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In Liebe memner Mama

L1 you stop to think about 1t, you’ll have to admit that all the stories i the world
consist essentially of twenty-six letters. The letters are always the same, only the
arrangement varies. From letters words are formed, from words sentences, from
sentences chapters, and from chapters stories.

Michael Ende ,, The neverending story®



Inhaltsverzeichnis

ADKUrZUNGSVEIZEICNNIS ..ot e e e e e et e e e e e aeaeanane Vi
ADDIAUNGSVEIZEICNNIS ..ueii e e Vil
TabelleNVerZeIiChNIS . ... Xl
A V=¥ 1o 0] =T g} €= 3] U1 Lo PP 1
pZ 1 oY =13 AU o Vo PSSR 3
2.1. Kernporenkomplex: Aufbau und FUNKLION .......ccooooiiiiiiiiiii e, 3
2.2, Kernimport und KErNeXPOTIt .....ocouuiiiiiii et e ettt s s s e e e e e e e aaaa e e e e e eeeannes 4
2.3,  Der KlassisChe NLS-IMPOIt........oouiiiiii e e e e e e e e aaeees 5
2.4. Eigenschaften und Lokalisation VON NUP2 ......ccooiieiiiiiiiiiiiii e 7
2.5, FUNKLONEN VON NUPZ .ottt eeseeeneennnnne 8
25.1. NUp2 und der CNLS-TranSPOrt........ccvvviiiiiiiiiiiiiiiiiiiieeeeee ettt 8
2.5.2. Nup2 und sein Interaktionspartner NUP60 .............coovvvviiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiieeeeee 8
25.3. NUP2 UNA OSMOSESIIESS ....ceiiiiiiiiiiiiiieieeie ettt ettt eeeees 9
254, Nup2 und sein Einfluss auf die GenaktiVitat...............covvvviiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiieeee, 11
2.5.5. NUPZ2 UNA MEIOSE ...ttt 12

2.6. Posttranslationale Modifikationen (PTM) ...........uuuuuuuuiiimmmiimiiiiiiiiiiiiiiiiieien. 14
2.6.1. (o] (o BT 111 a1 T=] U] oo [P PP PPPPPPPPPPPPPPP 14
2.6.2. SUMOYIEIUNG ... 15
2.6.3. SUMOVYIErung in' S. CEIreVISIAE .......cccciviiiiiiiie e e e 17
2.6.4. PTMs der Komponenten der nukledren Korbstruktur..............cooovvvviieeeneenen. 19
2.6.5. Nup2 und posttranslationale Modifikationen ..............ccccccvveeei i, 20

A A 11 == 74U | o Lo [P URPPPPPRPTP 21
3. Materialien und MethOoden..........oooo i 22
0 I Y = L= g = 11T I 22
3.1.1. (1] - 1 T TSP PP PPPPPTP 22
3.1.2. VerbrauchsSmateriali@n ..........ooie oo e 23
3.1.3. BN ZY M e 24
3.1.4. Y0 10T = USSP 24
3.1.5. Biochemikalien und ChemiKali€N............ccooviiiiiiii e 24
3.1.6. S PRSPPI 25
3.1.7. AN KO P e 25
3.1.8. Y71 1= o PSR 27
3.1.9. o =] 01T =P 29
3110, OrQANISIMEIN ... 31
70t 0 I O = = 1 = = 1S = 11 ] 1 = PP 31



T O I o 12 (1) 7= 10 1] 0 1 (ST 31

700 0 I T @ 1o o] 1] 1[0 4o [P 33
3.2. Molekularbiologische Methoden ...........ccooiiiiiiiiiii e 34
3.2.1. Kultivierung von E. COli ..o 34
3.2.2. KURIVIErUNG VON S. CEIEVISIAE ....cvvvviiiiii et 34
3.2.3. Photometrische Dichtebestimmung von Bakterien- und Hefekulturen............ 35
3.2.4. Isolierung von Plasmid-DNA aus E. COli ..........cceeviieiiiiiiiiiiin e, 35
3.2.5. Isolierung genomischer DNA aus S. CEreviSiae ..........oouvvvviiiiieeeeieveiiiiiineeeenn, 37
3.2.6. Insertion von DNA-Fragmenten in Plasmide...........cccccvviiiiii e, 38
3.2.7. Spaltung der Plasmid-DNA mittels Restriktionsendonukleasen..................... 38
3.2.8. Dephosphorylierung mit alkalischer Phosphatase ..........ccccoooevvvviiiiiiiinnee, 39
3.2.9. Behandlung mit KIenow-Polymerase.............ccoovvvvviiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiieeeeeee 39
3.2.10.  DINA-LIGALION .o 40
3.2.11. Sequenzierung von Plasmid-DNA ... 40
3.2.12. Polymerasekettenreaktion (PCR) ........ccoooieiiiiiieee 41
3.2.13. Ortsspezifische MUtAgENESE ........ccooeiieeeeeeeee e 42
3.2.14. Elektrophoretische Auftrennung von DNA im Agarosegel..............ccccoeeeee. 43
3.2.15. Transformation von Bakterienzellen mit Plasmid-DNA ...........ccccooovvvvivivinnnnn. 45
3.2.16. Transformation von Hefezellen mit Plasmid-DNA............ccccociiiiiiiienvvieiiiinnn, 46
3.2.17. Herstellen kompetenter Zellen.............eeiii i 46
3.2.18.  TransfOrmMatioN .....ccoeeieeeeeeeeeeeee e 47
3.2.19. Hefegenomische MethOden.........ccoovviiiiiiii i 47
3.2.20. Integration genomischer Modifikationen in S. cerevisiae ..............ccccceevvvvnnnnn. 47
3.3.  Proteinbiochemische MethOden ..............uuuuiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiienes 48
3.3.1. SDS-Polyacrylamidgelelektrophorese (SDS-PAGE)..........cccoovviiiiiiieeeeeiiiinn, 48
3.3.2. Visuelle Darstellung von Proteinen im Polyacrylamid-Gel................ccccooo... 50
3.3.3. Farbung mit Coomassie-Brilliant-Blau ............ccccoooooiiiiiiii e, 50
3.3.4. Farbung mit kolloidalem COOMASSI..........oeeuuriiiiiieeeee e 51
3.3.5. Transfer der aufgetrennten Proteine auf eine PVDF-Membran...................... 52
3.3.6. Immunologische Detektion und Analyse der Proteine..........ccccccvvvvvvviivinnnnnnnn. 53
3.3.7. Proteinfallung mit TrichloreSSIgSAUre. ...........oovvvviiiiiiiiiiiiiiiiieee 54
3.3.8. Affinitatsreinigung von AntiKOIPeIN .....cooevviiei e, 56
3.3.9. Reinigung von rekombinanten Fusionsproteinen aus E. coli.......................... 57

3.4. Analyse posttranslationaler Proteinmodifikationen sowie von Protein-
Protein-INteraklioNEN.........uiii e e e e 61
3.4.1. IN VItrO-SUMOYHEIUNG ....cevviiiiiiiiiiiiiieeeeeeeeeeeeeeeee ettt 61



3.4.2. Reinigung und Analyse SUMOylierter Proteine in Vivo ............cccevvvvviieiennnnnne. 62

3.4.3. Kultivieren und Ernten der Zellen ... 62
3.4.4. ZEIIY SO e e a et aaaaaaarna 62
3.4.5. Reinigung modifizierter Proteine Uber Ni-NTA-AQaroSe..........ccevvvvvvvvnieeeeeennn. 63
3.4.6. Tandemaffinitatsreinigung (TAP) ..o 64
3.4.7. Zellkultivierung und Herstellung der Zellpellets..........cccooveeeeiiiiiiiiiiiieeeeeceien, 66
3.4.8. Mechanische Lyse der Zellen ..........ccoove e 67
3.4.9. Affinitéatsreinigung Uber IgG-SepharoSe..........oouuviiiiiii i, 67
3.4.10. Affinitatsreinigung Uber Calmodulin-Sepharose............cccovvvvvviiiiieeeecieiiiinnn, 68
3.4.11. TCA-Fallung der eluierten Proteine ........cccooeeiiiiiiiiiiiii e 68
3.4.12.  Co-Immunprazipitation (CO-1P) ......ccoeeeeeeeeeeeee e 68
3.5.  Zellbiologische MethOUEN .........uiiiiiiiiiiiiiiiee e 70
3.5.1. In Vivo-FluoreszenzmikroSKOPIE .........ccevvviiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiieeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeee 70
3.5.2. Wachstum von S. cerevisiae unter Stressbedingungen..................ccoooeee. 70
3.5.3. Untersuchung der Stressantwort auf Agar-Platten............ccccccvvvvvviiiiiiiiinnnnn. 70
3.5.4. Untersuchung des Zellwachstums in KCl-haltigem Flissigmedium ............... 71

3.5.5. Lokalisierung chromosomaler Loci mittels Fluoreszenzmikroskopie unter

Verwendung des Lacl/LacO SYSIEMS .........ccuiiviiiiiiiiiiiiiiiieeeeee e 71
PGS SO ..ttt 74
4.1. InVvivo-SUMOVYIErung Von NUP2......coooiiiiiiiei ettt 74
4.1.1. Nup2 wird in vivo nach Osmosestress SUMOVYIIert.........cccoeeveeiiiiiiiiiiieeneeenn, 74
4.1.2. Nup2-2xKR wird nicht SUMOVYIEIt.........ccooiviiiie e 77
4.1.3. Der Lysinrest an Position 170 ist die essentielle SUMOylierungsstelle.......... 78
4.1.4. Die NLS-Importmutante srp1-54 sowie Anup60 zeigen eine starkere
SUMOYIEIUNG VON NUPZ .. e e e e et e e e e e e e ettt e e e e e e e e eerraaaa s 79
4.1.5. Das Fehlen von Ulp2 flhrt zur PolySUMOylierung von NUp2..........ccccee...... 80
4.1.6. Ulpl und Ulp2 sind in ihrer DeSUMOylierungsfunktion beztiglich Nup2 nicht
=T 11 o F= T | SRR 81

4.1.7. Das Fehlen der MAP-Kinase Hogl hat einen verstarkenden Einfluss auf die
SUMOVYIErUNG VON NUPZ ... 83
4.1.8. Die SUMOylierung von Nup2 unterscheidet sich in den DeSUMOylierungs-
mutanten sowie der Ahogl-Mutante und dem Wildtyp in Muster und Intensitét ............ 85

4.1.9. Die SUMOylierung von Nup2 wird nicht nur durch die Abwesenheit von Nup60

beeinflusst, sondern zeigt noch starkere Effekte in der NUP60-SUMO-KR-Mutante......86
4.1.10. Die SUMOylierung von Nup2 erfolgt nicht Giber eine einzelne E3-Ligase....... 88



4.2. Osmotischer Schock und Ethanolstress haben keinen Einfluss auf die
LOKaliSAtion VON NUPZ .o e e e e e e et a e e e e e e e e eaaraaa s 90
4.3. Die Fusion von Smt3 an den N-Terminus von Nup2 hat keinen Einfluss auf
dessen Lokalisation sowie den NLS-IMpPOrt ... 90

4.4. Die Lokalisation von Nup?2 @ndert sich nicht in Abwesenheit der

Komponenten des Y-Komplexes Nup84 und NUPL33......ccccceeeiieiiiiiiiiiiiie e, 94
4.5. Die SUMOylierbarkeit von Nup?2 hat keinen Einfluss auf die Aktivitat der
chromosomalen LoCi GALL UNA INOL ......uuuuuiiiiiiiiiiiiiiiiieiueieiernnrnenneernrerneneeneeeeeens 95
4.6. Nup2wird ebenso wie auch sein Interaktionspartner Nup60 ubiquitiniert.....97
4.6.1. Die Ubiquitinierung von Nup2 steigt infolge von osmotischem Stress an....... 97

4.6.2. Die SUMOylierungsstellen von Nup2 entsprechen unter normalen
Wachstumsbedingungen nicht den Ubiquitinierungsstellen von Nup2 ............ccccccceee... 99
4.6.3. Nup2 hat mehr als nur eine Ubiquitinierungsstelle............ccccccvvvviiiiiiiiinnnnn. 101

4.7. Nup2-Mutanten zeigen keine Anderungen im Wachstum unter osmotischem

S 8 =TT TSP UPPPPTRSPPPIN 102
4.8. InteraktionSStudien VON NUPZ2........uuuuiuuiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiieiieieeeeeeeeeeeneeeeeeeennees 106

4.8.1. Die Salzkonzentration des Lysepuffers hat sowohl Einfluss auf die Lyse als
auch auf die Bindungseffizienz wahrend der TAP-ReiNigung..........coooveveiviiiieieeeeeeeen, 107
4.8.2. Optimierung der IP unter Verwendung zweier Detergenzien ....................... 110
4.8.3. Die Effizienz der Immunprazipitation von Nup2 ist zeitabhangig.................. 111
4.8.4. Die Salzkonzentration spielt eine Rolle bei der IP.........cccooooiiiiiiiiiiiien . 113
4.8.5. Optimierung der Elutionsbedingungen: Salzelution ..............ccccceeeeiiiennniinnn, 113
4.8.6. Optimierung der Elutionsbedingungen: Quervernetzung des Antikdrpers und
saure Elution Mit GIYCIN ... e 115
4.8.7. Optimierung der Elutionsbedingungen: Elution mit Peptid ................c.coooui. 116

4.8.8. Vorbereitung co-immunprazipitierter Proben fiir die massenspektrometrische
ANAIY S e e e et e e e et e 121

4.9. Die SUMOylierung von Nup60 wird in Anwesenheit der E3-Ligase Nfil

DEGUNSTIGT .o 134
1T QU 5] Lo 1 o PSR 137
5.1. Nup?2 als stressspezifisches SUMOylierungssubstrat .............cccccvvviiiiiiinnnns 137

5.2. Die SUMOylierung von Nup?2 hat keinen Einfluss auf die Genaktivitat von
1IN (@ 2R U T o A I P 142
5.3. Nup2 als SUMOylierungs-Substat unter Beriicksichtigung seines
InteraktionsSpartNers NUPBO ........ooooeiiiiieeeee e 144



6.
7.
8.

5.4. Einfluss der SUMOylierung von Nup?2 auf seine eigene Lokalisation und den

Lo N\ IS 11 o 0 ] AP PSPPSR 146
5.5.  SUMOylierungsstellen und weitere PTMs vONn NUP2 ......cccooeviieiiviiiiiiiiiieneeen, 147
5.6.  Nup2 als Ubiquitinierungssubstrat............ccoviiiiiiiieeeeeecies e 150
5.7. Potentielle (SUMO-spezifische) Interaktionspartner von NUp2 ..................... 152
5.7.1. Ribosomenbiogenese und EXPOrt.........ccoooviiiiiiiiieeeeceeiee e 154
5.7.2. NP C ettt et — e e e e et e e e e e e e e b bt aaaaeaaaans 155
5.7.3. Interpretation der massenspektrometrischen Ergebnisse ...........cccccceeeeee. 156
LS T o= ] o 1= S LY=o S 162
LT = LU VA= =T o] ] R 164
U1 o1 1= A 0] =] o P 182
DANKSBGUING ..ttt 183



Abkurzungsverzeichnis

% (V/V)
% (wWiv)
°C

Hg

ul

UM

pm
ADP
AK

AMPS
AS
ATP
bp
BSA
CBP
CiP
Co-IP
DDM

DMP
dest
DNA
dNTP
DTT
E. coli
ECL
EDTA
EGTA

ER
et al
FRET

GFP
GSH

GST
GTP

HIV-1
HOG
19G
kb
kDa

Volumenprozent
Gewichtsprozent
Grad Celsius
Mikrogramm
Mikroliter
mikromolar
Mikrometer
Adenosindiphosphat
Antikorper

Ammoniumpersulfat

Aminosaure

Adenosintriphosphat

Basenpaar

Rinderserumalbumin

Calmodulin bindendes Peptid

calf intestinal alkaline phosphatase
Co-Immunprazipitation

n-Dodecyl [3-D-Maltosid

Dimethylpimelimidat

destilliert
Desoxyribonukleinsaure
Desoxyribonukleosidtriphosphat
Dithiothreitol

Escherichia coli

Enhanced chemilumineszenz
Ethylendiamintetraacetat

Ethylenglycol-bis(aminoethylether)-
tetraessigsaure
endoplasmatisches Retikulum

et altera
Forster-Resonanzenergietransfer
Gramm

Erdbeschleunigung

grun fluoreszierendes Protein
Glutathion

Glutathion-S-Transferase
Guanosintriphosphat

Stunde

humanes Immundefizienz-Virus 1
high osmolarity glycerol
Immunglobulin G

Kilobase

Kilodalton

Liter

Mol

mg
min

mi

mM
mM
mm
MOPS
MW
NDSM

NEM
ng

nM
nm
oD
ORF
PAGE
PCR
PDSM

PEG
PLAC
PMSF
POD
PTM
PVDF
gPCR
RNA
RT

S. cerevisiae
SD

SDM

SDS

Sek

SGD

SIM

SSR
STUDbLs
SUMO
TAP

B

TCA
TEMED
TEV
TRP

UN

Milligramm

Minute

Milliliter

millimolar

millimolar

Millimeter
3-Morpholinopropan-1-sulfonséure
Molekulargewicht

negatively charged amino acid-dependent
SUMOylation motif
N-Ethylmaleinimid

Nanogramm

nanomolar

Nanometer

optische Dichte

offener Leserahmen
Polyacrylamid-Gelelektrophorese
Polymerasekettenreaktion

phosphorylation-dependent  SUMOylation
motif
Polyethylenglykol

Protease-Inhibitor-Mix
Phenylmethylsulfonylfluorid
Peroxidase

posttranslationale Modifikation
Polyvinylidendifluorid
quantitative Echtzeit-PCR
Ribonukleinséure
Raumtemperatur

Saccharomyces cerevisiae
synthetisch definiert

site directed mutagenesis
Natriumdodecylsulfat

Sekunde

Saccharomyces genome database
SUMO interagierendes Motiv

SUMO-stress-response
SUMO-targeted-Ubiquitin-ligases
small ubiquitin-like modifier
Tandemaffinitatsreinigung

terrific broth

Trichloressigsaure
Tetramethylethylendiamin
tobacco etch virus

transient receptor potential

Uber Nacht

Vi



UpM Umdrehungen pro Minute

uv Ultraviolett

Vv Volt

VLP virus-like-particle

WT Wildtyp

YPD yeast extract peptone dextrose

Vi



Abbildungsverzeichnis

Abbildung 1: Schematische Darstellung des Kernporenkomplexes (NPC).........cccceeeevvrvinne. 4
Abbildung 2: Schematische Darstellung des cNLS-Transports in S. cerevisiae. .................. 6
Abbildung 3: Schematische Darstellung von NUP2. ..........ccooeiieiiiiiiiiiiiin e, 7
Abbildung 4: Schematische Darstellung der beiden Hogl-Aktivierungspfade Sinl und Shol.
............................................................................................................................................. 10
Abbildung 5: Schematische Darstellung des Hefezell-ZyKIus............cccooooeviiiiiiiiiinicineicinnn, 12
Abbildung 6: Sexuelle Vermehrung von Hefen. ... 13
Abbildung 7: Der SUMO-ZYKIUS iN S. CEreVISIAE. ........cuvviiiiiii e e 18
Abbildung 8: Modifikationen der Komponenten der nukleédren Korbstruktur........................ 20

Abbildung 9: Schematische Darstellung einer Transferkassette zur Ubertragung von
Proteinen aus einem SDS-Gel auf eine PVDF-Membran...............uuuuevuiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiieienns 53
Abbildung 10: Schematische Darstellung sowie Aminosauresequenz des TAP-tags. ...... 65
Abbildung 11: Schematische Darstellung der Tandemaffinitatsreinigung..............cccccvvveeeeee 66
Abbildung 12: Vereinfachte schematische Darstellung der Herstellung von Zellen zur
Untersuchung ChromOSOME@IET LOCI. ......uuuurueiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiieeeebeeeeeeeeeseeeeeeeeeeeeeeeeeeenneeee 72
Abbildung 13: In vivo-SUMOylierung von Nup2 unter verschiedenen Stressbedingungen..76
Abbildung 14: In vivo-SUMOylierung von Nup2-WT und Nup2-2xKR nach Osmosestress

mittels KCI sowie in vivo-SUMOylierung der Einzel- und Doppelmutanten in Aulp2.............. 77
Abbildung 15: In vivo-SUMOylierung von Nup2 in srp1-54 ts, einem Stamm mit Importdefekt,
0T AN a1V T o1 RSP PPPRORTOR 80
Abbildung 16: In vivo-SUMOylierung von Nup2 in den DeSUMOylierungsmutanten Aulp2 und
U1 R 3 3 £ TSR PPPRORTSRR 82
Abbildung 17: In vivo-SUMOylierung von Nup2 in Abwesenheit der MAP-Kinase Hogl.....84
Abbildung 18: Vergleich der SUMOylierungseffizienz in verschiedenen Stammen. ............ 86
Abbildung 19: In vivo-SUMOylierung von Nup2 in Abwesenheit von Nup60 sowie in
Anwesenheit von NUPB0-KR-MULANTEN. .........ciiiiiiiiiiiee e e e 88
Abbildung 20: In vivo-SUMOylierung von Nup?2 in verschiedenen E3-Mutanten. ................ 89
Abbildung 21: Die Lokalisation von Nup2-GFP nach OSmOSEeStress. .........cccccvvvvviiviineennnnn. 90

Abbildung 22: Schematische Darstellung zur Herstellung des Nup2-Smt3-Konstrukts. ...... 91
Abbildung 23: Lokalisation verschiedener Nup2-GFP Fusionsproteine und Analyse des NLS-
Imports in Anwesenheit von NUP2-FUSIONSPIOTEINEN. ........uuuuuiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiieiieeeeennnne 92
Abbildung 24: Lokalisation von Nup2-GFP in den Mutanten des Y-Komplexes Anup84 und
WA g1 o 3 R X TSP 94
Abbildung 25: Nup2-abhangige Aktivitatsbestimmung der chromosomalen Loci INO1 und

GAL1 mittels FIuOreszenzmikroSKOPIE. ........cooeeeeeiieeee e 96



Abbildung 26: In vivo-Ubiquitinierung VON NUP2. .......eeiiiieeeie e 97
Abbildung 27: Nachweis der in vivo-Ubiquitinierung in verschiedenen Stammen unter Einfluss
VON OSIMOLISCNEIM SIITESS. ..uttiuittititeuututetseeetessaeesaaseeeeaeeeeseeeseseesssssssseseseseeesessssssessssssssssssssnnnns 98
Abbildung 28: In vivo-Ubiquitinierung von Nup2 und nicht mehr SUMOylierbarem Nup2 nach
0SMOLISCNEM SCHOCK.......cco e 100
Abbildung 29: Nachweis der in vivo-Ubiquitinierung von verschiedenen Nup2-Mutanten..101
Abbildung 30: Zellwachstum der Nup2-Mutanten unter osmotischem Stress.................... 103
Abbildung 31: Zellwachstum der Nup2 und Nup60-Mutanten unter osmotischem Stress. 105
Abbildung 32: Zellwachstum in Flissigkultur unter andauerndem osmotischem Stress....106
Abbildung 33: TAP-Reinigung von Nup2-TAP unter verschiedenen Salzkonzentrationen
sowie Test verschiedener LYySEPUTTEL. ....ooooee e 108
Abbildung 34: Immunprazipitation von Nup2 und seinen Interaktionspartnern unter
Verwendung von 0,01 M Chaps (0,65 %) im Vergleich zu 1% Triton X-100 sowie unter
Verwendung von IP-Puffer mit niedrigerer Salzkonzentration bei der Bindung. .................. 111
Abbildung 35: Immunprazipitation von Nup2 und seinen Interaktionspartnern in Abhéngigkeit
der BINAUNGSAAUET. ... 112
Abbildung 36: Elution immunprazipitierter Proteinkomplexe durch verschiedene
Y= 14 o aV4=] g1 = U1 To] g =T o FAU S 114
Abbildung 37: IP nach Quervernetzung des Antikdrpers sowie Vergleich der
ElUtiONSDEAINQUNGEN .....ee e e e e e e e e e e e e eaaaee 116
Abbildung 38: Detektion der genauen Bindestelle des Nup2-N-Antikérpers mittels
Peptidspots sowie schematische Darstellung des synthetisch hergestellten Peptids.......... 117
Abbildung 39: Elution gebundener Proteinkomplexe von Uber Protein affinitatsgereinigtem
Antikdrper durch Sattigung mit NUP2-Peptid............ooomiiiiiiii e 119
Abbildung 40: Elution gebundener Proteinkomplexe von Uber Peptid affinitatsgereinigtem
Antikdrper durch Sattigung mit NUP2-Peptid. ...........oooviiiiiiii e 120
Abbildung 41: Immunprazipitation von Nup2 und seinen Interaktionspartnern sowie Analyse
der Elutionseffizienz zur weiteren Bearbeitung mittels massenspektrometrischer Analyse. 121
Abbildung 42: Immunpréazipitation von Nup2 bzw. Nup2-2xKR und seinen
Ta1CT e o 0] o F= L a1 o TP 123
Abbildung 43: Immunpréazipitation von Nup2 bzw. Nup2-2xKR und seinen
Interaktionspartnern nach Ultrazentrifugation. ..................uuueueeeeimiuiiiiiiiiiiiiiiiiiiieeiieeneeeeeeen. 126
Abbildung 44: Immunpréazipitation von Nup2 bzw. Nup2-2xKR und seinen
Interaktionspartnern mit und ohne osmotischen Stress durch KClI.............cccccvieeiiiiinnnn, 127

Abbildung 45: In vitro-SUMOylierung von GST-Nup60 unter verschiedenen Bedingungen.



Abbildung 46: Kinetik der in vitro-SUMOylierung von GST-Nup60 unter Zugabe von Nfil bzw.
00 T1 o1 BN a 1o L= (T Vo TR 135

Abbildung 47:Schematische Darstellung von Nup2 und seinem Funktionshomolog Nup50
sowie Markierung des invertierten Konsensusmotivs

.......................................................... 148
Abbildung 48: Proteinsequenz und schematische Darstellung von Nup2 und bekannten
Yoo 111 =i o 0 R3S (=] (= o T 150

Abbildung 49: Schematische Darstellung der in dieser Arbeit gewonnenen Erkenntnisse.



Tabellenverzeichnis

Tabelle 1: Verwendete primare AntIKOIPEr .........oii i i i e e 25
Tabelle 2: Verwendete sekundare ANtIKOIPET ........ccoiiviiiiiiiii e e e e ananes 26
Tabelle 3: Komponenten zur Herstellung der Aminosauremischungen ...........ccccoeeeveeeeeiennn, 28
Tabelle 4: Komponenten zur Herstellung der Aminosaureldsungen...............cceeeeeeieeeeeeennn, 29
Tabelle 5: Verwendete Plasmide ..........cooovviiiiiiiiiiiieeee e 29
Tabelle 6: In dieser Arbeit hergestellte Plasmide .............cccooiiiieviiiiiiiii e, 30
Tabelle 7: Verwendete E. COlI-StAMIME.........oooiiiiiiiiiiii e 31
Tabelle 8: Verwendete S. cerevisiae-Stamme ... 31
Tabelle 9: Verwendete OligonukIeotide ... 33
Tabelle 10: Pipettierschema zur analytischen und praparativen enzymatischen Spaltung von
DN A ettt ettt e e e e e e e e e e ——————eeee e e e e e ——————eaaeeaaaaa————eraaaeeeeaaaarrraaaaaaeeaaaaans 39
Tabelle 11: Pipettierschema fur einen LigationSanSatz ..............ccouvvvvviiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiieeieeeee 40
Tabelle 12: Ansatz flr die SEQUENZIEIUNG ........ccovvviiiiiiiiiiiiiiiiee e 40
Tabelle 13: Pipettierschema fur PCR-Ansétze mit Tag- bzw. Phusion-Polymerase.............. 41

Tabelle 14: Bedingungen zur Amplifikation mit dem Thermocycler unter Verwendung der Tag-

DZW. PRUSION-POIYMEIASE ...t 42
Tabelle 15: Pipettierschema fur ortsspezifische Mutagenese...........cccccvvvvvviiiiiiiiiiiiiiiiniinnn, 43
Tabelle 16: PCR-Bedingungen fir ortsspezifische Mutagenese ..........cc.cceevvvvvviieeeneeeeecennns 43
Tabelle 17: Pipettierschema flir Sammel- und Trenngel ..........ccoooiiiiiii e, 49

Tabelle 18: MS1: Die in der Co-IP gereinigten und massenspektrometrisch identifizierten
INteraktionsSPartNer VON NUPZ ......uuuiiii e e e ee s s e e e e e e ettt s e e e e e e s e satataaaeaeeeaeeennnes 122
Tabelle 19: MS2: Die in der Co-IP gereinigten und massenspektrometrisch identifizierten
INteraktionsSPartNer VON NUPZ ......uuii e e e e e e e e et s e e e e e e s e easaaaaaeaeeeeeeennnes 124
Tabelle 20: MS3: Die in der Co-IP gereinigten und massenspektrometrisch identifizierten
INteraktionsSPartNer VON NUPZ ......uuuiiii e e e ee s s e e e e e e ettt s e e e e e e s e satataaaeaeeeaeeennnes 126

Tabelle 21: MS4: Die in der Co-IP gereinigten und massenspektrometrisch identifizierten

INteraktioNSPAITNEr VON NUPZ ......uueiiiieieitiiiieeeteetieeeeeeeeeseeeaeesssssesseesessseseeseesseeseeseseeseeeeennennes 128
Tabelle 22: Rohdaten der MS-Analysen (nukleéare Proteine grau hinterlegt)...................... 129
Tabelle 23: In der Co-immunoprézipitation spezifisch gereinigte mit dem Nukleus assoziierte
o (01 (=T TSRS 132
Tabelle 24: Nup2-abhéngige und Nup2-Smt3-abhéngige Funktionen.............ccccccccvvvvvennne. 163

Xl



Abstract

1. Zusammenfassung

Nup?2 ist ein Nukleoporin der Hefe, welches sich zusammen mit Nup60 und Nupl an der Kernseite
des Kernporenkomplexes befindet. Im Rahmen dieser Arbeit wurde vorwiegend die Rolle der
SUMOylierung von Nup2 untersucht. Zuvor wurden die Lysinreste an Position 153 und 170 in vitro
als SUMOylierungsstellen identifiziert. In  dieser Arbeit wurden weiter gehende
SUMOylierungsstudien mit Nup2 durchgefiihrt. Weiterhin wurden Effekte der nicht SUMOylierbaren
Mutante (Nup2 K153R/K170R) in vivo analysiert.

Es zeigte sich, dass die SUMOylierung keinen Einfluss auf die Lokalisierung von Nup2 selbst sowie
auf die Stabilitat des Bindepartners Nup60 hat und dass auch der klassische Kernimport von NLS-
Proteinen nicht beeintréchtigt ist. Unter Verwendung des Lacl/LacO-Systems wurde
nachgewiesen, dass die SUMOylierung von Nup2 keinen gravierenden Einfluss auf die
Genaktivierung und Genlokalisation (der Gene INO1 und GAL1) hat, auch wenn ein Mitwirken von
Nup2 diesen Mechanismus betreffend zuvor beschrieben wurde.

Nup?2 ist in vivo normalerweise nur schwach SUMOyliert, aber bei osmotischem Stress steigt die
SUMOylierung dramatisch an. Das trifft ebenfalls auf Nup60 zu. Beide Nukleoporine spielen
offenbar eine Rolle beim Osmostress (nicht aber bei Alkoholstress). Es wurde weiterhin eine
Ubiquitinierung von Nup2 detektiert und der Einfluss der SUMOylierung auf die Ubiquitinierung
analysiert. Nach osmotischem Stress zeigt sich in der Nup2-SUMO-Mutante eine klar verringerte
Ubiquitinierung. Somit gibt es offenbar ein Zusammenspiel der Modifikationen durch SUMO und
Ubiquitin bei der Stressantwort. Es wurde auf3erdem gefunden, dass von den drei relevanten
SUMO E3-Ligasen hauptséachlich Siz1 und Nfil zusammen und nicht nur eine spezielle E3 allein
fur die SUMOylierung notwendig ist.

Die weitere funktionelle Analyse der SUMOylierung von Nup2 bestand in der Untersuchung der
Osmoadaption. Ein Einfluss der SUMOylierung von Nup2 auf das Zellwachstum wurde nicht
gefunden. Die Lokalisation von Nup2 am NPC ist nach osmotischem Stress unverandert. Die
SUMO-spezifische Reaktion auf Stress in Form von osmotischem Schock, welche in einer
verstarkten SUMOylierung von Nup2 resultiert, wurde sowohlin Ahog1, Aulp2 sowie nup60-SUMO-
KR Zellen im Vergleich zum Wildtyp verstéarkt detektiert, wahrend Anup60 und ulp1-133 Mutanten
bereits eine starkere GrundSUMOylierung zeigen. Die SUMO-Dekonjugasen Ulpl und Ulp2
unterscheiden sich in ihrer deSUMOylierenden Funktion. Wahrend Ulpl konstant deSUMOyliert,
wird Ulp2 infolge der SUMO-spezifischen Stressantwort verstarkt aktiv. Dadurch ergeben sich
Anhaltspunkte fur weitere Untersuchungen zur Funktion der SUMOylierung von Nup?2.

Um weitere, potentiell SUMO-abhangige Interaktionspartner von Nup2 zu identifizieren, wurden Co-
Immunpréazipitationen durchgefihrt und die Eluate massenspektrometrisch analysiert. Es wurden
einige bereits bekannte Interaktionspartner bestétigt und mit der E3-Ubiquitinligase Brel ein neuer
potentiell SUMO-abhangiger Interaktionspartner identifiziert. Andere Interaktionspartner deuten auf
weitere Funktionen von Nup2 hin. Das betrifft das Targeting von Transposons, bei dem neben Nup2
und Nup60 auch SUMOylierung eine Rolle spielt. Schliel3lich existiert ein potentieller Einfluss der
SUMOylierung von Nup2 auf die Meiose diploider Zellen, da die fir die Meiose relevante Sequenz
von Nup2 beide SUMOylierungsstellen beinhaltet.



Abstract

Abstract

Nup2 is a yeast nucleoporin which is localized along with Nup60 and Nup1 on the nuclear side
of the nuclear pore complex. This work focused on the investigation of the role of Nup2
SUMOylation. Previously, the lysine residues at position 153 and 170 were identified as
SUMOylation sites in vitro. In this work, further SUMOylation studies with Nup2 were
performed. Furthermore, effects of the non-SUMOylatable mutant (Nup2 K153R / K170R) were
analyzed in vivo.

It was shown that SUMOylation does not affect the localization of Nup2 itself and the stability
of the binding partner Nup60. Also the classical nuclear import of NLS proteins is nhot
compromised. Using the Lacl/LacO system, it was demonstrated that the Nup2 SUMOylation
has no significant effect on gene activation and gene localization (of the INO1 and GAL1
genes), although the involvement of Nup2 in this mechanism was described previously.
Under normal conditions, the SUMOylation of Nup2 is weak in vivo, but it increases
dramatically after osmotic stress, which also applies to Nup60. Thus, both nucleoporins appear
to play a role in osmostress (but not in alcohol stress). Furthermore, it was found that Nup2 is
also ubiquitylated and the influence of SUMOQylation on ubiquitylation was analyzed. After
osmotic stress, the Nup2-SUMO mutant shows a clearly reduced ubiquitylation. Thus, there
seems to be an interaction of the modifications by SUMO and ubiquitin in the stress response.
It was also found that among the three relevant SUMO E3 ligases, mainly Siz1l and Nfil
together, but not just one specific E3 alone, are needed for SUMOylation.

Further functional analysis of the SUMOylation of Nup2 focused on osmoadaption. No effect
of Nup2 SUMOylation on cell growth was found. The localization of Nup2 at the NPC is
unchanged upon osmotic stress. The SUMO-specific stress response after osmotic shock
resulting in an increased SUMOylation of Nup2 is strongly increased in Ahog1, Aulp2, and
nup60-SUMO-KR cells compared to the wild-type. On the other hand, Anup60 and ulp1-133
mutants already show a stronger basic SUMOylation. The SUMO deconjugases Ulpl and Ulp2
differ in their deSUMOylation function. While deSUMOylation by Ulpl is a constant process,
the activity of Ulp2 increases as a result of the SUMO-specific stress response. This provides
new options for further studies on the function of Nup2 SUMOylation.

To identify novel potentially SUMO-dependent Nup2 interaction partners, co-
immunoprecipitations were performed, and the eluates were analyzed by mass spectrometry.
Several already known interaction partners were confirmed and a new potentially SUMO-
dependent interaction partner, the E3 ubiquitin ligase Brel, was identified. Other interaction
partners point to additional functions of Nup2, for example the targeting of transposons, in
which besides Nup2 and Nup60 also SUMOylation plays a role. Finally, there is a potential
effect of Nup2 SUMOylation on the meiosis of diploid cells, since the meiosis-relevant
sequence of Nup2 contains both SUMOylation sites.
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2. Einleitung

Der kleinste Baustein eines jeden Organismus ist die Zelle, welche an sich ein bereits in sich
funktionierendes System ist, was sich an Einzellern zeigt. Diese funktionierende Einheit
unterscheidet sich bei Prokaryoten (Bakterien und Archaeen) und Eukaryoten hauptsachlich
in ihrer Grof3e sowie im Vorhandensein eines echten membranumhllten Zellkerns. In einer im
Vergleich zur prokaryotischen wesentlich groR3eren eukaryotischen Zelle mussen zellulare
Ablaufe besser strukturiert sein, was sich anhand einer Aufteilung in mehrere Zellorganellen
zeigt, der sogenannten ,Kompartimentierung®. Eines dieser Zellkompartimente ist der fir
Eukaryoten typische Zellkern, welcher das Erbgut enthalt. Das Nukleoplasma ist Uber eine
Doppelmembran vom Cytoplasma getrennt, dennoch miussen zellulare Ablaufe und
Interaktionen zwischen dem Zellkern und den anderen Kompartimenten gewahrleistet werden,
um alle Funktionen der Zelle aufrecht zu erhalten. So muss beispielsweise mRNA zur
Translation aus dem Zellkern ins Cytoplasma Uberfiihrt werden und andererseits Proteine,
welche im Zellkern bendtigt werden, in den Zellkern hinein transportiert werden (Allen et al.,
2000; Goarlich, 1998). Aus genau diesem Grund sind in die Doppelmembran die sogenannten
Kernporenkomplexe (nuclear pore complex, NPC) eingebaut, welche einen Molekilaustausch

zwischen dem Zellkern und seiner Umgebung erméglichen.

2.1. Kernporenkomplex: Aufbau und Funktion

Der Aufbau dieser Komplexe weist egal ob Hefe oder Sauger eine achtfache
Rotationssymmetrie auf, unterscheidet sich aber stark in seiner GroBe und seiner
Zusammensetzung, wobei die Funktion Organismus Ubergreifend gleichbleibt (Yang et al.,
1998; Vasu und Forbes, 2001). In der Hefe S. cerevisiae beispielsweise sind die NPCs
kompakter und entsprechen einer Gro3e von etwa 55-66 MDa, wahrend in Vertebraten eine
molekulare Masse von 125 MDa ermittelt wurde (Reichelt et al., 1990; Rout und Blobel, 1993;
Yang et al., 1998). Sie setzen sich aus etwa 30 verschiedenen Proteinen, den Nukleoporinen,
zusammen, wobei diese in mehrfacher Kopie vorliegen und meist symmetrisch verteilt sind
(Rout et al., 2000; Cronshaw et al., 2002). Etwa 1/3 der Masse dieser Nukleoporine besitzt
FG-Repeats, eine sich wiederholende Sequenz mit Phenylalanin- und Glycinresten (Rout et
al., 2000), andere Nukleoporine haben Transmembrandomanen und binden Nukleoporine mit
B-Propeller-und a-Solenoid-Motiven (Devos et al., 2006). Aus all diesen Proteinen setzt sich
der NPC zusammen, wobei vom inneren Ring aus, welcher sich direkt in der Doppelmembran
befindet, Filamente von 50 nm in das Cytoplasma sowie Filamente von 50-100 nm ins
Nukleoplasma ragen (Abbildung 1A). Die Filamente auf nukledrer Seite sind Uber einen Ring
verbunden, woraus sich eine Korbstruktur, der nuclear basket, ergibt (Izaurralde et al., 1999;

Stoffler et al., 1999, Suntharalingam und Wente, 2003). Ins Innere des Kernporenkomplexes
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ragen ebenfalls Filamente in Speichenform und in der Mitte befindet sich das Zentralgranulum.
Durch dieses dreidimensionale Filamentnetz kdnnen lonen und Kkleine wasserldsliche
Molekile bis circa 40 kDa frei diffundieren, wobei auch hier bereits grél3enabhéngig die Zeit
der Durchquerung zunimmt, wahrend gréfRere Molekile wie RNAs, Ribosomen oder die
meisten Proteine aktiv Uber Karyopherine durch die Pore transportiert werden missen
(Feldherr und Akin, 1997; Mattaj und Engelmeier, 1998; Keminer und Peters, 1999).

A cytoplasmatische Filamente B C
Cytoplasma Zentrale Pore /
Granulum

cytoplasmatischer

Ring
\______‘~ _____________/7

nukleare T
Peripherie

nuklearer

Ring Nup153

__nuklesre ‘ Nup50
Korbstruktur
\ nukleére 5

Filamente =

Nukleoplasma

Vertebraten

Abbildung 1: Schematische Darstellung des Kernporenkomplexes (NPC).

A: Der NPC ist in die Doppelmembran des Zellkerns eingebettet. Auf der cytoplasmatischen Seite liegt der
cytoplasmatische Ring, aus welchem Filamente ins Cytoplasma ragen. In der Mitte des eingebetteten Rings, durch
welchen der Transport erfolgt, liegt das Zentralgranulum. Auf der nuklearen Seite ragen ebenfalls Filamente aus
dem nukledren Ring ins Nukleoplasma, welche uber einen Ring zu einer Korbstruktur verbunden sind. B-C:
schematischer NPC mit Komponenten der nuklearen Korbstruktur B: in Hefe. C: Homologe bzw. funktionell
redundante Proteine in Vertebraten.

2.2.  Kernimport und Kernexport

Der aktive Transport grof3erer Molekile durch die Kernporen erfolgt Gber Importine und
Exportine, welche das zu transportierende Substrat Giber eine spezifische Sequenz erkennen
und einen Transportkomplex bilden (Bednenko et al., 2003). Diese Erkennungssequenzen
variieren, je nachdem ob ein Molekdl in den Zellkern transportiert oder aus ihm exportiert
werden soll. Die Transportfaktoren der Importin p-Familie beispielsweise erkennen das
nukleare Lokalisierungssignal (NLS), wéhrend die Exportine das nukledre Exportsignal (NES)
erkennen und das Substrat binden. In der Hefe S. cerevisiae gibt es 10 verschiedene dieser
Importine und 4 Exportine (Fried und Kutay, 2003; Pemberton und Paschal, 2005). Durch
kurzzeitige Interaktion mit den FG-Repeats der Nukleoporine in Form von Binden und Ldsen
im Wechsel wird der Transportfaktor-Substrat-Komplex durch die Pore bewegt (Rexach und
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Blobel, 1995). Fiur den genauen Transport durch die Kernpore wurden jedoch verschiedene
Modelle diskutiert, das ,virtuelle Tor“ Modell, das ,Spaghetti Ol Modell, das ,selektive Phase*
Modell, sowie das Modell der Reduktion der Dimensionalitat (Macara, 2001; Ribbeck und
Gorlich, 2001; Ribbeck und Gdérlich, 2002; Rout et al., 2003; Peters, 2005; D"Angelo und
Hetzer, 2008). Nachdem der Importkomplex die Pore passiert hat, wird er geldst, indem Ran-
GTP (Hefe Gspl-GTP) an das Importin bindet, welches daraufhin das Substrat freigibt und
zusammen mit Ran-GTP wieder exportiert wird. Dieser Komplex wiederum wird im
Cytoplasma gelost, indem Ran-GTP Uber Abspaltung eines Phosphats durch das GTPase-
Aktivierungsprotein Ran-GAP (Hefe Rnal) zu Ran-GDP wird. Hierbei handelt es sich um einen
gerichteten Transport, da Ran-GDP meist im Cytosol vorliegt und im Nukleus Uber den
Guanidin-Austauschfaktor Ran-GEF (Hefe Prp20) Ran-GDP zu Ran-GTP umgewandelt wird
(Bischoff et al., 1994; Klebe et al., 1995; Rexach und Blobel, 1995; Gdrlich et al., 1996;Rout
et al., 2000).

