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1. Einleitung 1

1. Einleitung

In eukaryotischen Zellen erlaubt die Einlagerungginetischen Information in den Zellkern
eine raumliche und zeitliche Trennung der DNA-Regdion und -Transkription von der
cytoplasmatischen Proteinsynthese. Diese Kompantiereing lasst aber nicht nur eine
Regulation dieser Prozesse zu, sondern macht gtdhauch ein System eines selektiven
makromolekularen Transports zwischen Nukleus und@gsma notwendig. Jede Zelle muss
zu schnellem und gerichtetem Transport tausend®eiRe und RNAs in den und aus dem
Zellkern fahig sein. Dies wird durch |6sliche Rewmepn bewerkstelligt, die mit
Komponenten der Kernporenkomplexe interagieren, ine spezifischen Substrate zu
transferieren. Es werden aber nicht nur die eig&drstanzen des Organismus transportiert,
sondern auch exogene, beispielsweise Viruspartikghige Negativstrang-RNA-Viren
replizieren ihre RNA im Zellkern der Wirtszelle undtzen so die nukledre Maschinerie des
Wirts. Die genomischen RNAs dieser Viren assoaziaret zellularen Proteinen und bilden
groe Komplexe, die sog. viralen Ribonukleoproteibetztere enthalten nukleare Import-
und Exportsignale, welche flr die Translokatiorden und aus dem Zellkern verantwortlich
sind (Cros und Palese, 2003). Retroviren syntleeéisi nach ihrem Eintritt in die Wirtszelle
im Cytoplasma eine DNA-Kopie ihres Genoms, dierss Genom des Wirts zu integrieren
gilt. Auch in diesem Fall formen sich groRe Nuklempinkomplexe, die Uber den
Kernporenkomplex in den Nukleus geschleust werdéssen (Suzuki und Craigie, 2007).
Der Eingriff in den nukleocytoplasmatischen Tramspaer Viruspartikel stellt einen viel
versprechenden Ansatz zur Entwicklung antiviraleergpeutika dar (Cros und Palese, 2003).
Wahrend in letzterem Fall die Hemmung des Impors diel ist, missen umgekehrt
potenzielle Arzneistoffe in der Gentherapie so kanert werden, dass sie in der Lage sind,
die Barriere der Kernhtille zu Gberwinden (Vaugkaml, 2006). Auch bei der Pathogenese
und der Therapie einiger Krebsarten spielt der emdytoplasmatische Transport eine Rolle.
Bestimmte Rezeptoren sind fur den Transport vosoreedenen proliferationsaktivierenden
Proteinen, Transkriptionsfaktoren, Onkogen- und ®rsuppressor-Gen-Produkten
verantwortlich (Behrenst al, 2003), welche an der Tumorgenese beteiligt ditah kann
also sagen, dass der nukleocytoplasmatische Trarepen zentralen Dreh- und Angelpunkt
bei der Aufrecht- und Gesunderhaltung des Orgarsssowie bei der Therapie vieler viraler
und erblich bedingter Krankheiten bzw. gewisserhbsegten darstellt. Zur Untersuchung
nukleocytoplasmatischer Transportvorgdngen wurde dmeser Arbeit die Hefe

Saccharomyces cerevisiats Modellorganismus verwendet.
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1.1. Der nukleocytoplasmatische Transport

1.1.1. Der Kernporenkomplex

Transport von Proteinen und RNAs in den und aus deftkern geschieht durch den
Kernporenkomplex (NPC), eine grof3e makromoleku&iraktur, die in die Doppelmembran
der Kernhtlle eingebettet ist. B. cerevisiaehat er eine Grol3e von 50 MDa (Raittal,
2000) und pro Zelle gibt es ca. 100-200 (Alknal, 2000). In Abb. 1 ist der schematische
Aufbau des NPC dargestellt. Er besitzt eine achda8ymmetrie und setzt sich aus einem
zentralen Doppelring, ins Cytoplasma ragenden FHhen und einer Korbstruktur in

Richtung des Nukleoplasmas zusammen.

Cytoplasma

Cytoplasmatisches Filament —
yiop Zentraler Transporter

Cytoplasmatischer Partikel

) ) AuBere Kernmembran
Cytoplasmatischer Ring

AuBerer Sporenring

Nukleus

Abb. 1: Der schematische Aufbau des Kernporenkomples (Suntharalingam und Wente, 2003)

Der NPC ist fur freie Diffusion von Molekilen mitedrigem Molekulargewicht (bis ca. 20-
40 kDa) offen (Bonner, 1978), so dass Nukleus umgtbf@lasma in standigem ionischen
Kontakt stehen. Im Gegensatz dazu diffundiereneititetund RNA im Allgemeinen nicht
durch den NPC. Makromolekile translozieren mit élifpezifischer Transportrezeptoren
(Mattaj und Engimeier, 1998). Diese so genanntemydf#herine binden transient an
Nukleoporine, die Bausteine des NPC, wahrend sieNRC passieren. Fiur den Transport
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existieren verschiedene Modelle. Das “Brownian natf§i gate“-Modell besagt, dass der
Transportrezeptor/Substrat-Komplex anfanglich anajtoplasmatischen Filamente des NPC
bindet. Die an den cytoplasmatischen und nukle&venldngerungen in grol3er Zahl
vorhandenen FG-Motive dienen als Bindungsstelleabdd handelt es sich um Phenylalanin-
Glycin-reiche Motive, die oft als GLFG- oder FXF®€&peats“ vorkommen (Rouwt al,
2000). Die Interaktion der Transportkomplexe mitnd&dukleoporinen in der Nahe des
zentralen Kanals des NPC erhdht die Wahrscheirgitiies Eintritts in das Innere des NPC.
Der Transfer wirde Uber die Brownsche Bewegundgefo Das “Selective phase“-Modell
sagt die Existenz eines Maschenwerks von Nukleoporivorher, die tber ihre FG-Motive
miteinander interagieren. Dieses Maschenwerk rgrimalb des NPC zentral positioniert und
stellt flr inertes Substrat eine permeable Barridae. Die Interaktionen zwischen den
Nukleoporinen in den Maschen kdnnen durch Transgmeptoren transient aufgebrochen
werden, indem die Rezeptoren an der Gitterstrutgéinehmen und in die hydrophoben
Interaktionen der FG-Motive einbezogen werden. Lldem “Oily spaghetti“-Modell besitzt
der NPC einen offenen zentralen Kanal. Flexible M@iv-enhaltende Nukleoporine
bedecken die Wand dieses Kanals und stellen Birshieiden fur die Passage der
Transportrezeptoren zur Verfigung. Die Rezeptorem sn der Lage, die lockeren
Nukleoporin-Ketten wahrend ihres Durchtritts zur it&e zu schieben. Transiente
Assoziationen mit den FG-Motiven und Zufallsbeweggmwuirden zur Translokation flihren
(zusammengefasst in (Fried und Kutay, 2003)).

Die Proteomanalyse des Hefe-NPC hat ergeben, dasgle aus ungefahr 30 Proteinen
zusammensetzt (Pemberton und Paschal, 2005). Bs wgitschiedene Klassen von
Nukleoporinen: Transmembranproteine, die den NP@enKernmembran verankern, FG-
enthaltende Nukleoporine und eine neu entdecktess€laszon Nukleoporinen, die “WD-
Repeats” bzw. das Siebenfligel-Propellermotiv dtgha(Pemberton und Paschal, 2005).
Von den FG-Nukleoporinen vermutet man, dass siefamg die Halfte der Masse des NPC
ausmachen. Die meisten von ihnen sind symmetriedeiit, einige beschranken sich jedoch
auf die cytoplasmatische oder die nukleare Sese\fC (Pemberton und Paschal, 2005).

1.1.2. Die Importin 3-homologen Transportrezeptoren

Der Import und der Export der meisten Proteinepsdmaler Untereinheiten und einiger
RNAs wird durch eine grof3e evolutionar konservidfamilie von Transportfaktoren, die
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Importin B-Familie (Tabelle 1), vermittelt. Wahrend humandeédemindestens 20 Mitglieder

enthalten, umfasst diese Familie in Hefe 14 Mitgie(Pemberton und Paschal, 2005).

Tabelle 1: Die Importin B-homologen Transportrezeptoren inS. cerevisiae (Pemberton und Paschal, 2005)

Transport- . GrolRRe .
richtung Protein Synonym Substrat kDa] essenziel
Viele Cargos, inklusive
Kap95 Rsl1, Im@ | derer mit basischer NLS 94,8 ja
zusammmen mit Srpl
Kap104 - Nab2, Hrpl 103,7 ts
Lhpl, ribosomale .
Kap108 Sxml Proteine 108,4 nein
Kapl1l Mtrl10 Npl3, Hrbl 110,7 ts
Import Kapll14 Yrb9 TBP, Hgﬁc;r;e, Napl, 113,9 nein
Kap119 Nmd5 TFIIS, Hogl, andere 120,0 nein
Kap120 Yrbll, Lph2 Rpfl 119,6 nein
Ribosomale Proteine, .
Kapl21 Psel Histone, Pho4, andere 121,0 1a
Kapl122 Pdr6 TFIA 123,5 nein
Ribosomale Proteine, .
Kap123 Yrb4 Histone 122,6 nein
Pho4, andere, inklusive
phosphorylierte Proteing
Import/Export Kap142 Msn5 (Export), Replikation | 142,1 nein
Protein A-Komplex
(Import)
Kap109 Csel Srpl 109,4 ja
Export Kap124 | Xpol,Crml Leucin-reiche NES- 124,1 ja
Cargos
Kapl27 Losl tRNA 126,8 nein

ts = temperatursensitive Mutante

Die meisten Karyopherine vermitteln entweder nuldedmport (Importine) oder nuklearen

Export (Exportine) und alle interagieren direkt rititen Cargos (Pemberton und Paschal,
2005), auch wenn Kap95 zusatzlich Srpl als Addptetein benutzt (Enenkel al, 1995).

Da es viel mehr Substrate als Transportrezeptakgnwgrmutet man, dass jedes Karyopherin
mehrere Substrate transportiert. Dies soll UbertiplelBindungsstellen geschehen und die
einzelnen Karyopherine sollen in der Lage sein,aaglg vom Substrat verschiedene
Konformationen einzunehmen (Pemberton und Pas@Bék). Die Importin3-Homologen

besitzen vergleichbare Molekulargewichte (95-142kDsaure isoelektrische Punkte (4-6)
und eine ahnliche Domanenstruktur (Fried und Ku2&)3; Mosammaparast und Pemberton,
2004; Weis, 2003). Diese umfasst eine N-terminad@-Bindende Domaéane, eine zentrale
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Nukleoporin-bindende Domé&ne und eine C-terminalédbs8at-bindende Domane. Die
atomaren Strukturdaten eines Teils der Karyopheweesen darauf hin, dass sich jedes
typischerweise aus 20 HEAT-Motiven zusammensetabddhandelt es sich um Motive von
ca. 40 Aminosauren, die zwei antiparallele Helibdden, die durch eine kurze Schleife
miteinander verbunden sind. Das HEAT-Motiv ist naem Motiv in den Proteinen benannt,
in denen es zum ersten Mal entdeckt worden isth&slelt sich dabei um_‘tihtington,
elongation factor 3, Asubunit of protein phosphatase 2A ar@dR1* (Andrade und Bork,
1995). Die HEAT-Motive bilden eine Superhelix mitsgedehnten Interaktionsoberflachen in
Form eines N-terminalen und eines C-terminalen Begemberton und Paschal, 2005).

Ein weiteres Charakteristikum der ImporfaHomologen ist ihre Affinitat zu Ran-GTP.
Diese Affinitdten sind unterschiedlich ausgepragéhrend die Importrezeptoren stark an
Ran-GTP binden, besitzen Exportkomplexe in Abwestninres Substrats nur geringe
Affinitdt zu Ran-GTP. Dariliber wird die Assoziatiaw. Dissoziation der Substrate und
damit die Direktionalitat des Transports festgelegi. 1.1.3) (Forneroceet al, 1997; Jakel
und Gorlich, 1998; Schlensteeltal, 1997; Solsbachet al, 1998).

1.1.3. Der Ran-GTP-Gradient

Die kleine Ras-éhnliche GTPase Ran, eines der aohskén konservierten Proteine in
Eukaryoten, ist in allen untersuchten Organismerdigé Lebensfahigkeit der Zelle essenziell
(Kinzler und Hurt, 2001; Macara, 2001). Sowohl Ras Sauger als auch das Hefehomolog
Gspl spielen eine direkte Rolle beim nuklearen Jpart, indem sie die Assemblierung und
Disassemblierung von Transportkomplexen kontraheDie Ran/Gspl-Aktivitat wird durch
Interaktionen mit evolutionar konservierten Proggimeguliert, indem sie dabei helfen, seine
subzellulare Lokalisierung durch wechselseitige Wmdlung in den GTP- bzw. GDP-
gebundenen Zustand festzulegen (Gorlich und Kut@99). Die Bildung von Ran-GTP aus
Ran-GDP erfordert Nukleotid-Austausch und wird duraden Guanin-Nukleotid-
Austauschfaktor RanGEF/Prp20 vermittelt (Pemberiod Paschal, 2005). Wahrscheinlich
geschieht das, wéhrend RanGEF/Prp20 an Chromabunden ist und man vermutet, dass
Ran mit GTP beladen sein muss, damit beide Proteieder freigesetzt werden (Nemergat
al., 2001). Es wird gemutmalfit, dass diese hohe |oRale-Konzentration am Chromatin
wichtig ist fur die Mikrotubulus-Assemblierung, dséch in der Nahe abspielt (Kalah al.,
2002).
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Da Ran/Gspl standig in Exportkomplexen ins Cytapkasco-transportiert wird, ist ein
gezielter Import des Proteins erforderlich. Ran/Iskpport in den Nukleus wird durch
NTF2/Ntf2 vermittelt. Dieses homodimere Proteiremagiert nur mit der GDP-gebundenen
Form von Ran/Gspl, welches in der Hauptsache inoflatma zu finden ist. Wie die
Karyopherine interagiert Ntf2 direkt mit den Nukpewinen (Baylisst al, 2002). Der Gspl-
Transport wird dadurch unidirektional, indem GspfSauf der nukleoplasmatischen Seite
zu Gspl-GTP umgewandelt wird (Stewartal, 1998). AnschlieBend kehrt Ntf2 wieder ins
Cytoplasma zurick.

Im Cytoplasma wirkt RanGAP/Rnal auf die Ran-/GspgR&aryopherin-Exportkomplexe
ein. Dabei handelt es sich um ein Protein, dassdiest schwache GTPase-Aktivitat von
Ran/Gsplin vitro um den Faktor TOstimuliert (Bischoffet al, 1994; Corbetet al, 1995).
Da Ran-/Gspl-GTP in diesem Exportkomplex fir RanB&R1 nicht zuganglich ist, ist die
Mitwirkung von RanBP1/Yrbl erforderlich (vgl. 1.).456rlich und Kutay, 1999).

Die Lokalisierung von RanGEF/Prp20 im Nukleus urah®AP/Rnal im Cytoplasma erklart,
wie ein solch steiler Ran-GTP-Gadient zwischen d&iden Kompartimenten entsteht
(Izaurraldeet al, 1997). Unterstitzung erhielt dieses Modell duFtihoreszenz-Resonanz-
Energietransfer (FRET)-Untersuchungen an InterpEafikernen aus XenopusEiern.
Messungen der auf FRET Dbasierenden Analysen ergaleemen Ran-GTP-
Konzentrationsunterschied von mehr als Faktor 1@@schen Nukleus und Cytoplasma
(Kalab et al, 2002). Der Nukleotid-gebundene Zustand von Redtinigt die Direktionalitat
des Transports (Gorlich und Kutay, 1999; Gorktral, 1996b; Izaurraldet al, 1997; Ohno
et al, 1998).

1.1.4. Import und Export

NLS und NES

Verschiedene Studien haben gezeigt, dass Protia@ den Nukleus importiert werden, in
der Regel ein Kernlokalisierungssignal (NLS) ertralFried und Kutay, 2003; Weis, 2003).
Durch die Charakterisierung der NLS des SV40 T-ders {"PKKKRKV**¥) und von

Nukleoplasmin P’k RPAATKKAGQAKKKK LD'™) wurde zum ersten Mal die Struktur der
basischen bzw. klassischen NLS aufgeklart, welche @inem (monopartit) oder zwei
(bipartit) “Clustern” basischer Aminoséaurerestenoger R) besteht, die durch einen “Linker*
(ungefahr 10 Aminosaureresten) voneinander getrandt(Gorlich und Kutay, 1999; Lange

et al, 2006). Der Import vieler nuklearer Proteine wilgrch die klassische NLS vermittelt.
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Daneben existieren aber auch andere Importsigdaten Charakterisierung sich grof3tenteils
erst am Anfang befindet. Die NLS-Aktivitat wird Ub&erschiedene Mechanismen wie
Modifizierung oder Signalmaskierung reguliert (Kaffn und O'Shea, 1999).

Exportine erkennen spezifische Signale, die Kerogsmgnale (NES) (Fried und Kutay,
2003; Weis, 2003). Die NES mehrerer Substrate wurdestimmt und die am besten
charakterisierte ist die hydrophobe NES, welcha dder vier hydrophobe Reste enthalt
(Fischeret al, 1995). Sie kommt bei allen Eukaryoten vor unddwin Hefe durch das
Karyopherin Xpol erkannt (Forneraa al, 1997; Stadest al, 1997). Im Gegensatz dazu
enthalten Substrate des Karyopherins Msn5 keirghediydrophoben NES (Mosammaparast
und Pemberton, 2004). Bei den meisten Msn5-Explostsaten wurde gezeigt, dass
Phosphorylierung ihre Erkennung positiv regulievgs vermuten lasst, dass entweder die
Phosphorylierungstelle ein Teil der NES ist odessddie Phosphorylierung indirekt die NES-
Erkennung durch den Rezeptor beeinflusst (Kaffmaoh @'Shea, 1999; Mosammaparast und
Pemberton, 2004).

Der Import

Karyopherine, die Import vermitteln, binden ihr Strat im Cytoplasma Uber eine
Erkennungssequenz, das KernlokalisierungssignalSjNMit einer Ausnahme interagieren
die Importrezeptoren direkt mit ihrem Substrat. DEaryopherin-Substrat-Komplex
transloziert durch den NPC, indem er mit NPC-Pr&ej den Nukleoporinen, interagiert.
Einmal im Kern interagiert das ImportBtHomologe mit Ran-GTP und der sich ergebende
Karyopherin-Ran-GTP-Komplex fuhrt zur Dissoziatides Substrats vom Importrezeptor
(Abb. 2), wohingegen das Karyopherin ins Cytoplagmaick transportiert wird (Pemberton
und Paschal, 2005).

Der Export

Importin B-Homologe, die Export vermitteln, binden ihr Suasim Nukleus ebenfalls Uber
eine Erkennungssequenz, das Kernexportsignal (NERYyopherin-Bindung an ein
Exportsubstrat geht mit Ran-GTP-Bindung einher, wag Bildung eines ternaren
Karyopherin-Substrat-Ran-GTP-Komplex im Nukleusrti{ifemberton und Paschal, 2005).
Dort steht Ran-GTP reichlich zur Verfigung. Es falge Freisetzung ins Cytoplasma, wo
Rnal und Yrbl den Exportkomplex disassemblierebl¥nacht Ran fir Rnal zuganglich

und Rnal stimuliert die niedrige GTPase-aktivitan YRan. Abhangig vom Transportrezeptor
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entsteht dabei ein transientes Disassemblieruregsietiat aus Yrbl/Ran-GTP/Karyopherin
oder Yrbl bewirkt direkt die Freisetzung von RanFGdom Rezeptor (Maurest al, 2001;
Solsbacheet al, 1998). In jedem Fall wird Ran-GTP zu Ran-GDPrbiaiert (Abb. 2).

Import Export

Gspl-
GDP

Import- t '
substrat Import-

rezeptor

Cytoplasma

b
‘ Kernmembran t

Nukleus NPC

Gspl-
GTP

Export-

substrat Gspl-

Export- GTP
rezeptor

Abb. 2: Schematische Darstellung des nuklearen Impts und Exports von Proteinen
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Der Importrezeptor Kapl114

Fur das Importif3-Homolog Kapl14 wurde gezeigt, dass es das TATAdnde Protein
TBP in den Zellkern und somit an seinen Wirkungsoei der Transkription schleust
(Morehouseet al, 1999; Pembertoet al, 1999). Die Transkription von Genen durch die
RNA-Polymerase Il (RNAP II) schliel3t viele Schriteen und einer der frihesten ist die
Rekrutierung allgemeiner Transkriptionsfaktoren Y GRd von RNAP Il zwecks Bildung des
Prainitiationskomplexes (PIC) (siehe auch 1.5). TBBstandteil des TFIID, bindet an die
TATA-Box vieler Promotoren und leitet die Bildungsl PIC in die Wege. Nach der TBP-
DNA-Bindung interagiert eine zweite PIC-Komponeni&)IB, mit TBP sowie der DNA und
stabilisiert deren Assoziation. Die Ubrigen Bestailel des PIC, also TFIIF, TFIIE, TFIIH
und die RNAP Il, werden auf dieser Plattform zusangesetzt, so dass die RNA-
Polymerase mit den zu transkribierenden Genen imtddo treten kann (Hahn, 2004;
Hampsey, 1998). TFIIB spielt durch Interaktion ohér DNA, TBP, TFIIF und RNAP Il eine
zentrale Rolle bei der PIC-Bildung. Zusatzlich stflIB eine Funktion bei der Auswahl des
Startpunktes ausiben (Hahn, 2004; Hampsey, 1998).ddaubt, dass TFIIB nicht nach jeder
Transkriptionsrunde am Promotor gebunden bleibtuech der Import von TFIIB fur die
Transkription relevant sein kdnnte. Es wurde gdzealgss Sua7, das Hefehomolog von
TFIIB, durch Kap114 in den Kern transportiert wirdpglicherweise durch Interaktion mit
TBP, auch wenn Sua? in der Lage ist, direkt an HdpAu binden (Hodgest al, 2005).
Chromatin-Assemblierung ist ein komplexer Proze$s; zahlreiche zellulare Vorgange
betrifft, wie Transkription, Zellzyklus-Progressiamd DNA-Replikation bzw. -Reparatur.
Die zahlreichen Faktoren, die an der Chromatin-Adserung beteiligt sind, werden in zwei
Klassen eingeteilt: Histon-Transferproteine bzw. agdgrone und ATP-abhangige
Motorkomplexe. Diese beiden Klassen von Faktoréweisen fir die initiale Anlagerung der
Histone an die DNA und fir die Bildung regular aogieter Nukleosomen wichtig zu sein
(Haushalter und Kadonaga, 2003; Tyler, 2002). Eslevgezeigt, dass das Histon-Chaperon
Napl in einem Komplex mit Kap114, Hta und Htb imd&ern eintritt und als Cofaktor beim
Kapll4-vermittelten Histonimport fungiert. Napl keHta und Htb spezifisch zu Kapl14
und macht den Komplex unempfindlich gegen Gspl-GPgass er im Nukleus assoziiert
bleibt (Mosammaparast al, 2002). Vielmehr hemmt Kapl14 sogar die Napl-viteite
Anlagerung von Hta und Htb an das Chromatin. Miteles zwei der drei Histon-
Bindungsstellen in Kapll4 sollen an der Fahigkeir Hemmung der Chromatin-
Assemblierung beteiligt sein (Mosammapastsal, 2005). Kap114 ist in der Lage, sowohl
Hta bzw. Htb und Napl direkt in einer nicht-kompe&in Weise zu binden, als auch mit den
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beiden Histonen tUber Napl als Briicke indirekt zeragieren. Umgekehrt kann Kap114
auch indirekt Uber die Histonbindung von Napl rékrt werden (Mosammaparast al,
2001b).

Der Importrezetor Kap120

Das Gspl-bindende Protein Kapl120, das mit seineage®ddiomolog Importin 11 24 %
Sequenzhomologie teilt, ist auRer im Cytoplasmaptsichlich an der Kernhille und im
Nukleoplasma zu finden (Caesetr al, 2006), der typischen Lokalisierung der Impofin
Homologen. Kap120 wurde als Importrezeptor von Rgéhtifiziert. Hierbei handelt es sich
um ein nukleolares Protein, das an der 25S rRNA€&sierung und am Export der grofden
ribosomalen Untereinheit beteiligt ist (Caesamal, 2006). Bereits zuvor wurde beobachtet,
dass in Zellen, in deneliAP120deletiert worden war, der Export der grof3en riinasien
Untereinheit gestort war (Stage-Zimmermaret al, 2000). Obwohl die genauen
Exportmechanismen noch nicht genau geklart wurdeeif? man, dass 70 zusatzliche
Faktoren dafir erforderlich sind (Lei und SilveQ02b; Oeffingeret al, 2004; Stage-
Zimmermannet al, 2000). Die Biogenese der aus 76 Proteinen urdNAs bestehenden
ribosomalen Untereinheiten bendtigt sSnoRNAs (siaheh 1.4), prozessierende Enzyme und
RNA-Helikasen (siehe auch 1.3). Der 35S-Vorlaufedvwdabei in die 18S rRNA der kleinen
Untereinheit und die 25S bzw. 5,8S rRNA der groBatereinheit gespalten (Kressktral,
1999; Venema und Tollervey, 1999). Das in diesaz&ss involvierte Rpfl bindet direkt an
Kap120 und wird durch Gspl-GTP aus diesem Imporftemwieder freigesetzt. Es wurde
gezeigt, dass vivo mindestens drei verschiedene Importine am nukheBngort von Rpfl
beteiligt sind: Kapl120, Kapll4 und Nmd5. Der Exgefeékt der grofen ribosomalen
Untereinheit in Akap120Zellen wurde bei RPFLUberexpression zum groRten Teil
umgekehrt. Kap120 ist also kein direkter ribosomgbeportfaktor (Caesast al, 2006).

Die Importfaktoren Importin a/ Importin B und der Exportrezeptor Csel

Das Srpl/Kap95-Heterodimer bzw. Importifimportin 3 im Sauger lenkt viele Proteine zum
NPC und vermittelt ihre Translokation Uber die Kailhe. Srpl/Importira bindet als
Adapterprotein klassische NLS-enthaltende Proteieverbindet sie mit Kap95/Importfh
welches den Import des NLS-Proteins vermittelt (ike¢et al, 1995; Gorlichet al, 1995).

Importin a besitzt am N-Terminus eine Imporfiabindende Doméane (IBB) (Cingolaat al,
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1999) und bildet nachfolgend eine Superhelix, dod faus 10 Armadillo (ARM)-Motiven
zusammensetzt (Cordt al, 1998) (benannt nach ddbmosophilaArmadillo-Protein, wo sie
als erstes entdeckt wurden (Peiétral, 1994)). Jedes ARM-Motiv besteht aus ungeféahr 40
Aminosaureresten, die in drei Helices angeordnetl.sEine Reihe von ARM-Motiven
erzeugt eine superhelikale Struktur, die eine #adtonkave Furche besitzt, wodurch eine
NLS-Bindungstasche gebildet wird. Srpl/Impodirbesitzt zwei NLS-Bindungsstellen: eine
grof3e N-terminale zwischen ARM 2 und 4 sowie eilenk zwischen ARM 7 und 8 (Conti
et al, 1998). Interaktionen, die sowohl auf Ladung alsh auf Hydrophobizitat basieren,
fuhren im Allgemeinen zur Erkennung der NLS (Camd Kuriyan, 2000). Die flexible IBB
interagiert entweddn trans mit Importinf3 oderin cis mit der cNLS-Bindungstasche. Wenn
Importina nicht an Importir3 gebunden ist, interagiert die autoinhibitorischeqgnz
innerhalb der N-terminalen Domé&ne der IBB, welcle ecNLS imitiert, mit der NLS-
Bindungstasche (Kobe, 1999). Es wurde gezeigt, dasdBB-Doméane einen extensiven
Kontakt mit der konkaven Oberflache der HEAT-MotiX:l9 in Importin3 herstellt, indem
sie ihren L-formigen Arm in die superhelikale Actides Importrezeptors streckt (Cingolani
et al, 1999). Die positiv geladene IBB-Domane interggmait vielen sauren Resten der
inneren Helices von Importi sowie mit einer sauren Schleife, die zwischen deilen
Helices von HEAT 8 herausragt. Imporfirschleust den terndren Komplex Gber den NPC in
den Nukleus, indem es an aufeinanderfolgende SsdilMukleoporine bindet, die FG-
Motive enthalten (lovine und Wente, 1997; Sunthagam und Wente, 2003). Die Ran-GTP-
Bindung an Importir8 16st die Dissoziation des Substrat/Impodiif-Komplexes aus (Floer
et al, 1997; Gilchrisiet al, 2002). Die Rolle der autoinhibitorischen IBB-Dane soll dabei
die effiziente Freisetzung des cNLS-Substrats sstbkken (Gilchristet al, 2002; Gilchrist
und Rexach, 2003; Harreman, 2003). Auch Csel/CAdches bevorzugt an substratfreies
Importina bindet, und Nup2 sind an der Disassemblierunglagmrtkomplexes beteiligt.
Eine Sequenz innerhalb der N-terminalen Doméane Nap2 stellt zur inneren konkaven
Furche von Importim einen Kontakt her und beschleunigt die FreisetzlasyNLS-Substrats
von Importina (Hahn-Quintes, 2004; Matsuueaal.,, 2003).

Der Export von Importi8 geschieht im Komplex mit Ran-GTP (Gérliehal, 1996a; lovine
und Wente, 1997; Weist al, 1996). Im Cytoplasma dissoziiert der Komplexdeeund das
gebundene GTP wird hydrolysieth vitro wird dies mit Hilfe von Importira und RanBP1
erreicht (Bischoff und Gérlich, 1997; Floet al, 1997).

Das essenzielle Csel bildet eine Superhelix mémaii-terminalen und einem C-terminalen

Bogen, welche Gspl-GTP umklammern. Gleichzeitiitste Gber das ARM-Motiv 10 einen
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extensiven Kontakt mit Srp1 her und fixiert es imee Konformation, dass es nicht mit einem
Substrat interagieren kann (Solsbackeial, 1998). Zusatzlich bindet auch Srpl direkt an
Gspl-GTP. Die Interaktion von Gspl und Csel unberiget sich von der mit den
Importinen. Es besitzt zwei Gspl-Bindungsstelleadorh vermittelt die N-terminale
Bindungsstelle im Gegensatz zur C-terminalen noe eichwache Bindung zwischen Csel
und Gspl-GTP (Matsuura und Stewart, 2004).

o m

h.rc/v\j\ "

¢

NLS-Substrat] =

Niedrige Gspl-
GTP-Konz.

Hohe Gspl-
GTP-Konz.

©

Abb. 3: Modell des nukleocytoplasmatischen Kreislafis von cNLS-Protein/Srpl/Kap95/Csel (Hoelz und
Blobel, 2004)

(@) Die autoinhibitorische Sequenz der Impofibhindenden Domaéane blockiert reversibel die NLS-
Bindungstasche von Srpl. (b und c) Durch Bindung Kap95 bzw. eines NLS-Proteins werden die jeweilig
Bindungsstellen freigelegt. (d) Kap95 schleust wgnédren Komplex tber den NPC in den Kern. (e Zitasp1-
GTP interagiert mit Kap95 und der Komplex disasdenrtb (g) Kap95 wandert im Komplex mit Gsp1-GTP
zurlick ins Cytoplasma, wo das gebundene GTP zu BdRolysiert wird. Kap95 steht nun fiir einen wester
Importzyklus zur Verfugung (h). (j und k) Es bildgth ein trimerer Exportkomplex aus Csel, Srpl Gsdl-
GTP, der ins Cytoplasma eintritt. (I) Der Komplexrfallt unter Hydrolyse des gebundenen GTP zu GDP.
Freies Csel wird in den Kern zuriicktransportied steht somit einem erneuten Exportzyklus zur \Garfig.

Substratfreies Csel besitzt eine geschlosseneaartigg Struktur (Coolet al, 2005), was

vermutlich die Substratbindung hemmt, da die GspRGund Substrat-Bindungsstelle in
Csel in dieser Konformation teilweise versteckyjdie. Der Komplex transloziert durch den
NPC ins Cytoplasma (Kunzler und Hurt, 1998; Solbeaet al, 1998). Gspl-gebundenes
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GTP ist im Komplex mit Srp1l/Csel vor Hydrolyse deget, so dass der Komplex assoziiert
bleibt, bis das Cytoplasma erreicht ist. Es wurdeeggt, dass Yrb1l alleine in der Lage ist,
den Komplex zu disassemblieren und dass es in Aeniest von Rnal eine katalytische
Wirkung besitzt (Matsuura und Stewart, 2004; Sathkaet al, 1998). Mit Hilfe von Rnal
hydrolysiert nun Gspl das gebundene GTP zu GDP. Riicktransport von Csel in den
Kern werden keine weiteren Faktoren benétigt (A3)b.

Daneben wurde gezeigt, dass Csel an der Spindeksso (Scherfet al, 1996), der
Chromosomensegregation wahrend der Mitose (>@aaal, 1993) und bei der Cyclin-
Degradation (Irnigeet al, 1995) beteilig ist.

Far  Srpl/importimm aus  verschiedenen  Spezies wurden neben  seiner
nucleocytoplasmatischen Transportfunktion ebenfalislere Aufgaben nachgewiesen. Es
spielt eine Rolle bei der Chromosomen- und nukled@egregation, bei der Bildung der
mitotischen Spindel und beim Ubiquitin-vermittelt®notein-Degradationsweg (Kissel und
Frasch, 1995b; Loeét al, 1995; Tablet al, 2000; Yancet al, 1994).

Yrbl

Yrbl (“Yeast_Rn-bnding Protein_1), das Hefehomolog zum humanen RanBP1, ist ein
essenzielles 23 kDa grof3es Protein, welches furgdeichteten Transport tber den NPC
unabdingbar ist (Schlenstegital, 1995). Es ist in der Lage, Uber die Gspl-binddddméne
(RBD) mit dem C-Terminus von Gspl/Ran zu interagie(Masaya und Nishimoto, 2000;
Seewalcet al, 2003). Zusammen mit RanGAP/Rnal vermittelt eslissoziation der Gspl-
GTP-enthaltenden Exportkomplexe (Kehlenbasthal, 1999; Schlenstedét al, 1995;
Solsbacheet al, 1998). Transportrezeptoren blockieren die GTHddierung durch Rnal.
Dieser Effekt wird durch Yrbl/RanBP1l wieder aufgedo. Es bildet sich ein
Disassemblierungsintermediat, bei dem Gspl-/Ran-@&iehzeitig an Yrb1l/RanBP1 und an
den Exportrezeptor bindet. Gspl scheint transiest &n Gspl-GTP/Yrbl-Komplex
freigesetzt zu werden, der durch Rnal irreversib@spl-GDP und Yrbl umgewandelt wird.
Rnal/RanGAP und Yrb1l/RanBP1 wirken also katalytlsehder Freisetzung von Gspl-/Ran-
GTP vom Transportrezeptor. FUr verschiedene Exportwurden unterschiedliche
Mechanismen postuliert. Bei Xpo1l soll sich ein BegbDisassemblierungsintermediat bilden,
bestehend aus Yrb1l/Gspl-GTP/Xpol. Dieser Komplerd vanschlieend durch Rnal
dissoziiert (Maureret al., 2001). Bei Srpl/Csel/Gspl-GTP reicht Yrbl aus, Gispl von
Csel abzulésen und damit den Exportkomplex voliBtanu disassemblieren (Solsbackéer
al., 1998) (vgl. auch Abb. 2).
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Yrbl/RanBP1 liegt zum grof3ten Teil cytoplasmatisebr, befindet sich jedoch im
Flie3gleichgewicht, d. h. es pendelt kontinuierlmbischen Cytoplasma und Nukleus hin und
her (Kunzleret al, 2000; Maureet al, 2001; Plafker und Macara, 2000). Das Proteird wir
aktiv in den Zellkern transportiert und der nukie#énport wird durch zwei separate nukleére
Ziel-Sequenzen vermittelt. Der Import erfordertesintakte RBD und h&ngt von der Region
zwischen Aminoséaurerest 121 und 131 ab. Diese Regteragiert mit dem C-Terminus von
Gspl-GTP (Kunzleet al, 2000), ist jedoch nicht ausreichend fir den Ihgdtnzleret al,
2000). Zusatzlich zur RBD kodnnte eine N-terminalerlngerung aul3erhalb der RBD den
Import vermitteln (Maureset al, 2001). Welches Importig-Homolog den Yrbl/RanBP1-
Import vermittelt, wurde noch nicht geklart. Allatersuchten Karyopherin-Mutanten zeigten
keine Hemmung im Yrbl-Import (Kinzlet al, 2000). Als mdglicher Kandidat fur einen
unkonventionellen Transport wird der humane tert@mplex aus RanBP1, Importfhund
RanGDP vorgeschlagen (Céi al, 1996; Chiet al, 1997), der auch fur die entsprechenden
Proteine aus Hefm vitro nachgewiesen wurde (Mauret al, 2001). Der Export von Yrbl
aus dem Nukleus erfordert Xpol, auch wenn Yrbl Kesocin-reiches NES enthélt. Die
intakte RBD ist notwendig und ausreichend fur depdft (Kinzleret al, 2000), was sich
damit deckt, dass die Interaktion Uber Gspl veetitvird (Kinzleret al, 2000; Maureet

al., 2001).

Die physiologische Signifikanz des Yrbl-Pendelnsdeubislang nicht entschlisselt, aber es
werden verschiedene Szenarien diskutiert. Eine IMdkgit ist, dass Yrbl auf irgendeine
Weise in den Kern gelangt und kontinuierlich duxgol wieder ausgeschleust werden muss,
weil nukledres Yrbl nicht mit seiner Funktion ber dissoziation von Exportkomplexen
kompatibel ist. Alternativ dazu kénnte es in deiihén Schritten des Xpol-vermittelten
Exports eine Rolle spielen. Im Gegensatz dazu lkmme nuklearer Pool an Yrbl fir
Vorgange unabhéangig vom nukleocytoplasmatischensp@t notwendig sein wie z. B. die
Mikrotubulus-Organisation (Kinzlet al, 2000).

1.2. Sub2

SUB2 ist ein essenzielles Gen 8. cerevisiagdas fur ein Mitglied der phylogenetisch
konservierten DEAD Box-RNA Helikase-Familie (sietie8) kodiert, welche sowohl beim
Pra-mRNA-SpleiBen als auch beim mRNA-Export einelleR@pielt, in Organismen

angefangen bei Hefe bis hin zum Menschen (Lindet &tutz, 2001). Humanes Sub2
(UAP56 oder BAT1) komplementiert Hefe-Sub2, wasgzedass dieses Protein sowohl
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funktional als auch strukturell konserviert ist &y und Green, 2001). Man vermutet, dass
Sub2 am SpleiRen, bei der Transkription, beim mRByort und an der Genom-
Stabilisierung beteiligt ist (Lahuet al, 2005). InS. cerevisiaescheint es fur die Entfernung
des hemmenden Splei3faktors Mud2 vom Pyrimidin-ireilntrons im frihen Stadium der
Spleilosom-Assemblierung zustdndig zu sein. Daseiist ATP-abhéangiger Schritt, der
wahrscheinlich eine RNA-Protein-Chaperonaktivitadnv Sub2 einschliel3t (Kistler und
Guthrie, 2001). Daneben wurde Sub2 als ein Faklentifiziert, der fir den mRNA-Export
wichtig ist. Es interagiert genetisch und biochernisnit dem essenziellen nuklearen
Exportprotein Yral, welches wiederum direkt mit dé&PC-assoziierten Protein Mex67
interagiert. Man vermutet, dass Sub2 Yral an didNdRekrutiert und bei dessen Bindung
an den NPC wieder abgelost wird (StralRer und Hig91). Die beiden Proteine liegen in
stochiometrischen Mengen mit dem THO-Transkriptadmisgationskomplex, bestehend aus
den vier Proteinen Tho2/RIrl, Hprl, Mftl und Thp2hévezet al, 2000), vor, was zur
Bildung eines neuen Komplexes, dem TREX-Komplexa(Bkription/Exyort), fihrt. Man
vermutet, dass sich auch das hnRNP Thol an diesempléx anlagert und ahnlich wie Sub2

an mRNP-Biogenese und -Export teilnimmt (Jimenal, 2006).

Abb. 4: Modell zur Funktion des TREX-Komplexes

Uber den THO-Komplex lagert sich der TREX-Komplax das aktive Gen an und hilft der RNAPII bei der
Transkriptionselongation. Sub2 ist am Splei3probegsiligt und rekrutiert Yral an die mRNA. Diede®tein

ist in der Lage, an den NPC zu binden und vermiselden nuklearen Export (Jimeetal, 2006).

Dieser Komplex verbindet direkt Transkriptionselatign mit Splei3en und Export. Wéahrend
der Transkription wird der TREX-Komplex speziell fdie aktivierten Gene rekrutiert und
bewegt sich Uber die ganze Lange der Gene mit Neéy-Rolymerase Il (Abb. 4) (Stral3et

al., 2002). Der THO-Komplex erhéht die Translationsgjation durch lange und GC-reiche
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Ausgangs-DNA und unterdrickt transkriptionsasso#ieRekombination (Kistler und
Guthrie, 2001; Libriet al, 2001; Lopezet al, 1998; StraRer und Hurt, 2001; Zhang und
Green, 2001)SUB2wurde als Dosis-abhéngiger Suppressorndn1 identifiziert (West Jr.
und Milgrom, 2002).RLR1 ist ein Suppressor voBIN4/TSF3(West Jr.et al, 2000);
SIN4/TSF3(Chenet al, 1993; Jiang und Stillman, 1992) wiederum kodfért eines von
ungefahr 20 Untereinheiten des Mediatorkomplexes R@ll-Transkriptionsmaschinerie
(Myers und Kornberg, 2000RLR1 ist aul3erdem ein “Multicopy“-Suppressor veiPR1
(Piruat und Aguilera, 1998), ein Gen, das zusdizligur Transkription mit
Hyperrekombination und der Chromatinstruktur assazist (Fanet al, 2001; Piruat und
Aguilera, 1998; Zhuwet al, 1995). Auf diesen Grundlagen basierend wurdeHlipothese
aufgestellt, dass RIrl und Hprl in Verbindung mitb3 eine Transkriptionsgekoppelte
MRNP-Assemblierungs-/Exportfunktion ausiben (Wesairdd Milgrom, 2002).

1.3. Dbp2

Fiur viele komplexe zellulare Prozesse, die die Gaktfon und -expression beeinflussen
(DNA-Rekombination, Pra-mRNA-Splei3en, rRNA-Prozessg, Proteinsynthese) wurde
gezeigt, dass sie die Aktivitat von DNA- und RNAliHasen der Superfamilien | und II
bendtigen (de la Cruet al, 1999; Matsoret al, 1994). Die Helikase-Funktion spielt aber
auch beim “Nonsense“-vermittelten mRNA-Abbau eingl® Dieser Mechanismus ist fir
den schnellen Umsatz sowohl von mRNA verantwortldile verfriihte Stoppcodons enthalt
(Peltzet al, 1993), als auch von ungespleif3ter Pra-mRNAjrdieCytoplasma eintritt (Het

al., 1993), von mRNA mit einem schwachen Translatratigtionskontext (Welch und
Jacobson, 1999), einiger mRNAs mit “upstream opeading frames” (Oliveira und
McCarthy, 1995) und von Transkripten mit ausgedemn8 -untranslatierten Regionen
(Muhlrad und Parker, 1999). Dbp2, das Hefehomolam humanen p68, gehdrt zur Familie
der DEAD Box-Proteine. Diese strukturell und fuokial verwandten Proteine enthalten eine
Asp-Glu-Ala-Asp (DEAD) -Sequenz und sind in einerelidahl von Spezies zu finden,
angefangen von Bakterien bis hin zu hdheren EukanyoDie Proteinfamilie ist an der
Spermatogenese, Embryogenese, Zellwachstum undngesowie der RNA-Prozessierung
(Entwindung und SpleiRen der RNA) beteiligt (Cadwedtl al, 1997; Fuller-Pace, 1994,
Kitajima et al,, 1994; Lindert al, 1989; Schmid und Linder, 1992). Es wurde nachessw,
dass durch Deletion dd3BP2Gens sowohl “Nonsense“-enthaltende Transkripteaalsh
35S Pra-rRNA akkumulieren (Boret al, 2001). Das bedeutet also, dass Dbp2 bei beidem
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eine Rolle spielt: beim “Nonsense“-vermittelten m&Nbbau und bei der rRNA-
Prozessierung. Die genauen Mechanismen sind ncbh geklart. Man vermutet jedoch, dass
Dbp2 eine Hauptrolle bei der Bildung des 2%SArlaufers aus der 35S Pra-rRNA spielt,
weniger bei der vorgeschalteten Bildung des 2/8élaufers. Daneben weisen
Mutationsanalysen darauf hin, dass die Dbp2-Alitvin Form von ATP-Bindung, ATP-
Hydrolyse und RNA-Bindung fur den “Nonsense“-vetglien mRNA-Abbau essenziell ist
(Bond et al, 2001). Zuvor wurde bereits gezeigt, dass Dbp2Upfl interagiert, welches
ebenfalls am “Nonsense“-vermittelten mMRNA-Abbaueil&jt ist (He und Jacobson, 1995;
Peltz et al, 1993). Upfl ist ein Mitglied der RNA-Helikase{grfamilie | und besitzt
Nukleinsdurebindungs-, RNA-Helikase- und ATPasehrAlkit (Wenget al, 1996; Wenget
al., 1998). Dbp2 hingegen gehort zur Familie der kéele-Superfamilie [l. Unabhangig
davon wurde nachgewiesen, dass Dbp2 ein groRezh&srntron enthalt, welches dM&P2

Genexpression autoreguliert (Barta und Iggo, 1995).

1.4.  Imp4

Eukaryotische Ribosomenbiogenese ist ein dynanidetezess, der die Assemblierung und
Disassemblierung von RNA-Protein- und RNA-RNA-Koex#n einschlief3t. Man vermutet,
dass dabei mit Hilfe von Cofaktoren gebildete ums$akiierte transiente RNA-Protein- und
RNA-RNA-Interaktionen eine Schllsselrolle spielddestimmte Proteine fordern diese
Hybridisierung zwecks Stabilisierung, Erhéhung deitdungsrate und Freilegung der
Bindungsstelle (Kresslat al,, 1999; Venema und Tollervey, 1999).

Ribosomenbiogenese beginnt mit der TranskriptianRit@-rRNA. Sie enthalt die 18S rRNA
der kleinen Untereinheit sowie die 5,8S und 25SARNr grofRen Untereinheit, welche durch
zwei interne “Spacer” (ITS1 und ITS2) voneinandetrgnnt sind und von zwei externen
“Spacern” (5'ETS und 3'ETS) flankiert werden. Une deife ribosomale Untereinheit zu
erzeugen, wird die Pra-rRNA modifiziert (Pseudowigtung und Methylierung), durch Exo-
und Endonukleasen an den Schnittstellepn A; und A gespalten, gefaltet und mit
mindestens 79 ribosomalen Proteinen assembliertic@aund Tollervey, 2002). Die
Freisetzung der 18S rRNA geschieht mit Hilfe demdhB sibunit processome” (SSUP),
welches sich aus der “UBmll nucledar RNA" und 28 oder mehr assoziierten Proteinen
zusammensetzt (Dragat al, 2002). Die U3 snoRNA enthalt konservierte Segetamente
und kann in drei Regionen eingeteilt werden: di®b&mane, die Angel-Region und die 3’-
Doméane. Es bildet sich ein U3 Pra-rRNA-Duplex, wolkge U3 snoRNA 5°-Doméne
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(Nukleotide16-22) mit der komplemetaren Stelle dé&¥S Teils und die Angel-Region
(Nukleotide 39-48) mit der komplementéaren Stelles &ETS interagiert (siehe Abb. 5)
(Beltrame und Tollervey, 1995; Hughes, 1996; ShaunthTollervey, 1999).

Abb. 5: Schematische Darstellung der Pra-rRNA und dr U3 snoRNA

Die U3 snoRNA (rot) bildet Basenpaare mit der FR&HA (schwarz). Konservierte Sequenzelemente der 5°-
Domane sind eingerahmt. An den Duplexstellen (gsim)l die genetisch verifizierten (durchgezogenadn)

und erwarteten (gepunktete Linien) Interaktionereigt (Gérczei und Correll, 2004).

Man vermutet, dass Imp3, Imp4 und Mppl0 ein Hetenetr bilden, welches diese RNA-
RNA-Interaktionen vermittelt. Es wurde bereits ggzedass Imp3 und Imp4 das ansonsten
instabile Duplex zwischen der Angel-Region und dexternen “Spacer” stabilisiert.
Lediglich Imp4 scheint die Box A-Stammstruktur &&fDoméane so neu zu arrangieren, dass
die Stelle freigelegt wird, die mit dem 5™-Ende d&S rRNA interagiert. Imp3 und Imp4
helfen also dem SSUP beim Andocken an die Pra-rRAIBb. 6) und sind daher fir die
Ribosomenbiogenese essenziell (Gérczei und Co2GiH).
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B
A 5’-Ende
\ von 188
5'-Ende — D
von 18S f — >
5'-Ende
— A,
5'_Ende * von 358
von 358 f Ay € :
A
A”‘ 5’-Ende
Imp4 von 18S
\; — — —
Mpp10 A, 5’-Ende
von 358
‘ Imp3

| Pri-Prozessom

Abb. 6: Modell fiir die Rolle von Imp4, Mpp10 und Imp3 bei der SSU-Prozessom-Aktivitat

Die transkribierten “Spacer”, die 18S rRNA bzw. tid snoRNA sind als diinne bzw. dicke graue Bandeies
dinne schwarze Linien dargestellt. Der rote Krdis blaue Oval und der griine Stern symbolisiergmd|m
Mppl0 und Imp3. Die ubrigen SSU-Prozessomproteirexden durch griine Kugeln reprasentiert. Die
schwarzen Pfeile deuten die Bewegungen des Promessm und die roten Pfeile weisen auf die
Hauptprozessierungsschritte hin. (A) Imp4, Mpp1@ Ump3 interagieren vor ihrer Assoziation mit de@Us
Prozessom miteinander. Imp3 lenkt Mppl0 und Imp4 W3 snoRNA und das Prozessom zu seiner
Bindungsstelle im 5’ETS. (B) Die Pra-rRNA wird urasdProzessom gefaltet und die Box A" der U3 snoRNA
interagiert mit der 18S rRNA. (C) Dieser Schritte@htert wahrscheinlich die Interaktion zwischesnd5’-
Ende der Box A und den Nachbarregionen auf derrR®8A. (D und E) Die Pra-rRNA wird anschlieBend um
das SSU-Prozessom gewickelt, um das 3"-Ende ilNdie des RNA-bindenden Proteins Imp4 zu bringen. (F
Die Imp4-Bindung richtet die 18S rRNA am 3"-Ende Bex A aus. Dadurch, dass die Pra-rRNA weiter s d
Prozessom gewickelt wird, wird die,chnittstelle in die Nahe derqAund der A-Schnittstelle gebracht
(Wehneret al, 2002).

1.5. Taf4

Zur Initiation der Transkription bendtigt die eukatische RNA-Polymerase Il (RNAP 1) die
sog. allgemeinen Transkriptionsfaktoren. Sie bnmgée RNAP Il in die richtige Position,

helfen bei der Trennung der beiden DNA-Strange sgtden nach Transkriptionsbeginn die
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Polymerase vom Promotor frei. Dieser enthalt dieTAMox als Schliisselkomponente,
welche durch den Transkriptionsfaktor TFIID erkamntd, woraufhin auch TFIIB bindet.
Die Folge ist eine lokale Verbiegung der DNA, was flie tbrigen Proteine wie ein
Startsignal wirkt. TFIIE, TFIIF, TFIIH sowie die RWP 1l und einige andere Faktoren lagern
sich an den Promotor an (Transkriptions-Initiatiamaplex). TFIIH phosphoryliert unter
Verbrauch von ATP die RNAP IlI, die dadurch ihre Kaimation andert, vom Komplex
freigesetzt wird und mit der Transkription begifAtbertset al, 1998) (siehe auch 1.1.4).
Der allgemeine Transkriptionsfakor TFIID setzt sigisammen aus dem TATA-Box-
bindenden Protein (TBP) und 14 verschiedenB-&soziierten Bktoren, den Tafs (auch
Tafys; das Molekulargewicht liegt zwischen 17-150 k@&anders und Weil, 2000), von
denen 13 fur das Uberleben der Zelle essenziall Matherajanet al, 2003) und von denen
neun ein Histon-Faltungsmotiv enthalten (Selletkal, 2001). In Studien mit Hefe wurde
gezeigt, dass Tafs eine entscheidende Rolle beVdanittlung der RNAP Il-Transkription
spielen. Das Gen, das fur die TFIID-UntereinhedTd af48/Tsg2) kodiert, ist essenziell fur
normales Zellwachstum und das C-terminale HistdiuRgsmotiv in Taf4 ist fur seine
Funktion notwendig (Thuaultet al, 2003). Es wurde gezeigt, dass Taf4 mit
Tafl2/Taf61/Taf68 dimerisiert, welches fur die Sligdt des Komplexes erforderlich ist
(Reeseet al, 2000). Tafl7, Taf60, Taf61/68 bilden zusammeh Taif4 einen spezifischen
Taf-Oktamerkomplex, der jedes Taf in zwei Kopierthéit. Alle vier Proteine enthalten
Histon-Faltungsmotive (Helix-Schleife-Helix-SchieiHelix) und das Taf-Oktamer ahnelt
dem Histon-Oktamer in Stochiometrie und Histonfadsinteraktionen. Man vermutet ein
Tafl7,-Taf60-Heterotetramer, das auf beiden Seiten durch eifd-Taf68-Heterodimer
flankiert wird (Sellecket al, 2001). Das Protein zeigt signifikante Sequenablogie zur
konservierten C-terminalen Region dd3rosophila TAF110p sowie des humanen
TAF130/135p (Sanders und Weil, 2000).

1.6. Rfc2

Replikasen zellularer Chromosomen benutzen eiruléEirgs gleitendes Klammerprotein, das
die DNA umschliel3t und die Polymerase an ihr AuggadNA bindet, um eine hohe
Prozessivitat in der DNA-Synthese zu erreichen rfiéal und O’Donnell, 1995). In der
eukaryotischen Zelle handelt es sich dabei um demliferating cell nuclear antigen
processivity factor* (PCNA) (Gulbist al, 1996; Krishnaet al, 1994). Dieses ringférmige

Protein bendétigt einen ATP-verstarkten Multiprot&lmammerlader zur Anlagerung an die
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DNA. Der eukaryotische Klammerlader ist der heterdgpmere Bplikationsaktor C(RFC).
Bei seinen funf Untereinheiten (Rfcl-5 bzw. Rfc-Adkandelt es jeweils um verschiedene
Proteine, die aber homolog zueinander (Cullmanal, 1995; O 'Donnelkt al, 1993) und
Mitglieder der AAA+-Familie von ATPasen sind. Dig-R-Untereinheiten sind kreisformig
in folgender Reihenfolge angeordnet: Rfc5:Rfc2:RREB4:Rfcl. Der Komplex enthéalt vier
ATP-Stellen (Stelle A-D), welche an den Bertuhrunggqgien der Untereinheiten lokalisiert
sind. Dabei bringt Rfc5 einen Argininfinger eineRGMotivs in die ATP-Stelle von Rfc2
ein, Rfc2 in die ATP-Stelle von Rfc3, Rfc3 in di@R-Stelle von Rfc4 und Rfc4 in die ATP-
Stelle von Rfcl (Yaet al, 2003).

A ATP-

Rfc3 Stelle B

ATP. C > /-“\ Rfcd
n

Stelle C
‘ ‘ﬁ\t ATP-
Stelle A
l ‘ “Schlelfen A ’
Rfc2 | D
ATP,,,J V) Rfc1
Stelle D

RFC-ATP
PCNA DNA
RFC l
ATP
PCNA
L L |
' ATP-Bindung ¥ ATP-Hydrolyse"

Abb. 7: Der Replikationsfaktor C-Komplex

(A) Schematische Darstellung der Anordnung der ASEEllen in den AAA-Modulen des RFC-
Heteropentamers. Jede ATP-Stelle befindet sichem Rerihrungsflachen der Untereinheiten. Die Nachba
Untereinheit enthalt einen Argininfinger in einemnkervierten SRC-Motiv, der mit deyrPhosphat des ATP,
welches an die angrenzende Untereinheit gebuntdnteragiert.

(B) Modell der einzelnen Schritte des PCNA-Beladumi DNA, gekoppelt mit ATP-Bindung und -Hydrolyse.
Nachdem PCNA beladen worden ist, 16st sich RFC denKlammer, um die Anlagerung der Polymerase zu
ermoglichen (Johnscet al, 2006).
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An jeder ATP-Stelle liegt also ein Argininrest deinen Untereinheit in der Nahe des
Phosphats des ATPs, welches an die benachbarteciiiteit gebunden ist und mit dessen P-
Schleife interagiert (Abb. 7A). Die ATP-Stellen fyiaren in verschiedenen Schritten
wahrend des Ladens des PCNA auf die DNA. Die ATRdBng an RFC fordert die
Rekrutierung und Offnung von PCNA, wobei alle RF@téteinheiten Kontakt zu PCNA
haben. Die DNA kann nun in dessen Zentrum eingelagerden. Die ATP-Bindung aktiviert
eineny-Phosphat-Sensor in der ATP-Stelle C, welcher diso&iation der DNA begunstigt.
Die anschlieBende ATP-Hydrolyse an Stelle D wirdcHuPCNA stimuliert, was mit der
Schliefung des PCNA um die DNA gekoppelt ist. Daduwird der Kontakt zu Rfc2 und
Rfc5 getrennt und dey-Phosphat-Sensor von ATP-Stelle C ausgeschaltestdtet eine
geordnete Hydrolyse um den Ring, was zu einerngerten Affinitéat von RFC zur DNA und
zum Abstol3en von RFC von der PCNA-Ladestelle fiihiehe Abb. 7B) (Johnsoet al,
2006).

