Fluorescensmikroskopi som veerktoj til at studere
biologiske faenomener i levende celler

Ved at bruge en visuel mdlemetode er det muligt at screene proteiner direkte for deres
evne til at lokalisere til kernen i den levende celle. Dette gor det nemt og hurtigt at isolere

interessante kandidater til videre undersogelse

Af Iben Plate, cand.scient., ph.d., Center for Mikrobiel Bioteknologi (CMB), BioCentrum-DTU, nv ansat i Fluxome Sciences A/S

Saccharomyces cerevisiae, almindelig kendt som bageger, bliver
hyppigt brugt som modelorganisme til at studere genetik i euka-
ryote celler. Geergenomet blev som det fgrste eukaryote genom
sekventeret i 1996, hvilket er en medvirkende faktor til bagegzrs
popularitet som modelorganisme. Desuden har garcellen stor
lighed med den menneskelige celle og kan derfor bruges til at
studere en lang raekke af menneskelige sygdomme. Det er ogsa
nemt og hurtigt at dyrke garceller og manipulere dem genetisk.
Gerceller gror hurtigt og har bade en haploid og en diploid cel-
lecyklus, dvs. at de kan gro med en eller to kopier af hvert gen.

DNA-skader

En af de mekanismer, som med fordel studeres i gerceller, er
homolog rekombination. I de senere ar har man fundet ud af, at
homolog rekombination er en vigtig DNA-reparationsmekanisme
til reparation af DNA-dobbeltstrengsbrud (DSB). DNA DSB
opstar som fglge af cellens naturlige metabolisme samt som fglge
af ydre pavirkninger som f.eks. strdling. Brud pa begge DNA-
strenge kan have fatale fglger, hvis det ikke repareres, eller hvis
det repareres ukorrekt. Repareres en DNA-skade utilstrekkeligt,
kan det fgre til mutationer, deletioner, genomisk reorganisering
eller sagar tab af kromosomer. Sddanne genetiske begivenheder
er en af hovedarsagerne til udvikling af cancer i hgjere eukaryo-
ter, hvorfor denne mekanisme er uhyre vigtig at kende til bunds.
Ydermere er reparationsmekanismen evolutionelt konserveret fra
gear til menneske, hvilket ggr det muligt at studere denne proces

i geer. Denne viden kan saledes overfgres til det menneskelige
system og hjalpe os til bedre at forsta mekanismerne i den men-
neskelige celle.

Reparation af DNA-skader

Reparation af DNA DSB via homolog rekombination involverer
en lang rekke af proteiner, hvoraf mange er de samme i geer- og i
menneskeceller. Blandt disse proteiner er Rad52 et nggleprotein.
En deletion af RAD52-genet i gar resulterer siledes i langsom
vaekst og hypersensitivitet over for ioniseret straling og kemi-
kalier som introducerer DNA DSB. Den egentlige funktion af
Rad52-proteinet er endnu ikke fuldstendig kortlagt, men Rad52
er et multifunktionelt protein, som virker pa flere niveauer i
reparationsprocessen. Det er blevet vist tidligere, at Rad52 binder
direkte til DNA-strengen, og at det virker som bindeled mellem
flere af de proteiner, der er involverede i reparationsprocessen.
Denne bindeledsfunktion kan vere en af forklaringerne pa, hvor-
for Rad52 er uundverlig for korrekt reparation af DNA DSB.

Kernetransport af nogleprotein
Til trods for at Rad52-proteinet er blevet studeret intenst i mange

ar, er der stadig vigtige spgrsmal, som forbliver ubesvarede. F.eks.

har det indtil nu varet uvist, hvordan Rad52 bliver transporteret
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fra cytoplasmaet til cellekernen, hvor DNAet og de potentielle
DNA-skader befinder sig. Der har varet fremsat flere modeller

til at forklare, hvordan denne transport foregér, bl.a. har det veret
foreslaet, at Rad52 bliver indbygget i et stgrre proteinkompleks

i cytoplasmaet, som dernest bliver transporteret ind i kernen via
nuklezre lokaliseringssignaler (NLS’er) udtrykt pa et eller flere
af de andre proteiner i komplekset, som Rad52 interagerer med.
Dette studium forsgger at identificere de omrader af Rad52, der er
ansvarlige for dets transport til cellekernen vha. et visuelt assay.

Visuelt assay

Ved at fusionere proteiner som eksempelvis Rad52 til et Grgnt
Fluorescerende Protein, GFP, er det muligt at fglge proteinets
lokalisering i cellen ved hjelp af et fluorescensmikroskop. GFP
blev oprindeligt isoleret fra vandmanden Aequorea victoria og er
siden hyppigt blevet anvendt til at undersgge biologiske feenome-
ner i levende celler. Nar man belyser det fluorescerende molekyle
med en bestemt bglgeleengde, vil det fluorescere, nar man stude-
rer det i et fluorescensmikroskop. Det er imidlertid ikke problem-
frit at fusionere et protein med GFP, idet GFP-proben i sig selv
kan forstyrre funktionen af det protein, som det fusioneres til. Det
er derfor ngdvendigt at undersgge, hvorvidt fusionsproteinet har
samme funktion som det oprindelige protein uden GFP fusio-
neret dertil. Rad52-GFP-fusionsprotein er biologisk funktionelt,
hvilket vil sige, at geerstammer, som udtrykker fusionsproteinet
Rad52-GFP lige som stammer der udtrykker Rad52, er i stand til
at reparere DNA-skader, der er induceret ved hjelp af et kemika-
lie. Rad52-GFP er udelukkende lokaliseret i cellekernen, hvilket
fremgér, nar stammer der udtrykker Rad52-GFP eksamineres ved
hjlp af fluorescensmikroskopi (figur 1).