2.3. Der klassische NLS-Import

Es gibt zwei Typen von Kernlokalisierungssignalen, die klassische NLS (cNLS) und die
atypische NLS. Besonders gut erforscht ist der klassische Kerntransport tber die einfache
Kernlokalisierungssequenz (PKKKRK), welche zuerstim grof3en SV40 T-Antigen des SV-Virus
entdeckt wurde und seitdem zur Untersuchung des NLS-Imports als Modell verwendet wird
(Kalderon et al., 1984; Dingwall und Laskey, 1991). Neben dieser einfachen cNLS gibt es noch
eine zweigeteilte (bipartite) cNLS, welche aus zwei durch 10 Aminosauren (Linker) getrennten
basischen Regionen besteht (Robbins et al., 1991; Lange et al., 2007). Im Laufe der Jahre
zeigten neuere Studien, dass es Linker von bis zu 29 Aminosauren gibt (Lange et al., 2010)
Der klassische Kerntransport erfolgt Gber Importin 8 (Hefe Kap95), welches im Gegensatz zu
den anderen Importinen der p-Familie die Kernlokalisierungssequenz nicht selbst erkennen
kann (Nagoshi et al., 1999). Eine Ausnahme hierfiir wurde jedoch flr den Import des humanen
Transkriptionsfaktors SREBP-2 beschrieben, welcher direkt von Importin 8 in Abwesenheit von
Importin a gebunden wird.

Das Adapterprotein Importin a (Hefe Kap60 bzw. Srp1) hingegen erkennt die cNLS des zu
transportierenden Substrats und interagiert zudem, da es nicht allein durch die Pore wandern
kann, mit Importin B, was zur Bildung eines trimeren Komplexes fuhrt (Enenkel et al., 1995;
Gorlich et al., 1996). Um zu verhindern, dass Importin 8 ein substratfreies Importin a durch die
Pore transportiert, bindet die cNLS-Bindetasche, welche normalerweise an das Substrat
bindet, an die IBB-Doméane, welche zum Transport mit Importin B interagiert, und hemmt sich
selbst (Kobe, 1999; Harreman et al., 2003). Zudem verstarkt die Bindung an Importin 3 auch
die Bindung zum cNLS-Substrat (Rexach und Blobel, 1995; Hahn et al., 2008).
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Kommtesin S. cerevisiae zu einer Bindung von Srp1 (Importin a) mit einem Substrat an Kap95
(Importin B), so erfolgt der Transport durch die Kernpore bis hin zum an der nukledren
Korbstruktur befindlichen Nup2 (Gorlich et al., 1996; Solsbacher et al., 2000; Hahn et al.,
2008). Das Lésen des trimeren Komplexes wird einerseits beglnstigt durch das Binden an die
FxFG-Region von Nup2, wodurch die NLS Bindung schwacher wird, sowie das Binden von
Srpl an sein Exportin Csel mit Gspl-GTP und die Bindung von Kap95 an Gspl-GTP, was
zum Ldsen des Karyopherinheterodimers und zum Export der Importine fiihrt (Rexach und
Blobel, 1995; Kiinzler und Hurt, 1998; Hood und Silver, 1998; Gilchrist et al., 2002; Matsuura
et al., 2003; Lee et al.,, 2005). Dieser Transport wiederum wird beendet durch die
energieverbrauchende Umwandlung von Gspl-GTP zu Gspl-GDP, was dazu fihrt, dass die
Importine wieder zum Transport weiterer Substrate zur Verfiigung stehen (Hieda et al., 1999).
Zudem wird zur Aufrechterhaltung der Menge an Gsp1-GTP im Nukleus und Gsp1-GDP im
Cytoplasma, das Gspl-GDP uber den Gspl-GTP-spezifischen Importfaktor Ntf2 zuriick in den
Nukleus transportiert (Abbildung 2)(Ribbeck et al., 1998; Bayliss et al., 2002b).

@ ﬁ %.‘.p 1. Bildung des trimeren Komplexes
6.
1.[NLS | Srp1 Kapas /L- 2

Transport durch die Pore

% 3. Bindung an Nup2

und Lésen des trimeren Komplexes
durch Interaktion mit Cse1 und Gsp1-GTP
- Freilassung des NLS-Substrats

4. Bildung der Exportkomplexe

5. Rucktransport durch die Pore

6. Losen der Exportkomplexe
durch Hydrolyse
von Gsp1-GTP zu Gsp1-GDP

7. Rucktransport von Gsp1-GDP
in den Nukleus Gber Ntf2

NLS

Abbildung 2: Schematische Darstellung des cNLS-Transports in S. cerevisiae.

Das NLS-Substrat wird von Srpl erkannt und bindet mit Kap95 einen trimeren Komplex, welcher durch die Pore
transportiert wird. Auf der nukleéren Seite interagiert der Komplex mit Nup2. Diese Interaktion fiihrt zusammen mit
dem Binden von Csel und Gspl-GTP zur Freilassung des NLS-Substrats und zum Ldsen des Importkomplexes.
Die Exportkomplexe Srpl-Csel-Gspl-GTP sowie Kap95-Gspl-GTP werden aus dem Kern exportiert und auf der
cytoplasmatischen Seite durch Hydrolyse von Gsp1-GTP zu Gspl-GDP dissoziiert. Das Gleichgewicht von Gspl-
GTP im Zellkern und Gsp1-GDP im Cytoplasma wird aufrechterhalten, indem Gsp1-GDP Uber Ntf2 zurlick in den
Zellkern transportiert wird. Srpl und Kap95 hingegen stehen fur den nachsten Import zur Verfiigung.
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2.4. Eigenschaften und Lokalisation von Nup?2

Wie bereits beschrieben, ist Nup2 eine Komponente des Kernporenkomplexes in
S. cerevisiae, welche am klassischen Kernporentransport beteiligt ist (Solsbacher et al., 2000).
Was den Kernimport und die Lokalisation betrifft, entspricht Nup2 dem humanen Nukleoporin
Nup50, unterscheidet sich jedoch stark in seiner Sequenz, da nur circa 17 % Ubereinstimmen
und es somit kein Homolog darstellt (Guan et al., 2000; Matsuura und Stewart, 2005; Ogawa
et al., 2010). Nup2 ist ein nicht essentielles Nukleoporin der nukle&ren Korbstruktur und tber
seinen Interaktionspartner Nup60 an die Kernpore gebunden (Abbildung 1B) (Loeb et al.,
1993; Dilworth et al., 2001). Wahrend Nup2 kein direktes Homolog im Menschen besitzt, stellt
Nup60 zusammen mit Nupl, einem weiteren Nukleoporin, ein Homolog zum humanen
Nukleoporin Nupl153 dar (Abbildung 1B und C) (Fernandez-Martinez und Rout, 2009). Im
Vergleich zu vielen anderen Nukleoporinen ist Nup2 asymmetrisch nur auf der nuklearen Seite
der Kernpore lokalisiert und weist als mobiles Nukleoporin eine zusatzliche Besonderheit auf
(Solsbacher et al., 2000; Dilworth et al., 2001). Nup2 setzt sich aus 720 Aminosaureresten
zusammen und besitzt ein Molekulargewicht von 78 kDa, bei Detektion nach Westernblot
hingegen zeigt sich ein Signal bei einem Molekulargewicht von circa 110 kDa (Loeb et al.,
1993). Es besitzt im N-terminalen Bereich neben einer Nup60-Bindestelle auch eine Srpl-
Bindestelle, welche sich jedoch in zwei verschiedenen Positionen befinden und somit nicht
beeinflussen (Hood et al., 2000; Solsbacher et al., 2000; Denning et al., 2001; Latta, 2011). Im
mittleren Teil des Proteins befindet sich das fir Nukleoporine typische Strukturmotiv
bestehend aus 16 FxFG-Repeats und somit auch das Bindemotiv fir Kap95 (Bayliss et al.,
2000; Bayliss et al., 2002a; Denning et al., 2002). Die im C-Terminus befindliche Gsp1-GTP
Bindestelle beginstigt nach dem cNLS-Import das Lésen des Importkomplexes und erméglicht
das Bilden der Exportkomplexe (Abbildung 3) (Dingwall et al., 1995; Schlenstedt et al., 1995;
Booth et al., 1999).

NH, N FxFG-repeats C LCOOH

Nup60-Bindung Kap95-Bindung Ran-Bindung
Srp1-Bindung

Abbildung 3: Schematische Darstellung von Nup2.

Nup2 besitzt verschiedene Bindestellen, welche sowohl fur seine Lokalisation als auch fur den cNLS-Transport
wichtig sind. Im N-terminalen Bereich binden Srpl und Nup60. Die Region mit den FXFG-repeats interagiert mit
Kap95 und der C-terminale Bereich stellt die Bindestelle fir Gsp1-GTP dar. (Modifiziert nach Latta, 2011).
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2.5. Funktionen von Nup2

2.5.1. Nup2 und der cNLS-Transport

Nup2 enthalt Bindestellen fir die Kernimportfaktoren Srpl und Kap95 sowie eine Bindestelle
fur das zum Export bendtigte Gsp1-GTP und ist somit am bidirektionalen Transport von Srpl
und dem cNLS-Import beteiligt (Solsbacher et al., 2000). Werden Anup2-Zellen mit SRP1-GFP
transformiert und fluoreszenzmikroskopisch untersucht, so zeigt sich, dass Srpl in diesen
Zellen im Zellkern akkumuliert und nicht wie im Wildtyp gleichmaRig verteilt in Cytosol und
Nukleoplasma vorliegt. Zudem zeigt sich eine klare NPC-Assoziation in Form eines
Ringsignals an der Kernhiille (Booth et al., 1999). Ahnliche Effekte fiir Srp1-GFP wurden auch
in der csel-1 Mutante beobachtet (Solsbacher et al., 1998). Untersuchungen mit CSE1-GFP
zeigen ebenfalls eine Akkumulation im Zellkern sowie einen Verlust der NPC-Assoziation, was
auf Exportdefekte hindeutet (Hood et al., 2000). Aufgrund dieser Exportdefekte liegt im
Cytoplasma nicht mehr genug Srp1 vor, weshalb man in Anup2-Zellen, welche mit einem NLS-
GST-GFP Plasmid transformiert wurden, eine Akkumulation des cNLS-Substrats im
Cytoplasma detektieren kann, was auf Importdefekte hinweist (Solsbacher et al., 2000).
Gleiche Effekte wurden in Stade et al. (2002) auch fur die SUMOylierungsmutanten uba2-1
und ulp1-133 beschrieben, weshalb, wie in Folz et al. (2019) beschrieben, auch die nicht mehr
SUMOylierbare Form von Nup2 auf die gleichen Defekte getestet wurde, jedoch keine Import-
bzw. Exportdefekte detektiert werden konnten. Auch die posttranslationale Modifikation von
Nup60, dem Interaktionspartner von Nup2, durch SUMOylierung und Ubiquitinierung zeigte
keinen Effekt beziglich des cNLS-Transports (Nino et al., 2016).

2.5.2. Nup2 und sein Interaktionspartner Nup60

Zellen, welche weder NUP2 noch NUP60 besitzen, sind letal, wahrend Einzelmutanten
lebensfahig sind (Loeb et al. 1993). Nup2 wird Uber Nup60 an die Kernpore gebunden, was
sich in Anup60-Zellen mit NUP2-GFP zeigt, welches im Nukleoplasma und nicht mehr an der
Kernhtille lokalisiert ist (Denning et al., 2001). Wird NUP2 deletiert und NUP60-GFP analysiert,
so zeigt sich, dass Nup2 einen Einfluss auf die Stabilitat von Nup60 hat und die Menge an
Nup60 in diesen Zellen verringert ist (Latta, 2011).

Zudem wurde auch beschrieben, dass Gsp1-GTP die Bindung von Nup2 und Nup60 verstarkt
(Denning et al., 2001). In Nino et al. (2016) wurden die SUMOylierungs- sowie
Ubiquitinierungsstellen fir Nup60 beschrieben, wobei besonders fiir die Ubiquitinierung von
Nup60 eine drastische Anderung beziiglich der NPC-Assoziations- und Dissoziationsrate fiir
Nup60 und seinen Interaktionspartner Nup2 beschrieben wurde, ohne jedoch die

Gesamtdynamik des Kernporenkomplexes zu beeinflussen.



Einleitung

Neben Nup2 wird auch die Dekonjugase Ulp1, welche fur die DeSUMOylierung verantwortlich
ist, Uber Nup60 an den Kernporenkomplex gebunden und stabilisiert (Panse et al., 2003; Zhao
et al., 2004). Ulp1 ist bezlglich seiner Dynamik im Gegensatz zu Nup2 aber nicht durch die
SUMOylierung bzw. Ubiquitinierung von Nup60 beeinflusst (Nino et al., 2016).

2.5.3. Nup2 und Osmosestress

Zellen mussen veranderte duRRere Einflisse wahrnehmen und zligig darauf reagieren kénnen.
Besonders wichtig ist dies auch fur die Hefe S. cerevisiae, welche als einzelliger Eukaryot
schnell mit Anderungen in ihrer Umgebung wie Kélte, Hitze, Mangel an Nahrstoffen,
oxidativem oder Ethanolstress sowie osmotischem Schock umgehen muss. Wichtig hierfir ist
unter anderem ein intakter Kernporenkomplex, da die Stressoren an den Zellkern
weiteregeleitet werden mussen und im Zellkern die Expression von Genen eingeleitet wird,
welche der Stressantwort dienen (Regot et al., 2013). Die mRNA muss schlief3lich wieder
durch die Kernporen exportiert werden. Ein Umwelteinfluss, der in Hefen eine grof3e Rolle
spielt, ist die Erhdhung des osmotischen Wertes der Umgebung, welche sich zu einem
osmotischen Schock entwickeln kann. Dieser kann allein schon daraus resultieren, dass
S. cerevisiae naturlicherweise auf sich zersetzenden Friichten gedeiht, welche jedoch beim
Trocknen an Wasser verlieren, was eine erhdhte Zuckerkonzentration zur Folge hat. Die
Reaktion auf diesen Stress erfolgt Giber den high osmolarity glycerol (HOG) Signalweg (Saito
und Posas; 2012). Teil dieses Signalwegs ist die Hogl MAP-Kinase-Kaskade. Der HOG-
Signhalweg kann Uber zwei verschiedene, funktionell redundante, aber mechanisch
unterschiedliche Wege eingeleitet werden (Abbildung 4). Einer der Pfade startet bei dem
transmembranen Osmosensor Shol, welcher bei hyperosmotischem Schock die Stell
MAPKKK aktiviert, was eine Aktivierung von Pbs2 zur Folge hat (Maeda et al., 1995; Posas
und Saito 1997). Der zweite Pfad Uber den transmembranen Histidin-Phospho-Transfer-
Kinase/Osmosensor SInl wird als Zwei Komponenten-System bezeichnet, ist negativ tber
osmotischen Stress reguliert und wird bei hyperosmotischem Stress inaktiviert (Maeda et al.,
1994). In aktiver Form sorgt sie fiir die Phosphorylierung von Ypd1 und Ssk1, was dazu fiihrt,
dass der HOG-Signalweg ausgeschaltet bleibt, da die phosphorylierte Sskl1 inaktiv ist. Bei
hyperosmotischem Stress sinkt die Menge an phosphorylierter Sskl. Ssk2 sowie Ssk22
werden aktiviert, welche dann wiederum Pbs2 aktivieren (Maeda et al., 1995). An dieser Stelle
laufen beide Pfade tber Shol und SInl zusammen und in beiden Fallen wird die Hogl MAPK
aktiviert (Brewster et al. 1993). Nach Aktivierung wird ein Grof3teil von Hogl in den Zellkern
transportiert, wo es die Transkription sowie den Zellzyklus reguliert. Zudem hat Hogl auch
Zielproteine im Cytoplasma. Nachdem das osmotische Gleichgewicht wiederhergestellt ist,
geht die Hogl-Aktivitat zuriick und es erfolgt der Export ins Cytoplasma. Die MAP-Kinase

Hogl ist somit essentiell fir die Osmotoleranz von S. cerevisiae und Ahog7-Zellen sind nicht
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in der Lage, in einer Umgebung mit hoher Osmolaritdt zu wachsen (Albertyn et al. 1994,
Westfall und Thorner, 2006).

Ohne hyperosmotischen Stress Hyperosmotischer Stress
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Abbildung 4: Schematische Darstellung der beiden Hogl-Aktivierungspfade Sinl und Shol.

Ohne hyperosmotischen Schock, ist SIn1 aktiv und phosphoryliert Ypd1 und Sskl. Die phosphorylierte Form von
Ssk1 ist inaktiv, weshalb keine Hogl Aktivierung stattfindet. Bei hyperosmotischem Stress hingegen sind Sinl und
Ypdl nicht aktiv, Ssk1 wird nicht phosphoryliert und aktiviert Ssk2 und Ssk22, welche wiederum Pbs2 und somit
Hogl aktivieren. Der Shol-Pfad wird nur bei osmotischem Stress aktiv, was zu einer Aktivierung der MAPKKK
Stell fuhrt, welche ebenfalls Pbs1 und somit Hog1 aktiviert, was zu einer Osmoadaption infolge des Stresses fuhrt
(Modifiziert nach Saito und Posas; 2012).

Hogl kann die Genexpression auf mehreren Ebenen regulieren, so phosphoryliert es
einerseits  Transkriptionsfaktoren oder bildet  physikalische Interaktionen  mit
Transkriptionsfaktoren in Promotorndhe aus (Alepuz et al., 2001; Proft et al., 2001; Nadal et
al.,, 2003; Nadal und Posas, 2010; Ruiz-Roig et al., 2012). Zudem ist Hogl mit Chromatin
assoziiert, interagiert mit der RNA-Polymerase Il und ist fur die Stabilitdt von mRNA sowie die
Translation von Stressantwort-Genen verantwortlich (Alepuz et al., 2003; Romero-Santacreu
et al., 2009; Nadal-Ribelles et al., 2012). In Regot et al. (2013) wurde gezeigt, dass ein intakter
Kernporenkomplex fir das Zellwachstum und die Genexpression bei Stress notwendig ist.
Zudem wurde beschrieben, dass Hogl mit dem Kernporenkomplex assoziiert ist und Nupl,
Nup2 und Nup60 direkt phosphoryliert. Fir Nup60 konnte keine Hogl-spezifische
Phosphorylierungsstelle detektiert werden, wahrend Nup2 an Threonin 361 und Nupl an Serin
11 und 160 sowie an Threonin 159 spezifisch phosphoryliert werden. Die Nukleoporine sowie
die Phosphorylierung von Nup2 sind beteiligt an mRNA-Transkription und mRNA-Export
stressspezifischer Gene, beispielsweise STL1, jedoch erfolgt die Interaktion der Nukleoporine
mit den Loci fir die Stressantwort nur bei Stress und in Anwesenheit von Hogl (Regot et al.,
2013).
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Erhohter Stress fuhrt in den Zellen der meisten eukaryotischen Organismen zu einer erhohten
globalen SUMOylierung (Kurepa et al., 2003; Catala et al., 2007; Conti et al., 2008; Sydorskyy
et al., 2010; Zhou et al., 2004). Ebenso verhélt es sich auch fir osmotischen Stress in Hefen.
In Abu Irgeba et al. (2014) wurde beschrieben, dass das Fehlen der Hogl-Kinase einen noch
hoheren Anstieg der PolySUMOylierung bedingt, und geschlussfolgert, dass die Adaption an
hyperosmotischen Stress unter anderem auch Uber die Hogl-vermittelte Regulierung der
globalen SUMOylierung erfolgt. Zudem wurde auch ein Einfluss der E3-Ligase Siz1 sowie der
Dekonjugase Ulp2 beschrieben (Abu Irgeba et al., 2014). Die SUMO stress response (SSR)
wurde auch in Lewicki et al. (2015) nach verschiedenen Stressbedingungen analysiert. Hier
wurde bestatigt, dass Siz1l und Ulp2 an der Regulierung der Stressantwort beteiligt sind.
Anhand massenspektrometrischer Analysen von mit 1 M KCI oder 1 M Sorbitol behandelten
Zellen wurde ebenfalls gezeigt, dass dieser osmotische Schock zu einem Anstieg
SUMOylierter Proteine fuhrt, welche an der Transkriptionskontrolle beteiligt sind. Zudem wurde
auch ein SUMOylierugsanstieg der am nuklearen Korb lokalisierten Nukleoporine Nupl1, Nup2
und Nup60 detektiert (Lewicki et al., 2015).

2.5.4. Nup2 und sein Einfluss auf die Genaktivitét

Die nukleare Peripherie wurde lange fiir eine reprimierende Zone gehalten, da dort viele
silencing-Faktoren sowie Heterochromatin lokalisiert sind (Andrulis et al.,1998; Galy et al.,
2000; Brown und Silver, 2007). Zudem sind in der Hefe S. cerevisiae Interaktionen mit der
nuklearen Peripherie fiir das korrekte silencing von Telomeren sowie den Paarungstyploci
HML und HMR notwendig, wobei hieran unter anderem Nup60 beteiligt ist (Brown und Silver,
2007). Mittlerweile wurde gezeigt, dass der NPC nicht nur einen reprimierenden Einfluss auf
die Genaktivitat hat, da gerade auch induzierbare Gene wie INO1, GAL1 oder HXK1 in
aktiviertem Zustand an der nukledren Peripherie lokalisiert sind und zum Teil die mMRNA-
Produktion dadurch steigt, wenngleich die Lokalisation nicht essentiell ist (Casolari et al., 2004;
Dieppois und Stutz, 2010). Die periphere Lokalisation wird unter anderem durch basale
Nukleoporine wie Nup2 beeinflusst (Brickner et al., 2007). Fiir Nup2 wurde auch schon friher
eine chromatin boundary activity (BA) beschrieben, da seine gerichtete Zugabe zu
Reportergenen deren Assoziation mit der Kernpore begunstigt, das Offnen von
Heterochromatin verhindert und somit isolierend auf benachbarte Genregionen wirkt (Ishii et
al., 2002; Dilworth et al., 2005). Durch diese isolierende Wirkung der BAs kdnnen Proteine,
wie beispielsweise Nup2, sowohl reprimierend als auch aktivierend wirken, weshalb von Brown
und Silver (2007) diskutiert wurde, ob die NPCs die Kernperipherie in aktive und inaktive
Bereiche trennen (Ishii et al., 2002; Brown und Silver, 2007).

Nup2 ist mit an der Rekrutierung von INO1 und GAL1 an die nukle&re Peripherie beteiligt.

Wahrend sich die periphere Lokalisation infolge &uf3erer Faktoren schnell einstellt und
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mehrere Generationen bestehen bleibt, erfolgt die Transkriptionsaktivierung und somit der
MRNA-Anstieg langsam. Nach der Hemmung bleiben INO1 und GAL1 durch den spezifischen
Einbau der Histonvariante H2A.Z in den reprimierten Promotor an der Peripherie lokalisiert,

woraus eine schnelle Reaktivierung erfolgt (Brickner et al., 2007).

2.5.5. Nup2 und Meiose
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Abbildung 5: Schematische Darstellung des Hefezell-Zyklus.

Der Zellzyklus startet in der G1-Phase mit einer Zelle, welche nach der Verdopplung der Spindelkérper (spindle
pole bodies SPB) in die Synthese-Phase ubergeht, in welcher die DNA verdoppelt wird und die Knospung einsetzt.
In der G2-Phase erfolgt die nukledre Migration und die Spindelformation, bevor in der Mitose-Phase erst die
Zellkerne und anschlieBend die Zellen getrennt werden. Die Tochterzellen wachsen in der G1-Phase heran und
durchlaufen dann auch den Zellzyklus. (Modifiziert nach Hartwell, 1974).

Der Zellzyklus einer jeden Zelle besteht aus den verschiedenen Phasen: G1-Phase,
Synthesephase (S), G2-Phase und Mitosephase (M), so auch in der Hefe (Abbildung 5)
(Murray, 1987). Der Startpunkt des Kreislaufs liegt in der G1-Phase, in welcher
Zellbestandteile ergéanzt werden und die Mutterzelle wachst. Wahrend der S-Phase in
S. cerevisiae wird die DNA verdoppelt und die Knospung beginnt. In der G2-Phase erfolgt die
nukleare Migration, bevor im ersten Teil der M-Phase die Spindelformation stattfindet. Der
zweite Teil der M-Phase beinhaltet die Chromosomen-Segregation sowie die Teilung des
Zellkerns und endet mit der Trennung beider Tochterzellen, welche wiederum in die G1-Phase
eintreten, heranwachsen und ebenfalls den Zellzyklus durchlaufen (Hartwell, 1974). Diesen
Kreislauf kdnnen sowohl haploide als auch diploide Zellen passieren, wobei es sich bei der

Mitose um die asexuelle Vermehrungsform von Hefen, auch Knospung genannt, handelt.
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Hefen kénnen sich jedoch aufgrund ihrer unterschiedlichen Paarungstypen (mating type)
MATa und MATa auch sexuell fortpflanzen. Werden zwei Hefestamme mit unterschiedlichen
Paarungstypen verpaart, entstehen diploide Zellen, welche sich entweder mitotisch teilen oder
bei Nahrstoffmangel sporulieren und die Meiose durchlaufen, was zum Ausbilden einer
Tetrade, bestehend aus 4 haploiden Zellen, fuhrt (Abbildung 6).

Ndjl ist ein Protein, welches an der Meiose beteiligt ist und fur die homologe Paarung und
Rekombination mitverantwortlich ist. Es lokalisiert sowohl an den Telomeren als auch an den
spindle pole bodies (SPB) und wird in S. cerevisiae benétigt, um Telomere physikalisch an
Proteine der Kernhille zu binden. In einer Tandemaffinitatsreinigung von Ndj1-TAP in
meiotischen Zellen wurde das Nukleoporin Nup2 mitgereinigt (Chu et al., 2017). Zwischen
beiden Proteinen wurde keine direkte Interaktion beschrieben und auch funktional sind beide
nicht abh&ngig voneinander, sondern sind Teil verschiedener Pfade mit zum Teil sich
Uberschneidenden Funktionen, wie in Doppelmutanten gezeigt wurde, welche weniger
sporulieren. Der fiir die Meiose wichtige Teil, die MAR (meiotic autonomous region), befindet
sich im N-terminalen Bereich von Nup2 an Position 50-174 und beeinflusst ebenso wie die
Deletion von NUP2 den Fortschritt der Meiose sowie die Sporenviabilitat und fiihrt zu erhéhten
Leveln an Rekombinationsintermediaten (Chu et al., 2017).

Paarung iiber Pheromone

+ haploideZeIIen

MATa MATa

Shmoo Bildung

Mitose Zellfusion
haploide Zellen
4
[ Kernfusion

@ . N
— e (®(®

Verelpzelung Tetraden diploide Zellen

haploide Zellen
Abbildung 6: Sexuelle Vermehrung von Hefen.
Zwei haploide Hefezellen mit verschiedenen Paarungstypen kdnnen verpaart werden. Die Pheromone fiihren zur
Shmoo Bildung, welche in einer Zell- und letztendlich Kernfusion endet. Es entsteht eine gréRere diploide Zelle,
welche unter normalen Bedingungen den normalen mitotischen Zellzyklus durchlauft, woraus dann zwei diploide
Zellen entstehen. Unter besonderen Umstanden wie Mangel an Nahrstoffen kann die diploide Zelle Tetraden bilden,
welche aus 4 haploiden Zellen mit verschiedenen Erbgutinformationen bestehen. Diese kdnnen vereinzelt werden
und als haploide Zellen den mitotischen Zellzyklus durchlaufen.

13



Einleitung

2.6. Posttranslationale Modifikationen (PTM)

Die funktionale Vielfalt und Diversitat des Proteoms eukaryotischer Zellen wird zum einen auf
Transkriptionsebene durch alternatives Spleil3en gewahrleistet, aber auch Uber diverse
posttranslationale Modifikationen enorm erweitert (Black, 2003). Somit werden die Proteine
nicht nur einfach synthetisiert und liegen in einer einzigen Version vor, sondern kénnen auch
infolge von Veranderungen im Zellinneren oder der auf3eren Umgebung modifiziert werden,
was zu einer schnellen Reaktion der Zellen fiihrt. Je nachdem um welche Modifikation es sich
handelt, konnen beispielsweise Peptide wie Signalpeptide tber proteolytische Spaltung im C-
oder N-terminalen Bereich des Proteins entfernt oder es kénnen kleine Molekiile auf ein
Protein Ubertragen werden, wie es beispielsweise bei der Methylierung, Phosphorylierung oder
Glykosylierung der Fall ist, oder aber auch kleine Proteine wie zum Beispiel Ubiquitin oder
SUMO an ein Zielprotein gebunden werden. Wéahrend proteolytische Modifikationen endgdltig
sind, konnen die enzymatisch katalysierten Modifikationen sowohl dauerhaft als auch
reversibel sein. Anhand von in silico Analysen lassen sich viele dieser Modifikationen fir die
untersuchten Zielproteine vorhersagen (Wilkins et al., 1999; Holmes und Giddings, 2004; Xue
et al., 2006).

2.6.1. Ubiquitinierung

Das wohl bekannteste und am besten erforschte regulatorische Protein, welches an
Zielproteine gebunden wird und diese somit posttranslational modifiziert, ist Ubiquitin. Es ist
ein in Eukaryoten stark konserviertes, 74 Aminosauren langes Protein, welches ein
Molekulargewicht von 8,5 kDa besitzt und zum ersten Mal bei der Isolation des
Polypeptidhormons Thymopoetin aus dem Rinderthymus gefunden wurde (Goldstein et al.,
1975). Ubertragen wird Ubiquitin Uiber einen dreistufigen Prozess (Hershko und Ciechanover,
1992), wobei das ubiquitéar vorkommende Vorlauferprotein tber ein Deubiquitinierungsenzym
prozessiert und das reife Protein danach in einem ersten Schritt unter Verwendung von ATP
durch Ausbildung einer Thioesterbindung mit dem E1-Enzym aktiviert wird. Anschliel3end wird
in einem zweiten Schritt das Ubiquitin auf eines der E2-Enzyme (in Hefe Giber 11 verschiedene)
ubertragen. Abgeschlossen wird die Ubiquitinierung durch Ubertragung des Ubiquitins auf das
Zielprotein unter Ausbildung einer Isopeptid-Bindung mit Hilfe einer spezifischen E3-Ligase,
hier gibt es Uber 60 verschiedene in Hefe (Hershko et al., 1983; Finley et al., 2012; Buetow
und Huang, 2016). Der Mechanismus ist reversibel und die Modifikation kann somit in Hefe
Uber eines von 20 Deubiquitinierungsenzymen riickgangig gemacht werden (Reyes-Turcu et
al., 2009; Finley et al., 2012).

Die wohl bekannteste Funktion dieser enzymatischen Modifikation ist die Markierung von

fehlerhaften Proteinen, welche Gber das 26S Proteasom degradiert werden sollen. In diesem
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Fall werden die Proteine polyubiquitiniert, indem mehrere Ubiquitine am Lysinrest K48
miteinander verknupft werden (Hershko und Ciechanover, 1992). Andere Arten der
Polyubiquitinierung tber das Lysin K63 sowie Multi-, Oligo- und Monoubiquitinierung hingegen
haben andere Funktionen, wie beispielsweise Signalweiterleitung, Endozytose,
Histonmodifikation, DNA-Reparatur oder auch einen Einfluss in der Immunantwort (Polo et al.,
2002; Mukhopadhyay und Riezman, 2007; Hochstrasser, 2009; Tokunaga et al., 2009).
Neben Ubiquitin wurden im Laufe der Zeit noch weitere kleine Ubiquitin-dhnliche
regulatorische Proteine gefunden, welche entweder Homologien zu Ubiquitin aufweisen oder
Uber einen ahnlichen enzymatischen Mechanismus auf das Zielprotein Ubertragen werden,
wie beispielsweise Rubl (Nedd8 in Vertebraten), Urml, Atgl2 oder Smt3 (Sumol-3 in
Vertebraten) (Hochstrasser, 2009). Modifikationen Uber diese Ubiquitin-ahnlichen Proteine
sind wichtig bei vielen zellularen Prozessen wie Transkription, DNA-Reparatur,
Zellzykluskontrolle, aber auch Signaltransduktion oder Autophagie (Miller et al., 2001;
Kerscher et al., 2006).

2.6.2. SUMOylierung

Die posttranslationale Modifikation durch SUMO (small ubiquitin-like maodifier), welche, wie der
Name bereits sagt, der Ubiquitinierung sehr ahnlich ist, ist ein meist essentieller und in allen
Eukaryoten konservierter Mechanismus. Wéhrend Invertebraten nur ein einziges fur SUMO
kodierendes Gen besitzen, haben Vertebraten und Pflanzen verschiedene SUMO-Gene. Im
Menschen sind hauptsachlich drei Gene fir SUMO beschrieben (SUMO-1,-2 und -3) (Saitoh
und Hinchey, 2000). Zum Teil wird auch noch SUMO-4 erwahnt, welches in Nierenzellen
entdeckt und mittlerweile auch in Immun- und Pankreaszellen sowie der Plazenta
nachgewiesen wurde, sowie das gewebs- und primatenspezifische SUMO-5 (Bohren et al.,
2004; Chen et al., 2014; Liang et al., 2016; Baczyk et al., 2017). Die synthetisierten Proteine
SUMO-2 und -3 sind zu 95 % homolog (Saitoh und Hinchey, 2000; Melchior, 2000; Johnson,
2004; Kerscher et al., 2006). Zudem weist SUMO-1 eine Sequenzhomologie von 50 % sowohl
zu SUMO-2 als auch zu SUMO-3 sowie dem SUMO-Protein Smt3 aus S. cerevisiae auf
(Saitoh und Hinchey, 2000; Miiller et al., 2001). Die Sequenzhomologie von Smt3 sowie
SUMO-1, -2 und -3 zu Ubiquitin liegt nur bei 18 %, jedoch bilden sie eine dem Ubiquitin
ahnliche dreidimensionale Struktur aus (Bayer et al., 1998; Hochstrasser, 2009). Des Weiteren
verlauft die kovalente Bindung von SUMO an ein Zielprotein wie auch die Ubiquitinierung in
drei Schritten Uber ein Aktivierungsenzym E1, eine Konjugase E2 und eine Ligase E3 (Gong
et al., 1997; Schwarz et al., 1998). Ubertragen wird SUMO auf einen Lysinrest, welcher meist
Teil eines Konsensusmotivs (WKXxE/D) ist, bestehend aus einer grof3en, aliphatischen

Aminosaure (W =Leucin, Isoleucin oder Valin), dem Lysin (K), einer beliebigen Aminosaure (x)
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und einer sauren Aminoséure (Glutaminséure (E) oder Asparaginsdure (D)), und von der E2-
Konjugase erkannt wird (Rodriguez et al., 2001).

Neben diesem einfachen Konsensusmotiv gibt es auch noch erweiterte Versionen dieses
Motivs wie das PDSM (phosphorylation-dependent SUMOylation motif), welches zusatzlich
noch ein Serin und Prolin (WKXExxSP) enthalt und als phosphorylierungsabhéngige
SUMOylierungsstelle fungiert, oder aber das NDSM (negatively charged amino acid-
dependent SUMOylation motif), welches zusatzlich negativ geladene Aminosaurereste enthalt
(WKxExxXEEEE) (Hietakangas et al., 2006; Anckar und Sistonen, 2007; Geiss-Friedlander und
Melchior, 2007). Zu diesen Konsensusmotiven gesellen sich auch noch weitere Motive und es
sind auch viele SUMO-Substrate ohne Konsensusmotiv bekannt. Dennoch beglnstigen
Konsensusmotive sowie das Vorhandensein einer NLS die SUMOylierung des Substrats
(Rodriguez et al., 2001; Geiss-Friedlander und Melchior, 2007).

Wie auch bei der Ubiquitinierung kann ein einziges SUMO kovalent an ein Substrat gebunden
werden (MonoSUMOylierung) oder aber auch mehrere SUMO-Proteine. Werden die SUMO-
Proteine an verschiedene Lysinreste gebunden, handelt es sich um MultiSUMOylierung,
wahrend die Bindung mehrerer SUMO-Proteine an einen Lysinrest als PolySUMOylierung
bezeichnet wird, welche aber im Gegensatz zur Polyubiquitinierung nicht den proteasomalen
Abbau beginstigt (Ulrich, 2008; Creton und Jentsch, 2010).

SUMOylierung ist ein Mechanismus mit verschiedenen regulatorischen Eigenschaften, so
kann eine Interaktionsstelle durch SUMO beispielsweise blockiert oder erst durch die Bindung
an SUMO generiert werden. Zudem kann auch durch eine Konformationsdnderung eine neue
Interaktion beglnstigt werden und es konnen durch die SUMOylierung andere PTMs
ermdglicht werden, wie beispielsweise mit STUbLs (SUMO-targeted ubiquitin ligases), welche
unter anderem die Stabilitdt des Proteins beeinflussen, indem sie es flir den proteasomalen
Abbau markieren. Die Stabilitat kann aber auch dahingehend beeinflusst werden, dass Lysine,
welche eigentlich ubiquitiniert werden, tber SUMOylierung modifiziert und somit nicht mehr
erkannt werden kénnen (Muller et al., 2001; Geiss-Friedlander und Melchior, 2007; Creton und
Jensch, 2010; Henley et al., 2014).

Eine besondere Form neuer durch SUMOylierung gewonnener Interaktionsfahigkeiten ergibt
sich durch sogenannte SUMO-interagierende Motive (SIMs). SUMO kann nicht nur kovalent
in Form von SUMOylierung an sein Zielprotein gebunden werden, sondern auch Uber ein
SUMO-interagierendes Motiv. SIMs setzen sich aus einer kurzen Sequenz von hydrophoben
Aminoséauren, gefolgt von einer sauren Aminosaure und/oder einem phosphorylierten Serin
zusammen (Hecker et al., 2006). Die Interaktion ist nicht kovalent und kommt zustande, indem
das SIM-Peptid eine B-Faltblattstruktur ausbildet, welche parallel oder antiparallel zwischen
der a-Helix und dem B-Strang von SUMO eingebettet wird (Kerscher, 2007). Das SIM erkennt
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jedoch nicht nur freies SUMO, sondern auch SUMOylierte Substrate, was wiederum neue

Interaktionen und zellulare Prozesse ermdglicht (Minty et al., 2000; Song et al., 2004).

2.6.3. SUMOylierung in S. cerevisiae

In S. cerevisiae gibt es ein einziges SUMO-Protein, Smt3 (Suppressor of mif2), welches eine
Molekularmasse von etwa 11 kDa aufweist. Substrate, welche mit einem Smt3 modifiziert sind,
zeigen in einer SDS-PAGE jedoch eine um etwa 20 kDa erhohte Molekularmasse (Johnson,
2004).

Die SUMOylierung erfolgt in Hefe ebenso wie in anderen Organismen Uber einen dreistufigen
Prozess, welcher als SUMO-Zyklus in

Abbildung 7 dargestellt ist. Das unreife als Vorlauferprotein synthetisierte Smt3 wird durch die
Protease Ulpl in seine aktive Form Uberfiihrt, indem ein Peptid abgespalten wird und das G-
G-Motiv bestehen bleibt. AnschlieRend wird Smt3 durch Ausbildung einer Thioesterbindung
mit dem heterodimeren E1 (Aosl/Uba2)-Komplex energieabhéangig unter Verbrauch von ATP
aktiviert (Johnson et al., 1997). Das aktivierte Smt3 interagiert tber seine Konsensussequenz
mit der E2-Konjugase (Ubc9) und wird auf diese tbertragen (Johnson und Blobel, 1997). Der
letzte Schritt erfolgt meist in Anwesenheit einer spezifischen E3-Ligase, wobei diese nicht
zwingend erforderlich ist (Johnson und Gupta, 2001). In S. cerevisiae gibt es vier bekannte
E3-Ligasen, Siz1, Nfil (Siz2), Mms21 und Cst9 (Zip3), welche zur Gruppe der SP (Siz/PIAS)-
RING-Ligasen gehdren und aufgrund ihrer RING-Domé&ne sowohl das Zielprotein als auch
Ubc9 gleichzeitig binden und somit den Smt3-Transfer vereinfachen (Hochstrasser, 2001;
Johnson und Gupta, 2001, Takahashi et al., 2001; Zhao und Blobel, 2005; Cheng et al., 2006).
In der Hefe gibt es ebenfalls neben Einfach- und Multi- auch PolySUMOylierung, welche durch
kovalente VerknlUpfung mehrerer Smt3-Proteine Uber die Lysinreste K11, K15 oder K19
zustandekommt (Bylebyl et al., 2003). Da es sich bei der SUMOylierung um einen reversiblen
Prozess handelt, kbnnen SUMOylierte Proteine Uber die Dekonjugasen Ulpl und Ulp2 wieder
deSUMOyliert werden, wobei Ulp2 besonders am Abbau von PolySUMO-Ketten beteiligt ist
(Li und Hochstrasser, 1999; Li und Hochstrasser, 2000; Bylebyl et al., 2003). Die SUMO-
spezifische Protease Ulpl, welche fir die Prozessierung des unreifen Smt3 sowie die
DeSUMOylierung verantwortlich ist, ist mit dem Kernporenkomplex assoziiert, wahrend die
Dekonjugase Ulp2 lediglich an der DeSUMOylierung beteiligt und im Kern lokalisiert ist (Panse
et al., 2003; Johnson, 2004).

Die Wichtigkeit der SUMOylierung bei verschiedenen zelluldren Prozessen zeigt sich auch
darin, dass viele Faktoren des SUMO-Zyklus essentiell sind. So sind Hefen ohne die
Dekonjugase Ulpl, welche fur die Reifung von Smt3 notwendig ist, ebenso wie Zellen ohne
Smt3 selbst nicht lebensfahig (Johnson et al., 1997; Li und Hochstrasser, 2003). Auch die

Gene, welche fir die E1-Proteine Aosl und Uba2 sowie die E2-Konjugase Ubc9 kodieren,
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sind wichtig fur die Viabilitat (Johnson et al., 1997; Johnson und Blobel 1997). Das Fehlen der
E3-Ligase Mms21 ist zwar nicht letal, zeigt aber dennoch eine erhdhte Empfindlichkeit
gegenltber DNA-schadigenden Substanzen, Defekte in der nukleolaren Struktur, der
Clusterbildung sowie Inaktivierung und Langenregulierung von Telomeren, was auf Defekte in

der SUMOylierung bestimmter Proteine hinweist (Zhao und Blobel, 2005).

DeSUMOvlierung

Reifung
Ulp1/ >
Ulp2
Ulp1
__________ > P
& Aos
oS
» Uba2
ATP
AMP+ pp, Aktivierung
Konjugation
. Aos1
Siz1/ s
Siz2/ Uba2
Mms21/
Cst9
Aos1
Uba2 Ubc9
Ubc9
Ubc9
Ub09 Umesterung
Siz1/
Siz2/
Mms21/ S|z1/
Cst9 Siz2/
Mms21/
Transfer Cst9

Abbildung 7: Der SUMO-Zyklus in S. cerevisiae.

Unreifes Smt3 wird Uber die Protease Ulpl prozessiert. Diese reife Smt3-Form wird ATP-abhangig Uber eine
Thioester-Bindung an den E1-Enzymkomplex (Aosl-Uba2) aktiviert (Aktivierung) und anschlieBend Uber eine
weitere Thioester-Bindung auf das E2-Enzym (Ubc9) ubertragen (Umesterung). Mit Hilfe einer der E3-Ligasen
(Siz1, Nfil, Mms21 oder Cst9) (Transfer) wird Smt3 meist proteinspezifisch auf das zu SUMOylierende Substrat
Uibertragen (Konjugation). Dieser Prozess ist reversibel, da die Proteasen Ulpl und Ulp2 das Smt3-Protein wieder
vom Substrat entfernen (Dekonjugation) und der Kreislauf von vorne beginnen kann.

SUMOylierung ist eine Modifikation, welche viele verschiedene Proteine betrifft und durch ihre
unterschiedlichen regulatorischen Eigenschaften die verschiedensten Konsequenzen fir die
Zelle haben kann (Panse et al., 2004; Hannich et al., 2005). Aufgrund der zellularen
Lokalisation von Smt3 und der (De)SUMOylierungsenzyme im Nukleus beeinflusst die
SUMOylierung vor allem nukledre Prozesse wie Chromatinorganisation, Transkription, DNA-
Reparatur, RNA-Metabolismus oder den nukleocytoplasmatischen Transport. Aber auch

auf3erhalb des Zellkerns spielt die SUMOylierung von Proteinen eine Rolle, so beispielsweise
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im Cytoplasma, endoplasmatischen Retikulum oder den Mitochondrien, wo SUMO-Substrate
die Enzymaktivitat, Exozytose, Kanalaktivitat, Rezeptoraktivitdt oder Mitochondriendynamik
beeinflussen (Geiss-Friedlander und Melchior, 2007; Wasik und Filipek, 2014).