Daneben bilden die Rfc2-5-Untereinheiten mit ER&024 bzw. Ctf18 alternative Komplexe,
die an der Beibehaltung der genomischen Stabitigit) DNA-Schaden-Kontrollpunkt sowie
an der Bildung der Schwesterchromatid-Kohasioniligitsind (Bylundet al, 2006; Naikiet
al., 2001; Naikiet al, 2000; Ogiwarat al, 2007).
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2. Material und Methoden

2.1. Material

2.1.1. Gerate

Akta Explorer 100 mit Software “Unicorn® (GenerdeEtric Healthcare, Freiburg)
Autoklav V-150 (Systec, Wettenberg)

Autoklav-Schutzhandschuhe (Bel-Art-Products, Pequah, USA)
Autoradiographie-Kassette (18 x 24 cm) (AmershamfBer, Braunschweig)

Behaélter fur Flussigstickstoff, Isotherm KGW (Peqoach, USA)

Brutschranke Hera cell 150 (Thermo Electron Corpiana St. Johann in Tirol)
DNA-Imager Universal Hood Il (Biorad, Minchen)

Eismaschine AF20 Scotsman (Enodis, Frimont)

Entwicklermaschine Gevamatic 60 (Agfa-Gevaert, Miam)

Feinwaagen (Kern, Balingen)

Gel-Giel3schlitten und Elektrophoresekammern furrdga-Gele (Peqglab, Erlangen)
Gilson-Pipetten (Abimed, Dusseldorf)

Innova 44 Incubator Shaker (New Brunswick Scieaitiitirtingen)

Jouan CR3i Multifunction Centrifuge (Thermo Electi@orporation, St. Johann in Tirol)
Kihlzentrifuge 541+R+F45-30-11 (Eppendorf, Hamburg)

Kihlzentrifuge Avanti J-20 XP (Beckman, Miinchen)

Leuchttisch Prolite Basic (Kaiser, Eisleben)

Lichtmikroskop Eclipse TS100 fir Hellfeld (Nikon tiBseldorf)

Magnetrtihrer (Heidolph, Schwabach)

Mikrowellenherd Micromaxx (Medion, Mihlheim)

Wasseraufbereitungsanlage Pure Lab Ultra (Elgasiszanin-Baumbach)
Mini-PROTEAN Il Electrophoresis Cell (GieBapparatur fur SDS-Botylamidgele,
Glasplatten, Spacer, Kdmme, Apparatur zum LaufSD&-Gelen) (Biorad, Minchen)
Mini-Trans-Blot Electrophoretic Transfer Cell (Apparatur zum Biottvon SDS-Gelen)
(Biorad, Minchen)

Novex Mini-cell Xcell surelock (Invitrogen, Karlshe)

PCR-System MBS Satellite 0.26 (Thermo Electron Gajpon, St. Johann in Tirol)
pH-Meter pH 720 (WTW Inolab, Weilheim)

Photometer Ultrospec 3100 pro (Amersham-Bioscierfeesburg)



2. Material und Methoden 24

Optima Max Ultracentrifuge (Beckman, Minchen)

Optima LE-80K Ultracentrifuge (Beckman, Minchen)

Replica-Plater 8 x 6 (Sigma-Aldrich, Miinchen)

Rotoren fur die Ultrazentrifugen SW28, Ti70 und TILBO.3 (Beckman, Miinchen)

Rotoren fur die Kuhlzentrifuge JA10, JA20 und JA2@Beckman, Minchen)
Routine-Mikroskop Eclipse TE2000-U (Durchlicht, Aahtfluoreszenz) (Nikon, Dusseldorf)
mit X-Cite 120 Flurescence Illlunmination System &XNikon, Dusseldorf) und Software
NIS Elements

Spannungsgerat Power PAC 300 (Biorad, Minchen)

Spannungsgerat Consort EV 231 (Turnhout, Belgien)

Speedvac Savant DNA 110 (Thermo Electron Corparato. Johann in Tirol)

Speedvac Savant SC 110 (GMI, Inc., USA)

Sterilbank Top Safe 1.2 (Nunc, Wiesbaden)

Superloop 50 ml (General Electric Healthcare, kneghb

Thermostat 5320 (Eppendorf, Hamburg)

Tiefkiihltruhe Herafreeze Heraeus (-80°C) (Thermecibn Corporation, St. Johann in Tirol)
Tiefkiihltruhe Premium Super*A(Liebherr, Deutschland)

Tischzentrifuge 5415C mit Standardrotor (Eppendddimburg)

Typhoon 9410 Variable Mode Imager (Amersham Biosmés, Freiburg)

Ultraturrax T18 Basic Disperser (Ilka Works Inc.a@en)

(Ultra-) ZentrifugengefalRe ausPolycarbonat und prolyylen (Beckman, Miinchen)

UP 400s Ultraschallprozessor mit Micro- und Magrdr. Hielscher, Teltow)

UV-Tisch (Peglab, Erlangen)

Vortex-Mixer Genie 2 (Scientific Industries, BohanN.Y., USA)

Wasserbader, temperierbar (Julabo, Seelbach)

Wipptische (Frobel, Wasserburg)

2.1.2. Verbrauchsmaterialien

Deckglaser 24 x 60 mm (Marienfeld, Lauda-Konigshyfe

Dialyseschlauch Spektra-Por (Spectrum LaboratoRascho Dominguez, CA, USA)
Chromatographieséaulen (Disposable Chromatograplhyn@s) (BioRad, Minchen)
Einmalspitzen (Sarstedt, Nurnbrecht)

Filterpapier DE81 (Schleicher & Schuell, Dassel)

"high pure PCR product purification kit“ (Roche, hzheim)
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Immobilon-P Transfermembran (Dicke 0,4&, PVDF) (Millipore Co., Bedford, MA, USA)
Kivetten (1,5 ml Halbmikro) (Brand, Wertheim)

LoBind Tubes (Eppendorf, Hamburg)

Mikroschraubréhren 2 ml (Sarstedt, Nurnbrecht)

Mikrotiterplatten (96-Loch-Platten) (Sarstedt, Niirecht)

Mobicol-Saulen (Mobitec, Eupen)

MonoS HR5/5-Saule (General Electric Healthcareibiareg)

MonoQ HR5/5-Saule (General Electric Healthcareilftrg)

NuPAGE Novex Bis-Tris Gels 4-12 %, 1 mm x 12 WéiM{trogen, Karlsruhe)
Objekttrager 76 x 26 mm (Marienfeld, Lauda-Konig&m)

PCR-Reaktionsgefal3e (Greiner bio-one, Nurtingen)

PD10 Entsalzungssaulen (General Electric Healthéaetburg)

Petrischalen mit Nocken (94/16 mm und 145/20 mmmgif@er & Soéhne, Nlrtingen)
Plastikréhrchen: 15 ml und 50 ml (Greiner & SohKértingen)

Poly-Prep Chromatography Columns (Biorad, Minchen)

Reaktionsgefalie: 1,5 ml und 2 ml (Eppendorf, Hagpur

Reaktionsgefall mit Sterilfiltereinsatz aus Cellaldgetat 0,22 pum (Spin X) (Corning Inc.,
Corning, N.Y., USA)

Rontgenfilme X-Omat AR (Kodak, Minchen)

Rundfilter 604, @ 90 mm (Schleicher & Schuell, Da¥ps

Skalpelle (B. Braun, Melsungen)

Sterilfilter: 0,2 um (Schleicher & Schuell, Dassel)

3MM-Papier (Schleicher & Schuell, Dassel)

Vivaspin 15, Vivaspin 4 und Vivaspin 500 (Vivasaen Binbrook Lincoln, UK)
Whatman 3MM- Papier (Whatman, Maidstone, UK)

Zeba Entsalzungssaulen (Pierce, Rockford)

2.2. Chemikalien

Biorad, Munchen: Caleidoscope prestained SDS-Page Startutaxad range

Fluka, Taufkirchen: L-Cystein

General Electric Healthcare, Freiburg: Enhanced Chemiluminescence (ECL)-Western-
Blot-Detektionssystem, ECL plus Blotting Detecti®ystem, IgG-Sepharose, GSH-Sepharose
Gibco BRL, USA: 10 kDa Proteinleiter, 1 kb DNA-Leiter
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Heirler, Radolfzell: Magermilchpulver

ICN, USA: PMSF

Invitrogen, Karlsruhe: BenchMark Protein Ladder, NUuPAGE Running BuffeyPAGE
LDS Sample Buffer, NUPAGE Sample Reducing Agent,PANGE Antioxidant, TEV-
Protease

MBI Fermentas, St. Leon-Rot: Page Ruler Prestained Protein Ladder, Page Ruteei®
Ladder, IPTG, Rapid DNA Ligation Kit

Merck, Darmstadt: Manganchlorid, Ammoniumsulfat, Natriumthiosulfat-ormalin,
Silbernitrat, Natriumcarbonat, Bis-Tris-Cl, Aktivkie, -Mercaptoethanol

Novagen, Madison:S-Protein-Sepharose

Pierce, Rockford SuperSignalWest Pico Chemiluminescent Substrate

Qiagen, Hilden: Nickel-NTA-Agarose, Anti-Penta-His-Antikdrper POdkoppelt

Remel, Lenexa:Bacto-Trypton, Bacto-Hefe-Extract, Bacti Agar, Badeat Peptone, Yeast
Nitrogen base w/o amino acids

Roche Diagnostics, MannheimNukleotid-Mix mit je 10 mM dNTPs, DTT, Leupeptin
Serva, Heidelberg: LB-Medium Powder, Ammoniumpersulfat, TEMED, Poneces, Sulfo
Link Kit

Sigma-Aldrich, Minchen: Pepstatin A, Antipain, Chymostatin, Tween 20, KjcBVP,
Glutathion, p-Phenylendiamin, Sorbitol, Lithiumaatet Rubidiumchlorid, Kaliumacetat,
Antifoam A, Antifoam 204, Kanamycin, alle verweneletAminosauren auf3er L-Cystein,
Adeninsulfat, p-Aminobenzoeséaure, Ampicillin, BSBAPI, Dextrose, DMSO, Galaktose,
myolnositol, sduregewaschene Glasperlen ("glass be&2s-600 microns), Lachssperma-
DNA, Poly-L-Lysin (Hydrobromid, Molekulargewicht #800 - 246000 Da; P-1399),
Natriumazid, PEG 3300, Raffinose, Uracil

Alle nicht aufgefihrten Chemikalien wurden von Bema Roth, Karlsruhe bezogen.

2.2.1. Enzyme

ICN, USA: Zymolyase-100 T auvArthrobacter luteus

MBI Fermentas, St. Leon-Rot: Restriktionsendonukleasen, T4-DNA-Ligase, RapidADN
Ligation Kit

New England Biolabs, Frankfurt: Restriktionsendonukleasen

Roche, Mannheim: alkalische Phosphatase aus Kalberdarm, Expand Hidélity PCR
SystemPwo DNA-Polymerase, Restriktionsendonukleasen, RNgdeMase |
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2.2.2. Antikérper

Tabelle 2: Verwendete Antikérper

. Verdinnung far
Antigen Typ Herkunft
Western Blot Immunfluoreszeng
. . Clontech, Palo Altg
GFP 1:1000 1:1000 USA
Rpfl 1:1000 - Laborkollektion
Kap120 1:1000 - Laborkollektion
Kapll4 1:500 - Laborkollektion
Srpl 1:5000 1:1000 o Laborkollektion
Kap95 1:300 - Affinitats- Laborkollektion
Csel 1:500 1:500 gelrillnlgtler Laborkollektion
Yrbl 1:2000 1:1000 pAO {.k‘.’.”a er Laborkollektion
Htal 1:2000 - ntikorper Laborkollektion
Gspl 1:1000 - Laborkollektion
GST 1:2000 - Laborkollektion
Prp20 1:2000 - Laborkollektion
Rnal 1:1000 - diese Arbeit
POD- Qiagen
Hiss 1:1000 - gekoppelter agen,
o Hilden
Antikorper
. POD- . .
Kaninchen- 1:1000 i gekoppelter Slgm_g-AIdrlch,
1gG o Munchen
Antikorper
, FITC-
Kaninchen- 1:1000 gekoppelter Jackson Immuno-
lgG o research Lab
Antikorper
2.2.3. Oligonukleotide
Tabelle 3: Verwendete Oligonukleotide
Nr. Name Sequenz 55 3’
8 YRB9 3" - | CGGCTCGAGCCAATCGGGTCCATTATCTGAC
10 | YRB11 3" - | CGGCTCGAGAATGCGCGATCAAAAGATACC
YRB1AN40 | GCGGATCCATGAAAGACGAAGAAGATACC
98 | ATG BamH
+
142 | CSE1€485 | GCGGATCCAATGAGATCAATCTTTAGA
BamH +
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388

ATCCGACAGTGAACGTAAAGTTCTTTCAGAAGCCCTTTTGC

YRBI+ | GGATCCCCGGGTTAATTAA
289 CTAACTACTTTACATCTGATATCTCCACGGCTTATGTATATA
YRBI - | A GAATTCGAGCTCGTTTAAAC
390 YRBO9Test GCCAGACAGGTATGTACAAGTTC
ACAAATGTTTTTATCCATCCAGCCTCAAGAGGCTCGTCCAC
394 YRB11+
GGATCCCCGGGTTAATTAA
205 GAATGCGCGATCAAAAGATACCACTGTAATGTTGTTAGTCG
YRBI1I- AATTCGAGCTCGTTTAAAC
396 | YRB11Test | CATCCATCGCATCTTTATGGATC
420 | GEP Test - | CATAACCTTCGGGCATGGCACTC
432 | IMP4 Bgll | GCGAGATCTATGCTAAGAAGACAAGCCCGTG
ATG +
GTTGAGAAGATTCATAAGGACTGCCAATAAAAAAGACTATT
434 | IMP4F2 +
TGCGGATCCCCGGGTTAATTAA
Jas GACTTACATAAGGCCTCATCGGCCTTCTATTTTAACCTTTAC
IMP4RT - GAATTCGAGCTCGTTTAAAC
506 | Protein A | GGCTTGGGTCATCTTTTAAAC
Test
CCCAAGAAAATCAAGTAAAATTAAATCAATTATTAGTTGGT
524 | CSE1F2 +
AATCGGATCCCCGGGTTAATTAA
CAAAAGAGCTCCATTTTCATCTATATATAATTCTCTACACCA
525| CSE1R1 -
GAATTCGAGCTCGTTTAAAC
TAAAGAAGAATTTGAAAAAGCTCAAGAAATCAACAAAAAG
526 | YRBIF2 +
GCTCGGATCCCCGGGTTAATTAA
e CATTAGGAACAAAAAAATCTAGACGCAAGTAACAAGCACA
YRBIRL - | 1 GAATTCGAGCTCGTTTAAAC
534 | Protein A | CCGGAATTCGCTTATTTAGAAGTGGCGCGC
Test -
631 | RNAIATG | GGAATTCCATATGGCTACCTTGCACTTCGTTC
Ned +
632 | RNAlno | CGAGATCTTTTGATTTCAGTTTCAGCTAAAC
stopBglll -
693 | YRB113" | CTGCGACATCTAATTAGTAGC
Test -
694 | YRB11300 +| CATCTTTATGGATCGAAATGCTCG
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DBP2no | CGCGGATCCACTTACGGTGGTAGAGATCAG
697 | ATG BamH
+
698 | DBP23" | GCGCTCGAGTCAATAGTTTGAACGACCTC
Xha/Aval -
699 | RRP3n0 | GCGCAGATCTAAAAATTTAAAATTAATCAATGAGC
ATG Bglll +
RFC2no | CGCGGATCCTTTGAAGGGTTTGGTCCAAAT
701 | ATG BamH
+
702 | RFC23 | GCGCTCGAGGTGATGTGCTGAGAAGATAAG
Xha/Aval -
RFC5n0 | CGCGGATCCTCATTGTGGGTAGATAAATAC
703 | ATG BamH
+
704 | RFC53" | GCGCTCGAGACTAAGATGCGTTAAATATCAG
Xha/Aval -
RPC40n0 | GCGGGATCCTCAAATATTGTGGGTATTGAATA
705 | ATG BamH
+
706 | RPC403" | GCGCTCGAGCCAATTCTACTAATACTAGAAG
Xha/Aval -
SUB2no | CGCGGATCCTCACACGAAGGTGAAGAAGATTT
707 | ATG BamH
+
708 | SUB23" | GCGCTCGAGCTAATTTTTTTCCACTTCCCC
Xha/Aval -
TAF4no | CGCGGATCCGCAAATTCGCCGAAAAAGCCATC
709 | ATG BamH
+
710 | TAF43 Sal | GCGCGTCGACTAAGCGACACCAACCGGCC
FUS3n0 | CGCGGATCCCCAAAGAGAATTGTATACAATATATC
711 | ATG BamH
+
712 | FUS33" Sal | GCGGTCGACGTCCGCGTCCTCAGCGGC
DBP3no | CGCGGATCCACAAAGGAAGAAATCGCAGAC
713 | ATG BamH
+
DBP3 GCGCTCGAGAAAGTGGGCAGTTATAATAG
714 | 3°Xho/Ava
719 | RRP33" Sal | GCGCGTCGACAAATAGGAAACGAATAAGAAATG
ot CATCCAATTATTAAACTTATTGGTTAAAATATCCCAACTCCG
RFCZ+ | GATCCCCGGGTTAATTAA
o ATTCTTACTTTATGTCGCCTCTATATTCAATTATATAAAGGA
RFC2 -

ATTCGAGCTCGTTTAAAC

29
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728

GAATAAGGCTGAGTATTTGAAAAACTGTCCAATTACCCAAC

RPCA0+ | GGATCCCCGGGTTAATTAA

TTTAATATTTTTCTCAAACTGTGTTTTTTTTATTAGTATGGAA

729 RPCA40 -
TTCGAGCTCGTTTAAAC

30|  suns CCCAGAAGAAGGCATTGATCCGTCCACTTATTTGAATAATC
GGATCCCCGGGTTAATTAA

81| sums. TAATACAAAATCTTTATATAATCTATATAAAAACGTATCTG
AATTCGAGCTCGTTTAAAC

12| Taras TCAGACTATTATTTCAAAGGGTTATGCCAAGATCAGAGATC
GGATCCCCGGGTTAATTAA

133| vara. TTTGAAACACTATACCTTTAAATATTATAGACAGTATAAGG
AATTCGAGCTCGTTTAAAC

134| rusas GAAAGACCTCAAGAAACTCATTTGGAACGAAATATTTAGTC
GGATCCCCGGGTTAATTAA

35| rusa. TGTATATGTATACATTIGTTCTTCGGGTTGATATTTTAATGGA
ATTCGAGCTCGTTTAAAC

298| mrpas AAGAATGATGACAAGAGAGAATATGGACATGGGAGAAAGG
CGGATCCCCGGGTTAATTAA

N AAGTTAAATTGAACTTTTGGGCGTTAAAAGGTAAACCATGG
AATTCGAGCTCGTTTAAAC

740 | REC2Test + | CGGCAGGTGACTTGAGAAGAGGC

41| RPC4OTest | GCTAAGCTAAGGCCTGGTCAAG

742 SUBZ+Test+ CTACCACAAGAGCTAATGAG

743 | TAF4Test + | GGTAGAAGAAGTGAAGTTTCTGCGGC

744 | FUS3Test + | GACGGCCAATCTTCCCTGGCAGAG

746 | RRP3Test + | GGCAGGTAAGAGGTCTATTCTCGTGGC

47| o GAGAGATGGTGGCTGGGGTAACAGAGGTCGTTCAAACTATC
GGATCCCCGGGTTAATTAA

28]  oap. ACTTATATAATTATTATTAATAGAGATGAATGAATTGAATG
AATTCGAGCTCGTTTAAAC

749 | DBP2Test +| GGGAGTCCAAACATGAATTTGTGGGGGGC

~67 | RFC2AN15 | CGCGGATCCTTAGCCGCAGAGCAATC

768 S CGCCTCGAGCTAGTATTTCTCAACCCAGGG

RFC2N31 -
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2.2.4. Plasmide

Tabelle 4: Verwendete Plasmide

pPGS- :
N Marker Beschreibung Herkunft
r.
10 AMP PGEX-4T-1 Amersham-Pharmag
HIS3 pRS313 _
40 Laborkollektion
AMP
43 | URA3 AMP | pRS316 Laborkollektion
139 | URA3 AMP | YEpGAL-GST Laborkollektion
AMP YCpGAL-SGFR4G _
372 LEU2 Laborkollektion
395 | AMP | pGEX-GST4T-CSE1 Laborkollektion
AMP )
422 LEU2 YCpGAL-NLSGSTFGFP Laborkollektion
459 AMP PQE9SRP1 Laborkollektion
468 | AMP | pQE9HIS-GSP1Q71L K. Weis
506 AMP PGEX-4TNPL3 Laborkollektion
AMP YCpGAL-GFP-GFP .
519 LEU? Laborkollektion
552 AMP pGEX-2T-TEVYRB1 Laborkollektion
675 AMP PQE9HIS:-CSE1 Laborkollektion
722 AMP PQEO9HIS-KAP95 Laborkollektion
786 AMP PGEX-GSTFAT-GSP1Q71L K. Weis
804 AMP pGEX-4T-TEV-(Xhd) Laborkollektion
962 AMP PGEX-GST4TEV-KAP95 Laborkollektion
1006| AMP PQE9HISs-PSE1 Laborkollektion
1010 AMP pGEX-GSTTEV-KAP104 Laborkollektion
1011 AMP PQE30HIS;-KAP123 Laborkollektion
1091 AMP PQE6ONMD5 Laborkollektion
1164 KAN PET249HIS:-TEV Laborkollektion
1190 AMP PQE30HISs-KAP114 Laborkollektion
1441| AMP | pQE60KAP120-HIg Laborkollektion
1445 AMP pBIMP4 orf Laborkollektion
1466 | URA3 AMP | YEpGAL-GSTRPF1 Laborkollektion
1475 AMP PGEX-GST4T-RPP1 Laborkollektion
AMP pFA6a-GFP(S65T)-HIS3MX6 .
1536 (Longtineet al, 1998)

HIS3

ia
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1542 AMP PQE30SXM1 Laborkollektion
AMP pFAG-STEV-ZZ-HIS3MX6 _
1553 K. Weis
HIS3
1604 AMP PGEXHISs R. Zimmermann
pGEX-RNA1-HIS
1605 AMP Vektor: pGS1608glll/Ndd diese Arbeit
Insert: PCR von genom. DNA, Oligos 631/632
pGEX- GST4T-RFC2
1727 AMP Vektor:pGS808BamH/Xhd diese Arbeit
Insert:PCR von genom. DNA, Oligos 701/702
pGEX-GST4T-RFC5
1728 AMP Vektor:pGS808BamH/Xhad diese Arbeit
Insert:PCR von genom. DNA, Oligos 703/704
pGEX-GST4T-RPC40
1729 AMP Vektor:pGS808BamH/Xhd diese Arbeit
Insert:PCR von genom. DNA, Oligos 705/706
pGEX-GST4T-SUB2
1730 AMP Vektor:pGS808amH/Xha diese Arbeit
Insert:PCR von genom. DNA, Oligos 707/708
pGEX- GST4T-TAF4
1731 AMP Vektor:pGS80BamH/Sal diese Arbeit
Insert:PCR von genom. DNA, Oligos 709/710
pGEX-GST4T-FUS3
1732 AMP Vektor:pGS808BamH/Sal diese Arbeit
Insert:PCR von genom. DNA, Oligos 711/712
pGEX-GST4T-DBP3
1733 AMP Vektor:pGS808BamH/Xhd diese Arbeit
Insert:PCR von genom. DNA, Oligos 713/714
pGEX-GST4T-DBP2
1734 AMP Vektor:pGS808amH/Xha diese Arbeit
Insert:PCR von cDNA, Oligos 697/698
pGEX-GST4T-RRP3
1735 AMP Vektor:pGS808BamH/ Sal diese Arbeit
Insert:PCR von genom. DNA, Oligos 699/719
pGEX-GST4T-IMP4
1736 AMP Vektor:pGS808BamH/Xhd diese Arbeit
Insert:pGS1448glll/ Xhad
YEpGAL-GST-SUB2
1757 | URA3 AMP | Vektor: pGS13BamH/Sal diese Arbeit
Insert: pGS173@BamH/Xhad
LEU2 YCpGAL-GFP-RFC2 . _
1768 AMP Vektor: pGS37BamH/Sal diese Arbeit
Insert: pGS172BamH/Xhd
LEU2 YCpGAL-GFP-SUB2 _ _
1769 AMP Vektor: pGS37BamH/Sal diese Arbeit
Insert: pGS173@amH/Xhad
AMP YCpGAL-GFP-GFP-RFC2-N31
1803 LEU? Vektor: pGS51BamH/Sal diese Arbeit

Insert: PCR von pGS1727, Oligos 701/768
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AMP YCpGAL-GFP-RFC24N15
1804 LEU2 Vektor: pGS37BamH/Sal diese Arbeit
Insert: PCR von pGS1727, Oligos 702/767
2.3.  Organismen

2.3.1. Bakterienstamme

E. coli JM101: F'traD36 proA proB’ lagl® laczAM15/supE thi-H(lac-proAB)

(Yanisch-Perroret al, 1985)

E. coli BL21 (DE3) pLysS: B Fdcm ompT hsd8z'mg) gal A (DE3) [pLysS Carfj

(Studieret al, 1990)

E. coli M15: Nal°, StP, Rif, Lac, Ara, Gal, Mtl', F, RecA, Uvr", Lon" [pREP4

Kanf] (Qiagen, Hilden)

E. coliRosetta (DE3)E ompT hsd$(rs'mg) gal decm lag Y1 (DE3) pRARE (G

(Novagen, Madison)

E. coliRosetta star:BL21 (DE3) Star + pRARE (Novagen, dad)

2.3.2. Hefestamme

Tabelle 5: Stamme der Laborkollektion

GSY .
N Beschreibung Herkunft
-Nr.
6 MAT a Paarungstyp-Testerstamm Laborkollektion
7 MATa Paarungstyp-Testerstamm Laborkollektion
154 | MAT a ura3-52 leu211 his34200 trp1463 A. Corbett
155 | MATa ura3-52 leu21l his34200 trp1463 A. Corbett
158 | MATa/a ura3-52/-, leu11/-, his34200/-, trp1463/- A. Corbett
MAT a ura3-1 leu2-3,112rp1463 ade2-1 his3-11,15 )
171 G. Fink
canl-100
202 | MAT a ura3 leu2his3 trpl ade2 srpl-3ts J. Loeb
203 | MAT a ura3 leu2his3 trpl ade2 srpl-48 J. Loeb
432 | MATa ura3 leu2 his3rpl ade2 nup2::ura3::HIS3 J. Loeb
MATa ura3-52 leu2l1l ade2 ade3 his3 rsl1-1 rnal-1
468 D. Koepp
[pPPS714 2LURA3 ADE3 RNALL
MAT a ura3-52 leu21Z his34200 trp1463 _
503 Laborkollektion

kapl14:LEU2
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MAT a ura3-52 leu21Z his34200 trp1463 .
511 Laborkollektion
kap120:: TRP1
MAT a ura3-52 leu21Z his34200 trp1463 _
527 Laborkollektion
nmd5::TRP1 kap114::LEU2 kap120::URA3
MATa ura3-1leu2-3,112 his3-11,15 trpb3 ade2-1
664 M. Nomura
canl-100tssrpl-54
Tabelle 6: In dieser Arbeit hergestellte Stamme
Mutante/Stammbezeichnung Transformation von Test
1127 Longtine-PCR von pGS1553; PCR mit Oligos 142/506;
[CSE1-S-TEV-ZZ HI$3 | Oligos 524/525; in GSY155 Immunoblot

1128

[YRB1-S-TEV-ZZ HI$3

Longtine-PCR von pGS155]
Oligos 526/527; in GSY155

PCR mit Oligos 98/506,
98/534, 526/534;
Immunoblot

1129

[YRB1-S-TEV-Z HI$3

Longtine-PCR von pGS155]
Oligos 526/527; in GSY155

PCR mit Oligos 98/506,
98/534, 526/534;
Immunoblot

1187

[KAP114-S-TEV-ZZ HI§3

Longtine-PCR von pGS1551
Oligos 388/389; in GSY171

PCR mit Oligos 390/534,
390/8; Immunoblot

1188

[KAP120-S-TEV-ZZ HI§3

Longtine-PCR von pGS1551
Oligos 394/395; in GSY171

PCR mit Oligos 396/534,
693/694; Immunoblot

1220 Longtine-PCR von pGS1536; PCR mit Oligos 432/420;
[IMP4-GFP HIS3 Oligos 434/435; in GSY155 Immunoblot
1221

[nmd5:: TRP1 kap114::LEU:

? Longtine-PCR von pGS153¢

\>r)

PCR mit Oligos 432/420;

kap120::URA3 Oligos 434/435; in GSY527 Immunoblot
IMP4-GFP HIS3
1222 Longtine-PCR von pGS1536; PCR mit Oligos741/420;
[RPC40-GFP HISB Oligos 728/729; in GSY155 Immunoblot
[kap111242':'3LEU2 Longtine-PCR von pGS1536; PCR mit Oligos741/420;
- Oligos 728/729; in GSY503 Immunoblot

RPC40-GFP HISB

1224
[kap120::URA3
RPC40-GFP HISB

Longtine-PCR von pGS153f
Oligos 728/729; in GSY511

\=x

PCR mit Oligos741/420;
Immunoblot

1225

[nmd5::TRP1 kap114::LEU?

kap120::URA3
RPC40-GFP HISB

?» Longtine-PCR von pGS153¢

Oligos 728/729; in GSY527

A=

PCR mit Oligos741/420;
Immunoblot

1226 Longtine-PCR von pGS1536; PCR mit Oligos 742/420;
[SUB2-GFP HISB Oligos 730/731; in GSY155 Immunoblot

Ka 111242"7LEU2 Longtine-PCR von pGS1536; PCR mit Oligos 742/420;
L 4 Oligos 730/731; in GSY503 Immunoblot

SUB2-GFP HISB




2. Material und Methoden

35

1228
[nmd5::TRP1 kap114::LEU?
kap120::URA3
SUB2-GFP HISB

?» Longtine-PCR von pGS153¢
Oligos 730/731; in GSY527

\=x

PCR mit Oligos 742/420;
Immunoblot

1229 Longtine-PCR von pGS1536; PCR mit Oligos 743/420;
[TAF4-GFP HIS3 Oligos 732/733; in GSY155 Immunoblot

ka 1112439LEU2 Longtine-PCR von pGS1536; PCR mit Oligos 743/420;
L= Oligos 732/733; in GSY503 Immunoblot

TAF4-GFP HIS3

1231
[kap120::URA3
TAF4-GFP HIS3

Longtine-PCR von pGS153f
Oligos 732/733; in GSY511

A=

PCR mit Oligos 743/420;
Immunoblot

1232

[nmd5:: TRP1 kap114::LEUA
kap120::URA3
TAF4-GFP HIS3

? Longtine-PCR von pGS153¢
Oligos 732/733; in GSY527

\>r)

PCR mit Oligos 743/420;
Immunoblot

1233 Longtine-PCR von pGS1536; PCR mit Oligos749/420;
[DBP2-GFP HIS3 Oligos 747/748; in GSY155 Immunoblot
1234

[nmd5:: TRP1 kap114::LEUA
kap120::URA3
DBP2-GFP HIS3

? Longtine-PCR von pGS153¢
Oligos 747/748; in GSY527

O

PCR mit Oligos749/420;
Immunoblot

1235 Longtine-PCR von pGS1536; PCR mit Oligos 740/420;
[RFC2-GFP HISB Oligos 726/727; in GSY155 Immunoblot

ka 111243§LEU2 Longtine-PCR von pGS1536; PCR mit Oligos 740/420;
pi-a- Oligos 726/727; in GSY503 Immunoblot

RFC2-GFP HISB

1237
[kap120::URA3
RFC2-GFP HISB

Longtine-PCR von pGS153f
Oligos 726/727; in GSY511

\>r)

PCR mit Oligos 740/420;
Immunoblot

1238
[nmd5::TRP1 kap114::LEU?
kap120::URA3
RFC2-GFP HISB

?» Longtine-PCR von pGS153¢
Oligos 726/727; in GSY527

\=x

PCR mit Oligos 740/420;
Immunoblot

1239 Longtine-PCR von pGS1536; PCR mit Oligos 744/420;
[FUS3-GFP HISB Oligos 734/735; in GSY155 Immunoblot

Ka 1112:r'9LEU2 Longtine-PCR von pGS1536; PCR mit Oligos 744/420;
pL-a- Oligos 734/735; in GSY503 Immunoblot

FUS3-GFP HISB

1241
[kap120::URA3
FUS3-GFP HISB

Longtine-PCR von pGS153f
Oligos 734/735; in GSY511

\>r)

PCR mit Oligos 744/420;
Immunoblot

1242
[nmd5::TRP1 kap114::LEU?
kap120::URA3
FUS3-GFP HISB

?» Longtine-PCR von pGS1536

Oligos 734/735; in GSY527

A~

PCR mit Oligos 744/420;
Immunoblot

1246 Longtine-PCR von pGS1536; PCR mit Oligos 98/420;
[YRB1-GFP HISB Oligos 526/527; in GSY155 Immunoblot

1247 Longtine-PCR von pGS1536; PCR mit Oligos 142/420;
[CSE1-GFP HISB Oligos 524/525; in GSY155 Immunoblot
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2.4. Nahrmedien

2.4.1. Nahrmedium zur Kultivierung von Bakterien

LB-Medium: Bacto-Trypton 10g
(Sambroolet al,, 1989) Bacto-Hefe-Extrakt 59
NacCl 10g

in 1 | HOpigest, aUtoklaviert

LB-Ampicillin-Platten: Bacto-Trypton 109
Bacto-Hefe-Extrakt 5¢
NaCl 10g
Bacto-Agar 15¢g
1 M NaOH 1mi

in 1 | HOyigest, aUtOklaviert
Das Medium zum Giel3en der Agarplatten wurde auwaddund unter Rihren auf ca. 50°C

abgekihlt. Nach Zugabe von 1 ml Ampicillin-Lésungirde es in Petrischalen gegossen,

welche bei 4°C gelagert wurden, nachdem sich dar Agrfestigt hatte.

TB-Medium: Bacto-Trypton 69
Bacto-Hefe-Extrakt 12 g
Glycerin 50% 4 ml

in 450 ml HOyigest, autoklaviert

nach dem Abkuihlen Zugabe von 50 ml Kalium-
phosphatpuffer (0,89 M, pH 7,4)

Kaliumphosphatpuffer 0,89M: KOy 23,19
KoHPO, 1254 ¢
in 1 I H:Opigess PH 7,4, autoklaviert

Zur Kultivierung plasmidtragendek. coliStdamme wurde dem Medium je 1 ml der

entsprechenden Antibiotikumlésung pro 1 | Mediurgesetzt.

Ampicillin-Lésung: Ampicillin 100 mg/ml
iN HOpigest, Sterilfiltriert

Kanamycin-LOsung: Kanamycin 25 mg/ml
in HOvigest, Sterilfiltriert

Chloramphenicol-Losung: Chloramphenicol 34 mig/

in Ethanol, sterilfiltriert
Die Antibiotikumldsungen wurden bei -20°C gelagert.
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2.4.2. Nahrmedium zur Kultivierung von S. cerevisiae

YPD-Medium: Bacto-Pepton 209
Bacto-Hefe-Extrakt 109
Dextrose 209

in 1 | HOyigest, aUtoOklaviert
Es wurde gegebenenfalls Antifoam A oder 204 (Verding 1:10000) zugesetzt.

YPD-Platten: Bacto-Pepton 209
Bacto-Hefe-Extrakt 109
Dextrose 209
Bacto-Agar 209

in 1 | HOpigest, aUtoklaviert

YPDage-Platten: Bacto-Pepton 209
Bacto-Hefe-Extrakt 109
Dextrose 2049
L-Adeninlosung (30 mM) 10 ml
Bacto-Agar 209

in 1 | HOyigest, aUtoOklaviert
Das Medium wurde nach dem Autoklavieren in Petagai gegossen und die Platten nach

dem Festwerden bei 4°C gelagert.

Selektivmedium: “Yeast Nitrogen Base* 6,79
Aminosaure-Mix 2009
(-2, -4 oder -7)
entsprechende
Aminosaurelésungen 10,0 mi

in 0,9 | HOpigest, aUtoklaviert
Vor dem Benutzen wurde entweder 100 ml Glukosedalka@se- oder Raffinose-Lésung

(20%ig) zugegeben.
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Selektivplatten: A: Bacto-Agar ,2Q
in 0,75 | HOyigest, autoklaviert
B: “Yeast Nitrogen Base* 6,79
Aminosaure-Mix 2009
(-2, -4 oder -7)
entsprechende
Aminosaurelésung 10,0 ml

in 0,15 | HOpigest, aUtoklaviert
Die Losungen A und B wurden nach dem Autoklavieerf ca. 50°C abgekuhlt und

vereinigt. Danach wurden 100 ml 20%ige Glukose-rddalaktose-Losung zugegeben und

das Medium in Petrischalen gegossen. Diese wurdelm dem Festwerden bei 4°C gelagert.

Aminosauremix;

Adeninsulfat 50 L-Histidin 10g
paraAminobenzoesaure 1lg L-Isoleucin 10 g
myaoInositol 109 L-Leucin 509
Uracil 10g L-Lysin 10 g
L-Alanin 10g L-Methionin 10 g
L-Arginin 10g L-Phenylalanin 109
L-Asparagin 109 L-Prolin 10g
L-Aspartat 109 L-Serin 109
L-Cystein 109 L-Threonin 109
L-Glutamin 10g L-Tryptophan 10g
L-Glutamat 109 L-Tyrosin 109
L-Glycin 10g L-Valin 10g

Die Aminosauren/ Nukleinbasen wurden in einem MoOrsg@teinander verrieben. Zur
Herstellung der Aminosauremixe -2 [Uracil, Leucin}4 [Uracil, Leucin, Histidin,

Tryptophan] und -7 [Uracil, Leucin, Histidin, Tryggghan, Methionin, Lysin, Adenin] wurden
die entsprechenden Aminosauren/ Nukleinbasen waggmh. Fehlende Aminosauren/

Nukleinbasen wurden aus den unten aufgefiihrtenrdgisumit 10 ml/l erganzt.
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Tabelle 7: Aminosaure-/ Nukleinbasenldsungen fiir $ektivmedien

Aminosaure/ Nukleinbas¢  Konzentration [g/200 ml] nkentration [mM]
L-Uracil 0,45 20
L-Leucin 2,63 100
L-Tryptophan 1,64 40
L-Histidin 4,20 100
L-Methionin 5,97 200
L-Lysin 3,65 100
L-Adenin 1,10 30

Die Aminosaurelésungen wurden bei 4°C gelagert. Adenin- und Uracil-L6sung wurden

bei Raumtemperatur aufbewabhrt.

Fur die Bestimmung des Paarungstyps (vgl. 2.6.XjieruB-Platten verwendet:

B-Platten: "Yeast Nitrogen Base" 6,74
Bacto-Hefeextrakt 10g9
D-Glukose 0,59
Agar 20,09

in 0,9 | HOpigest, aUtoklaviert
Nach dem Autoklavieren wurden 100 ml Glukoselos{2@§6) zugegeben. Das Medium

wurde in Petrischalen gegossen. Diese wurden naxchFeestwerden bei 4°C gelagert.

2.5. Molekularbiologische Methoden

2.5.1. Isolierung von Plasmid-DNA ausk. coli

Plasmidminipraparation

GTE-LOsung: Glukose 50 mM
Tris pH 8,0 25 mM
EDTA 10 mM

in HOvigest, autoklaviert

NaOH/SDS-Losung: NaOH 200 mM
SDS 1%
in HOkigest, aUtoklaviert



2. Material und Methoden 40

TE-Puffer pH 8,0: Tris pH 8,0 10 mM
EDTA 1mM
In HOpigest, autoklaviert

RNase A (10 mg/ml): RNase A 10 mg/mi
TrispH 7,5 10 mM
NacCl 10 mM
in HxOpigest, 15 min bei 100°C im Wasserbad
gekocht

Die Plasmidminipraparation wurde mittels alkalischgse nach der modifizierten Methode
von Birnboim und Doly (1979) durchgefuhrt. Die Balénkultur wurde flur mindestens
7 Stunden in 2 ml TB-Medium mit Ampicillin (Konzeation 100 mg/ml, Endverdinnung
1:1000) unter Rollen bei 37°C inkubiert. Die Zellwarden durch Zentrifugation fur 15 s bei
15800 x g geerntet und das gewonnene Pellet durofiexen in 100 pl GTE-L6sung
suspendiert. Die Lyse der Zellen erfolgte nach Hegaon 200 pl frischer NaOH/SDS-
Losung und Mischen durch mehrmaliges Umschwenk&0.ud 3 M Natriumacetat pH 5,2
neutralisierten den pH-Wert. Durch Hinzufiigen va@o 4l Phenol/ Chloroform/ Isoamyl-
alkohol (25:24:1) und anschlieRendes Vortexen wdedealie meisten Zellbestandteile in die
organische Phase, wahrend die DNA in der walrigbas® verblieb. Nach 2 min
Zentrifugation bei 15800 x g wurde die obere waRrighase mit der darin enthaltenen
Plasmid-DNA abgenommen, die DNA mit 1 ml96% EtHangeféallt, 1 min bei
Raumtemperatur inkubiert und fir 2 min bei 158ag zentrifugiert. Das entstandene DNA-
Pellet wurde anschlieBend mit 70% Ethanol gewasainenin der Speedvac getrocknet. Das
trockene Pellet wurde in 50 pl TE-Puffer pH 8,0/d&38 A-Losung (RNase A-Endkonzentration
50 pg/ml) aufgenommen, fr 3 min bei 55°C gelogat d@iir 30 min bei 37°C inkubiert. Die
Lagerung der DNA erfolgte bei 4°C.

2.5.2. Isolierung von DNA ausS. cerevisiae

Isolierung genomischer DNA ausS. cerevisiae

“Cracking’-Puffer: Triton X-100 2 % (viv)
SDS 1% (wiv)
NaCl 100 mM
Tris pH 8,0 10 mM
EDTA 1 mM

in HOyigest, Sterilfiltriert



2. Material und Methoden 41

Die Hefezellen wurden in 2 ml YRR- oder dem entsprechenden Selektivmedium tber
Nacht kultiviert. Die Ernte erfolgte durch Zentifatgon bei 15800 x g fir 5s. Nach
Resuspendieren des Pellets in 200 pOydest SOWie Zugabe von 200 pl “Cracking®-Puffer
und 1 - 2 Spatelspitzen Glasperlen wurde die etethr@lDNA durch Extraktion der tbrigen
Zellbestandteile mit 400 pl Phenol-Chloroform abgent. Der Ansatz wurde fur 5 min
gevortext und bei 15800 x g fiir 2 min zentrifugiefum klaren Uberstand wurden 50 pl
7,5 M NHi-Acetat und 500 pl 96%iges Ethanol gegeben. Derag&nsurde fur 5 min bei
Raumtemperatur inkubiert und bei 15800 x g fur % mentrifugiert. Das Pellet wurde mit
70%igem Ethanol gewaschen, in der Speedvac getebakmd in 40 ul TE-Puffer pH 8,0
(siehe 2.5.1) gelost.

2.5.3. Polymerasekettenreaktion

PCR zur Klonierung von DNA-Fragmenten

Fur Klonierungspolymerasekettenreaktionen wurdea dntsprechenden Oligonukleotid-
Primer (siehe Tabelle 3), genomische bzw. im Fadle DBP2 cDNA ausS. cerevisiaals
Ausgangs-DNA und Pwo als Polymerase eingesetzt. Dieses Enzym wird aus
Pyrococcus woesésoliert. Es besitzt eine deutlich hdhere Tempessabilitat alsTaq (siehe
unten) und zusatzlich eine 3"-5"-Exonuclease-A#ityi die eine Korrekturaktivitat (sog.
“proofreading®) erlaubt. Die Anzahl der Amplifikatnszyklen lag zwischen 30 bis 35 und die
Dauer des Elongationsschritts richtete sich nachLdege des zu amplifizierenden Fragments
(2 min pro 1000 bp).

Die PCR-Ansatze wurden nach folgendem Schema f@igett

PCR-Ansatz: 10,0 pl 10-fa¢two-Puffer ohne MgS®
8,0 ul MgS®(25 mM)
2,0 pl dNTPs (10 mM jedes Nukleotids)
je 1,0 ul Oligonukleotide (50 pM)
0,5 ul Matrizen-DNA
0,5 ul Pwo-DNA-Polymerase (5 U/ul)
77,0 pl BDbidest.

Anschlieend wurde die amplifizierte DNA mit Hilfdes “High pure PCR product
purification kits” nach den Angaben des Hersteltggeeinigt.

PCR zur Integration genomischer Modifikationen
Bei dieser Art der Polymerasekettenreaktion wur@em-Kassetten amplifiziert, die gezielt
ins Hefegenom integriert wurden. Dazu wurden bigigehe Oligonukleotid-Primer und das
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“Expand high fidelity“-System benutzt, welchésagDNA-Polymerase undPwo-DNA-
Polymerase (siehe oben) als Mischung enthidiq wird aus Thermusaquaticusisoliert,
einem hitzestabilen Bakterienstamm, der in 70°@3érei Quellen wéachst. Der Vorteil der
Kombination beider Enzyme liegt in der hohen Preésit der Taq (35-1000 Basen je
Anlauf) und der um etwa Faktor 10 geringeren FeaterdePwao. Fur die Reaktion wurden
die Plasmide pGS1536 und pGS1553 (siehe Tabellevetjvendet. Die Zahl der
Amplifikationszyklen betrug 35.

Die PCR-Ansatze wurden nach folgendem Schema f@gett

PCR-Ansatz: 10,0 pl 10-fach Puffer P1
2,0 ul dNTPs (10 mM jedes Nukleotids)
je 1,0 ul Oligonukleotide (50 pM)
1,0 pl Matrizen-DNA
0,5 ul Expand-DNA-Polymerase (5 U/ul)
84,5 ul BDbidest.

Vor der weiteren Verwendung wurde die mittels P@fplizierte DNA mit Hilfe des “High
pure PCR product purification kits” nach den Angabes Herstellers gereinigt.

PCR zur Uberprufung genomischer Modifikationen

Um die Richtigkeit und Stabilitat der genomischategration einer solchen Gen-Kassette zu
Uberprufen, wurde erneut eine PCR wie im voranggéenAbschnitt durchgefihrt. Als
Ausgangs-DNA diente isolierte genomische DNA ausngformierten Hefezellen. Als
Polymerase wurde wieder die des “Expand high figeystems herangezogen. Da nur auf
ein Vorhandensein des Ziel-Gens getestet werdédte sidichten 50 pl PCR-Ansatz und das
PCR-Produkt wurde nicht gereinigt, sondern es wuditekt ein Aliquot auf ein Agarose-Gel

aufgetragen.

2.5.4. Spaltung von DNA mit Restriktionsendonukleasen

Die fur den DNA-Verdau durch Restriktionsendonukksa bestmdglichen Bedingungen
richteten sich nach den Angaben des Herstellersd&eanalytischen Spaltung wurden zu
einem Gesamtansatz von 10 pul 0,5 - 1 pg DNA unechil pfo Enzym (bis zu 3 Restriktions-
endonukleasen), beim praparativen Verdau in einersax von 40 ul 2 - 4 ug DNA und 4
Units je Restriktionsendonuklease zugegeben. Beidisohungen wurde BSA zugesetzt, so
dass man eine Endkonzentration von 0,1 mg/ml dérhi2ie Reaktionsansatze wurden
zwischen 1 - 17 Stunden bei 37°C inkubiert undSjpaltung durch Hinzufliigen von 6-fach-
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DNA-Probenpuffer abgestoppt und im Agarose-Gel\alfstandigkeit hin kontrolliert (vgl.
2.5.5).

Behandlung mit alkalischer Phosphatatse

Das Problem der Religation eines durch Restrikeomgme linearisierten Vektors kann
verringert werden, indem man die Vektor-DNA deplmmspliert. Dazu verwendet man
Ublicherweise alkalische Phosphatase aus Kalberdamaif intestine alkaline phosphatase”
(CIP)). Nach dem Restriktionsverdau bleiben an d€rEnden der DNA-Fragmente
Phosphatreste zurtick, die fur die Ligation bendatigtden. Entfernt man diese Phosphatreste,
kann keine Selbstligation des Vektors mehr statdfm Das Fragment, das man einfligen
mochte, besitzt dagegen noch beide Phosphatregtkamm daher seinerseits mit der Vektor-
DNA ligieren. Dazu wurden 0,5 ul alkalische Phogspka (0,5 Units) zur praparativen
Spaltung gegeben und fir weitere 60 min bei 37Kubrert. Die Reaktion wurde durch 6-
fach-DNA-Probepuffer gestoppt und das Vektor-Fragimen Agarose-Gel gereinigt (vgl.
2.5.5).

2.5.5. Agarose-Gelelektrophorese

TAE-Puffer: Tris-Acetat 40,00 mM
EDTA 1,00 mM
iN HO pidest.

DNA-Probenpuffer (6-fach): Bromphenolblau DB (W/v)
Xylencyanol FF 0,25 % (w/v)
Saccharose 40,00 % (w/v)
iN HO pidest.

Ethidiumbromidlésung: Ethidiumbromid 10 mg/mi
iN HO pidest.

Die Agarose-Gelelektrophorese ist eine einfache effiektive Methode, DNA-Fragmente
voneinander zu trennen und zu identifizieren. Damwuden 1,2 g Agarose mit 120 ml TAE-
Puffer in einem Mikrowellengeréat aufgekocht, bichsidie Agarose gel6st hatte, und
Ethidiumbromid in einer Endkonzentration von 0,3migzugegben. Daraus wurde mit Hilfe
eines Gelschlittens und eines Kamms ein Gel mitAas gegossen. Sobald das Gel erstarrt

war, wurde es in eine Elektrophoresekammer geledtanlange TAE-Puffer zugegeben, bis
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es knapp bedeckt war. AnschlieBend wurden dem RudF mit der Anode in direktem
Kontakt stand, 10 pl Ethidiumbromid-Ldsung (10 mi/mugefiigt. Die DNA-Proben wurden
in 6-fach-DNA-Probenpuffer aufgenommen und in di@sdhen pipettiert. Es wurde eine
Spannung zwischen 50 -200 Volt angelegt. Sobald DNA im elektrischen Feld

ausreichend weit gewandert war, wurde sie auf eibfilisch visualisiert oder mit Hilfe

eines Imagers fotografiert. Zur Bestimmung der @rd@leér analysierten DNA-Fragmente
wurde zusatzlich ein DNA-L&ngenstandard im Bereich 500 bis 12000 bp aufgetragen.

Isolierung von DNA aus dem Agarosegel

Die aufgetrennten DNA-Fragmente wurden im Anschiusslie Gelektrophorese auf einem
UV-Tisch mit einem Skalpell ausgeschnitten und dielblockchen in ein 1,5 ml
ReaktionsgefaR mit einem 0,22 um Sterilfiltereinsgegeben. Nach einer 15-minitigen
Zentrifugation bei 15800 x g wurde das Volumen Eiisates bestimmt und die DNA gefallt.
Dazu wurde die Losung mit 1/10 ihres Volumens an Ratriumacetat pH 5,2 und dem 2,5-
fachen Volumens an Ethagglversetzt. Es schloss sich eine Inkubation fur 80 ei -80°C
oder Uber Nacht bei -20°C an. Danach wurde der #&n$ia 20 min bei 4°C und 15800 x g
zentrifugiert, das Préazipitat mit 500 pl 70%igenhdttol gewaschen und nach dem Trocknen

in der Speedvac in TE-Puffer pH 8,0 (siehe 2.5ufgenommen.

2.5.6. Ligation

Die Ligation ist der letzte Schritt bei der Kondtiion eines rekombinierten DNA-Molekdls.
Bei der Verknupfung des Vektors mit der DNA, die rmidonieren mochte, bilden ihre
klebrigen Enden Wasserstoffbriicken-Bindungen dergtementéren Basen aus.

In einem Gesamtansatz von 10 pl wurde das zu kiemie DNA-Fragment im Uberschuss
zum Vektor eingesetzt. Als Kontrolle fur die Religasrate wurde auch ein Ansatz ohne
“insert” zusammen pipettiert. Die Reaktion wurdeatu2,5 Units T-DNA-Ligase katalysiert
und lief Gber Nacht bei 25°C. Bei dem ebenfallsuteten “Rapid DNA Ligation-Kit* war
der Ablauf &hnlich. Es wurden 5 Units,-DNA-Ligase eingesetzt. Allerdings war eine
Inkubationszeit von 10 min bei Raumtemperatur acisemd. Beide Ligationsanséatze wurden

anschlieRend fir eine Transformatior&incoli eingesetzt.
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2.5.7. Transformation von E. coli

Herstellung kompetenterE. coli-Zellen

Puffer 1. Kaliumacetat 30 mM
RbCI 100 mM
CaC} 10 mM
MnCl, 50 mM
Glycerin 15 % (v/v)

in HxOvigest, PH 5,8 eingestellt mit Essigsaure, sterilfilttier

Puffer 2: MOPS 10 mM
CaCj 75 mM
RbCI 10 mM
Glycerin 15%

in HoOvigest, PH 6,5 mit KOH eingestellt, sterilfiltriert

E. coliZellen, die man in eine eisgeklhlte Salzldsunghdiri nehmen DNA wesentlich
wirksamer auf als unbehandelte Zellen. Warum diessts ist nicht genau klar. Bekannt ist
aber, dass dabei nur die DNA-Bindung an die Auf3anger Zelle beeinfluf3t wird, nicht die
eigentliche Aufname ins Cytoplasma.

Die Herstellung kompetentdt. coli-Zellen erfolgte nach dem modifizierten Protokodinv
Hanahan (1983). 10 ml LB-Medium wurden mit einerldfde des jeweiligenE. colr
Stammes von einer LB-Platte angeimpft und tber Nacter Rollen bei 37°C inkubiert. Mit
2 ml dieser Vorkultur wurden 200 ml LB-Medium angeift und bis zu einer Ofgy von 0,5 -
0,7 weiter bei 37°C unter Schutteln inkubiert. $&e&ultur wurde in Zentrifugenbechern fur
5 min auf Eis inkubiert und fir 10 min bei 4°C usi@i70 x g zentrifugiert. Das Pellet wurde in
80 ml Puffer 1 auf Eis resuspendiert und fur 5 miri Eis inkubiert. Danach wurde erneut
unter den oben beschriebenen Bedingungen zengritugdas Pellet wurde dann in 8 ml
Puffer 2 resuspendiert, aliquotiert und in flissig8tickstoff eingefroren. Die Zellen wurden
bis zu ihrer Verwendung bei -80°C gelagert. DienEfarmationseffizienz betrug zwischen
10° - 10 cfu pro pg Bluescript-DNA.

Transformation von E. coli-Zellen mit Plasmid-DNA
Zunachst wurden 100 ul der zu transformierendetedehuf Eis aufgetaut und mit 5 pl
Ligationsansatz bzw. 1 pl Plasmid-Losung vermeldgt. Ansatz wurde eine halbe Stunde auf

Eis stehen gelassen und dann einem Hitzeschockd2¥& im Wasserbad fiur 45-90s
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unterzogen. Nach Inkubation fir 1 min auf Eis wudie Zellsuspension mit 500 pl LB-
Medium vermischt und fur 30 - 60 min bei 37°C unfallen inkubiert. Der Ansatz wurde
entweder auf LB-Platten mit dem entsprechendenbfottkum ausplattiert oder diente zum

Animpfen einer gréReren Flussigkultur. Beides wurde37°C bebritet.

2.5.8. Transformation von S. cerevisiae

Herstellung kompetenter Hefezellen nach der Lithiunacetat-Methode

Lithiumacetat/TE: Lithiumacetat 100 mM
TrispH 7,5 10 mM
EDTA 1mM

in HOpigest, Sterilfiltriert
Zur Herstellung von kompetenten Hefezellen wurdee eMethode von Itet al (1983)

angewandt. Dabei wurde eine Uber-Nacht-Kultur (YRider Selektivmedium) angeimpft
und bei 30°C und 250 rpm inkubiert. Hatten die &eleine Olgy von 0,5 - 1,5 erreicht,
wurden sie durch Zentrifugation fir 5 min bei 4°a@dW13 x g geerntet. Das Pellet wurde in
der Halfte des Ausgangsvolumens an LithiumacetatAliEgenommen, erneut wie oben
zentrifugiert, um wieder in 1/100 des Ausgangsvaunmresuspendiert zu werden. Die Zellen
wurden bis zu ihrer Verwendung spéatestens am réitstg bei 4°C verwabhrt.

Transformation von DNA in Hefezellen

PEG-L6sung: Lithiumacetat 100 mM
TrispH 7,5 10 mM
EDTA 1mM
PEG 3300 40 % (w/v)

in HbOpigest, Sterilfiltriert

6 ul Lachssperma-DNA (4,2 mg/ml) wurden bei 95U 8 min denaturiert und danach
sofort fur 1 min auf Eis inkubiert. 1 pg der zunséormierenden Plasmid-DNA bzw. 10 pl
eines gereinigten PCR-Produktes und 50 pl kompetelefezellen wurden hinzupipettiert.
Zur Kontrolle wurde auch eine Mixtur ohne die zuegrierende DNA angesetzt. Die
Suspension wurde mit 350 pl PEG-L6ésung vermisclat die Zellen bei 30°C fur 30 min
unter Rollen inkubiert. Es wurden 35 pul DMSO hinetimt, geschuttelt und die Zellen einem
15-mindatigem Hitzeschock bei 42°C ausgesetzt, gefan einer 3-mindtigen Zentrifugation
bei 720 x g. Das Pellet wurde in 500 pl YRBMedium resuspendiert und fir 1 h bei 30°C
unter Rollen inkubiert. Die Zellen wurden danachneal mit 500 pl TE-Puffer pH 7,5
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gewaschen, anschlieRend in 50 ul des gleichen Buksuspendiert und auf die jeweiligen

Selektivplatten ausplattiert. Die beimpften Platterrden bei 30°C inkubiert.

2.6. Hefegenetische Methoden

2.6.1. Bestimmung des “mating type* von Hefestimmen

Zur allgemeinen Kontrolle wurden die Stamme GSY 112128, 1129, 1246 und 1247 einem
Test zur Bestimmung des Paarungstyps unterzogenZ&llen wurden in Mikrotiterplatten
Uberfuhrt, wo jeder Stamm in 150 pl sterilemGplq4est. SUSpendiert wurde. Anschlie3end
wurden die Stamme mittels eines “replica-plater§“&uf YPD-Platten gestempelt und diese
bei 30°C inkubiert. Zuvor wurden frische Kultureerd esterstamme GSdaund GSY7a auf
YPD-Platten so angelegt, dass die Stamme gleiclyralfi den Platten ausplattiert waren.
Diese Stamme tragen ausschliel3lich spezielle Aagbten, die ansonsten nicht als
genomische Marker verwendet wurden, namlich GSY7TslAom3und GSY6 Mat lysl
AnschlieRend wurde zunéchst je ein Testerstamnmm didd zu testenden Stamme auf ein
steriles Samttuch auf einem Replika-Block Ubertnagmed auf eine frische YPD-Platte
Uberstempelt, die tUber Nacht bei 30°C inkubiertdeurBesal? nun der zu testende Stamm
einen zum Testerstamm entgegengesetzten Paarungstigam es zum “mating“ zwischen
den beiden Stammen. Die Zellen wurden von diesattePliber ein steriles Samttuch auf
einem Replika-Block auf eine B-Platte Ubertraged drese tber Nacht bei 30°C inkubiert.
War ein “mating“ zwischen dem zu testenden Stamchdem Testerstamm erfolgt, so wurde
sowohl die Auxotrophie des Testerstammes wie auehAdixotrophien des zu testenden
Stammes komplementiert, so dass ein prototropheni@t entstand, der auf B-Platten, die

keine Aminosauren enthielten, wachsen konnte.

2.7. Mikroskopische Untersuchungen

2.7.1. Invivo-Mikroskopie

In lebenden Hefezellen wurde die Lokalisation vomot€inen mit Hilfe des grin
fluoreszierenden Proteins (GFP) aus einer Qualldmestimmt, welches, durch UV-Licht
angeregt, grunes Licht abstrahlt. Dazu wurden mspimteine verwendet, deren Gene
plasmidkodiert unter der Kontrolle deSAL1-Promotors oder unter der Kontrolle des

endogenen Promotors aus dem Hefegenom standen amstititiv exprimiert wurden.
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Letztere wurden nach der Methode nach Longtine dtior et al, 1998) (vgl. 2.5.3) ins
Hefegenom integriert.

Bei plasmidkodierten Fusionsproteinen wurden digeBeder transformierten Hefestamme in
Selektivmedium mit 2% Glukose angezogen, in deniclgén Selektivmedium mit 2%
Raffinose 1:200 verdinnt und Uber Nacht bis zumeiBinen der logarithmischen
Wachstumsphase unter Schitteln kultiviert. Die Bgs¢ der Fusionsproteine wurde durch
Zugabe von 2% Galaktose fur 1 -4 Stunden induziéusionsproteine, deren Gene ins

Genom integriert waren, wurden bis zum Erreichenlaigarithmischen Wachstumsphase in

dem jeweiligen Selektivmedium kultiviert.

Wenn es sich um einen temperatursensitiven Hefestdrandelte, wurden die Zellen

zunachst bei der permissiven Temperatur von 25°@iviart und eine Probe davon

entnommen. Dann wurden die Zellen fur 1 - 2 h hei kstriktiven Temperatur von 37°C

kultiviert und es wurde wieder eine Probe enthommémn der Kultur wurden 1Ql auf

einen Objekttrager pipettiert, mit einem Deckglagedeckt und im Mikroskop untersucht.