YFP

DAFI

Figur I viser Rad52-GFP proteinet lokaliseret i kernen af geerceller. Billedet
t.v. er taget med et normalt filter, billede i midten er taget vha. et YFP-filter
(excitation bglgelengde pa 480 nm og emission pa 535 nm) og viser Rad52-
GFP-proteinet lokaliseret som en koncentreret plet i cellen. Billedet t.h. viser
geerceller, som er blevet behandlet med et kemikalie, DAPI, som specifikt
farver cellens DNA. Vha. et DAPI-filter (excitation 365 nm, emission 450 nm)
er det muligt at bestemme lokalisering af cellens DNA i cellekernen. Ved at
sammenligne de to sidste billeder kan man se, at Rad52-YFP ko-lokaliserer
med cellekernen. Foto: Michael Lisby, Kgbenhavns Universitet.
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Dette visuelle assay har gjort det muligt at identificere regioner
af Rad52, som er ngdvendige for proteinets nuklezre transport.
Til dette formal er en lang reekke Rad52-mutantproteiner blevet
konstrueret, som alle er merkede med GFP og efterfglgende
undersggt med fluorescensmikroskopi. Et af disse mutantprotei-
ner, som kun udtrykker dele af Rad52-proteinet, kommer ikke
fra cytoplasmaet til cellekernen efter translation, men forbliver i
cytoplasmaet (figur 2).

Figur 2 viser billeder af geerceller, som udtrykker et Rad52-mutantprotein fu-
sioneret med GFP. Fusionsproteinet er lokaliseret i cytoplasmaet ude af stand
til at sortere korrekt til cellekernen. Ved at sammenligne billedet i midten
(GFP) med billedet til hgjre (DAPI) kan man se, at proteinet ikke ko-lokalise-
rer med cellekernen. Foto: Michael Lisby, Kpbenhavns Universitet.

Sekvensanalyse

Vi anvendte sekvensanalyse til at eksaminere Rad52-protein-
sekvensen og fandt frem til, at den midterste del af Rad52-pro-
teinet indeholder aminosyreresten prolin efterfulgt af et straek
af positive aminosyrerester. Positive aminosyrerester er ofte at
finde i NLS-sekvenser, hvilket tyder pa, at denne del af protei-
net spiller en rolle i kernelokalisering af Rad52. For at under-
sgge dette nermere konstruerede vi et protein, som er muteret

i dette streek af positive aminosyrerester i det midterste omrade
af Rad52-proteinet, fusionerede det med GFP og fulgte dets cel-
lelokalisering vha. fluorescensmikroskopi. Ganske som forventet
er dette fusionsprotein ikke i stand til at lokalisere korrekt til
cellekernen, men findes hovedsageligt i cellens cytoplasma. For
at udelukke at mutationen ikke har medfgrt foldningsproblemer
for proteinet, som umuligggr kernetransport, fusioneres protei-
net ogsa med en kendt og velkarakteriseret NLS-sekvens. Dette
fusionsprotein relokaliserer til kernen, hvilket tyder pa, at vi har
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Figur 3 viser geercellers overlevelse efter at have veeret behandlet med MMS,
som inducerer DNA-skader. Den gverste reekke af celler udtrykker Rad52-
GFP, den neeste udtrykker det fejlsorterende mutantprotein fusioneret med
GFP (mut-GFP), den tredje reekke af celler udtrykker det fejlsorterende
mutantprotein fusioneret med GFP og en NLS (mut-GFP-NLS). I den fjerde
og sidste reekke er celler, som ikke udtrykker Rad52 (rad52A). Disse geerceller
er spottet pa agarplader med og uden MMS i en 10 ganges fortynding fra 107
celler/ mL til 100 celler/mL. Overlevelsen af cellerne er bestemt efter to dages
inkubering ved 30 grader. Et spot pd pladen indikerer, at cellerne er i stand til
at overleve.
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muteret et omrade i Rad52-proteinet, som er ngdvendigt for kor-
rekt transport til cellekernen.

Biologisk assay

Ydermere undersggte vi, hvorvidt det fejlsorterende Rad52-pro-
tein er i stand til at reparere DNA-skader, som er induceret vha.
kemikaliet methyl methansulfonat, MMS. Resultatet af denne un-
dersggelse viser, at celler, der udtrykker det fejlsorterende protein,
er lige sa sensitive over for MMS som celler helt uden Rad52. De
celler, som udtrykker det fejlsorterende protein forlenget med

en NLS-sekvens, overlever MMS-skader lige sa godt, som celler
der udtrykker det oprindelige Rad52-protein (figur 3). Det kan
saledes konkluderes, at den midterste region af Rad52-proteinet
er ngdvendigt for at sikre effektiv kernetransport, men ikke for
reparation af MMS-inducerede DNA-skader.

Vi har brugt en kombination af metoder til at identificere en
specifik sekvens i Rad52, som er ngdvendig for, at proteinet
kommer fra cytoplasmaet til cellekernen, hvor det har sin funk-
tion. Denne sekvens er ikke ngdvendig for andre Rad52-funk-
tioner, som f.eks. reparation af DNA-skader induceret ved hjlp
af MMS. Ved at bruge et visuelt assay er det muligt at screene
proteiner direkte for deres evne til at lokalisere til kernen i den
levende celle. Dette ggr det nemt og hurtigt at isolere interes-
sante kandidater til videre undersggelse i funktionelle biologi-
ske assays.
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