Einflisse auf beispielsweise den Kerntransport resultieren nicht nur daraus, dass
SUMOkomponenten fehlen, sondern kénnen auch schon entstehen, wenn ein einziges Lysin
in einem Protein mutiert wird und das Protein deshalb nicht mehr SUMOyliert werden kann.
So wurde es auch fur das Importin Kapl14 in S. cerevisiae gezeigt, welches am Lysinrest an
Position K909 SUMOyliert wird. Nach Mutation dieser Position wurden Importdefekte
detektiert, da nicht SUMOylierbares Kapl114 sein zu transportierendes Substrat nicht freilasst
und in gebundener Form im Zellkern akkumuliert (Rothenbusch et al., 2012). Ahnliche Effekte
wurden fur den cNLS-Transport in den SUMOylierungsmutanten uba2-1 und ulp1-133 gezeigt,
in welchen das Importin Srpl im Zellkern akkumuliert, das NLS-Substrat jedoch Importdefekte
aufweist und zum grof3ten Teil im Cytoplasma verbleibt (Stade et al., 2002).
SUMOylierungsspezifische Effekte mussen nicht unbedingt daraus resultieren, dass
SUMOkomponenten fehlen oder SUMOYylierungsstellen modifiziert sind, sondern es kann auch
infolge auRerer Faktoren zu einer verdnderten SUMOylierung kommen. So scheint die
SUMOylierung auch einen Einfluss bei der Stressadaption zu haben, da beispielsweise infolge
von hyperosmotischem Stress, aber auch von Ethanol und oxidativem Stress eine gesteigerte
SUMOylierung vieler Proteine detektiert wurde, welche sich hauptsachlich in Form von
PolySUMOylierung zeigte. Zu den SUMOylierten Proteinen zéhlen unter anderem auch viele
Proteine der Transkriptionsmaschinerie (Zhou et al., 2004; Abu Irgeba et al., 2014; Lewicki et
al., 2015).

2.6.4. PTMs der Komponenten der nuklearen Korbstruktur

Fur die Komponenten der nukledren Korbstruktur Nupl, Nup2, Nup60 sowie Mipl und Mip2
sind bereits mehrere posttranslationale Modifikationen bekannt. So wurden anhand
verschiedener umfassender proteomischer Studien bereits 52 Phosphorylierungsstellen in
Nupl, 56 in Nup2 und 54 in Nup60 sowie 18 in Mlp1 und 8 in MIp2 entdeckt (Smolka et al.,
2007; Chi et al., 2007; Albuquerque et al., 2008; Gnad et al., 2009; Holt et al., 2009; Huber et
al., 2009; Bodenmiller et al. 2010). In Nup2 wurde zuséatzlich noch eine weitere Hogl-
spezifische Phosphorylierungsstelle identifiziert, welche nicht in den vorherigen 56
Phosphorylierungsstellen mit einbegriffen ist (Regot et al., 2013). Zudem wurden fur Nup2 und
Nup60 je eine bekannte Ubiquitinierungsstelle sowie 18 Stellen fir MIp2 belegt (Mayor et al.,
2005; Swaney et al., 2013). Fir Nup2, Nup60, MIp1 und Mip2 wurde auch gezeigt, dass sie
SUMOyliert und moglicherweise an weiteren Stellen ubiquitiniert werden (Albuquerque et al.,
2008; Kolawa et al., 2013; Swaney et al.,, 2013). In Nino et al. (2016) wurden diese

Modifikationen fir Nup60 mittels in vivo-SUMOylierung/Ubiquitinierung naher untersucht und
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die SUMOylierungsstellen K440, K442 und K505 bestétigt. Die Ubiquitinierungsstelle far
Nup60 wurde auf die Lysine im Abschnitt K105 bis K175 eingegrenzt, wobei die Mutation einer
einzigen Stelle nicht ausreichend ist, um die Ubiquitinierung zu verhindern, obwohl es sich
lediglich um eine Monoubiquitinierung handelt (Nino et al., 2016).

In Folz et al. (2019) wurde die Ubiquitinierung von Nup2, Nupl, Nup60, Mip1 und MIp2 sowie
die SUMOylierung von Nupl, Nup2, Nup60 und MIp2 auch Uber spezifische in vivo-Analysen
nachgewiesen (

Abbildung 8). Zudem wurden die SUMOylierungsstellen von Nup2 in vitro bestatigt (Folz et al.,
2019).

Cytoplasma

Nukleoplasma U u

Abbildung 8: Modifikationen der Komponenten der nukledren Korbstruktur.

Darstellung der unter normalen Bedingungen in Folz et al., (2019) bestétigten posttranslationalen Modifikationen
der Komponenten der nukledren Korbstruktur. Nup1, Nup2, Nup60 und MIp2 werden ubiquitiniert und SUMOyliert.
MIp1 wird ubiquitiniert. (Modifiziert nach Folz et al., 2019).

2.6.5. Nup2 und posttranslationale Modifikationen

Fur Nup2 sind bereits einige Modifikationen bekannt, so wurden bisher 57
Phosphorylierungsstellen beschrieben, welche sich Uber das gesamte Protein erstrecken
(Smolka et al., 2007; Albuquerque et al., 2008; Holt et al., 2009; Bodenmiller et al., 2010).
Zudem wurde auch beschrieben, dass Nup2 an Lysinrest 569 ubiquitiniert wird (Swaney et al.,
2013). In silico Analysen zeigen Nup2 als potenzielles SUMOylierungssubstrat, was tber in
vitro-SUMOylierung verifiziert wurde. In Folz et al. (2019) wurden verschiedene rekombinant
hergestellte Nup2-Fragmente analysiert und eine SUMOylierung in Nup2-N8-17# pelegt.

Genauere Untersuchungen in in vitro-Versuchen in dieser Arbeit ergaben die Lysinreste an
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Position 153 und 170 als SUMOylierungsstellen. Anhand massenspektrometrischer
Untersuchungen ungestresster und durch osmotischen Schock gestresster Zellen wurde Nup2
ebenso wie auch Nup60 und Nupl als SUMOyliertes Protein beschrieben (Lewicki et al.,
2015). Nup2 wurde auch schon zuvor als SUMOyliertes Protein beschrieben, wobei dies
ebenfalls auf massenspektrometrischen Ergebnissen beruhte (Wohlschlegel et al., 2004;
Hannich et al., 2005; Albuguerque et al., 2013).

2.7. Zielsetzung

Vorherige Arbeiten zeigten bereits, dass das Nukleoporin Nup2 in vitro SUMOyliert wird (Latta,
2011; Folz, 2014; Folz et al., 2019). Zudem wurden in vitro die Lysinreste an Position 153 und
170 als SUMOylierungsstellen beschrieben und gezeigt, dass Mutationen an diesen Stellen
keinen Einfluss auf den NLS-Import sowie die Lokalisation von Nup2 haben (Latta, 2011; Folz,
2014; Folz et al., 2019).

Ein Teil dieser Arbeit bestand darin, in vivo die bereits bekannten in vitro-Ergebnisse zu
verifizieren und Stdmme und Bedingungen zu finden, in oder unter denen die SUMOylierung
von Nup2 gesteigert ist. Zudem sollte Uberprift werden, welche phanotypischen Effekte die
SUMOylierung/ nicht vorhandene SUMOylierung von Nup2 auf die Funktionen von Nup2 hat.
Unter diesem Aspekt sollten auch die Reaktion auf Osmosestress sowie die Effekte bezlglich
der Chromatinbindung analysiert werden.

Neben der SUMOylierung von Nup2 sollte auch eine mdgliche Ubiquitinierung analysiert und
auch hier der Einfluss der SUMOylierung mit einbezogen werden.

Zudem sollten Methoden zur Analyse von Nup2-Interaktionspartnern optimiert und die
Ergebnisse analysiert werden. Auch hier sollte der Einfluss der SUMOylierung auf die

Interaktion mit anderen Proteinen einbezogen werden.
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3. Materialien und Methoden

3.1. Materialien

3.1.1. Gerate

Autoklav V-150, V-2540EL (Systec, Wettenberg)

Behalter fir Flussigstickstoff, Isotherm KGW (Pequannuch, USA)

Brutschranke (Memmert, Schwabach)

DNA-Imager, Image Master (PharmaciaBiotech Amersham, Minchen)

Eisbad (Neolab, Heidelberg)

Eismaschine (Ziegra, Hannover)

Feinwaage BP61 und Extend (Sartorius, Gottingen)

Gel-GieRRschlitten und Elektrophoresekammern fiir Agarose-Gele (PEQLAB, Erlangen)
Gilson-Pipetten (Abimed, Disseldorf)

Hamilton MICROLITER Spritze (Hamilton, Bonaduz, Schweiz)

Heizblock Thermomixer Compact, Thermomixer 5436, Thermomixer 5320 (Eppendorf,
Hamburg)

Kihlschrank Liebherr Comfort (Liebherr, Ochsenhausen)

Kihlzentrifuge Centrifuge 5417R (Eppendorf, Hamburg)

Kihlzentrifuge GS-6KR Centrifuge und J2-M Centrifuge (Beckman Coulter, Fullerton, USA)
Leuchttisch Prolite Basic (KAISER, Buchen)

Lumi Fusion SL Advance Multi-imagingsystem (PEQLAB, Karlsruhe)

Magnetriihrer MR3002 und MR 3000 (Heidolph, Schwabach)

Mikrowellenherd Panasonic (Panasonic, Kadoma, Japan)

Wasseraufbereitungsanlage Milli-Q Plus 185 (Merck Millipore, Hessen)

Mikroskop Observer Z1 (Carl Zeiss, Géttingen)

Mikroskop Zeiss Axio Scope (Carl Zeiss, Gottingen)

Mikrowellenherd Panasonic (Panasonic, Kadoma, Japan)

Mini-PROTEAN tetra Electrophoresis Cell (GieRRapparatur fir SDS-Polyacrylamidgele,
Glasplatten, Spacer, KAmme, Apparatur zum Lauf von SDS-Gelen) (Biorad, Minchen)
Mini-Trans-Blot Electrophoretic Transfer Cell (Apparatur zum Blotten von SDS-Gelen) (Biorad,
Miinchen)

Nanodrop ND-1000 Spectrophotometer (PEQLAB, Karlsruhe)

PCR-System PEQLAB Primus 96 (PEQLAB Karlsruhe)

pH-Meter Microprocessor pH-Meter pH 537 (WTW, Weilheim)

Photometer Ultrospec 3000 (Amersham Bioscience, Minchen)
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Planeten-Monomiihle PULVERISETTE 6 classic line, Mahlbecher mit Dichtung (FRITSCH,
Idar-Oberstein)

Precellys24 (PEQLAB Biotechnologie GmbH, Erlangen)

Rotoren fur Kihlzentrifuge JA10 (Beckman Coulter, Fullerton, USA)
Scanner Image Scanner lll (GE Healthcare, Freiburg)

Spannungsgerat Power Pac 200 und Power Pac 300 (Biorad, Miinchen)
Sterilbank (Frobel Laborgerate, Lindau)

Thermocycler Primus 96 (PEQLAB, Karlsruhe)

Tiefkiihlschrank Comfort (Liebherr, Ochsenhausen)

Tiefkhltruhe HeraFreeze (Heraeus, Hanau)

Tischzentrifuge Eppendorf 5415C (Eppendorf, Hamburg)

Typhoon Trio (GE Healthcare, Freiburg)

UV-Tisch (PEQLAB, Karlsruhe)

Vortex-Mixer Genie 2 (Scientific Industries, Bohemia, USA)
Wasseraufbereitungsanlage Milli-QPlus 185 (Merck Millipore, Hessen)
Wasserbad Julabo V (Julabo, Seelbach)

Wipptisch Shaker Drs-12 (EImi, Riga, Lettland)

3.1.2. Verbrauchsmaterialien

Deckglaser Menzel Glaser (Gerhard Menzel, Braunschweig)
Einmalspitzen (Sarstedt, Nimbrecht)

Glaskiigelchen (425-600 um) (Sigma-Aldrich, Miinchen)

Glaswaren (Schott AG, Mainz)

Kivetten 10 mM (Sarstedt, Nimbrecht)

Mikroschraubréhren SafeSeal microtube 1,5 ml (Sarstedt, Niimbrecht)
Mikrotiter-Platten 96-well (Sarstedt, NUmbrecht)

Objekttrager Menzel Glaser (Gerhard Menzel, Braunschweig)
PCR-Reaktionsgefal3e (Greiner Bio-One, Frickenhausen)
Petrischalen (Greiner Bio-One, Frickenhausen)

Polyprep Chromatographie-Saule 10 ml (BioRad, Miinchen)
ReaktionsgefalRe: 1,5 ml (Sarstedt, Nimbrecht) und 2 ml (Eppendorf, Hamburg)
Schraubréhrchen 15 ml und 50 ml (Sarstedt, Nimbrecht)
Spritzenfilter 0,22 ym Rotilabo (Carl Roth, Karlsruhe)

Sterilfilter Nalgene Rapid-Flow (Thermo Scientific, Waltham, USA)
Transfermembran 0,45 uM Roti-PVDF (Carl Roth, Karlsruhe)
Whatman 3MM-Papier (Whatman, Kent, UK)

(Ultra-) Zentrifugenbecher aus Polycarbonat oder Polypropylen (Beckman, Miinchen)
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ZEBA Entsalzungssaulen (Pierce, Rockford, USA)

3.1.3. Enzyme

Alkalische Phosphatase (Roche, Mannheim)

Klenow-Polymerase (Thermo Scientific, Waltham, USA)

Phusion High-Fidelity DNA-Polymerase (NEB, Frankfurt)
Restriktionsenzyme (Thermo Scientific, Waltham, USA bzw. NEB, Frankfurt)
RNase A (Roche, Mannheim)

T4-DNA-Ligase (Thermo Scientific, Waltham, USA)

Tag-DNA-Polymerase (NEB, Frankfurt)

3.1.4. Software

Axiovision 4.8.2 SP1, Mikroskopsoftware (Carl Zeiss Microlmaging GmbH, Jena)
GraphPad Prism 5

ImageQuant 5.1, Quantifizierung (GE Healthcare, Freiburg)

Lumi Fusion, Analyse- und Steuerungssoftware (PEQLAB, Karlsruhe)

Microsoft Office

Scaffold 4, MS Datenanalyse (Oregon, USA)

3.1.5. Biochemikalien und Chemikalien

Biotool, Minchen: Protein A/G-Sepharose

Carl Zeiss, Gottingen: Immersionsél "Immersol” 518 F fluorescence free

Eurofins MWG Operon, Ebersberg: Oligonukleotide
Fluka, Taufkirchen: Agar, L-Cystein, N-Ethylmaleinimid,
GeneON, Ludwigshafen: GelRED Fluoreszenzfarbstoff

GE Healthcare, Freiburg: Adenosintriphosphat, GSH-Sepharose, IgG-Sepharose, Calmodulin-
Sepharose

Merck, Darmstadt: Ammoniumacetat, Ammoniumsulfat, Di-Natriumhydrogenphosphat,
Ethylendiamintetraessigsaure, Ethylenglycol-bisaminoethylether-tetraessigsaure, Glycerin,
Kaliumchlorid, Magnesiumchlorid, Calciumchlorid, Natriumacetat, Natriumchlorid,
Natriumdihydrogenphosphat, Trichloressigsaure, Tris, B-Mercaptoethanol, S-Protein-Agarose
New England Biolabs, Frankfurt: dNTP-Mix (2,5 mM bzw. 10 mM von jedem Nukleotid)

Peptide Institute Inc., Osaka, Japan: Pepstatin A, Antipain, Chymostatin, Leupeptin
Qiagen, Hilden: Nickel-NTA-Agarose

Remel, Lenexa, USA: Bacto-Trypton, Hefe-Extrakt, Bacto-Agar, Yeast Nitrogen Base
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Roche, Mannheim: dNTP-Mix (je 10 mM), NP40, Protease Inhibitor Cocktail Tabletten (EDTA-
frei)

Serva __Electrophoresis, Heidelberg: Ammoniumpersulfat, Harnstoff, Saccharose,
Natriumdodecylsulfat, Triton X-100

Sigma-Aldrich, Minchen: Ampicillin, Kanamycin, B-Mercaptoethanol, Bis-Tris, Dextrose,
Dimethylsulfoxid, Geneticin, Glutathion, Polyethylenglycol 3300, Lachssperma-DNA,
Lithiumacetat, 1,4-Phenylendiamin, Raffinose, Tween 20, Uracil, alle Aminosauren auf3er L-
Cystein

Sunrise Science, San Diego, USA: Inositolfreies Yeast Nitrogen Base

Thermo Scientific, Waltham, USA: Isopropyl-B-D-thiogalactopyranosid, Page Ruler Prestained

Protein Ladder, Page Ruler Unstained Protein Ladder, 1 kb DNA-Leiter, Klenow
VWR International, Darmstadt: Aceton, Glycin, Methanol, Sorbitol

Die hier nicht aufgefiihrten Chemikalien wurden von der Firma Roth aus Karlsruhe bezogen.

3.1.6. Kits

SuperSignal West Femto Maximum Sensitivity Substrate (Thermo Fisher Scientific, Waltham,
USA)

SuperSignal West Pico Chemiluminescent Substrate (Thermo Fisher Scientific, Waltham,
USA)

QIAquick PCR Purification Kit (250); QIAquick Gel Extraction Kit (250) (Qiagen, Hilden)
QuikChange site-directed mutagenesis kit (Stratagene, Waldbronn)

Rapid DNA Ligation Kit (Thermo Fisher Scientific, Waltham, USA)

Sure Clean DNA purification kit (Bioline, Luckenwalde)

3.1.7. Antikdrper

Tabelle 1: Verwendete primére Antikorper

Antigen | Verdinnung | Organismus | Typ Herkunft Anmerkung
far
Westernblot
GFP 1:1000 Kaninchen polyklonal | Laborkollektion | Affinitats-
gereinigt Gber
Protein
Gspl 1:1000 Kaninchen polyklonal | Laborkollektion | Affinitats-
gereinigt Gber
Protein
HA 1:1000 Maus mono- Covance
klonal (Hersteller) Hiss
(Vertriebsfirma)
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Antigen | Verdinnung | Organismus | Typ Herkunft Anmerkung
far
Westernblot
Kap95 1:500 Kaninchen polyklonal | Laborkollektion | Affinitats-
gereinigt tber
Protein
Nup2-N 1:1000 Kaninchen polyklonal | Laborkollektion | Affinitats-
gereinigt Uber
Protein
Affinitats-
gereinigt Gber
Peptid
Nupl1-N 1:1000 Kaninchen polyklonal | Laborkollektion | Affinitats-
gereinigt Uber
Protein
Nup60 1:1000 Kaninchen polyklonal | Laborkollektion | Affinitats-
gereinigt Uber
Protein
Smt3 1:3000 Kaninchen polyklonal | Laborkollektion | Affinitats-
gereinigt Uber
Protein
Srpl 1:1000 Kaninchen polyklonal | Laborkollektion | Affinitats-
gereinigt Uber
Protein
Ubc9 1:1000 Ziege polyklonal | Santa Cruz
Biotech., Santa
Cruz, USA
Ubi 1:1000 polyklonal | Santa Cruz
Biotech., Santa
Cruz, USA

Tabelle 2: Verwendete sekundéare Antikorper

Antigen Verdunnung fir Organismus Herkunft
Westernblot

Kaninchen IgG (POD) | 1:10000 Ziege Santa Cruz Biotech.,
Santa Cruz, USA

Kaninchen IgG (POD) | 1:30000 Ziege Jackson
ImmunoResearch lab,
West Grove, USA

Maus IgG (POD) 1:1000 Ziege Sigma Aldrich,
Minchen

Ziege IgG (POD) 1:1000 Esel Santa Cruz Biotech.,
Santa Cruz, USA

Kaninchen IgG (Cy5) | 1:5000 Ziege GE Healthcare,
Freiburg

26




Materialien und Methoden

3.1.8. Medien

Medien und Antibiotika zur Kultivierung und Selektion von E. coli
LB-Medium 25 g/l LB-Medium

In H2Ovigest. Unter Riihren 16sen, autoklavieren.

TB-Medium 50 g TB-Medium
4 ml Glycerin

In 1 | H2Opigest. Unter Rihren 16sen, autoklavieren.

2YT-Medium 319/12YT

In H2O0higest. Unter RUNren l6sen, autoklavieren.

Antibiotika:

Ampicillin 100 mg/ml in H2Opigest. (-20°C)
Kanamycin 25 mg/ml in H2Opidest. (-20°C)

Chloramphenicol 34 mg/ml in EtOH aps. (-20°C)

1:1000 Verdiinnung in Medium.

Agar 15 g/l Bacto-Agar

Zum Medium geben, autoklavieren und in Petrischalen gieRen.

Medien zur Kultivierung und Selektion von S. cerevisiae
20 % Galaktose-Ldsung 200 g Galaktose

In 1 | HoOpigest. I0sen, autoklavieren.

20 % Glukose-Ldsung 200 g Glukose

In 1 | HoOpigest. I0sen, autoklavieren.

20 % Raffinose-L6sung 200 g Raffinose

In 1 | HoOpigest. I0seN, autoklavieren.

YPDade-Medium 20 g Pepton
10 g Hefeextrakt
20 g Glukose

In 1 | H2Opigest. 16sen, 5,5 ml 30 mM Adenin zusetzen und autoklavieren.
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YPDade-Platten 20 g Pepton

10 g Hefeextrakt

20 g Glukose

20 g Bacto-Agar
In 1 1 H2Opidest. I6s€N, 5,5 Ml 30 mM Adenin zusetzen, autoklavieren und in Petrischalen giel3en.
Zur Selektion Uber Kanamycin wird G418 (Geneticin) zugegeben (Endkonzentration
200 pg/ml).

Synthetisch definierte (SD)-Selektionsplatten
6,7 g Yeast Nitrogen Base mit Ammoniumsulfat
2 g -2AS-Mix (-Leu, -Ura)
Oder 2 g -4AS-Mix (-Leu, -Ura, -His, -Trp)
20 g Agar
10 ml bendétigter AS hinzuzuftigen, in 150 ml HxOpigest. I0sen. Den Agar mit 750 ml H2Opigest.
auffullen, getrennt autoklavieren. Nach dem Autoklavieren beide Losungen vereinigen, 100 ml
20 % Glukose zugeben und in Petrischalen giel3en.

Synthetisch definiertes (SD)-Medium
6,7 g Yeast Nitrogen Base mit Ammoniumsulfat
2 g -2AS-Mix (-Leu, -Ura)
Oder 2 g - 4AS-Mix (-Leu, -Ura, -His, -Trp)
10 ml benétigte Aminosaurestammldsung (s.u.) hinzuftigen, in 900 ml HzOpigest. I16s€n und
autoklavieren. Vor Benutzung Kohlenstoffquelle in Form von 100 ml 20 % Glukose zugeben.

Bei galaktoseinduzierten Zellen dienen Raffinose und Galaktose als Kohlenstoffquelle.

Tabelle 3: Komponenten zur Herstellung der Aminosauremischungen

Aminoséaure Menge | Aminosdure | Menge Aminosaure Menge
Adeninsulfat 59 Glycin 10g Serin 10g
Alanin 10 g Histidin 10 g Threonin 10g
Arginin 10g Isoleucin 10g Tryptophan 10g
Asparagin 10g Leucin 50 Tyrosin 10g
Asparaginsaure | 10 g Lysin 10g Valin 10g
Cystein 10g Methionin 10g myo-Inositol 10g
Glutamin 10g Phenylalanin | 10 g para- 1g
Glutaminsaure 10g Prolin 10g Uracil 1049

Aminosauremischung -2 enthalt weder Leucin noch Uracil.

Aminosauremischung -4 enthdlt kein Leucin, Uracil, Histidin sowie Tryptophan.
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Tabelle 4: Komponenten zur Herstellung der Aminosaureldsungen

Aminosaure/Nukleinbase | Konzentration [g/200ml] | Konzentration [mM]
Adenin 11 30

Histidin 4,2 100

Leucin 2,63 100

Tryptophan 1,64 40

Uracil 0,45 20

Antibiotikumlésung: 50 mM Kanamycin bzw. Analogon Geneticin (G418)

Losung zum Lagern der Hefezellen

Glycerin-Stammldsung 50 %

autoklavieren.

3.1.9. Plasmide

Tabelle 5: Verwendete Plasmide

288 ml 87 % Glycerin
212 ml H2Opidest.

pGSNr. | Bezeichnung Selektionsmarker fur Herkunft
E. coliund S. cerevisiae
42 pRS315 (CEN-Plasmid) AMPR LEU2 Stratagene
43 pRS316 (CEN-Plasmid) AMPR URA3 Stratagene
422 YCpGAL-NLS-GST-SGFP | AMPR LEU2 Laborkollektion
583 pRS316-NUP2-GFP AMPR URA3 Laborkollektion
2010 pRS426-NUP2-3xHA AMPR URA3 Laborkollektion
2036 YEP181-CUP-7xHIS-SMT3 | AMPR LEU2 Laborkollektion
2086 PRS426-NUP2-3HA K170R | AMPR URA3 Laborkollektion
2116 PRS426-NUP2-3HA K153R | AMPR URA3 Laborkollektion
2117 pRS426-NUP2- AMPR URA3 Laborkollektion
3HA K153R K170R
2169 pRS423-UBC9 (gDNA) AMPR HIS3 Laborkollektion
2170 pRS424-UBC9 (gDNA) AMPR TRP1 Laborkollektion
2246 pRS315-NUP2 AMPR LEU2 Laborkollektion
2247 pRS315- AMPR LEU2 Laborkollektion
NUP2 K153R K170R
2276 pFAG-TAP-KANMX6 AMPR KANR V. Panse, Zirich,
Schweiz
2307 pCUP1-6HIS-UBI AMPR LEU2 B. Palancade,
Paris, Frankreich
2308 pCUP1-6HIS-UBI AMPR URA3 B. Palancade,
Paris, Frankreich
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pGSNr. | Bezeichnung Selektionsmarker fur Herkunft
E. coli und S. cerevisiae
2309 pCUP1-6HIS-SMT3 AMPR TRP1 B. Palancade,
Paris, Frankreich
2310 pCUP1-6HIS-SMT3 AMPR URA3 B. Palancade,
Paris, Frankreich
2311 pCUP1-6HIS-SMT3 AMPR LEU2 B. Palancade,
Paris, Frankreich
2324 PRS306-NUP2 AMPR URA3 Laborkollektion
2356 pPEX-K4-nuSMT3 KANR eurofins
2381 pPEX-K4-nuCCE1 KANR eurofins
CBM3-Doméne von
Clostridium cellulolyticum
2406 PRS423-CUP-6HIS-SMT3 | AMPR HIS3 Laborkollektion
2419 pGPD-mCherry-ER04 AMPR TRP1 J. Brickner,
Northwestern
University,
Evanston
Tabelle 6: In dieser Arbeit hergestellte Plasmide
pGS | Bezeichnung | Selektionsmarker fir Vektor Insert
Nr. E. coli und S. cerevisiae
2365 | pRS316- AMPR URA3 pGS43 PCR von
NUP2 BamHI/Xhol/Cip | genomischer DNA
(GSY170)
Oligo 903+1118
BamHI/Xhol
2376 | pEX-K4- KANR pGS2356 Quik Change Mutagenese
NnuSMT3 Oligo 1120+1121
G—A GGG—AAA
2379 | pRS316- AMPR URA3 pGS583 pGS2376
NUP2-SMT3- SexAl/Agel/Cip | SexAl/Agel
GFP
G—A
2380 | pRS316- AMPR URA3 pGS2365 pGS2376
NUP2-SMT3 SexAl/Agel/Cip | SexAl/Agel
2384 | pRS316- AMPR URA3 pGS2365 pGS2381
NUP2-CCE1l SexAl/Agel/Cip | SexAl/Agel
2385 | pRS316- AMPR URA3 pGS583 pGS2381
NUP2-CCE1- SexAl/Agel/Cip | SexAl/Agel
SGFP
2408 | pRS306 AMPR URA3 pGS2324 Quik Change Mutagenese
NUP2 K569R Oligos 1128/1129
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3.1.10.Organismen

3.1.11. Bakterienstamme

Tabelle 7: Verwendete E. coli-Stamme

Name Genotyp Herkunft

JM101 SupkE thi-A (lac-proAB) [F'traD36 proAB lagl® | Stratagene,

lacZAM15] Waldbronn

BL21 (DE3) | pLysS F- dcm ompT hsdS (rsems.) gal A(DE3) [pLysS | NEB, Frankfurt

(Cam®)]
BL21 (DE3) | pLysS F- dcm ompT hsdS (rs'mg’) gal A(DE3) [pET28a- | E. Johnson, T.
AOS1 UBA2 | AOS1 (Kan®)] [pET11a-UBA2 (AmpR)] Jefferson
Philadelphia, USA
Rosetta star | F- ompT hsdSg (re'mg’) gal dcm pRARE (CamR) D. Gdrlich,
Gottingen
M15 NalS, StrS, RifS, Lac-, Ara-, Gal-, Mtl-, F-, RecA+, | Qiagen, Hilden
Uvr+, Lon+ [pREP4 KanR]
XL1-Blue recAl endAl gyrA96 thi-1 hsdR17 supE44 relAl lac [F | Stratagene,
proAB lagl? lacZAM15 Tn10] (TetR) Waldbronn
3.1.12. Hefestamme
Tabelle 8: Verwendete S. cerevisiae-Stdmme

GSY | Alternativer Name | Genotyp Herkunft

Nr.

170 WT MATa ura3-1 leu2-3,112 trp1-1, ade2-1 | Laborkollektion
his3-11,15 kan1-100 (W303)

432 Anup?2 MATa leu2-3,11, trpl1-1 ade2-1 (Loeb et al., 1993)
Anup2::ura3-1::HIS3 (JLY506)

468 | tsrsll-1 MATa rnal-1 ade2 ade3 leu2 ura3, his3 | (Koepp et al.,
TRP*ts rsl1-1 1996)

664 | tssrpl-54 ts srp1l-54 (NOY672) M. Nomura, Univ.
MATa ura3-1 leu2-3,112 his3-11,15 of California,
trp1A63 ade2-1 can1-100 srpl1-45 Irvine

1255 | Aulp2 MATa trp1A63 his34200 leu2-3,112 (Schwienhorst et
lys2-810 ura3-52 ulp2-1 [IS18-M2] al., 2000)

1257 | ts ulp1-133 MATa ulpl::HIS3 LEU2::ulp1-133 ura3- | (Li &

52 lys2-801 trpl-1 his3A4200 Hochstrasser,
1999)

1366 |ts mms21-11 MATa mms21-11::LEU2 met15 A RADS | (Zhao & Blobel,
trpl-1 ura3-1 ade2-1 his3-11,15 kanl- | 2005)

100
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GSY | Alternativer Name | Genotyp Herkunft
Nr.
1386 | Anup60 MATa NUP60::TRP1 Laborkollektion
(GSY170 + PCR von pGS1532 mit
Oligos 359 und 1048)
1426 | WT BY4741 MATa WT BY4741 TRP" leu2 ura3 his3 | V. Panse, ETH
Zirich
1427 | Asizl MATa Asiz1::KAN TRP* leu2 ura3 his3 | V. Panse, ETH
Zurich
1428 | Anfil MATa Anfil::KAN TRP* leu2 ura3 his3 V. Panse, ETH
Zurich
1429 | Acstl MATa Acstl::KAN TRP* leu2 ura3 his3 | V. Panse, ETH
Zirich
1487 | NUP2-WT MATa NUP2::URA3 Laborkollektion
(GSY432 + pGS2324)
1488 | NUP2-2xKR MATa NUP2 K153R K170R::URA3 Laborkollektion
(GSY432 + pGS2323)
1493 | Ahogl Ausgangsstamm: BY4741 (GSY1426) V. Panse, ETH
MATa his3 leu2 ura3 TRP* Zirich
HOG1::KANMX6
1495 | NUP2-K170R MATa NUP2 K170R::URA3 (GSY432 + | diese Arbeit
pGS2370)
1496 | NUP2-K153R MATa NUP2 K153R::URA3 (GSY432 + | diese Arbeit
pGS2369)
1518 | NUP2-K569R MATa NUP2 K569R::URA3 (GSY432 + | diese Arbeit
pGS2408)
1523 | NUP2-TAP MATa NUP2- diese Arbeit
TAP::KANMX6 (GSY1487 + pGS2408)
1524 | NUP2-2xKR-TAP | MATa NUP2-2xKR- diese Arbeit
TAP::KANMX6 (GSY1488 + pGS2408)
1528 | INO1lLacO@INO1 | ade2-1 canl1-100 his3-11,15 leu2-3,112 | J. Brickner,
+ pGPDmCherry- | trp1-1 ura3-1 ADE2 LaclGFP:HIS3 Northwestern
ERO4 pGPDmCherry-ER04: TRP1 University,
INO1LacO:URA3 Evanston
1529 | LacO control ade2-1 canl1-100 his3-11,15 leu2-3,112 | J. Brickner,
+ pGPDmCherry- | trp1-1 ura3-1 ADE2 LaclGFP:HIS3 Northwestern
ERO4 pGPDmCherry-ER04:TRP1 University,
LacO:URA3 Evanston
1532 | GAL1LacO@GALL1 | ade2-1 can1-100 his3-11,15 leu2-3,112 | J. Brickner,
+ pGPDmCherry- | trp1-1 ura3-1 ADE LaclGFP:HIS3 Northwestern
ERO4 pGPDmMCherry-ER04: TRP1 University,
GAL1LacO:URA3 Evanston
1534 | Anup2 Anup2::Kan" ade2-1 can 1-100 his3- J. Brickner,
GAL1lLacO@GAL1 | 11,15 leu2-3,112 trp1-1 ura3-1 Northwestern
LaclGFP:HIS3 GAL1LacO:URA3 University,
Evanston
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GSY | Alternativer Name | Genotyp Herkunft
Nr.
1535 | Anup2 Anup2::Kan" ade2-1 can 1-100 his3- J. Brickner,
INOlLacO@INO1 | 11,15 leu2-3,112 trp1-1 ura3-1 Northwestern
LaclGFP:HIS3 INO1LacO:URA3 University,
Evanston
1536 | Anup2 Anup2::Kan" ade2-1 can 1-100 his3- diese Arbeit
INOlLacO@INO1 | 11,15 leu2-3,112 trpl-1 ura3-1
+pGPDmCherry- LaclGFP:HIS3 GAL1LacO:URA3
ERO4 pGPDmCherry-ER04: TRP1
1538 | Anup2 Anup2::Kan" ade2-1 can 1-100 his3- diese Arbeit
GALlLacO@GAL1 | 11,15 leu2-3,112 trp1-1 ura3-1
+pGPDmCherry- LaclGFP:HIS3 INO1LacO:URA3
ERO4 pGPDmCherry-ER04:TRP1
1539 | NUP2-GFP MATa NUP2-GFP::KANMX6 diese Arbeit
(GSY1487 + PCR von pGS1534 mit
Oligos 883 und 884)

3.1.13.Oligonukleotide

Tabelle 9: Verwendete Oligonukleotide

Nr. Name Sequenz (52 3)
140 | URA3+ GGGAAGGGATGCTAAGGTAGAGGG
534 | protA Integration | CCGGAATTCGCTTATTTAGAAGTGGCGCGC
Test-
883 NUP2+ CTCATTTACGAAAGCTATTGAAGATGCTAAAAAAGAAATG
AAACGGATCCCCGGGTTAATTAA
884 | NUP2- CTTTATTTGCTCAACTATAACCTTGAGCTACAAAATATGAG
GGAATTCGAGCTCGTTTAAAC
885 | NUP2-360 CGGTGAGGAAGACGAAGTGGC
903 | NUP2 5" Xho+ GAGGATTCCTATATCCTCGAG
1097 | URA3 5-250+ GTGGCTGTGGTTTCAGGGTCC
1105 | pRS306 CTCCTTACGCATCTGTGCGG
Integration an Pstl
Test-
1118 | NUP2 3" BAM- GCGCGGATCCTTGCAGGAAAGAAAGGAG
1120 | NUP2-SMT3 GCTCACAGAGAACAGATTGCTGCTGCACCCAAGTTCACA
Junction delta ATAGATGC
GGG mutation+
1121 | NUP2-SMT3 GCATCTATTGTGAACTTGGGTGCAGCAGCAATCTGTTCTC
Junction delta TGTGAGC
GGG mutation-
1128 | NUP2 K569R+ CAACTACAAATGATAGCAgGGAAGAATCAACAACAG
1129 | NUP2 K569R- CTGTTGTTGATTCTTCCCcTGCTATCATTTGTAGTTG
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3.2. Molekularbiologische Methoden

3.2.1. Kultivierung von E. coli

Bakterien haben sich im Laufe der letzten Jahre zu einem unverzichtbaren Werkzeug in der
Molekularbiologie entwickelt. Sie dienen einerseits zur Herstellung von Proteinen, welche
beispielsweise flr in vitro-Experimente oder zur Affinitatsreinigung von Antikdrpern verwendet
werden. Andererseits lassen sich mittels Bakterien Plasmide vervielfaltigen oder aber auch
modifizierte Plasmide herstellen.

Die Kultivierung von Bakterien erfolgt meist bei 37°C in LB-Medium. Es wird jedoch auch TB-
Medium verwendet, welches erméglicht, die Zellen zu einer héheren Dichte wachsen zu lassen
und somit eine héhere Plasmidausbeute zu gewinnen. LB-Medium wird standardmafig auch
zur Regeneration der Zellen nach der Transformation mittels Hitzeschock sowie zur Anzucht
transformierter  Zellen verwendet. Transformierte Zellen werden sowohl zur
Plasmidpraparation als auch zur Synthese rekombinanter Proteine verwendet.

Zur Synthese rekombinanter Proteine wird neben LB-Medium auch 2YT-Medium verwendet.
In beiden Fallen wird dem Medium eine 1:1000 verdiinnte Antibiotika-Stammldsung beigeflgt,

um erfolgreich transformierte Bakterien zu selektieren.

3.2.2. Kultivierung von S. cerevisiae

Hefen stellen auf molekularbiologischer Ebene den idealen Modellorganismus dar, da sie
schnell genetisch modifiziert werden kénnen und diese Modifikationen problemlos dauerhaft
beibehalten. Die Transformation kompetenter Hefezellen erfolgt Uber Hitzeschock. Die
optimale Wachstumstemperatur der Backerhefe liegt bei 30°C. Temperatursensitive Stamme
hingegen werden nach einer Wachstumsphase bei 25°C fiir 1-2 h bei 37°C kultiviert, da sie
meist eine genomische Modifikation in einem essentiellen Gen besitzen, welche erst bei
hoherer Temperatur induziert wird. Zur Anzucht wildtypischer sowie genomisch veréanderter
Hefen kann das komplexe Vollmedium YPDag oder ein synthetisches Vollmedium,
SD-Medium genannt, verwendet werden. Hefen hingegen, welche lediglich auf Plasmidebene
modifiziert werden, mussen in Minimalmedium kultiviert werden. Wahrend genomische
Veradnderungen dauerhaft beibehalten werden, konnen Plasmide bei fehlendem
Selektionsdruck von den Hefezellen verloren werden. Minimalmedium enthalt ebenso wie
YPDade Und SD-Medium Glukose als Kohlenstoffquelle. Als Stickstoffquelle dient im SD-
Medium das aminosaurefreie Hefe-Stickstoff-Basismedium. Prinzipiell entspricht das
Minimalmedium dem SD-Medium, wobei einige Aminosauren bzw. Nukleotidbasen fehlen. In
dieser Arbeit wurden ausschlieBlich Plasmidvektoren verwendet, welche neben der
gewunschten Eigenschaft auch fir die Synthese der daran gekoppelten Selektionsmarker

Histidin, Leucin, Tryptophan oder Uracil kodieren oder eine Geneticinresistenz entwickeln
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kénnen. Ebenso wie bei Bakterien kann die Selektion transformierter Zellen auch tber ein
Resistenzgen erfolgen. So kénnen Plasmide neben der gewlinschten Fahigkeit ein daran
gekoppeltes Resistenzgen enthalten, wobei es sich in dieser Arbeit um eine
Kanamycinresistenz handelt. Bei diesem Resistenzgen gibt es jedoch einen Unterschied
zwischen Bakterien und Hefen. Wahrend Bakterien zu den Prokaryoten gehdren und eine
Kanamycinresistenz  entwickeln,  entwickeln die  eukaryontischen Hefen eine
Geneticinresistenz, weshalb den Hefemedien Geneticin (G418) und nicht Kanamycin zugefiigt
wird.

Erfolgreich transformierte Hefen kdnnen auf Selektivplatten ausgestrichen und kultiviert
werden und anschliel3end mit einem Holzstabchen in 50 % Glycerin Uberfihrt und bei -80°C
gelagert werden, ohne dass sie ihre durch Transformation gewonnenen Fahigkeiten verlieren.
Werden sie dann zu einem spateren Zeitpunkt bendtigt, mussen sie lediglich auf
Selektivplatten ausgestrichen werden und stehen, nachdem sie angewachsen sind, fir weitere
Experimente zur Verfligung.

3.2.3. Photometrische Dichtebestimmung von Bakterien- und Hefekulturen

Das Wachstum von Bakterien und Hefen in Flissigmedium wurde mit einem Photometer
gemessen. Mit diesem Verfahren wird die Tribung der Losung tber die Streuung des Lichts
bei einer Wellenlange von 600 nm gemessen. Als Referenz wird das zur Anzucht verwendete
Medium verwendet. Ein Problem bei dieser Methode liegt darin, dass das Wachstum nicht
genau ermittelt werden kann, da auch abgestorbene Zellen zu einer Triibung flihren und somit
die Messung verfalschen. Um also genauere Aussagen lber das Wachstum der Zellen treffen
zu kénnen, misste eine organismusspezifische Wachstumskurve erstellt oder eine andere
Methode zur Wachstumsbestimmung verwendet werden. Ein weiterer unginstiger Faktor ist,
dass zu dicht gewachsene Zellen erst verdiinnt werden missen, bevor sie gemessen werden,
da ab einer ODgoo von etwa 0,5 die Streuung des Lichts keine genauen Aussagen mehr tUber
die Zelldichte geben kann.

In dieser Arbeit war die photometrische Dichtemessung ausreichend, da lediglich Uberprift
werden musste, ob sich die Zellen in der logarithmischen Wachstumsphase befinden. Hierzu
sollten die Zellen eine ODegoo Von etwa 0,5-1 haben, wobei eine ODsoo Von 0,1 einer Zellzahl

von etwa 1-2x10° Hefezellen pro ml entspricht (Xiao, 2006).

3.2.4. Isolierung von Plasmid-DNA aus E. coli

EDTA 0,5M EDTA

In H2Onidest. l0SEN, pH 7,5 einstellen mit NaOH, autoklavieren oder sterilfiltrieren.
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GTE-Puffer 50 mM Glukose
25 mM Tris pH 8,0
10 mM EDTA

In H2Ovigest. I0seN, sterilfiltrieren.

TE/ pH8,0 10 mM Tris pH 8,0
1 mM EDTA

In H2Ovigest. I6SeEN, autoklavieren.

RNase A 10 mg/ml 986,5 ul H2Opigest.
10 mg RNase A
10 mM Tris pH 7,5
15 mM NacCl

Fir 15 min bei 100°C erhitzen im Wasserbad.

TE/RNase pH 8,0 5 yl RNase A Losung (10 mg/ml)
95 pl H2Opidest.
2 ml TE-Puffer zugeben

Natriumacetat 3 M 49,22 g C,HsNaO;

In 200 ml H2Opigest. 16s€N, pH 5,2 einstellen, autoklavieren.

Phenol/Chloroform/lsoamylalkohol Roti-Phenol Mix

Nachdem transformierte E. coli Zellen auf LBamp-Platten selektiert wurden, wurden
Einzelkolonien in 1,5 ml TB-Medium, welches ebenfalls Ampicillin enthielt, Gberflhrt und fir
mindestens 8 h bei 37°C rollend inkubiert. Die dicht bewachsene Kultur wurde anschliel3end
in ein 1,5 ml-Reaktionsgefal’ Uberfihrt. Durch einen 15-sekiindigen Zentrifugationsschritt bei
15800 x g wurden die Zellen pelletiert und das Medium wurde verworfen.

Die Isolierung der Plasmid-DNA erfolgte durch alkalische Lyse. Nach Zugabe von 100 pl GTE-
Puffer wurde das Pellet durch starkes Mischen resuspendiert. AnschlieRend wurde die
Zellwand destabilisiert, indem 200 pl neu angesetzte 1% SDS/ 0,2 M NaOH-Lésung
zugegeben und das Zellgemisch dreimal Gber Kopf geschwenkt wurde. Das Neutralisieren
erfolgte durch Zugabe von 150 pl 3 M NaOAc.

Um nun die Zellbestandteile wie denaturierte Proteine, die Bakterienzellwand oder auch
genomische DNA von der Plasmid-DNA zu trennen, wurde eine Fallung mit einem Phenol-

Chloroform-lsoamylalkohol-Mix durchgefuhrt. Hierbei lagern sich die Verunreinigungen in der
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Inter- und Unterphase ab, wahrend die Plasmid-DNA in der wassrigen Phase bleibt. Nach
einem 2-minltigen Zentrifugationsschritt bei 15800 x g wurde diese wassrige Phase in ein
neues ReaktionsgefalR Uberfuhrt und die DNA wurde durch 1 ml 100 % Ethanol unléslich
gemacht und somit geféllt. Das Zellpellet wurde anschlielend noch mit 70 % Ethanol
gewaschen. Durch Entfernen des Uberstands wurden die restlichen organischen
Lésungsmittelreste entfernt und das DNA-Pellet wurde bei 37°C getrocknet und anschlielend
je nach Menge in 30-50 pl TE/RNase-Puffer aufgenommen und bei 4°C gelagert. Fiur eine

langfristige Lagerung wurde die Plasmid-DNA bei -20°C aufbewabhrt.

3.2.5. Isolierung genomischer DNA aus S. cerevisiae

Cracking-Buffer 2 % (v/v) Triton X-100
1 % (w/v) SDS
100 mM NacCl
10 mM Tris pH 8,0
1 mM EDTA

In H2Ovigest. I0seN und sterilfiltrieren.

