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neuartiges Cochaperon beschrieben, das das Chaperon BiP über eine Membran 

hinweg für die Ribosomen rekrutiert und gleichzeitig die Proteinsynthese 

reguliert (Dudek et al., 2002; 2005). Darüber hinaus konnten wir im Rahmen 

einer Zusammenarbeit mit der Arbeitsgruppe von Prof. Montenarh die 

Phosphorylierbarkeit von ERj1 durch die ER-assozierte CK2 (Faust et al., 2001) 

nachweisen. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Abbildung 19: Struktur von Ribosomen in An- bzw. Abwesenheit von ERj1 (b 

bzw. c). Die 3D-Rekonstruktion der beiden Ribosomen entstammt einer 

Zusammenarbeit mit R. Beckmann (Blau et al., 2005). 

 

In den letzten drei Jahren haben unsere Arbeiten an dem genannten 

Chaperonnetzwerk verschiedene klinische Bezüge erhalten (Zimmermann et al., 
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2006). Dabei handelt es sich zum einen um zwei klassische Erbkrankheiten 

(MSS, ADPLD), wobei bei einer dieser Erkrankungen (ADPLD) das Sec63-Gen 

betroffen ist. Dieses Gen ist auch bei verschiedenen Tumorerkrankungen durch 

Mutation verändert. Zum anderen handelt es sich um eine Infektionskrankheit, 

bei der BiP durch die so genannte AB5 Subtilase gespalten und damit inaktiviert 

wird. Daraus resultieren erhöhte Morbidität und Mortalität bei Kindern in 

Entwicklungsländern. Darüber hinaus wird das Sec62-Gen bei verschiedenen 

anderen Tumorerkrankungen überexprimiert (Jung et al., 2006). Bei der zweiten 

Erbkrankheit (MSS) handelt es sich um eine neurodegenerative Erkrankung, 

deren Ursache offenbar das Fehlen von funktionellem Sil1, des zu Grp170 

alternativen Nukleotidaustauschfaktors von BiP ist (Abbildung 18). Wir 

interpretieren diese Befunde zum einen als Bestätigung unserer Sichtweise, 

dass Sec62 plus Sec63 und ERj1 sowie Grp170 und Sil1 sich zumindest 

teilweise funktionell ersetzen können. Dies wurde für die Orthologen von Grp170 

und Sil1 in der Hefe ebenfalls beobachtet. In der Hefe gibt es kein Ortholog von 

ERj1, entsprechend sind Sec62 und Sec63 dort essentielle Gene. Zum anderen 

stellt sich natürlich bei jeder einzelnen Erkrankung die Frage, welche 

Vorstufenproteine durch den Defekt sekundär besonders betroffen sind bzw. 

welche Konsequenzen die jeweilige Überexpression gegebenenfalls hat. Wir 

haben dazu für das Prostatakarzinom die Arbeitshypothese formuliert, dass die 

Sec62-Überexpreesion durch Verschiebung des Sec62 zu Sec63-Verhältnisses 

zu einer veränderten intrazellulären Lokalisation und damit auch veränderten 

Funktion von Sec62 führen könnte. Ähnliches wäre natürlich auch für die 

beobachteten Sec63-Mutationen denkbar. Diese Arbeitshypothese ist 

Gegenstand eines Kooperationsprojektes mit der Urologischen Klinik, das seit 

2007 von der Deutschen Krebshilfe gefördert wird. 

 

Proteinimport in den Zellkern 
Die Kernmembran trennt den Zellkern vom Zytoplasma, in dem die 

Proteinsynthese stattfindet. Der spezifische Transport von Molekülen in den 

Nukleus geschieht durch Kernporen in der Kernmembran. Proteine werden 

durch Importin beta-verwandte Faktoren in den Zellkern transportiert. Von diesen 

Rezeptoren existieren über ein Dutzend untereinander verwandte Rezeptoren, 

die jeweils spezielle Transportfracht binden und durch die Kernpore ins 
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Kerninnere schleusen. Die Bindung und Freisetzung der Fracht wird durch die 

Ran GTPase reguliert. Wir untersuchen die verschiedenen Transportwege mit 

verschiedenen zellbiologischen und biochemischen Methoden.  