Die Hefezellen wurden mit einer digitalen Kamerégganommen.

2.7.2. Indirekte Immunfluoreszenz

PBS (10 x): NaCl 90,00 g

NaHhPO, - H,O 3,17¢g

NaHPQO, - 2 HO 17,80 g

HxObidest. ad 1000,00 ml

pH 7,3, sterilfiltriert
PBS/Sorbitol: Sorbitol 20,10 g

PBS (10 x) 10,00 ml

HxObidest. ad 100,00 ml, steltiffert
BSA/PBS: BSA 20,00 mg

PBS (10 x) 1,00 ml

Na-Azid (20%) 10,00 pl

HxObigest. ad 10,00 ml, stdtiflert
Antibleichreagens: p-Phenylendiamin 10,00 mg

PBS (10 x): 1,00 ml

Glycerin (87%) 9,00 mi



2. Material und Methoden 49

Hefestdamme vom Wildtyp bzw. mit ins Genom intedgar Fusionsproteinen wurden uber
Nacht in dem entsprechenden Medium bei 30°C unbtdeR bis zu einer OFovon 0,5 - 1,0
inkubiert. 5 ml davon wurden mit 600 ul 37%iger fRaidehyd-Losung gemischt und 1 h bei
30°C weiterinkubiert. Daraufhin wurde die Suspensizei 4°C und 720 x g fur 5 min
zentrifugiert. Das Pellet wurde mit 5 ml PBS/Sarbigewaschen und schlielich in 1 ml
PBS/Sorbitol aufgenommen. Durch Zugabe von 2 pl dyase-Losung (10 mg/ml) und
leichtem Schwenken bei 30°C fur 30 min wurde diévizand leicht verdaut. Die Hefezellen
wurden bei 720 x g fur 3 min zentrifugiert, mit 1 r®BS/Sorbitol-Losung wiederum
gewaschen und in 100 - 500 pl PBS/Sorbitol aufgenem 20 - 30 pl der Zellsuspension
wurde auf die praparierten diagnostischen Objedgtré(“Diagnostic microscope slide®)
gegeben (30 ul 0,2%ige Poly-L-Lysin-Losung wurderdie Aussparungen pipettiert, 2 min
ruhen gelassen, abgesaugt; die Aussparungen wudemit HOpigest gewaschen und
getrocknet). Nach 30 s wurde die Uberschiissigesigkisit abgesaugt und die Objekttrager
erst fur 6 min in kaltes Methanol, dann fir 30 kaites Aceton tberfihrt und anschliel3end
getrocknet. Zwecks Blockierens wurden die ZellenXinh mit BSA/PBS behandelt, gefolgt
von einer Uber-Nacht-Inkubation mit Erst-Antikérpar einer feuchten Kammer. Daran
schloss sich eine Reaktion mit dem Zweitantikoi(eT C/TexasRed anti-rabbit, 1:1000) far
ca. 6 h an. Dann wurde einmal mit BSA/PBS gewaschian30 sec mit DAPI (1 mg/ml,
1:1000 verdunnt in BSA/PBS) inkubiert, 3 x gewaschmd die Objekttrager getrocknet.
Nachdem ausreichend Antibleichreagens aufgetragerdem war, wurden Deckglaser

aufgelegt, die Objekttrager mit Nagellack versceérsund bei -20°C aufbewahrt.

2.8. Biochemische Methoden

2.8.1. SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese (SDS-PAGE)

Das Biorad-Gelsystem

5-fach Laufpuffer: Tris 1509
Glycin 72,09
SDS 5009
HOpigest. ad 1,01
Elektrodenpuffer: Tris 50,0 mM
Glycin 384,0 mM
SDS 0,1 % (w/v)

iN H:Ovidest.
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2-fach SDS-Probenpuffer: Tris (0,5 M, pH 6,8) 1,875 ml
Glycerin (50%) 3,000 ml
SDS 0,300 g
Bromphenolblau 0,200 g
2-Mercaptoethanol 0,750 ml
HoOpidest. 1,875 ml

Die meisten Proteine binden SDS (“Sodium dodecifiami) zu negativ geladenen SDS-
Protein-Komplexen mit konstantem Ladungs- zu Massdrdltnis. SDS denaturiert die
Proteine - besonders nach vorheriger Reduktion Metcaptoethanol, welches im SDS-
Probenpuffer nach Laemmli (Laemmli, 1970) enthalstn und unterbindet Protein-Protein-
Wechselwirkungen. Bei der SDS-Elektrophorese trelentMolekularsiebeffekt einer porésen
Polyacrylamidmatrix die SDS-Protein-Komplexe alsar moch nach ihrem Stokes-Radius
und damit nach ihrem Molekulargewicht auf. In dregebeit wurden diskontinuierliche
Elektrophoresen mit niederprozentigen Sammel- unghelprozentigen Trenngelen
durchgefuhrt. Neben den Fertiggelen von Invitrogerehe unten) wurde die BioRad-
GelgieRapparatur verwendet, mit der man Gele déR&©O0 x 80 x 1 oder 0,75 mm erhielt.
Fur den Aufbau der Apparatur gab es eine Anleital®eg Herstellers. Die benétigten
Losungen sind in Tabelle 8 aufgefuhrt. Nach demi3&medes Trenngels wurde dieses mit
Isopropanol Uberschichtet, um eine glatte Oberfldcku erhalten. Nach dem
Auspolymerisieren wurde das Isopropanol wiederegntfund das Sammelgel gegossen, in
das ein Kamm zur Erzeugung der Taschen gestecklewur

Tabelle 8: Pipettierschema fiir SDS-Gele

Komponenten 11 | 15 4%iges
%iges Trenngel Sammelgel

H2Obidest. [ml] 1,82 1,15 1,525
Rotiphorese Gel 30 [m1] 1,83 2,5 0,325
1,5 M Tris pH 8,8 [mI|| 1,25 -
0,5 M Tris pH 6,8 [ml] - 0,625
10% SDS (w/v) [ml 50,00 25,000
10% AMPS (w/v) [ul] 25,00 12,500
TEMED [l 2,50 2,500
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Vor dem Auftragen wurden die Proteinproben mit @hfeSDS-Probenpuffer versetzt, fir
10 min bei 95°C inkubiert und fur 10 sec bei 1580 zentrifugiert. Die Gele wurden in die
Kammer eingesetzt, die Apparatur mit 1-fach Laufuf(BioRad-Gele) geflllt und die

vorbereiteten Proben aufgetragen. Zur Bestimmung Gl&(e der Proteine wurde ein
Molekulargewichtsmarker mit aufgetragen (10 kDat&ironarker, “BenchMark Protein

Ladder”, “PageRuler Protein Ladder®, “caleidoscOpicier “PageRuler prestained protein
Marker”). Die Elektrophorese der BioRad-Gele erfelfjir ca. 1 h bei 200 V, solange, bis die
Bromphenolblau-Lauffront den unteren Gelrand ehteltatte. AnschlieRend wurde das Gel

mit Coomassie Brilliant Blau, in selteneren Faltexch Vorum silbergefarbt (siehe 2.8.2).

Das Invitrogen-Gelsystem

MOPS SDS Running Buffer (20 x) MOPS 210,0g
Tris Base 121,09
SDS 20,09
EDTA 7,44
HoObidest ad 1,01

Die zu untersuchenden Proben wurden entweder iacl2-fSDS-Probenpuffer oder in
NuPAGE LDS Sample Buffer (4x) und NuPAGE Sampledieng Agent (10 x)
aufgenommen. In diesem Fall fand die DenaturierdeigProben nur bei 70°C fur 10 min
statt. Der Zusammenbau der Gelkammer, inklusivedes! (NUPAGE Novex Bis-Tris Gel

4 - 12%), erfolgte nach den Angaben des Herstelldls Laufpuffer diente MOPS SDS
Running Buffer (1 x), direkt von der Firma Invitreg oder selbst hergestellt. Fir einen
reduzierenden Lauf wurde noch NUPAGE Antioxidan2%o0) zugesetzt. Auf das Gelsystem
wurde eine Spannug von 200 V angelegt. Nach caniBOwvar der Lauf beendet. Das Gel
wurde entweder mit kolloidalem Coomassie oder natrum (Mortz et al, 2001)
silbergefarbt (vgl. 2.8.2).

2.8.2. Farbung von Gelen

Standard-Farbung mit Coomassie Brilliant Blau

Coomassie-Farbeldsung: Coomassie R-250 29
Coomassie G-250 50 mg
Methanol 500 ml
Eisessig 100 mi

HoObvidest. 400 ml
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Entfarber 1: Methanol 500 ml
Eisessig 100 mi
H2Obidest. 400 ml

Entfarber 2: Methanol 100 ml
Eisessig 50 ml
HxObidest. 850 ml

Im Anschluss an die Elektrophorese wurde das Gelacust fur 20 - 30 min in der
Farbelésung geschwenkt. Enttfarber 1 entfarbte @&ed (mindestens 1h) und zur
Aufbewahrung wurde Entfarber 2 genommen. Nach denscBnnen wurde das Gel fir

30 min in 10%iger Glycerinldsung inkubiert und geknet.

Kolloidale Farbung mit Coomassie Brilliant Blau

Kolloidale Coomassie-Ldsung Methanol 340,00 ml
Phosphorsaure (85%) 23,50 ml
Ammoniumsulfat 170,00 g
Coomassie G-250 0,66 g
HoOpidest ad 1,00

Methanol, Phosphorsaure und Coomassie G-250 wugderischt und auf ca. 550 ml mit
H.>Opigest aufgefillt. Getrennt davon wurde das Ammoniumgulfa ca. 400 ml HOpigest
aufgenommen und langsam zur ersten Losung gegébethlieRend wurde auf 11 mit
H2Opigestaufgefillt.

Das Gel wurde Uber Nacht mit kolloidalem Coomassiéslasschalen (im Gegensatz zu
Plastikschalchen kaum Anhaftung von FremdproteidemGefallwand und somit geringere
Gefahr der Kontamination des Gels) gefarbt und MDpigest Wieder entfarbt. Die

Aufbewahrung erfolgte bei 4°C.

Silberfarbung nach Vorum

Fixierer Methanol 50 mi
Essigsaure 12 mi
Formalin 50 pl
HoObidest ad 100 ml
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Sensibilisierungslésung N&,Osz-5 HO 0,062 g
HoObidest ad 100,000 mi

Farbeldsung AgN®© 0,49
Formalin 76,0 ul
HoObidest ad 100,0 ml

Entwickler NaCOs; 60
Sensibilisierungslésung 1ml
Formalin 50 pul
HoObidest ad 100 ml

Das Natriumcarbonat wurde zunédchst inObkest gelost, dann wurden die Ubrigen

Komponenten zugegeben.

Stopp-Ldsung Methanol 50 ml
Essigsaure 12 mi
HxOpidest ad 100 ml

Bei der Silberfarbung bildet das Atpn Komplexe mit den Glutamat-, Aspartat- und
Cystein-Resten der Proteine. Alkalisches Formaldeteguziert das Ag der Komplexe zu
Ag. Ein Reduktionsschritt mit Thiosulfat drickt didachweisgrenze von 5 ng auf 50 bis
100 pg Protein pro Bande. Allerdings ist es schgjetie Farbung genau zu reproduzieren,
und es wirkt sich nachteilig aus, dass verschied&ogeine mit unterschiedlicher Intensitéat
farben. Uberdies ist die Siberfarbung keinesweggifipch fir Proteine, sondern farbt auch
Nukleinsauren, Lipopolysaccharide, Lipide und Glyhide.

Die Vorgehensweise bei der Silberfarbung wird ntettend erlautert. Bei jedem Schritt
wurden jeweils 100 ml Lésung pro Gel genommen. &ngs wurde flr 2 h oder tGber Nacht
in Glasschalen fixiert. Dann wurde 3 x mit 35%ig&thanol fur jeweils 20 min gewaschen,
fur 5 min sensibilisiert und wieder 3 x mitGhigest flir je 5 min gewaschen. Die Farbeldsung
blieb fir 20 min auf den Gelen, bevor erneut 2 X H30pigest gewaschen wurde. Nun wurde
das Gel solange entwickelt, bis die IntensitatFibung zufriedenstellend war. Die Reaktion
wurde abgestoppt. Aufbewahrt wurden die Gele ingE¥Essigsaure bei 4°C.
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2.8.3. Praparation von Proteinproben zur massenspektromeischen Analyse

Proben, die nach eineBindungsversuch (vgl. 2.9) analysiert werden sofltearden in den
meisten Fallen mit einem Fertiggel von Invitrogerigetrennt und entweder mit kolloidalem
Coomassie oder silbergefarbt (vgl. 2.8.2). Nach &annen wurde das Gel unter mdglichst
sterilen Bedingungen mit einer sauberen Glasplaittie einen Leuchttisch gelegt, um die
einzelnen Banden besser sehen zu kdnnen. Vonijgdeessanten Bande wurden mit einem
sterilen Skalpell zwei 1 x 1 mm grol3e Gelstiickchasgeschnitten, jeweils in ein “Protein
LoBind Tube" gegeben und in flussigem  Stickstoff hmtkgefroren. Zur
massenspektrometrischen Analyse wurden die Pralfefrackeneis an den Arbeitskreis von
Prof. Albert Sickmann im Rudolf-Virchow-Zentrum fliExperimentelle Biomedizin in

Wirzburg geschickt.

2.8.4. Transfer von Proteinen auf PVDF-Membranen mit anschelRender

Immundetektion (Western Blot)

Transfer von Proteinen

Transferpuffer: Glycin 7,24
Tris 159
HxObidest. 1000 ml

Um Proteine spezifisch mit Antikdrpern nachweisarkédnnen, missen sie zuerst von einem
SDS-Gel auf eine Membran transferiert werden. Natiemnde Komponenten waren fur die
Ubertragung notwendig und wurden in folgender Rdfiblge tbereinander gestapelt: Auf

den Einsatz der Blot-Apparatur wurde ein mit Trangfiffer vollgesaugtes Schwammchen
gelegt, gefolgt von einem getrankten Filterpapiem Gel, der mit Methanol aktivierten und

mit Transferpuffer aquilibrierten Membran und einemeiten Filterpapier. An dieser Stelle

wurden eventuell vorhandene Luftblasen ausgestricl&m Abschluss wurde noch ein

weiteres Schwammchen oben aufgelegt und der Eimggegiehlossen. Dieser wurde in die
Mini-Trans-Blot-Apparatur gegeben, so dass das Zsel Kathode und die Membran zur

Anode hin gelegen waren, mit Transferpuffer auftfietind die Proteine unter Ruhren und

Eiskuhlung bei einer Spannung von 100 V innerhalbreStunde transferiert.
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Immunologische Detektion der Proteine

PBS (10 X): NaCl 90,00 g
NahPO, - HO 3174
NaHPQ, - 2 HO 17,80 g
HxObidest. ad 1000,00 ml

pH 7,3, sterilfiltriert

PBST: PBS (10 x) 25,0 ml
Tween 20 625,0 pl
HoObidest. 225,0 ml

Blockierungslésung: Magermilchpulver 250
PBS (10 x) 50ml
HoObidest. 45,0 ml

Vor der Reaktion der transferierten Proteine mittikirpern wurden die restlichen
Proteinbindungsstellen der Blotmembran mit ein@cRierungslésung abgesattigt (1 h). Uber
Nacht wurde dann mit Erst-Antikdrper bei 4°C inkerbi Am nachsten Tag wurde der Blot
gewaschen (PBS fir 2 min, 2 x PBST fur 5 min, PBS 2 min) und fur 1 h in Zweit-
Antikdrper (Peroxidase-gekoppelt, 1:1000) geschwereide Antikorper wurden mit
Blockierungslésung verdinnt. Es wurde ein weitdvied wie oben gewaschen und mit den
ensprechenden Chemikalien (ECL, ECL plus, Supegbigeine Chemilumineszenz oder
Fluoreszenz erzeugt, die mit Rontgenfilmen oder Hilife des Typhoon-Imagers detektiert

wurden.
2.8.5. Quantifizierung von Proteinen

BioRad-Protein-Assay
Diese Art der Proteinbestimmung beruht auf der Meé¢hvon Bradford (1976). Bei der

Bindung von Coomassie G-250 an Proteine verschiight das Absorptionsmaximum von
465 nm nach 595 nm. Damit ist die Zunahme der Afigmr bei 595 nm ein Mal3 fur die
Proteinkonzentration in der Losung. Bei der pralkies Durchfiihrung wurden 10 pul Probe -
gegebenenfalls noch mal verdinnt - mit 200 ul Riefarbereagenz und 790 pb®pigest
zusammen pipettiert, 5 min inkubiert und bei 595 mermessen, nachdem gegen einen

Nullwert abgeglichen worden war. Die Proteinkoneatmn lief3 sich anhand einer BSA-
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Eichgerade ermitteln. Mit diesem Verfahren wurdess&ntproteingehalte von Hefelysaten

und Konzentrationen von gereinigten Proteinen besti

Bestimmung der Extinktion bei 280 nm

Die Messung der Extinktion bei 280 nm beruht auf ddsorption der aromatischen
Aminosauren Tryptophan, Phenylalanin und Tyrosindieser Wellenlange. Bei bekannter
Aminosauresequenz kann mit Hilfe der Software Lgesee aus der Anzahl der aromatischen
Aminosauren ein Absorptionsfaktor (AF) ermittelt nden. Die Proteinkonzentration in
mg/ml ergibt sich aus dem Produkt von £ dem AF und einem eventuellen
Verdunnungsfaktor. Mit dieser Methode wurde die Kamtration von Losungen gereinigter

Proteine bestimmt.

Konzentration [mg/ml] = ORyo x AF

2.8.6. Synthese von Proteinen

Synthese von Proteinen irs. cerevisiae

Tris-SQ-Puffer: Tris 100,00 mM
DTT 10,00 mM
in HOvigest, PH 9,4 mit HSO, eingestellt, sterilfiltriert

PBS (10 X): NaCl 90,00 g
NakhPQO, - O 3,179
NaHPO, - 2 HO 17,80 g
HoObidest. ad 1000,00 ml

pH 7,3, sterilfiltriert

PBS/Sorbitol: Sorbitol 20,10 g
PBS (10 x) 10,00 ml
HxObigest. ad 100,00 ml

sterilfiltriert

Hochsalz-PBS: NacCl 1,00 M
NaHPO, 20,00 mM
NakbPO, 5,00 mM

in HOvigest, PH 7,3, sterilfiltriert
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Fur die Synthese von GST-Sub2 bzw. GST-RpfBirterevisiaavurde das entsprechende
Gen in einen YE@GAL-GSTVektor kloniert, welcher in einen Hefestamm vom ldtip
transformiert wurde. Dieser wurde verwendet, uml3les -Ura-Mediums mit 2% Glukose
anzuimpfen. Die Vorkultur wurde fur 24 h bei 30°6ter Rollen inkubiert, am nachsten Tag
in Selektiv-Medium mit 2% Raffinose auf eine gpvon 0,05 - 0,08 verdinnt und wiederum
Uber Nacht bei 30°C und 250 rpm inkubiert. War &g, von 0,5 - 1,5 erreicht, wurde die
Kultur mit 2% Galaktose versetzt und fir weitere 8th unter den gleichen Bedingungen
geschuttelt. Dadurch wurde die Synthese des Fymiotesns induziert. Die Zellen wurden
durch 10-minitige Zentrifugation bei 4°C und 442@ geerntet, mit PBS/Sorbitol gewaschen
und bei -80°C gelagert.

Um Lysat herzustellen, wurden ca. 1 g Zellen inl3L60 mM Tris-SQ-Puffer resuspendiert
und fur 10 min bei 30°C unter Rollen inkubiert. Darsatz wurde fur 5 min bei 2060 x g und
4°C zentrifugiert, das Pellet in 5 ml PBS/Sorb&ofgenommen und mit 10 mM DTT, 10 ul
PLAC und 100 pl Zymolyase-100T (10 mg/ml) fiur 2d1 BO°C unter Rollen inkubiert. Der
Zellwandverdau wurde unter dem Mikroskop beobaalmelt nach einem zufriedenstellenden
Ergebnis wurde Tween 20 zu einer Endkonzentratmm §,2% zugegeben, woran sich eine
Inkubation flr 90 min bei 4°C anschloss. Nach Z@mgation fur 15 min bei 2060 x g und
4°C wurde der Uberstand (U1) abgenommen und béC-8@lagert. Das Pellet wurde in 5 ml
kaltem Hochsalz-PBS aufgenommen und fur 30 mindB€i inkubiert. Nach Zentrifugation
fir 15 min bei 2060 x g und 4°C wurde erneut deertdtand (U2) abgenommen und bei
-80°C gelagert. Der Proteingehalt von Uberstanad 2 sowie des resuspendierten Pellets
wurde mit der Biorad-Methode (siehe 2.8.5) erntittein die Menge und Bindefahigkeit des
Fusionsproteins zu Uberprifen, wurden je gbD@er Uberstande mit je 3@ zuvor dreimal
mit PBSKMT gewaschener GSH-Sepharose fur 1 h b@igéschwenkt, anschlieRend wurde
das Pellet wieder dreimal mit PBSKMT gewaschen,30ul 2-fach SDS-Probenpuffer
aufgenommen und fiir 5 min bei 95°C inkubiert. Didssatze sowie Proben von U1, U2 und
deren Pellet wurden durch SDS-PAGE (vgl. 2.8.1) Wesbtern Blot (vgl.2.8.4) analysiert.
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Synthese von Proteinen irk. coli

Protease-Inhibitor-Mix (PLAC) Pepstatin A 12 mg
(3 mg Protease-Inhibitor/ml): Leupeptin 12 mg
Antipain 12 mg
Chymostatin 12 mg
alle in je 1 ml DMSO geldst und vereinigt

Die optimalen Bedingungen fur die Synthese der dhasgroteine wurden zunachst in
kleinerem Maf3stab untersucht. Entscheidende Pagametren dabei der zu verwendende
E. coli-Stamm, die Temperatur (zwischen 15 und 37°C) uadddiuer der Synthese (1 - 3 h).
War ein Fusionsprotein schlecht 16slich, wurden Hder Induktion der Genexpression
zusatzlich noch 2% Ethanol hinzugeftigt.

Am Anfang wurde ein entsprechendes Expressionspdaisneinen geeignetes. col-Stamm
transformiert (siehe 2.5.7). Damit wurde eine UNaght-Kultur in LB-Medium mit den
jeweiligen Antibiotika angeimpft und bei 37°C un8@rpm inkubiert. Am Tag darauf wurde
diese Kultur in LB-Medium mit den jeweiligen Antdiika 1:20 verdinnt und unter den
gleichen Bedingungen weiter inkubiert, bis einegg®on ca. 1 erreicht war. Durch Zugabe
von 72 mg IPTG (Isopropylthiogalaktosid)/ Liter 30nM) wurde die Genexpression unter
den zuvor ermittelten Bedingungen induziert. Didefewurden danach durch Zentrifugation
fur 10 min bei 4°C und 4412 x g geerntet und inn85pro | Zellkultur eines geeigneten
Puffers (PBSKMT fur GST-Fusionsproteine bzw. liyse-Puffer flr Hig-Fusionsproteine)
aufgenommen.

Vor dem Zellaufschluss wurden 1OPLAC, ein Protease-Inhibitor-Mix, zugesetzt. igse
erfolgte durch dreimalige UltraschallbehandlungXimin mit je 3 min Pause zur Abkuhlung
der Probe. Die ultraschallbehandelten Zellen wurtien30 min bei 4°C und 48254 x g
zentrifugiert. Der Uberstand (Lysat) wurde bis ainer weiteren Verwendung bei -80°C

gelagert.

2.8.7. Reinigung von Proteinen au<. coli-Lysat

E. coliLysate mit GST- oder Hig~usionsproteinen wurden affinitatschromatograghisit
einer geeigneten Matrix gereinigt. Die so isolisrt®roteine wurden entweder direkt
verwendet oder uber lonenaustauschchromatograggiengereinigt.
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Affinitatschromatographische Reinigung von Protein@ mit “His s-Tag"

Hiss-Lyse-Puffer:

Wasch-Puffer:

Ni-NTA-Elutions-Puffer:

Pro 35 ml Zelllysat wurden 3 ml Ni-NTA-Agarose drel mit Lyse-Puffer gewaschen. Das
Saulenmaterial wurde mit dem Lysat fir 1 h bei 4f@er Rollen inkubiert, so dass das
Fusionsprotein daran binden konnte. Die Suspensigde anschlieRend unter Beimengung
weiteren Lyse-Puffers in eine Chromatographiesgelgeben. Eine mit dem gleichen Puffer
getrankte Fritte wurde vorsichtig auf das Sauleemlt gesetzt. Die Saule wurde mit 50 ml
Wasch-Puffer bei 4°C gewaschen und das gebundesiensprotein bei 4°C in acht 1 ml-

Fraktionen mit Ni-NTA-Elutionspuffer eluiert. Im 8Rad-Assay (vgl. 2.8.5) wurden die

Fraktionen bestimmt, die Fusionsprotein enthieltams diesen Fraktionen wurde mit PD10-
oder Zeba-Saulen (vgl. 2.8.8) das Imidazol entfedi# so gereinigten Proteinldsungen in
fliussigem Stickstoff eingefroren und bei -80°C geld. Um die Reinheit und Menge des

eluierten Proteins zu bestimmen, wurden von allekttonen Proben fir eine SDS-PAGE

enthnommen.

Tris 50 mM
NacCl 300 mM
[3-Mercaptoethanol 2mM
Imidazol 10 mM

in HOpigest. PH 8,0, sterilfiltriert

Tris 50 mM
NaCl 300 mM
[3-Mercaptoethanol 2mM
Imidazol 20 mM

in HOvigest, PH 8,0, sterilfiltriert

Tris 50 mM
NaCl 300 mM
[3-Mercaptoethanol 2mM
Imidazol 250 mM

in HOvigest, PH 8,0, sterilfiltriert
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Affinitatschromatographische Aufreinigung von Protenen mit “GST-Tag"

PBSKM: MgCb 1,0 mM
KCI 3,0 mM
NacCl 155,0 mM
NakPOy 5,0 mM
NaHPO, 20,0 mM

in HOpigest, PH 7,3, sterilfiltriert

PBSKMT: MgCh 1,0 mM
KCI 3,0 mM
NaCl 155,0 mM
NaHPO, 50 mM
NaHPO, 20,0 mM
Tween20 0,1 % (v/iv)

in HOvigest, PH 7,3, sterilfiltriert

GSH-Elutionspuffer: Tris 50,0 mM
Glutathion (reduzierte Form) 10,0 mM
in HOpigest, PH 8,0, frisch angesetzt

In diesem Fall wurden pro 35 ml Zelllysat 3 ml Glinion-Sepharose 4B dreimal mit
PBSKM gewaschen und mit dem Lysat fir 1 h bei 4M@cks Bindung des Fusionsproteins
gerollt. Diese Suspension wurde in eine Chromapdgesdule gegeben und PBSKM
zugesetzt. Eine Fritte wurde in dem gleichen Pufjetrankt und vorsichtig auf das
Séaulenmaterial gesetzt. Daraufhin wurde die Saulesthml PBSKMT bei 4°C gewaschen
und das Fusionsprotein bei 4°C in acht 1 ml-Fralgio mit GSH-Elutionspuffer eluiert. Im
BioRad-Assay wurden die Fraktionen ermittelt, d#s dFusionsprotein enthielten. Aus diesen
Fraktionen wurde mittels PD10- oder Zeba-Sauleh @.§.8) das Glutathion entfernt, bevor
die Fraktionen in flussigem Stickstoff schockge#mrund bei -80°C gelagert wurden. Zur
Bestimmung der Reinheit und der Menge des eluid?teteins wurden von allen Fraktionen

Proben fir eine SDS-PAGE entnommen.

Lésungen zur lonenaustauschchromatographie

Puffer 0 MonoQ: Tris 25 mM

Glycerin 10 % (v/v)
in HOvigest, PH 8,0, sterilfiltriert
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Puffer A MonoQ: Tris 25 mM
NaCl 50 mM
Glycerin 10 % (v/v)

in HOvigest, PH 8,0, sterilfiltriert

Puffer B MonoQ: Tris 25 mM
NaCl 1M
Glycerin 10% (v/v)

in HOvigest, PH 8,0, sterilfiltriert

Puffer 0 MonoS: KHPO, 25 mM
KHPO, 25 mM
in HOpigest; PH 6,8, sterilfiltriert

Puffer A MonoS: KHPO, 25 mM
KH,PO, 25 mM
KCI 10 mM
MgCh 1mM
[B-Mercaptoethanol 2mM

in HOpigest; PH 6,8, sterilfiltriert

Puffer B MonoS: KHP O, 25 mM
KHPO, 25 mM
KCI 1M
MgCh 1mM
[3-Mercaptoethanol 2 mM

in HOvigest, PH 6,8, sterilfiltriert

Bevor die Proteinlésung auf die lonenaustauschkrsaufgetragen wurde, wurde ihre
Salzkonzentration durch Verdinnen mit Puffer0 MdiM&hoQ oder durch Umpuffern mit
einer PD10 in Puffer 0 MonoS/ MonoQ auf wenigerslanM gesenkt. Fur den Auftrag auf
eine MonoS/ MonoQ HR5/5 (1 ml Saulenvolumen) begieman sich eines 50 ml-
“Superloops® und des Akta Explorers 100. Zunachstrden mit 5ml Puffer A
MonoS/ MonoQ ungebundene Proteine von der Saulaggven. Dann wurde der Anteil von
Puffer B MonoS/ MonoQ kontinuierlich zuerst Gberr@Dvon 0% auf 50% und dann Uber
10 ml auf 100% erhoht. Gewaschen wurde im Anschldasan mit 5 ml Puffer B
MonoS/ MonoQ und mit 5 ml Puffer A MonoS/ MonoQ gedibriert. Mit Beginn des
Gradienten wurde der Saulendurchlauf in 1 ml-Foadén gesammelt und der Proteingehalt
durch kontinuierliche Messung der @Pin einem Elutionsprofil aufgezeichnet. Am Ende
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des Laufs wurden die Protein enthaltenden Frakticaghand des Elutionsprofils ermittelt.
Der Grad der Reinigung wurde mittels SDS-PAGE basti, wozu von jeder Fraktion 10
abgenommen wurden. Anschlielend wurden die Fraktiomit flissigem Stickstoff

schockgefroren und bei -80°C gelagert.

2.8.8. Umpuffern, Entsalzung und Aufkonzentrieren

Gelfiltration mit PD10- und Zeba-Saulen

Die Gelfiltration oder Grolenausschlusschromatdgeaeruht auf der unterschiedlichen
Verteilung von Molekilen zwischen einem Gelkompaemnt und dem umgebenden
Kompartiment. PD10- und Zeba-Saulen dienen zur Ufepung von Volumina bis 2,5 ml
bzw. 4 ml. Im Falle der PD10 wurde die Saule zustioht 10 ml des Ziel-Puffers bei 4°C
aquilibriert. Anschliel3end wurde die Proteinlosandgegeben und 1 ml-Aliquots gesammelt.
Nach dem Probenauftrag wurde der Ziel-Puffer hiefiugt, bis man 8 Fraktionen erhalten
hatte. Diese wurden quantifiziert (vgl. 2.8.5)fliilssigem Stickstoff eingefroren und bei
-80°C aufbewahrt. Die Benutzung der Zeba-Saulehtate sich nach den Angaben des
Herstellers.

Dialyse

Es wurde ein Dialyseschlauch mit dem Ausschlussueluvon 12 - 14 kDa in dem Puffer, in
den umgepuffert werden sollte, fur 10 min quellerlagsen. Die umzupuffernde

Proteinlésung wurde luftblasenfrei in den an eirfende mit einer Klemme verschlossenen
Dialyseschlauch gefillt. Nachdem auch das andewe Enit einer Klemme verschlossen
worden war, wurde der Schlauch unter Ruhren entwenhenal fur 2 h in dem 40-fachen

Volumen an Dialysierpuffer inkubiert und, nachdeen Buffer gewechselt worden war, noch
einmal Uber Nacht oder fur 5h in dem 1000-facheiuien an Dialysierpuffer. Danach

wurde die dialysierte Losung fur 20 min bei 48409 und 4°C zentrifugiert und bei -80°C

gelagert.

Ultrafiltration

Zur Aufkonzentrierung von Proteinlésungen wurderesdi in Vivaspin-Ultrafiltrations-
Konzentratoren mit einer Ausschlussgrenze von 38 &gefllt und bei 4°C und 3000 x g

zentrifugiert, bis die gewiinschte Konzentratioreietrt war.
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2.8.9. Herstellung polyklonaler Antikorper

Herstellung von Antiseren

Um einen polyklonalen Antikorper gegen Rnal heellest, wurde ein Kaninchen mit dem
Antigen immunisiert. Das Protein wurde in coli als Hig-Fusion synthetisiert und gereinigt
(Abb. 8; vgl. 2.8.6 und 2.8.7). Die Injektion edtd im Abstand von vier Wochen mit je
500ul Proteinlésung der Konzentration 0,7 mg/ml. 7 Tageh jeder Immunisierung wurde
dem Kaninchen Blut entnommen, aus dem 5 - 15 mlirBegewonnen wurden. Sowohl die
Immunisierung als auch die Gewinnung des Antiserwnglen von Dr. Nastainczyk (Institut
fur medizinische Biochemie und Molekularbiologie, nilkrsitdt des Saarlandes)

durchgefuhrt.

Affinitatsreinigung polyklonaler Antikdrper

Zur Affinitatsreinigung polyklonaler Antikrper wde der Sulfo-Link-Kit mit den
mitgelieferten Puffern und Losungen verwendet. Darthinaus wurde der folgende Puffer
bendtigt:

Waschpuffer Tris 50 mM
NacCl 500 mM
in HOpigest, PH 7,5, eingestellt mit HCI, sterilfiltriert

Nach den Vorgaben des Herstellers wurden 5 mg @esinigten Proteins Uber interne
Cystein-Reste an das Sulfo-Link-Saulenmaterial gpkti. Das Serum, das den gewlinschten
Antikdrper enthalt, wurde mit EDTA zu einer Endkeniration von 5 mM versetzt und fur
30 min bei 48400 x g und 4°C zentrifugiert. Der tband wurde tber Nacht kontinuierlich
Uber die Saule mit dem gekoppelten Protein gepudpt.nachsten Tag wurde die Saule
einmal mit 10 ml PBS und dann mit Waschpuffer sogéa gewaschen, bis die @jpdes
Eluates < 0,01 war. AnschlieRend wurde mit jewé&ilsl 100 mM Glycin pH 2,2 unter
Ruhren in 365 Tris-Puffer (1,5 M, pH 8,8) so lange eluiert, kiie ODygo des Eluates < 0,5
war. Die Eluate wurden gegen PBS dialysiert (v818), in 500ul-Aliquots aufgeteilt und bei
-20°C gelagert.
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Abb. 8: Synthese von Rnal und Affinitatsreinigung mes polyklonalen Antikdrpers gegen Rnal

(A) E. coli Rosetta-Zellen wurden mit pGS1605 transformierie Eultivierung erfolgte bei 37°C bis zum
Erreichen einer OF, von 1. Nach Entnahme einer Probe (-IPTG) wurdeSjisthese von Rnal-His6 durch
Zugabe von IPTG (Endkonzentration 0,3 mM) induziertl die Zellen fur 1 h bei 37°C weiter kultivieBann
wurde erneut eine Probe entnommen (+IPTG). Nun eveid Gesamtzelllysat (Lysat) hergestellt und dadas
Fusionsprotein mittels Affinitatschromatographie BRNTA-Agarose gereinigt. Vom Durchlauf der Séaule
sowie den unldslichen Bestandteilen (Pellet) wurdbanfalls Proben analysiert. Alle Proben wurdettefsi
SDS-PAGE getrennt und durch Farbung mit CoomassiBaBt Blau detektiert. (B) Das Eluat der Ni-NTA-
Saule wurde vereinigt und auf eine MonoS HR 5/5kSdaufgetragen. Das Protein wurde mit einem
Salzgradienten eluiert und in 1 ml-Fraktionen gesaih Die daraus entnommenen Proben wurden durc SD
PAGE aufgetrennt und das Gel mit Coomassie Brillglau gefarbt. (C) Aus Hefewildtypzellen (GSY158)d

mit pGS1605 transformierte&. coli Rosetta-Zellen (vor und nach Induktion der Pragmthese) wurden
Gesamtzelllysate hergestellt. e colirLysate wurden 1:10 mit SDS-Probenpuffer verdiidig,Proben durch
SDS-PAGE aufgetrennt und auf eine PVDF-Membransfeaiert. AnschlieBend wurde eine Immundetektion
mit Antiserum und mit affinitatsgereinigten Rnalesfischen Antikdrpern bzw. dem Durchfluss der Rging
(alle drei 1:1000 in Blockierungslésung) als Prien@itkrpern durchgefihrt.
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Die Effizienz der Reinigung wurde in einer SDS-PA@K)l. 2.8.1) mit anschlieRender
Immundetektion (vgl. 2.8.4) Uberpruft. Als Erstédtiper wurden das fir die Reinigung
eingesetzte Serum, der Durchfluss und der gereirAgitiikorper zum Vergleich eingesetzt,

mit denen dann Proteine adscolr bzw.S. cerevisiad.ysaten detektiert wurden (Abb. 8).

2.8.10. Herstellung von Lysat aus Hefezellen

Préaparation von Hefelysat fir Immunoblots

Hefezellen wurden in entsprechendem Medium bisiaareOD;o0 von 0,5 - 1,5 kultiviert.
4 ODsogEinheiten wurden durch Zentrifugation fur 5 min B&C und 1430 x g geerntet. Das
Pellet wurde in 0,5 ml 0,25 mM NaOH/ 1% 2-Mercapha@ol resuspendiert, fur 10 min auf
Eis inkubiert, mit 80 pl kalter Trichloressigsa&®%ig) versetzt und wieder fur 10 min auf
Eis inkubiert. Danach wurde der Ansatz fur 5 mim 4% und 7200 x g zentrifugiert. Das
Pellet wurde mit 0,5 ml kaltem Aceton gewascherchn@em Trocknen in der Speedvac in
95 ul SDS-Probenpuffer mit 5 ul Tris-Base resusp@hdl M) und fir 10 min bei 95°C
inkubiert. In der Regel wurden bei der Analyse duBOS-PAGE und Immunblot (vgl. 2.8.1
und 2.8.4) 10 ul dieses Ansatzes auf ein SDS-Ggktragen.

Daneben wurde auch eine einfachere Methode dedy&ellverwandt. Ein definiertes
Volumen einer Zellsuspension wurde mit SDS-Prob#epuund einer Spatelspitze
Glasperlen vermengt und 2 min gevortext. Auch diessben wurden fur 10 min bei 95°C

inkubiert und wie oben analysiert.

Préaparation von Cytosol, unldslicher Fraktion und Kernlysat aus Hefe

YPD + AF204: Pepton 209
Yeast Extract 109
Dextrose 2049
Antifoam 204 250 pl
H.O ad 11

20%ige Sorbitol/KRLAsung Sorbitol 200,0 g
KoHPO, 348,8 mg
KH2PO, 408,3 mg
H20 ad 1,01

Der pH-Wert wurde mit HCI auf 6,5 eingestellt und Hosung anschliel3end sterilfiltriert.

Tris (100 mM, pH 9,5): Tris 121¢g
H.O ad 1,01
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DTT (1 M): DTT 771,5 mg
H-0 5,0 ml
Die L6sung wurde bei -20°C gelagert.

8%ige PVP-L6sung: PVP 409
H.O ad 500 ml

PM-Buffer: KHPO, 1,10g
KH2PO, 1,86 g
MgCl»-6H,0 0,209
H.O ad 1,001

Die LOosung wurde mit KOH-L6sung (1 M) auf einen p¥ert von 6,5 eingestellt und
sterilfiltriert.

8% PVP/PM-Buffer: 8% PVP-L6sung 410 ml
PM-Buffer 17 mi
Die Losung wurde sterilfiltriert und bei +4°C getag

1%ige SDS-LoOsung: SDS 0,19
H.O ad 10,0 ml
Zymolyase-L6sung (10 mg/ml): Zymolyase 10 mg

PBS/Sorbitol (10 mg/ml) 1ml
Die Losung wurde bei -20°C aufbewabhrt.

7,5%ige Ficoll/Sorbitol-Losung: Ficoll 400 159
Sorbitol 1,1 M ad 200 ml
Die L6sung wurde bei -20°C aufbewahrt.

Sorbitol-Lésung (1,1 M): Sorbitol 2004 g
H.O ad 1,01

Solution P: PMSF 100 mg
Pepstatin A 2 mg
Ethanolps. 5 ml

Die Substanzen wurden vermischt und solange bemnauaperatur stehen gelassen, bis sich
das Pepstatin A geldst hatte.Die Lagerung erfdlgie20°C

0,6 M Sacchrose/PVP: Saccharose 20,6 g
8% PVP / PM ad 100,0 ml

2,52 M Sacchrose/PVP: Saccharose 42,75 g
8% PVP / PM ad 500,00 ml

2,25 M Sacchrose/PVP: Saccharose 75,29

8% PVP /| PM ad 100,0 ml
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2,15 M Sacchrose/PVP: Saccharose 3599
8% PVP + PM ad 50,0 ml

BMDST: Bis-Tris-Cl 10,00 mM
MgCl, 0,60 mM
DTT 0,50 mM
Saccharose 0,34 mM
Tween 20 0,05 %
IN H2Opigest.

Bis-Tris-Cl wurde zuerst in #Dpigest. gelost und der pH-Wert mit HCI auf 6,5 eingestellt
Dann wurden die Gbrigen Komponenten zugegeben.

Die Sacchorose/PVP-Losungen sowie der BMDST-Pwiteden bei -20°C gelagert.

Abb. 9: FlieBschema der Kernlysatpraparation

Zellanzucht: 250 ml YPD + AF 204 mit Hefezellen animpfen, Inktiba Gber Tag bei
30°C und 250 rpm

\4

Am Abend Animpfen einer 1,5 I-Kultur mit einer Zi€lDgoo Von 2 - 3 fiir den nachsten

Morgen, Inkubation Uber Nacht bei 30°C und 250 rpm

\4

Zellernte: Am 2. Tag Zellernte durch Zentrifugation bei 4°Cdu#d12 x g fur 10 min
Waschen des Pellets mit 2,5 miHpro Pellet und 10 ml 20%iger Sorbitol/KEbsung,
dazwischen Zentrifugationsschritt (4°C, 2645 x gif)

\4

Zellgewicht: Auswiegen der nassen Zellen (in g)

\4

14

Behandlung mit Tris-Lésung (das 5-fache des Zeligkis in ml) und DTT-L6sung (da
50-fache des Zellgewichts in pl) unter Rollen fixriin bei 30°C, Zentrifugation bq

264t x g und 4°C fur min
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Zellwandverdau durch Zugabe von Zymolyase (pro ml Zellsuspensiorul Enzym-
Losung) und 20%iger Sorbitol/klRdsung (2,2 mal das Zellgewicht in ml), bei 30
langsam rollen lassen, Beobachtung des AussehenZellen unter dem Mikroskop

anschlieBend zentrifugieren der Sphéroplasten@s & g und 4°C fir 5 min

\4

Resuspendieren jedes Pellets in 11 - 22 ml 2098gebitol/KR-L6sung (je nach GréR
des Pellets), Auftragen auf ein 7,5%iges Ficolls€is (15 ml pro 1,5 |-Kultur)
Zentrifugieren bei 4°C und 3016 x g fur 15 min

\4

112

Zelllyse: Zugabe von 14 ml 8%iger PVP/PM-LOsung und Solut®nm Verhaltnis
1:1000 zum Pellet, Zellaufschluss mit Ultraturragribgenisator bei Stufe 3,5 in 30 se

Intervallen auf Eis bis zur ausreichenden Lyse (Bebtung unter dem Lichtmikroskop

\4

Cytosol: Zugabe von ca. 20ml 0,6 M Saccharose/PVP (je nd€ddkositat der
Suspension) und Solution P (1:1000), Zentrifugaben 4°C und 48254 x g fur 30 mif
Einfrieren des Uberstandes (Cytosol) bei -80°C.

—J

\4

Unlosliche Fraktion: Zum Erhalt der unl6slichen Fraktion Pellet in 1D wW-
Bindungspuffer und 10 pl Solution P resuspendiered bei -80°C einfrieren. Fir di
weitere Praparation des Kernlysats Zugabe von #)26,6 M Saccharose/PVP ur
16,74 ml 2,52 M Saccharose/PVP pro Pellet

D

d

v

Saccharose/PV-Gradient: Herstellung des Gradienten (8 ml 2,52 M SaccleRogP-,
8 ml 2,25 M Saccharose/PVP-, 8 ml 2,15 M Sacch#érdde-Losung je Pellet); Auftrag
der Suspension auf den Gradienten, Ultrazentrifoganit einem Swing-out-Rotor bq
140992 x g und 4°C fir 4 h
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Kernfraktion: Separation der einzelnen Fraktionen; die intaktemnkK befinden sich
zwischen der 2,52 M- und der 2,25 M Saccharose/Bbtieht; Zugabe von 15 n
8%iger PVP-Lo6sung zur Kernfraktion, Ultrazentriftiga bei 4°C und 237497 x g fur
1h

\4

Kernlyse: Resuspension des Pellets in 1-8 ml BMDST-Puffer flach GréRe de

|92

Pellets) und Solution P in einer Verdinnung vonOQ® Lyse der Kerne mittels
Ultraschall in 30 sec-Intervallen auf Eis (wahreeskben Beobachtung unter eingm
Lichtmikroskop), Zugabe von 20 pl DNase Iniy/ml) pro ml Kernlysat, Lagerung bg
-80°C

Abb. 9 zeigt den schematischen Ablauf einer Préjsaraon Cytosol und Kernlysat sowie
der unloslichen Fraktion gemall einem abgeandertestod®ll von S. Wente (vgl.

www.mc.vanderbilt.edu/vumcdept/cellbio/wentelabtpomls/yeast nuclei prep.himl Am

ersten Tag wurden, wie oben beschrieben, Hefezetiehgezogen und am nachsten Morgen
geernet. Nach der Ernte und zwei darauf folgendesdischritten wurde das Gewicht der
nassen Zellen bestimmt. Um die Zellwand etwas ‘tewneichen”, wurde das Pellet mit Tris
und DTT behandelt. Der eigentliche Verdau erfolgigter Zuhilfenahme des Enzyms
Zymolyase. Das Fortschreiten des Zellwandabbauslevunter dem Mikroskop beobachtet.
Die erhaltenen Spharoplasten wurden mittels eimad|fKissens gereinigt und nach Zugabe
von Protease-Inhibitoren mit einem Homogenisatosiely. Das Homogenat wurde
zentrifugiert und das Cytosol auf diese Weise abkget. Die restlichen Zellbestandteile
wurden auf einen Gradienten gegeben, der aus Sasehbosungen mit verschiedenen
Molaritaten bestand, es sei denn, die unlésliclaktiem sollte direkt fir Bindungsversuche
verwendet werden. Das Ganze wurde Uber mehrered&tum einem Swing-out-Rotor

zentrifugiert und man erhielt das in Abb. 10 datgite Ergebnis.
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Abb. 10: Schematische Darstellung des Gradienten drmikroskopische Aufnahme der isolierten Kerne

Bei Fraktion 1 handelte es sich um eine triibe vgess$thase, gefolgt von Fraktion 2, einer festettayiaweillen
Schicht. In diese beiden Phasen waren au3er demeKetlle festen Zellbestandteile enthalten. Frak8owar
klar und fliissig, jedoch wenn eine grof3e Menge asp&nsion aufgetragen worden war, enthielt sie eveild
Flockchen, die sich als Kernklumpen entpupptenchelaber hauptsachlich in Fraktion 4 zu finden ware
Hierbei handelte es sich um eine dicke geflockthic®t. Die unterste Phase war wieder klar und vigissr
Allerdings setzte sich zuweilen ein Pellet aus sielten Zellen bzw. Sphéaroplasten ab.

Wie in Abb. 10 gezeigt (von oben nach unten) gabuesst eine tribe Phase, die durch eine
eher feste glatte weil3e Schicht von der nachstaretklPhase abgetrennt war. Ab und an
enthielt sie je nach Menge der aufgetragenen Ssgperauch weil3e Flocken. An der
Interphase zur untersten Schicht befanden sictKdrae, die sich makroskopisch in einer
dicken weil3en geflockten Schicht zeigten. Mikroskop ergab sich das in Abb. 10
dargestellte Bild.

Alle Fraktionen wurden mit einer Eppendorf-Pipesiegenommen und die Kerne wurden
durch Zugabe von 8%iger PVP-L6sung und anschlieffe@éntrifugation gereinigt. Das
Pellet wurde in Puffer mit Protease-Inhibitor aufgenmen und durch Ultraschall lysiert. Die
schleimige Konsistenz der Suspension, welche vorfrdgesetzten DNA herrihrte, wurde

durch Zugabe des Enzyms DNase | wieder aufgehoben.

2.9. Invitro-Bindungsstudien (Protein-Protein-Interaktionen)

2.9.1. Bindungs- und Funktionalitatstests mit isolierten rekombinanten

Proteinen

Um Protein-Protein-Interaktionemn vitro zu untersuchen oder durch bereits bekannte
Interaktionen die Funktionalitat von Proteinen zhbefprufen, wurden “GST-Pulldown-
Assays" durchgefuhrt. Dazu wurden 20 -1 B0GSH-Sepharose dreimal mit PBSKMT oder
W-Bindungspuffer gewaschen, indem jeweils 500 ffdPzugegeben, fir 15 sec bei 720 x g
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zentrifugiert und der Uberstand mit einer Wassah§pumpe vorsichtig abgesaugt wurde. Zu
der so vorbereiteten Sepharose wurden entwedereB 32lpg eines GST-Fusionsproteins
gegeben, mit PBSKMT oder W-Bindungspuffer auf lamfgefillt und fir 1 h bei 4°C unter
Rollen inkubiert. In der Zwischenzeit wurden die n@ingsproteine falls notig
ultrazentrifugiert (4°C, 539511 x g, 30 min). Dahaeurden die Ansatze wie beschrieben mit
PBSKMT oder W-Bindungspuffer gewaschen. Je 12 &g eines anderen Proteins, das
keinen “GST-Tag“ besitzen durfte, wurden zugebemgder auf 300 oder 10Q0 mit
PBSKMT oder W-Bindungspuffer aufgeflllt und fir 1ldei 4°C unter Rollen inkubiert.
Danach wurde wie beschrieben gewaschen und duketbdtion fir 5 min bei 95°C mit 2-
fach SDS-Probenpuffer eluiert. Die gebundenen kma&h wurden durch SDS-PAGE und
anschlieBende Farbung mit Coomassie Brilliant Blaalysiert.

2.9.2. Bindungs- und Ablésungsversuche mit rekombinanten GT-

Fusionsproteinen und Importinen

Um gefundene Interaktionspartner-Ligand-Komplexes akirkliche Substrat-Importin-
Komplexe zu identifizieren, muss u. a. eine Verduirg des Substrats durch Gspl vom
Importin nachgewiesen werden. Dazu wurden “GSTdewh-Assays* dhnlich den bereits
oben erwahnten durchgefihrt. Zunachst wurdepl ZBSH-Sepharose dreimal mit PBSKMT
gewaschen. Zum so vorbereiteten Sdulenmaterialemeiree etwa 1Q0g GST-Fusionsprotein
entsprechende Menge & coli- oder Hefelysat gegeben, mit PBSKMT auf 200 - 1500
aufgefullt und fr 1 h bei 4°C unter Rollen inkutieln der Zwischenzeit wurden fur die
zeitlich nicht gestaffelten Ablésungsversuche 2835His-GsplQL-GTP mit 12 ug des
jeweiligen Importins und PBSKMT (ad 300 pl) fir dbn bei Raumtemperatur vorinkubiert.
Danach wurden die Ansatze der Vorbindung wie bésisan mit PBSKMT gewaschen. Dann
wurden die inzwischen vorbereiteten Importin/Gspi@LP-L6sung zugegeben und die
Anséatze 1 h bei Raumtemperatur unter Rollen inktibi©®der im Falle der zeitlich
gestaffelten Ablodsung wurden je L8 eines Importins zugegeben, auf 300nit PBSKMT
aufgefullt und fur 1 h bei 4°C unter Rollen inkufbidn beiden Féllen wurde gewaschen und
entweder wie unter 2.9.1 eluiert oder in den gédtah Ablésungsversuchen erst an dieser
Stelle 22,5 pug HisGsplQL-GTP zugeben, auf 30D aufgefillt und fur 30 min bei
Raumtemperatur unter Rollen inkubiert. Es folgteedsr drei Waschschritte und die Elution
(s. 0.). Die Proben wurden durch SDS-PAGE und dieftdnde Farbung mit Coomassie

Brilliant Blau bzw. im Western Blot analysiert.
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2.9.3. "GST-Pulldown-Assays” mit Hefelysat

W-Bindungspuffer Kaliumacetat 110,0 mM
HEPES 20,0 mM
Natriumacetat 2,0 mM
Magnesiumacetat 5,0 mM
Glycerol 10,0 %
Tween 20 0,2 %
DTT 1,0 mM
Solution P 0,1%
HoObidest

Zunachst wurde die HEPES-L6sung mit KOH auf pH &idgestellt. Dann wurden alle
Komponenten bis hin zu Tween 20 in(digestgeldst und die Mischung sterilfiltriert und bei

4°C gelagert. DTT und Solution P wurden erst bailBeung zugegeben.

In diesen Interaktionsstudien wurden endogene Hefieine an rekombinantes GST-
Fusionsprotein gebunden. Dazu wurde letzteres an-&pharose gebunden und mit Hefe-
Cytosol bzw. -Kernlysat aus Wildtypzellen inkubi€Abb. 11). Praktisch wurde dabei so
vorgegangen, dass zunéchst zu 30 pl gewascherenif3PBSKMT oder W-Bindungspuffer
(Kendirgi et al, 2005)) GSH-Sepharose 10 ug GST-Fusionsprotegelgs wurden. Mit
einem der beiden Puffer wurde auf 250 pl aufgefifid fir 1 h bei 4°C unter Rollen
inkubiert. In spateren Versuchen wurde wahrenddesse entsprechende Zellfraktion mit
soviel W-Bindungspuffer fir 1 h bei 4°C inkubiedass man bei der nachfolgenden Bindung
ein Volumen von 1 ml erreichte. Die Suspension wubegi 720 x g und 4°C fur 10 min
zentrifugiert und der Uberstand fiir den weiterensdeh genommen. Die Ansatze mit der
Vorbindung wurden ebenfalls zentrifugiert, allegbnnur fir 5 s bei Raumtemperatur und
720 x g. Das gewonnene Pellet wurde wieder 3 x gelen und die entsprechende
Zellfraktion zugegeben. Im Falle des Cytosols h#rdes sich entweder um unbehandelte
oder bei 720 x g und 4°C fur 10 min abzentrifugiestler inkubierte und zentrifugierte (s. 0.)

Zellfraktion, beim Kernlysat gab es nur die letzbenden Mdglichkeiten.



2. Material und Methoden 73

GSH-Sepharose

M @ GSH-Sepharose

Cytosol/
Kernlysat Q &

' M @ GSH-Sepharose

IP @ GSH-Sepharose

Abb. 11: Das Prinzip des “GST-Pulldown-Assays"

Aus E. coli-Zellen hergestellte GST-Fusionsproteine wurden G®H-Sepharose gebunden. Wildtyp-Hefe-
Cytosol bzw. -Kernlysat wurde zugegeben, so das®gane Hefeproteine an den rekombinant hergestellte
Liganden binden konnten. Ungebundene Proteine wawldech Waschen entfernt.

Die Gesamtproteinmengen des Cytosols schwankteAmsatz zwischen 1,1 und 2,1 mg, die
des Kernlysats zwischen 0,3 und 0,8 mg. Es wurgelsBBSKMT oder W-Bindungspuffer
zugegeben, dass man am Schluss ein Volumen vorhattel In einem Parallelansatz wurden
jeweils 15 pug HisGsplQL-GTP hinzugeflgt. Diese Mutante ist GTPasfezidnt, wodurch
maogliche Exportkomplexe stabilisiert wurden. Dieséitze wurden noch einmal fur 1 h bei
4°C unter Rollen inkubiert. Nach Zentrifugation fars bei Raumtemperatur und 720 x g
wurde das Pellet noch dreimal gewaschen, in 78yYHAGE LDS-Sample-Buffer (4 x), 3 ul
Sample Reducing Agent (10 x) und 19,5 p0kkestaufgenommen und fir 10 min bei 70°C
gekocht. Die Proben wurden durch SDS-PAGE oder imastéfn Blot analysiert und
gegebenenfalls durch Massenspektrometrie qualiatiersucht (vgl. 2.8.3).
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2.9.4. Test auf Bindefahigkeit von S-TEV-ZZ-Fusionsproteien an ihre

Matrices

Cytosol, die unldsliche Fraktion bzw. Kernlysat a#dsllen verschiedener Hefestdmme
(Wildtyp und transformierte Stamme) mit einem Gegaoteingehalt von 3 mg wurden fur
20 min auf Eis mit PBSKMT (ad 1,5 ml) inkubiert umdntrifugiert (ftr 10 min bei 4°C und

720 x g). AnschlieBend wurden die Uberstande fiirobkw. 20 h bei 4°C unter Rollen mit je
30 ul mit Puffer gewaschener 1gG- bzw. S-Proteipaeose inkubiert. Es wurde 3 x mit
PBSKMT gewaschen und zentrifugiert (fir 5 s bei X2Dund Raumtemperatur). Von allen
Uberstanden und den Pellets wurden Proben genoranteaine Immunoblot-Analyse (siehe
2.8.4) durchgefuhrt.

2.9.5. Tandemaffinitatsreinigung mit Hefelysat

Synthese, Reinigung und Funktionalitat der TEV-Proease

TEV-Lagerungspuffer Tris 50,0 mM
EDTA 1,0 mM
DTT 5,0 mM
Glycerin (v/v) 50,0 %
Triton X-100 (w/v) 0,1%

Die Substanzen wurden inGhijestgeldst, der pH-Wert auf 7,5 eingestellt und di#riert.

Reaktionspuffer (10 x) Tris 500 mM
EDTA 5mM
Die Substanzen wurden inGhijestgeldst, der pH-Wert auf 8 eingestellt und steilért.

Die hier verwendete TEV-Protease, ein katalytisétivas 29 kDa-Fragment der TEV-
Protease aus dem “tobacco etch virus®“, wurde denutat, einmal an ihre Matrix gebundene
Fusionsproteine mit “S-TEV-ZZ-Tag" abzuspalten, gm@ an eine zweite Matrix zu binden,
was den Reinigungsgrad erhoht. Die TEV-Proteasegigda spezifisch auf ihre
Erkennungssequenz, Glu-Asn-Leu-Tyr-Phe-GIn-Gly, wsphltet zwischen Glutamin und
Glycin. In dieser Arbeit wurde die TEV-Protease minem “Polyhistidin-Tag“ synthetisiert
(vgl. 2.8.6), mittels Affinitatschromatographie uk@tionenaustauschchromatographie (vgl.
2.8.7) gereinigt (Abb. 12) und die Proteinldsung 8aohluss 1:2 mit TEV-Lagerungspuffer
verdunnt. Die Aufbewahrung erfolgte bei -80°C.
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Abb. 12: Synthese und Reinigung von TEV-Protease
(A) E. coli BL21-Zellen wurden mit pGS1164 transformiert. Hailtivierung erfolgte bei 37°C bis zum

Erreichen einer OF, von 1. Nach Entnahme einer Probe (-IPTG) wurdeSyiethese von HisTEV-Protease
durch Zugabe von IPTG (Endkonzentration 0,3 mMuiidrt und die Zellen fur 3 h bei 30°C weiter kuikirt.
Dann wurde erneut eine Probe entnommen (+IPTG). Wurde ein Gesamtzelllysat (Lysat) hergestellt und
daraus das Fusionsprotein mittels Affinitdtschramgedaphie an Ni-NTA-Agarose gereinigt. Vom Durchflus
und den vereinigten Fraktionen (Auftrag) der Affinssaule wurden ebenfalls Proben enthnommen. Atbdn
wurden mittels SDS-PAGE getrennt und durch Farbomg Coomassie Brilliant Blau detektiert. (B) Das
vereinigte Eluat der Ni-NTA-Séule wurde auf einerdd® HR 5/5-Saule aufgetragen. Das Protein wurde mit
einem Salzgradienten eluiert und in 1 ml-Fraktiogesammelt. Die daraus enthommenen Proben wurden pe

SDS-Gelelektrophorese aufgetrennt und das Gel ootassie Brilliant Blau gefarbt.