Ammoniumacetat: 7,5 M C2Hs02NH4

In H2Ovigest. 10SEN, dann sterilfiltrieren.

Zur Isolierung genomischer DNA aus Hefe wurden 2 ml YPDage-Medium mit dem gewtinschten
Hefestamm angeimpft und Uber Nacht bei 30°C zu einer dichten Kultur wachsen gelassen.
1,5 ml dieser Kultur wurden in ein Reaktionsgefal? tberfihrt und die Zellen durch einen
15 Sekunden langen Zentrifugationsschritt bei 15800 x g sedimentiert. Das Zellpellet wurde
anschlieend in 200 pl Cracking-Puffer aufgenommen. Um die Zellwand der Hefezellen
aufzubrechen, wurden neben dem Phenol-Chloroform-Mix noch 0,2 g Glaskugelchen
zugegeben. Durch 5-minitiges Vortexen wurden die Zellen aufgebrochen, da durch die
Scherkréfte der sich bewegenden Glaskigelchen eine hohe Kraft entsteht. Um anschlielRend
die Zellbestandteile von der DNA zu trennen, wurde das Gemisch fir 2 min bei 15800 x g
zentrifugiert. 200 pl der wassrigen Phase mit der sich nun darin befindenden DNA wurden in
ein neues Reaktionsgefald tberfihrt und durch Zugabe von 50 pl 7,5 M NH4OAc sowie 500 pl
EtOHansoiut geféallt. Nach 5-minttiger Inkubation bei Raumtemperatur wurde das Pellet mit 70 %
EtOH gewaschen und anschlielend wieder zentrifugiert. Das bei 37°C getrocknete DNA-Pellet
wurde dann in 40 pl TE-Puffer aufgenommen und fir 5 Minuten bei 55°C inkubiert. Um die
schwer I6sliche DNA vollstandig zu I6sen, war eine weitere Inkubation fur 30 Minuten bei 37°C

erforderlich. Zur Analyse Gber PCR wurde 1 pl DNA verwendet und der Rest bei 4°C gelagert.
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3.2.6. Insertion von DNA-Fragmenten in Plasmide

Bei der Klonierung werden bestimmte DNA-Fragmente, wie beispielsweise PCR-Produkte
oder gereinigte DNA-Abschnitte aus anderen Plasmidvektoren, in die gewlnschten
Plasmidvektoren eingebracht. Die Plasmidvektoren sind organismusspezifisch und kénnen die
eingebrachte Sequenz entweder Giberexprimieren (high-copy), in geringen Mengen vermehren
(low-copy) oder ins Genom integrieren, von wo die Sequenz in endogenen Mengen exprimiert
wird.

Die verwendeten Vektoren enthalten die Ublichen plasmidtypischen Elemente. Zu dieser
Minimalausstattung gehdren der Replikationsursprung (origin of replication), der Polylinker,
auch Mehrfachklonierungsstelle (multiple cloning site) genannt, sowie ein Selektionsmarker.
Neben diesen Elementen kdnnen auch Sequenzen im Vektor enthalten sein, welche fir
spezifische tags kodieren, sowie Promotoren, welche flr eine gerichtete Induktion benétigt
werden.

Der Polylinker enthalt eine Sequenz, in der viele Schnittstellen fur Restriktionsendonukleasen
enthalten sind. Urspriinglich werden diese Restriktionsendonukleasen von Bakterien
verwendet, um sich gegen das Eindringen von Fremd-DNA zu schiitzen, indem diese durch
die Enzyme abgebaut wird. Heutzutage macht sich die Wissenschaft genau diesen
Mechanismus zu Nutze, um DNA-Fragmente in Vektoren einzubringen. Hierzu wird sowohl
das DNA-Fragment als auch der Vektor mit einem oder zwei verschiedenen Enzymen
geschnitten, wobei es sich meist um Typ Il Restriktionsendonukleasen handelt, welche eine
4-8 bp lange Sequenz erkennen und in unmittelbarer Nahe oder direkt in dieser Sequenz
schneiden. Im Gegensatz zu anderen Restriktionsendonukleasen benétigen Typ Il Enzyme
kein ATP und besitzen keine Methyltransferase-Aktivitat. Je nachdem, welche Endonukleasen
verwendet werden, entstehen glatte Enden (blunt ends) oder Enden mit 5°- bzw. 3'-
Uberhangen (sticky ends). Endstiicke mit Uberhangen vereinfachen die gerichtete Integration,
bedingt durch die Phosphatreste an den Uberhangen. Wird nur ein Enzym zum Schneiden
verwendet oder entstehen glatte Enden, muss neben der erfolgreichen Einbringung des

Fragments in den Vektor zusatzlich noch die Orientierung Gberpruft werden.

3.2.7. Spaltung der Plasmid-DNA mittels Restriktionsendonukleasen

Sowohl fur den Plasmidvektor als auch zur Vorbereitung des einzufiigenden DNA-Fragments
wurde ein praparativer Ansatz angefertigt (Tabelle 10). Neben diesem praparativen Ansatz
wurden, falls zwei verschiedene Enzyme verwendet wurden, noch zwei analytische Anséatze
vorbereitet, um die Enzymaktivitat beider Restriktionsendonukleasen einzeln zu kontrollieren.
Je nach verwendeten Enzymen wurden die Puffer sowie die Inkubationsbedingungen nach

Herstellerangaben ausgewahlt, wobei die Inkubation in den meisten Féllen bei 37°C erfolgte.
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Die analytischen Ansatze wurden nach einer einstiindigen Inkubation mit 6x Probenpuffer
versetzt und nach gelelektrophoretischer Auftrennung analysiert. Welcher Probenpuffer
verwendet wurde, war abhangig von der Grol3e der erwarteten Fragmente, da sowohl
Xylencyanol als auch Bromphenolblau ein unterschiedliches Laufverhalten im Gel zeigen und
somit das DNA-Signal Uberlagern kénnen. In einem einprozentigen Agarosegel lauft
Xylencyanol bei etwa 3000-4000 bp und ist fur kleinere Fragmente geeignet, wahrend
Bromphenolblau aufgrund seines Laufverhaltens bei etwa 200-300 bp gut geeignet ist, wenn
grol3e Fragmente erwartet werden. Nachdem die Aktivitat beider Enzyme verifiziert wurde,
erfolgte die Auftrennung der préaparativen Ansatze. Die gewlinschten Banden wurden aus dem

Gel ausgeschnitten und anschlieBend mit dem Gel-Extraktions-Kit gereinigt.

Tabelle 10: Pipettierschema zur analytischen und praparativen enzymatischen Spaltung von DNA

Komponente analytischer Ansatz praparativer Ansatz
DNA 1l 4-10 ul (~4 pg)
Enzym, je 0,4 ul 1,5ul

Puffer 10x (mit oder ohne BSA) | 1 pl 4 ul

BSA 10x (optional) 1u 4 ul

H2Obidest. auf 10 pl auf 40 pl

3.2.8. Dephosphorylierung mit alkalischer Phosphatase

Die durch den Restriktionsverdau entstandenen endstandigen Phosphatgruppen erhéhen das
Risiko einer Religation des Vektors, weshalb entweder direkt nach dem Restriktionsverdau
oder aber nach der Reinigung aus dem Gel 0,5 ul CIP (calf intestinal alkaline phosphatase)
zum Vektor zugegeben wurden und der Ansatz fiir 30 min bei 37°C inkubiert wurde. Das Insert

hingegen blieb unbehandelt, um den Einbau in den Vektor zu vereinfachen.

3.2.9. Behandlung mit Klenow-Polymerase

Das Klenow-Fragment ist das grof3e Fragment der DNA-Polymerase und stammt aus E. coli.
Eine Behandlung mit dem Klenow-Enzym ist nur erforderlich, wenn sowohl Vektor als auch
Insert nicht mit zwei gleichen Enzymen geschnitten wurden und die Enden nicht kompatibel
sind. In diesem Fall wird zu der geschnittenen DNA Klenow-Enzym (1 U/ul) sowie dNTPs
(Endkonzentration 1 pM/dNTP) und der je nach Herstellerangaben kompatible Puffer
zugegeben und der Ansatz fur 10 min bei 37°C inkubiert, bevor die Reaktion bei 75°C fur
10 min gestoppt wird. Durch diesen Prozess werden die 5 -Uberhdnge zu doppelstrangiger
DNA aufgefillt, indem die 3" -Enden der geschnittenen DNA mit komplementaren dNTPs

aufgefillt werden, wodurch glatte Enden fur die Ligation entstehen.
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3.2.10.DNA-Ligation

Die Ligation erfolgte mit dem Rapid Ligation Kit von Fermentas fir 1 h bei Raumtemperatur.
Eine Komponente dieses Kits ist die T4-Ligase, welche fir die Ausbildung von Estergruppen
zwischen den komplementéren 3'- 5"-Enden verantwortlich ist. Es handelt sich hierbei um eine
ATP-abhéngige Reaktion, weshalb der im Kit enthaltene Puffer unter anderem ATP als
Cofaktor fur die T4-Ligase enthalt. Das Verhdaltnis von Vektor zu Insert lag bei 1:3 (Tabelle 11),
da sich gezeigt hat, dass die Wahrscheinlichkeit einer Religation beziehungsweise der Einbau
mehrerer Inserts in einen Vektor unter diesen Bedingungen am geringsten ist. In Fallen, in
denen auf diese Weise keine Transformanten generiert werden konnten, wurde das Verhaltnis
von Insert zu Vektor jedoch variiert.

Tabelle 11: Pipettierschema fir einen Ligationsansatz

Komponente Menge pro Ligationsansatz
Vektor 1x

Insert 3 X

Ligationspuffer 2 pl

Ligase 1l

H2Ovidest. ad 10 |J.|

3.2.11. Sequenzierung von Plasmid-DNA

Die Sequenzierung ermoglicht es, die Richtigkeit eines Plasmidvektors zu kontrollieren. Dies
ist vor allem erforderlich, wenn ein PCR-Produkt in einen Vektor eingebracht wurde oder wenn
einzelne Basen mittels PCR mutiert wurden. Die zu sequenzierende DNA wurde mit dem Sure
clean DNA Purification Kit gereinigt und anschliel3end mittels Nanodrop ND 1000 quantifiziert.
Die gemessene Konzentration des Plasmids diente zur Berechnung der einzusetzenden
Menge fur die Sequenzierung. Pro Sequenzierungsansatz (Tabelle 12) wurden 1 ug DNA
sowie 0,4 pl Oligonukleotid verwendet. Pro Plasmid wurden meist zwei Sequenzierungen
durchgefuhrt, eine in 5-und eine in 3-Richtung, weshalb zwei Ansatze mit zwei
unterschiedlichen Oligonukleotiden angefertigt wurden. Der Sequenzierungsansatz wurde

anschliel3end von LGC Genomics (Berlin) sequenziert.

Tabelle 12: Ansatz fur die Sequenzierung

Komponente Menge pro Sequenzierungsansatz
Gereinigte DNA 1pg

Oligonukleotid (50 puM) 0,4

H2Ovidest. auf 14 pl auffillen
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3.2.12. Polymerasekettenreaktion (PCR)

Die Polymerasekettenreaktion (PCR) ermdglicht, bekannte DNA-Sequenzabschnitte zu
amplifizieren. Auf diese Weise lassen sich u.a. Mutationskassetten herstellen, welche zur
Integration oder Deletion verwendet werden kénnen. Aufderdem lassen sich mit Hilfe von PCR
und speziellen Kits zielgerichtete Mutationen wie beispielsweise ein Basenaustausch in einen
Plasmidvektor einbauen, der zum Austausch einer Aminosaure fiihrt. PCR kann aber auch
dazu dienen, den Erfolg genomischer Integrationen oder Deletionen zu tberprifen.

Je nachdem, ob eine Mutationskassette Uber die PCR hergestellt werden, ein Fragment zur
Herstellung eines neuen Plasmids amplifiziert oder eine genomische Veranderung verifiziert
werden sollte, variierte die GrolRe des PCR-Ansatzes, wobei die jeweiligen Komponenten
identisch waren. Der Kontrollansatz wurde mdglichst klein gehalten und hatte ein Volumen von
25 ul, wahrend der Ansatz zur Herstellung einer Mutationskassette oder eines DNA-Fragments
ein Volumen von 100 pl hatte (Tabelle 13). Als DNA-Vorlage (template) dienten entweder
Plasmid-DNA, welche vor Benutzung 1:20 mit H2Opigest. Verdiinnt wurde, oder genomische
DNA, welche unverdinnt verwendet wurde. In den PCR-Ansatzen waren neben der DNA-
Vorlage eine thermostabile DNA-Polymerase sowie Oligonukleotidprimer, Nukleotide und
Puffer enthalten. DNA-Polymerasen stammen aus verschiedenen Organismen, wobei in
dieser Arbeit hauptsachlich die extrem hitzebestdndige Tag-Polymerase aus Thermus
aquaticus sowie die Phusion-Polymerase verwendet wurden. Bei der Phusion-Polymerase
handelt es sich um eine Chimare, welche eine der Pyrococcus furiosus-Polymerase ahnliche
Polymerasesequenz mit proofreading-Enzym sowie eine dsDNA-bindende Proteindomane

enthalt, was zu einer hohen Genauigkeit sowie einer schnellen Amplifikation flhrt.

Tabelle 13: Pipettierschema flir PCR-Ansatze mit Tag- bzw. Phusion-Polymerase

Komponente Menge pro PCR-Ansatz bei Menge pro PCR-Ansatz fir
Integrations- Mutagenesekassetten
/Deletionskontrolle oder zur Herstellung eines DNA-

Fragments

Reaktionspuffer 2,5 ul (10x) 20 pl (5x)

dsDNA (template) | 1 pl (genomische DNA) 1 pl (1:20 verdinnt)

Primer (50 uM) 0,5 ul 2ul

dNTP Mix 0,5 pl 2 pl

Polymerase 0,5 yl Tag-Polymerase 2 pl Phusion-Polymerase

H2Opidest. auf 25 pl auffillen auf 100 pl auffiillen
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Tabelle 14: Bedingungen zur Amplifikation mit dem Thermocycler unter Verwendung der Taqg- bzw.
Phusion-Polymerase

Reaktionsschema | Taq-Polymerase Phusion-Polymerase Zyklen
Temperatur | Zeit Temperatur | Zeit

Erster 95°C 30°sec 98°C 30°sec 1 Zyklus

Denaturierungschritt

Denaturierung 95°C 30°sec 98°C 10°sec

Anlagerung 52°C 30°sec 52°C 30°sec 30-35 Zyklen

Elongation 68°C 1 min/kb | 72°C 30°sec/kb

AnschlielBende 68°C 5 min 72°C 7 min 1 Zyklus

Elongation

Lagerung 8°C o0 8°C o0 1 Zyklus

Das PCR-Programm besteht aus drei verschiedenen, sich wiederholenden Phasen, der
Denaturierung, der Hybridisierung und der Elongation, und wird in einem Thermocycler
durchgefuhrt (Tabelle 14). Nachdem alle Komponenten fir die PCR in einem PCR-
Reaktionsgefald vereint wurden, wurde die Reaktion auf 95°C erhitzt. Anschlie3end erfolgt die
Denaturierungsphase, bei der die DNA bei 95°C zu einzelstréangiger DNA (ssDNA) denaturiert
wurde. In der Hybridisierungsphase, welche in der Temperatur variieren kann, meist jedoch
bei 52°C erfolgte, lagern sich die Nukleotidprimer an die ssDNA an und werden anschlielend
wahrend der Elongationsphase bei 68°C mit Hilfe der DNA-Polymerase in 5°-zu 3"-Richtung
verlangert, was dazu fuhrt, dass wieder doppelstrangige DNA vorliegt. Mit jedem Zyklus steigt
die Menge an DNA exponentiell an, wobei eine PCR meist aus 30-35 Zyklen besteht. Die
Elongationszeit der PCR variiert je nach GrélRe des erwarteten Fragments und je nach
verwendeter Polymerase, wobei in etwa 0,5-1 min pro 1 kb Lange gerechnet werden
(Mihlhardt, 2005). Die kurzfristige Lagerung des PCR-Produkts erfolgt bei 4°C. Zur
langerfristigen Aufbewahrung wurde das PCR-Produkt bei -20°C gelagert.

PCR-Produkte, welche dazu dienten, um Deletionen oder Integrationen zu tberprifen, wurden
auf einem Agarosegel analysiert, wahrend Fragmente zur Herstellung neuer Plasmide nach
der Analyse Uber Restriktionsenzyme gespalten und aus dem Agarosegel gereinigt wurden.
Uber PCR hergestellte Mutationskassetten hingegen wurden nach der Analyse direkt zur

Transformation von Hefen verwendet.

3.2.13. Ortsspezifische Mutagenese

Mit Hilfe der ortsspezifischen Mutagenese kdonnen lber gerichteten Basenaustausch einzelne
oder mehrere Aminosauren in bis zu 8000 bp langen DNA-Plasmiden ausgetauscht werden.
Hierzu missen beide verwendeten Primer die gewlinschte Mutation enthalten und sich an der
gleichen Sequenz, jedoch an den gegenlaufigen Strangen anlagern. Zudem sollten die Primer

neben den Mutationen jeweils zwischen 25 und 45 Basen lang sein und eine
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Schmelztemperatur von tber 78°C besitzen. Der Ansatz fur die PCR wurde wie in Tabelle 15
beschrieben hergestellt, wobei vorher die DNA gereinigt und quantifiziert wurde, da eine
Konzentration von 25 ng/ul eingestellt werden sollte. Die Proben wurden anschlieliend wie in
Tabelle 16 beschrieben fur 30 sec auf 95°C erhitzt. Es wurden 16-20 Zyklen durchgefihrt,
wobei je Zyklus fur 30 sec auf 95°C erhitzt wurde, dann 1 min lang bei 55°C und anschlief3end
nochmals 1 min/kb Plasmid bei 68°C inkubiert wurde. Im Anschluss wurde der Ansatz fur
10 min bei 68°C inkubiert und danach auf unter 37°C gekuhlt, bevor 0,5 pul Dpnl
Restriktionsenzym hinzugegeben und die Reaktion fir 1 h bei 37°C inkubiert wurde. Das
Enzym spaltet das methylierte Ausgangsmaterial, sodass nur Plasmid vorliegt, welches die
neue Mutation eingebaut hat und nicht methyliert ist. Dieses Endprodukt wurde anschlieend
mit dem QIAquick PCR purification-Kit gereinigt und seqgenziert bevor es verwendet wurde, um

E. coli zu transformieren.

Tabelle 15: Pipettierschema flr ortsspezifische Mutagenese

Komponente Menge pro PCR-Ansatz
10x Reaktionspuffer 2,5u

dsDNA (template) (25 pg/ul) 0,5 ul

Primer (1 pg/ul) 0,6 ul pro Primer

dNTP Mix (10 mM) 0,5 pl

PfuUltra HF DNA Polymerase (2,5 U/ul) 0,5 ul

H2Obidest. auf 25 pl auffullen

Tabelle 16: PCR-Bedingungen fir ortsspezifische Mutagenese

Reaktionsschema PfuUltra HF DNA Polymerase Zyklen
Temperatur Zeit

Erster 95°C 30°sec 1 Zyklus

Denaturierungsschritt

Denaturierung 95°C 30°sec

Anlagerung 55°C 1 min 16 - 20 Zyklen

Elongation 68°C 1 min/kb

AnschlieBende Elongation | 68°C 5 min 1 Zyklus

Lagerung 8°C o0 1 Zyklus

3.2.14.Elektrophoretische Auftrennung von DNA im Agarosegel

6x-DNA-Probenpuffer 0,25 % (w/v) Bromphenolblau
0,25 % (w/v) Xylencyanol
40 % (w/v) Saccharose

In H2Opidest. lOSEN.

Zur Herstellung der anderen 6x-DNA-Probenpuffer wurde je einer der Farbstoffe weggelassen.
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DNA-L&ngenstandard 45 ul DNA
485 ul TE-Puffer pH 8,0
170 pl 6x-DNA-Probenpuffer

TAE-Puffer 50x 0,5 M Tris
55 % (v/v) Essigsaure
50 mM EDTA

In Hzobidest, [6sen.

DNA-Fragmente lassen sich mit Hilfe der Agarose-Gelelektrophorese ihrer GréRe nach
auftrennen. DNA ist aufgrund des Phosphatriickgrats negativ geladen und lasst sich somit
Uber ein elektrisches Feld auftrennen. Hierbei wandert die negativ geladene DNA von der
Kathode zur Anode. Kleinere DNA-Fragmente wandern schneller durch die Poren der Matrix
als gréfRere, wodurch eine groRenabhangige Auftrennung zustande kommt. Neben der Grofe
hat auch die Struktur einen Einfluss auf das Laufverhalten im Gel. Lineare Fragmente wandern
schneller als offene oder geschlossene, ringférmige Strukturen.

Fur die Elektrophorese wurden 1 %ige Agarosegele verwendet, bestehend aus 1 g Agarose,
100 ml TAE-Puffer und 2,5 pl GelRED Farbstoff. Die Agarose wurde hierzu im TAE-Puffer in
einer Mikrowelle bis zum Kochen erhitzt. Nachdem die Agarose geldst war, wurde nach
kurzem Abkthlen der Farbstoff zugefligt und alles in einen Gelschlitten gegeben. Die Taschen
zum Laden der Proben wurden mit Hilfe eines Gelkamms hergestellt. Je nachdem ob es sich
um ein analytisches oder praparatives Gel handelte, wurde aus verschiedenen
TaschengréRen ausgewahlt. Nachdem das Gel erstarrt war, wurde es mit dem Gelschlitten in
die Gelapparatur gegeben und mit TAE-Puffer Uberschichtet. Beladen wurde das Gel entweder
mit 12 pl (10 pl Probe + 2 pl 6x-Probenpuffer mit oder ohne Xylencyanol oder Bromphenolblau)
zu analysierender Probe oder mit 48 ul (40 ul Probe + 8 ul 6x-Probenpuffer mit oder ohne
Xylencyanol oder Bromphenolblau) einer praparativen Probe. Welcher Probenpuffer
verwendet wurde, war abhangig von der erwarteten FragmentgréRe, da Xylencyanol Signale
bei 3000 kb Uberlagert, wahrend Bromphenolblau die Detektion 500 kb grof3er Fragmente
behindert.

Die Auftrennung der Proben erfolgte bei einer Spannung von 120V Uber eine Stunde.
AnschlieBend wurden die aufgetrennten Fragmente an einem UV-Tisch sichtbar gemacht.
Dies ist moglich, da der verwendete Farbstoff GelRED in die DNA interkaliert und sein
Absorptionsspektrum, welches bei einer Wellenldnge von etwa 300 nm liegt, verandert wird.
Wahrend analytische Proben nur dokumentiert wurden, wurden praparative Proben an einem

UV-Tisch aus dem Gel ausgeschnitten und anschlieRend mit dem QiaQuick Gel Extraction
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(250) Kit aus dem Gel gereinigt. Der gereinigte, enzymatisch geschnittene Vektor sowie das

gereinigte und geschnittene Insert wurden zu einem neuen Plasmid ligiert.

3.2.15. Transformation von Bakterienzellen mit Plasmid-DNA

Puffer 1 30 mM KOAc
100 mM CacCl;
50 mM MnCl;
15 % (v/v) Glycerin

in 800 ml H2Ogest. I16sEN, Mit Essigséure pH 5,8 einstellen, sterilfiltrieren.

Puffer 2 10 mM MOPS
75 mM CacCl,
10 mM RDbCl;
15 % (v/v) Glycerin
in 100 ml H2Ogest. 16sen, mit verdiinnter KOH pH 6,5 einstellen, sterilfiltrieren.

Bakterien konnen durch verschiedene Behandlungen kompetent gemacht und somit
verwendet werden, um fremde Plasmid-DNA aufzunehmen und zu vervielfaltigen oder aber
auch um uber diese Plasmid-kodierte Proteine zu synthetisieren.

Das Protokoll, mit welchem die Zellen in dieser Arbeit kompetent gemacht wurden, ist eine
modifizierte Version nach Hanahan (Hanahan, 1983). Hierbei wurde eine E. coli-Kolonie des
Stamms JM101 von einer LB-Agarplatte in 10 ml LB-Medium Uberfihrt und bei 37°C Uber
Nacht rollend wachsen gelassen. 2 ml dieser Kultur wurden am Folgetag in 200 ml LB-Medium
verdinnt und bis zu einer ODggo von 0,5-0,7 bei 37°C unter Schitteln kultiviert. Die Kultur
wurde in einen vorgekulhlten Zentrifugenbecher Gberfihrt und fir 5 min auf Eis inkubiert, bevor
die Zellen durch 5-minitige Zentrifugation bei 6370 x g auf 4°C gekihlt geerntet wurden. Der
Uberstand wurde verworfen und das Zellpellet in 80 ml kaltem Puffer 1 resuspendiert und fiir
5 min auf Eis inkubiert. Nach einem weiteren Zentrifugationsschritt wurde das Pellet in 8 ml
Puffer 2 aufgenommen, resuspendiert und anschlieend in 1,5 ml-Reaktionsgefalie aliquotiert
und in flissigem Stickstoff eingefroren. Zur Langzeitlagerung wurden die Zellen bei -80°C
aufbewahrt und bei Bedarf aufgetaut.

Fir die Transformation wurde ein Aliquot der kompetenten Zellen langsam auf Eis aufgetaut.
100 pl dieser Zellen wurden dann mit 5 pl Ligationsansatz oder 1 ul Plasmid fir 45 min auf Eis
inkubiert, wodurch sich die DNA an die Zellwand anlagern konnte. Mit Hilfe eines
90-sekindigen Hitzeschocks bei 42°C wurde die Permeabilitat der Zellwand erhéht, was eine
bessere Aufnahme der DNA zur Folge hatte. Abgestoppt wurde der Hitzeschock durch eine

kurze Inkubation auf Eis. Zur Regeneration wurden die Zellen mit 500 pl LB-Medium versetzt
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und fir 45 min rollend bei 37°C inkubiert. Danach wurden die Zellen auf Selektivplatten
ausplattiert und Uber Nacht bei 37°C wachsen gelassen. Gewachsene Kolonien wurden dann

wie in 3.2.4 erklart zur Gewinnung der Plasmid-DNA behandelt.

3.2.16. Transformation von Hefezellen mit Plasmid-DNA

40 % PEG/LiIOAc 80 g PEG (Polyethylenglycol 3300)
0,1 M LiOAc
10 mM Tris pH 7,5
1 mM EDTA pH 7,5

In 200 Ml H2Oyigest. 16sEN, Sterilfiltrieren.

0,1 M LiOAc; TEpH 7,5 0,1 M LiOAc
10 mM Tris pH 7,5
1 mM EDTApH 7,5
In 500 Ml H2Opidest. I0sen, sterilfiltrieren.

Zur Transformation von Hefezellen wurde die LIOAc/Einzelstrang-Trager-DNA/PEG-Methode
verwendet. Bei dieser Methode wird die Effizienz der Transformation gesteigert, indem neben
dem Plasmid oder einem DNA-Abschnitt auch einzelstrangige DNA zugegeben wird, welche
als Trager die Aufnahme des Plasmids vereinfacht (Xiao, 2006).

3.2.17. Herstellen kompetenter Zellen

Zur Herstellung kompetenter Zellen wurde der zu transformierende Stamm auf YPDage 0der
Selektivplatten ausgestrichen und Uber Nacht je nach Stamm bei 25°C oder 30°C kultiviert.
AnschlieRend wurde entsprechendes Medium mit den Zellen angeimpft und ebenfalls tber
Nacht bei 25°C oder 30°C schiittelnd kultiviert. Zum Ernten der Zellen sollte die ODeoo bei etwa
0,5-1 liegen. Zu dicht gewachsene Kulturen wurden auf eine ODgoo von 0,3-0,4 verdiinnt und
fur weitere 2 h wachsen gelassen, sodass sich die Zellen verdoppeln konnten. Pro
Transformationsansatz wurden 5 ml der Zellkultur bendtigt. Je nach Anzahl der
Transformationsansatze wurde ein bestimmtes Volumen der Kultur in ein
50 ml-Reaktionsgefal tiberfiihrt und zentrifugiert (1535 x g/ 5 min/ 4°C). Der Uberstand wurde
verworfen und das Zellpellet in der Halfte des Ursprungsvolumens an 0,1 M LiOAc/ TE pH 7,5
aufgenommen. Es folgte ein weiterer Zentrifugationsschritt, bevor das Pellet in 1/100 Volumen
der geernteten Kultur an 0,1 M LiOAc/ TE pH 7,5 aufgenommen und entweder direkt

verwendet oder fUr bis zu einer Woche bei 4°C gelagert wurde.
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3.2.18. Transformation

Lachssperma DNA 10 pg/ul 300 mg Lachssperma DNA

30 ml TE-Puffer pH 8,0
Die Lachssperma DNA wurde in 30 ml TE-Puffer pH 8,0 tGber Nacht bei 4°C unter Ruhren
gel6st. Mittels Ultraschall wurde die geloste DNA fir 50 sec bei einer Amplitude von 50 %
fragmentiert. Anschliel3end wurde sie aliquotiert und bis zur Verwendung bei -20°C gelagert.

Zur Transformation wurden zunachst 2,5 pl Lachssperma-DNA, welche als Trager diente, bei
95°C in einem 1,5 ml-Reaktionsgefald denaturiert. Die einzelstrdngige DNA wurde sofort fir
1 min auf Eis inkubiert, um zu verhindern, dass die Einzelstrdnge sich wieder aneinander
anlagern. Anschlieend wurden 1 ul Plasmid oder 10 pl PCR-Produkt zugegeben, welche sich
an die Trager-DNA anlagerten. Nachdem auch 50 pl kompetente Zellen sowie 350 pl 40 %
PEG3300/ 0,1 M LiOAc/ TE pH 7,5 zugegeben und gut gemischt wurde, folgte eine Inkubation
fur 30 min bei 30°C auf dem Roller. Vor dem 15-minitigen Hitzeschock im Wasserbad bei
42°C wurden 35 pl Dimethylsulfoxid (DMSQO) zugegeben und gut gemischt. Bei hitze-
sensitiven Stdmmen wurde der Hitzeschock auf 5 min verkirzt. Durch einen
Zentrifugationsschritt (3385 x g/ 3 min/ RT) wurden die Zellen sedimentiert, bevor sie zur
Regeneration in 500 pl YPDage aufgenommen und fir 45-60 min bei 30°C rollend inkubiert
wurden. Um das Medium bestmdglich zu entfernen, erfolgte ein Waschschritt mit 500 pl
TE-Puffer pH 7,5, bevor das Zellpellet in 50 ul TE-Puffer pH 7,5 aufgenommen und auf den
jeweiligen Selektionsplatten ausplattiert wurde. Nach Inkubation fur etwa 48 h bei 30°C waren
einzelne Kolonien sichtbar, welche anschliel3end auf neuen Selektivplatten ausgestrichen und

auf erfolgreiche Transformation getestet wurden.
3.2.19. Hefegenomische Methoden

3.2.20. Integration genomischer Modifikationen in S. cerevisiae

Als Modellorganismus bietet S. cerevisiae viele Vorteile. So ist es moglich, schnell und einfach
genomische Modifikationen in Hefen einzubringen und auf diese Weise bestimmte
Phanotypen leichter zu analysieren. Auf3erdem lassen sich auf diese Weise modifizierte Gene
in genomisch tblichen Mengen exprimieren, wahrend mit Plasmiden nur zwischen einer hohen
oder niedrigen Expressionsrate gewahlt werden kann.

Genetische Modifikationen wurden in das Hefegenom uber Genkassetten eingebracht. Auf
diese Weise kbnnen Gene deletiert oder aber auch integriert werden, sowie Fusionsproteine
durch Einbringen eines N- oder C-terminalen tags gebildet oder einzelne oder mehrfache

Aminosauremutationen eingefiigt werden.
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Eingebracht wurden die genomischen Modifikationen nach dem Protokoll von Longtine et al.
(1998) uUber homologe Rekombination komplementarer Sequenzen der genomischen DNA
und des zu integrierenden Fragments. Verwendet wurden hierzu modulare Plasmide, welche
neben der gewiinschten Madifikation noch einen Selektionsmarker enthalten, welcher sich
nicht selbst mit dem Hefegenom rekombinieren kann.

Nachdem ein geeignetes Plasmid ausgewahlt wurde, wurde eine PCR durchgefiihrt, um die
Integrationskassette zu amplifizieren. Verwendet wurden hierzu zwei Oligonukleotide, welche
einerseits komplementéar zur Plasmid-DNA sind und somit die Amplifikation des Fragments
ermdglichen und andererseits komplementar zum 5°-Ende des ORFs sind und somit die
homologe Rekombination des PCR-Produkts und der genomischen DNA ermdglichen.

Ein kleines Volumen des amplifizierten Fragments wurde anschlielRend auf einem Agarosegel
sichtbar gemacht und auf die richtige Grof3e Uberprift, bevor das gesamte PCR-Produkt
gereinigt wurde. AnschlieRend wurden 10 pl des gereinigten PCR-Produkts verwendet, um
kompetente Hefezellen zu transformieren.

Eine weitere Moglichkeit, Hefen genomisch zu modifizieren, ist die Einbringung eines Gens
mit Hilfe eines Integrationsvektors. Der Integrationsvektor, welcher das zu integrierende Gen
enthalt, in dieser Arbeit NUP2-UB-KR, wurde unter Verwendung des Restriktionsenzyms Pstl
vor dem URA3-Marker linearisiert und in Hefezellen transformiert, da es an der Pstl-
Schnittstelle integriert werden sollte. Bei den verwendeten Hefezellen handelte es sich um
einen Anup2-Stamm (GSY432), bei welchem bei der Deletion von NUP2 neben dem
Selektionsmarker HIS3 auch eine Mutation (ura3-1) eingebaut wurde. Diese Mutation wurde
durch Integration des Plasmids Uber homologe Rekombination an der Pstl-Schnittstelle
beseitigt, weshalb tGber URA3 selektiert werden konnte. Zur Transformation wurden auch in
diesem Fall 10 ul des Integrationsplasmids verwendet.

Zum Uberpriifen einer erfolgreichen Integration oder Deletion wurde genomische DNA
hergestellt, welche als Vorlage bei der PCR-Analyse diente. AuRerdem wurden TCA-Proben
hergestellt, um auch auf Proteinebene mittels SDS-Gelelektrophorese und Westernblot die
erfolgreiche Deletion oder Integration sowie Synthese zu tberpriifen.

In dieser Arbeit wurde in einen Anup2-Stamm eine NUP2-Version mit Punktmutation
eingebracht und es wurden Stamme generiert, welche Nup2 bzw. Nup2-2xKR mit TAP-tag

synthetisieren.
3.3. Proteinbiochemische Methoden

3.3.1. SDS-Polyacrylamidgelelektrophorese (SDS-PAGE)

AMPS (Ammoniumpersulfat) 10 % AMPS

In Hzobidest_ I6sen.
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SDS-Laufpuffer 5x 125 mM Tris
960 mM Glycin
17 mM SDS

In Hzobidest, [6sen.

SDS-Probenpuffer 2x 125 mM Tris pH 6,8
140 mM SDS
40 mM Bromphenolblau
10 % (v/v) B-Mercaptoethanol

In Hzobidest, [6sen.

Zur Auftrennung von Proteingemischen wurde die diskontinuierliche SDS-Polyacrylamid-
Gelelektrophorese verwendet. Hierbei passieren die Proteine erst ein neutrales Sammelgel,
bevor sie in einem basischen, hoher konzentrierten Gel ihrer GroRe bzw. ihrem
Molekulargewicht nach aufgetrennt werden. Wahrend das Sammelgel fiir alle Gele einheitlich
hergestellt wurde, wurde die PorengroRe des Trenngels je nach Konzentration der
Komponenten Wasser und Acrylamid variiert (Tabelle 17). Die Polymerisation wurde durch
Zugabe von Ammoniumpersulfat (AMPS) aktiviert und durch Tetramethylethylendiamin
(TEMED) katalysiert. Beide Komponenten kamen erst ganz am Schluss dazu, kurz bevor die
Losung in die GieRRapparatur gegossen wurde. Um ein Austrocknen wéahrend der
Polymerisation zu verhindern und um ein gerades Gel zu erhalten, wurde das Trenngel mit
Isopropanol Uberschichtet. Nachdem das Trenngel polymerisiert war, wurde das restliche
Isopropanol abgenommen und das Sammelgel auf das Trenngel gegeben. Je nach Anzahl der
Proben, welche auf dem Gel aufgetrennt werden sollten, wurde entweder ein 10er oder 15er
Kamm benutzt, um Taschen im Sammelgel zu erzeugen. Das fertige Gel wurde dann wie vom

Hersteller angegeben in die Kammer gespannt, welche mit Laufpuffer aufgefullt wurde.

Tabelle 17: Pipettierschema fir Sammel- und Trenngel

Komponenten Trenngel Sammelgel
8 % 11 % 15 % 17,5% 4%

H2Ovidest. 2,33ml | 1,82 ml 1,15 ml 1,56 ml 1,52 ml

Rotiphorese Gel 30 | 1,32 ml | 1,83 ml 2,5 ml 5,78 ml 0,325 ml

1,5M Tris pH 8,8 1,25ml | 1,25 ml 1,25 ml 1,25 ml -

0,5 M Tris pH 6,8 - - - - 0,625 ml

10 % SDS (w/v) 50 ul 50 ul 50 ul 50 ul 25 ul

10 % AMPS (w/v) | 25yl 25 ul 25 ul 25 ul 12,5 ul

TEMED 2,5 ul 2,5 ul 2,5 ul 2,5 ul 5 pl
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Proben, welche anschliel3end mittels Massenspektrometrie analysiert werden sollten, wurden
in bereits vorgefertigte Gele der Firma Biorad einlaufen gelassen, um eine Kontamination beim
GielRen zu vermeiden. Bei den verwendeten Gelen handelte es sich um 10-prozentige Mini-
PROTEAN TGX Precast Gels mit einem 10er Kamm.

Die Proteinproben wurden fur die Elektrophorese vorbereitet, indem sie in SDS-haltigem
Probenpuffer bei 65°C oder 95°C flir etwa 5-15 min inkubiert und somit denaturiert wurden,
was zum Ldsen der Proteinstruktur fihrte. Zudem lagern sich SDS-lonen an die Proteine an,
was zu einer negativen Ladung fuhrt. An gréRere Proteine lagern sich mehr SDS-lonen an,
weshalb Ladung und ProteingréRe sich proportional zueinander verhalten. Die entstandene
negative Ladung macht man sich fur die Elektrophorese zu Nutze, da eine elektrische
Spannung angelegt wird, welche dazu fuhrt, dass die negativ geladenen SDS-
Proteinkomplexe zur Anode wandern.

Neben SDS enthielt der Probenpuffer meist auch Thiole wie Dithiothreitol (DTT) oder -
Mercaptoethanol, welche Wechselwirkungen wie Disulfidbriicken zwischen den Proteinen
unterbinden und somit die Auftrennung im Gel erleichtern. Aufgetragen wurden die Proben in
die vorgefertigten Taschen mit einer Glasspritze. Zudem wurde ein Proteinstandard mit
Proteinen bekannter Masse aufgetragen, welcher dazu diente, die zu analysierenden
Proteinproben gréRenmafig abschatzen zu kdénnen. Nachdem alle Proben aufgetragen waren,
wurde fur mindestens 55 min eine Spannung von 200 Volt angelegt, sodass die untere Front
des Probenpuffers aus dem Gel auslaufen konnte. Proben, die besser aufgetrennt werden
sollten, wurden bis zu 80 min aufgetrennt. Das Gel wurde anschliel3end aus der Apparatur
genommen und die aufgetrennten Proteine wurden durch Farbung mit Coomassie-Brilliant-
Blau visualisiert (3.3.3) oder aber auch auf eine Membran transferiert und anschlieend mit

einem spezifischen Antikdrper detektiert. (3.3.5 und 3.3.6).
3.3.2. Visuelle Darstellung von Proteinen im Polyacrylamid-Gel

3.3.3. Farbung mit Coomassie-Brilliant-Blau

Coomassie-Brilliant-Blau-L6sung 0,2 % Coomassie R-250
0,005 % Coomassie G-250
50 % Methanol
10 % Eisessig
Das Coomassie mit dem Methanol fir 30 min rihren, anschlielend den Eisessig sowie

H>Ovidest. dazugeben, rihren und filtrieren.
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Entfarber | 10 % (v/v) Essigséaure
40 % (v/v) Methanol
2 % (v/v) Glycerin

Mit H2Obigest. auffiillen.

Entfarber Il 5 % (v/v) Essigsaure
10 % (v/v) Methanol
2 % (v/v) Glycerin
Mit H2Onigest. auffiillen.

Zum Farben der Gele mit Coomassie-Brilliant-Blau wurden diese in eine Plastikschale gelegt
und mit Farbeldsung bedeckt. Nach einer etwa 10-20-minutigen Inkubation auf dem Schuttler
bei Raumtemperatur waren die Gele vollstandig gefarbt. Die Farbelésung wurde entfernt und
Entfarber | auf das Gel gegeben, bis der Hintergrund des Gels entfarbt war und einzelne
Proteinbanden sichtbar wurden. AnschlieRend wurde das Gel in Entfarber Il gelagert, bis es

mit Hilfe eines Durchlichtscanners dokumentiert wurde.

3.3.4. Farbung mit kolloidalem Coomassie

Fixierl6sung 40 % (v/v) Ethanol
10 % (v/v) Essigséaure
Mit H2Opigest. auffullen.

Farbeldsung 0,12 % (w/v) Coomassie-Brilliant-Blau G-250
10 % (w/v) Ammoniumsulfat
10 % (v/v) Phosphorsaure
20 % (v/v) Methanol

Mit H2Obigest. auffiillen.

Wichtig bei der Herstellung von kolloidalem Coomassie ist es, zuerst den Farbstoff in
Phosphorsaure zu l6sen und dann erst die restlichen Substanzen hinzuzugeben, da sich die
Komponenten so besser l6sen. Die Farbung mit kolloidalem Coomassie erfolgte bei Gelen,
welche fir die massenspektrometrische Analyse verwendet wurden. Hierzu wurden die
vorgefertigten Biorad-Gele in ein zuvor mit NaOH gereinigtes Glasschélchen gelegt und mit
Fixierlosung inkubiert (30 min/ RT/ schittelnd). Anschlie3end wurde das Gel dreimal mit etwa
100 ml H2Ovigest. gewaschen, bevor es tiber Nacht mit kolloidalem Coomassie unter Schiitteln
gefarbt wurde. Am Folgetag wurde das Gel mit H>Ouidest. gewaschen, bis der Hintergrund des

Gels vollstandig entfarbt war. Das Ergebnis wurde auf einem Foto festgehalten, um eine
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mogliche Verunreinigung beim Scannen zu vermeiden. Anschlie3end wurden die Proben aus
dem Gel ausgeschnitten, wobei jede ins Gel eingelaufene Probe in drei Stiicke geschnitten
wurde und getrennt in 1,5 ml-ReaktionsgeféalRe Uberfihrt wurde. Die Proben wurden
anschlie3end zu Frau Dr. Claudia Fecher-Trost am Universitatsklinikum des Saarlandes im
Bereich der "Experimentellen und Klinischen Pharmakologie und Toxikologie" gegeben, wo

sie weiterbearbeitet und massenspektrometrisch analysiert wurden.

3.3.5. Transfer der aufgetrennten Proteine auf eine PVDF-Membran

Transferpuffer 0,1 M Glycin
12,5 mM Tris

INn H2Opidest. [0SeN, im Kihlschrank lagern.

4x Transferpuffer fur Ubiquitin 0,75 M Glycin

0,1 M Tris

3 mM SDS
In H2Ovigest. 10sen, im Kuhlschrank lagern. Vor Gebrauch 250 ml 4x Transferpuffer mit 200 ml
EtOHabs. mischen und mit H2Ovigest. auf 1 | aufflllen.

Als Westernblot bezeichnet man den Transfer der im Gel aufgetrennten Proteine auf eine
Membran. In dieser Arbeit handelte es sich immer um eine PVDF-Membran, welche vor dem
Transfer mit Methanol aktiviert und anschlieBend fur etwa 20 min in Transferpuffer aquilibriert
wurde. Zudem wurden noch zwei Whatman-Papiere sowie zwei Transferschwdmme bendtigt,
welche ebenfalls in Transferpuffer getrdnkt wurden. Fir den Transfer wurden die
Komponenten wie in Abbildung 9 gezeigt in die Blotkassette gespannt. Auf die Seite, welche
in Richtung Kathode zeigt, wurden erst ein Schwamm sowie ein Whatman-Papier gelegt.
AnschlieRend wurde das Gel spiegelverkehrt zur Auftragsrichtung moglichst frei von
Luftblasen auf dem Whatman-Papier positioniert. Die aktivierte PVYDF-Membran wurde auf das
Gel gelegt. Nachdem ein weiteres Whatman-Papier auf die Membran gelegt wurde, wurden
alle Luftblasen zwischen Gel und Membran mit Hilfe einer Glaspipette entfernt. Zuletzt wurde
ein weiterer Schwamm in die Kassette gespannt, bevor diese in die Blotapparatur gesetzt
wurde. Die Blotapparatur wurde mit Transferpuffer sowie einem Eisblock und einem
Magnetrihrstab ausgestattet und auf einen Magnetrihrer positioniert, um den Transfer unter
konstanter Kuihlung durchzufiihren. Der Transfer erfolgte durch Anlegen einer Spannung von
100 V fur 1 h, wobei kleine Proteine eine kirzere Transferzeit haben und nach einer Stunde
maoglicherweise schon teilweise durch die Membran transferiert wurden, weshalb bei kleinen
Proteinen die Transferzeit angepasst wurde. Zur Detektion von freiem Ubiquitin wurde eine

andere Art des Transfers gewdahlt. Es wurde ein spezieller Transferpuffer mit Ethanol
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verwendet und der Transfer erfolgte bei 40 mA Uber Nacht, wobei die Apparatur in einem

Eisbad gekuhlt wurde.