Als Transportfracht für den zuvor nicht charakterisierten Importrezeptor Kap120 

fanden wir durch einen Zwei-Hybrid-Screen das Protein Rpf1. Dieses 35 kDa-

Protein ist an der Ribosomenbiogenese beteiligt. Es interagiert direkt und Ran-

sensitiv, d.h. spezifisch, mit gereinigtem Rpf1 in vitro. Wir haben das 

Kernimportsignal von Rpf1 identifiziert. Durch eine Mutationsanalyse haben wir 

die minimal für den Import von Rpf1 notwendigen Signale ermittelt. Dies ergab, 

dass drei für den Rpf1-Import wichtige Regionen existieren: ein Motiv um die 

Aminosäurereste 12 bis 15 (NLS1), eine Sequenz zwischen den Resten 34 und 

37 (NLS2) und ein Abschnitt zwischen den Resten 92 und 96 (NLS3). 

Interessanterweise weist das NLS3 ein hoch konserviertes PKI-Motiv auf. Dieses 

Motiv ist offenbar das Kernstück eines neuartigen NLS. Punktmutationen wurden 

durch in vitro-Mutagenese in Rpf1 eingeführt.  

 

 

 

 
Abbildung 20:  Lokalisation von volle Länge-Rpf1 (1-295) oder Rpf1-Fragmenten 
fusioniert mit GST-GFP in Wildtypzellen durch Fluoreszenzmikroskopie. Bei den 
NLS-Mutationen sind die im Text aufgeführten Reste durch Alaninreste ersetzt. 
 

 

Die Mutation des NLS3 in Rpf192-295 resultiert in einem gravierenden Importdefekt 

(Abbildung 20). Die Mutation von NLS1, 2 oder 1+2 hat keinen Effekt in volle 

Länge-Rpf1, während die NLS3-Mutation einen einschneidenden Importdefekt 

bewirkt. Alle drei Mutationen zusammen ergeben ein Molekül, das nicht mehr in 

den Kern importiert wird. Weitere Untersuchungen ergaben, dass die NLS1+2-

Sequenzen keine wichtige Rolle für den Rpf1-Import spielen, während das NLS3 

wichtig für den Kernimport, essentiell für die Interaktion mit Kap120 und generell 
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lebenswichtig ist. NLS3 wurde demnach als ein neuartiges Kernimportsignal 

identifiziert. 

Wenig Strukturinformationen von Rezeptoren der Importin beta-Familie waren 

bekannt. Wir streben an, die Kristallstruktur von weiteren Rezeptoren 

aufzuklären, um die molekularen Mechanismen der Frachtbindung zu 

beleuchten. Zuletzt wurde die Expression und Reinigung verschiedener 

rekombinanter Importrezeptoren optimiert. Es ist uns gelungen hoch reines 

Protein für fünf unterschiedliche Importrezeptoren im Milligramm-Maßstab zu 

isolieren. Für Pdr6 gelang die Anzucht verschieden geformter Kristalle bei 

unterschiedlichen Salz- und Pufferbedingungen (Abb. 21). Die 

Röntgenstrukturanalyse dieser Kristalle ist gerade im Gange. 

 

 

 

 
 
 
Abbildung 21: (A) Reinigung und Kristallisation von Pdr6-6His. Nach einer Ni2+-
NTA-Säule wurde Pdr6 durch Superdex 200-Gelfiltration gereinigt. Inlet: 
ausgewählte Fraktionen im SDS-Gel. (B) Der große Peak dieses Eluats wurde 
vereinigt und mit MALS analysiert. Dabei wurden Monomere von 122 kDa 
detektiert. (C) Ein Kristallisationsscreen lieferte Proteinkristalle unter 
verschiedenen Salzbedingungen. 
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