Zur Uberprufung der Funktionalitat des Enzyms wardelbst hergestellte Chargen mit einer
TEV-Protease der Firma Invitrogen verglichen. Dabeirden 300 ng der eigenen bzw.
2 Units der gekauften TEV-Protease zu 5 ug GST-Rpyl bzw. GST-TEV-Yrb1l pipettiert
und mit Reaktionspuffer (1 x) auf 100 pl aufgefiMie Ansatze wurden bei 4°C fur 3,5 h
unter Rollen inkubiert. Die Proben wurden durch SEXSGE analysiert. In Abb. 13 ist je
nach Charge und Substrat eine mehr oder wenig8edfahigkeit zur Spaltung ersichtlich.
Zur Optimierung der notwendigen Menge an TEV-Pre¢edn den spateren TAP-
Bindungsversuchen wurde Yrb1-S-TEV-ZZ aus Hefe-8gt@gebunden und mit verschieden
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hohen Mengen an TEV-Protease inkubiert. Dabei wumeachst 30 pl IgG-Sepharose pro
Ansatz mit PBSKMT gewaschen, 233 pl Cytosol miteeinGesamtproteingehalt von 1 mg
zugegeben, mit PBSKMT auf 250 ul aufgefillt und Bein 4°C unter Rollen inkubiert. Nach
einer Zentrifugation fir 5 s bei 720 x g und Raunpteratur wurden die Pellets dreimal mit
PBSKMT gewaschen. Nach Zugabe von je 0, 150, 5001590 ng TEV-Protease wurde bei
Raumtemperatur fir 1 h unter Rollen inkubiert. Biesatze wurden wie oben beschrieben
zentrifugiert und gewaschen. Wie Abb. 13 zeigt, deur die Proben durch SDS-PAGE (vgl.
2.8.1) analysiert. Hieraus wird ersichtlich, da&sdine ausreichende Spaltung eine Menge an
TEV-Protease von mindestens 1,5ug/mg Gesamtprotetwendig ist (oder eine

entsprechende Menge an TEV-Protease einer neuenrge&Chanit abweichender

Spaltungsaktivitat).
+ + + 4+ - - - - GST-TEV-Rppl
A - - - - + + + + GST-TEV-Yrbl
- 4+ - - - + - - TEV-Protease 1.Charge
- - 4+ - - - 4+ - TEV-Protease 2.Charge
- - - 4+ - - - + TEV-Protease invitrogen
220=
120=
90 =
28— - - =GST-TEV-Yrbl
4= 4B - =GST-TEV-Rppl
- =Yrbl
30'! - - —GST
[5—a ___=Rppl
Ungebunden Gebunden
B nach Spaltung nach Spaltung

— U} ) “ v 0
o IS S ~ o s o ~ png TEV-Protease

’ " — Yrbl-S-TEV-Z
Cytosol —_—Yrbh1-S

Abb. 13: Funktionalitéat der TEV-Protease und Optimierung der TAP-Versuchsbedingungen

(A) Zur Uberprifung der Aktivitat wurden verschie@geChargen TEV-Protease (300 ng der selbst hetigeste
bzw. 2 Units der Firma Invitrogen) mit 5 pg GST-THRppl bzw. GST-TEV-Yrb1 bei 4°C fur 3,5 h inkubiert
Das Ausmal3 der Spaltung wurde durch SDS-PAGE ardlyB) Zwecks Bestimmung der Mindestmenge an
notwendiger TEV-Protease fur eine effektive Spatdes S-TEV-Z(Z)-Proteins innerhalb des “Tags" veurd
233 pl Cytosol mit Yrbl-S-TEV-Z (Gesamtproteingghdl mg) an IgG-Sepharose gebunden und mit
verschiedenen Mengen an TEV-Protease inkubierti@i iRaumtemperatur). Die Detektion erfolgte duseds-
PAGE und Western Blot-Analyse.

Weitere Optimierungsversuche fur Csel-S-TEV-ZZ texig dass sich das Ergebnis durch
Anderungen hinsichtlich Temperatur und Dauer (vdm dei Raumtemperatur auf 20 h bei

4°C) verschlechterte (Daten nicht gezeigt).
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TAP-Bindungsversuche mit Hefe-Cytosol und -Kernlysa

Um mogliche Bindungspartner von endogenem Yrbl b@eel aus Hefe zu co-isolieren,
wurden die sog. TAP-Bindungsversuche durchgefiliabei wurde folgendermal3en
vorgegangen: Hefe-Cytosol bzw. -Kernlysat, die CS€lIEV-ZZ oder Yrbl-S-TEV-Z
enthielten, wurden mit einer ersten Matrix inkubieio dass die beiden Proteine Uber ihren
“Doppeltag” in Komplex mit einem moglichen Interadkispartner daran binden konnten.
Haufig- und besonders im Falle der IgG-Sepharosewkt es vor, dass viele Proteine
unspezifisch Uber Bindungsstellen mit sehr niedrigdinitdt an das Saulenmaterial binden.
Um diese “Verunreinigungen“ zu vermeiden, wurdee @roteine, nachdem die Matrix
gewaschen worden war, an ihrer TEV-Protease-Seldtgjespalten, und tUber den zweiten
“Tag" an eine weitere Matrix gebunden, so dass miaan doppelten Reinigungseffekt hatte
(Abb. 14).

Praktisch wurde dabei wie folgt vorgegangen: 100yH-Sepharose (der Antikérper bindet
reversibel Uber seinen-Feil an die ZZ-Doméane des Protein A) wurden 3 x RBSKMT
gewaschen und mit der jeweiligen Zellfraktion (&&h8.10), welche zuvor mit dem gleichen
Volumen an PBSKMT verdunnt wurde, fir 2 h bei 4°@eu Rollen inkubiert. Im Fall von
Cytosol wurden dabei pro Ansatz zwischen 50 undri§6Gesamtprotein verwendet (aus
2,3-14 g Zellen bzw. 0,7 - 4,5 | Kultur), beim dl/sat handelte es sich um 20 - 27 mg
Gesamtprotein (aus 9,5 - 14 g Zellen bzw. 3,5 Kltur). Nach Zentrifugation fir 5 s bei
720 x g oder fir 1 min bei 2645 x g bei Raumtemperader 4°C wurde der Uberstand
abgenommen und eine Probe entnommen. Das Pelldev@ux mit PBSKMT gewaschen und
entweder mit TEV-Reaktionspuffer alleine oder mEVFProtease, die zuvor mit TEV-
Reaktionspuffer 1:2 verdinnt worden war, fir 1 hR@umtemperatur inkubiert. Die Menge
an TEV-Protease schwankte bezogen auf den Gesdeitigehalt zwischen 96 und 920 pg.
Im Anschluss an die Spaltung wurde wieder wie obentrifugiert, das Pellet wieder 3 x
gewaschen, mit 2-fach SDS-Probenpuffer versetat, (tlserstand wurde durch Mobicol-
Saulen gegeben, um mdoglicherweise mitabgesaugtederdaterial abzutrennen - auch
davon sowie dem Uberstand wurden Proben genommmedi zu 15 pl gewaschener S-
Protein-Sepharose gegeben und fur 2 h bei 4°Clgebds S-Protein (103 Aminoséuren)
leitet sich wie der “S-Tag" selbst (15 Aminosaurgah der RNase A ab und zeigt zu diesem
eine starke Affinitat (ls-Wert von 0,1 uM). Nach der zweiten Bindung wurdieder wie
oben zentrifugiert, das Pellet gewaschen und PrebenUberstand und Pellet vorbereitet.
Alle Proben wurden durch SDS-PAGE oder im Westelat Bnalysiert und gegebenenfalls
durch Massenpektrometrie qualitativ untersucht.(2d3.3).
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Abb. 14: Prinzip der TAP-Bindungsversuche

Die “TAP-Tag“-Gen-Kassette wurde genomisch hintexs dGen des Zielproteins integriert. Das endogen
synthetisierte Protein aus Hefe-Cytosol oder -Keval hat im Komplex mit einem mdglichen
Interaktionspartner Uber die ZZ-Doméane des “TAPsTagn IgG-Sepharose gebunden (1. Bindung).
Ungebundene Proteine wurden durch Waschen mit PBSKbMyetrennt. Durch die Aktivitdt der zugegebenen
TEV-Protease wurde der Komplex mit dem einfacherT&§" abgespalten und wiederum an S-Protein-
Sepharose gebunden (2. Bindung). Durch SDS-PAGEansthlielender Massenspektrometrie wurden die
Komplexe analysiert.
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2.9.6. Co-Reinigung endogener Hefeproteine mittels “TAP-Tg* aus Hefe-

Cytosol und der unléslichen Fraktion

TST-Puffer Tris 50,00 mM
NacCl 150,00 mM
Tween 20 0,05 %
HOpidest

TAP-Lyse-Puffer KCI 150 mM
Tris 20 mM
MgCh 5mM
Triton-X 100 10 ml
HoObidest

Um den Stress fur die Proteine, der zur Unfunkiititaoder Abbau sowohl von Ligand als
auch vom Bindungsprotein fihren kdnnte, zu verninge/urden die TAP-Bindungsversuche
(vgl. 2.9.5) vereinfacht bzw. modifiziert. Zum emevurde nur noch Hefe-Cytosol und
unlésliche Fraktion verwendet, was die Dauer unchaMaterialverluste bedingt durch die
Praparation reduzierte. Zum anderen wurde die @pgkdurch TEV-Protease ausgeklammert
und nur noch einmalig an IgG-Sepharose gebunderb.(AB), was bedeutete, dass die
Proteine zeit-und temperaturmafilig weniger strapazieirden. Um eine unerwinschte
Elution der leichten und schweren Kette der IlgGsvetmeiden, wurde eine modifizierte
Methode von Dr. Susanne Bailer (personliche Mittag)) verwendet.

Es wurden pro Zellfraktion 300 pl 1gG-Sepharosesimer Poly-Prep-Chromatographiesaule
vorgelegt. Das Saulenmaterial wurde abwechselnd2mit TST-Puffer, 2 Sdulenvolumina
0,5 M Essigsaure, pH 3,4, 1 ml TST-Puffer, Essigs@uie eben und schlie3ich solange mit
TST-Puffer gewaschen, bis man einen pH-Wert vorréiaht hatte. Anschlie3end wurde die
jeweilige Zellfraktion mit einer Gesamtproteinmengmn 45,5 mg nach einer Zentrifugation
in 30 ml TAP-Lyse-Puffer fir 1 h bei 48254 x g uAtC auf die Saule aufgetragen, so dass
der Ligand-Interaktionspartner-Komplex tUber die Bdméane des “TAP-Tags" an die 1gG-
Sepharose binden konnte. Die Saule wurde mit jenllDAP-Lyse-Puffer und TST-Puffer
gewaschen. Um den pH-Wert auf 5 einzustellen ursdS#dz zu verdrangen, wurden 1,5 ml
5 mM Ammoniumacetat, pH 5, auf die Saule aufgetnag®e Elution erfolgte nun mit 1 ml
0,5 M Essigséaure, pH 3,4. Die Proben wurden safofliissigem Stickstoff schockgefroren
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und Uber Nacht in einer Speedvac mit angeschlosd¢iielfalle gefriergetrocknet. Nach
Zugabe von 2-fach SDS-Probenpuffer wurden sie d8aB-PAGE mit dem Invitrogen-Gel-
System aufgetrennt (vgl. 2.8.1) und massenspektreeoie analysiert (vgl. 2.8.3).

Cytosol/

Unlosliche
Fraktion Q 0

IP ° 0 @ IgG-Sepharose

Bindung

B @ @H o

Elution mit Essigsdure

Abb. 15: Schematische Darstellung der Co-Reinigungndogener Hefeproteine mittels “TAP-Tag"

Die “TAP-Tag“-Gen-Kassette wurde genomisch hinters dsen des Zielproteins integriert. Das endogen
synthetisierte Protein aus Hefe-Cytosol oder uidbel Fraktion hat im Komplex mit einem mdglichen
Interaktionspartner Uber die ZZ-Doméne des “TAPsTan 1gG-Sepharose gebunden. Ungebundene Proteine
wurden durch Waschen abgetrennt, der Protein-Kamplerde mit Essigsaure eluiert und anschlieRendtdur
SDS-PAGE und Immunoblotting bzw. Massenspektrometnalysiert.
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3. Ergebnisse

Das Ziel dieser Arbeit war es, die Funktion bestiermam nukleocytoplasmatischen
Transport beteiligter Faktoren naher zu beleuchtew neue Substrate verschiedener
Importin 3-homologer Transportrezeptoren zu finden. Die Dicglalitdt des Austauschs
einer Vielzahl von Makromolekilen zwischen Nukleusd Cytoplasma wird durch die
GTPase Gspl bestimmt. Durch das Zusammenwirkerchiedener Faktoren entsteht ein
Gspl-GTP-Geféalle mit einer hohen Konzentration inerK und einer niedrigen im
Cytoplasma (Pemberton und Paschal, 2005). SolSalstrat importiert werden, bildet sich
ein Heterodimer aus “Cargo“ und Importin, welchdseridie Kernpore in den Nukleus
transloziert. Durch Bindung von Gspl-GTP an deneRex wird das Substrat wieder
freigesetzt und das Importin ist in der Lage, neimdgebundenen Gspl ins Cytoplasma
zurtckzukehren (Pemberton und Paschal, 2005). rSollegekehrt Proteine oder mRNA aus
dem Zellkern ausgeschleust werden, so bildet siohterndrer Komplex aus Substrat,
Exportrezeptor und Gspl-GTP, welcher den NPC passmd ins Cytoplasma gelangt
(Pemberton und Paschal, 2005). Im Falle des Imfdaptermolekiils Srpl handelt es sich
um das Exportin Csel (Hood und Silver, 1998; Salsbaet al, 1998). Der nunmehr
cytosolische Komplex dissoziiert, indem Gspl ddsugedene GTP hydrolysiert (Pemberton
und Paschal, 2005). Dabei wird es unter andererohdyrbl stimuliert (Solsbachest al.,
1998).

Fur den Importrezeptor Kapl114 sind bereits meh&ubstrate bekannt: die Histone Htal
bzw. Htbl (Greineet al, 2004; Mosammaparast al, 2001b), das Histon-Chaperon Napl
(Mosammaparastt al, 2002), das TATA-bindende Proteine TBP (Pembeetbal, 1999)
und moglicherweise TFIIB (Hodgeset al, 2005), welche beide bei der
Transkriptionsinitiation eine Rolle spielen. Auciir fKap120 wurde kirzlich Rpfl als ein
Importsubstrat entdeckt (Caeser al, 2006). Das Heterodimer Srpl/Kap95 transportiert
Proteine mit einer klassischen Kernlokalisierungesez in den Nukleus (Enenket al,
1995). In dieser Arbeit wurde es sich zur Aufgaleengcht, sowohl fur Yrbl und Csel als
auch fur Kap114, Kap120, Kap95 und Srpl neue lkteraspartner zu finden. Dazu bediente
man sich “GST-Pulldown-Assays” mit rekombinanten gdnden und Hefelysaten
verschiedener Kompartimente. Daneben machte mardgczum Teil modifizierte Methode
der Tandem-Affinitatsreinigung zunutze, mit deraffeHendogene Protein-Protein-Komplexe
der einzelnen Kompartimente aus Hefelysaten igoNarden. Auch wurden Interaktionen in

Bindungsstudien mit ausschlief3lich rekombinantetiggen Proteinen untersucht. Um einen
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Schritt weiter zu gehen, wurden neben diegeritro-Experimenten auchn vivo-Tests
durchgefuhrt. Dabei wurde entweder e@EP-Kassette ins Hefegenom integriert oder ein
Plasmid fur das entsprechende Fusionsprotein irZdile eingefuhrt und die Lokalisation

mittels Fluoreszenzmikroskopie untersucht.

3.1. Praparation von Cytosol und Kernlysat ausS. cerevisiae

Yrbl, Csel, Kapll4 und Kapl20 sind Proteine, dienakleocytoplasmtischen Transport
beteiligt sind. Um zusétzlich zu den schon bekamnteitere Transportsubstrate zu finden
bzw. andere Aufgaben dieser Proteine in der Zdlleen zu untersuchen, wurden in dieser
Arbeit diverse Bindungsversuche durchgefuhrt, kemeh entweder rekombinante Proteine
mit Cytosol bzw. Kernlysat aus Hefewildtypzellenesl inkubiert wurden oder Uber einen
“Tag” direkt endogene Komplexe aus Cytosol, untsdr Fraktion (=Zellorganellen und
Zellmembran) und Kernlysat extrahiert wurden. Zwerstellung dieser Fraktionen wurden
zunachst die entsprechenden Hefezellen kultivi&idr die gewlnschte Zelldichte erreicht,
wurden sie geerntet und gewaschen. Die Zellwandlevanit Zymolyase verdaut und man
erhielt Spharoplasten. Nach einem Reinigungsschitiden sie mit einem Homogenisator
lysiert und das erhaltene Homogenat zentrifugitutf. diese Weise wurde die cytosolische
Fraktion gewonnen. Die unldsliche Fraktion wurdeaeler in Puffer aufgenommen und bis
zu ihrem Gebrauch eingefroren oder im Falle eirm@hfolgenden Kernpraparation auf einen
Saccharose/PVP-Gradienten gegeben und zentrifu@detso abgetrennten Kerne wurden
gewaschen, in Puffer aufgenommen und mittels Whak lysiert.

Abb. 16 zeigt den Ablauf einer solchen Aufarbeituragh Auftrennung der Proteine mittels
SDS-PAGE bzw. nach Transfer der Proteine auf eMBFRMembran und anschliel3ender
Immundetektion mit Yrbl, Rnal, Htal sowie Prp20Mkrkerproteine. Im Gel wurden die
Proben bis auf die intakten Kerne und das Kernjysakche 6 x so konzentriert waren, in sich
entsprechenden Mengen aufgetragen. Die intaktdarzehd das Zelllysat zeigen das gleiche
Bandenmuster, d. h. offensichtlich werden nichtzggkeinzelne Proteine - oder zumindest
nur wenige - durch die Behandlung abgebaut. Trotzdst beim Lysat deutlich weniger
Gesamtprotein vorhanden. Im weiteren Verlauf defafaeitung sieht man, dass sich bei der
Auftrennung in Cytosol- und unlésliche Fraktion da®teinmuster stark andert (siehe z.B.
die Banden bei 50 und 60 kDa im Cytosol und diedg&abei 53 kDa in der unléslichen
Fraktion) bzw. dass das meiste Protein in der @Braktion verblieben ist und bedeutend

weniger Protein in der unléslichen Fraktion zu &ndvar.
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Abb. 16: Auftrennung eines Hefezelllysats in eineytosolische und Kernlysatfraktion

(A) Zellen des Stammes GSY158 wurden Gber Nacitlity PD-Medium mit Antifoam A bei 30°C kultiviert.
3,4 g Zellen wurden geerntet und nach dem besaweab Protokoll aufgearbeitet. Von den einzelnenséha
der Cytosol-und Kernlysat-Praparation wurden Probetmommen und durch SDS-PAGE und anschlieRender
Farbung mit Coomassie Brilliant Blau visualisiéie Proben der intakten Kerne und des Kernlysais 8ix so
konzentriert wie die Ubrigen, die sich untereinarefgsprechen. (B) GSY158-Zellen wurden tber Nacht5 |
YPD-Medium mit Antifoam A bei 30°C kultiviert. 14,§ Zellen wurden geerntet und nach dem beschrigbene
Protokoll aufgearbeitet. Von den einzelnen Phasen @ytosol-und Kernlysat-Praparation wurden Proben
entnommen und in einem Immunoblot analysiert. Dabgiden Antikdrper gegen Yrbl (1:2000) und Rnal
(1:1000) als Markerproteine fir das Cytosol sowggen Htal (1:2000) und Prp20 (1:2000) als Markedfé
Kerne und ein anti-Kaninchen-Sekundarantikdrpet@0) benutzt. In diesem Fall entsprechen siciPdiden
mengenmalig und es wurde je 1/111 110stel des \awlander jeweiligen Fraktion auf das SDS-Gel

aufgetragen.

Bei der weiteren Praparation der Suspension sigrt, mass sich das Bandenmuster nicht
mehr &ndert, lediglich weniger Protein vorhandeh (wenn man die 6fach hohere

Konzentration bericksichtigt) - ein schlissiges URa§ da die Kerne von den Ubrigen
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Organellen abgetrennt wurden und auf diese WerssueProteine verloren gingen. Die Lyse
der Kerne durch Ultraschall scheint die Proteim®@h nur wenig strapaziert zu haben.

Der Gesamtproteingehalt der einzelnen Fraktionerdevmit Hilfe der Biorad-Methode (vgl.
2.8.5) berechnet. Die absoluten und relativen Zaldewie der prozentuale Anteil der
Markerproteine sind in Tabelle 9 aufgefiihrt. InsgieAufarbeitung wurden aus 14,5 g Zellen
zu Beginn der Praparation 998 mg Protein erhaltiéach der Zelllyse hatte sich der
Proteingehalt halbiert. Das Cytosol und die untbai Fraktion trennten sich ungefahr im
Verhéltnis 4 Teile zu 1 Teil auf; an dieser Stedavie im Folgenden gab es aber nur noch
wenig Verluste. Nach der Auftrennung mit Hilfe d&sccharose/PVP-Gradienten verringerte
sich der Proteingehalt noch etwas, da die Ubrigegadellen von den Kernen separiert
worden waren. Jedoch hat die Ultraschallbehandaimd=nde der Praparation den Proteinen
offensichtlich nicht allzu sehr zu geschadet.

Wie bereits erwahnt, wurden im Anschluss daran RKigmioteine fur Cytosol (Yrbl und
Rnal) und fur die Kerne (Htal und Prp20) mittelsnimoblot analysiert (Tabelle 9), um die
Gute der Praparation und die Reinheit der einzekraktionen zu bestimmen. Yrbl kommt
hauptséachlich im Cytosol vor, aber auch in geriagdviengen im Kern (Kinzleat al, 2000;
Maureret al, 2001). Darum wurde als ein zweites Protein Rm&rhngezogen, von dem man
annimmt, dass es ausschlie3lich cytosolstandigHigpperet al, 1990). Bei Yrbl sieht man,
dass es ein sehr instabiles Protein ist, denn, awesin man die Gesamtverluste bis zur
Zelllyse abzieht, gehen noch ungefahr 4/5 des Yushtzlich verloren. Ahnliches zeigte sich
bereits bei anderen Methoden der Lysat-Herstelll®y, denen Yrbl komplett abgebaut
wurde (Dr. Silvia Hahn-Quintes und Dr. Stefanie €&ag personliche Mitteilung). Bei der
weiteren Aufarbeitung erwies es sich aber als shavil: im Cytosol ist fast genauso viel
Yrbl wie im Zelllysat. Ab der Stufe der unldslichémaktion fiel die Menge an Yrbl
allerdings unter die Detektionsgrenze, was ein lcdafir ist, dass die tbrigen Fraktionen
nur wenig bis gar nicht mit Cytosol kontaminiemdi Bei Rnal sieht es ein bisschen anders
aus: es zeigte sich bis zur Zelllyse zun&chstIstigoi es gab nicht mehr Verluste als die, die
es bezogen auf den Gesamtproteingehalt sowiesm gim Im Cytosol sollte die gesamte
Menge an Rnal wieder zu finden sein, welche sieh st auf die Halfte reduziert hatte. In
den Ubrigen die Kerne enthaltenden Fraktionen wesligedoch nicht nachgewiesen, was
wiederum zeigte: die Kontamination der Kernfraktiont Cytosol war gering bis nicht

vorhanden.
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Tabelle 9: Quantifizierung der Gesamtprotein-

und ar Markerproteinmenge im Verlauf der

Aufarbeitung (Praparation aus 4,5 | Kultur und 14,4 g nassen Zellen eines Wildtyp-Hefestammes)

" Anteil an Anteil an | Anteilan | Anteil an | Anteil an
asse
Ausgangsmasq{ Ausgangs-| Ausgangs-| Ausgangs-| Ausgangs-
_ Gesamt-
Fraktion _ se menge menge menge menge
protein )
mg] Gesamtprotein|  Yrbl Rnal Htal Prp20
mg
[%6] [%] [%] [%0] [%0]
Intakte
998,0 100,0 100,0 100,0 100,0 100,0
Zellen
Zelllysat 514,4 52,5 9,5 63,5 47,2 60,0
Cytosol 375,6 37,6 7,6 35,5 0,0 21,3
Unldsliche
. 108,8 10,9 0,0 0,0 7,5 27,9
Fraktion
Intakte
73,6 7,4 0,0 0,0 17,9 43,7
Kerne
Kernlysat 60,1 6,0 0,0 0,0 1,4 16,4

Als Marker fur die Kerne wurde das Histon Htal ingezogen. Da dieses Kernprotein aber
an DNA gebunden vorliegt und bei der Abtrennung @g®sols durch eine Zentrifugation in
jedem Fall pelletieren wirde, kann Htal nur bedifigt die Bestimmung der Gulte der
Praparation herangezogen werden. Aber auch hibt me@n, dass sich auf der Stufe des
Zelllysats die Menge an Protein ungefahr halbierd kein spezieller Abbau des Histons
stattgefunden hat. In der Cytosol-Fraktion wurdertibupt kein Htal nachgewiesen, was ein
Indiz fur ihre Reinheit ist. Auffallig ist jedoched starke Abbau zwischen der Stufe des
Zelllysats und der der unlgslichen Fraktion, decetarker ist als bei Rnal. Die Menge an
Htal reduzierte sich an dieser Stelle auf ca. ¥6 Menge im Zelllysat. Zwischen der
unléslichen Fraktion und der der intakten Kerneegsthkeine Degradation stattgefunden zu
haben (Beim erhdhten Proteingehalt der Kernfraktiandelte es sich vermutlich um einen
Pipettierfehler, da es sich sowohl hier als auchdee unloslichen Fraktion um sehr hoch
viskose Suspensionen handelte, die schlecht zuttipigs waren.), im Gegensatz zum
Kernlysat selbst, wo sich der Proteingehalt erséark reduziert hat.

Ein weiterer Marker war das l6sliche Prp20. Auchdiesem Protein geht der Verlust bis zur
Zelllyse nicht Uber den sowieso schon vorhandengrauk. Allerdings wird bei der

Auftrennung in das Cytosol und die unlosliche Faktganz klar ersichtlich, dass das
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Cytosol verhéltnismafRig stark mit Kernlysat kontaieit ist. Degradiert worden ist das
Protein an dieser Stelle jedoch nur wenig. Die [@pknz zwischen unldslicher und
Kernfraktion ist wieder auf einen Pipettierfehlarrickzufiihren. Aber auch hier hat kein
Abbau stattgefunden. Jedoch hat die Ultraschallibag zwecks Kernlyse dem Protein
erheblich geschadet.

Zusammenfassend kann man also folgendes sageikeinéraktionen sind nicht bzw. kaum
mit Cytosol verunreinigt, das Cytosol ist merkliciit Kernlysat verunreinigt. Jedoch war die
Qualitat des gewonnenen Materials fur die in digsdreit durchgefuhrten Bindungsstudien

ausreichend.

3.2. Invitro-Interaktionen von Yrbl und Csel mit Hefeproteinen

3.2.1. Pulldown-Assays von rekombinantem GST-Yrbl und -Csk mit Hefe-

Cytosol und -Kernlysat

Bindungsstudien von GST-Yrb1 mit Hefe-Cytosol und Kernlysat

Der Austausch von Makromolekilen zwischen Zellkend Cytoplasma erfolgt mit Hilfe der
Importin 3-homologen Transportfaktoren. Dazu ist ein Gspl-&HPalle erforderlich,
welches die Richtung des Transports bestimmt. Baitkleocytoplasmatischen Export tritt
ein trimerer Komplex aus “Cargo“, Transportrezeptmd Gspl-GTP zusammen, der die
Kernpore passiert und im Cytoplasma durch die Gaptittelte Hydrolyse von GTP zu
GDP dissoziiert. Dabei wird die GTPase-Aktivitatrclu Rnal stimuliert, dessen Wirkung
wiederum durch Yrbl gesteigert wird. Die FunktioonvYrbl in diesem Kompartiment ist
somit geklart. Von verschiedenen Arbeitsgruppenniér et al., 2000; Maureet al, 2001)
wurde andererseits gezeigt, dass es nicht nurlakatisiert ist, sondern zwischen Kern und
Cytosol hin- und herwandert. Das wirft die Fragé auelche Aufgabe es im Nukleus erfillen
kénnte. Ferner ist nicht wirklich geklart, wie Yrli den Zellkern transportiert wird. Eine
einfache Diffusion aufgrund des geringen Molekutavightes wird jedoch ausgeschlossen.
Fur das humane Homolog RanBP1l gibt verschiedeneat®mgnkte fur ein maogliches
Importmodell. Versuche mit GFP-GFP- bzw. GST-Fusiomon RanBP1 haben gezeigt, dass
auch diese Fusionsproteine in den Zellkern gelang@nohl sie flr eine passive Diffusion zu
grof3 sind. Zum einen konnte man sich nun vorstelldass es einen spezifischen
Mechanismus gibt, der keine |6slichen Faktoren awe Karyopherine benétigt (Plafker und

Macara, 2000). Zum anderen kénnte der gefundenéreeKomplex aus RanBP1, Imporfin
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und Ran-GDP bzw. den Hefehomologen Yrbl, Kap95 @upl-GDP ein mdglicher
Kandidat fur einen unkonventionellen Import seirtifileret al, 2000; Maureet al, 2001).

In dieser Arbeit wurde diesen Sachverhalten naciggen. Es wurden folgende Experimente
durchgefuhrt: rekombinantes GST-Yrbl wurdeEncoli IM101 synthetisiert und gereinigt.
Das Fusionsprotein wurde an GSH-Sepharose gebumlgsthlielend wurde entweder
Cytosol (Abb. 17) oder Kernlysat (Abb. 18) aus hefdtypzellen zugesetzt, um endogene
Interaktionspartner aus Hefe zu binden. Zur Stbilung eventuell vorhandener
Exportkomplexe wurde parallel GTPase-defizientepl@¥1L-GTP (Maureret al, 2001)
zugegeben. Als Kontrollen wurde die jeweilige Zelktion allein mit dem Saulenmaterial
inkubiert, GST vorgebunden und die Zellfraktion eggben bzw. lediglich GST-Yrb1 an die
Matrix gebunden. In einer Immunoblot-Analyse wugizeigt, dass das GST-Fusionsprotein
an GSH-Sepharose bindet, durch die Zellfraktiohinierdrangt wird und GsplQ71L-GTP
mit GST-Yrbl interagiert (Abb. 17, Daten fir Kersét nicht gezeigt). Das wird durch die
silbergefarbten SDS-Gele (Abb. 17 und Abb. 18) dtet

Abb. 17 zeigt, dass nur wenige Proteine der Cytbsaktion unspezifisch an das
Saulenmaterial haften, an das immobilisierte GShdéi etwas mehr, aber dennoch
vernachlassigbar wenig. Die meisten “Verunreinigenfgentstehen tatsachlich durch GST-
Yrbl selbst. Dabei handelt es sich aber zum groBégnum Abbauprodukte, welche durch
Immunoblotting bzw. massenspektrometrisch detdktigurden (Daten nicht gezeigt).
Allerdings erscheint die Menge an “Verunreinigurggb3er als sie eigentlich ist, da selbst
kleinste Mengen an Protein angefarbt uns deutlichtlzar werden, wohingegen bei den in
groRerer Zahl vorhandenen Proteinen bald einegBatii eintritt. Wenn man nun alle diese
“Verunreinigungen® bei Seite lasst, bleiben in devorletzten Spur (GST-
Yrbl + Cytosol + GsplQ71L-GTP) vier Banden bei t@.kDa, 105 kDa, 115 kDa und 120

kDa, die analysiert werden sollten (*).
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Abb. 17: Yrb1 bindet in vitro an verschiedene cytosolische Hefeproteine

(A) GST-Yrbl wurde irE. coliJM101 synthetisiert und mittels Affinitats- unchenaustauschchromatographie
gereinigt. Das erhaltene Fusionsprotein (10 pg)dediir 1 h bei 4°C an GSH-Sepharose gebunden. gathd
Cytosol mit einem Gesamtproteingehalt von 2,1 mgMsBindungspuffer fir 1 h bei 4°C inkubiert und die
Suspension zentrifugiert worden war, wurde der Bfaed zur gewaschenen GSH-Sepharose mit dem
gebundenen GST-Yrbl gegeben. Die Ansatze wurdetn maemal fir 1 h bei 4°C inkubiert. In einem
Parallelansatz wurden jeweils zusatzlich 15 pé&.roli M15 synthetisiertes und gereinigtes ¢=-&sp1Q71L-
GTP hinzugefligt. Nachdem die Ansatze gewaschenemowgharen, wurden die Proben durch SDS-PAGE und
Massenspektrometrie analysiert. (B) Daneben wurienProben einer Immunoblot-Analyse unterzogen. Der
Auftrag auf das SDS-Gel erfolgte wie unter (A). Asst-Antikérper wurden dabei zunachst anti-Gsp1dQ0)

und spater anti-Yrb1 (1:2000) verwendet, als Zwaitikdrper anti-Kaninchen-Antikdrper (1:1000).

Gelstiickchen mit den gewlnschten Banden wurdeneaadBgitten und die enthaltenen

Proteine vom Arbeitskreis von Prof. Albert Sickmamm Rudolf-Virchow-Zentrum fir
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Experimentelle Biomedizin in Wirzburg massenspeRawisch untersucht. Jedoch kam es
dort zu technischen Problemen, so dass die gefend@roteine an dieser Stelle nicht weiter
charakterisiert werden konnen. Es konnte sich Abeiden oberen drei Proteinen durchaus
um ImportinB-Homologe handeln. Dafiir sprache ihr Molekulargéi€berdies wurde, wie
in Abb. 27 dargestellt, gezeigt, dass Kapl120 undiem gegebenen Versuchsbedingungen
in vitro an Yrb1 bindet.

Der gleiche Versuch wurde mit Kernlysat durchgefilBum einen wurde dabei wie oben W-
Bindungspuffer mit Protease-Inhibitor (Abb. 18B)hgenmen, zum anderen PBSKMT ohne
Inhibitor (Abb. 18A). Beide Puffer haben einen ompien Pufferbereich zwischen pH 6,5 und
8. In jeder der zwei L6sungen liegt ein Salz in drlKonzentration vor, bei W-
Bindungspuffer handelt es sich dabei um Kaliumagceta Fall von PBSKMT jedoch um
Natriumchlorid. Mit PBSKMT wurde neben einem GSTbYrAbbauprodukt Nbp35
gefunden (Tabelle 10) (Die Analyse erfolgte erndwich den Arbeitskreis von Prof. Albert
Sickmann in Wirzburg.). Diesesukleotid-indende Potein besitzt NTPase-Aktivitat und ist
an der Biogenese extramitochondrialer Eisen-Schvirefideine beteiligt (Hausmanet al,
2005; Vitaleet al, 1996). Ein pGEXsST4T-TEV-NBP35Vektor wurde kloniert und GST-
Nbp35 inE. coliJM101 synthetisiert. Aus dem Gesamtzelllysat wutde Fusionsprotein an
GSH-Sepharose gebunden und Yrbl zugesetzt. Untegegebenen Versuchsbedingungen
wurde jedoch keine Bindung festgestellt. Da es biehNbp35 um eine P-Schleife-NTPase
handelt, sollte ein madglicherweise falscher Nuktk@&eladungszustand ausgeschlossen
werden. Dazu wurde das vorgebundene GST-Nbp35 kanéatt EDTA inkubiert, um das im
Puffer vorhandene Mg zu komplexieren und eine Nukleotid-Austauschreektizu
induzieren. Es wurde ATP bzw. GTP zugegeben undRdaktion durch erneute Zugabe von
Mg** gestoppt. Als nun Yrbl zugegeben wurde, war erkeine Bindung ersichtlich (Daten
nicht gezeigt).
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Abb. 18: Yrb1 bindet in vitro an verschiedene nukledre Hefeproteine

GST-Yrbl wurde inE. coli JIM101 synthetisiert und mittels Affinitats- undnenaustauschchromatographie
gereinigt. Das erhaltene Fusionsprotein (10 pgdedir 1 h bei 4°C an GSH-Sepharose gebunden (AB)nd
Nachdem Kernlysat mit einem Gesamtproteingehalt @@mg zentrifugiert (A) bzw. Kernlysat mit einem
Gesamtproteingehalt von 0,8 mg in W-Bindungspuifierl h bei 4°C inkubiert und die Suspension zéumjiert
worden war (B), wurde der Uberstand zur gewascheB8hi-Sepharose mit dem gebundenen GST-Yrbl
gegeben und im Falle von (A) mit PBSKMT auf 1 mfgafillt. Die Ansétze wurden noch einmal fur 1 h be
4°C inkubiert. In einem Parallelansatz wurden jésveiusatzlich 15 pg irk. coliM15 synthetisiertes und
gereinigtes HisGsplQ71L-GTP hinzugefiigt. Nachdem die Ansatze gelen worden waren, wurden die
Proben durch SDS-PAGE und Massenspektrometrie siealyA und B).
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Bei Verwendung von W-Bindungspuffer mit Protease#itor statt PBSKMT haben
bedeutend mehr Proteine an GST-Yrbl gebunden. Nebegen ribosomalen Proteinen
wurden die Histone Hhfl und Hhf2, der ImportrezeptoKapl23, der
Translationselongationsfaktor Tefl, die PhosphopgtiHydratase Enol bzw. 2, die Lysin-
tRNA-Ligase Krsl, das Ribosomen-assoziierte Chap&sb2 und die DEAD-Box-RNA-
Helikase Dedl gefunden. Von dem ebenfalls gebumid&idase-aktivierenden Protein Rnal
ist bereits bekannt, dass es mit Gsp1-GTP und ¥nbén trimeren Komplex bildet, was im
Normalfall zur Hydrolyse von GTP fuhrt (Schlenstetital, 1995; Seewaldt al, 2003). Da
es sich in diesem Fall um GTPase-defizientes GsplL&TP handelte, blieb das
Heterotrimer stabil.

Tabelle 10: An Yrbl aus Kernlysat mittels “GST-Pulldown-Assay" gebundene Interaktionspartner

. MW des
Abbil-| Banden Protein Proteins Funktion Lokalisation
dung -Nr.
[kDa]
Komponente der
cytosolischen und Nukleus
1 Nbp35 35,3 nukleéren Eisen-Schwefe|- Cytoplasrﬁa
3A Protein-Assemblierungs-
Maschinerie
GST-Yrb1-
2 Abbau 23,0
1 Hhf1/Hhf2 11,4 Histon H4 Nukleosom
Protein-Komponente der
Rpsl4da 14,5 kleinen ribosomalen Cytosol
2 Untereinheit
Protein-Komponente der
Rpl35b 13,9 grof3en ribosomalen Cytosol
Untereinheit
Rps16b 15,8 Protein-Komponente der
Rpsl7a 15,8 kleinen ribosomalen Cytosol
3 Rps18b 17,0 Untereinheit
3B Protein-Komponente der
Rpl25 15,8 grof3en ribosomalen Cytosol
Untereinheit
4 Kapl123- 1226 Proteinimport in den Cé?ﬁ:;)srneq’a’
Fragment Nukleus
Kern
Protein-Komponente der
5 Rpl20a 21,2 grof3en ribosomalen Cytosol
Untereinheit
Protein-Komponente der
6 Rpl18a 20,6 grol3en ribosomalen Cytosol
Untereinheit
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Protein-Komponente der
6 Rps0b 28,0 kleinen ribosomalen Cytosol
Untereinheit
Protein-Komponente der
7 Rpl16b 22,3 grof3en ribosomalen Cytosol
Untereinheit
Protein-Komponente der
8 Rpl19b 21,7 grof3en ribosomalen Cytosol
Untereinheit

9 Gspl 24,8
Protein-Komponente der
10 Rpl4b 15,1 grol3en ribosomalen Cytosol
3B Untereinheit
Tefl 50,0 Translationselongation Cytosol
Gspl-GTPase-Aktivator- Cytosol,
Rnal 458 Aktivitat (Nukleus)
11 Cytoplasma,
Phospho-

Glukoneogenese,

Enol/Eno2 | 46,8/46,9 pyruvat-
Glykolyse Hydratase-
Komplex
Lysin-tRNA-Ligase-
Krsl 68,0 AKtivitat Cytoplasma
12 Ssh2 66.6 ATPase-Aktivitat, Bln_dung Cytoplasma,
ungefalteter Proteine Polysom
Dedl 65,6 Translationsinitiation Cytoplasma

Die Angaben wurden der SGD-Datenbank entnommen.

Bindungsstudien von GST-Csel mit Hefe-Cytosol undkernlysat

Proteine und mRNA werden mit Hilfe von Import- uBaportrezeptoren zwischen Zellkern
und Cytoplasma transportiert. Enthalt ein “Cargofeeklassische NLS, wird es von Kap95 in
den Nukleus importiert. Dazu wird zusatzlich Srpd Adaptermolekil benétigt, welches das
Substrat direkt bindet. Es entsteht ein trimeremidtex, der den NPC passiert. Im Kern
verdrangt Gspl-GTP durch Interaktion mit Kap95 d&argo“ und Srpl aus dem
Importkomplex. Kap95 kehrt mit Gspl-GTP ins Cytapotea zuriick, ohne dass noch weitere
Faktoren bendtigt werden. Srpl hingegen bildetdarh Exportin Csel und Gspl-GTP einen
trimeren Exportkomplex, welcher die Kernpore durgdr und so zurlick ins Cytoplasma
gelangt (Hood und Silver, 1998; Solsbaclkeéral, 1998). Durch Hydrolyse des an Gspl
gebundenen GTP zu GDP dissoziiert der Komplex umpd Svird freigesetzt. Nun scheint
dies nicht die einzige Funktion von Csel zu seiars¢hiedene Arbeitsgruppen vermuten,
dass Csel bzw. sein Sauger-Homolog CAS eine Relta Bellzyklus, der Zellproliferation
und der Apoptose spielen, z.B. beim Mitose-SpirCledéckpoint,  der
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Chromosomensegregation oder einfach als Exporttezepon Srpl/ Importix als
Transporter von Zellzyklus-Faktoren (Behregtsal, 2003). Um das naher zu beleuchten,
wurden die nachfolgenden “GST-Pulldown-Assays” tHgefiihrt: Rekombinantes GST-Csel
ausE. coli wurde an GSH-Sepharose gebunden. Nachdem die z&ngatvaschen worden
waren, wurde zentrifugiertes Cytosol bzw. Kernlysais Hefe, verdinnt mit W-
Bindungspuffer inklusive Protease-Inhibitor, zudegie und fur 1 h bei 4°C inkubiert.
Gleichzeitig wurde ein zweiter gleicher Ansatz misatzlichem GsplQ71L-GTP gemischt,
um eventuell vorhandene Exportkomplexe zu stabisi. Als Kontrollen dienten mit der
jeweiligen Zellfraktion inkubierte GSH-Sepharosepgndenes GST inkubiert mit einer der
beiden Zellfraktionen und gebundenes GST-Cselnafksihbb. 19). Wahrend die Zellfraktion
an sich und GST allein kaum bis wenig “Verunreimgen“ miteinbrachten, stammte deren
Hauptanteil von GST-Csel selbst. Durch Immunoblo&lfse mit einem Primarantikorper
gegen GST wurde allerdings gezeigt, dass es siohi da der Mehrzahl um Abbauprodukte
von GST-Csel handelt (Daten nicht gezeigt). Auctbeachten wére, dass die Intensitaten
der Banden durch die Silberfarbung nicht unbedmigtder Menge an Protein korrelieren und
deshalb unter dem Aspekt des AusmalRes der Veriguam nicht wirklich miteinander
verglichen werden konnen. Des Weiteren wurde msitlehmunoblotting mit anti-Csel-
Antikdrpern belegt, dass das zugegebene Cytosol gddsindene Fusionsprotein nicht
verdrangt, jedoch das Kernlysat GST-Csel etwa werHdilfte ablost (Daten nicht gezeigt).
Um die Qualitat der Versuchsbedingungen einzusehatwurde der trimere Exportkomplex
aus Csel, Gspl-GTP und Srpl nachgewiesen. NacheAwnfing der Proteine durch SDS-
PAGE, Transfer auf eine PVDF-Membran und Immundeiakmit einem Primarantikorper
gegen Srpl, wurde gezeigt, dass Csel bei Zugabeexogenem GsplQ71L-GTP Srpl
sowohl im Cytosol als auch im Kernlysat gebundenh Bas gleiche Ergebnis wurde nach
massenspektrometrischer Analyse der Proteine ddesh Arbeitskreis von Prof. Albert
Sickmann in Wirzburg erhalten, nachdem die Probaerchd SDS-PAGE aufgetrennt und
anschlieBend silbergefarbt worden waren (Abb. A®@)3erdem wurden neben Fragmenten
vermutlich des exogen zugesetzten Csel und GspHenitytosolischen Fraktion der Co-
Aktivator von Gsp1-GTP Yrbl, das Protein Yprl15wssen Funktion noch nicht geklart ist,
und die RNA-Exonuclease Rex3 gefunden, aus demlysainwurde desgleichen Yrbl und
Yprll5w gebunden (Tabelle 11). In friheren Versucheei denen statt W-Bindungspuffer
PBSKMT genommen wurde, wurde Rex3 sowohl in deneirenten mit der cytosolischen,
als auch mit der nukledren Fraktion nachgewieserietzterem Fall wurde aul3erdem die

mitochondriale Methyl-Transferase Oms1 gefundertéDaicht gezeigt).
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Abb. 19: Csel bindetin vitro an verschiedene cytosolische und nukledre Hefepmihe

GST-Csel wurde irE. coli IM101 synthetisiert und mittels Affinitdts- undnenaustauschchromatographie
gereinigt. Das erhaltene Fusionsprotein (10 ugxdedir 1 h bei 4°C an GSH-Sepharose gebunden (AB)nd
Nachdem Cytosol mit einem Gesamtproteingehalt vanmy (A) bzw. Kernlysat mit einem Proteingehalhvo
0,8 mg (B) in W-Bindungspuffer fir 1 h bei 4°C irfkart und die Suspension zentrifugiert worden warde

der Uberstand zur gewaschenen GSH-Sepharose miggdleundenen GST-Csel gegeben. Die Ansitze wurden
noch einmal fir 1 h bei 4°C inkubiert. In einem &letansatz wurden jeweils zusatzlich 15 pdeircoli M15
synthetisiertes und gereinigtes HBsp1Q71L-GTP hinzugefigt. Nachdem die Anséatze gelaen worden
waren, wurden die Proben durch SDS-PAGE und Maps&trometrie analysiert. Daneben wurden die Proben
einer Immunoblot-Analyse unterzogen. Als Erst-Adtier wurde anti-Srpl (1:5000) verwendet (A und &3,
Sekundéarantikérper anti-Kaninchen (1:1000).
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Tabelle 11: An Csel mittels “GST-Pulldown-Assay" as Cytosol und Kernlysat gebundene Interaktions-
partner

Abbildung Banden-Nr. Protein MW [kDa]] Funktion Ldisation
Csel-Fragment 109,4
Ran- Cytoplsama
1 Yrbl-Fragment 23,0 bindendes b
. Nukleus
Protein
Gspl-Fragment 24,8
4A Srpl 60,4
Csel-Fragment 109,4
2 Yprilow- 120,4 unbekannt | Cytoplasma
Fragment
Rex3 45.9 RNA_- Cytoplasma
Prozessierung Nukleus
Ran- Cytoplsama
Yrbl-Fragment 23,0 bindendes b
. Nukleus
1 Protein
Csel-Fragment 109,4
48 Yprllsw-
Fragment 120,4 unbekannt | Cytoplasma
> Csel-Fragment 109,4
Srpl 60,4

Die Angaben wurden der SGD-Datenbank entnommen.

3.2.2. Tandem-Affinitatsreinigung von Yrb1l-S-TEV-Z und Csel-S-TEV-ZZ aus
Hefe-Cytosol und -Kernlysat

Die Nachteile der herkémmlichen Varianten von Bingstests mit Hilfe eines einfachen
“Affinitatstags” liegen zum einen in einer moglicheise fehlenden Modifikation des meist
rekombinant hergestellten Liganden, die fir die oxsstion mit dem Bindungspartner
eventuell notwendig ist. Soll der Protein-Proteiorkplex wieder vom Saulenmaterial eluiert
werden, sind zum anderen oft stringente Bedingungen hohe Salz- oder Detergens-
Konzentrationen erforderlich, die aber auch den Klemzerstoren kdnnen. Haufig kommt es
vor, dass in gro3er Zahl vorhandene Proteine uifsgdz an die Matrix binden, was die
Identifikation der tatsachlichen Interaktionsparteeschwert. Um das zu umgehen, wurde
von Rigeaut (Rigauet al, 1999) die Methode der Tandem-Affinitatsreinigukgrz TAP)
entwickelt. Dabei wird ein endogenes Protein miieal “Doppeltag” versehen, tber den es
im Komplex mit einem Interaktionspartner zunachst @ine erste Matrix bindet. Des
Weiteren enthélt dieser “TAP-Tag" eine TEV-Prote&galtstelle, wodurch der Protein-
Protein-Komplex durch Zugabe dieses Enzyms vorSdette eluiert wird. Mit dem nunmehr
einfachen “Tag" bindet der Ligand an eine zweitetda Es hat sich als eine gute Methode

erwiesen, die gefundenen Proteine anschlieRend miassenspektrometrischen Analyse zu
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unterziehen, bei der Proteinmengen bis zu etwa fir@) detektiert werden (Puigt al,
2001). Mit der TAP-Methode kann man also sehr delelrotein-Protein-Komplexe
ausfindig machen, indem man den Hintergrund vograf3er Zahl in der Zelle vorhandener
Proteine bzw. gegebenenfalls auch “ausgelaufenegstaBidteile des Saulenmaterials
erheblich absenkt. Welche Bedingungen sind nunimenesolchen “TAP-Tag“ zu stellen?
Zum einen sollte er eine hohe Affinitdt an die Mathaben, um in geringerer Zahl
vorhandenes “Target-Protein” vollstandig zu bindexd so aufzukonzentrieren. Die Bindung
sollte hoch spezifisch sein, um das Verhaltnis sppezifisch zu nicht-spezifisch an die Matrix
gebundenem Material zu erhdéhen. Die Elution safteient und charakteristisch sein und
damit eine gute Wiederfindung des “Target-Protemstitglichen. Gleichzeitig sollten milde
Bedingungen der Elution die Protein-Komplex-Struldohitzen. Haufig benutzte “Tags” bei
“Pulldown-Assays"” sind z.B. FLAG (Brizzart al, 1994), Hig (Hochuliet al, 1988), Strep
(Schmidt und Skerra, 1993), CBD (“chitin-bindungndn®) (Chonget al, 1997), CBP
(“calmodulin-binding peptide®) (Stofko-Hahet al, 1992) und zwei IgG-bindende Einheiten
des Protein A auStaphylococcus aureysohmanet al, 1989). Die letzten beiden wurden
bislang zur Tandem-Affinitatsreinigung herangezo@eumiget al, 2001; Rigauet al, 1999).
Obwohl sich diese Methode als gutes Mittel erwielsaty Protein-Komplexe in der Zelle zu
identifizieren, scheint das System fur nur in ggeinZahl vorkommender Proteine und fur
spezielle Zellarten nicht immer ausreichend zu ¢Prakaset al, 2005; Yanget al, 2006;
Zeghoufet al, 2004). In dieser Arbeit wurde statt des “CBPSager “S-Tag“ genommen,
welcher die nachfolgenden Vorteile in sich vereings handelt sich um einen kleinen “Tag"
(15 Aminoséauren), der mit einer hohen Affinitat seginen Liganden, das S-Protein, bindet
(Kp-Wert = 1,1 x 10 M bei 25°C in 50 mM Natriumacetat-Puffer mit 0,1Matriumchlorid,
pH 6,0 (Connellyet al, 1990; Rainest al, 2000)). Er ist gut I6slich und besitzt bei nalém
pH-Wert eine beinahe neutrale Netto-Ladung. Diekexalatur der Interaktion zwischen “S-
Tag“ und S-Protein verringert die Wahrscheinlichkeiner Wechselwirkung mit anderen
Molektlen und nicht zuletzt ist das Peptid geeignenerhalb eines Fusionproteins
eingegliedert zu werden - wie in dieser Arbeit ¢peten - , ohne dabei seine Fahigkeit zur S-
Protein-Bindung zu verlieren (Raines al, 2000). Die entsprechende Gen-Kassette fir den
“S-TEV-ZZ-Tag“ wurde von Karsten Weis (Departmerit Molecular and Cell Biology,
University of California, Berkeley) zur Verfugun@giellt. Diese wurde genomisch integriert
und das jeweilige Protein in physiologischen Menggprimiert, um Artefakte in Form von

unspezifischen Bindungen durch in hoher Zahl vodieae Proteine zu minimieren.
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Lokalisierung von Yrbl und Csel mit C-terminalem “Tag“ in S. cerevisiae

Die Gen-Kassette fur den “S-TEV-ZZ-Tag" wurde gemxh so in das Hefegenom integriert,

dass das Ziel-Protein seinen “Tag* am C-Terminusvi@s. Dabei stellte sich die Frage, ob
Yrbl und Csel unter diesen Bedingungen weiterhysiplogisch lokalisiert sein wirden und

damit ihrer Funktion in der Zelle gerecht werdemid®@n. Um das zu uberprifen, wurde eine
GFP-Kassette ins Genom eingefiihrt und die Lokalisigrules exprimierten veranderten

Yrb1-GFP und Csel-GFP (C-terminal) mit der dervesttiProteine verglichen.

FITC DAPI

Yrbl-GFP

Yrbl

Csel-GFP

Csel

Abb. 20: Yrbl und Csel weisen mit einem“Tag" am C-€&rminus eine physiologische Lokalisierung auf.
Zellen der Stamme GSY1248RB1-GFP und GSY1247 QSE1-GFP wurden in synthetischem Vollmedium
kultiviert. Zu Beginn der logarithmischen Wachstypinase wurden die Zellen fir eine indirekte
Immunfluoreszenz mit Formaldehyd fixiert und mitndAntikdrpern anti-GFP (1:1000), anti-Yrb1 (1:1000)
bzw. anti-Csel (1:500) inkubiert, welche im Ansdsiumit FITC-gekoppeltem anti-Kaninchen-IgG (1:1000)
detektiert wurden. Als Kontrollen fir das nativeofein dienten dabei die beiden Stamme wechselseitig
Zusatzlich wurde die DNA mit DAPI angefarbt.
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Die erhaltenen Hefestamme wurden in Bezug auf dreekte Integration deGFP-Kassette
untersucht. Die synthetisierten Proteine wurdenGesamtzelllysat mittels SDS-PAGE und
anschlieBender Immundetektion mit GFP-spezifiscAatikorpern detektiert. Auf DNA-
Ebene erfolgte der Nachweis durch Isolierung derogeschen DNA und anschlieBender
Durchfihrung einer PCR mit Oligonukleotiden, die imserahmen de¥RB1 bzw. CSE®
Gens und in dem miteingefuhrten Markergen hybmdisn (Daten nicht gezeigt). Die
Lokalisierung des GFP-Fusionsproteins wurde durahiréekte Immunfluoreszenz in einer
Farbung mit GFP- bzw. Yrbl- und Csel-spezifischartikdrpern im Falle der nativen
Proteine nachgewiesen. Yrbl mit “Tag”® am C-Terminis¢ wie endogenes Yrbl
hauptsachlich im Cytoplasma, wenig im Kern lokalisi(bei ausschliel3lich cytosolischer
Lokalisation mussten Aussparungen im Bereich delddus zu sehen sein). Auch bei Csel
entspricht seine Lokalisierung mit C-terminalem ¢Tader physiologischen: Csel-GFP
verteilt sich auf Cytoplasma und Nukleus (Abb. 2A@Wfgrund dieser Ergebnisse wurde in
den folgenden Bindungsversuchen mit Yrbl und Csdtl “WAP-Tag“ am C-Terminus
gearbeitet.

Synthese von Yrb1l-S-TEV-Z inS. cerevisiae und seine Mengenbestimmung in Cytosol

und Kernlysat

Der Co-Aktivator der Gspl-GTPase Yrbl spielt einell®Rk bei der Dissoziation von
Exportkomplexen, die aus dem Zellkern ausgeschigusden. Yrb1l wurde aber nicht nur im
Cytosol, sondern auch im Nukleus nachgewiesen (it al, 2000). Um seine Funktion
dort zu klaren, sind in dieser Arbeit Bindungsvetsigemacht worden, in denen endogen in
der Hefezelle vorkommende Protein-Protein-Komplexmittelt wurden. Das Zielprotein
wurde mit einem sog. “TAP-Tag“ versehen, mit dentsprechenden Zellen eine
Zellfraktionierung durchgefuhrt und aus den gewomme Fraktionen Ligand-
Interaktionspartner-Komplexe extrahiert. Bei eingolchen Tandem-Affinitatsreinigung
(TAP) wird das “Target-Protein“ Gber einen “Doppejt an eine Matrix gebunden, an einer
spezifischen Spaltstelle gespalten und Uber destlitken” “Tag” an eine zweite Matrix
gebunden, um so einen erh6hten Reinigungsgradreicteen. In dieser Arbeit wurde eie
TEV-ZZGen-Kassette hinter d&¥RB1Gen in das Hefegenom integriert. Die Richtigkedt d
Integration wurde zum einen durch Isolierung denogeischen DNA und anschlieRende
Durchfihrung einer PCR mit Oligonukleotiden, die lmeserahmen de¥RB1Gens und
hinter dem miteingefuhrten Markergen im Genom Idibierten (Daten nicht gezeigt) belegt.
Zum anderen wurde das synthetisierte Protein ima@e=elllysat mittels SDS-PAGE und
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anschlieBender Immundetektion mit Yrbl-spezifischemikdrpern nachgewiesen (Abb.
21A).
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Abb. 21: Die Synthese von Yrb1-S-TEV-Z und seine M@enbestimmung in Cytosol und Kernlysat

(A) Aus Zellen der Stamme GSY1128, GSY1129 und GBW1lals Kontrolle fur natives Yrbl wurden durch
einfachen Aufschluss mittels Vortexen unter Zugabe Glasperlen Gesamtzelllysate hergestellt. Dizbem
wurden durch SDS-PAGE aufgetrennt, auf eine PVDRdlli@n transferiert und mit anti-Yrb1l (1:2000) als
Erst-Antikdrper detektiert. (B) GSY1129-Zellen werdkultiviert und daraus Cytosol und Kernlysat gemnen.
Von den einzelnen Stationen der Aufarbeitung wurdesben entnommen (die Probe des Kernlysats isadi®-
so konzentriert wie die Ubrigen) und durch SDS-PA@&Egetrennt. Bei der anschliefenden Immunoblot-
Analyse wurde mit anti-Yrb1l (1:2000) als Erst-Ardiger inkubiert. (C) 6,16 pl Cytosol aus GSY112% un
verschiedene Mengen rekombinantes Yrbl wurden menei Immunoblot analysiert und die Menge des
enthaltenen Yrb1-S-TEV-Z mit Hilfe der ImageQuarit ¥2003.03-Software quantifiziert. (D) Analog wurde
mit 2,63 pl Kernlysat aus GSY1129 verfahren. Digdbnisse sind in Tabelle 12 dargestellt.