Anode

Schwamm

Whatman-Papier

PVDF-Membran

SDS-Gel
Whatman-Papier

Schwamm

Kathode

Abbildung 9: Schematische Darstellung einer Transferkassette zur Ubertragung von Proteinen aus einem
SDS-Gel auf eine PVDF-Membran.

Die Transferkassette wurde so bepackt, dass zuerst ein Schwamm und dann ein Whatman-Papier luftblasenfrei
geschichtet wurden, gefolgt von dem SDS-Gel und der mit Methanol aktivierten und mit Transferpuffer &quilibrierten
PVDF-Membran. Darauf folgten eine weitere Schicht Whatman-Papier und ein Transferschwamm, welche ebenfalls
von Luftblasen befreit wurden. Sowohl die Schwdmme als auch die Whatman-Papiere wurden zuvor mit
Transferpuffer aquilibriert. Die Kassette wurde so in die Apparatur gelegt, dass die Proteine von der Kathode in
Richtung der Anode aus dem Gel auf die Membran transferiert wurden.

3.3.6. Immunologische Detektion und Analyse der Proteine

PBS 155 mM NacCl
2,5 mM NaH>PO4
10 mM NazHPO4

In H2Onidest. [0SeN, pH 7,3 einstellen, sterilfiltrieren.

PBST 155 mM NaCl
2,5 mM NaH2PO4
10 mM NazHPO4
0,25 % (v/v) Tween20

In H2Onidest. [0sen, pH 7,3 einstellen, sterilfiltrieren.

Blockierlosung fur POD 5 % (w/v) Milchpulver

In PBS losen.
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Blockierlosung fur Cy5 3 % (w/v) Bovines Serumalbumin (BSA)
In PBS Idsen.

Nach dem Transfer der Proteine auf die PVDF-Membran wurde diese in eine Plastikschale
gelegt und fur 1 h mit Blockierlosung inkubiert, welche unspezifische Bindestellen absattigt.
AnschlieRend wurde die Membran mit dem in Blockierldsung verdinnten, primaren Antikorper
inkubiert. Das Milchpulver sattigt hierbei auch den Antikérper ab, sodass die Bindung des
Antikorpers mdoglichst spezifisch an das zu detektierende Protein erfolgt. Die Inkubation mit
dem primaren Antikorper erfolgte bei 4°C Uber Nacht auf einer Wippe. Nach dem Entfernen
des Antikorpers erfolgte zum Beseitigen des Uberschissigen Antikérpers ein Waschschritt mit
PBS fur 2 min, danach wurde zweimal fir 5 min mit PBST gewaschen und zuletzt wieder mit
PBS fir 2 min. Die Inkubation mit dem sekundaren Antikdrper, welcher die Epitope des
primaren Antikorpers erkennt, erfolgte bei Raumtemperatur fir mindestens 1 h.
Uberschussiger Antikérper wurde auch hier nach der gleichen Prozedur weggewaschen, bevor
die Membran entweder zur Detektion des Cy5-gekoppelten Antikdrpers im Dunkeln getrocknet
oder zur Detektion des POD-gekoppelten Antikérpers fur 1 min mit ECL benetzt und
anschlielend die Chemilumineszenz mit Hilfe des Fusion SL Imagingsystems detektiert
wurde. Die Chemilumineszenz kommt hierbei durch eine chemische Reaktion zustande,
welche durch das an den sekundéaren Antikorper gekoppelte Enzym Meerrettichperoxidase mit
dem ECL erfolgt. Die Detektion des mit dem Farbstoff Cy5-gekoppelten Antikdrpers erfolgte

mittels fluorometrischer Messung am Typhoon.

3.3.7. Proteinfallung mit Trichloressigsaure

Methode 1:
NaOH/ B-Mercaptoethanol 0,25 mM NaOH
1 % (v/v) B-Mercaptoethanol

In 1 ml H2Ogest. l10seN, sterilfiltrieren.

SDS-Probenpuffer (1x) 62,5 mM Tris pH 6,8
70 mM SDS
20 mM Bromphenolblau
5 % (v/v) B-Mercaptoethanol

INn H2Ogest. 16s€EN, aliquotieren.

Mit Hilfe der TCA-Féllung lassen sich Proteine konzentrieren. Auf diese Weise kann
beispielsweise die Synthese eines Proteins Uberpruft werden. Bei der Fallung mit

Trichloressigsaure (TCA) handelt es sich um eine denaturierende Proteinfallung. Der zu
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untersuchende Hefestamm wurde in YPDage 0der entsprechendem SD-Medium tber Nacht
anwachsen gelassen und bei einer ODgy von 0,5-1 wurden 4 OD-Einheiten in ein
15 ml-Reaktionsgefafd Gberfuhrt und durch Zentrifugation (1535 x g/ 5 min/ 4°C) geerntet. Das
Zellpellet wurde in 0,5ml 0,25M NaOH/ 1 % [B-Mercaptoethanol resuspendiert, in ein
1,5 ml-Reaktionsgefald tberfuhrt und fir 10 min auf Eis inkubiert. Nach Zugabe von 80 pl 50 %
TCA folgte eine weitere Inkubation fuir 10 min auf Eis. Die TCA entzieht den Zellen das Wasser,
wodurch die Ldslichkeit der Proteine herabgesetzt wird. Die ausgefallenen Proteine wurden
nun durch Zentrifugation (11885 x g/ 10 min/ 4°C) pelletiert, der Uberstand abgesaugt und das
Pellet anschlieend mit 0,5 ml eiskaltem Aceton gewaschen. Nachdem das Pellet auf dem
Heizblock bei 37°C getrocknet war, wurde es in 95 ul 1x Probenpuffer sowie 5 pl Tris-Base
aufgenommen und bei 95°C fur 5 min denaturiert. Zur Analyse wurden je 10 pl der TCA-Probe
auf ein SDS-Gel aufgetragen.

Methode 2: modifizierte Fallung fir in vivo-SUMO-Bindeversuche
HU-Puffer 8 M Harnstoff

200 mM Tris pH 6,8

1 mM EDTA

5% SDS

0,1 % Bromphenolblau

97 mM DTT

INn H2Ogest. l16seN, pH 6,8 einstellen, bei -20°C lagern.

NaOH/B-Mercaptoethanol 2 M NaOH
5,7 mM B-Mercaptoethanol

In 1 ml H2Ogest. Mmischen.

Fur TCA-Proben, welche bei den in vivo-SUMOylierungsversuchen benétigt wurden, wurden
2 OD-Einheiten der Zellen bei einer ODggo von 0,5-1 geerntet (1535 x g/ 5 min/ 4°C). Diese
wurden in 500 pl H,O aufgenommen, in ein 1,5 ml-Reaktionsgefal3 tberfuhrt und es wurden
75 pl 2 M NaOH/ 1 % B-Mercaptoethanol zugegeben. Nach einer 10-minttigen Inkubation auf
Eis wurden 75 pl 55 % TCA zugegeben und ein weiteres Mal fur 10 min auf Eis inkubiert. Die
Proteine wurden durch Zentrifugation (11885 x g/ 10 min/ 4°C) pelletiert, in 30 ul
HU-Probenpuffer aufgenommen und bei 60°C fur 15 min erhitzt. Je nach Bedarf wurde
Tris-Base zugesetzt, um die Proben zu neutralisieren, da Reste der TCA den Indikator im
Probenpuffer von Blau nach Gelb umschlagen lieBen und der saure pH die

SDS-Gelelektrophorese stort.
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3.3.8. Affinitatsreinigung von Antikdrpern

Einige der verwendeten Antikorper wurden selbst hergestellt. Hierzu wurden die jeweiligen
Proteine in E. coli synthetisiert und anschlieRend gereinigt. His-fusionierte Proteine konnten
mit tag fUr die Immunisierung verwendet werden, wahrend Proteine, welche an GST fusioniert
waren, vorher an der TEV-Spaltstelle gespalten werden mussten, um eine Immunisierung der
Kaninchen gegen GST zu unterbinden. Vor der ersten Injektion wurde ein Kontrollserum
entnommen, um die Effizienz der Antikdrperherstellung besser vergleichen zu kdnnen. Nach
der Immunisierung wurden regelmafig Seren entnommen und getestet. Wenn der im Serum
befindliche Antikdrper das gewiinschte Protein ausreichend erkennt, wird das Endblut
entnommen, um eine moglichst grol3e Menge an Serum zur Antikorperreinigung zu erhalten.
Das Serum kann prinzipiell auch ungereinigt zur Detektion von Proteinen verwendet werden,

jedoch steigt die Konzentration sowie die Spezifitdt nach einer Affinitétsreinigung.

Kopplungspuffer 50 mM Tris pH 8,5
5 mM EDTA-Na

Waschpuffer 1 M NacCl

In dieser Arbeit wurde Nup-2-N Serum, welches durch Immunisierung mit TEV-gespaltenem
GST-Nup2-N hergestellt wurde, mit Hilfe eines Peptids gereinigt. Ein Teil des Serums war
bereits vor Beginn dieser Arbeit mit Hilfe von Nup2 tber Protein affinitatsgereinigt worden und
ein weiterer Teil wurde im Rahmen dieser Arbeit Uber Peptid gereinigt, um einen maoglichst
noch spezifischeren Antikdrper zu bekommen.

Der erste Schritt der Affinitatsreinigung besteht darin, das Peptid an eine Saule zu koppeln.
Hierzu wurde eine mit einer Fritte ausgestattete, mit 1,5 ml Sulfo-Link-Coupling-Gel gefiilite
Polypropylenséule mit 12 ml Kopplungspuffer aquilibriert und die untere Offnung verschlossen.
AnschlieRend wurden 10 mg Peptid in 2 ml Kopplungspuffer geldst und auf die Saule gegeben.
Nach VerschlieRen der Saule wurde sie fir 15 min auf dem Schittler bei Raumtemperatur
inkubiert. Bevor die Peptid/Kopplungspuffer-Losung auf die Saule gegeben wurde, wurde die
Proteinkonzentration mit dem Nanodrop gemessen, um die Kopplungseffizienz prifen zu
konnen. Nach der Inkubation wurde eine Probe des Uberstands entnommen und mit der
Ausgangskonzentration der Peptidlésung verglichen. Die Inkubation wurde verlangert, bis
maoglichst 80 % des Peptids an die Matrix gekoppelt waren. Danach wurde die Saule mit 6 ml
Kopplungspuffer gewaschen, um nicht gebundenes Peptid zu entfernen. Da die Bindung des
Peptids an das Sulfo-Link-Coupling-Gel tber Cysteine erfolgt, mussten alle nicht mit Peptid
besetzten Bindungsstellen blockiert werden, sodass die Bindung der Antikérper spezifisch am

Peptid und nicht unspezifisch an der Matrix erfolgt. Zum Blockieren wurden 15,8 mg L-Cystein
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in 2 ml Kopplungspuffer geldst (Endkonzentration 50 mM) und die Saulenmatrix fur 15 min
unter Schitteln damit inkubiert. Nachdem sich das Saulenmaterial abgesetzt hatte, wurde
viermal mit 4 ml Waschpuffer gewaschen und eine Fritte auf die Matrix gesetzt. Es folgte ein
weiterer Waschschritt mit 10 ml 0,1 M Glycin pH 2,2 sowie 20 ml PBS. Wéhrend die Saule
gewaschen wurde, wurde das Serum bereits vorbereitet. Hierzu wurde das Serum aufgetaut
und 5 mM EDTA dazugegeben, bevor es fur 30 min bei 1300 x g zentrifugiert wurde. Der
Uberstand wurde in ein 50 ml-Reaktionsrohrchen uberfiihrt. Die Bindung des Antikorpers
erfolgte Gber Nacht mit Hilfe einer Pumpe, welche das Serum mit einer Flussrate von 5-10 ml/h
immer wieder Uber die Saule laufen lie3. Hierzu wurde ein Ende eines Schlauchs, welcher an
die Pumpe angeschlossen war, in das 50 ml-Reaktionsgefal3 mit Serum getaucht und das
andere Ende wurde in die Saule gegeben. Das 50 ml-Reaktionsgefald wiederum wurde unter
der Saule platziert, sodass ein geschlossenes System entstand. Am Folgetag wurde der
Schlauch aus dem Serum genommen und mit 2 ml PBS nachgespilt, um den Kreislauf zu
unterbrechen. Das Serum im Durchfluss wurde aufbewahrt und die Matrix mit dem
gekoppelten Antikorper gewaschen. Ein erster Waschschritt erfolgte mit 10 ml PBS,
anschlie3end wurde in 5 ml Schritten so lange 50 mM Tris, 500 mM NaCl pH 7,5 auf die Saule
gegeben, bis der Durchfluss eine Proteinkonzentration von unter 0,01 mg/ml hatte. Danach
wurde nochmals mit 10 ml PBS gewaschen. Die Elution des gebundenen Antikdrpers erfolgte
Uber den sauren pH-Wert des 0,1 M Glycins pH 2,2. Wichtig war hierbei, dass vor Zugabe des
Glycins auf die Séule zum Neutralisieren 365 ul 1,5M Tris pH 8,8 in das Auffanggefal3
vorgelegt wurden. Der Antikorper wurde durch das leicht basische Tris sofort neutralisiert, da
der saure pH-Wert ihn schadigen wirde. Unter Rihren wurde in 5 ml Schritten so lange Glycin
auf die Saule gegeben, bis die Proteinkonzentration unter 0,03 mg/ml lag. Der gewonnene
Antikdrper wurde anschlieRend tber eine Zeba-Saule von Tris/Glycin in PBS umgepuffert und
aliquotiert bei -20°C gelagert. Zuvor wurde jedoch die Effizienz der Reinigung getestet, indem
sowohl das Nup2-Protein in Hefe als auch das in E. coli synthetisierte Protein mit dem Serum,
dem Durchlauf und dem affinitatsgereinigten Antikorper als primaren Antikérper nach SDS-

PAGE und Westernblot immunologisch detektiert wurden.

3.3.9. Reinigung von rekombinanten Fusionsproteinen aus E. coli

Proteine aus anderen Organismen kénnen in E. coli als Fusionsproteine rekombinant
synthetisiert und anschlie3end gereinigt werden. In dieser Arbeit wurden Proteine aus
S. cerevisiae rekombinant hergestellt. Hierzu muss die DNA des zu untersuchenden Plasmids
in einen Expressionsvektor fur E. coli integriert werden. Nicht jedes Protein wird in jedem
E. coli Stamm gleich effizient synthetisiert, weshalb je nach Protein zum Teil unterschiedliche
Stamme verwendet wurden. Kontrolliert wird die Synthese tber Proben, welche vor und nach

der Induktion sowie nach der Reinigung gezogen und tber Coomassie-Brilliant-Blau Farbung
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analysiert werden. Die rekombinant hergestellten Proteine wurden auch fir die in vitro-

SUMOylierung verwendet.

Rekombinante Proteinsynthese in E. coli

Zur Proteinsynthese wurden E. coli-Zellen mit dem jeweiligen Plasmid transformiert und unter
den fir den ausgewahlten Stamm bzw. das jeweilige Protein optimalen Synthesebedingungen
kultiviert. Im Folgenden ist eine Standardprozedur beschrieben, wobei E. coli-Stamm,
Temperatur und Induktionszeit je nach Protein variieren kdnnen.

E. coli-Zellen des Stammes BL21 wurden, wie in 3.2.15 beschrieben, transformiert und in LB-
Medium mit dem entsprechenden Antibiotikum tber Nacht bei 37°C kultiviert, bevor sie am
Folgetag in einer Hauptkultur mit dem gleichen Antibiotikum in LB- oder 2YT-Medium auf eine
ODsoo von 0,2 verdiinnt wurden. Die Kultur wurde bis zu einer ODegoo Von 1 inkubiert. Bevor die
Induktion dber Zugabe von 0,3 mM Isopropyl-B-D-thiogalaktopyranosid (IPTG) erfolgte,
welches die Repression des lac-Promotors im Plasmid aufhebt und zur Proteinsynthese fuhrt,
wurde eine Probe entnommen, um die erfolgreiche Induktion anhand dieser
Vorinduktionsprobe zu belegen. Nach der 3-sttindigen Induktion bei 15°C wurde eine weitere
Probe entnommen, um die induzierte Synthese nachzuweisen, und die Zellen im Anschluss
durch Zentrifugation (8983 x g/ 10 min/ 4°C) geerntet. Je nachdem ob es sich um 6His- oder
GST- Fusionsproteine handelte, wurde zwischen zwei Reinigungsbedingungen gewahlt .

Lyse und Reinigung von 6His-Fusionsproteinen aus E. coli-Lysat
DTT (1 M) 3,08 g DTT

in 20 ml H2Ogest. 16s€N, sterilfiltrieren, aliquotieren, bei -20°C lagern.

PLAC 12 mg Pepstatin
12 mg Leupeptin
12 mg Antipain
12 mg Chymostatin

einzelne Komponenten in je 1 ml DMSO l6sen, vereinigen und aliquotieren, bei -20°C lagern.

6His-Lysepuffer 50 mM Tris
200 mM NacCl
10 mM Imidazol
1 mM B-Mercaptoethanol

in H2Ovigest. I0s€eN, pH 8,0 einstellen, sterilfiltrieren.
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6His-Waschpuffer 50 mM Tris
300 mM NacCl
20 mM Imidazol
1 mM B-Mercaptoethanol

in H2Ovigest. I0s€N, pH 8,0 einstellen, sterilfiltrieren.

6His-Elutionspuffer 50 mM Tris

300 mM NacCl

250 mM Imidazol

1 mM B-Mercaptoethanol
in H2Ovidest. 16sen, pH 8,0 einstellen, sterilfiltrieren.

Das Zellpellet wurde in 20 ml 6His-Lysepuffer aufgenommen und 10 yl 1 DTT sowie 20 pl
PLAC hinzugegeben. Anschlie3end wurden die Zellen fir mindestens 10 min in flissigem
Stickstoff gelagert, schnell aufgetaut und dann fiir weitere 10 min auf Eis inkubiert, bevor durch
einen Zentrifugationsschritt (18396 x g/ 30 min/ 4°C) die unlgslichen Zellbestandteile
abzentrifugiert wurden. Die Bindung von 6His-Fusionsproteinen erfolgte an Nickel-
Nitrilotriessigséaure (Ni-NTA)-Agarose, welche zuvor durch dreimaliges Waschen mit 6His-
Lysepuffer aquilibriert wurde. Das Gesamtzelllysat nach der Lyse wurde mit der Ni-NTA-
Agarose fur 1 h bei 4°C rollend inkubiert, bevor es in eine Chromatographie-Saule gegeben
wurde. Der Durchlauf wurde aufgefangen und die Ni-NTA-Agarose mit dem gebundenen
Protein mit Hilfe einer Fritte luftblasenfrei verschlossen. Nichtgebundene Proteine wurden
durch Zugabe von Waschpuffer entfernt, wobei der Proteingehalt der Waschfraktionen mit dem
Nanodrop gemessen wurde. Nachdem die Absorption Azso des Durchflusses unter 0,1 lag,
konnte davon ausgegangen werden, dass nur noch spezifisch gebundene Proteine vorliegen
und es erfolgten 8-10 Elutionsschritte mit je 1 ml Elutionspuffer. Die einzelnen Fraktionen
wurden separat aufgefangen und einzeln mit dem Nanodrop gemessen. Die Fraktionen mit
den hdchsten Proteinkonzentrationen wurden vereinigt und Uber Gelfiltration in TEFP-Puffer

umgepuffert, um die Proteine fir in vitro-SUMOylierungsversuche zu verwenden.

Lyse und Reinigung von GST-Fusionsproteinen aus E. coli-Lysat
GSH-Elutionspuffer 50 mM Tris-HCI pH 8
10 mM Glutathion

in HoOgest. l10SEN
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PBSKMT 155 mM NacCl
3 mM KCI
1 mM MgCl;
2,5 mM NaH;PO,
10 mM NaxHPO.
0,1 % (v/v) Tween 20

in H2Ovigest. l16s€N, pH 7,3 einstellen, sterilfiltrieren.

Die Lyse der E. coli-Zellen erfolgte nach dem gleichen Verfahren wie auch bei den 6His-
Proteinen, wobei das Zellpellet nach dem Ernten in 20 ml PBSKMT resuspendiert, mit 20 pl
1 M DTT und 20 pl PLAC versetzt und die Zellen tiber schnelles Einfrieren und Auftauen lysiert
wurden. Die Bindung von GST-Fusionsproteinen erfolgte an 2 ml GSH-Sepharose, welche
zuvor dreimal mit PBSKMT gewaschen wurde. Die Inkubation des Gesamtzelllysats nach der
Lyse mit der GSH-Sepharose erfolgte fir 1 h bei 4°C. Das Lysat-Sepharose-Gemisch wurde
auf eine Chromatographie-Séaule gegeben, der Durchlauf aufgefangen und das Saulenmaterial
mit einer Fritte abgedichtet, um ein Austrocknen zu verhindern. Gewaschen wurde die Saule
mit PBSKMT und die Waschfraktionen wurden aufgefangen, um den Proteingehalt zu
bestimmen. Bei einer Absorption A unter 0,1 erfolgte die Elution mit je 1 ml GSH-
Elutionspuffer. Die 8-10 einzelnen Fraktionen wurden aufgefangen, gemessen und die

Fraktionen mit der héchsten Proteinkonzentration vereint, bevor sie umgepuffert wurden.

Umpuffern gereinigter Proteine mittels Gelfiltration

Die in  vitro-SUMOylierung erfolgt in  TEFP-Puffer, weshalb auch die
SUMOylierungskomponenten in TEFP-Puffer umgepuffert wurden. Das Umpuffern der
Proteine erfolgte Uber ZEBA-Gelfitrationssaulen, welche zuerst durch Zentrifugation
(1000 x g/ 2 min/ 4°C) vom Alkohol befreit und durch Waschen mit TEFP-Puffer aquilibriert
wurden. Anschlieend wurden die Proteine in der Saule unter den gleichen Bedingungen
zentrifugiert, wobei Proteine mit ihrer groBeren MolekilgroRe schneller durch die Gelmatrix
wandern als die lonen und Salze des Puffers, welche in der Matrix verbleiben. Somit kénnen
die Proteine von dem alten Puffer getrennt und in dem gewuinschten Puffer aufgenommen
werden. Die Konzentration wurde am Nanodrop gemessen, bevor die Proteine aliquotiert und

bei -80°C gelagert wurden.
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3.4. Analyse posttranslationaler Proteinmodifikationen sowie von Protein-Protein-

Interaktionen

3.4.1. In vitro-SUMOylierung

5x TEFP-Puffer 500 mM NacCl
250 mM Bis-Tris pH 6,5
50 mM MgCl;

In H2Ouidest. l0SeN, auf pH 6,5 einstellen, sterilfiltrieren.

ATP-Stammldsung 50 mM ATP
In TEFP-Puffer |6sen, pH 6,5 einstellen, lagern (-20°C).

3x SDS-Probenpuffer 188 mM Tris
210 mM SDS
60 mM Bromphenolblau
30 % (v/v) Glycerin

In H2Obidest. 6sen.

Anhand der in vitro-SUMOylierung lasst sich unter optimierten Bedingungen Uberprifen, ob
Proteine SUMOyliert werden kdnnen. Hierzu werden in einem geschlossenen System alle fur
die SUMOylierung bendtigten Komponenten in ausreichender Menge bereitgestellt. Anhand
der in vitro-Analysen lassen sich aber lediglich Aussagen dartber treffen, ob ein Protein
potentiell SUMOyliert werden kann. In einem lebenden Organismus kdnnen aufgrund
ungulnstigerer Bedingungen Proteine, welche zwar in vitro SUMOyliert werden, in vivo nicht
SUMOyliert werden. Dennoch stellt die in vitro-SUMOylierung eine effektive Methode zum
Nachweis potentieller SUMOylierung sowie zur Detektion putativer SUMOylierungsstellen dar.
Der Standardansatz bei einer in vitro-SUMOylierung enthielt neben dem zu SUMOylierenden
Substrat (100 ng/ul) das SUMO-Protein Smt3 (250 ng/pl) sowie die zum Ablauf der
SUMOylierung notwendigen Enzyme E1 (SUMO-Aktivierungsenzym) Aosl-Uba2 (66 ng/ul),
das E2-Enzym (SUMO-Konjugase) Ubc9 (25 ng/ul) und gegebenenfalls das E3-Enzym
(SUMO-Ligase) Nfil bzw. Siz1l (100 ng/ul). Da es sich um eine Reaktion handelt, welche
Energie in Form von ATP bendtigt, wurden auch 5 mM ATP hinzugegeben. Die Reaktion
erfolgte in TEFP-Puffer, welcher 1 mM DTT als Reduktionsmittel enthalt. Zur Optimierung der
Reaktion konnte auch Tris pH 8,8 zugegeben werden, sodass der pH-Wert auf 8 erhéht wurde,
oder aber auch Kombinationen verschiedener Bedingungen mit E3 und pH-Erhéhung etc.
durchgefuhrt werden. Die Inkubation der Anséatze erfolgte standardmanig fur 90 min bei 30°C,

wurde jedoch fur eine Kinetik verkirzt, um zu analysieren, wie schnell die Reaktion erfolgt.
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Durch Zugabe von 3x SDS-Probenpuffer und 0,1 M DTT wurde die Reaktion abgestoppt. Nach
20-minitigem Erhitzen bei 60°C wurden die Proben Uber SDS-PAGE aufgetrennt
(Rothenbusch et al., 2012).

3.4.2. Reinigung und Analyse SUMOylierter Proteine in vivo

Mit Hilfe des denaturierenden Ni-NTA-Bindeversuchs lasst sich die in vivo-SUMOylierung
einzelner Zielproteine analysieren. Um SUMOylierte Proteine tber Ni-NTA reinigen zu kénnen,
wurde der zu untersuchende Hefestamm mit einem tUber CUP1-Promotor kupferinduzierbaren
6HIS-SMT3- oder 7HIS-SMT3-Uberexpressionsplasmid transformiert. Als Negativkontrolle
wurden der nicht transformierte Ausgangsstamm sowie der nur mit UBC9 transformierte
Ausgangsstamm mitgefthrt. Zudem wurde der Ausgangsstamm noch mit 6HIS-SMT3- oder
7HIS-SMT3- bzw. 6HIS-SMT3- und UBC9-Plasmiden gleichzeitig transformiert, da in
Anwesenheit der E2-Ligase die SUMOylierung in manchen Stammen effizienter war.

3.4.3. Kultivieren und Ernten der Zellen

Zur Herstellung der Zellpellets wurden 25 ml Kulturen mit den jeweiligen transformierten
Stammen angeimpft und Gber Nacht bei 30°C unter Schitteln wachsen gelassen. Verwendet
wurde hier das jeweilige Selektivmedium und es wurden 100 uM CuSOas zur Induktion der
Synthese von 7HIS-SMT3 bzw. 6HIS-SMT3 dazugegeben. Die Kultur wurde am Folgetag in
ein grof3eres Volumen (200-400 ml) des jeweiligen Selektivmediums mit CuSO, auf eine ODgoo
von 0,4 verdinnt und anschlielBend weiter kultiviert. In der logarithmischen Wachstumsphase
bei ODsgo 0,8-1 wurden pro Pellet 50 OD-Einheiten sowie ein TCA-Pellet von 2 OD-Einheiten
zur Uberprufung der Synthese geerntet. Die 50 OD-Einheiten wurden in 400 ml
Zentrifugenbecher (4226 x g/ 15 min/ 4°C) zentrifugiert, das Pellet anschlieend mit kaltem
H2Ogest. gewaschen und in ein 15 ml-Reaktionsgefal? dberfuhrt. Nach einem weiteren
Zentrifugationsschritt (1300 x g/ 5 min/ 4°C) wurde der Uberstand verworfen und das Pellet in
flissigem Stickstoff schockgefrostet, bevor es bei -80°C gelagert wurde. Das TCA-Pellet
wurde bei -20°C eingefroren. Wahrend der gesamten Ernteprozedur war es wichtig, die Zellen
kalt zu halten, um die Aktivitdt der DeSUMOylierungsenzyme so weit wie moglich zu

verlangsamen.

3.4.4. Zelllyse

Lysepuffer 8 M Harnstoff
100 mM NaH>PO4
10 mM Tris

In 50 ml H2Opigest. I6sen, pH 8 einstellen und sterilfiltrieren.
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Vor Verwendung: + 10 mM B-Mercaptoethanol
+ N-Ethylmaleinmid (Endkonz. 2,5 pug/ml)
+ Protease-Inhibitoren (PLAC, 200 pg/ml)

Um die Zelllyse unter denaturierenden Bedingungen durchzufihren, wurde das Pellet in 1 ml
kaltem Lysepuffer aufgetaut und in ein 2 ml-Schraubdeckelreaktionsgefald tberfihrt. Der
Aufschluss der Zellen erfolgte mechanisch Uber Scherkrafte, weshalb noch 250 pl
Glaskigelchen hinzugegeben wurden. Der Zellaufschluss wurde im Precellys24 bei 6500 Upm
fur 30 Sekunden durchgefliihrt, wobei dieser Vorgang zehnmal wiederholt wurde. Zwischen
jedem Lyseschritt wurden die Zellen fiir 5 min auf Eis inkubiert, um den Abbau von Proteinen
zu verhindern. Die solubilisierten Proteine, welche fir den weiteren Versuch bendétigt wurden,
wurden von den restlichen Zellbestandteilen getrennt, indem das Lysat ohne die
Glaskigelchen in  ein 1,5 ml-Reaktionsgefal3 Uberfihrt und zentrifugiert wurde
(19314 x g/ 20 min/ 4°C). Um die Lyseeffizienz besser beurteilen zu kdénnen, wurden 25 pl
vom Uberstand entnommen und mit 25 pl HU-Probenpuffer versetzt. Das Pellet wurde in 1 ml
Lysepuffer geldst, es wurde ebenfalls eine Probe von 25 pl entnommen und nach Zugabe von
25 ul HU-Probenpuffer fir 15 min bei 60°C erhitzt, was zum Denaturieren der Proben flhrte.

3.4.5. Reinigung modifizierter Proteine Uber Ni-NTA-Agarose

Waschpuffer 8 M Harnstoff
100 mM NaH:PO4
10 mM Tris

In 50 ml H2Opigest. I6seN, pH 6,4 einstellen und sterilfiltrieren.

Vor Verwendung: + 3,5 mM B-Mercaptoethanol
+ 0,1 % Triton X-100

HU-Puffer: 8 M Harnstoff
200 mM Tris-HCI
1 mMEDTA
5 % SDS
0,1 % Bromphenolblau
97 mM DTT

In H2Ovidest. I0seN, pH 6,8 einstellen und aliquotieren.

Pro Zelllysat wurden 30 pl der Ni-NTA-Agarose-Suspension mit Lysepuffer aquilibriert, bevor

der Uberstand zugefiigt wurde. Die Bindung der SUMOylierten Proteine an die Nickelmatrix
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erfolgte bei 4°C Uber Nacht auf einem Rotator. Die Bindungseffizienz wurde getestet, indem
am Folgetag 25 pl des Uberstands (DF) nach der Bindung entnommen, in HU-Probenpuffer
aufgenommen und denaturiert wurden. Der restliche Uberstand wurde verworfen und die
Nickel-Agarose dreimal mit 1 ml kaltem Waschpuffer gewaschen, bevor die gebundenen
Proteine durch 15-minltige Inkubation bei 60°C mit 30 ul HU-Probenpuffer eluiert und
denaturiert wurden. Es wurden je 15 pl der Eluatproben und je 10 ul der Lysekontrollen auf ein

SDS-Gel aufgetragen und anschliel3end per Westernblot analysiert.

3.4.6. Tandemaffinitatsreinigung (TAP)

TAP-Puffer 50 mM Tris pH 7,5
50-150 mM NacCl
1,5 mM mgCl,
1,5 % (v/v) NP40
1 % (w/v) DDM

In H2Obidest. l0SEN, sterilfiltrieren, bei 4°C lagern.

Elutionspuffer 50 mM Tris pH 7,5
50 mM NacCl
5mM EGTA

In H2Ovigest. lOSEN, Sterilfiltrieren.

PMSF 200 mM PMSF

INn EtOHapsowit I6seN, bei 4°C lagern.

Bei der Tandemaffinitatsreinigung handelt es sich um eine Methode, bei der unter nativen
Bedingungen Proteine und Proteinkomplexe aus einem Zelllysat gereinigt werden kénnen
(Rigaut et al., 1999). Ein Vorteil dieser Methode ist, dass die fir den TAP-tag kodierende
Sequenz Uber homologe Rekombination N- oder C-terminal an die Sequenz des Zielproteins
in das Genom integriert wird. Somit wird das Zielprotein auf seinem naturlichen Syntheselevel
gehalten und die Bildung nicht-physiologischer Proteinkomplexe unterbunden. Die Reinigung
des mit dem TAP-tag fusionierten Zielproteins und seiner Interaktionspartner erfolgt iber zwei
aufeinanderfolgende Affinitatsreinigungsschritte, weshalb diese Methode sehr spezifisch ist,
jedoch auch einige Proteine aufgrund der vielen verschiedenen Schritte verloren gehen
konnen. Der hier eingesetzte TAP-tag (Abbildung 10) verfugt tiber zwei aus dem Protein A von
Staphylococcus aureus stammende IgG-Bindedomanen (ZZ), welche die erste
Affinitatsreinigung Uber IgG-Sepharose ermdglichen. Diese beiden Bindedoménen sind tuber

eine TEV-Spaltstelle von der Calmodulinbindestelle (calmodulin binding peptide=CBP),
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welche die zweite Affinitatsreinigung Uber Calmodulin-Sepharose ermaéglicht, getrennt. Nach
der ersten Affinitatsreinigung kann mit Hilfe der aus dem tobacco etch virus stammenden TEV-
Protease die lgG-Bindedomane abgeschnitten werden. Somit ermdéglicht die TEV-Spaltstelle
eine native Elution, welche schonender als eine denaturierende Elution unter sauren
Bedingungen ist, welche die Proteinkomplexe zerstéren wirde. Die eluierten Proteine werden
dann in einer zweiten Reinigung durch Calcium-abhéngige Bindung an die Calmodulin-
Bindedoménen und anschlieBende Elution mit EGTA-haltigem Puffer noch spezifischer
gereinigt, da hierdurch unspezifische Interaktionen an die IgG-Bindedomanen entfernt werden
(Abbildung 11).

lgG- Calmodulin-
Bindungsdoméne bindendes
C-Terminus von Protein A (Z) Peptid (CBP) N-Terminus

HOOC ProtA(ZZ) i NH,

%

TEV-Protease
Spaltstelle

Abbildung 10: Schematische Darstellung sowie Aminoséuresequenz des TAP-tags.

Der dargestellte TAP-tag enthalt im C-terminalen Bereich die beiden (Z)-Interaktionsdoménen von Protein A gefolgt
von der TEV-Protease Spaltstelle und im N-terminalen Bereich die CBP-Domane. Aufgrund der Anordnung der
Bindebereiche ist dieser TAP-tag geeignet fir C-terminale Fusionen.
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Zielprotein mit
assoziierten Proteinen

Wegwaschen von

+TEV-Protease T Verunreinigungen und
Spaltung mit TEV-Protease

I CBP % Nup2 i

Bindung in Anwesenheit
von CaZ* und Wegwaschen
von Verunreinigungen

A
O N

Elution Gber Calcium-
Komplex-Bildung
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CBP Nup2

Verunreinigungen

+Calcium (CaZ)

+Elutionspuffer
mit EGTA

Abbildung 11: Schematische Darstellung der Tandemaffinitatsreinigung.

Das TAP-Nup2-Fusionsprotein bindet tber die beiden IgG-Bindungsdoméanen von Protein A an IgG-Sepharose.
Nichtgebundene Proteine und Verunreinigungen werden durch Waschschritte mit Puffer weggewaschen, bevor die
Spaltung uber die TEV-Protease erfolgt. Durch Zugabe von Calcium-haltigem Puffer erfolgt die Bindung des
Calmodulin-bindenden Peptids (CBP) an die Calmodulin-Sepharose. Ubrige Verunreinigungen und die TEV-
Protease werden weggewaschen, bevor die Elution unter Verwendung von EGTA-haltigem Puffer erfolgt. EGTA
bildet mit Ca?* Komplexe, was zum Losen der Calcium-induzierten Bindung der CBP-Domane an die Calmodulin-
Sepharose fiihrt (Modifiziert nach Gartmann, 2017).

3.4.7. Zellkultivierung und Herstellung der Zellpellets

Es wurden 300 ml Kulturen der zu untersuchenden TAP-Integrationsstémme sowie deren
Ausgangsstamme vor Integration als Negativkontrolle in YPDaee angeimpft. Uber Nacht
wurden die Kulturen bei 30°C unter Schiitteln inkubiert und am Folgetag in 2 | vorgewdrmtem
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YPDage-Medium auf eine ODsgoo von 0,3-0,4 verdiinnt. Die Zellkulturen wurden anschliel3end
bis zu einer ODsw von 3-3,5 bei 30°C inkubiert und durch Zentrifugation
(4226 x g/ 15 min/ 4°C) in sechs 400 ml Zentrifugenbechern geerntet. Die auf die
verschiedenen GefaRe verteilte Kultur wurde nach Verwerfen des Uberstands in HzOpigest.
aufgenommen, in einem 50 ml-Reaktionsgefald vereint und zentrifugiert
(1300 x g/ 15 min/ 4°C). Das Zellpellet wurde in fliissigem Stickstoff eingefroren und bei -80°C

gelagert.

3.4.8. Mechanische Lyse der Zellen

Die eingefrorenen Zellpellets wurden in einem Wasserbad auf Raumtemperatur schnell
aufgetaut und mit TAP-Puffer auf 25 ml aufgeflllt. Zudem wurden 1/2 Tablette
Proteaseinhibitor sowie 200 pl PMSF und 25 pl 1 M DTT zugegeben und alles zusammen mit
25 ml Glaskugelchen in den Pulverisette-Mahlbecher gegeben. Um maoglichst wenig an Zellen
zu verlieren, wurde das Gefal3 nochmals mit 5 ml TAP-Puffer ausgespult. AnschlieRend
wurden die Mahlbecher verschlossen und in die Planetenmihle eingesetzt. Der Zellaufschluss
erfolgte durch mechanische Lyse der Zellen durch die Glasktigelchen (500 Upm/ 20 min/ 4°C).
Nach der Lyse wurde eine 50 ml Spritze ohne Kolben an einem Stativ befestigt und mit einem
Trichter versehen. Unter die Spritze wurde ein 50 ml-Reaktionsgefal3 gestellt, um das Lysat
aufzufangen, welches durch Filtration durch die Spritze von den Glaskiigelchen getrennt
wurde. Das filtrierte Lysat wurde durch Zentrifugation (4226 x g/ 20 min/ 4°C) von groRReren
Zelltrimmern befreit. Danach wurde der Uberstand zwei weitere Male in je neue vorgekiihlte
Zentrifugenréhrchen Uberfihrt und zentrifugiert (39554 x g/ 20 min/ 4°C) um auch kleinere
Zelltrmmer zu entfernen. In einem 50 ml Reaktionsréhrchen wurden 150 pl 1IgG-Sepharose
mit TAP-Puffer aquilibriert und anschlieBend der Uberstand des Lysats nach der letzten

Zentrifugation zugegeben.

3.4.9. Affinitatsreinigung lUber IlgG-Sepharose

Die Affinitatsreinigung Uber 1gG-Sepharose erfolgte rollend bei 4°C fur 1 1/2 h. Zur Elution
mittels TEV-Protease wurde die IgG-Sepharose inklusive des Lysats auf eine
Chromatographiesdule gegeben und der Durchlauf verworfen. Um moglichst wenig 19G-
Sepharose sowie gebundenes Protein zu verlieren, wurde das 50 ml -Reaktionsgefald zweimal
mit 5 ml TAP-Puffer mit 0,5 mM DTT ausgespult und alles auf die Sdule gegeben. Die Saule
wurde unten verschlossen und es wurden neben 5 ml TAP-Puffer 30 pl gereinigte TEV-
Protease zugegeben. Die Séule wurde dicht verschlossen und tber Nacht rollend bei 4°C
inkubiert. Wahrend dieser Inkubation konnte die TEV-Protease die an die IgG-Sepharose

gebundenen Proteine an der TEV-Schnittstelle abspalten und so von der Sepharose eluieren.
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3.4.10. Affinitatsreinigung Gber Calmodulin-Sepharose

Das Eluat der TEV-Spaltung wurde auf eine neue 10 ml-Chromatographiesaule gegeben und
die erste Saule wurde viermal mit je 1 ml TAP-Puffer ausgespult. Der Durchlauf wurde in der
neuen Saule gesammelt und nach Zugabe von 20 ul CaCl; (1 M), 10 pI DTT (1 M) sowie 150 pl
mit TAP-Puffer &quilibrierter Calmodulin-Sepharose rollend bei 4°C fur 1 1/2 h inkubiert.
Wahrend der Inkubation konnten die Proteinkomplexe, welche das vorher TAP-fusionierte
Protein beinhalteten, an die Calmodulin-Sepharose binden. AnschlieRend wurde der
Durchfluss verworfen und die Sepharose zweimal mit je 5 ml TAP-Puffer mit 1 mM DTT
gewaschen. Das Eluieren der Proteinkomplexe erfolgte durch Zugabe wvon 300 pl
Elutionspuffer und eine 10-minutige Inkubation bei 35°C. Die Elution wurde insgesamt viermal
durchgefuhrt und nach jedem Elutionsschritt wurde das Eluat in einem 1,5 ml-Reaktionsgefald
gesammelt vereinigt und mittels TCA gefallt.

3.4.11. TCA-Fallung der eluierten Proteine

Die im Eluat befindlichen Proteinkomplexe wurden durch Zugabe von 130 pl 100 %-iger TCA
gefallt. Hierzu erfolgte nach Zugabe der TCA und kraftigem Mischen ein 15-mindtiger
Inkubationsschritt auf Eis. Die ausgefallenen Proteine wurden durch Zentrifugation
(11885 x g/ 10 min/ 4°C) pelletiert und anschlieRend in 30 pl 1x-Probenpuffer bei 60°C fir
15 min denaturiert. Pro SDS-Gel wurde 1/3 der Eluatprobe aufgetragen und entweder mit

Coomassie-Brilliant-Blau gefarbt oder mittels Westernblot immunologisch detektiert.

3.4.12. Co-Immunprazipitation (Co-IP)

IP-Puffer 100 mM HEPES pH 7,4
400 mM NacCl
1 mM CacCl
1 % (v/v) Triton X-100

IP-Puffer (ohne NaCl) 100 mM HEPES pH 7,4
1 mM CacCl;
1 % (v/v) Triton X-100

Vor Verwendung pro 10 ml + 100 pl PMSF (200 mM Stockldsung)

+ 66 pl PLAC

+ % Tablette Protease Inhibitor Cocktail
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Die Co-Immunpréazipitation erméglicht die Reinigung von Proteinen und ihren
Interaktionspartnern. Hierzu wurden magnetische, mit Protein A/G gekoppelte Kiigelchen
zunéachst in IP-Puffer aquilibriert und anschliel3end fir 90 min mit 3 pug Antikérper gegen das
zu reinigende Protein sowie 300 ul IP-Puffer inkubiert. Protein A sowie Protein G erkennen die
Fc-Region der Immunglobuline (IgG) und interagieren auf diese Weise mit den schweren
Antikérperketten. Uberschussiger, nicht gebundener Antikdrper wurde durch Waschen mit IP-
Puffer entfernt. Die so vorbereitete Protein A/G-Sepharose wurde Uber Nacht mit dem Zelllysat
inkubiert, welches, wie 3.4.4 beschrieben, unter Verwendung des IP-Puffers statt des in vivo-
Puffers hergestellt wurde. Es wurden 25 ul Proben sowohl vor als auch nach der Bindung
entnommen, um die Effizienz der Bindung an den Antikdrper zu dokumentieren. Der restliche
Uberstand wurde entfernt und die magnetischen Kugelchen wurden dreimal mit IP-Puffer
(125 mM NaCl) gewaschen. Die Elution der gebundenen Proteine erfolgte durch Zugabe von
30 ul 1x-Probenpuffer und Denaturieren bei 70°C fur 15 min.

