA
ASASGSVSIE
MVTVWAAGAG
NGEEEEEEAE

VRQPVKRLTR
ERRLVEVDSS
KAASAAREEL
QEMTEMRDVM
TSSSSGSLSA
EIDLEGKFVQ
VAHSPPSTLV
FGEEDLFHQQ

ASVRGPRNVP
RQQEYDFKMA
KEARMRLESL
QQQLAEYQEL
TGRLGRSKRK
LKNNSDKDQS
WKGQSSWGTG
GDPRTTSRGC
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