Aus der Grol3e der erhaltenen Produkte lasst sidieBen, dass die Gen-Kassette bei beiden
erhaltenen Klonen prinzipiell an der richtigen #tedingegliedert wurde, jedoch bei Stamm
GSY1129 eine Z-Domane des Protein A-Teils des “Tégdt und lediglich Yrb1-S-TEV-Z
synthetisiert wird. GSY1128 synthetisiert Yrb1-SVIFEZ korrekt, jedoch zeigte sich, dass
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dieser Stamm nur sehr schlecht wéchst. Vorstelildae, dass das essenzielle Yrb1l wegen der
zweiten Z-Domane durch sterische Behinderung inesdtunktion gehemmt wird. GSY1129
hingegen zeigte gutes Wachstum und weil Yrb1-S-TEM-der Lage war, sowohl an 1gG-,
als auch an S-Protein-Sepharose zu binden (Abh.vazde im Weiteren nur noch dieser
Stamm verwendet. Mittels Immunoblotting wurde nashigsen, dass die Mengen an Yrbl
mit “Tag” in GSY1129 und an nativem Yrbl in Hefedtypzellen vergleichbar sind (Daten
nicht gezeigt).

Fur die nachfolgenden Bindungsversuche wurde jedaih Gesamtzelllysat verwendet,
sondern Cytosol bzw. Kernlysat. Dadurch sollte wetrt werden, dass Artefakte entstehen,
die bei raumlicher Trennung nicht gebildet bzw. atiuderen Interaktion physiologische
Komplexe zerstort wirden. Die einzelnen Stufen resoéchen Praparation sind in Abb. 21B
aufgefuhrt. Im Verlauf der Aufarbeitung wurden zerschiedenen Zeitpunkten anteilig sich
entsprechende Aliquots enthommen und mit SDS-Pwigedinnt. Als einzige Ausnahme
wurde die Probe des Kernlysats 10 x so konzentaegesetzt. Die Proteine wurden wieder
mittels SDS-PAGE aufgetrennt und einer Immunoblotlse mit einem Antikérper gegen
Yrbl unterzogen. Man sieht, dass es ausgehenderomthkten Zellen Uber Zellwandverdau
und Homogenisierung der Zellen bis hin zum Zelllysareits starke Verluste an Yrbl-S-
TEV-Z gab. Das entspricht jedoch dem Verhalten dasven Yrbl (vgl. 3.1), welches
ebenfalls in dieser Phase den starksten Abbauezeigtleicht sogar noch mehr als hier. Das
kénnte man damit erklaren, dass der “Tag" das Rr@vas gegen Proteasen abschirmt. Im
weiteren Verlauf zeigte sich Yrb1-S-TEV-Z als staBwischen Zelllysat und Cytosol, wo
der Hauptanteil des Proteins zu finden ist, istnkain Unterschied zu erkennen und auch die
Lyse der Kerne durch Ultraschall scheint dem Prnotecht zu schaden, da es keine Verluste
gab (man bertcksichtige die 10-fach héhere Konagatr an Kernlysat im Vergleich zur
unléslichen Fraktion). Daraus wurde abgeleitetsddis Verteilung von Yrbl-S-TEV-Z der
physiologischen des nativen Proteins entsprichts Wwareits durchin vivo-Mikroskopie
gezeigt wurde (vgl. Abb. 20).

Anhand der in Abb. 21C und D dargestellten ImmuatBinalysen (anti-Yrb1l-Antikdrper)
wurde mit Hilfe der Software ImageQuant TL v2003d@ Gehalt an Yrb1-S-TEV-Z in der
cytosolischen und der Kernlysat-Fraktion im Vergtei mit ebenfalls aufgetragenem
rekombinantem Yrbl bestimmt. Dabei blieb der Abbas Proteins unbeachtet und es wurde
nur intaktes Protein quantifiziert. Die Ergebniss®l in Tabelle 12 dargestellt.
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Tabelle 12: Quantifizierung von Yrb1-S-TEV-Z in Cytosol bzw. Kernlysat aus GSY1129

Zellfraktion Cytosol Kernlysat
Volumen der aufgetragenen
Zellfraktion [ul] 6,16 2,63
errechnete Masse Yrb1-S-
TEV-Z in der aufgetragenen 0,07 0,25
Probe [ng]
Konzentration von Yrbl-S-
TEV-Z in der jeweiligen 0,012 0,096
Zellfraktion [ng/ul]
Masse an Yrbl-S-TEV-Z
[ng] pro 1 pg Gesamtprotein 0,0018 0,025

in der jeweiligen Zellfraktion

Masse an Yrbl-S-TEV-Z
[ng] aus der jeweiligen 146 51
Zellfraktion pro 1 g Zellen

Dabei wurde fur die verwendete Cytosolfraktion, dmt Puffer gemischt vorliegt, eine
Konzentration von 0,012 ng Yrb1l-S-TEV-Z pro ul besht und fur die in diesem Fall
benutzte mit Puffer verdinnte Kernlysat-FraktioneeKonzentration von 0,096 ng pro pl.
Man beachte, dass das Cytosol zuvor starker vetdiwmurde als das Kernlysat.
Zuruckgerechnet auf die Menge an Gesamtproteieinedveiligen Fraktion ergibt sich damit
ein Yrb1l-S-TEV-Z-Gehalt von 0,0018 ng/pg Gesamgirotm Cytosol und von 0,025 ng/ug
Gesamprotein im Kernlysat (wesentlich héherer Géganteingehalt im Cytosol!). Bezogen
auf das Zellfeuchtgewicht bedeutet das, dass augellen 146 ng Yrb1-S-TEV-Z im Cytosol
und 51 ng im Kernlysat gewonnen wurden. Trotz def3gn Verluste entspricht das von der

Tendenz her immer noch der physiologischen Vergiin den Kompartimenten.

Tandem-Affinitatsreinigung mit Yrb1-S-TEV-Z

Wenn Makromolekille aus dem Zellkern ausgeschlewstden, so geschieht das unter
Komplexbildung mit einem Exportrezeptor und Gsp1lFGWelches im Nukleus im Vergleich
zum Cytoplasma im Uberschuss vorliegt. Dort angekem wird das gebundene GTP durch
Gspl hydrolysiert und der Komplex dissoziiert. Nekienal stimuliert dabei Yrbl die
GTPase-Aktivitat von Gspl. Da jedoch gezeigt wurdass Yrbl zwischen Kern und
Cytoplasma pendelt (Kinzlert al, 2000), sollten die im Folgenden gezeigten
Bindungsversuche dazu dienen, ImportrezeptorerYfiil ausfindig zu machen bzw. seine
Funktion im Kern dadurch naher zu beleuchten, dasd#sprechende nukleéare

Interaktionspartner detektiert werden sollten. Ben Experimenten wurde eirf®TEV-ZZ
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Gen-Kassette in Hefe genomisch integriert. Aus atieklefezellen wurde wie im Kapitel
2.8.10 beschrieben Cytosol und Kernlysat hergestBhs synthetisierte Yrbl wurde in
Komplex mit eventuellen Interaktionspartnern Ubexinen “Tag* an IgG-Sepharose
immobilisiert (2 h, 4°C), mit TEV-Protease Uber eeispezielle Spaltstelle fur dieses Enzym
eluiert (1 h, Raumtemperatur), um an eine weiteadrid, die S-Protein-Sepharose, erneut
gebunden zu werden (2 h, 4°C). Von den einzelngatit®en“ wurden Proben entnommen
und entweder lediglich durch SDS-PAGE und Farbuitgkoiloidalem Coomassie analysiert
(Abb. 22A) oder die Proteine wurden von einem Gdl @&ine PVDF-Membran ubertragen
und immunologisch mit Antikérpern gegen Yrbl bzvgeC detektiert (Abb. 22B und C). Vor
allem in der Immunoblot-Analyse wird deutlich, dassgelungen ist, Yrb1-S-TEV-Z aus dem
Cytosol (B) und aus dem Kernlysat (C) durch Bindug IgG-Sepharose zu extrahieren.
Nach Zugabe von TEV-Protease wurde Yrbl-S abgespailtnd war im Uberstand
wiederzufinden. Parallel dazu gab es jeweils eifemsatz ohne TEV-Protease, um
unspezifische Effekte zu visualisieren. Yrb1l mitndetzt nur noch einfachen “Tag” wurde in
einem zweiten Bindungsschritt an S-Protein-Sepleagebunden. Speziell mit Cytosol (B)
zeigte sich, dass das Protein durch die TEV-Pretaasseiner Spaltstelle angegriffen wurde,
es jedoch bei beiden Ansatzen unspezifischen Algadny der in Yrbl ohne “Tag® (man
beachte auch das Molekulargewicht) resultierte deghalb im Uberstand zu finden war. Das
Degradationsprodukt zeigte sich auch bei Bindung-d@rotein-Sepharose im Uberstand, was
erneut auf ein Fehlen des “Tags” hindeutet. Allesailem verlief die Bindung an beide
Matrices gut, jedoch nicht quantitativ (Die Auftssxgengen der Proben der einzelnen Schritte
entsprechen sich im Hinblick auf die Parallelanstz + TEV-Protease), nicht bezuglich der
einzelnen “Stationen® (1. Bindung/ Spaltung/ 2.@ing). Die Verhaltnisse zueinander sind
Abb. 22 zu entnehmen.). Unter (A) ist der Verlaesskelben Bindungsversuchs nach einer
SDS-PAGE und Farbung mit kolloidalem Coomassie ektedlt, jedoch ist das Ziel-Protein
aufgrund seiner geringen Menge und der Uberlagedurgh sonstige Proteine nicht so
deutlich sichtbar wie in der Immundetektion. Diaiette schwere und leichte Kette des IgGs
sowie daran anhaftende Proteine verdecken die Bgdwn Yrb1l-S-TEV-Z an und seine
Ablosung von der ersten Matrix, jedoch sieht man dizugehdrigen Uberstand eine
schwache Bande auf entsprechender Hohe. Deutlgtt man jedoch die Immobilisierung
von Yrbl-S an S-Protein-Sepharose in dem Ansatichem zuvor TEV-Protease zugesetzt

wurde, jedoch nicht in dem ohne Enzym.
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Abb. 22: Tandem-Affinitatsreinigung von Yrb1-S-TEV-Z

Zellen des Hefestammes GSY1129 wurden kultiviedt daraus eine Cytosol-Fraktion und Kernlysat beteit
(A und B) Cytosol mit einem Gesamtproteingehalt 286 mg aus 7 g Zellen wurden zusammen mit 1gG-
Sepharose fur 2 h bei 4°C inkubiert (1. Bindungafel dazu wurde ein Kontroll-Ansatz vorbereitdgy keiner
TEV-Protease-Behandlung unterzogen wurde. Nach rifiggdtion wurde aus dem Uberstand (USO;
Abkurzungen vergleiche unten) eine Probe entnommdenden Ansétzen wurden entweder 276 pug TEV-
Protease (Spaltung) oder lediglich Puffer gegeldach der Inkubation (fir 1 h bei Raumtemperaturydeu
wiederum zentrifugiert und vom Uberstand (US1) bRellet (Pel) wurde ein Aliquot entnommen. Der
Uberstand wurde zu S-Protein-Sepharose gegebempigk (fir 2 h, 4°C) (2. Bindung) und wieder
zentrifugiert. Auch hier wurde von Uberstand (US@)d Pellet (Pe2) ein Aliqguot entnommen. Alle Prgben
inklusive Ausgangsmaterial, wurden durch SDS-PAGEkwlloidalem Coomassie bzw. Immunoblot-Analyse
mit einem Antikérper gegen Yrbl (1:2000) und einanti-Kaninchen-Sekundarantikdrper (1:1000) detektie
(B) Bezogen auf die Menge des Ausgangsmaterials)(rden die Ubrigen Proben um folgende Faktoren
konzentrierter bzw. weniger konzentriert aufgetrageAM:US0:US1:Pel:US2:Pe2 verhdlt sich wie
1:0,2:46:25,6:46:26,8. (C) Parallel dazu wurde Kd#rnlysat verfahren. Dabei wurden pro Ansatz 27 mg
Gesamtprotein aus 14 g Zellen genommen und mitygd®rotease behandelt. Die Proben wurden durch
Immunoblot-Analyse mit anti-Yrb1 (1:2000) als Efsttikdrper und einem anti-Kaninchen-Sekundarantledr
(1:1000) detektiert und in folgendem Verhéltnis gmifagen: AM:US0:US1:Pel:US2:Pe2 wie
1:0,4:0,8:70:0,8:47.
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Im Vergleich dazu sieht man im Versuch mit Kernty&2), dass auch hier beide Bindungen
zwar deutlich, aber nicht quantitativ verliefeneDiEV-Spaltung war wiederum spezifisch,
jedoch kam es im Ansatz ohne Enzym zur Ablosung Yobl-S-TEV-Z, was in der
vorletzten Spur deutlich wird, wo Yrb1l mit dem ikiian “Doppeltag” an S-Protein-Sepharose
bindet. Dem ist nicht so bei Zugabe von TEV-Prate@szunehmen ist, dass, da es sich bei
solchen Bindungen immer um Gleichgewichtsreaktiohandelt, in beiden Fallen Yrbl-S-
TEV-Z mit komplettem “Tag“ abgeldst wurde, bei Zbgavon TEV-Protease das besser

zugangliche freie Protein aber sofort gespalterdewur

Synthese von Csel-S-TEV-ZZ ir6. cerevisiae und seine Mengenbestimmung in Cytosol
und Kernlysat

Csel ist der Exportrezeptor von Srpl (Hood undegil¥998; Solsbachet al, 1998), einem
Protein, welches am nuklearen Import von “Cargo#‘emer klassischen NLS beteiligt ist.
Um weitere Substrate zu detektieren bzw. anderektfumen von Csel im Kern zu
beleuchten, wurden Bindungsversuche mit Csel mnei“TAP-Tag" durchgefuhrt. Dazu
wurde eine S-TEV-ZZGen-Kassette ins Hefegenom eingefuihrt. Die Ri&leilg der
Integration wurde Uberprift. Die genomischen DNAraeuisoliert und eine Polymerase-
Kettenreaktion mit Oligonukleotiden durchgefiihrie dm Leserahmen deSSE1Gens und
hinter dem miteingefiihrten Markergen im Genom Hdibrerten (Daten nicht gezeigt).
Daneben wurde aus den transformierten Zellen eimpettlysat hergestellt und das
exprimierte Protein durch Immunoblotting mit einémtikorper gegen Csel detektiert (Abb.
23A). Im zusatzlichen Vergleich mit dem nativen teno sieht man einen “Shift* von
109,5 kDa nach 126,5 kDa mit “TAP-Tag". Bei derettien Gegenuberstellung der gleichen
Mengen an mit Glasperlen lysierten Hefewildtypzelland Zellen des Stammes GSY1127 in
einer Immunoblot-Analyse sieht man, dass beideelfretahnlich stark synthetisiert wurden
(Daten nicht gezeigt). Abb. 23 zeigt den AblaufegiRraparation von Cytosol und Kernlysat
mit den transformierten Hefezellen. Die Aufarbegusrfolgte wie unter 2.8.10 beschrieben.
Von den einzelnen Phasen wurden Proben genommergevimaliig entsprechen sie sich bis
auf das Kernlysat, dessen Probe 3-fach so koneentmar wie die Ubrigen. Die Verluste
zwischen den einzelnen Stationen waren geringcjedeeht man - im Cytosol starker als im
Kernlysat - Gberall eine Abbaubande auf einer Hillischen nativem und Protein mit “Tag".
Die Aufteilung von Csel-S-TEV-ZZ zwischen CytosaelduKern entspricht im Prinzip der
physiologischen: das Protein ist in beiden Kompagtiten deutlich vertreten.
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Abb. 23: Die Synthese von Csel-S-TEV-ZZ und seinedvigenbestimmung in Cytosol und Kernlysat

(A) Zellen der Hefestamme GSY1127 und GSY158 alstKidle fiir das native Protein wurden kultiviertdun
daraus Cytosol und Kernlysat gewonnen. Von denreéiien Stationen der Aufarbeitung- beim Wildtyp man
Cytosol und der unldslichen Fraktion- wurden Alitgi@ntnommen (die Probe des Kernlysats ist 3-fach s
konzentriert wie die Ubrigen) und durch SDS-PAGEgatrennt. Bei der anschlieRenden Immunoblot-Aralys
wurde mit anti-Csel (1:500) als Erst-Antikdrper amdi-Kaninchen-Sekundarantikdrper (1:1000) inketbi@B)

2,5 pl Kernlysat aus GSY1127 und verschiedene Memgkombinantes GST-Csel wurden mit Immunoblot-
Analyse detektiert und die Menge des entaltenerl-Gs@EV-ZZ mit Hilfe der ImageQuant TL v2003.03-
Software quantifiziert. (D) Die Menge an in Cytosuithaltenem Csel-S-TEV-ZZ wurde in direktem Vaojie
zum Kernlysat ermittelt. 0,247 ul Cytosol sowie AggCsel-S-TEV-ZZ aus Kernlysat wurden aufgetragmh
die enthaltenen Menge mit der ImageQuant TL v20®&6ftware berechnet. Die Ergebnisse sind in Tald|
dargestellt.

Abb. 23 zeigt die Mengenbestimmung von Csel-S-TEMMrZCytosol (C) und Kernlysat (B).
Durch eine Immunoblot-Analyse mit einem Antikorppegen Csel wurde die Menge des
Proteins anhand verschiedener Mengen GST-Csel eritlrdageQuant TL v2003.03-
Software bestimmt. Die Menge an Csel-S-TEV-ZZ imioSgl wurde mit der im Kernlysat
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verglichen und berechnet. Die Ergebnisse sind vella 13 aufgefuhrt. Dabei ergab sich flr
das verwendete Cytosol eine Konzentration von a&sel-S-TEV-ZZ/ul und fur das
Kernlysat 2,4 ng/ul. Das bedeutet, pro 1 ng Gesamdain der jeweiligen Zellfraktion sind im
Cytosol 0,186 ng und im Kernlysat 0,338 ng CselES~¥Z zu finden. Bezogen auf 1 g
Zellen (Zellfeuchtgewicht) sind das im Cytosol R@ Protein und im Kernlysat 777 ng. Das
bedeutet, das Protein verteilt sich, wenn auchtrgahz gleichméliig, zwischen der Cytosol-
und der Kernfraktion.

Tabelle 13: Quantifizierung von Csel-S-TEV-ZZ in Cyosol bzw. Kernlysat aus GSY1127

Zellfraktion Cytosol Kernlysat

-

Volumen der aufgetragene

Zellfraktion [ul] 0,247 2,5

errechnete Masse Csel-S
TEV-ZZ in der 0,34 5,9
aufgetragenen Probe [ng]

Konzentration von Csel-S:;
TEV-ZZ in der jeweiligen 1,38 2,4
Zellfraktion [ng/ul]

Masse an Csel-S-TEV-ZZ
[ng] pro 1 pg Gesamtproteip 0,186 0,338
in der jeweiligen Zellfraktion

Masse an Csel-S-TEV-ZZ
[ng] aus der jeweiligen 2600 777
Zellfraktion pro 1 g Zellen

Tandem-Affinitatsreinigung mit Csel-S-TEV-ZZ und Identifikation eines bekannten

Protein-Protein-Komplexes

Proteine, die eine klassische Kernlokalisierungsser enthalten, werden in den Nukleus
importiert, indem sie Uber das Adapterprotein SxpXKap95 binden und das Heterotrimer die
Kernpore durchquert. Durch Interaktion von Gspl-GiiiP Kap95 wird das Substrat wieder
freigesetzt und die Transportfaktoren werden zugétikhrt. Kap95 ist gemeinsam mit Gsp1l-
GTP in der Lage, ohne weitere Faktoren zuriick igm@sama zu gelangen, Srpl bendétigt
dazu Csel (Hood und Silver, 1998). Zusammen mitl&3pP bildet sich ein ternarer
Komplex, der ins Cytoplsama transloziert. Dort &ugemen gibt Csel sein Substrat wieder
frei.

Diese Transportfunktion scheint aber nicht seineige Aufgabe zu sein. Man vermutet, dass
Csel bzw. CAS eine Rolle beim Zellzyklus, der Zellifferation bzw. der Apoptose spielen
konnte, z.B. beim Mitose-Spindel-Checkpoint, derddmosomensegregation oder einfach
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beim Export von Srpl/ Importia als Transporter von Zellzyklus-Faktoren (Hoetdal,
2001; Sakakidaet al, 2005; Shiret al, 2005; Yanoet al, 1994). Um das zu uberprifen,
wurde in Bindungsstudien nach weiteren Interakpamnern gesucht. Dazu bediente man
sich der Methode der Tandem-Affinitatsreinigunge [3-TEV-ZZKassette wurde in Hefe
genomisch hinter del@SE1Gen eingegliedert und eine Zellfraktionierung dhgefiihrt. Das
synthetisierte Csel trug demzufolge einen “TAP-Tadper den es anfangs an IgG-Sepharose
gebunden wurde. Die Inkubation erfolgte flr 2 h #8C. Eluiert wurde durch spezifische
Spaltung mit TEV-Protease innerhalb des “Tags* (filr bei Raumtemperatur). Uber den
verbliebenen “S-Tag“ wurde das Protein an S-PreSspharose noch einmal gebunden. Die
Suspension wurde erneut fur 2 h bei 4°C inkubikutf. diese Weise wurden endogen in der
Hefezelle vorliegende Komplexe mit Csel isoliebhbA24 A zeigt den Ablauf einer solchen
Tandem-Affinitatsreinigung mit Kernlysat. Es gil@weils zwei Parallel-Ansatze, ohne und
mit Zugabe von TEV-Protease. Man sieht, dass sodiehérste Bindung, als auch Spaltung
und zweite Bindung gut funktioniert haben. Nich&tdeveniger erkennt man, dass wie bei
Yrbl auch hier die Bindungen nicht quantitativ @efen und noch verhaltnismaRig viel
Ligand im Uberstand verbleibt. Dariiber hinaus fallif, dass bei der TEV-Protease-
Inkubation auch ohne Enzym etwas Protein abgespaltier abgeldst wird. Offenbar lauft
das erhaltene Produkt auf der gleichen Hohe wielGsan jedem Fall aber hoher als das
native Protein. Jedoch zeigt es keinerlei Affinitii S-Protein-Sepharose. Es ist nicht
offensichtlich, was genau mit dem Ziel-Protein dpeten ist, indessen ist klar, dass der
“Tag"“ nicht mehr funktional war.

Bei dem Bindungsversuch mit Cytosol gab es einiéhe$ Ergebnis (Abb. 24B). Aus der
Immunoblot-Analyse lasst sich schlieRen, dass digeeBindung, die Spaltung sowie die
zweite Bindung prinzipiell gelungen sind. Ob dien&ung an lgG-Sepharose quantitativ
verlaufen ist, lasst sich aus diesem Versuch naifieiten. Man sieht in der Spur des
Ausgangsmaterials nur Abbau und das eigentlichd-Ss€EV-ZZ fallt mengenmaRig unter
die Detektionsgrenze, so dass man aus dem Fehlen Bande an Csel-S-TEV-ZZ in der
ungebundenen Fraktion (1. Bindung) nicht ableitenrk ob das Protein komplett extrahiert
wurde oder ob es in zu geringer Menge vorhandenuwarvisualisiert zu werden. Wie in den
Versuchen mit Kernlysat sieht man auch hier, dassSpaltung auch in der Puffer-Kontrolle
Protein abgeldst wird. Die Bande befindet sich wrealif der Hohe von Csel-S, der “Tag" ist
unfunktional und interagiert kaum mit S-Protein-Ba&se. Die zweite Bindung des Protease-
behandelten Proteins ist wieder sehr deutlich, wemch nicht vollstandig. In der
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ungebundenen Fraktion, welche ca. 100 x so verdighntie die gebundene, ist noch eine

schwache Bande von Csel-S zu erkennen.
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Abb. 24: Tandem-Affinitatsreinigung von Csel-S-TEVZZ

Zellen des Hefestammes GSY1127 wurden kultiviedt daraus eine Cytosol-Fraktion und Kernlysat beteit
(A) Kernlysat mit einem Gesamtproteingehalt vom2§ aus 9,5 g Zellen wurden zusammen mit IgG-Segkaro
inkubiert (fur 2 h, 4°C) (1. Bindung). Parallel dagvurde ein Kontroll-Ansatz vorbereitet, der keiriEV-
Protease-Behandlung unterzogen wurde. Nach Zegatifon wurde vom Uberstand (USO; Abkiirzungen
vergleiche unten) ein Aliquot entnommen. Zu den &msn wurden entweder 97 pg TEV-Protease (1 h bei
Raumtemperatur) (Spaltung) oder lediglich Puffegaden. Nach der Inkubation wurde wiederum zentigftig
und vom Uberstand (US1) bzw. Pellet (Pel) wurde &robe entnommen. Der Uberstand wurde zu S-Protein
Sepharose gegeben, inkubiert (fur 2 h, 4°C) (2.d&ng) und wieder zentrifugiert. Auch hier wurde von
Uberstand (US2) und Pellet (Pe2) eine Probe entramualle Aliquots, inklusive Ausgangsmaterial, wend
durch eine Immunoblot-Analyse mit einem Antikérpgegen Csel (1:500) und einem anti-Kaninchen-
Sekundarantikdrper (1:1000) detektiert. Bezogen diaf Menge des Ausgangsmaterials (AM) wurden die
tibrigen Proben um folgende Faktoren konzentrietdgetragen: AM:US0:US1:Pel:US2:Pe2 verhalt sich wi
1:3,5:22:248:22:551. (B) Parallel wurde mit Cytosetfahren. Dabei wurden pro Ansatz 50 mg Gesartgjgro
aus 3,6 g Zellen genommen und mit 230 pg TEV-Psetebehandelt. Die Proben wurden durch eine
Immunoblot-Analyse mit anti-Csel (1:2000) und &mpl (1:10000) als Erst-Antikbrper und einem anti-
Kaninchen-Sekundéarantikbrper  (1:1000) detektiert d unin  folgendem  Verhdltnis aufgetragen:
AM:US0:0US1:Pel:US2:Pe2 wie 1:0,7:4,7:126:4,7:420.
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In dem gleichen Bindungsversuch sollte das bekaixjgortsubstrat Srpl nachgewiesen
werden. In einer Immunoblot-Analyse wurde mit ein@mtikbrper gegen Srpl (Abb. 24B
unten) detektiert und man erkennt, dass es im Kexplit Csel-S an S-Protein-Sepharose
gefunden wurde. Nach der TEV-Protease-Spaltung evasdzwar auch in der ungebundenen
Fraktion der Puffer-Kontrolle detektiert, jedochniger als mit Protease. Aul3erdem wurde es
bei der Kontrolle nicht noch einmal Uber Csel aRr&ein-Sepharose gebunden, sondern
verlieb vollstandig im Uberstand. Das bedeutet ,aésohat sich tatsachlich ein Srp1-Csel-
Komplex gebildet und es handelt sich nicht um ainspezifische Bindung an die zweite
Matrix. Im Gegensatz dazu scheint es sehr wohl ezipches Anhaften von Srpl an IgG-
Sepharose zu geben. Anders ist es nicht zu erkléieess nach Zugabe von TEV-Protease
mehr Srpl an der Saule zurlickbleibt als ohne. Bistke unspezifische “Kleben bleiben*
von Proteinen an Immunglobulin G ist bekannt unddwauch durch das in Abb. 27
dargestellte Experiment bestatigt. Was zudem dufi@ér groRte Teil von Srpl liegt von
Anfang an nicht im Komplex vor. Das ist jedoch zwaten, da der Exportkomplex aus
Srpl, Csel und Gspl-GTP durch Hydrolyse von GTBR® in der cytosolischen Fraktion
grof3tenteils zerstort bzw. gar nicht erst gebildet. Srpl und Csel haben alleine nur eine

geringe Affinitat zueinander (Solsbacletral, 1998).

Bindungsstudien mit Yrb1-S-TEV-Z und Csel-S-TEV-ZZaus Cytosol

Fur Yrbl und Csel sollten im vitro-Bindungstudien neue Interaktionspartner gefunden
werden. Dazu wurde eirf® TEV-ZZGen-Kassette in Hefezellen genomisch integriéntnal
an YRB1und einmal att SE1 Aus den transformierten Zellen wurde Cytosol gemen. Ein
Volumen mit einem Gesamtproteingehalt zwischen 3d6-mg pro Ansatz wurde fir 2 h bei
4°C mit IgG-Sepharose inkubiert, so dass Yrbl-S-1EbMzw. Csel-S-TEV-ZZ in Komplex
mit einem eventuellen Interaktionspartner an dietriddagebunden wurden. Die Pellets
wurden gewaschen und fur 1 h bei Raumtemperatur TRY-Protease (96 - 920 ug)
behandelt. Der Uberstand wurde mit S-Protein-Seysiesiiir 2 h bei 4°C inkubiert, die Pellets
wurden im Anschluss gewaschen und die gebunderagie mit 2-fach SDS-Probenpuffer
eluiert. Die Proben wurden an den Arbeitskreis Rnof. Albert Sickmann im Rudolf-
Virchow-Zentrum fir Experimentelle Biomedizin in \Waburg geschickt. Dort wurde eine
SDS-PAGE mit anschlie3ender Silberfarbung nach WofMortz et al, 2001) durchgefihrt
(Abb. 25A).
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Abb. 25: Tandem-Affinitdtsreinigung von Yrbl-S-TEV-Z und Csel-S-TEV-ZZ aus Cytosol und
Bindungsversuch mit rekombinanten Proteinen

(A) Zellen der Hefestamme GSY1129 (Spur 1 und 2) GisY1127 (Spur 3) wurden kultiviert und darausein
Cytosol-Fraktion bereitet. Damit wurden wie besebein Tandem-Affinitdtsreinigungen durchgefiihrt. Far
Spur 1 wurden pro Ansatz 64 mg Gesamtprotein adig Zellen, fir Spur 2 206 mg aus 7,5 g Zellen fiid
Spur 3 200 mg aus 14 g Zellen genommen. Die Probiennach der 1. Bindung an IgG-Sepharose, nach
Spaltung mit TEV-Protease (Spur 1 96 pg, Spur 2|25,6Spur 3 920 pg) und nach der 2. Bindung andger
Sepharose erhalten wurden, wurden an den Arbeigskoae Prof. Albert Sickmann im Rudolf-Virchow-Zeam

fur Experimentelle Biomedizin in Wirzburg geschickiort wurde eine SDS-PAGE durchgefihrt, wobei fur
Spur 1 7,5 ul, fur Spur 2 14,5 pl und fur Spur 8 (8, des zur Verfligung stehenden Materials aufgetra
wurden. Das Gel wurde nach der Methode von Vorulimegjefarbt und die gefundenen Proteine mittels
Massenspektrometrie detektiert (Tabelle 14). (BY 3SST-Kap95 und GST-Gspl1Q71L-GTP wurdelkircoli
(Kap95: BL21, sonst JM101) synthetisiert und gagtinJe 30 g der Proteine wurden an GSH-Sepharose
gebunden. Als Puffer wurde W-Bindungspuffer benu2zinach wurde zentrifugiert und gewaschen. Die
Ansatze wurden mit 50 pg Yrbl, das zuvor ultraztmgiert (bei 4°C und 539511 x g fir 30 min) wordear,

fir 1 h bei 4°C inkubiert. Es wurde erneut zengiéut und gewaschen und die Proben mit 2-fach SDS-
Probenpuffer eluiert. Es wurde eine Immunoblot-Aseal durchgefiihrt, bei der ein Antikérper gegen Yrbl
(1:2000) und ein anti-Kaninchen-Sekundarantikofpet000) eingesetzt wurde.

Die gebundenen Proteine wurden mittels Massenspektrie detektiert und sind in Tabelle
14 aufgelistet. Fir Csel (Spur 3) wurden keine iphygischen Bindungspartner gefunden.
Mit Yrbl haben folgende Proteine interagiert: dibosomalen Proteine Rpl9a, Rpl12b,
Rpl17b, Rpl21b, Rpl25, Rpl26b, Rpl27b, Rpsl13, Rpstidd Rps20, die an Glykolyse und
Glukoneogenese beteiligten Proteine Eno2, Pgkl1Tatn®, daneben Arfl und 2, die in den
ER-zu-Golgi- und Intra-Golgi-Transport involvierind, der NLS-Protein-Importrezeptor
Kap95, die CTP-Synthase Ura7, die Prolin-tRNA-Lgas YhrO20w, der

Translationselongationsfaktor Tef2, die Alkoholdélogenase Adhl, die ATPase Vmaz2,
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Yerl60c, welches bei der Ty-Element-Transpositiomgfert, die Methionin-Adenosyl-
Transferase Saml, Ascl, dessen Funktion noch unbekast, sowie die an
Proteinbiosynthese bzw. -faltung oder Stressantbeteiligten Proteine Hsp82, Hsc82, Ssal
und 2, Ssb2 und Ssel. Ssal soll dartber hinauslassidchen NLS-Protein-Import in den
Nukleus beteiligt sein. Man nimmt an, dass es dedihg des Substrats an den Rezeptor
erleichtert bzw. den Protein-Protein-Komplex stahatt (Shulgeet al, 1996). Die gefundene
Wechselwirkung von Kap95 zu Yrbl wurde genauer mgotht. InE. coli synthetisiertes
GST-Kap95 und als Kontrollen GST und GST-Gspl1Q7IMRGvurden an GSH-Sepharose
gebunden. Zu den gewaschenen Pellets wurde ultrdagiertes Yrbl gegeben und fur 1 h
bei 4°C inkubiert. Die Proben wurden durch SDS-PA@Hgetrennt und auf eine PVDF-
Membran transferiert. Mit einem Antikorper gegerbYwurde immundetektiert (Abb. 25B).
Bei der Negativkontrolle GST ist fast keine Intdérak zu erkennen. Die Positivkontrolle
GsplQ71L-GTP zeigt eine starke Wechselwirkung mibly Im Vergleich dazu ist die
gefundene Bindung von Kap95 schwacher, aber dbwdlikennbar.

Tabelle 14: Mit Yrb1 und Csel mittels TAP im Cytosb“gefischte” Proteine

Balg::l'en- Protein [m;/;] Funktion Lokalisation
1 Kap95 94,7
2 Yrbl 23,0
Protein-Komponente der
3 Rpl9a 21,6 grof3en ribosomalen Cytosol
Untereinheit
4 Yrbl 23,0
Protein-Komponente der
Rpl27b 15,5 grof3en ribosomalen Cytosol
5 Untereinheit
Protein-Komponente der
Rps13 17,0 kleinen ribosomalen Cytosol
Untereinheit
Hsp82 81,4 Proteinfaltung, Stressantwport Cytoplasma
6 Hsc82 81,0 Proteinfaltung, Stressantwort Qytoplasnja,
Mitochondrium
Ssel 77,4 Proteinfaltung Cytoplasma
Ssa2 69,5 Proteinfaltung Cytoplasma, Zellwand,
Vakuolenmembran
SRP-abhéngiges co-
translationales Protein- Cytoplasma, Nukleus,
7 Ssal 69,7 | Membran-Targeting, Protein- Zellwand,
Faltung, Protein-Import in Vakuolenmembran
den Nukleus
Ura7 64,7 CTP-Synthase-Aktivitat Cytosol
Ssb2 66,6 Proteinbiosynthese Cytoplasma, Polysom




3. Ergebnisse 112

! Hsc82 81,0 Proteinfaltung, Stressantwprt Qytoplasnja,
Mitochondrium
Phosphopyruvat-
Eno2 46,9 Glukoneogenese, Glykolyse Hydratase, l6sliche
Fraktion
8 Yhr020w 77,4 Prolin-tRNA-Ligase- unbekannt
Aktivitat
Tef2 50,0 Translationselongation Cytosol
Pgkl 44,7 Glukoneogenese, Glykolyse Cytoplasmaggoyt
Alkoholdehydrogenase-
Adhl 36,8 AKtiVitt Cytosol
L. Cytoplasma, Cytosol,
Tdh3 35,7 Glukoneogenese, Glykolyse Zeliwand, Lipid-Partikel
9 . Cytoplasma, Protonen-
Vma2 57,8 Protonen-transp_ort!grende transportierende ATPasef
ATPase-Aktivitat »
V1-Domane
. Retrotransposon-
Yerl60c 198,6 Ty-Element-Transpositiof Nukleokapsid
Yrbl 23,0
Methionin-Adenosyl-
10 Saml 418 Transferase-Aktivitat Cytoplasma
Ascl 34,8 unbekannt Cytoplasma
Tef2 50,0 Translationselongation Ribosom
Yrbl 23,0
ER-zu-Golgi-Transport, VI
Arfl 20,5 Intra-Golgi-Transport Golgi-Vesikel, Cytosol
ER-zu-Golgi-Transport, VI
11 Arf2 20,7 Intra-Golgi-Transport Golgi-Vesikel, Cytosol
Rpl12b 17,8 Protein-Komponente der
grof3en ribosomalen Cytosol
Rpl21b 18,3 Untereinheit
Rps13 17,0 Protein-Komponente der
kleinen ribosomalen Cytosol
12 Rps20 13.9 Untereinheit
Rpl17b 20,6 Protein-Komponente der
Rpl25 15,8 grofRen ribosomalen Cytosol
Rpl27b 15,5 Untereinheit
Protein-Komponente der
Rpsl4a 14,5 kleinen ribosomalen Cytosol
13 Untereinheit
Protein-Komponente der
Rpl26b 14,2 grof3en ribosomalen Cytosol
Untereinheit
14 Csel 109,4

Die Angaben wurden der SGD-Datenbank entnommen.
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3.3. Interaktionen von Importinen mit Hefeproteinen

3.3.1. Interaktionen von endogenem Kapll4- und Kapl20-S-T¥ZZ mit

Hefeproteinen

Die Synthese und Isolierung von Kap114- bzw. Kap128-TEV-ZZ

Zum Austausch von Makromolekilen zwischen Zellkermd Cytoplasma sind
Transportrezeptoren notwendig. Am Import sind aig. Smportine beteiligt. Zu ihnen zé&hlen
Kapl1l14 und Kap120. Die Mechanismen sind nur tegevdiis wenig geklart. Aufschluss tber
die genauen Mechanismen bzw. weitere Importsulessaitten deshalb die in dieser Arbeit
durchgefuhrten Interaktionsstudien geben. Es wuwethe S-TEV-ZZKassette genomisch
integriert. Um die Richtigkeit der Integration zheiprifen, wurde die DNA isoliert und eine
PCR-Analyse mit Oligonukleotiden durchgefiihrt, die Leserahmen des Ziel-Gens und
hinter dem miteingefiihrten Markergen im Genom Hdibrerten (Daten nicht gezeigt).
Daneben wurde aus den transformierten Zellen eimpettlysat hergestellt und das
synthetisierte Protein durch Immunoblotting mit eem Antikbrper gegen Kapll4 bzw.
Kapl20 detektiert (Abb. 26A und B). Im Vergleich nzu Gesamtzelllysat aus
Hefewildtypzellen sieht man im Falle von Kapll4-BVFZZ einen “Massenshift® von
17 kDa gegenuber dem nativen Protein. Bei Kapld®&$8-ZZ trat der Unterschied nicht so
stark hervor. Die aufgetragenen Volumina der Lysatis Wildtyp- und den genomisch
veranderten Zellen waren jeweils die gleichen, werabzuleiten ist, dass sich die Mengen an
synthetisiertem Protein mit “Tag” und die des naivn etwa entsprechen. Des Weiteren sind
Praparationen zur Gewinnung einer cytosolischen eindr unloslichen Fraktion aus den
transformierten Zellen gezeigt. Von den einzelnbaden einer solchen Aufarbeitung wurden
Proben entnommen, die wieder einer SDS-PAGE undhéisBender Immunoblot-Analyse

mit den gleichen Antikérpern wie oben unterzogemden (Abb. 26A und B).
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Abb. 26: Synthese und Verteilung von Kapll4-S-TEV-Z bzw. Kapl20-S-TEV-ZZ in den
Zellkompartimenten sowie ihre Bindung an IgG- und SProtein-Sepharose

(A) Aus Zellen der Stamme GSY1187 und GSY155 alstkadle fir natives Kapl1l4 wurden mittels TCA-
Fallung Gesamtlysate hergestellt. Die Proben wumé&nHilfe von SDS-PAGE aufgetrennt, auf eine PVDF-
Membran transferiert und mit anti-Kap114 (1:500% d&rst-Antikbrper detektiert. Daneben wurden aus
GSY1187-Zellen eine cytosolische und eine unlésli€maktion gewonnen. Von den einzelnen Stationen de
Aufarbeitung wurden Proben entnommen und durch BBGE aufgetrennt. Bei der anschlieRenden
Immunoblot-Analyse wurde mit einem Erst-Antikrgergen Kapl14 detektiert. (B) Analog wurde mit Zelle
des Hefestammes GSY1188 verfahren. Als Antikorpende hier anti-Kap120 (1:1000) verwendet. (C) Cgtos
und die unldsliche Fraktion aus GSY1187- und GS¥iZ8llen mit einem Gesamtproteingehalt von 3 mg
wurden fir 20 min auf Eis mit W-Bindungspuffer ifdiert und zentrifugiert (fir 10 min bei 4°C und 72Q).
AnschlieBend wurden die Uberstande fur 1 h bei @éide 30 pl IgG- bzw. S-Protein-Sepharose inkubidus
allen Uberstanden und den Pellets wurden Proberoemhen und eine Immunoblot-Analyse durchgefiihrt. Es
wurden dieselben Antiképer wie unter (A) und (Bjwendet. Die Uberstande nach Zentrifugieren waegrubr
cytosolischen Fraktion 13 x so verdiinnt, bei detdslithen 6 x so verdinnt wie die Pellets und die
ungebundenen Fraktionen sind 44 x weniger konarhaufgetragen als die gebundenen.
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Man sieht, dass es in beiden Fallen nur zu geringgtusten kam. Zwischen intakten Zellen
und Sphéaroplasten geht etwas Material verloren, zuasimgehen, wie unter 3.1 erlautert,
nicht moéglich war. Der Zellaufschluss durch den Hgenisator hat den Proteinen nicht
geschadet. Die Mengen vor und nach der Behandlntsprechen sich. Nach der Separation
der cytosolischen und der unléslichen Fraktion wadée zwei Fusionsproteine in beiden
Fraktionen in pragnanten Mengen zu finden, Kapld#=S8-ZZ jedoch etwas mehr in der
erst genannten, Kap120-S-TEV-ZZ etwas mehr in deiten. Dies entspricht also anndhernd
der physiologischen Verteilung in den Kompartimentaeide Proteine sind hauptsachlich im
Nukleus lokalisiert, weniger im Cytosol, wobei démterschied bei Kapl20 starker
ausgepragt ist (Caesat al, 2006; Morehouset al, 1999). Aufféllig ist, dass es trotz der
geringen Verluste im Sinne eines vollstdndigen ®amsndens der S-TEV-ZZ-Proteine
pragnante Degradationsprodukte gab, die sich vdarmgnbis Ende durchzogen.

Im nachsten Schritt wurden die gewonnene cytodwismd unldsliche Fraktion dahingehend
untersucht, ob die “Tags"” des exprimierten Kaplaw.lKap120 funktional sind und an IgG-
und an S-Protein-Sepharose binden (Abb. 26C). Dazrden die cytosolische und die
unlésliche Fraktion mit W-Bindungspuffer inkubiarhd anschliel3end abzentrifugiert. Von
den Pellets und den Uberstanden wurden Proben geaonDie Uberstande wurde zu 1gG-
bzw. S-Protein-Sepharose gegeben und fur 1 h b&i iAkubiert. Die Pellets mit den
gebundenen Proteinen wurden gewaschen und wie ditiqger neu erhaltenen Uberstande
mit SDS-Probenpuffer eluiert. Alle Proben inklusi$esamtlysat und rekombinantem Protein
aus E. coli wurden per SDS-PAGE aufgetrennt und durch Immuwttby detektiert
(Antikorper vergleiche oben). Man sieht in beiddillén, dass nach Zentrifugation der zwei
Zellfraktionen der grolRere Anteil des Proteins itbslgeblieben ist (Man beachte: Der
Uberstand ist im Falle des Cytosols ca. 13 x wenigmzentriert aufgetragen, bei der
unléslichen Fraktion ca. 6 x weniger.). Die Binduag die Matrix war bei jedem Protein
sowohl fur die zwei Saulenmaterialien als auch baide Zellfraktionen erfolgreich. Die
ungebundene Fraktion wurde etwa 44 x weniger kdneehaufgetragen als die gebundene.
Man sieht also, dass die Bindungen bis auf Kapld®&8 aus Cytosol an IgG-Sepharose
nicht quantitativ verlaufen sind. Jedoch war egdigse Zwecke ausreichend. Eine Inkubation

der Zellfraktionen fur 20 h statt nur fir 1 h breckeine Verbesserung (Daten nicht gezeigt).

Co-Reinigung von Kapl114- bzw. Kap120-S-TEV-ZZ und ldfeproteinen

Der erste Schritt beim Zusammenbau von neuem Chionst die Zellzyklus-regulierte
Synthese und der nukledre Import von Core-Histolen. Transport von Htal und Htbl in
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den Zellkern geschieht mit Hilfe des Karoypheringpk14. Napl, ein Protein, welches am
Zusammenbau des Nukleosoms beteiligt ist, versthekAffinitat von Kap114 zu den NLSs
der Histone und wird co-transportiert (Mosammapagdsal, 2002). Im Kern moduliert
Kapl114 die Funktion des Histon-Chaperons Napl wewndrht die Absetzung von H2A bzw.
H2B (Mosammaparagt al, 2005). Daneben importiert Kap114 aber auch Kampten des
Prainitiationskomplexes: das TATA-bindende Prot@BP) (Pembertoret al, 1999), einer
Untereinheit des allgemeinen Transportfaktors TFUDBd mdglicherweise TFIIB (Hodges
al., 2005). Neben anderen lagern diese beiden PeoRINA-Polymerase Il an die DNA an,
so dass die Transkription beginnen kann.

Kap120 wurde als Importrezeptor identifiziert (Carest al, 2006). Es transportiert Rpfl in
den Zellkern. Dabei handelt es sich um ein nuklesla Protein, welches am
Prozessierungsschritt von 27S zu 25S rRNA bei déog®dmenbiosynthese beteiligt ist
(Wehner und Baserga, 2002). Um die genauen Zusahiinge naher zu erforschen bzw.
weitere Transportsubstrate zu finden, wurden insatieArbeit in vitro-Bindungsstudien
durchgefuhrt. Dazu wurde eirf® TEV-ZZ&en-Kassette hinter deKAP114 bzw. KAP120
Gen ins Hefegenom integriert. Aus Zellen dieseredgimme sowie eines Wildtyp-Stammes
wurde wie beschrieben eine cytosolische und einésliche Fraktion hergestellt. Uber den
“Tag” wurde endogenes Kapl14- bzw. Kap120-S-TEVatZIgG-Sepharose immobilisiert.
Zur Kontrolle wurde das Saulenmaterial auch mitjdesiligen Zellfraktion des Hefestamms
vom Wildtyp inkubiert. Die Saule wurde gewaschem wler pH-Wert auf 5 eingestellt. Im
Anschluss wurde mit 0,5 M Essigsaure eluiert. Naonddie Proben tber Nacht in einer
Speedvac mit angeschlossener Kiuhlung gefriergeteicworden waren, wurden sie durch
SDS-PAGE aufgetrennt und mit kolloidaler Coomadsisting gefarbt (Abb. 27A). Zur
Kontrolle wurden die gleichen Proben auf eine PMD&mbran Ubertragen und mit
Antikdrpern gegen Htal und Rpfl immundetektiert §AR27B). Htal wurde bei beiden
Proteinen und beiden Zellfraktionen vom Antikorpenkannt. Rpfl dagegen wurde nur
zusammen mit Kapl14 aus Cytosol und der unloslichaktion nachgewiesen. In den
Proben mit Cytosol und der unléslichen Fraktion &\gdtypzellen wurde kein Protein
detektiert. Zusatzlich wurde mit anti-Yrbl-Antik@mpimmundetektiert. Man erkennt eine
Bande bei der unldslichen Fraktion mit Kap120-S-TEX/
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Abb. 27: Co-Reinigung von Hefeproteinen mit Kapl14s5-TEV-ZZ und Kapl20-S-TEV-ZZ aus Cytosol
und der unldslichen Fraktion

(A) Aus Zellen der Hefestamme GSY1187 (Kapll4), G&Y (wt) und GSY1188 (Kapl20) wurden eine
cytosolische und eine unldsliche Fraktion hergést@le jeweilige Zellfraktion mit einem Gesamtpeaigehalt
von 45,5 mg wurde zusammen mit TAP-Lyse-Puffer w@idem Protease-Inhibitor-Mix zentrifugiert (bei
48254 x g und 4°C fur 1h). Im Anschluss daran warddie Uberstande bei 4°C (iber eine Saule mit
gewaschener (TST-Puffer, 0,5 M Essigsaure, pH [8@&}Sepharose gegeben. Die Sdule wurde erneutemit j
10 ml TAP-Lyse-Puffer und TST-Puffer gewaschen ded pH-Wert auf 5 eingestellt. Die Elution erfolgist

0,5 M Essigsaure. Das Eluat wurde Uber Nacht iarédpeedvac mit angeschlossener Kiihlung gefriergatet
und die Proteinbanden durch SDS-PAGE und Farbuntg kolioidalem Coomassie detektiert. Nachdem
Gelstliickchen mit den ausgesuchten Proteinen ausgttea worden waren, wurden sie vom Arbeitskraia v
Prof. Albert Sickmann im Rudolf-Virchow-Zentrum fliExperimentelle Biomedizin in Wuirzburg durch
Massenspektrometrie analysiert. Die Ergebnisseisidgn Tabelle 15 - Tabelle 18 zu finden. (B) hkinselben
Proben wurde eine Immunoblot-Analyse durchgefiieg. wurden Antikérper gegen Htal (1:2000), Yrbl
(1:2000) und Rpfl (1:1000) sowie anti-Kaninchen«8elarantikorper (1:1000) eingesetzt. Im Fall vorflRp
wurde zusatzlich das zentrifugierte Ausgangsmadtattgetragen (linke Halfte).
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Mit dem kolloidal-Coomassie-gefarbten SDS-Gel wuvde folgt verfahren: Alle Banden
wurden mit denen der Fraktionen des Wildtyp-Stanvaglichen und von denen, die in
dieser Spur nicht zu finden waren, wurden Gelwiatedgeschnitten und an den Arbeitskreis
von Prof. Albert Sickmann im Rudolf-Virchow-Zentrufiar Experimentelle Biomedizin in
Wirzburg gesandt. Dort wurden die Proteine massdtispnetrisch analysiert. Die
Ergebnisse sind in Tabelle 15 - Tabelle 18 auftslisviit Kapl14-S-TEV-ZZ aus Cytosol
wurden folgende Proteine bzw. Proteingrupen cotggte ribosomale Proteine,
proteasomale Proteine, ein Histon, mitochondriatgdme, Golgi-Proteine, Proteine des ER,
Dehydrogenasen, diverse Synthetasen, Isomerasespliirylasen, Transferasen, Kinasen
und Proteine des Cytoskeletts. Daneben wurden nladera Ribosomenbiogenese beteiligte
Imp4, die Replikationsfaktor C-Untereinheiten Rfe@d Rfc5, die Untereinheit der RNA-
Polymerase | und Ill Rpc40, die RNA-Helikase undésainheit des TREX-Komplexes Sub2
und das am nukleocytoplasmatischen Export von mRiéfeiligte Npl3 detektiert. Mit
Letzteren wurde im Folgenden weitergearbeitet. Hsden die Proteine ausgewahlt, deren
Importmechanismen noch nicht geklart und die nukbziv. nukleolar lokalisiert sind oder
ihre Aufgabe zumindest darauf schlie3en lasst.giaehen Auswahlkriterien galten auch far
alle anderen Proteine, mit denen weitere Experienahirchgefiihrt wurden. Aus der
unléslichen Fraktion wurden bis auf die Isomerademoteine der gleichen Gruppen
nachgewiesen und  zusatzlich ein  Chaperon, eine #dPaund eine
Translationsinitiationsfaktor 3-Untereinheit. Mit erd ebenfalls *“gefischten® mitogen-
aktivierten Proteinkinase Fus3, der RNA-Helikasep®lhind der Transkritionsfaktor-TFIID-
Untereinheit Taf4 wurde im Nachfolgenden weitergedet.

An Kap120-S-TEV-ZZ aus Cytosol wurden weit wenigeoteine gebunden. Aber auch hier
wurden wieder ribosomale und proteasomale Prot&neponenten des ER, eine Synthase
und eine Kinase gefunden, daneben Translationsatimmgfaktor 3. Aus der unldslichen
Fraktion interagierten verschiedene Proteine deiclgen Gruppen wie bei Kapl114-S-TEV-
ZZ aus Cytosol bis auf die Isomerasen. Zusatzlichhden neben Proteinen unbekannter
Funktion eine Peroxidase, eine Aldolase, eine A€Pasie RNA-Helikase sowie Taf4, Fus3,
das an der ribosomalen Biogenese beteiligte RrplBdim die RNA-Helikase Dbp2 erhalten.
Mit den letzten Vier wurden weitere Experimenteathgefihrt.

In allen vier Spuren wurden haufig die zahlreictder Zelle vorkommenden Proteine Eft1/2
sowie Tefl/2 (Translationselongationsfaktoren), Td(Pyruvat-Kinase) und Pdcl (Pyruvat-

Decarboxylase) gefunden (Die Angaben wurden der -B@t@nbank entnommen.),
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allerdings sowohl auf der ihrer GroRe entsprecheftiine im Gel als auch dariber und

darunter.