Die Immunpréazipitation wurde anhand dieses Standardprotokolls durchgefiihrt, wobei
Modifikationen des Protokolls getestet wurden, um die IP von Nup2 zu optimieren, wie in
(Ergebnis 4.8) beschrieben. Eine dieser Modifikationen war die Quervernetzung des
Antikorpers an die magnetische Protein A/G-Sepharose:

Quervernetzung des Antikdrpers:

Losung A 100 mM Tris/HCI pH 8,0

Losung B 200 mM B(OH)s/NaOH pH 9,0
Losung C 200 mM Ethanolamin/HCI pH 8,0
Lésung D 100 mM Glycin pH 2,8

Um Antikérper dauerhaft mit der Protein A/G-Sepharose zu verbinden und eine Elution des
Antikorpers weitestgehend zu verhindern, kann dieser unter Verwendung eines Crosslinkers
guervernetzt werden. Hierzu wurden 100 pl der Protein A/G-Sepharose-Kigelchen zweimal
mit 1 ml der Lésung A &quilibriert. Die magnetischen Kigelchen wurden mit einem Magneten
fixiert und der Uberstand abgenommen. Es folgte eine einstiindige Inkubation mit Antikérper
(12 pg) bei 4°C. Die Sepharose wurde zweimal mit 1 ml Lésung B gewaschen, anschlie3end
wieder in 1 ml Lésung B aufgenommen und der Quervernetzer Dimethylpimelimidat zu einer
Endkonzentration von 20 mM hinzugegeben. Nach 30-minitiger Inkubation Dbei
Raumtemperatur wurde die Losung B inklusive des nicht verbrauchten Quervernetzers

abgenommen und verworfen. Es folgte ein Waschschritt mit 1 ml Lésung C fur 1-2 min bei
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Raumtemperatur. Anschlielend wurden die magnetischen Kiigelchen mit 1 ml Lésung C fir
2 h bei Raumtemperatur schittelnd inkubiert. Nach einer Inkubation fiir 10-15 min mit Lésung
D bei Raumtemperatur wurde der Uberstand verworfen und die Kiigelchen fiir 1-2 min mit
Losung A bei Raumtemperatur inkubiert. Der Uberstand wurde wieder verworfen. Die mit
Antikorper quervernetzte Sepharose konnte nach Zugabe von 1 ml Lésung A mit 0,01 %
Thimerosal bei -20°C aufbewahrt oder direkt fur eine Co-Immunpréazipitation verwendet

werden.
3.5. Zellbiologische Methoden

3.5.1. In vivo-Fluoreszenzmikroskopie

Mit Hilfe der Fluoreszenzmikroskopie lasst sich die Lokalisation fluoreszenzmarkierter Proteine
analysieren. Hierzu wird an das zu untersuchende Protein ein tag fusioniert, wobei in dieser
Arbeit ausschlie3lich GFP-fusionierte Proteine analysiert wurden. Bei GFP handelt es sich um
das griin fluoreszierende Protein, welches bei einer Wellenlange von 475 nm angeregt wird,
weshalb man seine Fluoreszenz unter  Verwendung des FITC-Kanals
(Fluoresceinisothiocyanat-Kanals) mikroskopisch detektieren kann. Es handelt sich hierbei um
ein aus der Qualle Aequorea victoria stammendes Fluorochrom.

Selektivmedium wurde mit dem zu analysierenden Hefestamm angeimpft und bis zu einer
ODsoo von 0,4 wachsen gelassen. 500 pul dieser Kultur wurden in ein 1,5 ml-Reaktionsgefard
Uberfuhrt und die Zellen pelletiert (2943 x g/ 3 min/ RT). Durch Abnahme von circa 400 pl des
Uberstands wurden die Zellen eingeengt und in dem verbliebenen Medium resuspendiert.
AnschlieRend wurden 5 pl der Zellen auf einen Objekttrager pipettiert und mit einem Deckglas
eingedeckt. Die Zellen wurden mittels Fluoreszenzmikroskopie angeschaut und mit einer
Kameraaufnahme dokumentiert.

Zum Teil wurden Zellen mit Galaktose-induzierbaren Plasmiden untersucht, diese wurden in
2 ml Selektivmedium mit Glukose Uber Nacht kultiviert und am Folgetag in Selektivmedium mit
Raffinose auf eine ODgoo von 0,02-0,05 verdiinnt. Uber Nacht verdichtete sich die Kultur auf
eine ODgoo von ~0,3. Durch Zugabe von Galaktose fir eine Inkubationszeit von 2-3 h wurde
die Synthese der Fusionsproteine induziert und diese wurden dann mit dem

Fluoreszenzmikroskop detektiert.
3.5.2. Wachstum von S. cerevisiae unter Stressbedingungen

3.5.3. Untersuchung der Stressantwort auf Agar-Platten

Der Stresstest wurde verwendet, um zu untersuchen, ob die SUMOylierung von Nup2 einen
Einfluss auf die Stressantwort hat bzw. ob SUMOylierungsmutanten einen phanotypischen

Unterschied im Wachstum bei Stress zeigen. Die hierzu verwendeten Stdmme wurden Uber
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Nacht in YPDage kultiviert und in 10 ml YPDage auf eine ODgoo Von 0,3 verdiinnt. Bei einer ODeoo
von etwa 0,8 wurden 200 pl der verschiedenen Stdmme in eine Mikrotiterplatte gegeben.
Wichtig hierbei war, dass die zu vergleichenden Stamme eine vergleichbare Zellzahl
aufwiesen. In die folgenden Vertiefungen wurden je 180 pl H2Opidest. VOrgelegt und eine
Verdinnungsreihe hergestellt (1:10; 1:100; 1:1.000; 1:10.000; ... oder 1:5; 1:25; 1:125; 1:625;
...). Zum gleichmafligen Auftragen der Proben auf die Platten wurde ein Replikationsstempel
benutzt, welcher vor Benutzung durch Abflammen sterilisiert wurde.

Aufgestempelt wurden die Proben auf YPDage-Platten, welche unterschiedliche Zusatze (KCl,
Sorbitol) enthielten auf Platten ohne Zusétze als Positivkontrollen, um das gleichmafige
Wachstum ohne Stress analysieren zu kdnnen. Die Platten wurden bei 30°C inkubiert und

nach ein, zwei bzw. drei Tagen wurde das Zellwachstum mit Scanneraufnahmen dokumentiert.

3.5.4. Untersuchung des Zellwachstums in KCl-haltigem Flissigmedium

Die zu untersuchenden Hefestamme, wurden tber Nacht in YPDage kultiviert und am Folgetag
in 100 ml YPDage sowie YPDage mit 1 M KCI auf eine ODeyo von etwa 0,1 verdinnt. Um
zeitabhangig das Zellwachstum zu vergleichen, wurde tber 12,5 h zu bestimmten Zeitpunkten
die ODeoo der Zellkulturen bestimmt und zur visuellen Darstellung in einem Punktdiagramm

aufgefihrt.

3.5.5. Lokalisierung chromosomaler Loci mittels Fluoreszenzmikroskopie unter

Verwendung des Lacl/LacO Systems

Induzierbare Gene, wie beispielsweise INO1, GAL1 oder HXK1, sind in aktiviertem Zustand
mit der nukledren Peripherie assoziiert, wobei an dieser Lokalisation auch Nukleoporine wie
Nup2 beteiligt sind (Casolari et al., 2004; Dieppois und Stutz, 2010). In dieser Arbeit wurde die
Aktivitat von INO1 und GAL1 uber ihre Lokalisation untersucht. Zur Untersuchung der
Lokalisation chromosomaler Loci wurden Hefezellen verwendet, welche ein mCherry-
markiertes ER-Protein synthetisieren, um die Kernhille detektieren zu kénnen. Zudem wurde
am zu untersuchenden Locus ein Lac-Operator (LacO-Array) integriert, welcher mit einem
GFP-markierten Lac-Repressor (GFP-Lacl) interagiert und das zu untersuchende Gen mithilfe
des fluoreszierenden Proteins sichtbar macht. Die verwendeten Stamme enthielten bereits
dieses Lacl/LacO-System und wurden vom Brickner-Labor zur Verfligung gestellt (Egecioglu
et al., 2014).
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Abbildung 12: Vereinfachte schematische Darstellung der Herstellung von Zellen zur Untersuchung
chromosomaler Loci.

URAS3 dient in diesem Fall als Beispiel fiir einen zu untersuchenden chromosomalen Locus, wobei in dieser Arbeit
INO1 und GAL1 analysiert wurden. Das Plasmid mit der Sequenz des zu analysierenden Gens und dem Lac-
Operator wurde in der Sequenz des Locus geschnitten und Uber homologe Rekombination in Zellen eingebracht,
welche in dem zu analysierenden Gen eine Mutation tragen. Durch den Einbau des Plasmids entsteht neben der
mutierten Version des Gens eine funktionale Version, welche sich in direkter Nahe des Lac-Operators befindet. In
diese Zellen wurde ein weiteres Plasmid integriert, welches den Lac-Repressor sowie die Sequenz fir GFP enthalt.
Das Lac-Repressor-GFP-Konstrukt bindet an den Lac-Operator, weshalb Uber das GFP das zu untersuchende Gen
in Form eines grun fluoreszierenden Punkts lokalisiert werden kann. Die Kernhiille sowie die Zellmembran werden
Uber die mCherry-markierte L-TM-Doméne des Heh2-Proteins lokalisiert, welches ebenfalls tber homologe
Rekombination in die Zellen integriert wurde.
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Abbildung 12 zeigt eine vereinfachte schematische Darstellung des Lacl/LacO-Systems.
Hierzu wurde ein Plasmid, welches neben dem zu untersuchenden Gen noch einen Lac-
Operator enthalt, Uber Restriktionsenzyme im Gen gespalten und anschlieRend in Hefezellen
transformiert, welche eine Mutation im zu untersuchenden Gen haben. Uber homologe
Rekombination wurde es an der Stelle des mutierten Gens integriert, wodurch zusatzlich zu
dem mutierten Gen die normale Version des Gens zusammen mit dem Lac-Operator gebildet
wurde. In diese Zellen wurde zusatzlich ein GFP-markierter Lac-Repressor eingebaut, welcher
nun das LacO-markierte Gen erkennt und daran bindet, weshalb Uber das GFP-Protein das
zu untersuchende Gen lokalisiert werden kann. Die Darstellung der Kernhille erfolgte durch
Integration eines Plasmids mit mCherry-markierter Heh2/L-TM-Domaéane, welches mit dem

Restriktionsenzym BstXI geschnitten und im TRP1-Gen in Hefezellen integriert wurde.

Bei den untersuchten Stammen handelte es sich um Anup2-Zellen, welche noch mit dem
ebenfalls von Brickner zur Verfliigung gestellten mCherry-Plasmid sowie mit Plasmiden,
welche fur NUP2 beziehungsweise NUP2-2xKR kodieren, transformiert wurden. Da eine zu
hohe Zelldichte zu einem schlecht auswertbaren Signal fuhrt, wurden die Zellen tiber Nacht in
entsprechendem Selektivmedium so stark verdinnt angeimpft, dass am Folgetag die ODsoo
von 0,3 nicht Gberschritten wurde, oder nochmals auf 0,1 verdinnt und weiter kultiviert. Fur
den Versuch wurden die Zellen pelletiert (1535 x g/ 5 min/ RT), in Wasser gewaschen und auf
zwei Rohrchen aufgeteilt, wobei eines das zuvor verwendete Selektivmedium enthielt und das
andere je nach Versuch Medium ohne Inositol bzw. mit Galaktose statt Glukose beinhaltete.
Die nicht induzierten Zellen wurden direkt fluoreszenzmikroskopisch analysiert, wahrend die
anderen Zellen fur 1-2 Stunden induziert und anschlieend untersucht wurden. Um einen
Uberblick Giber den gesamten Zellkern zu bekommen, wurde ein z-stack von 10-15 Bildern
gemacht, wobei alle 0,3 um eine neue Aufnahme gemacht wurde. Es wurden Aufnahmen
gemacht, um das Uber GFP sichtbar gemachte Gen zu lokalisieren, sowie um das mCherry-
markierte ER-Protein zu detektieren, welches die Kernhille sichtbar macht. Beide Aufnahmen
einer jeden Ebene wurden zusammengeflgt und anschlielend ausgewertet, indem die
raumliche Nahe des mit GFP-sichtbar gemachten Gens und der Uber mCherry dargestellten
nukledren Peripherie analysiert wurde. Befindet sich das Gen in der Peripherie, so werden die
Zellen als aktiv gewertet. Ist das GFP-Signal im Nukleoplasma, wird das Gen als inaktiv

gewertet.
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4. Ergebnisse

Nup2 wurde bereits anhand friherer Untersuchungen als potentiell SUMOylierbares Protein
identifiziert. Es wurden in silico-Analysen zur Vorhersage mdéglicher SUMOylierungsstellen
sowie in vitro-Versuche zur Verifizierung der vorhergesagten Stellen durchgefiihrt. Anhand
von in vitro-SUMOylierungsversuchen wurden SUMOylierungsstellen ausfindig gemacht,
welche in vivo bestatigt und charakterisiert werden sollten. Erste in vivo-Experimente wurden
bereits durchgefiihrt, fihrten jedoch nicht zu eindeutigen Ergebnissen beziehungsweise
wurden missinterpretiert (Folz, 2014). In der vorliegenden Arbeit sollten die in vivo-Ergebnisse
nochmals genauer analysiert und verifiziert sowie mégliche phéanotypische Veranderungen
analysiert und charakterisiert werden.

4.1. In vivo-SUMOylierung von Nup?2

Zum Nachweis einer potenziellen SUMOylierung von Nup2 wurden Ni-NTA-Agarose-
Bindeversuche unter denaturierenden Bedingungen durchgefiihrt. Die denaturierenden
Bedingungen waren erforderlich, um eine mogliche DeSUMOylierung lber Proteasen
weitestgehend zu verhindern.

SUMOylierte Proteine liegen in Zellen unter normalen Bedingungen meist nur in geringen
Mengen vor, weshalb die Detektion dieser Proteine erst durch ihre Reinigung und folglich
Anreicherung mdglich wird. Zum Reinigen der SUMOylierten Proteine wurde in den zu
untersuchenden Stamm ein Plasmid transformiert, welches ein liber Kupfer induzierbares, mit
einem 6His- oder 7His-tag markiertes SMT3 enthalt. Zudem ist die Anwesenheit einer htheren
Menge an Ubc9 ebenfalls von Vorteil, um die SUMOylierung zu steigern, weshalb zum Teil
neben dem Plasmid fir SMT3 noch ein Plasmid, welches fiir UBC9 kodiert, mit in den zu

untersuchenden Stamm transformiert wurde.

4.1.1. Nup2 wird in vivo nach Osmosestress SUMOyliert

In Lewicki et al. (2015) wurde der Einfluss verschiedener Stressoren wie Ethanol, Sorbitol und
KClI auf die GesamtSUMOylierung verschiedener Proteine untersucht. Anhand
massenspektrometrischer Analysen wurde gezeigt, dass osmotischer Stress zu einer erhdhten
SUMOylierung fihrt, unter anderem auch von Nup2 (Lewicki et al., 2015). Aus diesem Grund
wurde der osmotische Schock sowie auch Alkoholstress als eine Bedingung gesehen, unter
der die SUMOQylierung von Nup2 mdaglicherweise gut nachweisbar ist. In einem ersten Versuch
wurden die im oberen Anschnitt erwdhnten Plasmide fur 6HIS-SMT3 und UBC9 in den
Wildtypstamm transformiert. Die Zellen wurden, wie in 3.4.3 beschrieben, kultiviert. Kurz vor
der Ernte wurden die verschiedenen Stressoren zu den Zellen gegeben, um eine mogliche
Zunahme des SUMOylierten Nup2 zu detektieren. Als Stressor wurde zum einen KCI mit einer
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Endkonzentration von 1 M verwendet, welches 15 min vor Ernte zugegeben wurde. Des
Weiteren wurde eine Kultur fir 30 min mit Ethanol mit einer Endkonzentration von 10 %
behandelt. Sowohl 5 min als auch 30 min vor der Ernte wurde Sorbitol mit einer
Endkonzentration von 1 M zu je einem Teil der Kultur hinzugegeben. Neben diesen vier
behandelten Proben wurde eine unbehandelte Probe sowohl mit wie auch ohne Plasmide
mitgefuihrt, um einerseits die stressabhangige Anderung der SUMOylierung und andererseits
die SUMOylierung an sich detektieren zu kénnen. Um die Effizienz des Versuchs zu
Uberprufen, wurde nach der Zelllyse und dem Entfernen der Zellbestandteile jeweils eine
Probe des Uberstands und der durch Zentrifugation entfernten Zellbestandteile, welche sich
im Pellet befinden, entnommen. Wie in Abbildung 13B zu sehen, war die Lyse von Nup2
erfolgreich und der GroRteil des Proteins konnte in den Uberstandsproben detektiert werden,
wahrend in den Pellets nur wenig bis kein Nup2 vorhanden war. Ebenfalls in dieser Abbildung
zu sehen ist die Synthese von Smt3 sowie die Reinigungseffizienz SUMOylierter Proteine.
Smt3 war hauptsachlich in den Uberstandsproben detektierbar, wahrend in den
Durchflussproben, welche nach der Bindung an die Ni-NTA-Agarose entnommen wurden, kein
SUMO mehr vorhanden war. Die Zellen, welche kein SMT3-Plasmid enthielten, zeigen kein
Signal fiir Smt3. Die in Abbildung 13A gezeigten Eluat- und Uberstandsproben lassen auf die
Menge an SUMOyliertem Nup2 schlie3en. In der Probe ohne zusétzliches SMT3-Plasmid ist
im Eluat keine SUMOYylierung fiir Nup2 erkennbar, obwohl die Menge an Nup2-Gesamtprotein
in der Uberstandsprobe hoch war. Auch in der Probe, welche sowohl SMT3 als auch UBC9
enthalt, ist keine SUMOylierung detektierbar, ebenso in der mit 10 % EtOH behandelten
Probe. Die Proben, welche mit dem Salz Kaliumchlorid bzw. dem Zuckeralkohol Sorbitol
behandelt wurden, zeigen hingegen zwei klare Banden bei etwa 140 und 150 kDa, welche
anhand der Kontrolle ohne zuséatzliches SMT3 klar fir SUMOylierung sprechen. Es ist jedoch
Zu beobachten, dass die Menge des SUMOylierten Nup2 in den verschiedenen Proben
variiert. Die Probe, welche mit KCI behandelt wurde, zeigt ein wesentlich starkeres Signal als
die mit Sorbitol behandelten Zellen, obwohl die Gesamtmenge von Nup2 in dieser Probe
geringer ist, wie anhand der Uberstandsproben zu erkennen ist. Zudem lasst sich beobachten,
dass die Menge an SUMOyliertem Nup?2 bei einem langeren osmotischen Schock mit Sorbitol
geringer wird. Aufgrund der starkeren SUMOylierung von Nup2 nach Behandlung mit 1 M KCI
im Vergleich zur unbehandelten beziehungsweise mit EtOH oder Sorbitol behandelten Probe
wurde dieser Stressor fur weitere Versuche beibehalten. Prinzipiell bleibt noch zu erwdhnen,
dass Smt3 ein kleines Protein von nur etwa 15 kDa ist. Der Grol3enunterschied zwischen Nup2
und Nup2-Smt3 hingegen entspricht jedoch eher 30-40 kDa, was die Vermutung zulasst, dass
es sich um eine zweifache beziehungsweise bei der zweiten Bande um eine mehrfache
SUMOylierung handelt. Ob es sich hierbei um eine Doppel- bzw. MehrfachSUMOylierung an

einem Lysinrest oder um EinfachSUMOylierungen an verschiedenen Lysinresten handelt,
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lasst sich an dieser Stelle nicht sagen. Andererseits hat sich in Versuchen mit anderen
Proteinen gezeigt, dass die SUMO-Produkte meist hoher laufen als es ihrem Molekulargewicht
entspricht, weshalb die untere Bande auch einer EinfachSUMOylierung entsprechen konnte.
Nup2 zeigt eine verstarkte SUMOylierung infolge von Osmosestress, nicht jedoch nach

Ethanolstress.

A
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+SMT3 +UBC9
- - + KCl + EtOH + Sorbitol
15' 30" 5 30'
* * * < -
}NupZ-Smt3
130 * * * <
100 — — W~ w—w <— Nup2
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Abbildung 13: In vivo-SUMOylierung von Nup2 unter verschiedenen Stressbedingungen.

Der Wildtypstamm (GSY170) wurde mit den fir 6HIS-SMT3 (pGS2311) sowie UBC9 (pGS2169) kodierenden 2p-
Plasmiden transformiert und in kupferhaltigem (100 uM CuSOs4) SD-Medium bis zu einer ODsoo von 0,8 kultiviert.
Zur Kontrolle wurde der Stamm auch ohne Plasmide mitgefuhrt. Die Zellen wurden durch Zugabe von 1 M KCI fir
15 min, durch Zugabe von 10 % EtOH fiir 30 min oder durch Inkubation mit 1 M Sorbitol fir 5 bzw. 30 min gestresst,
bevor 50 OD-Einheiten geerntet wurden. Es wurden zudem auch 50 OD-Einheiten der Kultur vor der
Stressbehandlung geerntet. Die Zellen wurden unter denaturierenden Bedingungen aufgeschlossen und das Lysat
durch Zentrifugation von Zellfragmenten befreit, bevor Giber Nacht die Bindung SUMOylierter Proteine an die Ni-
NTA-Agarose erfolgte. Zur Kontrolle der Lyseeffizienz wurden nach der Zentrifugation Proben von Uberstand (U)
und Pellet (P) entnommen. Die Bindungseffizienz an die Ni-NTA-Agarose wurde durch eine Durchflussprobe (DF)
verifiziert. Die Ni-NTA-Agarose wurde mit Puffer gewaschen und anschliel3end wurden die gebundenen Proteine
durch 15-minitiges Erhitzen auf 60°C nach Zugabe von HU-Probenpuffer eluiert. Die Eluate (A) wurden in einem
8 %-igen und die Lysekontrollen (B) in einem Stufengel (8 %-15 %) aufgetrennt und auf eine PVDF-Membran
transferiert. Die Eluatproben wurden durch Inkubation mit Nup2-N-Primarantikbrper sowie dem entsprechenden
POD-gekoppelten (anti-Kaninchen) Sekundarantikdrper analysiert. Die Analyse der Lyseproben erfolgte unter
Verwendung der gleichen Antikdrper, wobei noch ein zweiter Primarantikbrper gegen Smt3 verwendet wurde,
welcher mit dem gleichen Sekundéarantikdrper detektiert wurde. Die Molekularmassen wurden mit Hilfe eines
Proteinstandards bestimmt und sind links in kDa angegeben. A: Eluatproben mit SUMOyliertem Nup2 (*) unter
verschiedenen Stressbedingungen sowie Uberstandsproben zur Analyse des gesamten Nup2-Gehalts in den
verschiedenen Proben. B: Synthese-, Lyse- und Bindungskontrolle von Nup2 und Smt3.
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4.1.2. Nup2-2xKR wird nicht SUMOyliert
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Abbildung 14: In vivo-SUMOylierung von Nup2-WT und Nup2-2xKR nach Osmosestress mittels KCl sowie

in vivo-SUMOylierung der Einzel- und Doppelmutanten in Aulp2.

A und B zeigen die Ergebnisse der NUP2-2xKR-Mutante (GSY1488), sowie des dazugehérigen integrierten
Wildtyps (GSY1487), welche mit 6HIS-SMT3 (pGS2311) sowie UBC9 (pGS2170) transformiert wurden. C und D
zeigen die Eluat- und Lyseproben des mit 7HIS-SMT3 (pGS2036) sowie UBC9 (pGS2170) transformierte Aulp2-
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Stammes (GSY1255), welcher neben dem genomischen NUP2 zusétzlich ein 2u-Plasmid enthélt, welches fur
NUP2-3xHA (pGS2010), NUP2-K170R-3xHA (2086), NUP2-K153R-3xHA (pGS2116) oder NUP2-2xKR-3xHA
(pGS2117) kodiert. Die zu untersuchenden Zellen wurden in kupferhaltigem (100 uM CuSOa4) SD-Medium bis zu
einer ODeoo von 0,8 wachsen gelassen. Zur Kontrolle wurden fir B die jeweiligen Stdmme auch ohne zusétzliche
Plasmide fir SMT3 und UBC9 mitgefiihrt. AnschlieRend wurden die Zellen durch Zugabe von 1 M KCI fiir 15 min
einem osmotischen Schock unterzogen, bevor 50 OD-Einheiten geerntet wurden. Die Lyse, Bindung, Elution und
Detektion wurden nach dem Standardprotokoll wie in Abbildung 13 beschrieben durchgefiihrt. Die Eluatproben
wurden durch Inkubation mit Nup2-N-Priméarantikbrper sowie dem entsprechenden POD-gekoppelten
Sekundérantikorper (anti-Kaninchen) bzw. mit Primarantikérper gegen HA und POD-gekoppeltem
Sekundarantikorper (anti-Maus) analysiert. Die Analyse der Lyseproben erfolgte unter Verwendung der gleichen
Antikdrper, wobei noch ein weiterer Primarantikérper gegen Smt3 verwendet wurde, welcher ebenfalls mit POD-
gekoppeltem Sekundarantikdrper gegen Kaninchen detektiert wurde. Die Molekularmassen wurden mit Hilfe eines
Proteinstandards bestimmt und sind links in kDa angegeben. A und C: Eluatproben mit SUMOyliertem Nup2 (*)
sowie Uberstandsproben zur Analyse des gesamten Nup2-Gehalts in den verschiedenen Proben. B und D:
Synthese-, Lyse- und Bindungskontrolle von Nup2 und Smt3. TCA entspricht dem Gesamtzelllysat. Das Lysat
wurde durch Zentrifugation getrennt in Uberstand vor der Bindung (U) und Pellet (P) und der Durchfluss ist der
Uberstand nach der Bindung (DF).

Die bereits in in vitro-Versuchen bestatigten SUMOylierungsstellen von Nup2 an den
Lysinresten an Position 153 und 170 sollten auch in vivo verifiziert werden. Hierzu wurden die
NUP2-WT bzw. NUP2-2xKR Integrationsstamme sowohl mit SMT3 als auch mit dem fir UBC9
kodierenden Plasmid transformiert und Proben sowohl ohne als auch mit osmotischem Schock
Uber 1 M KCI hergestellt. Die in Abbildung 14B gezeigte Lysekontrolle belegt, dass die Lyse
erfolgreich war und Nup2 nur im Uberstand, aber nicht im Pellet vorliegt. Zudem ist zu
erkennen, dass die Synthese von Smt3 gleichméaRig ist und SUMOylierte Proteine erfolgreich
gereinigt wurden. In der mit KCl behandelten Probe der 2xKR-Mutante ist bei der Lysekontrolle
kein Signal fur Smt3 erkennbar, was ein Detektionsproblem zu sein scheint, da sowohl in der
Uberstand- als auch der Durchflussprobe das solubilisierte Nup2 nachweisbar ist und diese
Probe aus der gleichen Kultur wie die Zellen ohne Stressbehandlung entnommen wurde.
Daher ist auch auszuschliel3en, dass es sich um eine verringerte Syntheserate von Smt3
handelt. Die in Abbildung 14A gezeigten Eluat- und Uberstandsproben zeigen eine einheitliche
Gesamtmenge von Nup2, jedoch sind nur in der mit KCl gestressten Wildtypprobe zwei
Signale, welche Nup2-Smt3 darstellen, zu erkennen. Die Menge an SUMOyliertem Nup2 ist
insgesamt aber sehr gering. Anhand dieses konnte Versuchs gezeigt werden, dass es sich bei
der NUP2-2xKR-Mutante um die nicht mehr SUMOylierbare Form von Nup2 handelt.

4.1.3. Der Lysinrest an Position 170 ist die essentielle SUMOylierungsstelle

Die SUMOylierung von Nup2 war in dem NUP2-WT-Integrationsstamm nur sehr schwach
detektierbar, weshalb zur Klarung der essentiellen SUMOylierungsstelle nicht weiterhin
Integrationsstémme, sondern mit fur NUP2-WT-HA, NUP2-2xKR-HA oder fir die
Einzelmutanten NUP2-K153R-HA bzw. NUP2-K170R-HA kodierenden 2p-Plasmiden
transformierte Stamme verwendet wurden. Das 2u-Plasmid sorgt durch eine Uberexpression
fur einen hoheren Gehalt an Nup2-HA beziehungsweise den mutierten Nup2-HA-Versionen.
Um die SUMOylierung von Nup?2 langere Zeit aufrecht zu erhalten, wurde kein Wildtypstamm,

sondern ein Aulp2-Stamm verwendet, in welchem das DeSUMOylierungsenzym Ulp2 fehlt und
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die SUMOylierung deshalb weniger effizient abgebaut wird (Li und Hochstrasser, 2000;
Bylebyl et al., 2003).

Da neben den transformierten 2u-Plasmiden von Nup2 auch noch das genomisch
synthetisierte Nup2 in den Zellen enthalten war, wurde ein HA-Primarantikérper verwendet,
um das Uber das Plasmid synthetisierte Nup2 zu detektieren. Die Lyse sowie die Effizienz der
Reinigung SUMOylierter Proteine konnte anhand der in Abbildung 14D gezeigten
Lysekontrolle nachgewiesen werden. Anhand der in Abbildung 14C dargestellten Eluat- sowie
Uberstandsproben konnten Unterschiede in der SUMOylierungseffizienz der verschiedenen
Nup2-Versionen gezeigt werden. Sowohl die NUP2-WT-HA-Version sowie die NUP2-K153R-
HA-Version zeigten eindeutige zusétzliche Banden, welche auf eine SUMOylierung hinweisen,
da sie nur in den Proben zu sehen sind, in welchen SMT3 enthalten ist. Die Bandensignale
sehen in den Eluaten von NUP2-WT-HA und NUP2-K153R-HA sowohl mit als auch ohne
osmotischen Stress in etwa gleich stark aus. Betrachtet man jedoch den Gesamtgehalt von
Nup2 in den Uberstandsproben und vergleicht ihn mit der Menge an SUMOyliertem Protein,
gelangt man zu dem Schluss, dass die SUMOylierungseffizienz nach Behandlung mit 1 M KClI
hoher ist als ohne. Anhand dieses Versuchs wurde auch in vivo gezeigt, dass es sich bei dem
Lysinrest an Position 170 um die HauptSUMOylierungsstelle und bei dem Lysinrest an Position
153 um eine weitere, aber schwachere SUMOylierungsstelle handelt.

4.1.4. Die NLS-Importmutante srpl-54 sowie Anup60 zeigen eine starkere
SUMOylierung von Nup?2

Nup2 ist sowohl am NLS-Import tber Srpl beteiligt als auch fur die Stabilitdét von Nup60
verantwortlich (Solsbacher et al., 2000; Latta, 2011). Zudem ist Nup2 Uber Nup60 an der
Kernhiille lokalisiert (Denning et al., 2001). Aufgrund dessen sollte in der mit SMT3
transformierten Importin a-Mutante srpl-54 sowie in der nup60 knockout-Mutante die
SUMOylierung von Nup2 analysiert werden. Neben den beiden zu testenden Stammen wurde
als Kontrolle der Wildtyp sowohl mit als auch ohne zusatzliches SMT3 mitgefiihrt. In beiden
Stammen war keine SUMOylierung von Nup2 detektierbar, wahrend in der Importin a-Mutante
bereits zwei schwache und in der Anup60-Mutante zwei wesentlich starkere
SUMOylierungsbanden zu erkennen waren, welche fir SUMOyliertes Nup2 sprechen
(Abbildung 15A). Sowohl Lyse als auch Synthese und Bindung waren vergleichbar (Abbildung
15B). Auch in der Importin B-Mutante rsl1-1 mit zuséatzlichem SMT3 wurde eine verstarkte
SUMOylierung von Nup2 hauptséchlich nach osmotischem Schock detektiert (Daten nicht
gezeigt).

Somit wird die SUMOylierung von Nup2 in Abwesenheit seiner Interaktionspartner Nup60 und

Srpl beginstigt.
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Abbildung 15: In vivo-SUMOylierung von Nup2 in srp1-54 ts, einem Stamm mit Importdefekt, und Anup60.
Der Wildtyp (GSY170), der srpl-54 ts Stamm (GSY664) sowie der Anup60-Stamm (GSY1386) wurden mit den fir
6HIS-SMT3 (pGS2311) sowie UBC9 (pGS2169) kodierenden 2p-Plasmiden transformiert und in kupferhaltigem
(100 pM CuSO0O4) SD-Medium bis zu einer ODeoo von 0,8 wachsen gelassen. Zur Kontrolle wurde der Wildtyp auch
ohne zuséatzliche Plasmide mitgefiihrt. Die Lyse der Zellen sowie die Reinigung und Detektion erfolgte nach dem in
Abbildung 13 beschriebenen Standardprotokoll. Die Eluatproben wurden durch Inkubation mit Nup2-N-
Priméarantikdrper sowie dem entsprechenden POD-gekoppelten (anti-Kaninchen) Sekundéarantikérper analysiert.
Die Analyse der Lyseproben erfolgte unter Verwendung der gleichen Antikdrper, wobei noch ein weiterer
Primé&rantikdrper gegen Smt3 verwendet wurde, welcher ebenfalls mit POD-gekoppeltem Sekundéarantikdrper
gegen Kaninchen detektiert wurde. Die Molekularmassen wurden mit Hilfe eines Proteinstandards bestimmt und
sind links in kDa angegeben. A: Eluatproben mit SUMOyliertem Nup2 (*) sowie Uberstandsproben zur Analyse des
gesamten Nup2-Gehalts in den verschiedenen Proben. B: Synthese-, Lyse- und Bindungskontrolle von Nup2 und
Smt3. Das Lysat wurde durch Zentrifugation getrennt in Uberstand vor der Bindung (U) und Pellet (P) und der
Durchfluss ist der Uberstand nach der Bindung (DF).

4.1.5. Das Fehlen von Ulp2 fiihrt zur PolySUMOylierung von Nup2

Ulp2 ist eine der beiden Smt3-Dekonjugasen (Li und Hochstrasser, 2000), weshalb getestet
wurde, wie sich das Fehlen dieses Enzyms auf den SUMOylierungsstatus von Nup2 auswirkt.
In Abbildung 16B ist die Lysekontrolle von Nup2 sowie die Synthese- und Bindungseffizienz
von Smt3 in Aulp2-Zellen dargestellt. Das Pellet enthalt wie erwartet kein Nup2, wahrend die
Uberstandsproben Signale firr das solubilisierte Nup2 zeigen. Auch der Smt3-Gehalt ist in den
Uberstandsproben gut erkennbar, wahrend im Durchfluss kein Signal mehr detektierbar ist.
Die Eluatproben, welche in Abbildung 16A gezeigt sind, weisen eine starke PolySUMOylierung
nach KCI-Stress auf, wenn SMT3 enthalten ist, und ein viel starkeres SUMOylierungssignal,
wenn neben SMT3 noch UBC9 enthalten ist. Neben den sonst Ublichen
SUMOylierungssignalen bei 140 kDa und 150 kDa ist noch eine dritte Bande detektierbar. Die
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mit KCI behandelte Probe, welche SMT3 allein enthalt, weist drei gleich starke Banden auf. In
Anwesenheit von SMT3 und UBC9 verstarkt sich vor allem die untere Bande, die obere Bande
bleibt fast unverandert und die mittlere zeigt ein etwas starkeres Signal. Somit steigt nicht nur
die Menge an SUMOyliertem Nup2 in Aulp2, sondern es &andert sich auch die Art des

SUMOylierungsmusters, was auf eine verstarkte PolySUMOylierung von Nup2 hindeutet.

4.1.6. Ulpl und Ulp2 sind in ihrer DeSUMOylierungsfunktion beziglich Nup2 nicht

redundant

Nachdem die SUMOylierung von Nup2 in dem Aulp2-Stamm getestet wurde, wurde auch die
SUMOylierung in der temperatursensitiven DeSUMOylierungsmutante ulp1-133 bei der nicht-
permissiven Temperatur von 37°C getestet. Sowohl die in Abbildung 16D gezeigte
Lyseeffizienz als auch die Synthese- und Bindungseffizienz von Nup2 waren effizient. In
Abbildung 16C sind die entsprechenden Eluat- und Uberstandsproben gezeigt. Zwischen den
Proben, welche durch Zugabe von KCI gestresst wurden, und den ungestressten Zellen gab
es  keinen Unterschied bezuglich des  SUMOylierungsmusters  und  der
SUMOylierungseffizienz, was darauf hindeutet, dass die SUMOylierung in dieser Mutante nicht
stressabhangig ist. Das SUMOylierungsmuster unterscheidet sich jedoch stark von dem in
Aulp2-Zellen. Wahrend im Aulp2-Stamm eine zusatzliche Bande auftrat, sind im ulp1-133 ts-
Stamm wie auch schon im Wildtyp (Abbildung 13A) nur zwei Banden detektierbar, was auf
eine geringere PolySUMOylierung hinweist. Zudem weisen die Ergebnisse fur ulp1-133 ts auf
eine erhdhte GrundSUMOylierung von Nup2 hin, welche nicht (iber Osmosestress induziert

ist.
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Abbildung 16: In vivo-SUMOylierung von Nup2 in den DeSUMOylierungsmutanten Aulp2 und ulp1-133 ts.

Der Aulp2 Stamm (GSY1255) wurde mit den fur 7HIS-SMT3 (pGS2036) sowie UBC9 (pGS2169) kodierenden 2p-
Plasmiden und der ulp1-133 ts Stamm (GSY1257) mit dem fiur 6HIS-SMT3 (pGS2310) kodierenden Plasmid
transformiert. Die Kultivierung erfolgte in kupferhaltigem (100 uM CuSO4) SD-Medium bis zu einer ODeoo von 0,8.
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Zur Kontrolle wurde der jeweilige Stamm ohne zusétzliche Plasmide sowie fir Aulp2 mit je nur einem der beiden
Plasmide mitgefuihrt. AnschlieBend wurde ein Teil der Zellen durch Zugabe von 1 M KCI 15 min lang einem
Osmosestress unterzogen, wahrend der andere Teil unbehandelt blieb. Die weitere Behandlung der Zellen sowie
die Reinigung und Detektion erfolgte nach dem Standardprotokoll (Abbildung 13). Die Eluatproben wurden durch
Inkubation mit Nup2-N-Priméarantikbrper sowie dem entsprechenden POD-gekoppelten (anti-Kaninchen)
Sekundérantikorper analysiert. Die Analyse der Lyseproben erfolgte unter Verwendung der gleichen Antikorper,
wobei noch ein weiterer Primarantikdrper gegen Smt3 verwendet wurde, welcher ebenfalls mit POD-gekoppeltem
Sekundérantikorper gegen Kaninchen detektiert wurde. Die Molekularmassen wurden mit Hilfe eines
Proteinstandards bestimmt und sind links in kDa angegeben. A und C: Eluatproben mit SUMOyliertem Nup2 (*)
sowie Uberstandsproben zur Analyse des gesamten Nup2-Gehalts in den verschiedenen Proben. B und D:
Synthese-, Lyse- und Bindungskontrolle von Nup2 und Smt3. Das Lysat wurde durch Zentrifugation getrennt in
Uberstand vor der Bindung (U) und Pellet (P) und der Durchfluss ist der Uberstand nach der Bindung (DF). (Daten
verodffentlicht in Folz et al., 2019 (doi: 10.1242/jcs.224279.), Inhalt durch ,Copyright Clearance Center, Inc.”
geschutzt, https://www.copyright.com).

4.1.7. Das Fehlen der MAP-Kinase Hogl hat einen verstarkenden Einfluss auf die

SUMOylierung von Nup?2

Die Uber Mitogene aktivierte (MAP) Kinase Hogl ist dafur bekannt, bei Osmosestress aktiv zu
werden (Brewster et al., 1993). Zudem ist bereits bekannt, dass das Fehlen von Hogl einen
Einfluss auf die Menge SUMOylierter Proteine in der Zelle hat (Abu Irgeba et al., 2014). Der
genaue Einfluss auf die SUMOylierung von Nup2 wurde wie auch fur die anderen bereits
getesteten Stamme Uber in vivo-SUMOylierungsversuche analysiert. In Abbildung 17B ist die
Effizienz von Lyse und Bindung fur diesen Versuch gezeigt. Die zugehdrigen Eluate und
Uberstandsproben sind in Abbildung 17A zu sehen. Sowohl in den mit KCI gestressten Zellen
mit SMT3 allein als auch in Zellen mit SMT3 und UBCS9 ist ein starkes SUMOylierungssignal,
bestehend aus zwei Banden, fir Nup2-Smt3 erkennbar. Die zusatzliche Anwesenheit von
UBC9 neben dem SMT3-Plasmid sorgt fir ein stéarkeres Signal an der unteren Bande, wahrend
die obere Bande sich nicht intensiviert, was daflrspricht, dass die Einfach- bzw.
ZweifachSUMOylierung zunimmt, nicht aber die PolySUMOylierung. Ohne den durch Zugabe
von KCI durchgeflihrten osmotischen Schock ist keine SUMOQylierung von Nup2 erkennbar,
ebenso wie auch in den Negativkontrollen ohne Plasmide.

Gleiches wurde ebenfalls in einem zweiten Experiment (Abbildung 17C und D) gezeigt, in
welchem Uber eine Kinetik der zeitabhéngige sowie stressabhangige Verlauf der
SUMOylierung analysiert wurde. Hierzu wurden der mit SMT3 und UBC9 transformierte
Stamm kultiviert. Es wurden Proben nach 5, 30 und 60 min KCI-Stress sowie eine
unbehandelte Probe enthommen. Die zugehdrigen Lyse-, Synthese- und Bindungskontrollen
sind in Abbildung 17D dargestellt. Auch in diesem Versuch wurde ohne Zugabe von KCI keine
SUMOylierung fur Nup2 detektiert, wahrend diese nach 5-minttiger Inkubation mit KCl anstieg.
Wahrend von 5 auf 30 min eine deutliche Zunahme der SUMOylierung erkennbar war, blieb
das Level von 30 auf 90 min gleich, was darauf hindeutet, dass das Maximum an
SUMOylierung nach maximal 30 min erreicht ist Abbildung 17C. Im Vergleich zum Wildtyp

zeigen Ahog1-Zellen eine verstarkte, langer andauernde SUMOylierung von Nup?2.
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Abbildung 17: In vivo-SUMOylierung von Nup2 in Abwesenheit der MAP-Kinase Hogl.
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Der Ahog1-Stamm (GSY1493) wurde mit den fiir 6HIS-SMT3 (pGS2310) sowie UBC9 (pGS2169) kodierenden
2p-Plasmiden transformiert und in kupferhaltigem (100 uM CuSQO4) SD-Medium bis zu einer ODsoo von 0,8 wachsen
gelassen. Zur Kontrolle wurde der jeweilige Stammohne zusatzliche Plasmide sowie mit je nur einem der beiden
Plasmide mitgeflihrt. AnschlieBend wurden die Zellen durch Zugabe von 1 M KCI 15 min lang einem Osmosestress
unterzogen (bei der Kinetik fiir 5, 30 und 60 min), bevor 50 OD-Einheiten der Zellen geerntet wurden. Die weitere
Prozedur erfolgte wie in Abbildung 13 beschrieben. Die Eluatproben wurden durch Inkubation mit Nup2-N-
Priméarantikdrper sowie dem entsprechenden POD-gekoppelten (anti-Kaninchen) Sekundéarantikérper analysiert.
Die Analyse der Lyseproben erfolgte unter Verwendung der gleichen Antikérper, wobei noch ein weiterer
Priméarantikdrper gegen Smt3 verwendet wurde, welcher ebenfalls mit POD-gekoppeltem Sekundérantikérper
gegen Kaninchen detektiert wurde. Die Molekularmassen wurden mit Hilfe eines Proteinstandards bestimmt und
sind links in kDa angegeben. A und C: Eluatproben mit SUMOyliertem Nup2 (*) unter verschiedenen
Stressbedingungen sowie Uberstandsproben zur Analyse des gesamten Nup2-Gehalts in den verschiedenen
Proben. B und D: Synthese-, Lyse- und Bindungskontrolle von Nup2 und Smt3. TCA entspricht dem
Gesamtzelllysat. Das Lysat wurde durch Zentrifugation getrennt in Uberstand vor der Bindung (U) und Pellet (P)
und der Durchfluss ist der Uberstand nach der Bindung (DF).