Tabelle 15: Mit Kap114-S-TEV-ZZ aus Cytosol co-gelieigte Hefeproteine

Ban- Mole-
den- | Protein Lokalisation Funktion MW kille
N [kDa] pro
r.
Zelle
Nicht-ATPase-Regulations-
Rpn9 Proteasom Untereinheit des 26S- 45,8 | 12400
Proteasoms
Scjl ER-Lumen Chaperon-Bindung 47 824
Mckl | Losliche Fraktion | ClYkogen-Synthase-Kinase 3- 45 4 | 59q
Aktivitat
ATPase des 19S-
Rpt6 Nukleus, Proteasom Regulationspartikels des 26$- 45,5 4700
Proteasoms
Zellpolarisation, Endocytose )
1 Actl Cytoskelett andere Cytoskelett-Funktionen 41,9
Cytoplasma, Tyrosin-tRNA-Ligase-
Tysl Nukleus Aktivitat 44,2 2710
Ktr3 Membranfraktion Mannosyl-Transferase- 47,9 704
Aktivitat
ATP-abhangige RNA-
Helikase-Aktivitat, Bindung
Sub2 Nukleus vor RNA UndlPiotein: RNA- 50,6 | 51700
Splei3faktor-Aktivitat
Alpha-1,6- Alpha-1,6-Mannosyl-
Hocl | Mannosyltransferase Transferase-Aktivitat, Transfgr 46,3 7160
komplex von Glykosyl-Gruppen
Cytoplasma, Bindung von mRNA und
Npl3 Nukleus Poly(A) 45,4 | 78700
Mannose-1-Phosphat-
Psal Cytoplasma Guanylyl-Transferase- 39,7 | 97100
Aktivitat
2 Nicht-ATPase-Regulations-
Rpn8 Proteasom Untereinheit des 26S- 38,5 | 19800
Proteasoms
Cytoplasma, . .
Grsl Mitochondrium Glycyl-tRNA-Ligase-Aktivitat | 75,7 | 98400
Glutamin-Fruktose-6-Phos-
Gfal unbekannt phat-Transaminase-Aktivitat 80,9 | 14300
cytosolische kleine. o
Sis1 ribosomale | Chaperon-Regulator-AktVitat, o o | 5434,
A Bindung ungefalteter Proteing
3 Untereinheit
DNA-gerichteter RNA-
Rpc40 Nukleus Polymerase-Aktivitat 37,9 | 13000
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ATPase des 19S-
Rpt2 Nukleus, Proteasom Regulationspartikels des 26$- 49 -
Proteasoms
Cytoplasma, Cyto-| Aspartatcarbamoyl-Trans-
Ura2 plasma-Membran, | ferase-Aktivitat, Carbamoyl-| 24,6 | 11000
Mitochondrium Phosphat-Synthase-Aktivitat
Ypriid Cytoplasma, Ribose-lsomerase-Aktivitat| 452 922
w Nukleus
Cytoplasma, Bis(5"-Nucleosyl)-
Apal Nukleus Tetraphosphatase-Aktivitat 36,8 | 19600
Rfc5 Nukleus DNA-Klammerlader-Aktivitat| 40,4 | 5040
Cytoplasma, A
Tdh3 Zellwand, h;'yﬁzig'edhe%g ?’enase 35,8 | 169000
Lipidpartikel phosp ydrog
Gvpae | CYtoplasma,Golgi- unbekannt 36,8 7720
Membran
Adhl Cytosol Alkoholdehydrogenase 37)2 -
Metalloprotease-Untereinheit
des 19S-Regulationspartikels
Rpnll | Nukleus, Proteasom des 26S-Proteasom-Lid- 34,4 | 16400
Komplexes
Cytoplasma,
Ald6 Mitochondrium Aldehyddehydrogenase 54,8 135000
Bestandteil des SSU-
Imp4 NILIENS e Prozessoms (Préa-18S-rRNA| 33,6 -
Nukleolus -
Prozessierung)
ATPase des 19S-Regulations-
Rpt6 Nukleus, Proteasom partikels des 26S-Proteasorrs45’5 4700
DNA-Klammerlader-Aktivitat,
R MILIEE Purin-Nukleotid-Bindung = e
Cytoplasma,
Tdh2 Zellwand,  Slyceraldeyd3 | 38 | 121000
Lipidpartikel phosp ydrog
Metalloprotease-Untereinheit
des 19S-Regulationspartikels
Rpnll | Nukleus, Proteasom des 26S-Proteasom-Lid- 34,4 | 16400
Komplexes
Gvp36 Cytoplasma, Golgi- unbekannt 36,8 7720
Membran
Cytoplasma,
Ald6 Mitochondrium Aldehyddehydrogenase 54,8 135000
Yh\:\(l)ZO unbekannt Prolin-tRNA-Ligase-Aktivitaty 77,8 -
Ribose-Phosphat-
Prs4 Cytoplasma Dephosphokinase 36,1 5280
vdrosic| — Cytoplasma, unbekannt 394 3170
Nukleus
Rps15 Protein-Komponente der 16 -
Rpsl16b Cytosol kleinen ribosomalen 15,8 -
Rpsl7a Untereinheit 15,8 | 30900
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Rps18b Cytosol Protein-Komponente der | 17,1 | 112000
Rps19a kleinen ribosomalen 15,9 | 29000
Rps20 Untereinheit 14 -
5 Protein-Komponente der
Rpl26a Cytosol grof3en ribosomalen 14,2 -
Untereinheit
Hib2 Nukleosom Chromatin-Assemblierung, |, 5 | 443000
Chromosomen-Funktion
Die Angaben wurden der SGD-Datenbank entnommen.
Tabelle 16: Mit Kap114-S-TEV-ZZ aus der unltslichenFraktion co-gereinigte Hefeproteine
Ban- MW Mole-
den- | Protein Lokalisation Funktion kile pro
[kDa]
Nr. Zelle
vl Mitochondrium Threonin-Ammonium- | g, 1 | 11909
Lyase-Aktivitat
11 L-Laktat-Dehydrogenase-
Cyb2 Mitochondrium -nyerog 66 | 4590
Aktivitat
vl Mitochondrium Threonin-Ammonium- | g, ;| 11909
Lyase-Aktivitat
Gual unbekannt GMP-Synthase-Aktivitat 587 -
Cytoplasma,
Ald6é Mitochondrium Aldehyddehydrogenase 54,8 135000
| Protonen-transportierends
12 Vmaz2 | Cytoplasma, Vakuolg ATPase-Aktivitat 57,8 131000
Trp2 Cytoplasma Tryptophan-Biosynthese 57,1 6510
Ald4 Mitochondrium Aldehyddehydrogenase 57 22200
. Alpha-1,6-Mannosyl-
Anpl Golgi-Apparat Transferase-Aktivitat 58,2 ]
Aded Cytoplasma Phospho_rlbosylpyrophosph At 57,5 18700
-Amidotransferase
Tufl Mitochondrium Translationselongation 48,1 5850
ER-assoziierter Protein-
Ydjl Cytosol katabolismus, “Protein-Tar{ 45,3 119000
geting“ zum Mitochondrium
Dbp3 Nukleolus RUFSEREGIE RN e | 2aegg
Helikase
Pdal Mitochondrium Pyruvat-Metabolismus 467 100000
13 Cytoplasma, ER, Protein-Faltung,
Gsf2 Mitochondrium Sekretionsweg 46 21400
: . Glutamat-Biosynthese,
ldp1 Mitochondrium Isocitrat-Stoffwechsel 48,3 -
. Alpha-1,6-Mannosyl-
Mnnl Golgi-Apparat Transferase-Aktivitét 47,9 3480
. . Acetylornithin-
Arg8 Mitochondrium Transaminase-Aktivitat 47 2300
Mannose-1-Phosphat-
14 Psal Cytoplasma Guanylyl-Transferase- 39,7 97100
Aktivitat
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Protein-Komponente der
Rpl4b Cytosol grof3en ribosomalen 39,1 151000
Untereinheit
C-3-Sterol-Dehydrogenase-
Erg26 ER AKtivitat 39 2580
Lys12 Mitochondrium Lysin-Biosynthese 40,8 191Q0
Aspartat-Semialdehyd-
Hom2 | Cytoplasma, Nukleus dehF;/ drogenase- Akti\)litat 40 18400
Translationsinitia-
, tionsfaktor 3- Translationsinitiationsfaktort
Tif34 Komplex, Multi-elF- Aktivitat 39,1 2400
Komplex
Zellpolarisation, Endocytose,
14 Actl Cytoskelett andere Cytoskelett- 41,9 .
Funktionen
Chaperon-Regulator-
Sisl Cytosol Aktivitat, Bindung 37,6 20300
ungefalteter Proteine
Nicht-ATPase-Regulations
Rpn8 Proteasom Untereinheit des 26S- 38,5 19800
Proteasoms
Mpd?2 ER Protein-Disulfid-Isomerase 32,8 1520
Cytoplasma, “Ma- Mitogen-aktivierte
ting-Projektionstip“, | Proteinkinase, involviert in
S Mitochondrium, “Mating“-Pheromon- L BREL
Nukleus Antwort
Mktl | Cytoplasma, Polysom Nuklease-Aktivitat 94,7 3430
Pdal Mitochondrium Pyruvat-Metabolismus 467 100000
Protein-Komponente der
Rps3 Cytosol kleinen ribosomalen 26,5 146000
Untereinheit
Mitochondrium, .
Dpml | Kernmembran-ER- Dolichyl-Phosphat-Mannosg- 30,5 1890
Transferase-Aktivitat
Netzwerk
, : Guanin-Nukleotid-
Ggcl Mitochondrium Transporter-AKtivitit 33,3 -
. , Regulatorische Untereinheit
\Y§) Mitochondrium der Aceto-Laktat-Synthase 34,3 15800
15 RNA-Polymerase II-
Taf4 Nukleus Transkriptionsfaktor- 42,4 1940
Aktivitat
Pet9 Mitochondrium ATP:ADP-Antiporter- 34,6 -
Aktivitat
Mpd2 ER Protein-Disulfid-Isomerase 32,8 1520
vl Mitochondrium Threonin-Ammonium- | g, 1 | 11909
Lyase-Aktivitat
Mgm _ _ _ DNA-Re_paratur,
Mitochondrium Mitochondriale Genom- 43,4 -
101
Erhaltung
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15 | Atp3 Mitochondrium | ATP-Synthese-gekoppelter 5, , | 55109

Protonen-Transport
Rps13 17 -
Rps15 16 -
Rps16b : 15,8 -
Rps18b Untereinheit 17,1 | 112000
Rps19a 15,9 29000

16 MRps20 14 -

Rps24b 15,3 6160
Protein-Komponente der
Rpl26a Cytosol grol3en ribosomalen 14,2 -
Untereinheit
Htb2 Nukleosom Chromatin-Assemblierung, —, , | 443500
Chromosomen-Funktion
Die Angaben wurden der SGD-Datenbank entnommen.
Tabelle 17: Mit Kap120-S-TEV-ZZ aus Cytosol co-geri@igte Hefeproteine
Ban- M(_)_Ie-
den- | Protein Lokalisation Funktion MW kule
NI [kDa] pro
Zelle
Kapl20

Mpd?2 ER Protein-Disulfid-lsomerase 32,8 1520

7 Yef3 Ribosom Translationselongation 11,7 871000
Isoleucin-tRNA-Ligase-

lIs1 Cytosol AKtivitit 123,4| 23300
8 Mpd?2 ER Protein-Disulfid-Isomerase 32,8 1520

Pfk2 Cytoplasma Glykolyse 1052 90200

Mpd2 ER Protein-Disulfid-lsomerase 32,8 1520

9 Nicht-ATPase-Regulations/

Rpnl0 Proteasom Untereinheit des 26S- 29,8 | 17200
Proteasoms
Rps15 16 -
Rps16b 15,8 -
Sg:gg Prote.in-Ko'mponente der 1?213 131029(?000
Cytosol kleinen ribosomalen
Rps19a Untereinheit 15,9 | 29000
Rps20 14 -

10 Rps24b 15,3 6160
Rps26b 15,3 | 503000
Rpl26a Protein-Komponente der | 14,2 -

Cytosol grof3en ribosomalen
Rpl34b Untereinheit 13,6 | 21000
Nicht-ATPase-Regulations/
Rpn9 Proteasom Untereinheit des 26S- 45,8 | 12400

Proteasoms

Die Angaben wurden der SGD-Datenbank entnommen.
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Tabelle 18: Mit Kap120-S-TEV-ZZ aus der unldslichenFraktion co-gereinigte Hefeproteine
Ban- MW Mole-
den- Protein Lokalisation Funktion kile pro
[kDa]
Nr. Zelle
vl Mitochondrium |  TTveonin-Ammonium- g, 4 | 41999
Lyase-Aktivitat
Cyb2 Mitochondrium | Lhaktat-Dehydrogenasey oo | 450
Aktivitat
RNA-Helikase-Aktivitat,
Dhhl Cytoplasma Protein-Bindung 57,9 42900
Cytoplasma, ATP-abhangige RNA-
17 Dbp2 Nukleus, Helikase der DEAD-Box-| 61,2 | 33100
Mitochondrium Protein-Familie
Iva Mitochondrium | Dihydroxysauredehydra-| o /| 12150
tase-Aktivitat
Ypl247c | Cytoplasma, Nukleus unbekannt 57,9 799
Trp5 Cytoplasma, Nukleus  Tryptophan-Biosynthese 17 15500
Cytoplasma,
Ald6 Mitochondrium Aldehyddehydrogenase 54,8 135000
Lcb2 Mikrosomen Sphingolipid-Biosynthesge 63,9 54500
Cytoplasma,
Ald6 Mitochondrium Aldehyddehydrogenase 54,8 135000
vl Mitochondrium Threonin-Ammonium- | g4 4 | 17900
Lyase-Aktivitat
Ald4 Mitochondrium Aldehyddehydrogenase 57 22200
Nicht-ATPase-
Rpn3 Proteasom Regulations-Untereinheit| 60,8 16700
des 26S-Proteasoms
| Protonen-transportierende
Vmaz2 Cytoplasma, Vakuole ATPase-Aktivitat 57,8 131000
YbrO56w Cytoplasma unbekannt 58 1960
18 Gual unbekannt GMP-Synthase-Aktivitat 587 -
Trp2 Cytoplasma Tryptophan-Biosynthese 57,1 6510
Endosom,
Hfd1 Lipidpartikel, 3-Chloroallyl-Aldehyd- | o5 5 | 593,
. . Dehydrogenase-Aktivitat
Mitochondrium
| Threonin-Synthase-
Thr4 Cytoplasma, Nukleus AKtivitit 57,6 26000
ATPase des 19S-
Rptl Proteasom Regulationspartikels des 52,3 105
26S-Proteasoms
RIp3 Nukleolus SSSPPrlmart_ranskrlpt- 56.2 i
rozessierung
Gvp36 Cytoplasma,Golgi- unbekannt 36,8 7720
Membran
19 Chaperon-Regulator-
Sisl Cytosol Aktivitat, Bindung 37,6 20300
ungefalteter Proteine
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Nicht-ATPase-
Rpn8 Proteasom Regulations-Untereinheit| 38,5 19800
des 26S-Proteasoms
Aspartat-Semialdehyd-
Hom2 Cytoplasma, Nukleus dehydrogenase-Aktivitat 40 18400
Fmp26 Mitochondrium unbekannt 44,6 2290
C-3-Sterol-
Erg26 ER Dehydrogenase-Aktivitat 39 2580
Scjl ER-Lumen Chaperon-Bindung 42 8260
Fbal Cytoplasma Glykolyse, 39,9 | 1020000
Glukoneogenese
. . Ubichinol-Cytochrom-C-
Qcr2 Mitochondrium, Reduktase-Aktivitit 40,5 35700
19 | mdj1 Mitochondrium | Bindung von Chaperonen o | 754
und ungefalteten Proteingn
Mck1 Losliche Fraktion | ClYkogen-Synthase-Kinase ;5 o | 594
3-Aktivitat
Ktr3 Membranfraktion Mannosyl-Transferase- 47,9 704
Aktivitat
Cytoplasma, “Ma- Mitogen-aktivierte
ting-Projektionstip”, | Proteinkinase, involviert ir
AL Mitochondrium, “Mating“-Pheromon- L BREL
Nukleus Antwort
Zellpolarisation,
Actl Cytoskelett Endocytose, andere 41,9 -
Cytoskelett-Funktionen
Pdal Mitochondrium Pyruvat-Metabolismus 467 100000
Mannose-1-Phosphat-
Psal Cytoplasma Guanylyl-Transferase- | 39,7 97100
Aktivitat
20 Lys12 Mitochondrium Lysin-Biosynthese 40,8 191Q0
Cytoplasma, Cyto- Aspa}rtatcarbamc_)y_l-Trans-
Ura2 plasma-Membran, erase-Aklivita, 24,6 1100
Mitochondrium Carbamoyl-Phosphat-
Synthase-Aktivitat
Mpd?2 ER Protein-Disulfid-lsomerase 32,8 1520
Pet9 Mitochondrium ATP:ADP-Antiporter- 34,6 -
Aktivitat
21 | Atp3 Mitochondrium | ATP-Synthese-gekoppelter 5, o | 56,
Protonen-Transport
Regulatorische
lIv6 Mitochondrium Untereinheit der Aceto- | 34,3 15800
Laktat-Synthase
Protein-Komponente der
Rps3 Cytosol kleinen ribosomalen 26,5 14600
Untereinheit
22 Mpd?2 ER Protein-Disulfid-lIsomerase 32,8 1520
Mitchondrium, Dolichyl-Phosphat-
Dpm1l Kernmembran-ER- Mannose-Transferase- | 30,5 1890
Netzwerk Aktivitat
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Pet9 Mitochondrium ATP:ADP-Antiporter- 34,6 -
Aktivitat
L RNA-Polymerase II-
Taf4 UGSl .o Transkrip}':ionsfaktor- 42,4 1940
TFIID-Komplex o
Aktivitat
29 Regulatorische
lIv6 Mitochondrium Untereinheit der Aceto- | 34,3 15800
Laktat-Synthase
Protonen-
transportierende | ATP-Synthese-gekoppelter
Atp3 ATP-pSynthase, Pro}t/onen-Trgnsp‘())?t 344 26100
“Central stalk”
Protein-Komponente der
Rpll12a Cytosol grof3en ribosomalen 13,6 68500
Untereinheit
Protein-Komponente der
Rpl21b Cytosol grof3en ribosomalen 13,6 66400
Untereinheit
Cbp6 Mitochondrium Protein-Biosynthese 187 2130
Thioredoxin-Peroxidase-
Tsal Cytoplasma AKtivitat 21,7 | 378000
. . ER-zu-Golgi-Transport,
23 Emp24 ER-zu-Golgi-Vesikel, Protein-Retgention irﬁ ER,| 23,5 | 26800
ER ) o
Vesikel-Organisation
Aspartat-Semialdehyd-
Hom2 Cytoplasma, Nukleus dehydrogenase-Akivitat 40 18400
Atp? Mitochondrium | ATP-Synthese-gekoppelter ;4 5 | g5
Protonen-Transport
Mpd?2 ER Protein-Disulfid-lIsomerase 32,8 1520
Abf2 Mitochondrium | Mitochondriale Genom- |5, 5| 554
Erhaltung
YerO67w | Cytoplasma, Nukleu unbekannt 19,1 8450
Rps13 Protein-Komponente der| 17 -
Rps15 Cytosol kleinen ribosomalen 16 -
Rpsl7a Untereinheit 15,8 30900
24 Untereinheit des 19S-
Rpnl3 Proteasom Regulationspartikels des, 18 12200
26S-Proteasoms
YmIO30w Mitochondrium unbekannt 18,4 1210

Die Angaben wurden der SGD-Datenbank entnommen.

Die Proteine, mit denen weitere Experimente durtiiigé wurden wie z. B.in vivo

Lokalisierungsstudien und “GST-Pulldown-Assays” makombinanten Proteinen, sind grau

unterlegt.
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Die Lokalisation von Taf4, Imp4, Rfc2, Rpc40, Fus35ub2 und Dbp2 in Hefezellen

Im nachsten Schritt wurden dién vitro gefundene Interaktionenn vivo Uberpruft.
Ausgewahlt wurden Proteine, deren Importmechanisnuai nicht geklart wurden und die
hauptsachlich bzw. ausschlie3lich im Nukleus solNi&kleolus zu finden sind oder ihre
bereits bekannte Funktion in der Zelle auf eineclsslLokalisierung schliel3en lasst. Es
wurden die Lokalisierungen von Taf4 und Imp4 besiim welche zuvor mittels
Fluoreszenzmikroskopie noch nicht gezeigt wurdeowies der Einfluss verschiedener
Importrezeptoren auf Rfc2, Rpc40, Taf4, Fus3, ImBap2 und Dbp2 beobachtet. Dazu
wurde eineGFP-Kassette hinter das jeweilige Gen ins Hefegenamgnnert. Zur Kontrolle
der Korrektheit der Integration wurde die genomes&NA isoliert und eine PCR-Analyse
mit Oligonukleotiden durchgefihrt, die im Leseralmmees Ziel-Gens und in dem
miteingefihrten Markergen binden (Daten nicht ggei Zusatzlich wurde aus den
transformierten Zellen ein Gesamtzelllysat gewonnend das synthetisierte GFP-
Fusionsprotein durch Immunoblotting mit einem Aitiier gegen GFP detektiert (Daten
nicht gezeigt). Zellen der daraus resultierendenfe$t@mme wurden bei 30°C in
synthetischem Vollmedium bis zu ihrer logarithmiseghVachstumsphase kultiviert. Jeweils
ein Aliqguot davon wurde genommen und unter einenoffészenzmikroskop betrachtet (Abb.
28). Nachfolgend werden die Resultate dieser Leialingsstudien erlautert.

In Hefezellen, die keine Deletion der Importinetaeiten, zeigte Taf4 neben einem schwach
cytoplasmatischen Signal ein starkes Kernsignab4imwar nuklear mit einer Anhaufung im
Nukleolus. Diese Lokalisierung mittels Fluoreszerkzoskopie wurde zuvor noch nicht
gezeigt.

Um den Einfluss einiger Importine auf die genanrReoteine zu Uberprifen, wurde @& P-
Kassette hinter das jeweilige Gen ins Genom soleleéezellen integriert, in denen die Gene,
die fur verschiedene Importine kodieren, deletigeren. Da einige Liganden sowohl an
Kapl1l4 wie auch an Kap120 gebunden hatten (Taf4Rws3) sowie in Anlehnung daran,
dass auch Rpfl abgesehen von Nmd5 hauptsachlidh dliese beiden Importrezeptoren
transportiert wird (Caesat al, 2006) und wie Imp4 (Lee und Baserga, 1999), Diguthd et
al., 2001) und Rrp3 (O Dagt al, 1996) an der Ribosomenbiogenese beteiligt ishfaret
al., 2000), wurden neben den einfach-deletiedkap114 und Akap120Stammen auch der

dreifach deletiertékapl14Akapl20Anmd5Stamm untersucht.
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Akap114
Wildtyp Akapl14 Akap120 Akap120

Anmd5

Phasenkontrast
( Wildtyp )

&

Rfc2-GFP :
¢ O

Rpc40-GFP
Taf4-GFP
Fus3-GFP
Sub2-GFP
Dbp2-GFP

'3

Imp4-GFP

Abb. 28: Die Lokaliserung von Taf4, Imp4, Rfc2, Rpd0, Fus3, Sub2 bzw. Dbp2 sowie der Einfluss von
Kapl14, Kap120 und Nmd5 auf deren Import

In die Stamme GSY155 (Wildtyp), GSY508kap114) GSY511 pkapl120)und GSY527 fkapll4Akapl20
Anmd5)wurde hinter das jeweilige Gen eiG&P-Gen-Kassette genomisch integriert. Die daraudtiesenden
Stamme GSY1220IMP4-GFP), GSY1221 fpkap114Akapl120Anmd5 IMP4-GFR, GSY1222 RPC40-GFR,
GSY1223 Qpkaplld RPC40-GFR GSY1224 pkapl20 RPC40-GFR GSY1225 fkapll14Akap120Anmd5
RPC40-GFR, GSY1226 $UB2-GFR, GSY1227 fpkapl14 SUB2-GFR GSY1228 fkapl14Akap120Anmd5
SUB2-GFR, GSY1229 TAF4-GFB, GSY1230 {kapll4 TAF4-GFR GSY1231 pkapl20 TAF4-GFR
GSY1232 [kapl14 Akapl20 Anmd5 TAF4-GF, GSY1233 DBP2-GFB, GSY1234 Qfkapl14 Akap120
Anmd5 DBP2-GFR, GSY1235 RFC2-GFB, GSY1236 fkapl1l4 RFC2-GFR GSY1237 Qfkapl120 RFC2-
GFP), GSY1238 pkapl114Akap120Anmd5 RFC2-GFR GSY1239 FUS3-GFB, GSY1240 fkapl14 Fus3-
GFP), GSY1241 Qfkapl20 FUS3-GFPund GSY1242 Akapl1l4 Akapl20 Anmd5 FUS3-GFP wurden in
synthetischem Vollmedium bei 30°C bis zum Erreiclden logarithmischen Phase kultiviert. Ein Aliqotinde
entnommen, um das jeweilige GFP-Fusionsprotein efgitf-luoreszenzmikroskopie zu lokalisieren. Zum
Vergleich wurden die Zellen auch bei Phasenkonfoasgrafiert (hier gezeigt: Wildtyp).
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In den oben aufgezahlten Mutanten gab es allerdiegse Misslokalisierungen. Rfc2 war
hauptsachlich nuklear, Rpc40 befand sich komptetern und Nukleolus, Taf4 zeigte bei
allen drei “knock-out*-Mutanten ein schwaches cyagmatischen und ein starkes nukleares
Signal, Fus3 verteilte sich bei den vier Stammesicgmafig tber Zellkern und Cytosol,
Imp4 und Dbp2 waren im Triple-“knock-out*-Stamm irmmmoch in Nukleus und Nukleolus
und Sub2 zeigte sich bei den beiden untersuchtetarien kernstandig. Unter Umstanden
waren die in vitro gefundenen Interaktionen artifizieller Natur oddie untersuchten
Importine sind nicht die einzigen Transportrezegodieser Proteine und ein mdglicher

Importdefekt wird durch andere Rezeptoren kompeisie

3.3.2. Die Interaktion verschiedener Importine mit Hefeproteinen

Synthese von GST-Fusionsproteinen

Ein Teil der in Abb. 27 dargestellten Wechselwirgan von Kapll4 und Kapl20 zu
verschiedenen endogenen Hefeproteinen wurden hthsitihrer Spezifitdt noch einmal mit
rekombinanten isolierten Fusionsproteinen Uberpiddibei wurden die Proteine ausgesucht,
Uber deren Importmechanismus noch nichts bekannund die nukledr bzw. nukleolar
lokalisiert sind oder ihre Aufgabe zumindest aufeesolche Lokalisation schliel3en lasst. Die
kodierenden Sequenzen der gefundenen Interaktigdnspa&fc5, Rpc40, Fus3, Dbp3, Rrp3
(Daten nicht gezeigt), Rfc2, Taf4, Dbp2 und Imp4bigA 29A- D) wurden in pGEX-4T-
Expressionsvektoren kloniert. Das Plasmid pGEXNHL-3 entstammte der Laborkollektion.
AnschlieRend wurden die entsprechenden GST-Fugiotespe in E. coli Rosetta Star
synthetisiert. Abb. 29 zeigt Proben vor und nachldduktion der Proteinexpression sowie
die Auftrennung nach Aufschluss der Zellen in dimiche (Lysat) und unldsliche Fraktion
(Pellet), nachdem sie einer SDS-PAGE unterzogennihdoomassie Brilliant Blau gefarbt
worden sind. 75 pl Lysat wurden fur 1 h bei 4°C @8H-Sepharose inkubiert (Gebunden),
um so das entsprechende GST-Fusionsprotein zensoliund seine Bindefahigkeit an die
Matrix zu kontrollieren. Die Synthese sowie die lisaung sind bei allen aufgelisteten
Proteinen gelungen und nach der Bindung an die iMagab es nur wenige
“Verunreinigungen® bzw. Abbauprodukte (bei Taf4 atwstarker). GST-Sub2 konnte auf
diese Weise nicht gereinigt werden, stattdessermevunur Degradationsprodukte erhalten
(Daten nicht gezeigt). Deshalb wurde ein YAAL-GSTFSUB2Vektor Kkloniert.
Hefewildtypzellen wurden mit diesem Plasmid transfert, Kkultiviert und die
Proteinsynthese durch Galaktose induziert. Zur Kxhet der erfolgten Genexpression und
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Proteinsynthese wurde eine Probe genommen und dlietiprten Zellen in PBS/Sorbitol

resuspendiert. Nach Zellwandverdau lysierten dikeZedurch Zugabe von 0,2% Tween 20.
Es wurde zentrifugiert und der Uberstand (US1) aieget. Das Pellet wurde in Hochsalz-
PBS aufgenommen, wieder zentrifugiert und der Uhads (US2) separiert. Alle Proben
wurden im SDS-Gel aufgetrennt, auf eine PVDF-Membihertragen und mit einem anti-
GST-Antikorper (1:2000) visualisiert (Abb. 29E).
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Abb. 29: Synthese von GST-Dbp2, -Rfc2, -Imp4 und 4f4 in E. coli sowie von GST-Sub? irS. cerevisiae

(A-D) E. coliRosetta Star-Zellen wurden mit pGEX-DBP2 (pGS1734) (A), pGEX-4RFC2(pGS1727) (B),
PGEX-4TAMP4 (pGS1736) (C) und pGEX-4TAF4 (pGS1731) (D) transformiert und bei 37°C bis zoeei
ODggo Von 1,0 kultiviert. Nach Entnahme einer Probe T} wurde die Synthese des Fusionsproteins durch
Zugabe von 72 mg/l IPTG und Kultivierung fir 3 hi H&°C induziert und es wurden 2% Ethanol (99%)
zugesetzt. Nach Entnahme einer weiteren Probe @)RWurde aus den Zellen durch Ultraschallbehandlunmdy
Zentrifugation ein Gesamtzelllysat (Lysat) hergitstBaraus und aus der unldslichen Fraktion (Releurde
eine Probe entnommen. Durch Bindung an GSH-Sephaf@ebunden) wurde das jeweilige GST-
Fusionsprotein aus dem Gesamtzelllysat (75 pljegolDie Inkubation erfolgte fiir 1 h bei 4°C. AmdieRend
wurden die erhaltenen Pellets 3 x mit PBSKMT geWwasc Die Proben wurden durch SDS-PAGE aufgetrennt
und die Proteine mit Coomassie Brilliant Blau adget. (E) GST-Sub2 wurde in dem Hefestamm GSY186, d
mit dem Plasmid pGS1757 (YBEAL-GSTSUB2)transformiert worden war, synthetisiert. In Seblakiedium

mit 2% Glukose angezogene Zellen wurden in Mediuin2% Raffinose verdiinnt und tUber Nacht bei 30°C
kultiviert. Die Synthese des Fusionsproteins wurdeBeginn der logarithmischen Wachstumsphase durch
Zugabe von 2% Galaktose induziert. Die Zellen waordér 4 h weiter kultiviert. Es wurde eine Probe
entnommen und die Proteine mit Trichloressigsaefélly (TCA). Nach dem Zellwandverdau wurden didiete

mit 0,2% Tween 20 lysiert und durch Zentrifugiereim Uberstand (US1) gewonnen. Aus der unldslichen
Fraktion wurde mit Hochsalz-PBS ein zweiter Uberdta(US2) extrahiert. Die Proben wurden durch
Immunoblot-Analyse mit Erst-Antikdrper gegen GST2(00) und anti-Kaninchen-Sekundéarantikdrper (1000
detektiert (links). Pro Ansatz wurden 2@l0der beiden Uberstande fiir 1 h mit B0GSH-Sepharose inkubiert.
Nachdem die Pellets 3 x mit PBSKMT gewaschen wordenmen, folgte eine SDS-PAGE-Analyse mit
anschlieBender Farbung mit Coomassie Brilliant Btaahts).
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Obwohl mindestens die Halfte des synthetisiertenT-S88b2 in der unléslichen Fraktion
verblieben war, waren die Mengen in den loslicheakffonen US1 und 2 fiir die in dieser
Arbeit durchgefiihrten Bindungsstudien ausreichdhgkch die Behandlung mit Hochsalz-
PBS wurde jedoch weniger extrahiert als im vorhieegelen Schritt. Im Anschluss wurden je
200 pl US1 bzw. US2 fiir 1 h bei 4°C mit GSH-Sepbarimkubiert. Aliquots davon wurden
einer SDS-PAGE unterzogen und die Proteine mit Gssme Brilliant Blau gefarbt. Wie man
sieht, ist es gelungen, GST-Sub2 aus beiden Lysaieisolieren, ohne dass es allzu viel

Abbau gegeben hatte.

I n vitro-Interaktionen rekombinanter Importine mit GST-Fusi onsproteinen

Rfc2, Rfc5, Rpc40, Fus3, Dbp2, Dbp3, Sub2, Tafg3Rtmp4 und Npl3 wurden unter den
Aspekten der Bindung an ein Importin und der Auflig dieser Interaktion durch Gsp1-GTP
untersucht. Die entsprechenden GST-Fusionsproteuuede in E. coli Rosetta Star

synthetisiert und ein Komplettlysat (I6sliche Frak) gewonnen. Die Importine wurden
ebenfalls inE. colkStammen als HisFusion oder im Falle von Kap104 mit einem TEV-
Protease-spaltbaren “GST-Tag“ hergestellt und dukffinitats- und je nach Bedarf mit

lonenaustauschchromatographie gereinigt. Zur Sgethien His- und GST-Gsp1Q71L-GTP

wurde analog vorgegangen. Fir den Bindungsversugldendas jeweilige Zielprotein aus
Lysat an GSH-Sepharose gebunden, dann wurden iedsde Importine zugegeben,
gegebenenfalls ein Parallelansatz mit zusatzlichksg-GsplQ71L-GTP gemischt und die
Proben durch SDS-PAGE und Farbung mit CoomassielliaBt Blau analysiert. Die

Funktionalitat der Transportrezeptoren wurde Ubee iAffinitat zu Gspl-GTP kontrolliert

(Abb. 30). Rfc5, Dbp3 und Npl3 zeigten unter dew@elten Versuchsbedingungen keinerlei
Interaktion mit Kapl114 und Kapl120 (Daten nicht gggeund wurden deshalb nicht weiter
bearbeitet. Die schwachen Bindungen von Rpc40, Fws@ Rrp3 an die gewahlten
Transportrezeptoren erwiesen sich nur als bedegtoduzierbar (Daten nicht gezeigt) und
werden daher als unspezifisch eingestuft. Die Hrgsle der Ubrigen Interaktionsstudien

werden nachstehend erlautert.

» Die Funktionalitat der Importine

Ein Kennzeichen der Importine ist ihre Affinitdt ZBsp1-GTP. Um nun zuné&chst ihre
Funktionalitat zu Uberprifen, wurde GST-Gspl1Q71LPGIn GSH-Sepharose gebunden und
mit den Importinen inkubiert. Die erhaltenen Prolemnde mittels SDS-PAGE und Féarbung

mit Coomassie Brilliant Blau analysiert (Abb. 3Mlle Importrezeptoren zeigen eine
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deutliche Affinitat zu Gspl-GTP. Lediglich das Impédaptermolelil Srpl und das
Exportin Csel, welche jedes fir sich kaum mit GGIR interagieren, zeigten keine
Bindung. Die verwendeten Transportfaktoren sind alsktional.

B
A
<+ o T S 9
v — o v Ve (] (q\]
B — — (@) ey (@) i — — = —
ES 58555328558 &8 3
Z M M M w»n M o MM o wm O
200=
120=
Q5w -
60 =
SO gy S —— - v e e =(GST-GsplQ71L
4
30 ==
25—
20 =

Abb. 30: Gspl-GTP bhindetin vitro an verschiedene Transportrezeptoren

Die verwendeten Transportfaktoren sowie GsplQ71RGiurden inE. coli synthetisiert und anschlieRend
durch Affinitats-, in einigen Fallen auch durch émaustauschchromatographie gereinigt. Fir den
Bindungsversuch wurden zunachst 8 pg GST-GsplQ7IR-@urch Inkubation fir 1 h bei 4°C an GSH-
Sepharose gebunden. Nach dreimaligem Waschen n3KFB wurden zu den Anséatzen jeweils @ der
Transportfaktoren gegeben und fur 1 h bei 4°C imktib AnschlieBend wurde 3 x gewaschen und das
gebundene Material mittels SDS-PAGE und Farbungduiimassie Brilliant Blau analysiert.

» Die Positivkontrolle: die Bindung von GST-Rpfl an de Importine

Neben der Uberprifung der Funktionalitit der Tramspzeptoren wurde zusatzlich
kontrolliert, ob die festgesetzten experimentek@mditionen eine Komplexbildung mit dem
Substrat zulassen. Bereits bekannt ist, welche ttimgan vitro mit dem an der ribosomalen
Biogenese beteiligten Rpfl interagieren. Es harglelt dabei um Kap120, Kapl114, Kap95
Kap1l04 und Nmd5 (Caesar, 2003). Dieses Ergebnifte sointer den ausgesuchten

Versuchsbedingungen reproduziert werden. Hierzudevwaus Zellen eines mit YBAL-

GST-RPFltransformierten Hefestamms ein Gesamtzelllysatogen. Das darin enthaltene
GST-Rpfl wurde an GSH-Sepharose gebunden und dMes@itze mit verschiedenen
Importinen inkubiert. Wie Abb. 31 erkennen lassigen auch hier Kap120, Kap114, Kap95,
Kapl104 und Nmd5 die gréf3te Affinitdt zu Rpfl. Eisehwachere Wechselwirkung weisen
Psel und Sxm1l auf, Uberhaupt keine Interaktionegltei Kap123 und der Negativkontrolle

Csel. Zusammengefasst bedeutet das also, dassdiackiskonditionen fiur diese Zwecke
geeignet sind.
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Abb. 31: Rpfl bindet an verschiedene Transportrezepren
Die verwendeten Transportfaktoren wurderircoli synthetisiert und anschlieRend gereinigt. GST-Rudtde

in S. cerevisiaesynthetisiert. Aus den Zellen wurde ein Gesamniizat hergestellt, aus dem das Fusionsprotein
durch Inkubation der Ansatze fur 1 h bei 4°C an G&Hpharose gebunden wurde. Nach dreimaligem Waschen
mit PBSKMT wurde zu den Anséatzen jeweils 1@ der Transportfaktoren gegeben und fir 1 h bei 4°C
inkubiert. Danach wurde 3 x gewaschen und das gkinen Material mittels SDS-PAGE und Farbung mit

Coomassie Brilliant Blau analysiert.

* Die Bindung von GST-Dbp2 an verschiedene Importine
Die mittels Co-Reinigung gefundene Interaktion v&apl20 und der nukleédren und

nukleolaren RNA-Helikase Dbp2 (Barta und Iggo, 1)98a&llte mit isolierten rekombinanten
Proteinen verifiziert werden. GST-Dbp2 wurde i coli synthetisiert und aus dem
Komplettlysat an GSH-Sepharose gebunden. Es wuvdesthiedene gereinigte Importine
zugegeben, parallel wurde zusatzlichgHBsplQ71L-GTP hinzugefiigt. Die Proben wurden
durch SDS-PAGE und Farbung mit Coomassie Brilli@iau analysiert. Die &ufRerst
schwache Bindung an Kapl120 liel3 sich nicht in atéflen reproduzieren (Daten z.T. nicht
gezeigt) und wird daher als unspezifisch eingestitfattdessen wurde aber eine schwache
Bindung an Kapll4 nachgewiesen, welche durch Gspl@mP wieder aufgeldst wurde
(Abb. 32). Dieser Sachverhalt ist ein Indiz fureeigpezifische Bindung. Ansonsten gab es

weder mit der Negativkontrolle Csel noch mit dengédn Importinen eine Interaktion.
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Abb. 32: Die Bindung von Importinen an Dbp2 und dieVerdrangung durch Gspl-GTP

Die verwendeten Transportfaktoren wurdeikircoli synthetisiert und anschlieRend gereinigt. GST-Divp&de

in E. coli Rosetta Star synthetisiert. Aus den Zellen wuride @esamtzelllysat hergestellt, aus dem das
Fusionsprotein durch Inkubation der Ansatze fir héi 4°C an GSH-Sepharose gebunden wurde. Nach
dreimaligem Waschen mit PBSKMT wurde zu den Angéfesveils 12ug der Transportfaktoren gegeben und
fir 1 h bei 4°C inkubiert. Parallel dazu wurde pransportrezeptor ein Ansatz mit zusétzlich 2&y5n E. coli
synthetisiertem und gereinigtem KiSsp1lQ71L-GTP gemischt und ebenfalls fur 1 h bel 43kubiert. Es
wurde 3 x gewaschen, die gebundenen Proteine wurde®SDS-Probenpuffer eluiert und durch SDS-PAGE
und Farbung mit Coomassie Brilliant Blau analysiert

* Die Bindung von GST-Sub2 an verschiedene Importine

Die unter 3.3.1 gefundene Wechselwirkung von Kapdidd der nuklearen TREX-Komplex-
Untereinheit Sub2 (Stralet al, 2002) wurde auf ihre Spezifitat hin untersuchunachst
wurde in S. cerevisiaenergestelltes rekombinantes GST-Sub2 aus Komydattlan GSH-
Sepharose gebunden. Es wurden die in Abb. 33 b&rafiransportrezeptoren zugegeben
bzw. in einem vergleichbaren Ansatz zuséatzlichs#isplQ71L-GTP. Die Proben wurden
einer SDS-PAGE mit anschlieBender Farbung mit CesiaaBrilliant Blau unterzogen (A).
Im Falle von Kap95 sowie Srpl wurde aul3erdem emaunoblot-Analyse mit anti-Kap95-
bzw. anti-Srpl-Antikdrper (1:300 bzw. 1:5000) dwugefiihrt (B). Eine Bindung an Kapl14
wurde nicht beobachtet. Auch die Gbrigen Transpeéptoren inklusive der Negativkontrolle
Csel zeigten nach SDS-PAGE mit anschlieRender Rgrimit Coomassie Brilliant Blau
keine Wechselwirkung mit Sub2. Lediglich Srpl iaggerte mit dem GST-Fusionsprotein.
Deshalb wurde seine Affinitat zu Kap95 und Srplmemmal n&her untersucht. Von seinem
Sauger-Homolog Importia ist zwar bekannt, dass es in der Lage ist, adeinain Cargo
zu transportieren (Koterat al, 2005), jedoch erfolgt der klassische NLS-Prof&ansport
als ternarer Komplex mit Kap95 (Pemberton und Pals@®05). Deshalb wurden fur beide

Proteine unter den gleichen Bedingungen erneut uBigsiversuche durchgefuhrt und die

Proben durch Immunoblotting analysiert.
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Abb. 33: Sub2 bindetin vitro an Kap95 und Srpl, jedoch nicht an die tbrigen Trasportrezeptoren

(A) Die verwendeten Proteine wurden bis auf GSTZSkE. coli synthetisiert und gereinigt. GST-Sub2 wurde
in S. cerevisiadergestellt. Das Fusionsprotein wurde aus demr@izsdllysat durch Inkubation fur 1 h bei 4°C
mit GSH-Sepharose extrahiert. Nach Waschen mit FBBKvurden zu den Ansatzen jeweils 1§ der
Transportfaktoren gegeben und fir 1 h bei 4°C irdibParallel dazu wurde pro Transportrezeptor/Asisatz

mit zusatzlich 22,19 Hiss-GsplQ71L-GTP gemischt und unter den gleichen Rpdiigen inkubiert. Die
Ansétze wurden dann 3 x mit PBSKMT gewaschen, dimigdenen Proteine mit SDS-Probenpuffer eluiert und
durch SDS-PAGE und Farbung mit Coomassie Brilllaiu analysiert. (B) Die benutzen Proteine wurdé& w
unter (A) beschrieben gewonnen. GST-Sub2 wurde $iH-Sepharose gebunden, indem der Ansatz fur 1 h bei
4°C inkubiert wurde. Nach dreimaligem Waschen nBSRMT wurde zu den Anséatzen jeweils 1@ der
Transportfaktoren Srpl und Kap95 gegeben und wisddiir 1 h bei 4°C inkubiert. Im letzten Fall wurdin
Parallelansatz mit 22 g Hiss-Gsp1Q71L-GTP gemischt und unter den gleichen Reatigen inkubiert. Alle
Ansatze wurden 3 x gewaschen und die gebundenderifromit SDS-Probenpuffer eluiert, um dann einer
Immunoblot-Analyse mit Antikdrpern gegen Srpl (16D und Kap95 (1:300) sowie anti-Kaninchen-
Sekundarantikdrper (1:1000) unterzogen zu werden.

In Abb. 33B erkennt man, dass sowohl Srpl als &mhO5 separat voneinander an Sub2
binden und bei Kap95 auch eine Verdrdngung dest@bdurch Gspl-GTP stattfindet,
jedoch bildet sich kein trimerer Komplex aus Srlgap95 und dem “Cargo*, weil sich die

beiden Transportfaktoren gegenseitig verdranges.ldedeutet, im Falle von Sub2 handelt es
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sich nicht um einen Kklassischen NLS-Protein-Trartspedoch spricht das erhaltene
Ergebnis, dass Kap95 an Sub2 bindet und durch G3pL-wieder abgeldst wird, fir einen
Import durch Kap95. Um die hier gefundene Inte@ktimit Srpl naher charakterisieren zu

kénnen, missen weitere Experimente folgen.

* Die Bindung von GST-Taf4 an verschiedene Importine

Die Untereinheit des allgemeinen Transkriptiongdek{TFIID Taf4 (Sanders und Weil, 2000)
zeigte in den Co-Reinigungsexperimenten sowohl apld4 als auch zu Kapl20 eine
Bindung. Auch diese Komplexe wurden auf ihre Sg&ifuberpruft. GST-Taf4 wurde in
E. coli synthetisiert und ein Gesamtzelllysat hergestBits Fusionsprotein wurde an GSH-
Sepharose gebunden und anschlieBend mit versckiedemportinen inkubiert. In einem
analogen Ansatz wurde Hi&splQ71L-GTP hinzugefugt (Abb. 34A). Kap95, P4€dp104
und Sxm1l zeigten eine deutliche Bindung zu Taf4 Nmad5, Kap114 und Kap120 sind nur
schwache Banden sichtbar. Die Proteinmengen wundénHilfe der ImageQuant TL v
2003.03-Software quantifiziert. Die Ergebnisse smd\bb. 34B und Tabelle 19 dargestellt.
Die Negativkontrolle Csel und Kapl23 zeigten kedgwedung an Taf4. Kapl120 wies mit
22% Bindung (bezogen auf 100% Bindung an Kap95) wiedrigste Bindung auf.
Vergleichbar starke Wechselwirkungen hatten Nmd8 #apll4 mit 43% bzw. 56%
Bindung. Bei Sxm1l und Psel waren die Mengen anrgiinem Protein doppelt so grof3 und
es ergaben sich Werte von 90 bzw. 93%. Die Bincdamé&ap95 wurde 100% gesetzt, jedoch
steigerte die Zugabe von Srpl den Wert nur auf 1Diggrol3te Bindung zeigte Kap104 mit
228%. Bis auf Kapl120, bei dem das Hinzufligen vosawlichem HigGsplQ71L-GTP
keine Wirkung hatte, war die Hohe der Ablosung46it- 95 % sehr deutlich.
Zusammengefasst bedeutet das: Taf4 wird nicht dkiedsischen NLS-Protein-Transport in
den Zellkern importiert, da sonst die Stimulatiarrath zusatzlich zugegebenem Srpl gréf3er
sein musste. Wahrscheinlich handelt es sich beilB4pum den Hauptimportrezeptor.
Bezogen auf die Starke der Bindung koénnten Kap¥glP Sxml, Nmd5 und Kapll4
Nebenwege fur den Taf4-Import darstellen, wobei ldieten beiden vernachlassigbar sind.
Kapl123 zeigte keine Wechselwirkung mit Taf4 und Biedung durch Kap120 erwies sich

im Zusammenhang mit dem Kerntransport als unssehifi
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Abb. 34: Die Komplex-Bildung von Taf4 mit Importinen

(A) Die Transportfaktoren wurden . coli hergestellt und im Anschluss gereinigt. GST-Taf#de inE. coli
Rosetta Star synthetisiert. Das erhaltene Gesdiysatlwurde fur 1 h bei 4°C mit GSH-Sepharose biktt,

um so das Fusionsprotein an die Matrix zu bindeachidem die Ansatze 3 x mit PBSKMT gewaschen worden
waren, wurden jeweils 129 der Transportfaktoren zugegeben und wieder fiirbei 4°C inkubiert. Parallel
dazu wurde pro Transportrezeptor ein Ansatz miitalish 22,519 in E. coli synthetisiertem und gereinigtem
Hiss-GsplQ71L-GTP gemischt und wie oben beschriebenbiekt. Es wurde 3 x gewaschen, die gebundenen
Proteine mit SDS-Probenpuffer eluiert und durch SIXsE sowie Farbung mit Coomassie Brilliant Blau
analysiert. (B) Die Intensitat der Proteinbanden @eomassie Brilliant Blau-gefarbten SDS-Gele wundig
Hilfe der ImageQuant TL v 2003.03-Software quanigfit und als Histogramm dargestellt. Dabei wurde d
Bindung von Kap95 100% gesetzt und die Bindungideigen Transportrezeptoren darauf abgeglichen.
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Tabelle 19: Quantifizierung der Bindung von Taf4 animportin B-Homologe und der Verdrangung durch
Gspl-GTP

Mit Hilfe der ImageQuant TL v 2003.03-Software wenddie Proteinmengen der mit Taf4 interagierenden
Transportrezeptoren auf dem in Abb. 34 gezeigte8-&@l bestimmt und in Prozentangaben umgewandeit. D
Wert fir Kap95 wurde 100% gesetzt und die (brigesowohl die Bindung - Gspl-GTP als auch die
Bindung + Gsp1-GTP - wurden darauf abgestimmt ¢ersitat der Bande bezogen auf die Intensitat dexdB

bei Kap95 ohne Zugabe von GsplQ71L-GTP). Die Abigsmeint den prozentualen Anteil der Differenz aus
Bindung - Gsp1-GTP und Bindung + Gsp1-GTP bezogérli® Bindung des Importins und errechnet sich aus
der Formel: 100- (Bindung + Gsp1-GTP [%] x 100/dRing - Gsp1-GTP [%]).

Importin Blndung[;/o?spl-GTF’ Blnogj?g E;A)C];Spl' Ablosung [%]
Nmd5 43 14 67
Kapll4 56 21 62
Kap120 22 30 38
Kap95 100 30 70
Kap95 + Srpl 117 23 80
Psel 93 4 95
Kapl04 228 123 46
Kap123 0 0 0
Sxml 90 42 53
Csel 0 0 0

» Die Bindung von GST-Imp4 an verschiedene Importine

Die Interaktion des nuklearen und nukleolaren Inyé|ches in die rRNA-Prozessierung
involviert ist (Lee und Baserga, 1999), mit Kapld4rde mit isolierten rekombinanten
Proteinen verifiziert. Gleichzeitig wurde die Bindp zu einigen anderen Importii-
Homologen tberprift. GST-Imp4 wurdekn coli hergestellt und aus den lysierten Zellen ein
Komplettlysat gewonnen. Das Fusionsprotein wurdeG&H-Sepharose gebunden und mit
den Importrezeptoren inkubiert. Zu einem gleichams#®z wurde jeweils HisGsp1Q71L-
GTP gegeben. Die Proteine wurden durch SDS-PAGHetnginnt und mit Coomassie
Brilliant Blau angefarbt (Abb. 35). Die Intensitder Bandenfarbung wurde mittels der
ImageQuant TL v 2003.03-Software ermittelt und iroZeéntangaben umgerechnet. Die
Menge an interagierendem Kap95 wurde 100% gesetdt die Ubrigen Werte darauf
abgeglichen. Csel als Negativkontrolle und Pseall®s keine Affinitat zu Imp4. Kapl123
und Kapl20 zeigten mit 9 und 25% nur eine geringech8elwirkung. Nmd5 und Sxm1l
zeigten mit 79 bzw. 87% Bindung eine vergleichbarke Bindung zu Imp4, ebenso wie
Kapl04, Kapll4 und Kap95 mit jeweils 100% Bindubge Bindung von Kap95 wurde
durch Zugabe von Srpl jedoch nur unbetrachtlichlgrfl27%). Durch die Verdrangung mit
Gspl-GTP wurden die Werte der Bindung um 40 bi$G0f6 reduziert.
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Abb. 35: In vitro-Bindung von Imp4 an verschiedene Importine

(A) Die verwendeten Importrezeptoren wurdertincoli hergestellt und gereinigt. GST-Imp4 wurdeEncoli
Rosetta Star synthetisiert. Das daraus gewonnesan@eelllysat wurde fur 1 h bei 4°C mit GSH-Sepkaro
inkubiert und so das Fusionsprotein gebunden. Dieséfze wurden dreimal mit PBSKMT gewaschen,
anschlieRend wurden jeweils 18 der Transportfaktoren zugegeben und fur 1 h t@iidkubiert. Parallel dazu
wurde pro Transportrezeptor der gleiche Ansatzzostitzlich 22,5ug in E. coli synthetisiertem und gereinigtem
Hisg-Gsp1lQ71L-GTP gemischt. Die Ansédtze wurden gewasalmed die gebundenen Proteine mit SDS-
Probenpuffer eluiert. Durch SDS-PAGE gefolgt voneei Farbung mit Coomassie Brilliant Blau wurden sie
analysiert. (B) Die Intensitat der Proteinbanden @eomassie Brilliant Blau-gefarbten SDS-Gele wunai¢
Hilfe der ImageQuant TL v 2003.03-Software bestinumdl in einem Histogramm dargestellt. Die Binduog v
Kap95 wurde 100% gesetzt und die Bindungen degéhrimportine darauf abgeglichen.

Das ist ein Indiz daflr, dass wahrscheinlich keils&scher NLS-Protein-Transport
stattfindet, da die Bindung von Kap95 durch Srpdhhin erwahnenswertem Mal3e erhoht
wird. Die erhaltenen Ergebnisse weisen daraufdss Imp4 zu gleichen Teilen von Nmd5,

Kapl14, Kap95 allein, Kap104 und Sxm1l importiertaed konnte. Die Bindung an Kap120
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und Kapl23 ist verrnachlassigbar, so dass diesegRaen vermutlich keine oder nur

Nebenwege untergeordneter Bedeutung fir den Impditinin den Zellkern darstellen.

Tabelle 20: Quantifizierung der Bindung von Imp4 anlImportrezeptoren und der Verdrangung durch
Gspl-GTP

Mit Hilfe der ImageQuant TL v 2003.03-Software wenddie Proteinmengen der mit Imp4 wechselwirkenden
Transportrezeptoren auf dem in Abb. 35 dargestef®S-Gel quantifiziert und in Prozentangaben uogetf

Der Wert fur Kap95 wurde 100% gesetzt und die irigsowohl die Bindung - Gsp1l-GTP als auch die
Bindung + Gsp1-GTP - wurden darauf abgestimmt ¢ersitat der Bande bezogen auf die Intensitat dedB

bei Kap95 ohne Zugabe von Gspl1Q71L-GTP). Die Abigsmeint den prozentualen Anteil der Differenz aus
Bindung - Gsp1-GTP und Bindung + Gsp1-GTP bezogérli® Bindung des Importins und errechnet sich aus

der Formel: 100- (Bindung + Gsp1l-GTP [%] x 100/ding - Gsp1-GTP [%]).

Importin Blndung[(;/o?spl-GTF’ B'n%{?g E:%C];Spl' Abldsung [%]
Nmd5 79 15 81
Kapl14 100 33 67
Kapl120 25 11 55
Kap95 100 51 49
Kap95 + Srpl 127 22 83
Psel 0 0 0
Kap104 100 60 40
Kapl23 9 0 100
Sxml 87 21 76
Csel 0 0 0

» Die Bindung von GST-Rfc2 an verschiedene Importine

Die Replikationsfaktor C-Untereinheit Rfc2 (Yab al, 2003) wurde auf ihre Bindung zu
Importrezeptoren hin untersucht. Das GST-Fusioriepravurde inE. coli synthetisiert und
aus den aufgeschlossenen Zellen ein Gesamtzellgsgestellt. GST-Rfc2 wurde an GSH-
Sepharose gebunden und im Anschluss mit verscheadnportinen inkubiert. Zu einem
entsprechenden Ansatz wurde aul3erdems-BsplQ71L-GTP zugegeben. Die Proben
wurden einer SDS-PAGE unterzogen und die Protein€Coomassie Brilliant Blau gefarbt
(Abb. 36A). Kapl123 und die Negativkontrolle Cseligimn keine Affinitat. Bei Nmd5,
Kapl14, Kap120, Psel und Sxml sieht man im SDSjgeils eine schwache Bindung.
Eine schon deutlichere Wechselwirkung ist bei K&plbd Kap95 allein erkennbar. Fugt
man jedoch zu Kap95 noch Srpl hinzu, wird die Biglaerheblich gesteigert. Die Intensitéat
der Bandenfarbung wurde quantifiziert (Abb. 36B urabelle 21). Bezogen auf die Starke
der Bindung von Kap95 zeigten Nmd5, Kap114, KapE&&1 und Sxm1 mit jeweils ca. 20%
Bindung wie bereits erwahnt sehr ahnliche Intecadén mit Rfc2. Auch Kap104 und Kap95
zeigten mit 95 bzw. 100% Bindung annahernd gleigffenitdten zum Ziel-Protein. Durch

die Zugabe von Srpl zu Kap95 erhdhte sich seinduBig an Rfc2 annahernd um den Faktor
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7 auf 669%. Was die Verdrangung durch Gspl-GTPlangge so kann man sagen, dass bis
auf Kap120 mit 9%, Kap104 mit 16% und Sxm1 mit 18 Ubrigen Importrezeptoren recht
stark durch die Interaktion mit Gspl-GTP vom GSTEibasprotein abgel6st wurden
(zwischen 50 und 92% Verdrangung).

Die starke Erhohung der Wechselwirkung von Kap93R#c2 durch Srpl weist auf einen
klassischen NLS-Transport hin. Dabei stimuliereplSund Kap95 gegenseitig ihre Affinitat
zum Substrat durch Bildung eines stabilen trimédfemplexes. Dieser wird durch Bindung
von Gspl-GTP an Kap95 wieder aufgeldst. Der Satiallewurde im Falle von Rfc2 naher
beleuchtet. Dazu wurde ahnlich vorgegangen wie zu88T-Rfc2 aus. coliLysat wurde
an GSH-Sepharose gebunden. Danach wurde mit Srdl1Kap95 jeweils alleine und
gemeinsam inkubiert. Durch Zugabe von HesplQ71L-GTP sollte der terndre Komplex
wieder disassemblieren. Fiur die gleiche Dauer wutele Dreifach-Komplex lediglich mit
Puffer inkubiert, um dessen Stabilitdt zu kontsskin. Mit den Proben wurde eine SDS-
PAGE durchgefuhrt und die Proteine entweder dut@todng mit Coomassie Brilliant Blau
oder Immunoblotting detektiert (Abb. 36C). Man ¢iem Falle von Srpl nur in der
Immunoblot-Analyse, da sich GST-Rfc2 mit ca. 66 kiba Srpl mit ca. 61 kDa im SDS-Gel
Uberlagerten-, dass Srpl und Kap95 unabhéngig vanééer in der Lage waren, an Rfc2 zu
binden. Beide erhdhten gegenseitig ihre Affinitétnz Ziel-Protein und es bildete sich ein
stabiler trimerer Komplex, der auch eine erneutalbation mit Puffer Gberdauerte. Erst das
Hinzufligen von Gspl-GTP loste den Komplex wieddr Bas konnte bedeuten, dass Rfc2
wahrscheinlich Gber den klassischen NLS-Proteim3partweg in den Nukleus importiert
wird. Die Interaktionen mit den Ubrigen Transpa@gtoren sind vernachlassigbar gering und
stellen daher vermutlich héchstens Nebenwege ddedren Rfc2-Imports dar.
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Abb. 36: Die Bindung von Rfc2 an verschiedene Impdine und die Verdrangung durch Gspl-GTP

(A) Die verwendeten Transportfaktoren wurdenBncoli synthetisiert und nachfolgend gereinigt. GST-Rfc2
wurde inE. coli Rosetta Star hergestellt und daraus ein Gesalgtatligefertigt. Dieses wurde fiir 1 h bei 4°C
mit GSH-Sepharose inkubiert und das Fusionspraaimias Saulenmaterial gebunden. Nachdem die Ansatze
mit PBSKMT gewaschen worden waren, wurden jewedlad der Transportfaktoren zugegeben und fiir 1 h bei
4°C inkubiert. Gleichzeitig wurde pro Transportnetoe ein zweiter Ansatz mit zuséatzlichen 2gghgereinigtem
Hise-GsplQ71L-GTP au&. coli gemischt und wie oben inkubiert. Die Ansétze war@x gewaschen, die

anti-Kap95
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gebundenen Proteine mit SDS-Probenpuffer eluiadtdurch SDS-PAGE und Farbung mit Coomassie Brillian
Blau analysiert. (B) Die Intensitat der Proteinbamdler Coomassie Brilliant Blau-gefarbten SDS-Galede

mit Hilfe der ImageQuant TL v 2003.03-Software diffziert und als Histogramm dargestellt. Dabei deidie
Bindung von Kap95 100% gesetzt und die Bindungideigen Transportrezeptoren darauf abgeglichenEEC)
wurden die gleichen Proteine wie unter (A) benutrd GST-Rfc2 erneut wie oben beschrieben geburidach
dem dreimaligen Waschen der Anséatze wurden 12 jp9%ader Srpl bzw. beides (in letztem Fall gabres d
Ansatze) zugegeben und fir 1 h bei 4°C inkubiest.wiEirde erneut 3 x gewaschen und von allen Ansatzen
Proben entnommen. Die Ubrigen zwei Ansétze mitdyeibransportfaktoren wurden erneut inkubiert, dilegs

bei Raumtemperatur fur 30 min. Zu der einen Prolze wuvor lediglich PBSKMT hinzugefugt worden
(reisoliert), die andere enthielt zuséatzlich no&tb2g Hig-GsplQ71L-GTP. Die Ansétze wurden 3 x gewaschen
und die gebundenen Proteine in SDS-Probenpufféerelum dann einer Immunoblot-Analyse mit Antikérp
gegen Srpl (1:5000) und Kap95 (1:300) sowie antiii@hen-Sekundarantikbrper (1:1000) unterzogen zu
werden.

Tabelle 21: Quantifizierung der Bindung von Rfc2 anverschiedene Importine und der Verdrangung
durch Gsp1-GTP

Mittels der ImageQuant TL v 2003.03-Software wurddie Proteinmengen der an Rfc2 gebundenen
Transportrezeptoren auf dem in Abb. 36 gezeigteS8-&@l bestimmt und in Prozentangaben umgerechmegt. D
Wert fir Kap95 wurde 100% gesetzt und die (brigesowohl die Bindung - Gspl-GTP als auch die
Bindung + Gsp1-GTP - wurden darauf abgestimmt ¢ersitat der Bande bezogen auf die Intensitat dexdB

bei Kap95 ohne Zugabe von GsplQ71L-GTP). Die Abigsmeint den prozentualen Anteil der Differenz aus
Bindung - Gsp1-GTP und Bindung + Gsp1-GTP bezogérli® Bindung des Importins und errechnet sich aus
der Formel: 100- (Bindung + Gsp1-GTP [%] x 100/dRing - Gsp1-GTP [%]).

Importin Blndung[;/o?spl-GTF’ Blnogj?g E;A)C];Spl' Ablésung [%]
Nmd5 20 10 50
Kapl14 26 13 50
Kap120 19 17 9
Kap95 100 8 92
Kap95 + Srpl 669 62 91
Psel 20 5 73
Kapl04 95 80 16
Kap123 0 0 0
Sxml 19 16 15
Csel 0 0 0

Der Einfluss von Srpl, Kap95 und Nup2 auf die Lokasierung von Rfc2 sowie Sub2
in vivo

Beim klassischen NLS-Protein-Transport bildet ahtrimerer Komplex aus dem Substrat,
dem Importrezeptor Kap95 sowie dem AdaptermolekgllSwelches die Bindung zwischen
beiden vermittelt (Pemberton und Paschal, 2005nMéer Komplex den NPC passiert hat,
wird das Substrat freigesetzt, indem das NukleopNup2 an das Heterodimer Kap95/Srpl
bindet. Durch Interaktion mit Gspl-GTP wird wiedaruKap95 von Srpl abgeldst
(Solsbacheet al, 2000). Aufgrund der in dieser Arbeit gefundemeteraktionen von Rfc2
bzw. Sub2 zu Kap95 und Srprivitro wurde vermutet, dass diese beiden Proteine eventue
eine klassische Kernlokalisierungssequenz besitkém. zu Uberprifen, ob die beiden
Proteine Uber den cNLS-Transport in den Nukleus ommgaxt werden, wurden
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Lokalisierungsstudien ikap95, srpl- undnup2Mutanten durchgefihrt, welche einen Defekt
in Bezug auf den NLS-Protein-Import haben. Zur Kol¢ wurde zuséatzlich die
Lokalisierung eines Reporterproteins mit der NLS &/40 T-Antigens untersucht (Hahn-
Quintes, 2004; Kalderoret al, 1984). Hefewildtypzellen und die temperatursiresn
Hefestiamme GSY20Xipl-3), GSY203 ¢rpl-49, GSY664 §rpl-59, GSY432 pnup?
und die kap95Mutante GSY468 rgl1-1) wurden mit den Plasmiden YGAL-NLSGST-
GFP, YCpGAL-GFP-RFC2 und YCEGAL-GFP-SUB2 transformiert. Mit Ausnahme des
zuletzt genannten besitzen die Hefestamme einengsobe Mutation imSRP1 bzw.
KAP95Gen (Koeppet al, 1996; Yancet al, 1994), wohingegeNUP2in GSY432 komplett
deletiert wurde (Loelet al, 1993). Die transformierten Stamme wurden beC2&3néchst in
Selektivmedium mit Glukose, dann im gleichen Mediomih Raffinose solange inkubiert, bis
die logarithmische Wachstumsphase erreicht war. Géitaktose wurde dann die Synthese
GFP-Fusionsproteins induziert und die Zellen furiteve 2 h Kkultiviert. Um den
Mutantenph&notyp zu induzieren, wurden die Zellen 25°C (permissive Temperatur) auf
37°C (restriktive Temperatur) “geshiftet” und erh&ir 90 min inkubiert. Abb. 37 zeigt die
Lokalisierung der GFP-Fusionsproteine in den veestdnen Stammen. Die Lokalisierung
der Kontrolle SV40 NLS-GST-GFP entspricht weitebiged den Literaturdaten (Hahn-
Quintes, 2004). Im Wildtyp-Hefestamm war das Protabsolut kernstandig. Die grof3te
Misslokalisierung zeigte sich in desrpl-3tMutante, das NLS-Protein befand sich
vollstandig im Cytoplasma. Die geringste, aber @ehndeutliche Misslokalisierung war im
srpl-49Stamm erkennbar. Das Ausmald der Misslokalisieminge den ubrigen drei
Stammen lag dazwischen. Das bedeutet also, dassautigewahlten Stamme und die
Versuchsbedingungen geeignet waren, den ImporiGfiR-Sub2 und -Rfc2 zu untersuchen.
Sub2 zeigte jedoch in keinem der Hefestdmme eirssibkalisierung, sondern war in allen
Fallen weiterhin kernstandig. Kombiniert mit demvitro-Daten bedeutet das, dass Sub2
vermutlich nicht Uber den klassischen NLS-ImportgAie den Zellkern transportiert wird.
Ein Transport durch Kap95 kann weiterhin nicht asetplossen werden. Mdglicherweise

kompensieren andere Importine den eventuellen It¥ipetekt in deikap95Mutante.
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SV40 NLS Rfc2 Sub2

Nomarski
(Wildtyp )
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Abb. 37: Srpl, Kap95 und Nup2 sind am Import von R€2 in den Zellkern beteiligt

Wildtypzellen (GSY171) und Zellen der HefestammeY@®2 (srpl-3), GSY203 érpl-49, GSY664 srpl-
54), GSY468 (sl1-1) und GSY432 Anup2? wurden mit den Plasmiden YGAL-NLS-GST-GFRpGS422) als
Kontrolle sowie YCGBAL-GFP-RFC2(pGS1768) und YOBAL-GFP-SUB2(pGS1769) transformiert. Die
Zellen wurden in Selektivmedium mit 2% Glukose kudrt, im gleichen Medium mit 2% Raffinose verdiinn
und tber Nacht bei 25°C unter Schitteln inkubi2at.Beginn der logarithmischen Wachstumsphase wdiele
Expression der GFP-Fusionsproteine durch Zugabe 2%nGalaktose induziert. Die Kulturen wurden fir
weitere 2 h bei 25°C und anschlieBend fiur 90 min ®&°C inkubiert. Die Lokalisierung der GFP-
Fusionsproteine wurde mittels Fluoreszenzmikroskopntersucht. Daneben wurden die Zellen mit der
Nomarski-Optik betrachtet.

Bei Rfc2 wurden &ahnliche Ergebnisse wie bei der BMALS erhalten. Am schwachsten war

die Misslokalisierung besrp1-49 wo neben einer schwachen cytoplasmatischen Lsazktadn
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hauptséachlich ein recht starkes nukleéres Signaehnen war. Das cytoplasmatische Signal
wurde vomAnup2 Uber denrsll-1- bis hin zumsrpl-54Stamm immer starker und war
schlie3lich in dersrpl-3:XMutante am grof3ten. Hier zeigte sich die Misslskatung sehr
deutlich, auch wenn immer noch ein Kernsignal sightwar. Das bedeutet also, dass die
in vitro-Daten der Bindungsstudien durch dievivo-Ergebnisse der Lokalisierungsstudien
bestétigt werden: die Mutationen bzw. Deletionem deei am klassischen NLS-Protein-
Import beteiligten Transportfaktoren Kap95, Srpld uNup2 fuhren in jedem Fall zu
Misslokalisierungen. Dadurch wird untermauert, da&= durch diesen Transportweg in den

Zellkern geschleust wird.

Identifizierung der NLS von Rfc2

Uber eine Sequenzanalyse wurde innerhalb der eR&ieiminosaurereste am N-Terminus
von Rfc2 eine potenzielle Kernlokalisierungssequengorm von 4 aufeinander folgenden
basischen Aminoséuren ermittelt (Abb. 38). Um iRoaktionalitat zu Gberprifen, wurde zum
einen eine N-terminale Deletion von Rfc2 hergesteler die ersten 15 Aminosaurereste
fehlen. Dadurch wurde die potenzielle NLS entfediim anderen wurden die ersten 31

Aminosaurereste des N-Terminus untersucht (Abh. 38)

Potenzielle
NLS

1 - 20
MFEGFGPNKKRKISKLAAEQ

Rfc2

[T] Rfc2-N31

Rfc2-AN15

Abb. 38: Deletionen von Rfc2

Schematische Darstellung der Deletionen von Rfci2 jibtenzielle Kernlokalisierungssequenz (NLS) wird
durch einen schwarzen Balken symbolisiert. Zusétaind die ersten 20 Aminoséurereste des N-Tesnion
Rfc2 im Einbuchstabencode angegeben (die basis¢kmmoséurereste der potenziellen NLS sind in
fettgedruckten Buchstaben aufgefthrt).
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Es wurden Plamide mit einer bzw. zweFP-Gen-Kassetten kloniert, die fur das jeweilige
GFP-Fusionsprotein kodieren. Diese Plasmide sow@pGAL-GFP-RFC2 wurde in
Hefewildtypzellen transformiert. Die Synthese deFRSFusionsproteine erfolgte nach

Galaktose-Induktion.

A

Rfc2-AN15

“
“
o
&
(a2

Fluoreszenz Nomarski

Aok

Rfc2
Rfc2-N31

Rfc2-AN15

Abb. 39: Der N-Terminus von Rfc2 vermittelt dessermmport in den Nukleus

(A) Wildtypzellen (GSY171) wurden mit den Plasmid¥iCpGAL-GFP-RFC2(pGS1768), YCRBAL-GFP-
GFP-RFC2-N31(pGS1803) und YORBAL-GFP-RFC2A4AN15 (pGS1804) transformiert. Aus den Zellen wurde
mittels TCA-Fallung Gesamtzelllysate hergestellied® wurden mit Hilfe von SDS-PAGE aufgetrennt, die
Proteine wurden auf eine PVDF-Membran transfetiad die GFP-Fusionsproteine mit einem GFP-spehifisc
Antikorper (1:1000) sowie anti-Kaninchen-Sekundékampern (1:1000) detektiert. (B) Die unter (A)
beschriebenen Zellen wurden in Selektivmedium ¢ Glukose kultiviert, im gleichen Medium mit 2%
Raffinose verdunnt und Uber Nacht bei 30°C untehu8eln inkubiert. Zu Beginn der logarithmischen
Wachstumsphase wurde die Expression der GFP-Fpsaiate durch Zugabe von 2% Galaktose induzigég. D
Lokalisierung der GFP-Fusionsproteine wurde mitkigreszenzmikroskopie untersucht. Daneben wudiken
Zellen mit der Nomarski-Optik betrachtet.
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In Abb. 39A ist eine Immunoblotanalyse der untehseic Hefezellen gezeigt. Mittels TCA-
Fallung wurden aus diesen Zellen Gesamtzelllysatgognen. Die Detektion erfolgte mit
GFP-spezifischen Antikdrpern. Die synthetisiertediPd-usionsproteine von Rfc2, Rfc2-N31
und Rfc2AN15 besalRen die berechnete molare Masse.

In Abb. 39B ist die Lokalisierung von GFP-Rfc2, GEFP-Rfc2-N31 und GFP-RfcAN15
dargestellt. GFP-GFP-Rfc2-N31 war wie GFP-Rfc2 lséughlich im Zellkern zu finden. Die
ersten 31 Aminosaurereste sind also ausreichenait das Protein in den Nukleus importiert
wird. Werden die ersten 15 Aminosaurereste jedautfient, verbleibt das Protein fast
vollstandig im Cytoplasma und der Import ist gestoD. h. also, die ersten 15
Aminosaurereste sind notwendig fir den Transpous diesem Ergebnis kann geschlossen
werden, dass es sich bei der vorhergesagten NLS weme klassische

Kernlokalisierungssequenz handelt.
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4. Diskussion

4.1. Beurteilung der Qualitat der Praparation der cytosdischen,
unléslichen und der Kernlysatfraktion

Die Herstellung von Lysaten und die Fraktionierungdie einzelnen Kompartimente der

Zelle findet oft auf vergleichbaren Wegen statt fRaond Blobel, 1993; Rout und Field, 2001;

Rout und Kilmartin, 1990; Strambio-de-Castillia et al, 1995;
www.fhere.org/science/labs/hahn/methods/methodsxihtinl (Protokoll nach S. Hahn);

www.mc.vanderbilt.edu/vumcdept/cellbio/wentelabtpomls/yeast nuclei prep.html

(Protokoll nach S. Wente)www.plaza.ufl.edu/johnaris/Protocols/Yeast/Yeastiupdf

(Protokoll nach J. Aris)). Zunachst werden die jéiggen Zellen bis zu einer vorgegebenen
optischen Dichte kultiviert. In dieser Arbeit wura@afanglich mit einer Og, von 0,3 -1
gearbeitet (vgl. z. B. Protokoll nach J. Aris), tgpé&eigte sich, dass sich auch eines§bon

2 - 3 fur die Zellpraparation eignete, womit die tBtalausbeute erhoht wurde (vgl. auch
Protokoll nach S. Hahn). Anschliel3end wurde diecEellwand mit einem geeigneten Enzym
verdaut und entfernt, wobei sich herausstelltes daise Kombination der drei Enzyme
Zymolyase, Mutanase und Glusulase (Protokoll nachA8&nte) fur diesen Schritt nicht
erforderlich war, sondern ein einzelnes Enzym (Zyae) ausreichte. Auch wenn dieser
Schritt gedndert wurde, in der Hauptsache entstasirer orgehensweise zur Praparation von
Cytosol und Zelllysat dem Protokoll von Susan WeniEe nachfolgende Zelllyse
(Aufbrechen der Cytoplasmamembran) kann auf urliegdiche Weisen erfolgen:
mechanisch mit elektrischen Handhomogenisatorent(Rad Kilmartin, 1990) sowie Potter-
Elvehjem-Homogenisatoren (Protokoll nach J. Arisjero chemisch-physikalisch mit
Detergentien (Caesar, 2003). Frihere Experimenigtere jedoch, dass Yrbl durch eine
Behandlung, bei der Tween 20 als Detergens eirgeseirde, verloren ging (Dr. Silvia
Hahn-Quintes und Dr. Stefanie Caesar, personlichiteiMing), weshalb in dieser Arbeit auf
die mechanische Lyse zurtickgegriffen wurde.

Durch Zentrifugation wurde das Cytosol von der shéhen Zellfraktion abgetrennt. Zur
Separation der Kerne wurde diese Fraktion auf eiissé¢i von drei Schichten
Sucrose/Polyvinylpyrrolidon- oder Ficoll-L6sung sehiedener Molaritat gegeben. Wahrend
der anschlieRenden Zentrifugation wurden die Zel&evon den Ulbrigen Zellbestandteilen
abgetrennt. Die Lyse der Nuklei erfolgte nach eiNkthode zur Isolierung subnukleérer
Kompartimente vorilrypanosoma brucejRout und Field, 2001). Dabei werden die Kerne
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durch Ultraschall aufgebrochen. Die Anwendung eiri@stergens stellt eine zweite
Maglichkeit dar (Rout und Kilmartin, 1990), war aldér die Zwecke dieser Arbeit wie oben
bereits erwdhnt ungeeignet. Die Zugabe von DNgR®ut und Kilmartin, 1990; Strambio-
de-Castillia et al, 1995) verbesserte die experimentelle Handhabdeg Kernlysats
dahingehend, dass die freigesetzte DNA gespaltendamit deren zahflliissige Konsistenz
aufgehoben wurde.

In Abb. 16 ist der Ablauf einer solchen Aufarbeun einer Westernblot-Analyse mit Yrbl,
Rnal, Htal sowie Prp20 als Markerproteine gezéigtler SDS-PAGE-Analyse wiesen die
intakten Zellen und das Zelllysat das gleiche Banuester auf. Trotzdem war beim Lysat
deutlich weniger Gesamtprotein vorhanden. Auf demgeng des Spharoplastierens ist dies
allerdings weniger zuruickzufiihren, da im Uberstaradh dem Sphéroplastieren mit der
Biorad-Methode (vgl. 2.8.5) bzw. durch SDS-PAGE rkaBrotein nachgewiesen wurde. Die
Verluste rihrten vermutlich zum einen daher, dasshddie Viskositat der Zellsupension ein
Teil davon an GefalBwanden und am Homogenisatorémabieb, zum anderen durch die
mechanische Beanspruchung bei der Lyse und dievitittvon Proteasen Proteine abgebaut
wurden. Degradation durch thermischen Stress kasgeschlossen werden, weil die Zellen
nach dem Zellwandverdau sténdig auf Eis gehaltenevu

Eine auffallig starke Degradation gibt es bei Yrkinem Marker fir das Cytosol. Dass es
sich dabei um ein “empfindliches” Protein handelirde bereits erwahnt. Aber offensichtlich
wirkte sich die mechanische Lyse weniger schadiieh als die chemisch-physikalische. Der
zweite cytosolische Marker Rnal zeigte sich bis Zeiflyse zunachst stabil und reduzierte
sich lediglich wie der Gesamtproteingehalt aufdia.Hélfte des Anfangswertes. Im Cytosol
sollte die gesamte Menge an Rnal wieder zu finaam, $edoch halbierte sich der Wert
nahezu. Mdoglicherweise wurde es von Proteasen ahgeln den Ubrigen die Kerne
enthaltenden Fraktionen wurde es wie Yrbl allerslinight detektiert. Das weist darauf hin,
dass die Kontamination der Kernfraktion mit cytesthen Komponenten gering bis nicht
vorhanden war.

Als Marker fur die Nuklei wurde das Histon Htal dwegezogen. Dieses Protein kann nur
eingeschrankt zur Uberprifung der Qualitat deratgéirbeitung dienen. Htal liegt gebunden
an DNA vor, so dass es bei der Abtrennung des Glgatirch Zentrifugation in jedem Fall
pelletiert. Auch in diesem Fall erkennt man, dask auf der Stufe des Zelllysats die Menge
an Protein ungefahr halbierte und kein dartber usgahender Abbau des Histons
stattgefunden hat. In der Cytosol-Fraktion wurdm kétal nachgewiesen, was ein Indiz fur

ihre Reinheit ist. Auffallig ist jedoch der starkdbau zwischen der Stufe des Zelllysats und
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der unl6slichen Fraktion, der noch starker augdpsé@g als bei Rnal und sich auf ca. 1/5 der
Ursprungsmenge reduzierte. Auch hier lasst sictbeigradation auf Proteasen zurtckfihren,
allerdings nur, wenn bereits an dieser Stelle Kérsiert und damit Histon freigesetzt worden
war. Der erhohte Proteingehalt der Kernfraktion\iergleich zur unléslichen Fraktion lasst
sich vermutlich auf einen Pipettierfehler zuriickiin da es sich bei beiden um sehr hoch
viskose Suspensionen handelte, die schlecht zutipnyga waren. Aber zumindest scheint
zwischen diesen beiden Stufen kein Abbau mehmgstathden zu haben, im Gegensatz zum
Kernlysat selbst, wo sich der Proteingehalt staduriert hat. Als Griinde wéren zum einen
vorstellbar, dass die Ultraschallbehandlung denteraggeschadet hat, zum anderen kdnnte
die zugegebene DNase I, welche die DNA in Fragmeptdtet, die Histone fur Proteasen
besser zuganglich gemacht haben.

Bei dem l6slichen Prp20 handelt es sich um derkifferen nuklearen Marker. Sein Abbau
ging bis zur Zelllyse nicht Gber den sowieso schiorhandenen hinaus. Allerdings wird bei
der Separation von Cytosol und unléslicher Frakganz klar ersichtlich, dass das Cytosol
verhaltnismaRig stark mit Kernlysat kontaminiertrwidegradiert wurde das Protein an dieser
Stelle jedoch nur wenig. Die Diskrepanz zwischeldsiicher und Kernfraktion ist wieder auf
einen Pipettierfehler zurtckzufihren. Aber auchr Hiat kein Abbau stattgefunden. Die
Ultraschall-Behandlung zwecks Kernlyse hat demd#ngedoch erheblich geschadet.
Zusammenfassend kann man also folgendes sagenKddrdraktionen waren kaum bzw.
nicht mit Cytosol kontaminiert, das Cytosol war kieh mit Kernlysat verunreinigt.
Allerdings durfte es schwierig sein, dieses Problesn einer solch starken mechanischen
Beanspruchung zu umgehen. Denn zum einen muss Zdimandverdau ein Kompromiss
gefunden werden, wenn ein Teil der Zellen noch tnalsreichend spharoplastiert bzw. ein
Teil schon “Uberverdaut” ist und schon von sellgstdrt, zum anderen werden bei der Lyse
der Spharoplasten durch mechanische Scherkrafteditig freigesetzte Kerne lysiert. Die
gro3e Bedeutung von gegenseitigen Kontaminationegt Idarin begriindet, dass das
cytosolische Protein Rnal die GTPase-Aktivitdt v@spl stimuliert und damit
Exportkomplexe in der Kernfraktion dissoziieren dém. Bei Kontaminationen von Prp20 im
Cytosol wirde mit seiner Hilfe gebildetes Gspl-Gdieé Bildung von Importkomplexen
verhindern. Dem kann man entgegenhalten, dass @MiRwilich nur in der lebenden Zelle
ausreichend zur Verfigung steht, so dass es ehsahuscheinlich ist, dass Prp20 als
Kontamination im Cytosol seiner Funktion, an Gspébundenes GDP gegen GTP
auszutauschen, nachkommen kann. Folglich waren rtkgroplexe trotzdem stabil. Die

vorhandene Verunreinigung sollte sich also nichtuatiefgreifend auswirken. Gepaart mit
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der kaum vorhandenen Kontamination des KernlysatsCgiosol war der Reinheitsgrad fir
diese Zwecke ausreichend.

Wenn man die Beanspruchung innerhalb der Aufarbgimiteinander vergleichen mochte,
so lasst sich sagen, dass sich die Lyse durch mischa Scherkrafte flir den
Gesamtproteingehalt und die einzelnen Markerpretewesentlich schlechter auswirkte als
die Behandlung mit Ultraschall. Zu bedenken istojd dass der Aufschluss mit dem
Homogenisator wesentlich langer dauerte und es awr Verluste durch Anhaftung an
Gerate und GefaRwande gab. Die Degradation durdhaddhall wirkte sich auf den
Gesamtproteingehalt nicht wesentlich aus, es gabalrh, wie bereits erlautert, Ausnahmen.
Insgesamt bedeutet dies also, dass die in diesmitAnodifizierte Methode der Herstellung
einer cytosolischen, unldslichen und einer Kerrtlygktion fur die angesteuerten Zwecke in
Qualitat, Ausbeute und Zeitaufwand zufriedenstellevar. In den nachfolgenden Kapiteln

sollen nun die mit diesem Ausgangsmaterial erhaitdResultate erértert werden.

4.2. Vergleich der experimentellen Methodik: “GST-Pulldown-Assay*,
TAP-Bindungsversuche und Co-Reinigungsstudien mitte “TAP-Tag"

Die Vor- und Nachteile der in dieser Arbeit verweteh Techniken sollen nachstehend
erlautert werden. Es wurden folgende Methoden aagdtv im “GST-Pulldown-Assay*”
wurde das Ausgangsprotein dtscoli GUber einen “GST-Tag" an eine Matrix gebunden und
mit einer cytosolischen bzw. Kernlysat-Fraktion &iefe inkubiert (2.9.3). Bei der zweiten
Technik wurden endogene Protein-Protein-KomplexeHefe-Cytosol sowie -Kernlysat Uber
einen “S-TEV-ZZ-Doppeltag“ zweifach gereinigt (TAtrdungsversuche; 2.9.5). In den Co-
Reinigungsexperimenten wurden mit demselben “Tagbtdh-Protein-Komplexe der
cytosolischen und der unldslichen Fraktion aus Hefeinem einzigen Reinigungsschritt
isoliert (2.9.6). Neben den in dieser Arbeit verdeten “Tags" existieren viele weitere wie
FLAG, Strep oder das Calmodulin-bindende Peptid RCHES ist nicht moglich zu sagen,
welches der beste “Tag” ist. Jeder hat Vor- undht&le, in Abhangigkeit von Kosten,
Grol3e, Effizienz und Wirtssystem. Bei der Methode @andem-Affinitatsreinigung wird
klassischerweise der “Protein A-Tag® mit CBP undneei TEV-Protease-Spaltstelle
kombiniert (Puiget al, 2001), was sich als gute Vorgehensweise erwidsan So
identifizierten beispielsweise Gaviretal in Hefe mit Hilfe dieses “Tags® 232
Proteinkomplexe (Gavirt al, 2002). In anderen Experimenten, bei denen dassidche

“TAP-Tag" durch Myg und Hig ersetzt wurde, erwies sich diese modifizierte t8gjia als
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die bessere (Graumanet al, 2004). Fur manche Proteine wurden mit diesemg“Ta
zusatzliche Interaktionspartner gefunden verglichenden Bindungsstudien von Ha al,

bei denen ein einfacher Flag-Tag benutzt wurdedtal, 2002). InDrosophilazeigten sich
FLAG und His als “TAP-Tag" als besser geeignetRastein A und CBP (Yangt al, 2006).

Im Sauger-System wurde die klassische Methode drirgiihrung eines zusatzlichen Biotin-
Restes optimiert (Drakast al, 2005). Auf der anderen Seite kann ein einfaciiexy”
genauso gut funktionieren wie ein “TAP-Tag“. In @inStudie, bei der eine Calcium-
abhangige Pflanzen-Proteinkinase isoliert wurdegteesich der “Strep II-Tag* als genauso
effizient wie der “TAP-Tag" (Witteet al, 2004). Auch in dieser Arbeit hat sich die
Komplexisolierung Uber nur einen “Tag* (Co-Reinigexperimente) als geeigneter
gegeniber der TAP-Methode (TAP-Bindungsversuchejesen. Nachfolgend werden die
Vor- und Nachteile der verwendeten Techniken umeeschiedenen Gesichtspunkten erértert
(Spezifitat der Protein-Protein-Bindungen, Ausbe@ptimierung der Versuchsbedingungen,
Effizienz, naturliche Modifikationen der Ausgangsi@ine).

Ein wichtiges Kriterium bei der Beurteilung von expnentellen Techniken ist die jeweilige
Ausbeute, in diesem Fall die Anzahl physiologisalwed damit spezifischer Protein-Protein-
Komplexe, gegenuber der Menge an unnaturlichenuBigdn, also Artefakten. Eine Gefahr
bei nicht spezifischen Wechselwirkungen bestehtindadass diese Interaktionen mit
wirklichen Bindungspartnern verhindern kdbnnen, egindere, wenn letztere nur in geringer
Zahl vorliegen. Ein Versuch, die unselektiven Bingen zu umgehen, bestand darin, die
cytosolische von der unléslichen bzw. Kernlysatakion abzutrennen und so artifizielle
Komplexe zu vermeiden. Grundsatzlich zeigte sichses Vorgehen nutzbringend, da
Experimente mit den verschiedenen Fraktionen zuifitgn Teil jeweils zu unterschiedlichen
Resultaten fuhrten. Trotzdem Uber diesen Weg unicté Komplexbildungen Uber die
Grenzen der Kompartimentierungen der Zelle hinwen worneherein ausgeschlossen
wurden, wurden dennoch z. B. bei den einfachen Eiaigungsexperimenten viele Proteine
gefunden, von denen angenommen wird, dass es siamapezifisch interagierende handelt
(vgl. 4.5). Besser sieht es diesbeziglich bei d&R-Bindungsversuchen aus. Offensichtlich
erhoht die doppelte Reinigung dieser TAP-Methode @G#ad der “Reinheit” zusatzlich.
Desgleichen scheint es bei den “GST-Pulldown-Assaysrekombinantem Ausgangsprotein
und Inkubation mit Hefe-Cytosol bzw. -Kernlysat wger unspezifische Interaktionen zu
geben als bei der einfachen Co-Reinigung, jedochidewu auch weniger potenzielle
Bindungspartner entdeckt: mit GST-Yrbl aus Kerrty&h, aus Cytosol 4, bei GST-Csel

entsprechend 3 und 4. Im Gegensatz dazu wurdemrat8ifie in Komplex mit Kap114 aus
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der cytosolischen bzw. 56 aus der unl6slichen kraksowie entsprechend 19 und 67
Proteine in Komplex mit Kap120 Uber die einfache-Rmnigungsmethode nachgewiesen
(Abb. 27 und Tabelle 15 - Tabelle 18; Liste der t@ire nicht vollstdndig). Fur Csel
wiederum wurde mit der zweifachen Reinigung (TARdRIingsversuche) aus Cytosol nur ein
Protein gefunden (Abb. 24), fur Yrbl 28 (Abb. 2X5duhabelle 14). Die Verwendung eines
“Crosslinkers” in den TAP-Bindungsversuchen flhie Gegensatz zu friheren Arbeiten
(Rohilaet al, 2004) zu keinem Ergebnis. Mégliche Grunde fig sichlechte Ausbeute der
TAP-Bindungsversuche dieser Arbeit verglichen mitheren Experimenten (Gavigt al,
2002; Graumanret al, 2004; Puiget al, 2001; Rigautet al, 1999) sollen im Folgenden
dargelegt werden. Vermutlich sind die fir die ies#r Arbeit untersuchten Proteine und den
verwendeten “S-TEV-Z(Z)-Tag“ notwendigen Bedingumgélir einige Protein-Protein-
Komplexe zu stringent, da beispielsweise auch d#amnte Interaktionspartner Xpol flr
Yrbl (Maureret al, 2001) in den TAP-Bindungsversuchen nicht naclhessn wurde.
Gepaart mit dem relativen grofen Zeitaufwand unch deassiven Verlusten an
Ausgangsmaterial wahrend der Experimente ist di¢hdbke in diesem Zusammenhang als
eher weniger effizient zu bezeichnen, zumal diedbbgte Menge an TEV-Protease z. B.
verglichen mit einer einfachen “Tag“-Abspaltung haeiner Proteinreinigung (TEV-
Protease/Protein : 1/100 (m/m) (Greiner, 2001)dém TAP-Bindungsversuchen sehr hoch
war (TEV-Protease/Csel : 15/1 - 25/1 bzw. TEV-Ras¢#Yrbl : 750/1 - 1100/1 (m/m)).
Denkbar wéare in diesem Kontext mdglicherweise aaite Schadigung des Zielproteins
durch diesen immensen Uberschuss an Enzym. Evkfitheen daneben auch Proteasen zur
Proteindegradation. Dazu kam noch, dass ein gréBerdes Zielproteins nicht mit dem
Séaulenmaterial interagierte und so zwangslaufig dem eigentlichen Bindungsversuch
entfernt wurde. Das mag zum einen an den Versuditgipgngen gelegen haben, zum
anderen konnte auch die Kapazitaten des Saulenaiat@nsgeschopft gewesen sein. Alles in
allem bedeutet das, dass eine sehr hohe Menge Wgsgaterial benoétigt wurde, um am
Ende des Versuchs eine angemessene Menge desoialprwieder finden zu kdnnen.
Bezuglich der Versuchsbedingungen hatten die beietieren Techniken die Vorteile
eindeutig auf ihrer Seite, allein schon weil keintpolytisch wirkendendes Enzym von auf3en
zugegeben wurde, welches sein Wirkoptimum erstRagimtemperatur entfaltet. So war es
maoglich, die Temperatur bei der einfachen Co-Reinggmittels “TAP-Tag" gleichmal3ig auf
4°C zu halten. Gleichzeitig wurde die Inkubationszestark reduziert (TAP-

Bindungsversuche: 1 h bei Raumtemperatur). Die HedMease-Spaltung entfallt. Die
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Versuchsbedingungen waren insgesamt vergleichswelsenender. Ahnlich mild waren die
Konditionen bei den “GST-Pulldown-Assays".

Ein Vorteil der TAP-Bindungsversuche gegeniiberasmhén Bindungsexperimenten mit 19G-
Sepharose kristallisierte sich aber auch in diesdyeit heraus. Vom Saulenmaterial
abgeldstes IgG (leichte und schwere Kette), weletiddiche Bindungspartner im SDS-Gel
massiv uUberdecken kann, wird im zweiten Reiniguciysé abgetrennt. Eine zweite
Maglichkeit stellt dagegen eine Optimierung derf@idedingungen dar, so wie bei den Co-
Reinigungsexperimenten geschehen. In diesem Faknvdie Analysenproben nur wenig
kontaminiert.

Da sich die Methode der TAP-Bindungsversuche irsatieArbeit als weniger brauchbar
erwies, verlagerte man sich mehr auf die beiden igébr Techniken. Eine
Optimierungstrategie der einfachen Co-Reinigungsarente sowie der “GST-Pulldown-
Assays” bestand im Austausch von PBSKMT durch WdBmgspuffer. Diese
Vorgehensweise flihrte bei beiden Methoden in dfgélten zu einer Erhéhung der Ausbeute
an potenziellen Interaktionspartnern. Aber nicht die Quantitat, auch die Qualitat der
gefundenen Komplexe anderte sich. Das wird sehtlideuim Vergleich zu friheren
“Pulldown-Assays” mit GST-Yrbl, welches jedoch rriefe-Gesamtlysat inkubiert wurde
(Maurer, 2001). Dabei wurde ebenfalls PBSKMT als ndBingspuffer benutzt.
Erstaunlicherweise wurden aul3er Enol/2 und Te&rerd Bindungen zum Zielprotein sind
als unspezifisch einzuschéatzen - keine Ubereinstingen gefunden. Beispielsweise wurde
in den friheren Studien - allerdings mit Yrb1-Fragren - einen vitro-Interaktion zwischen
Yrbl und Prp20 sowie Sxml nachgewiesen, auf dim eBeser Arbeit keinerlei Hinweise
gab. Mdglicherweise waren die Bindungsstellen lean drerkiirzten Yrbl besser zuganglich.
In “GST-Pulldown-Assays” mit Kap120 und Gesamtly§aaesar, 2003) wurden wiederum
mit PBSKMT nur zwei vermutlich unspezifische Interanspartner gefunden. Diese
tauchten Uberhaupt nicht bei den Co-Reinigungeremdbgenem S-TEV-ZZ-Kap120 auf, wo
die Ausbeuten wesentlich groRer waren. Ahnlich dah Fall bei Kapll4 aus: in den
“Pulldown-Assays” (Caesar, 2003) haben nur wenigaeihe gebunden und das spezifisch
bindende Napl wurde nicht in den Co-Reinigungsexparten nachgewiesen.

An letzter Stelle sei ein nicht unerheblicher Faktgenannt, der Protein-Protein-
Wechselwirkungen nicht wenig beeinflusst. Es handglch dabei um natirliche
Proteinmodifikationen durch den Organismus. Didngmre Ausbeute der “GST-Pulldown-
Assays" mag damit zusammenhéngen, dass es sichddiei Ausgangsproteinen um

rekombinant inE. coli synthetisierte handelt, die nicht zwangslaufig gefaltet und
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modifiziert sein missen wie die nativen &iscerevisiaeNun konnen aber Sekundarstruktur
und Modifikationen eine entscheidende Rolle beiAgsbildung der Bindungen spielen, was
ein Ausbleiben der Wechselwirkung zur Folge habannk Die moglichen Modifikationen
sind jedoch bei allen Bindungsstudien, die mit élitdfes “TAP-Tags" durchgefiihrt wurden,
vorhanden, da mit den endogenen Hefeproteinen gietrbvurde. In Bezug auf Bindung
spezifischer Interaktionspartner sind diese Expent® den “GST-Pulldown-Assays* also
weit Uberlegen.

Zusammenfassend kann man sagen, dass jede der dieser Arbeit verwendeten Methoden
der Proteinbindung ihre Vor- und Nachteile hat. D86T-Pulldown-Assay” vereinigt den
Vorzug einer ausreichend hohen Menge an Ausgangspro mit milden
Versuchsbedingungen. Negativ kdnnen sich aber clials Proteinfaltungen und fehlende
Modifikationen auswirken. Bei der Methode der TARWBungsversuche ist durch den
doppelten Reinigungsschritt die Gefahr der unspgerién Interaktionen im Vergleich zu
anderen Techniken verringert. Allerdings zeigtech siie experimentellen Konditionen fir
einige Protein-Protein-Komplexe als zu stringerdicheilig wirkt sich auch der hohe Zeit-
und Materialaufwand aus. Die Vorteile, die sictamderen Systemen zeigten, waren in dieser
Arbeit also eher gering. Die besten Ergebnisseeriief hier die Co-Reinigung endogener
Hefeproteine mittels “TAP-Tag". Diese Technik erwvigich als schnell bei der Beschaffung
des Ausgangsmaterials und der Versuchsdurchfihrusghonend bezuglich der
experimentellen Bedingungen und effizient in Bezug die Ausbeute an potenziellen
Bindungspartnern. Einziger Nachteil war eine vetidot relative hohe Zahl an
unspezifischen Interaktionen. Aufbauend auf dieBtathode wurden weitere Arbeiten
durchgefuhrt, die zu aussagekraftigen Ergebnissieren.

4.3. Invitro gefundene Interaktionspartner von Yrbl

4.3.1. Potenzielle Transportrezeptoren fur Yrbl

In einem “GST-Pulldownassay”, bei dem rekombinan@ST-Yrbl mit Cytosol aus
Hefewildtypzellen inkubiert wurde, wurden drei Ryioe detektiert, die eine molare Masse
von ca. 105 kDa, 115 kDa sowie 120 kDa besitzery a@ws technischen Griinden nicht
identifiziert werden konnten. Von ihrer Gro3e hénkte man vermuten, dass es sich dabei
um ImportinB-Homologe handelt, die ein Molekulargewicht von -912 kDa besitzen.
Tatsachlich wurden bereits Interaktionen mit XpKiir{zleret al, 2000; Maureet al, 2001)
und Kap104 (Hcet al, 2002) nachgewiesen. Trotz fehlender Leucin-edbdES innerhalb
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des Yrbl-Molekils stellt Xpol einen Exportrezeptior dieses Protein dar. Bei den
gefundenen Proteinen kdnnte es sich also um digiglerb Transportrezeptoren handeln. Far
Xpol spricht auRerdem, dass fur seine Bindung duil Y&spl-GTP als Briickenmolekul
erforderlich ist, dessen Zugabe entscheidend fus daiftreten des Proteins im
Bindungsversuch war. Gleichzeitig sprache diesevidntligkeit der Anwesenheit von Gsp1l-
GTP gegen eine Interaktion mit Kap104, da ein Irtkmonplex normalerweise durch Gspl-
GTP aufgeldst wird (Pemberton und Paschal, 2006h Iéegt hier jedoch ein spezieller Fall
vor, da Yrbl seinerseits an Gsp1l-GTP bindet (MaseghNishimoto, 2000; Maurer, 2001).
Bei einem solchen Komplex kénnte es sich also umraportin-Exportintermediat handeln,
welches durch die GTPase-defiziente Gspl-GTP-Metatabilisiert wird. Dennoch existiert
bereits ein Modell eines unkonventionellen Impoaiis Yrbl bzw. RanBP1. Es wurde
nachgewiesen, dass das Protainitro einen terndren Komplex mit Kap95/Imporfinund
Gspl-GDP/Ran-GDP bildet, dessen physiologische ttamjedoch noch nicht geklart wurde
(Maurer, 2001; Plafker und Macara, 2000). Des Westevurde fur Importifs und RanBP1
keine Affinitdt zueinander nachgewiesen (Plafked iacara, 2000). Im Gegensatz dazu
wurde in dieser Arbeit bei TAP-Bindungsstudien biegecytosol ein Komplex bestehend aus
Kap95 und Yrbl isoliert (Abb. 25), welcher jedodbeii eine Bindung der beiden Proteine an
Gspl-GTP zustande kommen konnte. Die gleichzehigeesenheit von Gspl-GTP wurde
aber weder bestatigt noch komplett widerlegt. Dasieb jedoch um einen cytosolischen
Komplex handelt und die Gspl-GTP-Konzentrationiesedm Kompartiment gering ist, sollte
eine Teilnahme der GTPase am Komplex eher unwadhirdath sein. In “GST-Pulldown-
Assays” mit rekombinanten Proteinen wurde eine lada, wenn auch nicht sehr starke
Interaktion zwischen Kap95 und Yrbl aufgezeigt.eHumysiologische Relevanz konnte aber
auch in dieser Arbeit nicht belegt werden. Eine étigpse, warum Yrbl zwischen Cytosol
und Zellkern pendelt, besagt, dass es den NPC wanbeéfindlichem Gspl-GTP reinigen
konnte, welches den ordnungsgemalien Ablauf von rpgoeaessen behindern wirde
(Plafker und Macara, 2000). Eine solche Theorienkauit den soeben erwahnten Resultaten
in Einklang gebracht werden, erfordert jedoch wgibende Untersuchungen.

Neben Kap95 gibt es jedoch weitere Hinweise, mikchen Importinen Yrbl interagieren
konnte. Auch Kap123 zeigte in “GST-Pulldown-Assalsf gleichzeitiger Zugabe von Gsp1-
GTP eine Interaktion mit Yrbl, wobei die GTPasenwaitich wieder als Adaptermolekil
diente und sich auch hier wahrscheinlich ein Impegxportintermediat gebildet hat (Abb.
18). Daneben wurde Yrbl bei einer Tandem-Affinig&itigung in Komplex mit Kap120 aus
der unloslichen Fraktion (Hefe) isoliert. WelchellRalabei Gsp1-GTP spielt, ist unklar. Und
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schlielich wurde wiederum in Bindungsversuchen n@ST-Fusionsproteinen und
Hefecytosol bzw. -Kernlysat eine Bindung von Yrbl @sel bei Anwesenheit der GTPase-
defizienten Gspl-GTP-Mutante nachgewiesen. Diesederbtrimer enthalt zwar die
typischen Komponenten eines Exportkomplexes, jedesalde zwischen Yrbl, Csel und
nicht-mutiertem Gspl-GTP keine Bindung nachgewigdéaureret al, 2001). Vermutlich
handelt es sich also bei der in dieser Arbeit ggdmen eher um ein Artefakt.
Zusammengefasst bedeutet das also, dass in diedmit Arerschiedene Indizien fur
Interaktionen von Yrbl mit Importig-homologen Importinen und Exportinen aufgezeigt
wurden, welche jedoch hinsichtlich ihrer physiokmjien Bedeutung und Funktion nicht

belegt und vertieft werden konnten.

4.3.2. Bekannte Komplexe mit Yrbl

In dieser Arbeit wurde in einem “GST-Pulldown-AsSayit Kernlysat aus Hefewildtypzellen
eine Bindung von Yrbl an Rnal und an Gspl nachgewieFrihere Ergebnisse lassen
Ruckschlisse auf einen trimeren Komplex dieser déemponenten zu. So zeigten
Schlenstedet al. (1995), dass Yrbl die GTP-Hydrolyse durch GsplAnwesenheit von
Rnal stimuliert. Analoges wurde im humanen Systesigkstellt (Bischofet al, 1995).
Daraus lasst sich entnehmen, dass sich ein intéimnesd Heterotrimer bildet. Ferner
untersuchten Seewalet al. (2003) in Mutagenese-Experimenten die Bedeutungeéier
Aminosaurereste bei der Bindung des humanen R&eaaBP1 bzw. an RanGAP. Ran dient
dabei als Briickenmolekil, RanBP1 und RanGAP interag nicht miteinander. Das lasst
vermuten, dass auch die in dieser Arbeit gefundieteeaktion von Yrbl, Gspl und Rnal auf
die gleiche Art und Weise zustande gekommen ist. $tabilitdt des sonst nur intermediar
auftretenden Heterotrimers kann durch die fehlga@iPase-Aktiviat der Gspl1Q71L-Mutante
erklart werden. Dass nun ein bekannter Komplex gaefesen wurde, lasst auf die Gite des

experimentellen Ansatzes schlief3en.

4.3.3. Yrbl interagiert in vitro mit Nbp35, Dedl und verschiedenen ribosomalen
Proteinen

Fur Yrbl wurden vitro das_Nukleotid-indende_Potein Nbp35 (3%Da) als Bindungspartner

entdeckt (Abb. 18). Dabei handelt es sich wie ln &eplikationsfaktor C-Untereinheiten

Rfc1l-4 um eine P-Schleifen-ATPase (Hausmanhal, 2005). Obwohl fur Yrbl bislang nur

eine Interaktion und gleichzeitige Stimulation d&emktion der GTPase Gspl nachgewiesen
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wurde (Schlenstedet al, 1997; Solsbachest al, 1998), war es denkbar, dass Yrbl eine
analoge Rolle bei der ATPase Nbp35 spielt. In “GRilldown-Assays” mit rekombinantem
GST-Nbp35 wurde jedoch keine Interaktion mit zudpsgeem rekombinantem Yrbl
festgestellt. Ursache hierfir konnte sein, dasghdalen zur Immobilisierung notwendigen
“Tag" die Bindungsstelle verdeckt wird, so dass Ydn einer Interaktion sterisch behindert
wurde. Mdglicherweise fehlen auch fur eine Wechs&lmg notwendige Faktoren. Da es
sich bei dem Protein um eine ATPase handelt (Hans®tzal, 2005; Vitaleet al, 1996), lag
die Vermutung nahe, dass NTPs zur Ausiibung seungttion notwendig sein konnten. Eine
exogene Zugabe von ATP fuhrte jedoch ebenfalls einek Bindung. Verschiedene
Arbeitsgruppen zeigten ein Zusammenspiel von Nbpa5,P-Schleifen-NTPase Cfd1l sowie
dem Hydrogenase-artigen Narl bei der cytosoliscimehnukleédren Eisen-Schwefel-Protein-
Biogenese sowie zusatzlich mit dem essenzielleenEgchwefel-Protein Rlil beim nukleéren
Export der kleinen und grof3en ribosomalen UntemdinfHausmanret al, 2005; Kispalet
al., 2005; Yaruninet al, 2005). Welche genaue Funktion RIil beim ribosemaExport
spielt, wurde noch nicht geklart. Jedoch kodnnteribdesen Weg eine hypothetische
Verbindung zwischen Yrbl und Nbp35 hergestellt wardEs wurde nachgewiesen, dass
temperatursensitiveg/rb1-Mutanten einen nuklearen Exportdefekt beziglichh &eeinen
ribosomalen Untereinheit zeigte (Moy und Silver02p Nun wird dieser Effekt eher indirekt
auf  einen Zusammenbruch des  Gspl-GTP-Gradienten ugimit  des
nukleocytoplasmatischen Transportsystems zurtickgefDennoch ist die Méglichkeit eines
direkten Zusammenhangs zwischen Yrbl und dem rnbakm Export nicht ganz
auszuschlieR3en. Es wurde nachgewiesen, dass Xpader€ranslokation sowohl der grof3en
als auch der kleinen Untereinheit ins Cytoplasma entscheidende Rolle spielt (Gaetadl.,
2001; Moy und Silver, 1999). Bei der gro3en Untaneit fungiert Nmd3 als Adaptermolekl
zwischen Substrat und Exportrezeptor (Gaelalal, 2001). Bei der kleinen Untereinheit
konnte Yrb2 diese Funktion austben, zumindestiested Protein fur den effizienten Export
der kleinen Untereinheit notwendig (Moy und Silv2002). Da es sich hierbei um ein Yrb1-
verwandtes, Gspl-bindendes Protein handelt, wéng eine Rolle von Yrbl dabei nicht von
der Hand zu weisen. Es wurde bereits gezeigt, bddxk Uber Gsp1-GTP als Briickenmolekdl
durch Xpol exportiert wird (Maureet al, 2001), jedoch konnte seine Funktion im
Nukleoplasma bislang nicht entschlisselt werden. glidiberweise erflllt es beim
ribosomalen Export eine Funktion im Zellkern. Aliffiist in diesem Zusammenhang auch
der grofRe Unterschied der Bindung ribosomaler Rr@tan Yrb1l mit und ohne Zugabe von

GsplQ71L-GTP (Abb. 18). Dabei kbénnte es sich unereiphysiologischen Komplex aus
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Yrbl, Gspl-GTP, den ribosomalen Protein und gegaifalis Xpol, dessen Anwesenheit
nicht nachgewiesen wurde, handeln, allerdings l&miese Interaktion auch lediglich ein
Artefakt darstellen. Es wurde auch bewiesen, daBBa&en und GTPasen am ribosomalen
Exportprozess beteiligt sind, vielleicht, um zurifileg der Untereinheiten notwendige
Faktoren vor dem Transport zu entfernen (zusamniassfein (Johnsoet al, 2002)). Fest
steht zumindest, dass es sich sowohl bei Rli1 @ ®ei Yrbl um ein zwischen Kern und
Cytoplasma hin- und her pendelndes Protein hanési. Rli1 wird auch eine weitere
Funktion bei der Initiation der Proteintranslatieermutet, da nachgewiesen wurde, dass es
sowohl mit dem Translationsinitiationsfaktor elf8v#&e der kleinen und grof3en ribosomalen
Untereinheit direkt interagiert, als auch mit el&@d elF5 indirekt (Kispakt al, 2005).
Interessanterweise wurde auch eine AssoziationTdasslationsinitiationsfaktors Ded1 mit
der Pra-40S- und der Pra-60S-Untereinheit nachgewiée la Cruet al, 1997), welches in
dieser Arbeit in einem “GST-Pulldown-Assay“ als vitro-Bindungspartner von Yrbl
gefunden wurde. Auch eine Interaktion von Yrbl oeim Translationselongationsfaktor 1
bzw. 2 wurde in GST- bzw. TAP-Bindungsstudien ggzdtin weiterer Hinweis fur einen
Zusammenhang von Yrbl mit der Translation ist nubgliweise diein vitro gefundene
Interaktion mit der Lysyl-tRNA-Synthase Krs1 (Lamlat al, 1992) (Abb. 18).

Schliel3lich gibt es noch ein letztes Indiz fur emdgliches Zusammenspiel von Yrbl mit
ribosomalen Proteinen. Denn auch der bereits be&anmportrezeptor einiger ribosomaler
Proteine Kapl123 (Schlensteelt al., 1997) wurde in dieser Arbeit in GST-Bindungsstad
(Abb. 18) an Yrb1 gebunden nachgewiesen.

Zusammengefasst kann man sagen: es gibt keinertgige Beweise fir eine tatséchliche
Funktion von Yrbl1 beim ribosomalen Transport. J&dgibt es verschiedene Indizien, die auf
einen Zusammenhang bezlglich ribosomalen ImportpoEs oder Translationsinitiation

bzw. -elongation hinweisen.

4.3.4. Anderein vitro gefundene Bindungspartner von Yrbl

Die ubrigen Proteine, die in demvitro-Studien dieser Arbeit an Yrbl gebunden haben, sind
vermutlich eher unspezifischer Natur, da es sichirugrof3er Zahl in der Zelle vorkommende
Molekule (Swaffield et al, 1995) wie das Histon H4, die CTP-Synthase Urdig
Alkoholdehydrogenase Adhl und die ATPase Vma2 Handel es ansonsten keinerlei
Hinweise auf ein Zusammenspiel mit diesen Proteiggot. Auch bei den an der
Proteinfaltung bzw. Stressantwort beteiligten Hnate Ssal, Ssa2, Ssb2, Ssel, Hsc82 und
Hsp82 (Mukaiet al, 1993; Natharet al., 1997; Werner-Washburret al, 1987), welche im
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in vitro-Komplex mit Yrb1l gefunden worden sind, handelisieh um zahlreich in der Zelle
vorkommende Proteine und die Interaktionen sincehéx unspezifisch einzustufen. Die eher
in mittlerer Zahl in der Zelle vorhandenen ProtefArl und Arf2 (Springeret al, 1999),
welche eine Funktion bei der Proteintranslokatiamszhen ER und Golgi-Apparat austben,
kénnten moglicherweise durch eine Interaktion n@h dben genannten Komponenten der

Proteinfaltungsmaschinerie zustande kommen.

4.4. Invitro gefundene Interaktionspartner von Csel

4.4.1. Der Srpl/Csel/Gspl-Exportkomplex

Es wurde bereits gezeigt, dass der Importfaktod SnpKomplex mit Csel und Gspl-GTP
wieder aus dem Kern ins Cytoplasma zurtick tranggorvird (Kinzler und Hurt, 1998;
Solsbacheet al, 1998). Durch “GST-Pulldown-Assays” mit rekomhitem GST-Csel und
Cytosol bzw. Kernlysat aus Hefewildtypzellen so&iggabe von Gsp1-Q71L-GTP wurde der
Komplex auch in dieser Arbeit mittels Immunoblofidumassenspektrometrischer Analyse
nachgewiesen. Dass dieser Komplex auch in der @ygoken Fraktion stabil war, wo er in
Normalfall durch Zusammenwirken von Rnal und Yrhdagsembliert (Schlenstedt al,
1995), lasst sich durch die GTPase-Defizienz dgxl@3 1L-Mutante erklaren.

Des Weiteren wurde auch in einer Tandemaffinitéiggeng mit Cytosol aus Hefezellen,
deren endogenes Csel-Protein einen “S-TEV-ZZ-Taghielt, eine Interkation zwischen
Csel und Srpl aufgezeigt. In diesem Fall wurde kgogenes GsplQ71L-GTP zugegeben.
Es kam also eventuell nur zu einer Bildung des &rpdl-Heterodimers, wobei die beiden
Proteine aber nur eine geringe Affinitat zueinarttdyen (Solsbachet al, 1998).

Mit diesen Ergebnissen wurde demnach gezeigt, dassexperimentellen Konditionen
ausreichen, Komplexe mit méglichen Interaktionspamt zu bilden. Dieser Sachverhalt kann
als Indiz dafir dienen, dass es sich bei den ubriggefundenen potenziellen

Interaktionspartnern um spezifische Bindungen hiainde

4.4.2. Potenzielle Interaktionspartner von Csel

Fur Csel wurden Omsl (Daten nicht gezeigt), Yprl18vbl und Rex3 als potenzielle
Bindungspartner gefunden (Abb. 19). Bei der Meffmdnsferase Omsl handelt es sich um
ein mitochondriales Protein und von Yprll5w istniegiei Funktion bekannt. Deshalb kann

keine sinnvolle Verkntpfung zum nukleocytplasmdtest Transport hergestellt werden. Die



4. Diskussion 162

Interaktion zu Yrbl, die vermutlich als artifizietinzustufen ist, wurde bereits unter 4.3.1
erlautert. Die moglicherweise spezifische Bindung der Exonuklease Rex3 soll nun
ausfuhrlicher ertrtert werden. Solsbacletral. (1998) haben bereits gezeigt, dass eine
Uberexpression vorCSE1 den mRNA-Export blockiert. Als Erklarung konnteeNgicht
folgende dienen: es ist bekannt, dass Rex3 im Zoarspiel mit anderen Exonukleasen an
der Prozessierung verschiedener snRNAs mitwirktcheefiir das Spleil3en der Introns von
der Pra-mRNA zur mRNA verantwortlich sind (van Hafal, 2000). Angenommen bei
Rex3 handelte es sich tatsachlich um ein SubstratGsel, so konnte eine Uberexpression
des CSE1Gens durch das verstarkte Angebot an Transpoptez®lolekilen zu einer
erhohten Exportrate von Rex3 und damit zu einerikgerung an gesplei3ter mRNA fuhren.
In diesem Fall gabe es also keinen direkten Zusarharg zwischen Csel und dem mRNA-
Export, sondern lediglich einen indirekten.

Es wird fir Csel zusatzlich ein Mitwirken am Zekmg postuliert. So weist diesel-2
Mutante bei restriktiver Temperatur Stérungen ber dChromosomensegregation und
Zellzyklusarrest wahrend der Mitose auf, was ndgefod zu einer binuklearen Morphologie
fuhrt (Schroedert al, 1999b; Xiaoet al, 1993). Beim humanen Homolog wurde sogar
zusatzlich zur Zellproliferation und damit verbunde eventueller Tumorgenese ein
Zusammenhang bei der Apoptose von Zellen nachgewi@rinkmann, 1998; Scheet al,
1996). Ein unmittelbares Mitwirken von Csel bei 8&tose wurde in dieser Arbeit jedoch
nicht gezeigt. Interessanterweise wurde aber nadkgen, dass dasenopusHomolog von
Rex4, welches wie Rex3 zur Gruppe der 3’-Exonukleagehdrt, die in Backerhefe aus flnf
verwandten Proteine besteht, in der Lage ist, eidetizyklusdefekt in Spalthefe zu
kompensieren, wenn es in der entsprechenden Mugqgeamiert wird (Su und Maller,
1995). Mdglicherweise gibt es also einen noch umschten Zusammenhang der 3'-
Exonukleasen beim Zellzyklus. Und auch hier korfdgel durch seine Exportfunktion als

Regulator dienen.

4.5. Invitro gefundene Interaktionspartner von Kapl114 und KaplP

Uber eine modifizierte Version der Tandem-Affingé&inigung mit einer cytosolischen und
einer unléslichen Fraktion aus HefewildtypzellerbbA 27) wurden Interaktionen zwischen
Kapll4 bzw. Kap120 Abf2, Ald4, Arg8, Atp3/7, Cbpbyb2, Fmp26, Ggcl, Hfdl, Idpl,
llv1/3/6, Lys12, Mdjl, Mgm101, Pdal, Pet9, Qcr2fuJra2 sowie Ym1030w gefunden.
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Da es sich dabei um mitochondriale Proteine handedichliel3t sich kein Zusammenhang
zum nukleocytoplasmatischen Transport.

Viele andere Proteine wurden im Komplex mit Kapibdl Kap120 nachgewiesen, bei denen
es sich vermutlich nicht um naturliche Interaktipagner handelt. Zahlreich in der Zelle
vorhandene Proteine zeigen oft unspezifische Iktierzgen (Swaffieldet al, 1995) wie z. B.
Apal, Dhhl, Gfal, Hom2, Lcb2, Tsal und Vmaz2, diel@min vitro-Studien dieser Arbeit
gefunden wurden. Dazu gehdren z. B. auch Tranakfa&toren wie Tif34 und Yef3 (Maurer,
2001; Swaffieldet al, 1995). Auch glykolytische Proteine (Tdh2/3, Aldgk2, Fbal) sowie
andere Proteine des Kohlehydratstoffwechsels (Adihdk1) sind in hoher Zahl vorhanden
und deren Wechselwirkungen mit den in dieser Arhgitersuchten Transportrezeptoren
wahrscheinlich unspezifisch (Maurer, 2001; Swadfiel al, 1995). Auch bei proteasomalen
Proteinen (Rpn3/8/9/10/11/13, Rpt1/2/6) besteht gjewisse Tendenz zu nicht spezifischen
Wechselwirkungen (Swaffielet al, 1995). Uber den proteasomalen Import ist bereits
bekannt, dass der 20 S-Kernkomplex in Form vontinak Vorlauferkomplex ebenso wie die
19 S-Basis- und Deckel-Komplexe tber den klassis®eS-Protein-Transportweg, also mit
Hilfe von Srpl und Kap95, in den Zellkern geschlewgrden (Lehmanret al, 2002;
Wendleret al, 2004). Denkbar ist dabei aber auch eine zusk&IMithilfe von Kapl114 und
Kap120. Wie auch an anderen Stellen erwdhnt (4t@siinS. cerevisia@icht ungewohnlich,
wenn wichtige Proteine oder Proteinkomplexe uberhmere Wege in den Zellkern
transportiert werden.

Bei einigen der gefundenen Proteine handelt essiciChaperone bzw. um Komponenten
des ER-/Golgi-Systems (Scjl, Sisl, Ydjl, Gsf2, Brd@dpd2, Dpm1, Emp24, Gvp36, Anpl,
Mnnl1l). Es ist anzunehmen, dass die genannten \WecHaingen mit den allgemeinen
Prozessen der Proteinbiosynthese, -faltung, -m@diin und dem dazu nétigen Transport in
Zusammenhang gebracht werden kénnen und keinerfiiditende Bedeutung haben.
Aminoacyl-tRNA-Synthasen wie Tys1, Grsl, Yhr020wduls1l erkennen und befestigen die
entsprechende Aminoséure am jeweiligen tRNA-MoleBéi den in dieser Arbeit Gber TAP
isolierten Komplexe zwischen Kap114 bzw. Kap120 dresen Enzymen kdnnte es sich um
tatsachliche Importkomplexe handeln, da diese Pm®teneben ihrer cytosolischen
Lokalisierung auch im Nukleus zu finden sind. Adlielgs kann auch nicht ausgeschlossen
werden, dass diese Interaktionen artifizieller Natod.

Die Spezifitat der Bindungen zu den nicht bis weerfprschten und nur in geringer Zahl in
der Zelle vorliegenden Yprll8w, YdrO51 und Ypl24Wawrde in dieser Arbeit nicht

untersucht. Da aber alle drei Proteine sowohl ino@lgsma als auch im Nukleus zu finden
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sind, konnten Kapll4 bzw. Kapl20 auch in diesem &afchaus die physiologischen
Importrezeptoren darstellen.

Manche der entdeckten Interaktionen konnen nichikliwh erklart werden, weil die
entsprechenden Proteine weder besonders zahlreidh roch eine nukledre Lokalisation
besitzen. Sie kbnnen aber in Gruppen eingeteilderer Proteine der Nukleinsaure- (Prs4,
Gual, Ade4) bzw. Aminoséaure-Biosynthese (Trp2, RyJxp5, Thr4) sowie Enzyme, die bei
der Zellwandorganisation eine Rolle spielen (Kitri®icl, Psal). Aufféllig ist, dass jeweils
mindestens eines der genannten Proteine in gra@denarliegt und so vermutlich artifizielle
Komplexe bildet. Mdglicherweise zeigen die Ubrigenoteine einfach eine gewisse Affinitat
zu diesem reichlich vorhandenen Protein ihrer Geupp

Aktin macht eine grol3e Menge der Gesamtproteinméengder Eukaryotenzelle aus (Alberts,
1990). Das konnte der Grund dafir sein, dass ddeskslett-bildende Protein Actl an
Kapl1l4 und Kapl20 gebunden gefunden wurde. Es hasidle dabei vermutlich um eine
unspezifische Interaktion.