4.1.8. Die SUMOylierung von Nup2 unterscheidet sich in den DeSUMOylierungs-

mutanten sowie der Ahogl-Mutante und dem Wildtyp in Muster und Intensitat

Nachdem die verschiedenen Stamme einzeln betrachten wurden, sollten sie in einem weiteren
Versuch direkt miteinander verglichen werden. Hierzu wurden der Wildtyp sowie die Stamme
ulp1-133, Aulp2 und Ahog1 sowohl unbehandelt als auch nach 15- und 60-minltigem
osmotischen Schock mit KCI untersucht. Fir ulp1-133 wurde keine Probe mit 60-minitigem
Schock hergestellt, da sich in vorherigen Versuchen bereits gezeigt hat, dass die
SUMOylierung auch nach langer anhaltendem Stress in diesem Stamm unverandert bleibt
(nicht gezeigt). Der unbehandelte Wildtyp zeigt ein sehr schwaches SUMOylierungssignal,
welches in der Auswertung (Abbildung 18B) auf 100 % gesetzt wurde. Nach 15 min stieg die
detektierbare Menge an SUMOylietem Nup2 und verdoppelte sich nochmals nach 60-
minttigem osmotischem Schock. Die SUMOylierung von Nup2 in Aulp2 war in der
unbehandelten Probe bereits gut sichtbar und nahm infolge des Stresses nochmals zu, jedoch
verringerte sie sich von 15 auf 60 min osmotischem Schock leicht. Das SUMOylierungsmuster
fur Nup2 unterschied sich in diesem Stamm, wie in Abbildung 18A zu sehen, klar von dem der
anderen Stdmme, was anhand vorheriger Versuche auch schon ersichtlich war. Das
SUMOylierungsniveau von Nup2 in der ulpl-133 ts-Mutante lag sowohl mit als auch ohne
Stress in etwa gleich wie bei den fiir 60 min gestressten Wildtypzellen. Die Ahog7-Mutante
zeigte ohne KCI eine SUMOylierungseffizienz, welche vergleichbar mit der des flr 60 min
gestressten Wildtyps war. Nach Zugabe von KCI nahm diese aber um etwa das flinffache zu
und blieb auch nach 60 min osmotischem Schock auf einem vergleichbaren Niveau. Sowohl
die GrundSUMOylierung als auch die stressinduzierte SUMOylierung von Nup?2 ist in Ahog1-
und Aulp2-Zellen um ein Vielfaches erhéht, wobei Ahog1-Zellen fur die SUMOylierung von

Nup2 eine hohere Stressabhangigkeit zeigen.
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Abbildung 18: Vergleich der SUMOylierungseffizienz in verschiedenen Stammen.

Der WT-Stamm (GSY170), die DeSUMOylierungsmutanten ulp1-133 ts (GSY1257) und Aulp2 (GSY1255) sowie
der Ahogl-Stamm (GSY1493) wurden mit den jeweiligen fiir 6HIS-SMT3 bzw. 7HIS-SMT3 (pGS2310, 2036, 2311)
sowie UBC9 (pGS2169) kodierenden 2u-Plasmiden transformiert und in kupferhaltigem (100 pM CuSOs4) SD-
Medium bis zu einer ODsoo von 0,8 wachsen gelassen. AnschlieBend wurde ein Teil der Zellen durch Zugabe von
1 M KCI 15 min und 60 min lang einem osmotischen Schock unterzogen, bevor 50 OD-Einheiten der Zellen geerntet
wurden. Die Zellen wurden wie in Abbildung 13 weiterbehandelt und analysiert. Die Eluat- und Uberstandproben
wurden durch Inkubation mit Nup2-N-Priméarantikérper sowie dem entsprechenden POD-gekoppelten (anti-
Kaninchen) Sekundarantikorper analysiert. Die Uberstande wurden zudem mit Primarantikérper gegen Smt3
inkubiert, welcher ebenfalls mit POD-gekoppeltem Sekundéarantikdrper gegen Kaninchen detektiert wurde. Die
Molekularmassen wurden mit Hilfe eines Proteinstandards bestimmt und sind links in kDa angegeben. A:
Eluatproben mit SUMOyliertem Nup2 (*) sowie Uberstandsproben zur Analyse des gesamten Nup2-Gehalts in den
verschiedenen Proben sowie der Smt3-Synthese. B: Quantifizierung der SUMO-Produkte von Nup2 basierend auf
dem Ausgangswert von 100 % im Wildtypstamm ohne Stressbedingung. Die Nup2-Gesamtmenge wurde
einberechnet.

4.1.9. Die SUMOylierung von Nup2 wird nicht nur durch die Abwesenheit von Nup60
beeinflusst, sondern zeigt noch starkere Effekte in der NUP60-SUMO-KR-Mutante

Fur Nup60 wurde bereits in Nino et al. (2016) gezeigt, dass es sowohl SUMOyliert als auch
ubiquitiniert wird. Da Nup60 das Nukleoporin ist, welches maf3geblich an der Lokalisation von

Nup2 beteiligt ist (Denning et al., 2001), stellt sich die Frage, wie die Abwesenheit sowie
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Veradnderungen in der posttranslationalen Modifikation dieses Proteins einen Einfluss auf die
SUMOylierung von Nup2 haben. Um dies zu testen, wurden neben dem nup60 knockout die
in Nino et al. (2016) beschriebenen mutierten NUP60-Stamme mit 6HIS-SMT3- und UBC9-
Plasmiden transformiert, um die SUMOylierung von Nup2 zu untersuchen. Die Zellen wurden
unbehandelt oder nach Inkubation mit 1 M KCI geerntet, mechanisch aufgeschlossen und
nach Bindung an Ni-NTA-Agarose immunologisch analysiert. In Abbildung 19A sind die Eluate
von Anup60, dem Wildtyp sowie den KR-Mutanten abgebildet. Die Anup60-Mutante ohne
Stressbehandlung oder mit osmotischem Schock zeigt ein htheres SUMOylierungsniveau,
welches im Vergleich zu den KR-Mutanten und dem Wildtyp weniger stressabhéngig
erscheint. Im Wildtyp sowie in dem Stamm mit der nicht ubiquitinierbaren Version von Nup60
ist das Level an SUMOyliertem Nup2 ebenso wie auch die stressabhangige Zunahme der
SUMOylierung von Nup2 nach dem osmotischen Schock in etwa vergleichbar. Der Stamm mit
der nicht mehr SUMOylierbaren Version von Nup60 zeigt ebenfalls ein stressabhangiges
SUMOylierungsmuster, welches jedoch wesentlich auffélliger ist. Die Gesamtmenge an Nup2
sowie an Smt3 wurde anhand von Uberstandsproben lberprift, wie in Abbildung 19A gezeigt
ist. Zudem wurden mehrere Versuche quantifiziert und miteinander verglichen, um den in der
NUP60-SUMO-KR-Mutante gesehenen Effekt eindeutig zu belegen.

Dieses Experiment zeigt, dass die SUMOylierung von Nup2 in den NUP60-KR-Mutanten nicht
dem Muster des knockouts entspricht. Die nicht mehr ubiquitinierbare Nup60-Mutante verhalt
sich wie der Wildtyp und die SUMOylierung steigt stressabhéngig. Die SUMOylierung von
Nup2 in der nicht mehr SUMOylierbaren Nup60-Mutante entspricht zwar in ihrer
Stressabhangigkeit der des Wildtyps und der NUP60-UB-KR-Mutante, zeigt jedoch einen etwa
10-mal héheren SUMOylierungsgrad nach dem osmotischen Schock (Abbildung 19B).

Die SUMOylierung von Nup2 wird durch die Abwesenheit seines Interaktionspartners Nup60
unabhangig von Osmosestress sowie durch dessen verhinderte SUMOylierung abhangig von

Osmosestress beguinstigt.
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Abbildung 19: In vivo-SUMOylierung von Nup2 in Abwesenheit von Nup60 sowie in Anwesenheit von
Nup60-KR-Mutanten.

Der Wildtypstamm (GSY170), der Anup60-Stamm (GSY1386) sowie die NUP60-UB-KR-Mutante (GSY1499) und
die NUP60-SUMO-KR-Mutante (GSY1500) wurden mit den fir 6HIS-SMT3 (pGS2310) sowie UBC9 (pGS2169)
kodierenden 2p-Plasmiden transformiert und in kupferhaltigem (100 pM CuSO4) SD-Medium bis zu einer ODesoo vVOn
0,8 wachsen gelassen. Zur Kontrolle wurde der Wildtypstamm ohne zusétzliche Plasmide mitgefuhrt. AnschlieRend
wurde je ein Teil der Zellen durch Zugabe von 1 M KCI 15 min lang einem Osmosestress unterzogen, bevor 50 OD-
Einheiten geerntet wurden. Der Nachweis der in vivo-SUMOylierung erfolgte nach den in Abbildung 13
beschriebenen Standardbedingungen. Die Molekularmassen wurden mit Hilfe eines Proteinstandards bestimmt und
sind links in kDa angegeben. A: Eluatproben mit SUMOyliertem Nup2 (*) unter verschiedenen Stressbedingungen
sowie Uberstandsproben zur Analyse des gesamten Nup2- sowie Smt3-Gehalts in den verschiedenen Proben. B:
Quantitative Auswertung von 4 Wiederholungen des Versuchs und Analyse relativ zum Nup2-Smt3-Gehalt in der
nup60-SUMO-KR-Mutante nach Behandlung mit KCI (auf 100 % gesetzt) unter Einbezug der Gesamtmenge von
Nup2 im Uberstand (Daten verdffentlicht in Folz et al., 2019 (doi: 10.1242/jcs.224279), Inhalt durch ,Copyright
Clearance Center, Inc.“ geschutzt, https://www.copyright.com).

4.1.10. Die SUMOylierung von Nup2 erfolgt nicht Gber eine einzelne E3-Ligase

Meist wird die SUMOylierung einzelner Proteine Uber bestimmte E3-Ligasen beglnstigt, was
anhand von in vivo-SUMO-Bindungsversuchen in verschiedenen E3-Mutanten gezeigt werden
kann. Aus diesem Grund wurden die E3-Mutanten Asiz1, Asiz2 sowie die temperatursensitive
Mutante mms21-1 mit einem fir SMT3 kodierenden Plasmid transformiert. Zudem wurde

aufgrund der geringen endogenen Nup2-Menge noch NUP2-HA in die Zellen eingebracht. Wie
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in Abbildung 20B gezeigt, waren sowohl die Lyse als auch die Synthese und die Reinigung
effizient. Die Smt3-Synthese im mms21-Stamm war etwas niedriger, aber dennoch gut
detektierbar und Gber dem endogenen Niveau. Sowohl im Wildtyp als auch in den Asiz7- bzw.
Asiz2-Zellen sind Banden, welche auf SUMOyliertes Nup2 hindeuten, erkennbar (Abbildung
20A). Die Bande bei etwa 140 kDa in der Asiz1-Mutante erscheint trotz gleicher Nup2-HA
Menge in der Lyse etwas starker als in Wildtyp und Asiz2. Im mms21-Stamm sind ebenfalls
auf gleicher Hohe Banden zu erkennen, welche jedoch wesentlich schwacher erscheinen.
Neben den weniger intensiven Banden des SUMOylierten Nup2 ist aber auch die
unspezifische Bande bei etwa 130 kDa nicht zu sehen, was darauf hindeutet, dass die Probe
im Ganzen etwas schwacher konzentriert ist. Dieser Versuch wurde auch unter Verwendung
der Acst9-Mutante durchgefiihrt (nicht gezeigt). Aber auch in dieser Mutante konnte eine klare
SUMOylierung von Nup2 detektiert werden. Die in allen getesteten E3-Stdmmen gut
detektierbare SUMOylierung von Nup?2 lasst darauf schliel3en, dass nicht nur eine E3-Ligase
allein fur die SUMO-Modifikation von Nup2 verantwortlich ist.
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Abbildung 20: In vivo-SUMOylierung von Nup2 in verschiedenen E3-Mutanten.

Die verschiedenen E3-Mutanten Asiz1 (GSY1427), Asiz2 (GSY1428) und mms21-11 ts (GSY1366) sowie der
zugehorige Wildtypstamm (GSY1426) wurden mit dem fir 7HIS-SMT3 (pGS2036) kodierenden 2p-Plasmid sowie
einem fur NUP2-HA (pGS2010) kodierenden Plasmid transformiert und in kupferhaltigem (100 uM CuSO4) SD-
Medium bis zu einer ODesoo von 0,8 wachsen gelassen. Zur Kontrolle wurde der Wildtypstamm ohne SMT3-Plasmid,
aber mit NUP2-HA-Plasmid mitgefuhrt. AnschlieRend wurden 50 OD-Einheiten der Zellen geerntet. Die weitere
Behandlung erfolgte unter Standardbedingungen (Abbildung 13). Die Eluatproben wurden durch Inkubation mit HA-
Primarantikdrper sowie dem entsprechenden POD-gekoppelten (anti-Maus) Sekundarantikérper analysiert. Die
Analyse der Lyseproben erfolgte unter Verwendung der gleichen Antikérper, wobei noch ein zweiter
Primérantikdrper gegen Smt3 verwendet wurde, welcher mit dem entsprechenden POD-gekoppelten (anti-
Kaninchen) Sekundarantikdrper detektiert wurde. Die Molekularmassen wurden mit Hilfe eines Proteinstandards
bestimmt und sind links angegeben. Die Molekularmassen wurden mit Hilfe eines Proteinstandards bestimmt und
sind links in kDa angegeben. A: Eluatproben mit SUMOyliertem Nup2 (*) unter verschiedenen Stressbedingungen
sowie Uberstandsproben zur Analyse des gesamten Nup2-Gehalts in den verschiedenen Proben. B: Synthese-,
Lyse- und Bindungskontrolle von Nup2 und Smt3. Das Lysat wurde durch Zentrifugation getrennt in Uberstand vor
der Bindung (U) und Pellet (P) und der Durchfluss ist der Uberstand nach der Bindung (DF).
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4.2. Osmotischer Schock und Ethanolstress haben keinen Einfluss auf die
Lokalisation von Nup2

Nachdem gezeigt wurde, dass die SUMOylierung von Nup2 nach osmotischem Stress
verstarkt ist, sollte Uberpruft werden, ob sich infolgedessen die Lokalisation von Nup2 andert.
Hierzu wurde der NUP2-GFP Stamm in synthetischem Vollmedium kultiviert und fir 15 min
mit 10 % Ethanol oder 1 M KCI behandelt. Zudem wurde eine Kontrollprobe vor der
Behandlung entnommen. GFP-markiertes Nup2 wurde fluoreszenzmikroskopisch detektiert
und analysiert. Sowohl die unbehandelten als auch die gestressten Zellen zeigten, wie in
Abbildung 21B zu sehen, ein einheitliches Fluoreszenzsignal an der Kernhlle. In Abbildung
21A ist der dazugehtrige mit GFP-Antikdrper dekorierte Westernblot abgebildet, welcher in
allen drei Proben ein einheitliches Signal fir Nup2-GFP zeigt. Aufgrund der unverénderten
Lokalisation wurde darauf verzichtet, die SUMO-Mutante zu mikroskopieren, da hier kein

Effekt zu erwarten war.
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Abbildung 21: Die Lokalisation von Nup2-GFP nach Osmosestress.

Der Nup2-GFP-Stamm (GSY1539) wurde in synthetischem Volimedium kultiviert und anschlie3end durch Zugabe
von 10 % Ethanol bzw. 1 M KCI 15 min gestresst, bevor die Lokalisation von Nup2-GFP analysiert wurde. A:
Gesamtzelllysat der mikroskopierten Proben. Die Proteine wurden Uber SDS-Gelelektrophorese aufgetrennt und
anschlielend auf eine PVDF-Membran transferiert. Zur Detektion wurde ein GFP-Primérantikdrper verwendet
sowie ein POD-gekoppelter Sekundarantikdrper (anti-Kaninchen). Die Molekularmassen wurden mit Hilfe eines
Proteinstandards bestimmt und sind links in kDa angegeben. B: Die Zellen wurden fluoreszenzmikroskopisch
analysiert und zuséatzlich mit Differentialinterferenzkontrast (DIC) dokumentiert.

4.3. Die Fusion von Smt3 an den N-Terminus von Nup2 hat keinen Einfluss auf

dessen Lokalisation sowie den NLS-Import

Nachdem keine Lokalisationsanderungen von Nup2 nach stressinduzierter SUMOylierung
detektiert werden konnten, wurde ein Plasmid, welches fur ein stabiles Nup2-Smt3

Fusionsprotein kodiert, hergestellt. Ziel war es, das Smt3-Protein so mit dem Nup2 zu
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verbinden, dass es sich permanent ungefahr an der Position der SUMOylierungsstellen
befindet.

Uber Gensynthese wurde von der Firma eurofins ein Plasmid fiir SMT3 hergestellt, welches
nach Behandlung mit Restriktionsenzymen in den ebenfalls mit diesen Enzymen vorbereiteten
Vektor kloniert wurde. Uber das hergestellte Plasmid wurde dann das Nup2-Smt3-
Fusionsprotein synthetisiert. Zu beachten war hierbei, dass noch ein Basenaustausch, welcher
zum Aminosaureaustausch fuhrte, durchgefiihrt werden musste (Abbildung 22), da das
inserierte SMT3 noch die Glycin-Glycin-Spaltstelle enthielt, welche bei unreifem Smt3 als
Schnittstelle fur Ulpl dient, wodurch aus unreifem Smt3 die reife Form prozessiert wird. In
diesem Nup2-Smt3-Fusionsprotein fiihrte dies dazu, dass es ohne die Aminosaureédnderung

in zwei Teile geschnitten wurde.
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Abbildung 22: Schematische Darstellung zur Herstellung des Nup2-Smt3-Konstrukts.

A: Das pRS316-Plasmid (pGS43) wurde mit den Restriktionsenzymen Xhol und BamHI geschnitten, ebenso wie
das gereinigte NUP2-Fragment, welches tiber PCR mit den Oligonukleotiden 903 und 1118 aus genomischer DNA
amplifiziert wurde. Es folgte eine Ligation, welche zu dem NUP2-Plasmid (pGS2365) fuhrte. Dieses Plasmid wurde
ebenso wie auch das Gensyntheseprodukt fir die SMT3-Integration (pGS2376) mit SexAl und Agel geschnitten
und miteinander ligiert, was zu dem NUP2-SMT3-Plasmid fihrte. Gleiches wurde auch fir NUP2-SMT3-GFP
durchgefihrt, wobei hier nicht pRS316 (pGS43) als Ausgangsplasmid gewahlt wurde, sondern das Plasmid
pRS316-NUP2-GFP (pGS583), in welches NUP2-GFP schon inseriert war, weshalb nur noch das
Gensyntheseprodukt (pGS2376) eingebaut werden musste. B: Vor der Herstellung des NUP2-SMT3-Plasmids
wurde im Gensyntheseprodukt (pGS2356) Uber ortsspezifische Mutagenese mit den Oligonukleotiden 1120 und
1121 die Ulpl-Schnittstelle bestehend aus drei Glycinen zu Alaninen umgewandelt um zu vermeiden, dass das
synthetisierte Nup2-Smt3 tber Ulpl in zwei Teile (N-Terminus mit Smt3 und MC-Terminus) separiert wird. Dieses
daraus resultierende modifizierte Gensyntheseprodukt (pGS2376) wurde zur Herstellung des Plasmids verwendet.
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Abbildung 23: Lokalisation verschiedener Nup2-GFP Fusionsproteine und Analyse des NLS-Imports in
Anwesenheit von Nup2-Fusionsproteinen.

A und C: Der Anup2-Stamm (GSY432) wurde entweder mit einem CEN-Plasmid transformiert, welches fir NUP2-
GFP (pGS583), NUP2-SMT3-GFP (pGS2379) oder NUP2-CBM3-GFP (pGS2385) kodiert. Die Zellen wurden in
Selektivmedium kultiviert. A: Direkte Fluoreszenzmikroskopie intakter Zellen zur Analyse der Lokalisation von
Nup2-GFP Fusionsproteinen sowie Nup2-GFP Fusionsproteinen mit Smt3 bzw. CBM3 Integration hinter dem N-
Terminus. Zur strukturellen Einteilung wurden die Zellen nochmals mit Differentialinterferenzkontrast (DIC)
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dokumentiert. C: Gesamtzelllysat der analysierten Zellen. Nachdem die Proteine Giber SDS-PAGE aufgetrennt und
auf eine PVDF-Membran transferiert wurden, wurden sie mit einem Nup2-Primérantikdrper sowie einem POD-
gekoppelten Sekundarantikdrper (anti-Kaninchen) analysiert.

B und D: Der Anup2-Stamm (GSY432) wurde entweder mit einem CEN-Plasmid transformiert, welches fir NUP2
(pGS2365), NUP2-SMT3 (pGS2380) oder NUP2-CBMS3 (pGS2384) kodiert. Zudem wurde alle Stamme mit einem
GAL-induzierbaren NLS-GST-GFP-Plasmid (pGS422) transformiert. Zur Kontrolle wurde der Anup2-Stamm zudem
mit dem zugehdrigen Leervektor (pGS42) sowie dem NLS-GST-GFP-Plasmid transformiert. Die Zellen wurden in
Selektivmedium kultiviert und vor der Analyse wurde das NLS-GST-GFP-Plasmid durch Zugabe von Galaktose
induziert. B: Direkte Fluoreszenzmikroskopie intakter Zellen zur Analyse der Lokalisation von NLS-GST-GFP in
Abwesenheit von Nup2 sowie in Anwesenheit von Nup2 oder Nup2-Fusionsproteinen. D: Gesamtzelllysat der
analysierten Zellen. Nachdem die Proteine (iber SDS-PAGE aufgetrennt und auf eine PVDF-Membran transferiert
wurden, wurden sie mit einem Nup2-N- bzw. einem GFP-Primarantikérper sowie einem POD-gekoppelten
Sekundarantikorper (anti-Kaninchen) inkubiert. Die Molekularmassen wurden mit Hilfe eines Proteinstandards
bestimmt und sind links in kDa angegeben.

Um zu zeigen, dass mogliche Effekte speziell auf der Smt3-Insertion und nicht auf einer
Insertion an sich beruhen, wurde ein weiteres kleines Protein gesucht, welches in Gréf3e und
Charakteristik Smt3 &hnlich ist und aus einem anderen Organismus stammt. Bei dem
ausgewahlten Protein handelte es sich um die CBM3-Doméne des Ccel-Proteins aus
Clostridium cellulolyticum (Ferdinand et al., 2013), welches ebenso wie Smt3 in Nup2 inseriert
wurde.

Wie in Abbildung 23A zu sehen, andert sich die Lokalisation von Nup2 nicht, wenn es mit Smt3
fusioniert ist. Ebenso wie Nup2 allein sowie das mit der CBM-Domaéne fusionierte Nup2 ist
auch das Fusionsprotein Nup2-Smt3 an der Kernhille bzw. genauer gesagt an der Kernpore
lokalisiert, was dafirspricht, dass die Funktionalitat des Proteins beziiglich seiner Lokalisation
und somit seiner Interaktion mit Nup60 noch gegeben ist, was auch anhand von
Bindungsversuchen belegt wurde (personliche Mitteilung, Dr. Stefanie Caesar). Dies bedeutet
jedoch auch, dass keine SUMO-spezifischen Effekte detektiert werden konnten. Die Synthese
der GFP-markierten Fusionsproteine war, wie in Abbildung 23C zu sehen, auf gleichem Niveau
wie Nup2-GFP, was eine mdgliche Instabilitat des Fusionsproteins ausschlief3t.

Um mogliche Anderungen im NLS-Import in Abhangigkeit von dem Nup2-Smt3-Fusionsprotein
zu Uberprifen, wurde der Anup2-Stamm mit dem fir NUP2 bzw. fir das jeweilige Nup2-
Fusionsprotein kodierenden Plasmid sowie einem fur GFP-GST-NLS kodierenden Plasmid
transformiert und der Import des NLS-Reporters analysiert. Die in Abbildung 23D gezeigten
Westernblots zeigen, dass die Synthese in den untersuchten Zellen vergleichbar war. Wie in
Abbildung 23B dargestellt, zeigt die mitgefiihrte Negativkontrolle Defizite im NLS-Import, was
sich in einer partiellen Misslokalisation des NLS-Proteins zeigt. In den untersuchten Hefen,
welche Nup2 in seiner wildtypischen oder in einer fusionierten Form enthalten, konnten keine
Unterschiede festgestellt werden, woraus sich schlie3en lasst, dass das Fusionsprotein
sowohl mit Smt3 als auch mit der CBM-Domaéane weder einen negativen noch einen positiven
Einfluss auf den NLS-Import hat. Somit hat die permanente SUMOylierung von Nup2, welche
in diesem Versuch uber Fusion eines Smt3-Proteins imitiert wurde, keinen Einfluss auf den

cNLS-Import sowie die Lokalisation von Nup2.
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4.4. Die Lokalisation von Nup2 andert sich nicht in Abwesenheit der Komponenten
des Y-Komplexes Nup84 und Nup133

NUP2-GFP NUP2-GFP Anup84 NUP2-GFP Anup133

Fluoreszenz

Abbildung 24: Lokalisation von Nup2-GFP in den Mutanten des Y-Komplexes Anup84 und Anup133.

Der Anup84-Stamm (GSY1513) sowie der Anup133-Stamm (GSY1514) und der dazugehdrige Wildtyp (GSY1512)
wurden mit einem fir NUP2-GFP kodierenden Plasmid transformiert, in Selektivmedium kultiviert und anschlieRend
die Lokalisation des Nup2-GFP-Konstrukts mittels direkter Fluoreszenzmikroskopie in intakten Zellen analysiert.
Zur strukturellen Einteilung wurden die Zellen nochmals mit Differentialinterferenzkontrast (DIC) dokumentiert.
Zudem wurde eine schematische Darstellung zur genaueren Abbildung der Lokalisation von Nup2-GFP
hinzugefugt.

In Nino et al. (2016) wurde gezeigt, dass Nup60 in der Anup84-Mutante teils misslokalisiert ist
und sich nicht nur an der Kernpore, sondern auch im Nukleoplasma befindet. Zudem wurde
eine begunstigte Interaktion von Nup84 und der ubiquitinierten Form von Nup60 gezeigt.
Aufgrund der Interaktion und der gegenseitigen Stabilisierung und Lokalisation wurde diese
Analyse auch fiir Nup2 durchgefiihrt (Abbildung 24). Als Kontrolle wurde die Lokalisation von
Nup2-GFP im Wildtyp untersucht, welche sich in einer Ringstruktur an der Kernhille zeigt
(Loeb et al., 1993; Hood et al., 2000; Solsbacher et al.,, 2000). Fur die Mutanten des
Y-Komplexes Anup84 und Anup133 wurde bereits beschrieben, dass es zu einer rAumlichen
Anhaufung, dem so genannten clustering, der Kernporenkomplexe kommt (Palancade et al.,
2007), weshalb auch das Signal von Nup2-GFP nicht mehr als eine Ringstruktur, sondern als
gehaufte Punkte an der Kernhtille in diesen Stammen zu erkennen ist. Im Gegensatz zu dem

in Nino et al. (2016) beschriebenen Effekt in Anup84 liel3 sich jedoch keine Misslokalisation
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von Nup2 nachweisen, auch wenn Nup2 tber Nup60 an die Kernhille gebunden ist (Denning
et al., 2001).

4.5. Die SUMOylierbarkeit von Nup2 hat keinen Einfluss auf die Aktivitat der

chromosomalen Loci GAL1 und INO1

In Brickner et al. (2007) wurde gezeigt, dass Nup2 einen Einfluss bei der Aktivierung bzw.
Rekrutierung der chromosomalen Loci GAL1 und INOL1 hat, da es fir deren Anbindung an die
nukleare Peripherie und die Inkorporation des Histons H2A.Z mit verantwortlich ist. Mit den
vom Brickner Labor zur Verfigung gestellten Stammen und Plasmiden sollte dieser Versuch
unter Verwendung der nicht mehr SUMOylierbaren Version von Nup2 analysiert werden, um
einen mdoglichen Einfluss der SUMOylierung zu Uberprifen. Die vom Brickner Labor zur
Verfliigung gestellten Anup2-Stdmme mit integriertem Lacl/LacO-System fir INO1 bzw. GAL1
wurden mit einem fir mCherry-HEH2/L-TM kodierenden Integrationsplasmid transformiert.
Diese Ausgangsstamme ohne Nup2 dienten als Negativkontrolle, da Anup2-Zellen eine
deutlich verringerte periphere Lokalisation von INO1 und GAL1 zeigen. Transformiert mit
einem fir NUP2 kodierenden Plasmid fungierten sie als Positivkontrolle und die mit NUP2-
2xKR transformierten Zellen waren die zu vergleichenden Zellen. Die Zellen wurden in
Selektivmedium verdiunnt und Gber Nacht bei 30°C kultiviert. Eine Dichte von 0,5 sollte nicht
Uberschritten werden, da die Signale der Zellen bei einer zu hohen optischen Dichte diffus
wurden, auch wenn sie nochmals verdinnt wurden. Bei einer ODeggo Von etwa 0,1 wurden die
Zellen sofort verwendet, bei einer hdheren ODsoo hingegen wurden sie nochmals stark
verdinnt und weiter kultiviert. Die Zellen wurden bei 1535 x g zentrifugiert, in H.O gewaschen
und anschlieBend die eine Halfte in dem zuvor verwendeten Selektivmedium aufgenommen.
Ein Teil der LacO::INO1-Zellen wurde in inositolfreiem Medium aufgenommen, um sie durch
den Inositolmangel zu aktivieren. Eine Anderung der Kohlenstoffquelle von Glukose zu
Galaktose fluhrt bei LacO::GAL1-Zellen zu einer Induktion von GAL1. Unbehandelte Zellen
wurden sofort mikroskopisch analysiert, wahrend die anderen noch fur 1 bis 2 Stunden weiter
bei 30°C inkubiert und erst danach mikroskopisch analysiert wurden Abbildung 25A. Um einen
genauen Uberblick tiber den Zellkern und den iiber GFP markierten Gen-Locus zu gewinnen,
wurden Aufnahmen durch den gesamten Zellkern in einem Abstand von 0,3 um gemacht.
Hierzu wurden einerseits das Uber GFP markierte Gen sowie die Uber mCherry markierte
Heh2/L-TM-Doméne analysiert, welche die &uf3ere Hulle des Zellkerns sichtbar macht
(Meinema et al., 2011; Lokareddy et al., 2015). Pro Stamm und Bedingung wurden jeweils
mindestens 80 Zellen analysiert und ausgewertet, wobei wie in Abbildung 25B zu sehen
zwischen aktiven und inaktiven Genen unterschieden wurde. Nicht eindeutig auswertbare
Zellen wurden meist als inaktiv gewertet, was zu einer recht geringen Zahl an aktiven Zellen

nach Induktion fiuihrte. Dennoch zeigte sich eine Erhéhung der Anzahl aktiver Zellen nach
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Induktion, wenn Nup2-WT vorhanden war. Ohne Nup2 hingegen erhdhte sich der Wert aktiver
Zellen nach Induktion nicht und blieb bei etwa 30 %. Dieser Grundwert an aktiv gewerteten
Zellen entsteht durch zuféllige raumliche Nahe des Uber GFP sichtbar gemachten Gens an
der Peripherie und wurde auch bereits bei Brickner, unter anderem auch mit
nichtinduzierbaren Genen wie URAS, beschrieben (Brickner et al., 2007) (Auch in dieser Arbeit
bestétigt, Daten nicht gezeigt fir URA3). Die Zellen mit NUP2-2xKR verhalten sich wie die
Zellen mit NUP2-WT und es werden nach Induktion ebenfalls in etwa 13 % mehr aktive Zellen
gezahlt. Diese Zunahme ist relativ gering, wurde jedoch anhand mehrerer Versuche fir beide
Gene bestatigt (Abbildung 25C und D). Somit wurde gezeigt, dass die SUMOylierung von
Nup2 keinen Effekt auf die Aktivitdt chromosomaler Loci besitzt, da im Gegensatz zu Anup2-
Zellen die Lokalisation und somit die Genaktivitat in der nicht mehr SUMOQOylierbaren Mutante
vergleichbar mit dem Wiltdyp ist.

(=aktiv) OFF (=nicht aktiv)
. |
Inositol Galaktose
50 50
45 F— —
X R4 - — —
‘S Zunahme nach :u 35 _17’1_ . Zuhnahme
Induktion << 15,7 nach Induktion
< G 30— —
-~
fg "~ mnicht induziert ::’-'j 25 H nicht induziert
2 5 20
=]
X = 15
] $ 10
O o 5
T 0
Anup2 WT KR Anup2 WT KR WT KR

Abbildung 25: Nup2-abhangige Aktivitatsbestimmung der chromosomalen Loci INO1 und GAL1 mittels
Fluoreszenzmikroskopie.

Die Anup2 Hefestdmme mit LacO::INO1 (GSY1536) bzw. LacO::GAL1 (GSY1538), welche zudem Lacl-GFP sowie
mCherry-markiertes Heh2-L-TM enthalten, wurden mit Plasmiden transformiert, welche fiir NUP2 bzw. NUP2-2xKR
kodieren, und bis zu einer ODesoo von maximal 0,2 in entsprechendem Selektivmedium mit Glukose kultiviert. Ein
Teil der Zellen wurde unbehandelt untersucht. Der andere Teil der LacO::INO1-Zellen wurde fir 2 h weiter in
Inositol-freiem Medium kultiviert. Bei den LacO::GAL1-Zellen wurde die Kohlenstoffquelle Glukose durch Galaktose
ausgetauscht. Zur Analyse der Zellen wurden in Abstanden von 0,3 um fluoreszenzmikroskopische Aufnahmen
durch den gesamten Zellkern gemacht (z-stack), wobei in jeder Ebene eine Aufnahme des GFP-Signals sowie des
mCherry-Signals gemacht wurde. Beide Aufnahmen einer jeden Ebene wurden Uibereinander gelagert und konnten
so ausgewertet werden. A: Ausschnitt einer Zellpopulation mit Zellen, welche aktiv fir das zu untersuchende Gen
sind, sowie auch inaktive Zellen. B: Ausschnitte aus A mit Beispielzellen fir die zwei Aktivitatsstadien. C und D:
Auswertung der Aktivititszunahmen der verschiedenen Stdmme nach der Induktion und Darstellung im
Balkendiagramm. Der prozentuale Anteil der Zellen, der bereits ohne Induktion als aktiv gewertet wurde, ist blau

dargestellt. Das Grundlevel der peripheren Lokalisation liegt auch bei nicht induzierbaren Genen bei ~30 % (Daten
nicht gezeigt).
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4.6. Nup2 wird ebenso wie auch sein Interaktionspartner Nup60 ubiquitiniert

Nachdem von Nino et al. (2016) gezeigt wurde, dass Nup60 sowohl SUMOyliert als auch
ubiquitiniert wird, sollte diese zweite posttranslationale Modifikation auch fiir Nup2 tberprift
werden. Der hierzu verwendete Versuchsaufbau entspricht dem, der auch zum Nachweis der
in vivo-SUMOylierung verwendet wurde. Eine kleine Abwandlung erfolgte lediglich durch die
Zugabe von MG132 zum Lysepuffer, um den Abbau ubiquitinierter Proteine durch Proteasen
zu verhindern. Zudem wurden die zu untersuchenden Stdmme zuvor mit einem Plasmid
transformiert, welches fur 6HIS-UBI kodiert, um ebenso wie auch in den
SUMOylierungsexperimenten modifizierte Proteine Gber Ni-NTA-Agarose reinigen zu konnen.
Als Positivkontrolle wurde neben Nup2 auch Nup60 detektiert. Als Negativkontrolle wurde der
nicht transformierte Ausgangsstamm mitgefiihrt, um die Bande des ubiquitinierten Nup2
zuordnen zu koénnen. Abbildung 26 zeigt ein Experiment zum Nachweis der Ubiquitinierung
von Nup2 und Nup60. Wahrend Nup2 in Westernblots meist bei etwa 110 kDa detektiert wird,
findet sich nach dem Reinigen der ubiquitinierten Proteine nach Detektion mit Antikdrper
gegen Nup2 eine Bande bei etwa 118 kDa. Nup60 hingegen lauft etwa auf einer Héhe von
70 kDa und wird in der Ubiquitinierungsprobe bei etwa 78 kDa detektiert, was in beiden Fallen
einer GréfRendnderung von 8 kDa und somit einem gebundenen Ubiquitin (8,5 kDa) entspricht.

Somit wurde die Monoubiquitinierung beider Proteine in vivo bestatigt.

_ WT
-UBI +UBI
130 -——
* <—Nup2-Ub

100 '
*s <—Nup60-Ub

70 SR

Abbildung 26: In vivo-Ubiquitinierung von Nup2.

Der Wildtyp-Stamm (GSY170), wurde mit dem fur 6HIS-UBI kodierenden 2p-Plasmid (pGS2308) transformiert und
in kupferhaltigem (100 uM CuSOa) SD-Medium bis zu einer ODsoo von 0,8 wachsen gelassen. Zur Kontrolle wurde
der Stamm ohne UBI-Plasmid mitgefiihrt. AnschlieRend wurden 50 OD-Einheiten der Zellen geerntet und wie bei
der in vivo-SUMOylierung (Abbildung 13) weiter behandelt. Die Eluate wurden in einem 11 %-igen Gel aufgetrennt
und auf eine PVDF-Membran transferiert. Die Eluatproben wurden durch Inkubation mit Nup2-N-Priméarantikbrper
sowie dem entsprechenden POD-gekoppelten (anti-Kaninchen) Sekundarantikérper analysiert. Zur Kontrolle wurde
der Blot auch mit Nup60-Antikdrper inkubiert. Der Sekundarantikdrper war in beiden Fallen der Gleiche. Die
Molekularmassen wurden mit Hilfe eines Proteinstandards bestimmt und sind links in kDa angegeben.

4.6.1. Die Ubiquitinierung von Nup?2 steigt infolge von osmotischem Stress an

Nachdem die Ubiquitinierung von Nup2 bestatigt wurde, wurden auch hier die Effekte in
verschiedenen Stdmmen und nach osmotischem Schock untersucht. Hierzu wurden die
stresssensitiven Stamme Aulp2 und Ahog1 sowie der Wildtyp mit 6HIS-UBI transformiert. Das

Ubiquitinierungsniveau von Nup2 ist ebenso wie auch bereits vorher fur die SUMOylierung

97



Ergebnisse

gezeigt in Aulp2 und Ahog1 im Vergleich zum Wildtyp stark erh6ht. Zudem steigt auch die
Ubiquitinierung nach dem osmotischen Stress leicht an. Die Ubiquitinierung von Nup2 im
Wildtyp ist im Vergleich zu den beiden anderen Stammen so schwach, dass sie wie in
Abbildung 27A gezeigt nicht detektierbar war. Zudem ist anzumerken, dass in diesem Versuch
nicht wie vorher nur eine einzige fir Monoubiquitinierung sprechende Bande detektiert wurde,
sondern eine Doppelbande. In Abbildung 27B sind die zugehorigen Lyseproben dargestellt.
Die gleichen Eluate wurden auch mit Nup60-Antikérper analysiert, wobei in den verschiedenen
Stammen keine signifikanten Unterschiede im Ubiquitinierungslevel von Nup60 detektiert
werden konnten. Auch war eine stressabhangige Ubiquitinierung fir Nup60 nicht

nachzuweisen, wie in Abbildung 27A dargestellt ist.
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Abbildung 27: Nachweis der in vivo-Ubiquitinierung in verschiedenen Stdmmen unter Einfluss von
osmotischem Stress.

Der WT-Stamm (GSY170), die DeSUMOylierungsmutante Aulp2 (GSY1255) und der Ahogl-Stamm (GSY1493)
wurden mit fir 6HIS-UBI (pGS2307; 2308) kodierenden 2u-Plasmiden transformiert und in kupferhaltigem (100 uM
CuSO0a) SD-Medium bis zu einer ODsoo von 0,8 wachsen gelassen. Ein Teil der Kultur wurde mit 1 M KCI 15 min
lang einem osmotischen Schock ausgesetzt. Die Zellen wurden nach der in Abbildung 13 beschriebenen Prozedur
weiterbehandelt. Die Molekularmassen wurden mit Hilfe eines Proteinstandards bestimmt und sind links in kDa
angegeben. A: Die Eluatproben sowie die Uberstande wurden in einem 8 %-igen Gel aufgetrennt und nach dem
Transfer auf eine PVDF-Membran sowohl mit Antikdrper gegen Nup2-N sowie die Eluate auch mit Antikdrper gegen
Nup60 inkubiert. POD-gekoppelte Sekundéarantikdrper aus Kaninchen wurde zur Detektion beider Primé&rantikdrper
verwendet. B: Lysekontrolle der Proben, welche ebenfalls mit Nup2-N-Antikérper und dem gleichen
Sekundarantikdrper analysiert wurde. Das Lysat (L) wurde durch Zentrifugation getrennt in Uberstand vor der
Bindung (U) und Pellet (P) und der Durchfluss ist der Uberstand nach der Bindung (DF).
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4.6.2. Die SUMOylierungsstellen von Nup2 entsprechen unter normalen

Wachstumsbedingungen nicht den Ubiquitinierungsstellen von Nup2

Um einen moéglichen Zusammenhang zwischen der SUMOylierung und der Ubiquitinierung
von Nup2 zu untersuchen, wurde die NUP2-2xKR-Mutante ebenfalls auf Ubiquitinierung
Uberpruft. Aufgrund der Tatsache, dass die Ubiquitinierung von Nup2 im wildtypischen Stamm
nur schwach zu detektieren war, wurde fir den folgenden Versuch der Wildtyp mit einem
Plasmid transformiert, welches zur Uberexpression von NUP2-HA bzw. NUP2-2x-SUMO-KR-
HA fuhrt. Die Stdmme wurden mit 6HIS-UBI transformiert und anschliel3end die durch Bindung
an Ni-NTA-Agarose gereinigten Proteine analysiert. Aufgrund der im vorherigen Versuch
gefundenen Zunahme der Ubiquitinierung nach osmotischem Stress wurden diese beiden
Hefestamme ebenfalls mit KCl inkubiert. Wie in Abbildung 28A zu sehen, zeigen beide Nup2-
Varianten, egal ob Wildtyp oder Doppelmutante, das gleiche Signal fir Nup2-Ub, was
daflrspricht, dass die SUMOylierung keinen Einfluss auf die Ubiquitinierung hat und die
Ubiquitinierungsstellen nicht den SUMOylierungsstellen entsprechen. Betrachtet man jedoch
die gleichen Stamme nach osmotischem Stress, so sieht man bei der Doppelmutante
verglichen mit dem Stamm mit Nup2-HA-WT eine wesentlich schwachere Ubiquitinierung fur
Nup2 (Abbildung 28A). Die Negativkontrolle ohne zusatzliches Ubiquitin zeigt, dass die Bande
spezifisch fur Nup2-Ub ist. Die Ergebnisse wurden quantifiziert und in einem Balkendiagramm
dargestellt, wobei die Gesamtmenge an Nup2-HA in den Uberstandsproben mit einberechnet
und die Ubiquitinierung ohne Stressor im Wildtyp auf 100 % gesetzt wurde (Abbildung 28B).
In Abbildung 28A sind zudem noch die Uberstandsproben dargestellt, welche mit Antikérper
gegen HA sowie Ubiquitin detektiert wurden. Die Ergebnisse fir NUP2-WT und die NUP2-
2xKR-Mutante wurden mehrfach berprift. Die Anderung des Ubiquitinierungsgrads in
Abh&ngigkeit von osmotischem Stress in beiden Stammen hingegen misste noch in weiteren
Versuchen verifiziert werden, da es hier nur dieses eine Ergebnis gibt. Unter normalen
Bedingungen entsprechen die  SUMOylierungsstellen von  Nup2 nicht den
Ubiquitinierungsstellen und das Verhindern der SUMOylierung an diesen Positionen
beeinflusst die Ubiquitinierung nicht. Unter osmotischem Stress lassen sich anhand dieser
Daten nur MutmafRungen anstellen, wobei dieses erste Ergebnis dafiirspricht, dass die
SUMOylierungsstellen unter diesen Bedingungen die Ubiquitinierung beginstigen. Nach
osmotischem Stress erfolgt entweder auch eine Ubiquitinierung an den SUMOylierungsstellen

oder aber die SUMOylierung dieser Stellen begiinstigt die Ubiquitinierung anderer Lysinreste.
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Abbildung 28: In vivo-Ubiquitinierung von Nup2 und nicht mehr SUMOylierbarem Nup2 nach osmotischem
Schock.