In dieser Arbeit wurde einén vitro-Interaktion von Kapl20 zu folgenden ribosomalen
Proteinen nachgewiesen: Rps3, Rpsl3, Rpsl5, Rp&ytd 7a, Rps18b, Rpsl9a, Rps20,
Rps24b und Rps26b der kleinen Untereinheit und RplRpl21b, Rpl26a und Rpl34b der
gro3en Untereinheit. Bis auf Rps26b, Rpll2a, RalRhd Rpl34b lagen in eben dieser
Interaktionsstudie die gleichen Proteine an Kapgédunden vor (Abb. 27). Mit Ausnahme
von Rps3, Rpsl15, Rpsl19a, Rps24b und der oben gemaRroteine der groRen Untereinheit
aulBer Rpl21b wurde auch eine Bindung an Yrbl gez6ipb. 18 und Abb. 25).
Maglicherweise werden diese Proteine als Kompledein Zellkern transportiert. Kap114 und
Kap120 kdnnten dabei eine Rolle spielen. Interdssarise zeigte Kapl128 vitro auch eine
direkte Interaktion mit Yrbl (Abb. 27), was in dées Kontext mit einem funktionellen
Zusammenhang begriindet werden konnte. Ein tatshenhlBeweis fur die Beteiligung von
Kapl120 am ribosomalen Import steht jedoch noch ausal sich mit den ribosomalen
Proteinen auch leicht unspezifische Interaktionaabdden kénnen. Aus der Literatur ist
bereits bekannt, dass fur Kap120 das an der Ribesbiogenese beteiligte Rpfl als erstes
Importsubstrat identifiziert wurde (Caesdral, 2006). Daneben wurde aber auch eine direkte
Interaktion von Kap120 mit dem ribosomalen Protpi3 gezeigt (Greiner, 2001). Bisherige
Untersuchungen zeigten, dass in der Hfeerevisiaegnsbesondere die Importfaktoren Psel
und Kap123 am Import ribosomaler Proteine betedigtl (Routet al, 1997; Schlenstedt
al., 1997). Aber auch Kap95, Kap104, Nmd5, Sxm1 wiesae gewisse Affinitat zu Rpl3 als
Bestandteil der grof3en ribosomalen Untereinheit mmsktzlich noch Kapl114 zu Rps5 als
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Bestandteil der kleinen Untereinheit auf (Grein2901). Es gibt also durchaus bereits
Indizien flr einen Zusammenhang zwischen Kapl14.kapl20 und dem ribosomalen
Import. Es wurde nicht geklart, ob es sich bei biearaktionen der Bindungsstudien in dieser
Arbeit um spezifische oder unspezifische handetndch erklart diese Bindung zumindest
die Wechselwirkung der polysomalen Nuklease MktlKapl114. Die ribosomalen Proteine
stellen damit also eine Brucke fir die beiden Kongrden dar.

Belegt ist bereits der Transport des auch in diéseeit gefundenen Histons H2B (Subtypen
Htbl und Htb2) durch Kap114 (Greiner, 2001; Mosampanastet al, 2001b). Ein Komplex
bestehend aus H2A, H2B, Kap114 und dem Nukleos@nddgerungsprotein 1 wird dabei in
den Zellkern geschleust (Mosammaparastal, 2005). Dass Htb2 auch in den Co-
Reinigungsexperimenten endogener Hefeproteine ImitleAP-Tag" aus Hefe-Cytosol und
der unldslichen Fraktion als Interaktionspartnerapl14 entdeckt wurde, blrgt wiederum
fur die Gute dieser Versuchsreihe (vgl. 4.2).

Die Proteine Dbp2, Dbp3, Fus3, Imp4, Npl3, Rfc2cHRfRpc40, Rrp3, Sub2 und Taf4
wurden in zusatzlichen Bindungs- und Lokalisiergtgdien weiter erforscht. Die Resultate
der Untersuchungen mit Dbp2, Imp4, Rfc2, Sub2 uat4 Wwerden in Kapitel 4.6 und 4.7
vertiefend diskutiert. Nachstehend werden nun digeBnisse der Experimente mit den
Ubrigen Proteinen erortert. Rfc5, Dbp3 und Npl3 gsn unter den gewahlten
Versuchsbedingungen der “GST-Pulldown-Assays“ rakombinanten Proteinen keinerlei
Wechselwirkungen mit Kap114 und 120 (Daten nict#eggt). Diese nicht-reproduzierbaren
Interaktionen konnen auf in denn vitro-Bindungsstudien mdglicherweise fehlende
notwendige Faktoren zurlckgefihrt werden oder in ibevivo-Lokalisierungsstudien auf
einen multiplen Transportweg, wie unter 4.6 und dafgelegt. Fir Rfc5 gibt es eine
offenkundige Erklarung: in seiner Funktion als Regionsfaktor C-Untereinheit interagiert
es mit Rfc2 (Yacet al, 2003), dessen Bindung an Kapl114 (Abb. 27) eitiglgezeigt wurde.
Es handelt sich also wahrscheinlich um eine indé&réhteraktion zwischen Kap114 und Rfc2.
Dbp3 bindet wie Dbp2, Imp4, Rpc40 (Gawh al, 2006; Hoet al, 2002; Krogaret al,
2006), Kapl14 und Kap120 (diese Arbeit) an protewde Proteine. Mit Hilfe potenzieller
“Briicken-Molekule* kann die vermutlich unspezifischHnteraktion zwischen Dbp3 und
Kapl114 und der moglicherweise artifizielle Komplaxischen Dbp2 und Kap120 in den Co-
Reinigungsexperimenten erklart werden. Auch dem3keptionsfaktor Pho4 konnte eine
Verbindung zwischen Dbp3 bzw. Dbp2, welche beidé diesem Protein wechselwirken

(Graumanret al,, 2004), und damit mit Kap114 herstellen.
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Fur das mRNA-bindende Protein Npl3 ist bereits bekadass es durch Mtrl0 in den
Zellkern transportiert wird (Pembertoet al, 1997; Sengeret al, 1998). In Co-
Reinigungsexperimenten zeigte sich zusatzlich Bindung zwischen Npl3 und Kap114. Es
gab jedoch keine Wechselwirkungen in Interaktiamdisin mit rekombinanten Proteinen.
Dieser Sachverhalt lasst sich dadurch erklarers Ng$3 wie Sub2, welches ebenfalls in den
Co-Reinigungsexperimenten an Kap114 gebunden hake@aTranskription beteiligt sind (Lei
und Silver, 2002a) und miteinander interagieremfet al, 2000). Bemerkenswerterweise
interagiert Npl3 (Hurtet al, 2004) wie Yrbl (Abb. 18) mit Dedl, welches anr de
Translationinitiation beteiligt ist. Unter Umstamdegibt es Uber diesen Weg eine
Verknupfung der beiden Transportfaktoren.

Fur Rpc40 wurde bereits eine Interaktion mit denpdnirezeptor Pdr6 gezeigt (He al,
2002). In dieser Arbeit ist es nicht gelungen, d&sgebnis aus den Co-
Reinigungsexperimenten, d. h. eine Bindung an Kdphlch in “GST-Pulldown-Assays”
mit rekombinanten Proteinen zu zeigen oder eine R&Ewirkung mit einem anderen
Importin -Homologen nachzuweisen. Aber auch in diesem Hatlleg Alternativen, wie eine
solche artifizielle Interaktion zustande gekommem kdnnte. Wie bereits erwahnt, bildet
Rpc40 wie Kap114 Bindungen zu einem proteasomaletei® aus. Eine zweite Moglichkeit
liefert die Interaktion von Rpc40 mit dem Histonfihwelches mit den Ubrigen drei Histon-
Typen den Nukleosomenkern ausbildet (Kornberg utenias, 1974). Kapll4 wurde
wiederum als nuklearer Importrezeptor von H2A naetigsen (s. 0.). Allerdings wurde fur
Rpc40 auch wie fur Sub2 und Npl3 eine Bindung zp6Rinelegt (Krogaret al, 2004). Es
gibt also verschiedene Wege, die Komplexbildungenschen Kapll4 und Rpc40 zu
begrinden.

Die in den Co-Reinigungsexperimenten gefundenerdktion zwischen Fus3 und Kapl14
bzw. Kapl120 wurden in Bindungsstudien mit den relsimanten Proteinen nur zum Teil
gezeigt. Es wird daher angenommen, dass es siclikeime direkte oder physiologische
Bindung handelt. Bereits zuvor wurde nachgewiedass Fus3 mit dem ribosomalen Protein
Rpl25 interagiert (Ptaceét al, 2005). Da die zwei Importrezeptoren Wechselwiden mit
verschiedenen ribosomalen Proteinen zeigten, kdilvee diese “Briicke” die Interaktion von
Fus3 mit beiden Importinen erklart werden. Eine emadVerbindung kénnte das Fus3
bindende Histon Htal (Ptacekal, 2005) darstellen, das sowohl mit Kap114 (Grei@é01,
Mosammaparagt al, 2001b) als auch Kap120 (diese Arbeit, Abb. 2T¢ragiert. Uberdies
stellt die Interaktion von Fus3 (Colliret al, 2007), Npl3 sowie Rpc40 mit Rrp6 eine andere
Moglichkeit der “Uberbriickung® dar. Daneben gibt &8 Falle von Kapll4 weitere
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Alternativen, wie die eventuell artifizielle Kompdeildung mit Fus3 zustande kommen
kbnnte. Zum einen zeigt Fus3 wie Kapll4 eine Wdaldeing mit dem allgemeinen
Transkriptionsfaktor Sua7. Zum anderen gibt esra&kigonen von Fus3 mit Rfcl und Rfc4
(Collins et al, 2007), welche mit Rfc2 den Klammerlader (“Clabmgader”) bei der DNA-
Replikation bilden. Fir Kapll4 wurde in den Co-Rpingsexperimenten und in den
Bindungsstudien mit den rekombinanten Proteinene a@mvitro-Interaktion mit Rfc2
nachgewiesen (Abb. 27 und Abb. 36), eine schwacleEhaklwirkung gab es auch mit
Kapl120 in den zuletzt genannten Experimenten (A#). Somit kénnte Rfc2 also als
“Briicke* dienen.

Die wahrscheinlich nicht natlirliche Komplexformatiawischen Rrp3 und Kapl20 kann
damit erklart werden, dass Rrp3 mit Taf7 interdgi®anderst al, 2002), welches wie Taf4
am TFIID-Komplex beteiligt ist. Fir Taf4 wurde imeder Arbeit eine Interaktion mit Kap120
gezeigt (Abb. 27 und Abb. 34).

Zusammenfassend kann man also sagen, dass mit ddrod¢ der Co-Aufreinigung
endogener Hefeproteine mittels “TAP-Tag“ aus Hef@e8ol und der unléslichen Fraktion
sowohl unspezifisch einzustufende Wechselwirkungen auch indirekte Protein-Protein-
Interaktionen mit einem “Brickenmolekil* sowie plojegische Komplexe gefunden
wurden. Da die Artefakte tatsachliche Interaktionemcht Uberdecken und die
Versuchbedingungen schonend genug sind, natirliohkommende Protein-Protein-
Bindungen zu erhalten, handelt es sich bei diessthtdtle um einen guten Weg funktionelle

Zusammenhange zu untersuchen.

4.6. Potenzielle Importrezeptoren von Dbp2, Sub2, Imp4Taf4 und Rfc2

Einige der in den Co-Reinigungsexperimenten gefoedelnteraktionen zu Kapll4 und
Kap120 wurden detailierter untersucht. Gemaf deemiehder Arbeit wurden hauptséachlich
nukleére Proteine oder solche mit einer Funktiom adf eine nukledre Lokalisation schliel3en
lasst und Uber deren Transport in den Zellkern nachts bekannt ist, weiter bearbeitet.
Dabei handelte es sich um Rpc40, Fus3, Dbp2, Sumn24, Taf4 und Rfc2. Es wurden
Hefestdamme hergestellt, in denen diese ProteingsRR-Fusion synthetisiert wurden und
KAP114 KAP120bzw.KAP114 KAP120undNMD5 zusammen deletiert waren. Ziel war es,
etwaige Misslokalisierungen zu zeigen und daraus radgliche Importrezeptoren zu
schlieRen. Uber diesen Weg wurde auch die Lokalisgen von Taf4 und Imp4 in

Wildtypzellen bestimmt, welche zuvor noch nichttelg Fluoreszenzmikroskopie untersucht



4. Diskussion 168

wurden. Taf4 zeigte neben einer sehr schwach @gamtischen hauptsachlich eine nukleare
Lokalisation, Imp4 war ausschlief3lich in Kern undkideolus zu finden. Angesichts der Rolle
von Taf4 bei der Transkriptionsinitiation (Reesteal, 2000; Sanders und Weil, 2000) und
von Imp4 bei der Ribosomenbiogenese (Gérczei unrdell,a2004) kann dieses Ergebnis mit
den bereits gezeigten Funktionen dieser Proteirt&riklang gebracht werden. Jedoch zeigte
keiner der oben erwéahnten k.o.-Stamme eine Misbtaung. Das konnte darauf zurtick zu
fuhren sein, dass noch andere Importine an dernspaatprozessen beteiligt sind oder keines
der untersuchten ImportprHomologen ein Transportrezeptor dieser sieberePr@darstellt
und die in den Bindungsstudien gefundenen Intesakt unspezifischer Natur waren.
Deshalb wurdenn vitro-Bindungsstudien mit rekombinanten Proteinen dugélitgt. Dabei
enthielten die potenziellen Substrate den “GST-Tiaight wie zuvor den “GFP-Tag" und
auch den “S-TEV-ZZ-Tag“ am C- sondern am N-Termin@teichzeitig wurde die Gspl-
GTP-Abhéngigkeit dieser Bindungen untersucht. Didl@sung von Importkomplexe durch
Gspl-GTP stellt ein charakteristisches Merkmalldgrortrezeptor-Substrat-Bindung dar und
liefert ein Indiz fir die Spezifitat der Interaktien. Fus3 und Rpc40 zeigten keine Interaktion
zu den untersuchten Importrezeptoren. Die Grindiér dand vermutlich dhnlich den unten
angefuhrten. Die Proteine wurden nicht weiter beiéeh

Obwohl Dbp2 anfanglich im Komplex mit Kapl20 gefend wurde (Co-
Reinigungsexperimente), wurde diese Interaktion makombinanten Proteinen nicht
nachgewiesen, statt dessen eine &aulierst schwaddengi an Kapll4, die Gspl-GTP-
abhangig ist. Eine mdgliche Erklarung ist eineistéie Behinderung durch die jeweiligen
“Tags”. Vielleicht fehlen auch zusatzlich notwergliaktoren, die bei Kapll4 im TAP-
Versuch wahrend der Reinigung entfernt worden &émnten bzw. im Falle von Kap120
beim “GST-Pulldown-Assay“ mit rekombinant synthetiten Proteinen nie vorhanden
waren. Jedoch zeigten auch ohesivo-Versuche mit den k.o.-Mutanten keinen Einflusseie
Importrezeptoren auf die Lokalisierung von Dbp2sd\bkollte es neben Kapl14 und Kapl120
noch andere nukleare Transportwege geben. Dazu kanfderdem, dass essenzielle Proteine
wie Dbp2 oftmals Uber mehrere Transportwege imedrtiverden, um seine korrekte
Lokalisierung und damit auch seine Funktion zu dele#sten. Zusammengefasst bedeutet
dies vermutlich, dass durch fehlende unbekannteoFak in den Bindungsstudien und
alternative noch nicht nachgewiesene Importwege dean Lokalisierungsstudien die
tatsachlichen nuklearen Importwege von Dbp2 niclatsst wurden.

Bei Sub2 gab es, wie bereits erwahnt, ebenfalisekBlisslokalisierung in den k.o.-Stdmmen.

In den Bindungsstudien mit isolierten rekombinan®oteinen wurde abgesehen von Srpl
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und Kap95 keine Interaktion mit einem der Ubrigenetsuchten Importine nachgewiesen.
Handelte es sich um einen klassischen NLS-Protapett, sollten Srpl allein nur wenig und
Kap95 allein nicht an das Substrat binden, bei Badzeider Komponenten sollte jedoch eine
starke Wechselwirkung zu sehen sein (Kooperativil&t Bindung). Tatsachlich war es
allerdings so, dass die zwei Importfaktoren fiilhsichon eine Interaktion zu Sub2 zeigten
und bei Zugabe beider Proteine kaum eine Bindustande kam. Das lasst darauf schliel3en,
dass es sich in diesem Fall nicht um einen klassisdNLS-Import handelt, was auch durch
die in vivo-Daten bestatigt wird (s. u.). Da Srpl alleine imgénsatz zu Kap95 nicht in der
Lage ist, ein Substrat zu importieren - der nuldedransport von CaMKV durch das
Saugerhomolog Importia (Koteraet al, 2005) sei an dieser Stelle aul3er acht gelassen -
wurde eine Gspl-GTP-Abhé&ngigkeit der Substrat-mpdomplexbildung nur fur Kap95
Uberprift, jedoch nicht im Falle von Srpl. DurchgZbe von Gspl-GTP wurde eine
Ablésung des Substrats aus dem Komplex festgeddelt bedeutet, bei Kap95 alleine kénnte
es sich um einen moglichen Transportrezeptor vdo2 Shandeln. Mutationen de§AP95
wie auch desSRP1lund NUP2-Gens fuhrten jedoch zu keinerlei Misslokalisation®. h.
entweder handelt es sich bei Kap95 nicht um eimapottrezeptor von Sub2 oder ein
maoglicher Importdefekt wird durch andere Importkempensiert. Die Co-Reinigungsstudien
ergaben eine Interaktion mit Kap114, ein Ergebrnedches jedoch mit den Ubrigen Methoden
nicht gezeigt werden konnte. Aus diesen Studierd waiso nicht wirklich ersichtlich, bei
welchen Importinen es sich um TransportrezeptocenSub2 handelt und bei welchen nicht.
Taf4 wurde in den TAP-Bindungsstudien sowohl in Kbex mit Kapll4 als auch mit
Kap120 gefunden. Auch flr dieses Protein kam esdatigs zu keinerlei Misslokalisierung in
den k.o.-Stammeikapl14 Akapl20sowie Akapl14Akapl20AnmdS Die nachfolgenden
Bindungsstudien mit rekombinanten Proteinen liefereine mogliche Erklarung fir dieses
Resultat. Kap120 zeigte zwar auch hier eine Bindmagraf4, jedoch kam es zu keiner
Ablosung durch Gspl-GTP. Daraus ist zu schlie3ass s sich wahrscheinlich nicht um
eine spezifische Interaktion handelt, zumindest &bemutlich um keine im Zusammenhang
mit dem nukleocytoplasmatischen Transport. Diesaktum verdeutlicht, weshalb in der
Akapl20Mutante kein Effekt zu sehen ist. Bei Kap120 hdinds sich also eher nicht um
einen Importrezeptor fur Taf4. Dafir kommen abdrsemeKapl14 noch einige andere dazu.
Die grofdte Bindungsaffinitdt zum untersuchten Rnoteeigte Kapl04. Sxml, Psel und
Kap95 haben nur halb so stark an das potenzielbst&ut gebunden, Nmd5 und Kapl14 nur
noch zu einem Viertel. Eine Zugabe von Srpl zu KapfAd Taf4 erhohte die Starke der

Interaktion nur unwesentlich. D. h. ein klassisch¢tS-Protein-Import ist mit grof3er
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Wahrscheinlichkeit auszuschlielen. Aber alle ztlegenannten ImportiB-Homologen
wiesen eine starke bis sehr starke Gspl-Abhangigkei Das lasst vermuten, dass es sich
dabei um die Transportrezeptoren von Taf4 hantléig. bei vielen anderen Substraten wird
das essenzielle Taf4 offensichtlich nicht nur vamem, sondern von mehreren Rezeptoren
importiert (vgl. auch oben). Jedoch scheint es éfnsigen zu geben. Haupttransporter ist
vermutlich Kap104 - obwohl die vergleichbar hohadingsaffinitat auch auf andere Effekte
zuruckgefuhrt werden kann -, wohingegen Kapll4 tNmdd5 die schwéchsten zu sein
scheinen. Damit kann die fehlende Misslokalisierumgden beschriebenen k.o.-Stammen
erklart werden. Zum einen ist Kap120 sehr wahrsdiohi kein Importrezeptor von Taf4 bzw.
Kapl114 und Nmd5 nur solche von ungeordneter Bedgutium anderen binden zahlreiche
weitere Importine an Taf4. Der letzte Sachverhaitlewert gleichzeitig die Uberpriifung des
Einflusses dieser Importine auf den nukledren Impom vivo-Lokalisierungsstudien. Eine
komplette oder auch nur fast vollstandige Deletitemn Importrezeptoren wirde zu einem
Stillstand vieler anderer fur die Zelle Uberlebetareniger Stofftransportvorgénge fuhren.
Aus diesem Grund wurden in dieser Arbeit keine @reih in vivo-Lokalisierungsstudien
durchgefuhrt.

Ahnlich sieht es bei Imp4 aus. Anfanglich wurde ies TAP-Bindungsversuchen als
Bindungspartner von Kap114 gefunden. Aber auchftilete die Deletion dekKAP114Gens

zu keiner Misslokalisierung. Dien vitro-Bindungsstudien mit rekombinanten Proteinen
lieferten eine eventuelle Erklarung. Kapl1l4 zeigiediesen Experimenten eine pragnante
Bindung an Imp4, welches durch Zugabe von Gspl-@&&tlichen abgeldst wurde. Das
bedeutet: trotz des Negativ-Ergebnisses in den Ilsiaingsstudien kdénnte es sich bei
Kapl1l4 durchaus um einen Importrezeptor fir ImpaAde. Allerdings gibt es auch in
diesem Fall weitere potenzielle Transportrezeptotdmd5, Kap95, Kapl04 und Sxml
zeigten eine vergleichbar starke Bindung an dasnessle Imp4. Je nach Protein war
ebenfalls eine mittlere bis sehr starke Gspl-GTRahlgigkeit zu erkennen. Srpl verstéarkte
die Bindung von Kap95 zu Imp4 unmerklich, ein kissser NLS-Import ist eher
unwahrscheinlich. Daneben zeigten Kap120 und Kagl28 schwache Interaktion mit dem
moglichen Substrat. Die Ablésung durch Gspl-GTP deutlich, so dass sie durchaus als
Nebenwege beim nuklearen Import angesehen werdentd® Die Bindungen zu Nmd5,
Kapl1l4 und Kapl20 zeigten also unbedingt Charatileai derer zwischen Importinen und
ihren Substraten. Dennoch war bei Deletion der eineggprechenden Gene kein Effekt auf die
Lokalisierung von Imp4 zu erkennen. Daran wird Kkldass eine Deletion nicht aller

potenziellen Importrezeptoren nicht zu einer auah teilweisen Misslokalisierung fiihren
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muss, wie oben bereits postuliert. Auch in dieseali Wwar eine Deletion zumindest der
maoglichen Hauptimportrezeptoren zum Zwecke wowivo-Lokalisierungsstudien aus bereits
erwahnten Grinden nicht méglich und weitere Bewéisedie Funktion der untersuchten
Importin -Homologen beim nukledren Import von Imp4 steheohnaus. Interessant ist in
diesem Zusammenhang jedoch die Ahnlichkeit beziiglier Importin3-Homolog-Bindung
zu Rpfl (diese Arbeit und (Caesar, 2003)), welohes Imp4 an der Ribosomenbiogenese
beteiligt ist (Dunbaret al, 2000). Mdglicherweise werden beide Proteineghsith oder
sogar als Komplex in den Zellkern transportiert.iMseachte an dieser Stelle auch, dass in
friheren Arbeiten das ImportftHomolog zwecks Bindungsstudien mit einem “GST-Tag"
versehen wurde (Caesar, 2003) und in dieser Adst potenzielle Substrat. Im direkten
Vergleich erkennt man, dass im Falle von Rpfl fiér jdweilige Interaktion nicht wirklich
Unterschiede zu sehen sind. Das lasst vermutens dder “Bindungstag® die
Wechselwirkungen zwischen Substrat und RezeptorrsghRinlich nicht stort und diese
Experimente bezuglich der Versuchskonditionen mihéren (Caesar, 2003) vergleichbar
sind, die Grundvoraussetzung fur den unmittelbar@ergleich der potenziellen
Transportwege von Rpfl und Imp4. Parallelen werderfFolgendem sichtbar: Kapl14,
Kapl104 und Kap95 zeigten pragnante Bindungen zdebeProteinen. Srpl verstarkte die
Interaktion mit Kap95 in keinem Fall, es handetthsalso vermutlich weder bei Rpfl noch
bei Imp4 um einen klassischen NLS-Protein-Impoit Bindung zu Nmd5 war bei beiden
Proteinen schwacher als zu den oben genannten. UrgkKapl23 interagierten nicht bis
kaum merklich mit Rpfl und Imp4. Geringfigige Abwalingen waren bei den
Wechselwirkungen mit Kap120 und Sxm1 zu erkenngfil hteragierte starker als Imp4 mit
Kap120 und bei Sxm1 war es umgekehrt. Insgesamt sian also deutliche Analogien im
Bindungsverhalten von Rfpl und Imp4 zu den Impadptoren. Ein pragnanter Unterschied
fallt lediglich in denin vivo-Lokalisierungsstudien auf. Wahrend im Falle vorpdmin der
Akapllfkapl2@nmd5Deletionsmutante keine Misslokalisierung zu erl@mnvar (Abb.
28), sah man bei Rpfl zwar bei den jeweiligen EhfBeletionsmutanten ebenfalls keine
Misslokalisierung, jedoch war das GFP-Fusionspnotei der Triple-Mutante eindeutig im
Cytosol misslokalisiert (Caesar, 2003). Eine Euktéy fir dieses Ergebnis liegt vermutlich
auch in der zuletzt genannten Tatsache, dassiRpifro starker mit Kap120 interagiert und
Imp4 mehr mit Sxml. Moglicherweise wére Imp4 in ezinAkapllfAsxmNAnmd5
Deletionsmutante misslokalisiert. Wahrscheinlichist aber, dass die oben genannten
starkeren Interaktionspartner Kap104 und Kap®%ivo einen groReren Effekt zeigen als

Sxml. Das bleibt zu Uberprufen.
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Das essenzielle Rfc2 wurde zunachst in Co-Reinigsiagien in Komplex mit Kapl14
gefunden. Lokalisierungsstudien mit eineAP114deletierten Mutante fuhrten jedoch zu
keiner atypischen Verteilung von Rfc2 in der Zeligese stimmte mit der physiologischen,
d. h. hauptsachlich nuklearen tberein. Auch dieciimt desKAP120 sowie desNMD5-
Gens brachte keinen weiteren Aufschluss Uber den iz primaren Importwege von Rfc2.
Auch diese beiden Rezeptoren dbten unmittelbar ekeisichtbaren Effekt auf die
Lokalisierung von Rfc2 aus. Eine Erklarung liefarerst die daran angeschlosseirewitro-
Bindungsstudien mit den rekombinanten ProteineninDiat zu sehen, dass zwar alle drei
Importine an Rcf2 gebunden haben und die Komplexehd Gspl-GTP auch mehr oder
weniger stark wieder aufgelést wurden, es sichbleiedurchaus um Importrezeptoren von
Rfc2 handeln kdnnte, diese jedoch wahrscheinlishNebenwege darstellen. Die Bindung an
den klassischen NLS-Protein-Transportkomplex bestgraus Srpl und Kap95 war um ein
Vielfaches groRRer (ca. 30-fach). Auf die Koopern#divdieser Bindung wird in Kapitel 4.7.1
naher eingegangen. Dadurch wird klar, das die elaton NMD5, KAP114und KAP120

in vivo praktisch keine Auswirkung auf die LokalisierungnvRfc2 haben konnte. Psel und
Sxml zeigten &hnlich schwache Interaktionen wie Blnké&pl114 und Kapl120. Die Ablosung
durch Gspl-GTP war im Falle von Psel relativ gfefi, Sxm1 nur sehr gering. Kap123
interagierte Uberhaupt nicht mit Rfc2. Die BinduargKap104 war andererseits etwa funf Mal
so stark wie die der schwachen Interaktionspartmer machte ca. 1/7 der Interaktion mit
Srpl/Kap95 aus. Die Dissoziation durch Gspl-GTP wiaderum gering. Wie bereits des
Ofteren erwahnt, kann dies mit dem mdglichen Feklees zusatzlich notwendigen Faktors
zusammenhangen. Rfc2 ist damit vermutlich ein westeBeispiel daflr, dass essenzielle
Proteine oft Uber mehrere Transportwege in denk&ell importiert werden, um das
Uberleben der Zelle auf verschiedene Arten abzasichZusatzlich zu Rpfl seien an dieser
Stelle auch die ribosomalen Proteine Rps5 sowie8 Rpld die “Core“-Histone genannt,
welche ebenfalls Uber alternative Transportwegeeim Zellkern importiert werden (Greiner,
2001; Mosammaparast al, 2001a; Mosammaparast al, 2001b). Auffallig ist aber auch
die Tatsache, dass sowohl Imp4 als auch bei Taf¥Rfs2 mindestens einen essenziellen
Importrezeptor binden, was ein generelles Prinzipgden Import essenzieller Kernproteine zu
sein scheint.

Auch dass Gsp1-GTP alleine des Ofteren nicht inLekge ist, Importkomplexe vollstandig
zu dissoziieren, sondern dass weitere Faktorenamutg sind, ist kein neues Phanomen. So
ist fur die Ablésung von Tbpl von Kapll4 zusatzlithTA-enthaltende DNA notwendig
(Pembertoret al, 1999), im Fall der Dissoziation von Npl3 und MirmRNA (Sengeet al,
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1998) bzw. bei Rpfl von Kapl120 rRNA (Dr. Stefaniae8ar, persénliche Mitteilung). Fur
Imp4 kdnnte eine Interaktion mit der Pra-rRNA natdig sein. Neben anderen Proteinen
vermittelt Imp4 die Interaktion zwischen der U3 RMNA und der Pra-rRNA bei deren
Prozessierung. Somit wirde Imp4 nur bei Bedarf @esm Importkomplex freigesetzt. In
Analogie zu Tbpl sollte ebenfalls die TATA-enthatle DNA die Disassemblierung des
Taf4/Rezeptor-Komplexes fordern, da beide Protameéerselben funktionellen Einheit, dem
allgemeinen Transkriptionsfaktor TFIID, beteilighd. In einer Linie bleibend lage dann im
Falle von der Replikationsfaktor C-Untereinheit Rficahe, dass die zu replizierende DNA
eine unterstitzende Wirkung auf die Auflosung dewsBat/Rezeptor-Komplexes haben

konnte.

4.7. Rfc2 wird tber den klassischen NLS-Importweg in denZellkern

transportiert

4.7.1. Rfc2 interagiert in vitro direkt mit den Transportfaktoren des klassischen
Importweges und wird durch Bindung von Gspl-GTP anKap95 wieder von

diesem Komplex abgel6st

Proteine, die eine klassische Kernlokalisierungseeg (NLS) enthalten, werden in
S. cerevisiadn einem trimeren Komplex zusammen mit Srpl ung3&ain den Zellkern
importiert. Dabei dient Srpl als Adapterprotein,lcies das Substrat bindet, und Kap95
schleust den Importkomplex tber den NPC in den dusk(Enenkeét al, 1995). Bei dieser
Interaktion handelt es sich um eine kooperativedBing. Das bedeutet, dass Kap95 allein
nicht und Srpl allein nur schwach mit dem Substexthselwirkt und die Bindung erst durch
die Anwesenheit aller Komponenten verstarkt wircinMerklart sich dies dadurch, dass Srpl
eine autoinhibitorische Sequenz (IBB) besitzt, Wwelcdie NLS-Bindungstasche in
Abwesenheit von Kap95 abdeckt, so dass das Sulastratner Bindung sterisch gehindert
wird. Erst wenn Kap95 mit der IBB interagiert, liedie Bindungstelle frei und das NLS-
Protein bindet an Srpl (Kobe, 1999).

In dieser Arbeit wurde gezeigt, dass auch die Raftinsfaktor C-Untereinheit RfaB vitro
einen terndren Komplex mit Srpl und Kap95 bildebl{A36). Die Interaktion von Rfc2 mit
Srpl allein ist schwacher als die des Heterotripgiessehr schwache Bindung von Kap95 an

Rfc2 ist eher als unspezifisch einzuschatzen. Kap@starkt demnach Srpl in seiner
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Fahigkeit, Rfc2 zu binden, was das Modell der Koapeitat der Bindung zum NLS-Protein
bestéatigt.

Ein zweites Kriterium des klassischen NLS-Transp@t die Auflosung des eingeschleusten
Komplexes durch Gspl-GTP (Floet al, 1997; Gilchristet al, 2002). Die kleine GTPase
interagiert mit Kap95, welches vom trimeren Kompédbgeldst und auf diesem Weg wieder
ins Cytoplasma ruckgefuhrt wird. Auf diese Art warduch der Rfc2/Srpl/Kap95-Komplex
dissoziiert. Nach Zugabe von Gspl-GTP ging die Binmgdsowohl von Srpl als auch Kap95
an den Komplex in gleichem Mal3e auf ein Minimumizlr Die Abldsbarkeit des NLS-
Protein/Srpl-Heterodimers aus dem Komplex mit Kap@&de folglich nachgewiesen.

Auch Nup2 ist an der Disassemblierung des trimefeansportkomplexes beteiligt. Es
interagiert zwar nicht mit der NLS-Bindungsstellenv Srpl, beschleunigt jedoch die
Freisetzung des Substrats durch seine hohere #iffirau Srpl (Hahn-Quintes, 2004;
Solsbacheet al, 2000). In dieser Arbeit konnia vitro keine Ablésung des NLS-Proteins
durch Nup2 festgestellt werden (Daten nicht gekeiDia jedoch seine Beteiligung am
Transportprozess von RfaR vivo nachgewiesen wurde (4.7.4), ist anzunehmen, dass z
Auflésung des Importkomplexes das Zusammenwirkar3spl-GTP oder weiterer Faktoren
erforderlich ist.

Auch der Nukleotidaustauschfaktor Prp20 bildet 81p1 und Kap95 einen stabilen ternaren
Komplex, welcher wie der Komplex mit Rfc2 durch GIPTP wieder aufgeldost wird
(Solsbacheet al, 2000). Allerdings wird in diesem Fall das Hetaroer komplett durch
Zugabe von Nup2 aufgeldst, was bei dem KomplexRfg@ keine Wirkung zeigte. Ein im
Prinzip vergleichbares Ergebnis wurde bezlglich ideoperativitat der Bindung zwischen
Substrat und Srp1/Kap95 erzielt, mit dem Untersthdass der Effekt im Falle von Prp20
wesentlich starker ausgepragt war. Analoge Resultairden mit der NLS des SV40 T-
Antigens erhalten (Solsbacher al, 2000). Cdc6, ein Regulator bei der Bildung vadAd
Replikationskomplexen (Cockest al, 1996; Lianget al, 1995), besitzt von den drei
Proteinen die hochste Affinitat zum Srpl/Kap95-Hedemer (Hahn-Quintes, 2004). Deshalb
konnte eine Kooperativitat der Bindung nur am CHE®-Fragment nachgewiesen werden,
nicht am Volle-Lange-Protein. Die Dissoziation desportkomplexes durch Gspl-GTP
erfolgte nur teilweise, erst Nup2 loste den Komplehstandig auf (Hahn-Quintes, 2004).
Ingesamt lasst sich also feststellen, dass beiteacitoplasmatischen Import verschiedener
cNLS-tragender Proteine die gleichen Faktoren hgteiind, diese aber mit unterschiedlich

ausgepragten Affinitdten miteinander interagieren.
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4.7.2. Mutationen des SRP1- und des KAP95-Gens fuhren zu Defekten beim

nuklearen Import von Rfc2

In dieser Arbeit wurde durchin vivo-Lokalisationsstudien nachgewiesen, dass der
nukleocytoplasmatische  Import der ReplikationsfakieUntereinheit von den
Transportfaktoren Srpl und Kap95 abhéngig ist (ABB). Dazu wurden Hefestamme
benutzt, die genomische Mutantionen innerhalb H&$95/RSL1 bzw. desSRP1Gens
aufweisen (Hahn-Quintes, 2004; Koeppal, 1996; Yanoet al, 1994). Bei der Mutante
srpl-31list kurz vor der groBen NLS-Bindungsstelle ein Aaoséurerest ausgetauscht, bei
srp1-49 innerhalb der groBen Bindungstelle und tepl-54 innerhalb der Nup2-
Bindungsstelle. Man kénnte vermuten, dass sichRiiaktmutation innerhalb der grof3en
NLS-Bindungsstelle starker auswirkt als die vor Bardungsstelle, jedoch ist das Gegenteil
der Fall: die Mutantesrp1-31zeigt im Vergleich zwsrpl-49die starkere cytoplasmatische
Misslokalisierung. Offensichtlich spielt die Regiaor der Bindungsstelle ebenfalls eine
gewisse Rolle und die Mutation innerhalb der Regmrkt sich nicht allzu gravierend auf
den nuklearen Import aus. Aber da es in beiderefrallisslokalisierungen gibt und unter
Hinzuziehen derin vitro-Ergebnisse (Abb. 36) der Bindungsversuche mit ias®in
rekombinanten Proteinen lasst sich schlussfolgiaies Srpl am nuklearen Import von Rfc2
beteiligt ist. Die Punktmutation an der Nup2-Bindsastelle hat einen &hnlich starken Effekt
wie beisrpl-31 Das bedeutet, dass NupRvivo beim Transport von Rfc2 in den Zellkern
eine nicht unerhebliche Rolle spielt, auch wennHligebnisse den vitro-Bindungsstudien
dies nicht bestétigten (Daten nicht gezeigt). Jedmekraftigen diese Resultate das Modell,
dass Nup2 das an Srpl gebundene NLS-Protein -aeenti Fall Rfc2 - ablést und der
Importfaktor nach Export ins Cytoplasma so fur aieeneuten Importzyklus zur Verfigung
gestellt wird. Passiert dies nicht, akkumuliert Rfsowie jedes andere NLS-Protein im
Cytoplasma. Auch fur digKAP95Mutante rsl1-1 ist bereits bekannt, dass sie Defekte
bezuglich des klassischen NLS-Proteintransportshd8rpl und Kap95 aufweist. Hier wurde
gezeigt, dass Rfc2 in dieser Mutante deutlich inlo@iasma verbleibt und somit der Import
von Rfc2 in der Mutante gestort ist. Insgesamt eledas darauf hin, dass Rfc2, obwohl es
aufgrund seiner Grol3e von 39,7 kDa grundsatzlichlicid ware, wahrscheinlich nicht durch
die Kernpore in den Nukleus diffundiert, sondern r nuiber den aktiven
Transportmechanismus importiert wird. Zusammengéfagdeutet das also, dass sowohl
Srpl und Kap95 als auch Nup2 am Importzyklus voo2Rijeteiligt sind. Fiur Gspl-GTP
wurde nur ein Zusammenharng vitro nachgewiesen. Demnach kann folgendes Modell

aufgestellt werden: Kap95 bindet Uber Srpl an RfcBleust den Komplex durch den NPC in
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den Kern, wo Gsp1-GTP an Kap95 bindet. Unter zliskean Mitwirken von Nup2 wird der
Komplex aufgelOst. Der Transportfaktor kann durgeCwieder ins Cytoplasma rickgefihrt
werden.

Diesein vivo-Lokalisierungsdaten von Rfc2 in d&®P95 und SRPIMutanten &hneln stark
denen der SV40 T-Antigen-NLS. Die groldte cytoplassshe Misslokalisierung gab es bei
der Mutantesrpl-31 gefolgt vonrsll-1 sowiesrpl-54in etwa vergleichbarem Ausmal3 und
den geringsten, aber immer noch deutlichen Effekt gs besrpl-49(Hahn-Quintes, 2004).
Anders sieht es nun bei Cdc6 und Prp20 aus. Zwgtezsich bersl1-1 sowiesrpl-54eine
deutliche cytoplasmatische Misslokalisierung, jédaear beisrpl-31 nur wenig bis kein
Effekt, bei srpl-49 Uberhaupt keine Misslokalisierung zu sehen (Habhm@s, 2004).
Zusammenfassend bedeutet das also, dass die Veesgehnisse zum klassischen NLS-
Import in den Zellkern, wenn auch prinzipiell durdie gleichen Faktoren realisiert, bei
verschiedenen Substraten durchaus unterschiediepepragt sein konnen. Darauf deuteten
auch bereits die Resultate dervitro-Bindungsstudien hin, die nur zum Teil bei den
einzelnen Proteinen uUbereinstimmten (4.7.1). Dastl&ermuten, dass zum einen die
Bindungen der Substrate zu den jeweiligen Intepakstellen eine unterschiedliche Affinitat

haben und zum anderen weitere Faktoren in der 2gleRolle spielen kbénnen.

4.7.3. Rfc2 besitzt am N-Terminus eine klassische KernloKisierungssequenz

Durch eine Analyse der Sequenz von Rfc2 wurde arieininus eine potenzielle
Kernlokalisierungssequenz (AS 9 - 12) vorhergesdgjese besteht aus den basischen
Aminosaureresten KKRK, welche in der Lage sein kénn mit den Tryptophan- und
Asparaginresten der grof3en Bindungstasche von Srtplinteragieren. Durchin vivo
Untersuchungen zur Lokalisierung verschiedener tidglen von Rfc2 wurde gezeigt, dass
der nukledre Import des Proteins hauptsachlichhdden Bereich AS 1 - 31 bewerkstelligt
wird (Abb. 39). Diese Region ist ausreichend, umeaiukledre Verteilung des Proteins zu
gewahrleisten. Eine Deletion des N-Terminus umeatigen 15 Aminosaurereste fuhrte zu
einer fast vollstandigen Misslokalisierung von Rie2 Cytoplasma, was gleichbedeutend mit
der Notwendigkeit dieses Bereiches fir den ImgirtRir den dennoch in geringem Ausmal3
vorhandenen Transport in den Zellkern gibt es dwéfrklarungsansatze. Zum einen kénnten
weitere Aminosaurereste aul3erhalb der untersuchéguenz an der Translokation in den
Nukleus beteiligt sein. Zum anderen wurde in die8ébeit gezeigt, dass neben dem

Heterodimer Srpl/Kap95 weitere ImporirHomologe Transportrezeptorenvitro mit Rfc2
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interagieren (Abb. 36). Das ist ein Indiz daflirssia vivo auch andere Rezeptoren am Import
des Substrats in den Zellkern beteiligt sein uner idne andere NLS an das Protein binden
kénnten. Zusammenfassend lasst sich also sagen Adag - 31 ausreichend und AS 1 - 15
notwendig fur den nukledren Import von Rfc2 sinds Bandelt sich dabei um eine

monopartite Kernlokalisierungssequenz.

4.7.4. Nup2 ist am klassischen NLS-Transport von Rfc2 in @n Nukleus beteiligt

Das Hefe-Nukleoporin Nup2 liegt in erster Linie nder nukledren Korbstruktur des
Kernporenkomplexes assoziiert vor (Solsbackeral, 2000) und ist sowohl fir den
effizienten Srpl/Kap95-vermittelten nukledren Pretenport als auch fir den effizienten
nuklearen Export von Srpl erforderlich (Boethal, 1999; Hoockt al, 2000; Solsbachest
al., 2000). Seine Interaktionsstelle ist eine anddsedie fur die NLS-Erkennung (Hahn-
Quintes, 2004). Nup2 bindet Srpl in einigen Falk#érker als das NLS-Protein (Hahn-
Quintes, 2004) und beschleunigt die FreisetzundgSadstrats von Srpl. Nup2 selbst wird nur
in Anwesenheit der Importii-bindenden Domane durch Csel/Gspl-GTP von Srpl
freigesetzt (Matsuurat al, 2003; Solsbachest al, 2000). Dies fuhrte zu einem Modell, bei
dem Nup2 die Disassemblierung des Substrat/Tratisgeptor-Importkomplexes mit der
nachfolgenden Ruckfihrung von Srpl ins Cytoplasreebindet (Matsuuraet al, 2003;
Solsbacheret al, 2000). Fur Cbp80, Clb2, Cdc45, Swi5, Prp20 urdt8wurde bereits
gezeigt, dass Nup2 am klassischen NLS-Protein-Imipeteiligt ist (Gilchristet al, 2002;
Hahn-Quintes, 2004). In dieser Arbeit wurde untelnsuwie sich die vollstandige Deletion
desNUP2Gens auf den nuklearen Import von Rfc2 in der Belfe auswirkt (Abb. 37). In
Lokalisierungsstudien wurde der nukleocytoplasroch@sTransport dieses Proteins in Hefe-
Wildtypzellen mit dem in einednup2Mutante verglichen. Im Gegensatz zum Wildtyp mit
dem hauptséchlich nukledren Signal ergab sich eeiMutante ein eher cytoplasmatisches
Signal. Das bedeutet, der Import von Rfc2 ist inletali genannten Hefestamm gestort,
woraus sich ableiten lasst, dass Nup2 fiur den Rfgirt notwendig ist. Aus den
Experimenten wird jedoch nicht ersichtlich, ob tésslokalisiation daher ruhrt, dass durch
das Fehlen von Nup2 die Freisetzung des SubstoatsSypl verzogert oder dessen Export

verlangsamt wird.
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4.8. Die Rolle von Rfc2/RFC2, Srpl/Importina und Csel/CAS bei der
Mitose und der Pathogenese

Sowohl Csel/CAS als auch Srpl/Impodinund Rfc2/RFC2 sind erwiesenermalien am
Fortschreiten des Zellzyklus beteiligt. Es wurdehgewiesen, dass Hefezellen, die eine
konditionelle Mutation vonSRP1enthalten, mit einem &£Gehalt an DNA in der Mitose
verbleiben. Diese Zellen zeigen anormale Struktwrad Ausrichtungen der mitotischen
Spindel, abweichende Chromosomen- und Nukleussagoegund vom nukleédren “DNA-
Knauel” ausstrahlende Chromatinfaden. Dieser Plygndtutet darauf hin, dass Srpl fur die
normale Funktion der Mikrotubuli und der Spindekgbper sowie die nukleare Integritat
notwendig ist (Kussel und Frasch, 1995b; Yatcal, 1994). Fur den ¢&M-Phanotyp ist
maoglicherweise eine ausbleibende Degradation destisthen Cyclins Clb2 verantwortlich
(Loeb et al, 1995), wodurch die korrespondierenden Cyclindalgigen Kinasen aktiviert
sowie die entsprechenden Schlisselproteine phodmrobleiben und der Zellzyklus nicht
in die nachste Phase eintritt. Auch fir Impodirwurde eine Beteiligung bei der Mitose
nachgewiesen. Zu deren Beginn sind Impanti-Komplexe an die NLSs mehrerer Proteine
gebunden, die die Bildung der mitotischen Spindad die Anheftung der Chromosomen
regulieren. Die Spindelassemblierungsfaktoren st blockiert. Durch Ran-GTP werden
sie vermutlich freigesetzt und aktiviert (Ems-Mcijret al, 2004; Gruset al, 2001; Schatz
et al, 2003). In Analogie dazu wurde festgestellt, ddssationen de®rosophilaHomologs
Pendulin zu abnormem hamatopoetischem Zellwachéiilmmen, weshalb dieses Protein als
Blutzell-Tumorsuppressor angesehen wird (Kisselrnadch, 1995a).

Deletionen vonCSE1lin Hefe haben Chromosomenmisssegregationen undyKlelsarrest
wahrend der Mitose zur Folge (Schroedenal, 1999a; Xiacet al, 1993). Fur das humane
Homolog CAS wurde gezeigt, dass es in der Integlzag. mit den Mikrotubuli assoziiert
und wahrend der Mitose mit der mitotischen Spintiel,deren korrekte Assemblierung und
Funktion es notwendig ist. Scheinbar paradoxerwsgiselt es gleichzeitig eine Rolle bei der
Zellproliferation sowie bei der Zellapoptose (Sc¢her al, 1996). Gene, die diese beiden
Vorgénge regulieren wie z. BAYC, P53 und BLC2 kdnnen auch als Onkogene fungieren,
was auf eine mogliche Beteiligung von CAS bei Krbebsdeutet. Im Zusammenhang damit
wurde eine erhohte Expression von CAS bei Leukgnkelon- und Brustkrebs-Zelllinien,
bei follikularen Lymphomen, hepatozellullaren Kaanen, malignen Melanomen,
multiformen Glioblastomen und Harnblasen-KarzinoniBehrenset al, 2003; Brinkmann,
1998) nachgewiesen. In Mausen wurde ein Zusammegnhan CSEI1L und der

Embryogenese festgestellt, einem Prozess, der alseniit einer starken Zellproliferation
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einhergeht. HomozygoteCSE1l-"Knockout“-Mause lieRen einen embryonalen letalen
Phanotyp erkennen und waren nicht lebensfahig (Bewl, 2001). Dieses Protein scheint
also fur die naturliche Vermehrung von Zellen uasslich zu sein. Sind allerdings die
Kontrollmechanismen aul3er Kraft gesetzt, die died@mzess regulieren, hat dies
unbeschrankte Zellteilung zur Folge.3accharomyces cerevisiagirden verschiedene Rfc2
enthaltende Komplexe nachgewiesen, die an der géhtkeehaltung eines normalen
Zellwachstums beteiligt sind. Elgl, welches mit RF& einen alternativen RFC-artigen
Komplex bildet, ist fur die Beibehaltung der genedhien Stabilitdt notwendig und seine
Funktion ist mit der DNA-Replikation oder der “dageacheckpoint‘-Antwort verbunden
(Ogiwara et al, 2007). Es wurden weitere verwandte Klammerlaffetamp loader*)
identifiziert. Diese alternativen Klammerlader aitan ebenfalls die Rfc2-5-Untereinheiten
von RFC und ersetzen Rfcl durch Rad24 fur den DN&wfage checkpoint” (Bylunet al,
2006; Naiki et al, 2001; Naikiet al, 2000) sowie durch Ctfl8 fiur die Bildung der
Schwesterchromatid-Kohasion (Bylunet al, 2006; Naiki et al, 2001). In hdoheren
Eukaryoten entsteht Krebs, wenn sich Mutationeramnseln, die in einer einzelnen Zelle
und in ihren Nachkommen Proto-Onkogene aktivierend uTumorsuppressorgene
inaktivieren. Die ungenaue Reparatur von DNA-Doppehg-Briichen kann zu dieser Art
genomischer Instabilitat und nachfolgend zum Zdllmder zur Entwicklung von Krebs
fuhren. Es wurde gezeigt, dass in humanen Gliamastellen dasRFC2Gen haufig
amplifiziert ist (Nakaharaet al, 2004; Suzukiet al, 2004) und dieRFC2Expression in
Trophoblasten-Tumoren wahrend der Schwangerschadheist (Cuiet al, 2004). Daneben
wurden RFC2 und RFC3 als c-MYC assoziierte Protaleatifiziert. Das c-MYC-Onkogen
kodiert fur einen Transkriptionsfaktor, der fur dieduktion der zellularen Proliferation
erforderlich ist. Neben seiner Funktion als mitogremranskriptionsfaktor reguliert c-MYC
die zellulare Proliferation auch durch direkte Agation mit Proteinkomplexen, die in
vielfaltige synthetische Prozesse der Zellteilungolviert sind, z. B. DNA-Replikation/ -
Reparatur und RNA-Prozessierung (Kaathal, 2007). Fur 19 renale Zellkarzinom-Zelllinien
wurden mittels molekularer zytogenetischer Analggekomplexen Muster der genomischen
Imbalancen und Umstellungen dargelegt. Wiederaeficee Anderungen auf Chromosom 7
fuhrten zu einer Erhéhung des RFC2-Gens. Weitemergesche “microarray“-Umstellungen
fuhren zu einer Erhéhung von MYC. Diese Abweichungénnten also wichtige Wege bei
der renalen Krebspathogenese darstellen (Streféordl, 2005). AuRerdem wurde eine
Gruppe von Proteinen identifiziert, die mit BRCADreast cancer susceptibility gene 2)

assoziiert sind und zusammen einen gro3en Komplékerb Neben verschiedenen
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Tumorsuppressoren und DNA-Reparaturproteinen (MSM3H6, MLH1, ATM, BLM,
RAD50-MRE11-Proteinkomplex) nimmt auch der Repligasfaktor C an diesem Komplex
teil. Es wurde gefunden, dass BRCAL1, die BLM-Haeand der RAD50-MRE11-Komplex
in groRen nukledaren Foci co-lokalisieren, die PCMNAthalten, wenn die Zellen mit
Wirkstoffen behandelt werden, die mit der DNA-Sy#8 interferieren. Man vermutet, dass
BRCAL1 als Koordinator vieler Vorgange dient, dier fiie Erhaltung der genomischen
Integritat wahrend der DNA-Replikation erforderlismnd, und somit eine zentrale Rolle bei
der DNA-Reparatur spielt (Wanet al, 2000). Die Deletion deBRCA1Gens in Mausen
fuhrte zu embryonaler Letalitat (Gowenal, 1996; Hakenet al, 1996) und zur Bildung von
Brusttumoren (Xtet al, 1996).

Es wird deutlich, dass sowohl Csel/CAS und Srpldiipa als auch Rfc2/RFC2 in sehr
komplexe Vorgadnge beim Fortschreiten des Zellzyldowie der Tumorgenese involviert
sind. Alle drei Proteine sind an der Aufrechteniadf der genomischen Stabilitat beteiligt.
Rfc2/RFC2 fungiert eher in der die Mitose vorbemetden Phase, Srpl/Importinund
Csel/CAS in der Mitose selbst. RFC2 und CAS wirkerde bei der Embryogenese mit. Alle
drei Proteine lassen sich mit der Krebspathogeimegasammenhang bringen, so sind RFC2
und CAS beispielsweise in die Glioblastom- und Baebsbildung involviert. In dieser
Arbeit konnte allerdings kein direkter Zusammenhangwischen Csel und
Zellzyklusvorgangen und daraus eventuell resultigéranvischen CAS und der Tumorbildung
festgestellt werden. Vielmehr kann aus den Ergskniglieser Arbeit geschlossen werden,
dass Csel in seiner Funktion als Exportrezept@ndaeteiligt ist (Abb. 40). Csel exportiert
Srpl aus dem Nukleus zurtick ins Cytoplasma. Dafitsés dann in genigendem Mal3e
bereit, um in Komplex mit Kap95 den Zellzyklusfak®fc2 in den Zellkern zu importieren,
wo dieser wiederum seiner Rolle bei der Zellvermafrgerecht werden kann. Ein analoges
Modell ware fir das humane System denkbar. Fir tthpa wurde bereits nachgewiesen,
dass es Zellzyklusfaktoren wie das Retinoblastomp@Bmlukt, p53 und BRCAL in den
Nukleus transportiert, welche alle drei mit der €&s:n verschiedener Tumoren in
Zusammenhang gebracht werden (Kaétal, 2000; Middeleret al, 1997; Thomat al,
1996; Wanget al, 1997). Zusammenfassend kann man also sagenzwashen Csel, Srpl
und Rfc2 eine logische Verknipfung bezuglich Zédlag, Zellteilung und Zellvermehrung
besteht.
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Gspl-GDP/ Rfc2/
Ran-GDP RFC2
‘ — ‘ Kap95/
) Importin B
Yrb1l/RanBP1 ' Rnal/RanGAP ‘
Cytoplasma
' Kernmembran ‘
Nukleus
NPC
\ Gspl-
GTP
Srpl/ Gspl-GTP/ Rfc2/ Srpl/
Importin o Csel/ Ran-GTP RFC2 Importin o
CAS [ )
Rolle bei der Chromosomensegregation In verschiedenen Komplexen Beteiligung Funktion beim Austritt der Zelle aus
und Austritt der Zelle aus der Mitose an der DNA-Replikation, der genomischen der G2/M-Phase, der Bildung normaler
(S. cerevisiae) Stabilitdt, dem DNA-Schaden-Kontrollpunkt Strukturen und Orientierung der Mitose-
AuBerdem Interaktion mit der Mitosespindel,  und der Bildung der Schwesterchromatid- spindel sowie der akkuraten Chromatin-
Beteiligung an der Zellproliferation und Kohision (S. cerevisiae) und Zellkernsegregation (S. cerevisiae)
Apoptose sowie Tumorgenese (human) Zusitzliche Beteiligung an Tumorgenese
bzw. Embryogenese (murin) verschiedenster Art und an einer neurologischen

Erkrankung (Williams-Beuren-Syndrom) (human)

Abb. 40: Modell zur Verknipfung von Csel/CAS, Srplimportin a und Rfc2/RFC2 beim Zellzyklus

Csel exportiert Srpl aus dem Zellkern, welches a@@aaderum zur Verfiigung steht, zusammen mit Kapd s
Substrat Rfc2 in den Nukleus zu importieren. DieBestein ist an der DNA-Replikation, der genomisthe
Stabilitat, dem DNA-Schaden-Kontrollpunkt und deitdBng der Schwesterchromatid-Bildung beteiligt, im
Sauger zudem an der Tumorgenese. Uber den dattgesidleg wird in dieser Arbeit also, anders alfrimeren
Veroffentlichungen postuliert, nur ein mittelbaz@assammenhang von Csel und Srpl an der Zellvermghrun
aufgewiesen. (Einschub:Das Williams-Beuren-Syndistneine komplexe neurologische Entwicklungsstérung
die durch eine Mikrodeletion in der Region, die C2Gen enthélt, hervorgerufen wird (Martindaeal,
2000) und sich schon wahrend der embryonalen Ekituwvig bemerkbar macht.)
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5. Zusammenfassung/ Summary

Der Transport von Proteinen in und aus dem Zellkesrfolgt in der Hefe
Saccharomyces cerevisiaemit  Hilfe von 14 l6slichen  ImportiB-homologen
Transportrezeptoren und der RanGTPase (Gspl),etieAbdlauf der Translokation reguliert.
In dieser Arbeit wurden die Importrezeptoren Kap8%pll4 und Kapl20, daneben der
Exportfaktor Csel sowie das Adapterprotein Srpl wied GTPase-Koaktivator Yrbl
biochemisch und molekularbiologisch untersucht. WNacZellfraktionierung und
Affinitatschromatographie wurden diverse Interaksipartner fir diese Proteine detektiert.
Insbesondere die Replikationsfaktor C-Untereinhific2 wurde als Substrat fir den
heterodimeren Importkomplex Srpl/Kap95 (Impoditmportin) néher charakterisiert.
Dieser Komplex schleust Substrate mit einem basisdtiassischen Kernlokalisierungsignal
(NLS) Uber den Kernporenkomplex in den Zellkern, @vaunter Mitwirkung von Gsp1-GTP
und dem Nukleoporin Nup2 disassembliert. Rfc2 wurdledchst als endogener Komplex mit
Kapl14 aus Hefe-Cytosol isoliert. Da jedoch diedlieh desKAP114Gens keine Wirkung
auf den nukledren Import des Proteins zeigte, wurdg@ndungsstudien mit rekombinant in
E. coli hergestellten und gereinigten Proteinen die Affini dieses Substrates zu
verschiedenen Importrezeptoren untersucht. Es exeigich schwache bis mafig starke
Interaktionen zwischen Rfc2 und Kapll4, Nmd5, K&plRap95, Psel, Kapl04 sowie
Sxml. Eine starke Bindung an Srpl wurde beobactietauch Kap95 erfordert. In einer
Anup2 sowie verschiedenen temperatursensitngRP1 und KAP95Mutanten wurden
in vivo-Defekte im Import von Rfc2 nachgewiesen. Somit deuRfc2 als ein klassisches
Importsubstrat fir Importia identifiziert. Vier basische Aminosaurereste iméddmninalen

Bereich bilden ein monopartites klassisches Keumdlslerungssignal.

In the yeasBaccharomyces cerevisigeoteins are transported into and out of the nuscley
fourteen soluble ImportiB-homologous transport receptors and the RanGTRas®l{, that
regulates the process of translocation. In thiskvibe import receptors Kap95, Kap114 and
Kap120, the export factor Csel, the adaptor moéeBupl and the GTPase coactivator Yrbl
were examined in a biochemical and molecularbial@igimanner. Different interaction
partners of these proteins were detected afterfregitionation and affinity chromatography.
Especially the replication factor C subunit Rfc2aasubstrate for the heterodimeric import

complex Srpl/Kap95 (Importia/Importin3) was examined in more detail. This complex
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channels a substrate with a basic classical nudtealization signal (NLS) through the
nuclear pore complex into the nucleus, where iasismbles under the influence of Gspl-
GTP and the nucleoporin Nup2. First Rfc2 was isalain an endogenous complex with
Kapl14 from yeast cytosolic fraction. Deletion bé KAP114gene did not show any effect
on the nuclear import of the protein, so that iffndy to different import receptors was
investigated in binding studies with recombinantl gourified proteins fromE. coli. There
were found weak to moderate interactions betweef Bhd Kap114, Nmd5, Kap120, Kap95,
Psel, Kapl04 as well as Sxml. A strong interactwdh Srpl, that requires Kap95, was
observed. WheiSRP1 KAP95 andNUP2 genes were mutated or deleted in yeast cells, the
strains showed defects in the import of Rfc2. Bg thay Rfc2 was identified as a classical
import substrate of Importia. Four basic amino acid residues at the N-termiious a

monopartite classical nuclear localization signal.
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