Der Wildtyp (GSY170) wurde mit dem fur 6HIS-UBI kodierenden 2p-Plasmid (pGS2307) sowie mit NUP2-3xHA
(pGS2010) oder NUP2-2xKR-3xHA (pGS2117) transformiert. Zur Kontrolle wurde ein Stamm mitgefihrt, welcher
nur NUP2-3xHA, aber kein zusétzliches Ubiquitin enthalt. Die Kultivierung sowie die Prozedur zum Nachweis der
in vivo-Ubiquitinierung erfolgte nach dem in Abbildung 13 beschriebenen Protokoll der in vivo-SUMOylierung. A:
Die Eluate und Uberstande wurden in einem 8 %-igen SDS-Gel aufgetrennt und auf eine PVDF-Membran
transferiert. Die Inkubation erfolgte mit HA-Primarantikdrper sowie dem entsprechenden POD-gekoppelten (anti-
Maus) Sekundarantikorper. Die Uberstande vor (U) und nach der Bindung (DF) wurden zudem auf einem 17,5 %-
igen Gel aufgetragen und nach Westernblot mit Antikdrper gegen Ubiquitin und dem POD-gekoppelten
Sekundéarantikbrper gegen Maus analysiert. Die Molekularmassen wurden mit Hilfe eines Proteinstandards
bestimmt und sind links in kDa angegeben. B: Die Eluate der verschiedenen Ansétze wurden quantifiziert und,
nachdem sie auf die Uberstande normiert wurden, in einem Balkendiagramm dargestellt. Die Ubiquitinierung von
Nup2-WT-3xHA ohne osmotischen Stress wurde hierzu auf 100 % gesetzt.
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4.6.3. Nup2 hat mehr als nur eine Ubiquitinierungsstelle
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Abbildung 29: Nachweis der in vivo-Ubiquitinierung von verschiedenen Nup2-Mutanten.
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Die NUP2-2xKR-Mutante (GSY1488), die NUP2-K153R-Mutante (GSY1496), die NUP2-K170R-Mutante
(GSY1495) sowie die NUP2-K569R-Mutante (GSY1518) und der dazugehérge integrierte Wildtyp (GSY1487)
wurde mit dem fir 6HIS-UBI kodierenden 2u-Plasmid (pGS2307) transformiert und in kupferhaltigem
Selektivmedium bis zu einer ODesoo von 0,8 kultiviert. Zur Kontrolle wurde der integrierte Wildtyp sowie die NUP2-
K569R-Mutante ohne zusatzliches Ubiquitin mitgefiihrt. Das Ernten sowie die weitere Behandlung der Zellen
erfolgten wie bereits in Abbildung 13 beschrieben. Die Molekularmassen wurden mit Hilfe eines Proteinstandards
bestimmt und sind links in kDa angegeben. A-F zeigen drei unabhangige Experimente. A, C und E: Eluatproben,
welche in einem 8 %-igen SDS-Gel aufgetrennt und nach dem Transfer mithilfe eines Antikbrpers gegen Nup2-N
und POD-gekoppeltem Sekundarantikérper gegen Kaninchen analysiert wurden. B, D und F: Uberstand vor (U)
und nach Bindung (DF) sowie Pellet (P) nach Lyse, aufgetrennt tiber ein 8 %-iges SDS-Gel und nach Transfer mit
den gleichen Antikdrpern wie die Eluate detektiert.

Nachdem gezeigt wurde, dass Nup2 ubiquitiniert wird, die SUMOylierungsstellen aber unter
normalen Bedingungen keinen Einfluss auf diese Madifikation haben, sollte getestet werden,
ob die bereits auf Datenbanken (SGD (www.yeastgenome.org); Biogrid
(https://thebiogrid.org)) vorhergesagte Ubiquitinierungsstelle am Lysinrest 569 die Stelle ist,
an der Nup2 tber Ubiquitin modifiziert wird. Um dies zu testen, wurde ein Stamm generiert, in
welchen NUP2 integriert wurde, welches aufgrund eines Basenaustauschs einen
Aminosaureaustausch von Lysin zu Arginin an Position 569 aufweist. Dieser Stamm wurde auf
die gleiche Weise aus Anup2 hergestellt, wie auch der integrierte Wildtyp sowie die integrierten
SUMO-Mutanten, weshalb diese als direkte Kontrolle gewahlt wurden. Der Versuchsablauf
erfolgte nach den Standardbedingungen. Die in Abbildung 29A, C und E gezeigten Eluate
sowie die Lysekontrollen in B, D und F zeigen, dass sich die NUP2-K569R-Mutante in ihrem
Ubiquitinierungsmuster von allen anderen NUP2-Integrationsstammen unterscheidet.
Vergleicht man die Negativkontrolle ohne UBI mit den Integrationsstimmen der SUMO-
Mutanten bzw. dem Wildtyp mit zusatzlichem UBI, so ist zu erkennen, dass zwei Banden
dazukommen, wobei in der NUP2-K569R-Mutante nur die obere Bande klar zu sehen ist,
wahrend die untere wesentlich schwacher oder auch gar nicht detektierbar ist. Anhand dieser
Versuche lasst sich sagen, dass der Lysinrest an Position 569 wohl nicht die einzige
Ubiquitinierungsstelle  von Nup2 ist, aber dennoch einen Einfluss auf die

Ubiquitinierungseffizienz hat.

4.7. Nup2-Mutanten zeigen keine Anderungen im Wachstum unter osmotischem

Stress

Aufgrund der Tatsache, dass die SUMOylierung von Nup2 bei osmotischem Stress verstarkt
wird, sollte getestet werden, ob auch das Wachstum der Hefezellen unter diesen Bedingungen
beeintrachtigt oder mdglicherweise sogar gehemmt wird. Hierzu wurden Hefezellen, welche
NUP2 in seiner wildtypischen Form enthalten, mit der NUP2-2xKR-Mutante verglichen. Zudem
wurde als Kontrolle der Ahogl-Stamm mitgefiihrt, bei dem schon bekannt ist, dass das
Wachstum nach osmotischem Stress sehr eingeschrankt ist (Babazadeh et al., 2014).
AuRerdem wurde der Anup2-Stamm mitgefuhrt, um zu testen, ob das Fehlen von Nup2 einen

negativen Einfluss auf das Wachstum der Zellen hat.
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Fir diesen Versuch wurden Kulturen der jeweiligen Stamme Uber Nacht kultiviert und am
Folgetag auf eine ODgoo VOn etwa 0,2 verdiinnt, sodass die Zellen nach weiterer zweistiindiger
Inkubation bei 30°C in etwa die gleiche Zelldichte von 0,5 aufwiesen. Die Zellen wurden in
einer 96-Loch-Mikrotiterplatte in 10er Schritten mit Wasser verdiinnt und anschlieRend auf die
Platten mit KCI- bzw. Sorbitolkonzentrationen von 0,5M, 1 M und 2 M gestempelt. Um
mehrere Replikate zu haben, wurden von den Platten mit den verschiedenen KCI- und
Sorbitolkonzentrationen jeweils mindestens drei gestempelt. Die Zellen wurden insgesamt fr
drei Tage wachsen gelassen, wobei das Wachstum taglich unter Verwendung eines Scanners
dokumentiert wurde (Abbildung 30; nur Tag 3). Auf der Platte mit der geringsten KCI- bzw.
Sorbitolkonzentration sieht man am ersten Tag noch ein verlangsamtes Wachstum des Ahog1-
Stamms, welcher aber ab dem zweiten Tag noch anwachst (Daten nicht gezeigt). Bei der
niedrigsten Konzentration sieht man schon einen leichten Effekt fur den Ahog7-Stamm,
welcher bei 1M Sorbitol zu einem stark gehemmten Wachstum ab der ersten
Verdinnungsstufe und bei 2 M Sorbitol zu keinem Wachstum fiihrt. Die NUP2-Mutanten
hingegen wachsen vollkommen vergleichbar mit dem Wildtyp und zeigen keine
Beeintrdchtigung durch den osmotischen Stress, abgesehen von einem verringerten
Wachstum bei 2 M Sorbitol, welches aber auch in den NUP2-WT-Zellen zu sehen ist.
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Abbildung 30: Zellwachstum der Nup2-Mutanten unter osmotischem Stress.

Der Anup2-Stamm (GSY432), der NUP2-2xKR-Stamm (GSY1488) sowie der dazugehdrige integrierte Wildtyp
(GSY1487) und der Ahog1l-Stamm wurden in YPDade-Medium tiber Nacht bei 30°C kultiviert. Die Kulturen wurden
so verdunnt, dass sie nach Kultivierung fur 2 h die gleiche optische Dichte erreicht hatten Danach wurden sie in 96-
Loch-Mikrotiterplatten in Zehnerschritten in Wasser verdinnt. Die verschiedenen Verdinnungsstufen wurden mit
einem Replikationsstempel gleichmafig auf die 0,5 M, 1 M bzw. 2 M KCI oder Sorbitol-haltigen Platten gestempelt
und nach drei Tagen dokumentiert.
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In einem weiteren Wachstumsexperiment wurden ebenfalls Zellen auf KCl-haltige Platten
gestempelt. Verwendet wurden hierfir die Nup2-Mutanten Anup2, NUP2-2xKR, NUP2-K569R
sowie der integrierte NUP2-WT und der original Wildtyp als Positivkontrolle. Zudem wurde
auch der Ahogi1-Stamm als Positivkontrolle fur ein stressabhangiges Wachstumsdefizit
mitgefuhrt. Zudem wurden die Nup60-Mutanten Anup60, Anup60/NUP2-WT, Anup60/NUP2-
2xKR, NUP60-UB-KR und NUP60-SUMO-KR sowie der Wildtyp als Positivkontrolle getestet.
Die Zellen wurden Uber Nacht in Vollmedium kultiviert und so verdinnt, dass sie nach zwei
weiteren Stunden Inkubation eine ODggo von etwa 0,5 hatten. AnschlieRend wurden sie in 5er-
Schritten in einer 96-Loch-Mikrotiterplatte in Wasser verdinnt, bevor sie mit einem
Replikationsstempel auf 1 M und 1,5 M KCl-haltige sowie KCl-freie Platten transferiert wurden.
Die Dokumentation erfolgte nach 1, 2, 3 sowie nach 7 Tagen, wobei in Abbildung 31 nur das
Ergebnis nach 3 und 7 Tagen gezeigt ist. Das Wachstum der Zellen war auf den Vollmedium-
Platten einheitlich, wahrend auf der Platte mit 1 M KCI das Wachstum des Ahog7-Stamms
bereits vollstandig gehemmt war. Auf den 1,5 M KCI-Platten war nach 3 Tagen kein Wachstum
detektierbar. Nach 7 Tagen konnte jedoch dokumentiert werden, dass die NUP60-SUMO-KR-
Mutante wachst, wahrend keiner der anderen Stamme angewachsen war. Somit scheint in
diesem Stamm das Wachstum nur sehr verlangsamt zu sein, wahrend es in den anderen
Stammen vollstindig gehemmt ist. Interessanterweise scheint 1,5M KCI auch die
Konzentration zu sein, welche das Wachstum maf3geblich beeinflusst, da Zellen bei geringerer
KCl-Konzentration noch wuchsen, wahrend bei 1,5 M das Wachstum auf Platten eingestellt
war.

Neben dem Wachstum auf KCl-haltigen Platten wurde das Wachstum der verschiedenen
NUP2-Stamme auch in Flussigkultur getestet, wobei hier ebenfalls (iber Nacht Kulturen von
Anup2, NUP2-WT, NUP2-2xKR, NUP2-K569R, Anup60/NUP2-WT, Anup60/NUP2-2xKR
sowie Ahog1 bei 30°C inkubiert wurden, welche am Folgetag auf eine ODggo von ~0,1 verdinnt
wurden. Fir jeden Stamm wurden zwei 100 ml Kulturen angesetzt, wobei eine davon mit 1 M
KCI versetzt wurde. Uber einen Zeitraum von 12,5 h wurde alle 90 min eine Probe entnommen
und photometrisch die Dichte und somit das Zellwachstum dokumentiert. Um einen genauen
Vergleich des Wachstums zu haben, wurde der Ausgangswert aller Kulturen auf 1 gesetzt und
die Folgewerte auf diesen Wert angepasst und in einem Diagramm visualisiert. Die in
Abbildung 32A dargestellten Ergebnisse fur die ungestressten Kulturen zeigen, dass alle
Stamme vergleichbar wachsen, abgesehen von NUP2-WT, wobei dieser Stamm auch in der
Ubernacht-Kultur schon ein wenig langsamer gewachsen ist. Gleiches sieht man in Abbildung
32B auch fur die mit KCI gestresste Kultur von NUP2-WT, wobei dies somit nicht als
stressinduzierter Effekt gewertet werden kann, sondern dem an sich langsameren Wachstum
geschuldet ist. Ein weiterer Stamm, welcher in dem KCI-haltigen Medium einen leichten Effekt

zeigt, ist der Anup60/NUP2-2xKR-Stamm, wobei dieser ohne osmotischen Schock kein
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verlangsamtes Wachstum zeigt. Im Gegensatz zu diesem Stamm zeigt aber der Ahog1-
Stamm einen klaren Effekt infolge des osmotischen Schocks, welcher in einem stark
gehemmten Wachstum resultiert. Dieser Versuch zeigt, dass keine der NUP2-Mutanten
gravierend durch den osmotischen Schock beeinflusst wird. Das leicht verringerte Wachstum
von Anup60/NUP2-2XxKR miusste in weiteren Versuchen verifiziert werden, um eine klare
Aussage treffen zu kénnen. Da jedoch auch bereits auf den Stressplatten kein Effekt ersichtlich

war, wurde darauf verzichtet, an dieser Stelle weitere Analysen durchzufihren.

nach 3 Tagen nach 7 Tagen
wn Yol Te] Yol
n o w0 o 0 N n o
0w N O 0 v N © 0w N © nw w N ©
O NN — v N NN «— W1 N NN «— WO N NN «—
-~ - - - - - - - - - - - ~ - - - - ~ - - - - -

NUP2-WT
Anup2
NUP2-WT
NUP2-2xKR
NUP2-UB-KR
Ahog1
NUP-2-WT
Anup60
Anup60/NUP2-WT
Anup60/NUP2-2xKR
NUP60-UB-KR
NUP60-SUMO-KR

1M KCI 1,5 M KCI

Abbildung 31: Zellwachstum der Nup2 und Nup60-Mutanten unter osmotischem Stress.

Der Anup2-Stamm (GSY432), der NUP2-2xKR-Stamm (GSY1488), der dazugehérige integrierte Wildtyp
(GSY1487) und die NUP2-UB-K569R-Mutante (GSY1518) sowie als Kontrolle der Ahog1-Stamm wurden in YPDade-
Medium uber Nacht bei 30°C kultiviert. Zudem wurden auch Kulturen mit Anup60-Zellen (GSY1386), Anup60-Zellen
mit integriertem NUP2-Wildtyp (GSY1491) bzw. Anup60/NUP2-2xKR-Zellen (GSY1492) und den Stammen mit
nicht mehr SUMOylierbarem (GSY1500) bzw. nicht mehr ubiquitinierbarem Nup60 (GSY1499) vorbereitet. Die
Kulturen wurden so verdiinnt, dass sie nach weiteren 2 h Inkubation die gleiche optische Dichte erreicht hatten.
Danach wurden sie in 96-Loch-Mikrotiterplatten in Finferschritten in Wasser verdinnt. Die verschiedenen
Verdinnungsstufen wurden mit einem Replikationsstempel gleichmafig auf die 1 M bzw. 1,5 M KClI-haltigen sowie
KCl-freien YPDade-Platten gestempelt und nach drei Tagen dokumentiert. Die Platten mit 1,5 M KCI wurden zudem
noch nach 7 Tagen dokumentiert.
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Abbildung 32: Zellwachstum in Flissigkultur unter andauerndem osmotischem Stress.

Die Deletions-Mutanten Anup2 (GSY432) und Anup60 (GSY1386), der NUP2-2xKR-Stamm (GSY1488), der
dazugehdtrige integrierte Wildtyp (GSY1487), die NUP2-UB-K569R-Mutante (GSY1518), Anup60-Zellen mit
integriertem NUP2-Wildtyp (GSY1491) bzw. Anup60/NUP2-2xKR-Zellen (GSY1492) sowie als Kontrolle der Ahog1-
Stamm wurden in YPDade-Medium Uber Nacht bei 30°C kultiviert. Die Kulturen wurden anschlie3end in 100 ml
Medium ohne und mit KCI mit einer Endkonzentration von 1 M so verdiinnt, dass alle eine ODsoo von 0,1 hatten
und bei 30°C kultiviert. Das Wachstum der Zellen wurde anhand der optischen Dichte fur 12,5 h dokumentiert und
graphisch dargestellt. Die optische Dichte aller Zellen wurde auf den Anfangswert 1 gesetzt und alle Werte an den
ersten Wert angepasst, sodass sich an der y-Achse die Vervielfaltigung der Zelldichte bezogen auf die
Ausgangsdichte ergibt. A: Wachstum der Zellen in KCl-freiem Medium. B: Wachstum der Zellen in YPDade-Medium
mit 1 M KCI.

4.8. Interaktionsstudien von Nup2

Viele biologische Funktionen und Prozesse werden nicht durch einzelne Proteine allein,
sondern durch Interaktionen in Proteinkomplexen reguliert. Aus diesem Grund sollten SUMO-
spezifische Interaktionspartner sowie weitere noch nicht beschriebene Interaktionspartner von
Nup2 identifiziert werden. Die Reinigung Nup2-assoziierter Proteinkomplexe erfolgte Uber zwei
verschiedene Methoden. Einerseits wurde die Tandem Affinity Purification (TAP) (Rigaut et al.,
1999) angewendet, welche aufgrund zweier Reinigungsschritte sehr spezifisch ist, aus diesem

Grund jedoch auch hohe Proteinverluste mit sich bringt. Andererseits wurde eine Co-
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Immunprézipitation durchgefihrt, welche nur einen Reinigungsschritt beinhaltet und somit
weniger spezifisch ist, jedoch geringere Proteinverluste verzeichnet. Beiden Methoden liegt
die Coreinigung der Interaktionspartner Uber Reinigen des Zielproteins Nup2 zugrunde.

Fur beide Reinigungsarten mussten zunachst Bedingungen etabliert werden, welche optimal
fur Nup2 sind, um darauf die Untersuchung der Interaktionen mittels Massenspektrometrie

aufzubauen.

4.8.1. Die Salzkonzentration des Lysepuffers hat sowohl Einfluss auf die Lyse als auch
auf die Bindungseffizienz wahrend der TAP-Reinigung

Bei der Tandemaffinitatsreinigung handelt es sich um eine bereits etablierte Methode zur
Reinigung von Proteinkomplexen unter nativen Bedingungen (Rigaut et al., 1999).
Interaktionspartner, welche mit dem C- oder N-terminal mit einem TAP-tag fusionierten Protein
interagieren, kbnnen mit dieser Methode Uber zwei aufeinanderfolgende Affinitatsreinigungen
isoliert werden. Im Fall des zu untersuchenden Proteins Nup2 wurde der TAP-tag C-terminal
an das Protein fusioniert. Der TAP-tag setzt sich aus zwei IgG-bindenden Doménen (ZZ) sowie
einem Calmodulin-bindenden Peptid, welche Uber eine TEV-Schnittstelle verbunden sind,
zusammen. Die ZZ-Domane, welche aus dem Protein A aus Staphylococcus aureus stammt,
hat eine hohe Affinitat fir 1gG, weshalb der erste Reinigungsschritt Gber IgG-Sepharose
erfolgt. Alle nicht gebundenen Proteine kdnnen somit weggewaschen werden und die
spezifisch gebundenen Nup2-Interaktionspartner-Proteinkomplexe durch Zugabe von TEV-
Protease proteolytisch geldst werden, indem die ZZ-Démanen aus Protein A an der TEV-
Spaltstelle abgespalten werden. Das weiterhin vorhandene Calmodulin-bindende Peptid
(CBP) ermdglicht den zweiten Reinigungsschritt, da es in Anwesenheit von Ca?" an
Calmodulin bindet und durch Zugabe von EGTA unter Ca?*-Komplexbildung geltst wird, was
zu dem gereinigten Eluat fihrt.

In einem ersten Versuch wurde ein Stamm verwendet, welcher Nup2 zusatzlich zu der Fusion
mit TAP in seiner wildtypischen Version enthalt und somit Nup2-TAP in genomisch Ublichen
Mengen synthetisiert. Der Aufschluss der Zellen erfolgte mechanisch unter zwei
unterschiedlichen nativen Pufferbedingungen, welche zwei verschiedene Konzentrationen an
NaCl enthielten. Neben NUP2-WT-TAP wurde auch noch der Ausgangsstamm NUP2-WT
ohne TAP-tag mitgefuhrt, um die Effizienz der Methode zu Gberprifen.

Die TAP-Reinigung erfolgte wie in 3.4.6 bis 3.4.11 beschrieben, die Gber TCA geféllten
Proteine wurden anschlieRend lGber ein SDS-Gel aufgetrennt und nach dem Transfer auf eine

PVDF-Membran immunologisch analysiert.
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Abbildung 33: TAP-Reinigung von Nup2-TAP unter verschiedenen Salzkonzentrationen sowie Test
verschiedener Lysepuffer.

2 | Kulturen des NUP2-Integrationsstamms (GSY1487) sowie des NUP2-TAP-Integrationsstamms (GSY1523)
wurden bis zu einer ODsoo von 3-3,5 bei 30°C kultiviert, geerntet und anschlieend durch mechanische Lyse
aufgeschlossen. Das Lysat wurde zum Entfernen von Zelltrimmern zentrifugiert und der Uberstand mit 1gG-
Sepharose bei 4°C fiir 1,5 h inkubiert. Gebundene Proteinkomplexe wurden durch Inkubation mit TEV-Protease bei
4°C uber Nacht abgespalten, bevor sie in einem zweiten Reinigungsschritt an Calmodulin-Sepharose (4°C; 1,5 h)
gebunden wurden. Die Elution der gebundenen Proteine erfolgte tiber Ca?*-Komplexbildung durch Zugabe von
5mM EGTA. Die Eluatproben wurden mit Hilfe von TCA geféllt und auf einem SDS-Gel aufgetrennt. Die
Molekularmassen wurden mit Hilfe eines Proteinstandards bestimmt und sind links in kDa angegeben. A:
Eluatproben von Nup2-TAP mit Lyse- sowie Bindungspuffer mit 50 mM NaCl oder 150 mM NacCl. Als Kontrolle
wurde Nup2 ohne TAP-tag mitgefiihrt (50 mM NaCl). Die Proben wurden in einem 11 %-igen Gel aufgetrennt und
mit vier verschiedenen Primarantikdrpern (anti-Nup2-N, anti-Kap95, anti-Srp1 und anti-Nup60) und einem POD-
gekoppelten Sekundarantikdrper (anti-Kaninchen) inkubiert. B: Die Lyseeffizienz wurde durch Auftragen der
jeweiligen Uberstands- (U) und Pelletprobe (P) iberpriift. Zur Detektion von Nup2-TAP wurden Nup2-N-
Priméarantikdrper und der POD-gekoppelte Sekundéarantikrper (anti-Kaninchen) verwendet. C: Die Herstellung der
Zellpellets sowie die Lyse und die TAP-Reinigung erfolgten wie in A beschrieben, jedoch wurden nur zwei Pellets
des NUP2-TAP-Integrationsstamms verwendet. Bei einer der beiden Proben wurde nach der Lyse die
Salzkonzentration fur die weitere Prozedur von 150 mM NaCl auf 50 mM reduziert. D: 50 OD-Einheiten wurden
unter verschiedenen Pufferbedingungen lysiert. Die mechanische Lyse der Zellen erfolgte unter Verwendung des
TAP-Lysepuffers in verschiedenen Pellet: Puffer-Verhaltnissen (1:2 bzw. 1:4), bei verschiedenen
Salzkonzentrationen (50 mM ,150 mM und 250 mM), unter Verwendung verschiedener Detergenzien (Triton X-100
bzw. NP40) sowie unter Verwendung von IP-Lysepuffer statt TAP-Lysepuffer. Das Lysat wurde zum Entfernen von
Zelltrimmern zentrifugiert und die Uberstandsproben (U) sowie die Pelletproben (P) in einem 11 %-igen Gel
aufgetrennt und mit Nup2-N-Priméarantikdrper und einem POD-gekoppelten Sekundérantikérper (anti-Kaninchen)
inkubiert.

Neben dem fusionierten Nup2 wurden auch bereits bekannte Interaktionspartner von Nup2,
welche am NLS-Import beziehungsweise der Lokalisierung von Nup2 an die Kernhille beteiligt
sind, detektiert. Hierbei handelt es sich um die Importine Kap95 und Srpl sowie das
Nukleoporin Nup60 (Abbildung 33A). Sowohl das Zielprotein Nup2 als auch seine
Interaktionspartner wurden in den Eluaten der TAP-Stamme detektiert, wobei die Menge an

Nup2 sowie Kap95 in der 150 mM Probe sichtlich geringer war. Das Signal von Srpl liel3
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aufgrund seiner geringen Intensitat keine genauen Aussagen zu, ebenso verhielt es sich fur
Nup60, wobei dies hier der Schwache des Signals geschuldet war. Wahrend die Effizienz
anhand der Eluatproben in der mit 50 mM NaCl lysierten Probe besser zu sein scheint, zeigen
die Proben der Lysekontrolle das komplett entgegengesetzte Ergebnis. Die in Abbildung 33B
dargestellten Ergebnisse der Zelllyse zeigen, dass bei der Lyse mit 150 mM NaCl ein
wesentlich starkeres Signal fir Nup2 erkennbar ist, was moglicherweise fir eine bessere Lyse
sprechen wirde.

Um den Einfluss der Salzkonzentration im Lysepuffer wahrend der Bindung genauer zu
Uberprufen, wurden zwei Pellets des NUP2-TAP-Stammes auf gleiche Weise mit 150 mM
NaCl-haltigem Puffer lysiert, eine Probe jedoch vor der Bindung an die IgG-Sepharose auf
eine Endkonzentration von 50 mM NaCl verdiinnt. Die weitere Versuchsdurchfiihrung erfolgte
bei beiden Proben wieder auf die gleiche Art. Anhand der in Abbildung 33C dargestellten
Eluate lasst sich erkennen, dass die Signale sowohl fiir Nup2 als auch fur Kap95, Srpl und
Nup60 in den Proben mit dem verdinnten Puffer starker sind, was auch dem Ergebnis des
ersten Experiments entspricht.

Nachdem der Einfluss der Salzkonzentration des Puffers auf das Bindungsverhalten Uberpruft
wurde, wurde in kleinem Malf3stab an der Optimierung der Lyse gearbeitet. Hierzu wurden
verschiedene Pufferbedingungen getestet. Wahrend die TAP-Reinigung mit einem Pellet von
etwa 6000-7000 OD-Einheiten durchgefiihrt wurde, wurden fiir diesen Versuch pro Bedingung
nur 50 OD-Einheiten verwendet. Untersucht wurde einerseits die Lyseeffizienz in TAP-Puffer
mit verschiedenen Salzkonzentrationen von 50 mM, 150 mM und 250 mM. Zudem wurde in
150 mM NacCl-haltigem Puffer der Unterschied der Detergenzien Triton X-100 und NP40
Uberprift. AuBerdem wurde der Einfluss des Verhéltnisses von Puffer zu Pellet analysiert,
sowie der des Puffers, welcher fiir die Lyse vor der Immunprazipitation verwendet wurde. Die
Ergebnisse sind in Abbildung 33D dargestellt.

Den groRten Einfluss zeigt die Anderung des Verhaltnisses von Puffer zu Pellet. Wird das
Pellet in einem grélReren Puffervolumen aufgenommen, so ist die Lyse effizienter. Die Lyse
vor der TAP-Reinigung erfolgt jedoch in weniger Puffer und ist deshalb weniger wirkungsvoll.
Moglicherweise reicht das enthaltene Detergenz nicht aus, um die Proteine zu solubilisieren,
was sich daran zeigt, dass Nup2 noch fast vollstdndig im Pellet und so gut wie nicht im
Uberstand enthalten ist. Das Verhaltnis lasst sich hierbei jedoch nicht andern, da sowohl die
Kapazitat als auch die Anzahl der Lysebehalter fir die TAP begrenzt ist. Wollte man das Puffer
zu Pellet Verhaltnis erhéhen, missten viele Lyseschritte mit je kleinen Zellpellets durchgefiihrt
werden, was sowohl zeitlich als auch bei der Menge des zu verwendenden Lysepuffers zu
Problemen fuhren wirde. Zudem scheint das flr die TAP Ublicherweise verwendete Detergenz
1,5 % NP40 in diesem Puffer weniger effizient zu sein als 1 % Triton X-100. Unter Verwendung

von Triton X-100 wird ein GrofRteil von Nup2 im Uberstand detektiert, wahrend unter
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Verwendung von NP40 weniger als die Halfte im Uberstand zu finden ist. Dennoch lassen sich
auch Unterschiede in den Proben mit NP40 erkennen, da mit der Konzentration an NaCl auch
die Ldslichkeit von Nup2 steigt. Vergleicht man jedoch die Lyse unter Verwendung des TAP-
Puffers unter optimierten Bedingungen mit der unter Verwendung des IP-Puffers, so zeigt sich
deutlich, dass die Lyse mit dem IP-Puffer wesentlich effizienter ist.

Da die Lyseeffizienz in dem Ublichen TAP-Puffer nicht optimal ist, wurde auf diese Methode

der Reinigung verzichtet und die Effizienz der Co-Immunprazipitation getestet.

4.8.2. Optimierung der IP unter Verwendung zweier Detergenzien

Nachdem bereits gezeigt wurde, dass die Lyse von Nup2 unter Verwendung von Triton X-100
effizienter ist als mit NP40, wurde zum Test noch Chaps als ein weiteres Detergenz, welches
haufig bei Immunprazipitationen verwendet wird, getestet, um sicherzugehen, dass die Lyse
mit Triton X-100 die effizienteste Option ist. Fur die IP wurde pro Versuchsbedingung ein Pellet
von 50 OD-Einheiten des integrierten NUP2-Wildtyps in 1 ml Puffer aufgenommen und nach
Zugabe von 0,2 g Glaskiigelchen mechanisch lysiert. Durch Zentrifugation wurde das Pellet
sedimentiert und der Uberstand auf mit Nup2-Antikorper vorinkubierte magnetische Protein
A/G-Kugelchen gegeben und Gber Nacht inkubiert. Nicht gebundene Proteine wurden durch
dreimaliges Waschen mit Puffer entfernt und gebundene Proteine durch Zugabe von SDS-
Probenpuffer bei 65°C eluiert. 1/3 des Eluats wurde anschlieBend in einem SDS-Gel
aufgetrennt, auf eine PVDF-Membran transferiert und immunologisch detektiert. Neben dem
Zielprotein Nup2 wurde wie auch bei der TAP-Reinigung die Anwesenheit bereits bekannter
Interaktionspartner, in diesem Fall Gspl und Srpl, Uberprift. Wie in Abbildung 34A dargestellt
ist, lasst sich Nup2 mit beiden Detergenzien gut reinigen, wahrend Srpl mit Chaps weniger
gut Gber Nup2 gereinigt wird. Flir Gspl hingegen erscheint in beiden Proben ein gleich starkes
Signal, wobei anzumerken ist, dass Gspl unspezifisch gebunden werden kann. Betrachtet
man die in Abbildung 34C gezeigte Lysekontrolle, so sieht man, dass die Lyseeffizienz unter
Verwendung von Triton X-100 besser ist, da weniger Nup2 im Pellet verbleibt. Lyse und
Bindung zusammen deuten darauf hin, dass Triton X-100 das bessere Detergenz flr die

Immunprézipitation von Nup2 ist, weshalb es in den folgenden Versuchen verwendet wurde.
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Abbildung 34: Immunprazipitation von Nup2 und seinen Interaktionspartnern unter Verwendung von 0,01 M
Chaps (0,65 %) im Vergleich zu 1 % Triton X-100 sowie unter Verwendung von IP-Puffer mit niedrigerer
Salzkonzentration bei der Bindung.

A und C: Der NUP2-Integrationsstamm (GSY1487) wurde bis zu einer ODsoo von 0,8 bei 30°C inkubiert und je
50 OD-Einheiten durch Zentrifugation geerntet. Eine Probe wurde in Anwesenheit von IP-Puffer mit 1 % Triton X-
100 und eine in Anwesenheit von IP-Puffer mit 0,01 M Chaps uber mechanische Lyse aufgeschlossen. B und D:
Der NUP2-2xKR-Integrationsstamm (GSY1488) sowie Anup2 (GSY432) wurden bis zu einer ODsoo von 0,8 bei
30°C kultiviert und je 50 OD-Einheiten durch Zentrifugation geerntet. Die Lyse erfolgte fur alle Proben mit 400 mM
NaCl-haltigem Puffer. Eine Probe mit Nup2-2xKR wurde jedoch vor der Bindung auf 125 mM NaCl verdunnt. Das
Lysat wurde zuvor durch Zentrifugation von Zelltrimmern befreit, bevor der Uberstand auf mit Nup2-N-Antikérper
inkubierte (1 h; RT; 3 pg), magnetische Protein A/G-Kiigelchen gegeben wurde und tber Nacht rollend bei 4°C
inkubiert wurde. Nicht gebundene Proteine wurden durch Waschen entfernt und gebundene Proteinkomplexe
wurden durch Zugabe von 1x-Probenpuffer bei 60°C eluiert. Die Molekularmassen wurden mit Hilfe eines
Proteinstandards bestimmt und sind links in kDa angegeben. A und B: Die Eluatproben wurden in einem 10 % igen
Gel aufgetrennt und nach Transfer auf eine PVDF-Membran mit Nup2-N-, Srp1- und Gspl- bzw. mit Nup60- und
Kap95-Priméarantikdrper sowie POD-gekoppeltem Sekundéarantikdrper (anti-Kaninchen) inkubiert und analysiert. C
und D: Zur Kontrolle der Lyse- sowie der Bindungseffizienz wurden Proben des Uberstands (U) sowie der
abzentrifugierten Zellbestandteile (P) und der nicht gebundenen Proteine (DF) in einem SDS-Gel aufgetrennt und
mit Nup2-N-Priméarantikdrper und POD-gekoppeltem Sekundéarantikdrper (anti-Kaninchen) inkubiert.

4.8.3. Die Effizienz der Immunpréazipitation von Nup2 ist zeitabhangig

Um zu testen, welchen Einfluss der Faktor Zeit auf die Bindungseffizienz von Nup2 an den
spezifischen Antikdrper hat, wurden 100 OD-Einheiten des NUP2-Integrationsstamms lysiert,
zentrifugiert und der Uberstand auf zwei 1,5 ml-ReaktionsgefaRRe aufgeteilt, in welchen mit
Nup2-Antikorper vorinkubierte Kigelchen vorgelegt wurden. Beide Ansatze wurden unter
gleichen Bedingungen bei 4°C rotierend inkubiert. Einer der Ansatze wurde nach einer Stunde
gewaschen und die gebundenen Proteine wurden eluiert, wahrend der zweite Ansatz Uber
Nacht weiter inkubiert und die gebundenen Proteine erst dann eluiert wurden. Pro SDS-Gel
wurde 1/3 der Eluate aufgetragen und anschlieRend mit Coomassie-Brilliant-Blau gefarbt oder
nach Transfer auf eine PVDF-Membran immunologisch analysiert. Das in Abbildung 35A
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dargestellte mit Coomassie-Brilliant-Blau gefarbte Gel zeigt deutlich, dass bereits nach einer
Stunde eine Bande zu sehen ist, welche offensichtlich Nup2 ist, jedoch verstarken sich sowohl
diese als auch alle anderen Banden nach der langeren Inkubation Uber Nacht. Zum Teil
werden einige Banden erst nach Immunprazipitation Gber Nacht sichtbar. Das gleiche
Ergebnis zeigt sich auch nach immunologischer Detektion, wie in Abbildung 35B zu sehen ist.
Sowohl Nup2 als auch seine Interaktionspartner Nup60, Srpl und auch Gspl sind nach der
Inkubation Uber Nacht deutlich effektiver prazipitiert worden, was sich auch in den
Uberstandsproben vor und nach der Bindung widerspiegelt (Abbildung 35C). Wahrend in der
Uberstandsprobe nach der einstiindigen Inkubation sowohl Nup2 als auch Nup60 noch
detektierbar sind, verschwindet dieses Signal vollstandig nach der Inkubation Gber Nacht, was
darauf hindeutet, dass der Grof3teil gebunden wurde. Infolge dieses Versuchs wurde die IP fur
weitere Versuche tber Nacht durchgefihrt.
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Abbildung 35: Immunprazipitation von Nup2 und seinen Interaktionspartnern in Abhé&ngigkeit der
Bindungsdauer.

Der Nup2-Integrationsstamm (GSY1487) wurde bis zu einer ODsoo von 0,8 bei 30°C inkubiert und je 50 OD-
Einheiten durch Zentrifugation geerntet und Uber mechanische Lyse aufgeschlossen. Das Lysat wurde durch
Zentrifugation von Zelltrimmern befreit, bevor der Uberstand auf mit Nup2-N-Antikorper inkubierte (1 h; RT; 3 ug),
magnetische Protein A/G-Kiigelchen gegeben wurde. Eine Probe wurde fiir 1 h mit den magnetischen Kiigelchen
(4°C, rollend) inkubiert, eine zweite wurde iber Nacht unter den gleichen Bedingungen inkubiert. Nicht gebundene
Proteine wurden durch Waschen entfernt und gebundene Proteinkomplexe wurden durch Zugabe von
1x-Probenpuffer bei 60°C eluiert. Die Molekularmassen wurden mit Hilfe eines Proteinstandards bestimmt und sind
links in kDa angegeben. A: 1/3 der Eluate wurde auf einem 11 %-igen Gel aufgetrennt und mit Coomassie-Brilliant-
Blau gefarbt. B: Es wurden zweimal je 1/3 der Eluate auf einem 11 %-igen Gel aufgetrennt und auf eine PVDF-
Membran transferiert. Die Membran wurde mit Nup2-N, Nup60-, Srpl- und Gspl-Primérantikdrper sowie POD-
gekoppeltem Sekundarantikérper (anti-Kaninchen) inkubiert. C: Zur Kontrolle der Lyse- sowie der Bindungseffizienz
wurden Proben des Uberstands (U) sowie der abzentrifugierten Zellbestandteile (P) und der nicht gebundenen
Proteine (DF) in einem SDS-Gel aufgetrennt und mit Nup2-N- sowie Nup60-Primérantikbrper und POD-
gekoppeltem Sekundarantikdrper (anti-Kaninchen) inkubiert.
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4.8.4. Die Salzkonzentration spielt eine Rolle bei der IP

In Vorversuchen, welche in dieser Arbeit nicht dargestellt sind, wurden bereits verschiedene
Salzkonzentration von 125-1000 mM fur die Lyse der Zellen vor der IP getestet. Die besten
Lyseerfolge wurden im Bereich von etwa 400 mM NaCl erzielt, weshalb diese
Salzkonzentration auch in den Versuchen zu Detergenz und dem Faktor Zeit verwendet
wurde. Interessanterweise war es aber in keinem dieser Versuche moglich, Kap95 zu
detektieren, wahrend unter Verwendung von Puffern mit geringeren Salzkonzentrationen (125-
250 mM) trotz schlechterer Lyse ein schwaches Signal zu erkennen war. Diese
Beobachtungen lieBen darauf schlieRen, dass schwachere Interaktionspartner
maoglicherweise durch zu hohe Salzkonzentrationen von Nup2 geldst werden. Um dies
genauer zu Uberprifen, wurden zwei Pellets von 50 OD-Einheiten des NUP2-
Integrationsstamms sowie zur Kontrolle ein Anup2-Pellet in 400 mM NaCl-haltigem Puffer
lysiert und die Zellfragmente sedimentiert. Die Kontroll-IP mit Anup2 sowie die IP mit einer der
Wildtypproben wurde in 400 mM NaCl-haltigem Puffer durchgefiihrt, wahrend der Uberstand
der zweiten Probe durch Zugabe von salzfreiem Puffer auf eine Endkonzentration von 125 mM
NaCl verdiinnt wurde. Die Inkubation mit den mit Antikérper vorinkubierten Kiigelchen erfolgte
Uber Nacht bei 4°C. Ein Teil der Probe wurde auf einem SDS-Gel aufgetrennt und nach
Westernblot mit den jeweiligen Antikdrpern dekoriert. Die Negativkontrolle des knockouts zeigt
nur Signale fur die schwere Antikdrperkette, jedoch nicht fir Nup2 oder einen seiner
Interaktionspartner Nup60, Srpl oder Kap95. Wie in den Versuchen zuvor wurden Nup60,
Srpl sowie Nup2 auch unter héheren Salzbedingungen vergleichbar effizient gereinigt wie bei
der Inkubation in Puffer mit niedrigerer Salzkonzentration. Erstaunlich hingegen ist jedoch die
Menge an Kap95, welche in der Probe mit verdinntem Puffer nachgewiesen wurde, wahrend
bei 400 mM kein Signal zu erkennen war (Abbildung 34B). Die in Abbildung 34D dargestellte
Lysekontrolle zeigt, dass die Ergebnisse beider Bedingungen vergleichbar sind, da die Proben
fur Uberstand, Pellet und Durchfluss eine effiziente Lyse und Bindung zeigen. In Anup2 wurde
kein Nup2 detektiert. Aufgrund der Ergebnisse dieses Versuchs wurde die Lyse der Zellen
weiterhin bei 400 mM durchgefiuihrt, der Puffer jedoch vor Inkubation mit den magnetischen

Kigelchen auf 125 mM verdinnt.

4.8.5. Optimierung der Elutionsbedingungen: Salzelution

Zur Elution wurde in den vorherigen Versuchen SDS-Probenpuffer verwendet und die
gebundenen Proteine bei 65°C von den magnetischen Kiigelchen gelost. Bei diesem Prozess
wurde aber neben den gebundenen Proteinen auch der verwendete Antikérper eluiert, was
sich bei der immunologischen Detektion zeigte und zu einem stérenden Signal fuhrte. Da die

Proben nach erfolgreicher Optimierung der IP massenspektrometrisch analysiert werden
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sollten und eine zu grofRe Menge an Antikdrper dabei stéren kénnte, wurden noch weitere
Elutionsmethoden getestet, welche weniger stark sind und den Antikérper nicht mit eluieren
sollen. Basierend auf dem im vorigen Abschnitt beschriebenen Versuch wurde eine Salzelution
durchgefuhrt, da gezeigt wurde, dass manche Proteine bereits bei niedrigen
Salzkonzentrationen ihre Bindung zu Nup2 verlieren und eluiert werden. Die IP wurde mit
einem 50 OD-Pellet durchgefihrt, wobei die Lyse in 400 mM NaCl-haltigem Puffer und die
Bindung in auf 125 mM NaCl verdiinntem Puffer durchgefiihrt wurde. Die Elution erfolgte durch
Inkubation in 1 ml Puffer mit 300 mM NacCl bei 4°C fiur eine Stunde. Anschlie3end wurde der
Uberstand mit TCA gefallt und 1 ml Puffer mit 600 mM NacCl auf die magnetischen Kiigelchen
gegeben. Nach einer Stunde wurde der Uberstand wieder entfernt, mit TCA geféllt und 1 ml
Puffer mit 1 M NacCl fur eine Stunde auf die Kiigelchen gegeben. Auch diese Probe wurde mit
TCA geféllt und die magnetischen Kugelchen zum Schluss mit SDS-Probenpuffer bei 65°C
inkubiert, um die durch das Salz nicht eluierbaren Proteine zu eluieren. Ein Teil der Proben
wurde auf ein SDS-Gel aufgetragen und nach dem Transfer auf eine Membran mit den
jeweiligen Antikorpern inkubiert und analysiert. In Abbildung 36A ist das Ergebnis der
einzelnen Elutionsschritte zu sehen. Wahrend Nup60 und Nup2 auch nach dreistindiger
Salzelution nicht eluiert wurden und erst nach Elution mit SDS-Probenpuffer detektierbar sind,
ist Kap95 bereits nach Elution mit 600 mM NaCl detektierbar. Die Lysekontrolle in Abbildung
36B bestétigt die effiziente Lyse sowie Bindung von Nup2. Dieses Ergebnis verdeutlicht
nochmals, dass die Interaktion von Nup2 mit Kap95 relativ schwach ist und in Kombination
von Salzkonzentration und Inkubationszeit geltst wird. Die Elution mit Salz ist somit nicht
geeignet fir alle gebundenen Proteine, dennoch ergibt sich eine neue Méglichkeit, durch diese

Art der Elution zwischen starkeren und schwacheren Interaktionspartnern zu unterscheiden.
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Abbildung 36: Elution immunpré&zipitierter Proteinkomplexe durch verschiedene Salzkonzentrationen.

Der NUP2-Integrationsstamm (GSY1487) wurde bis zu einer ODsoo von 0,8 bei 30°C inkubiert. 50 OD-Einheiten
der Zellen wurden durch Zentrifugation geerntet und Uber mechanische Lyse in Lysepuffer mit 400 mM NaCl
aufgeschlossen. Das Lysat wurde durch Zentrifugation von Zelltriimmern befreit, bevor der Uberstand auf mit Nup2-
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N-Antikorper inkubierte (1 h; RT; 3 pg) magnetische Protein A/G-Kugelchen gegeben, mit salzfreiem IP-Puffer auf
eine Konzentration von 125 mM NacCl verdiinnt und iber Nacht inkubiert wurde. Nicht gebundene Proteine wurden
durch Waschen entfernt und schwéacher gebundene potentielle Interaktionspartner von Nup2 wurden durch Zugabe
von IP-Puffer mit 300 mM NaCl (1 ml; 1 h; 4°C) eluiert. AnschlieRend folgte ein Elutionsschritt mit IP-Puffer mit
600 mM NaCl (1 ml; 1 h; 4°C), gefolgt von einem Elutionsschritt mit IP-Puffer mit 1 M NaCl (1 ml; 1 h; 4°C). Um
auch starker gebundene Proteinkomplexe zu eluieren, erfolgte ein Elutionsschritt mit 1x Probenpuffer bei 60°C. Die
Molekularmassen wurden mit Hilfe eines Proteinstandards bestimmt und sind links in kDa angegeben. A: Die
Salzelutionen wurden mit TCA geféllt, bevor 1/3 der Eluate in einem 11 %-igen Gel aufgetrennt und auf eine PVDF-
Membran transferiert wurde. Die Membran wurde mit Nup2-N-, Nup60- und Kap95- Priméarantikérper sowie POD-
gekoppeltem Sekundarantikérper (anti-Kaninchen) inkubiert. B: Zur Kontrolle der Lyse- sowie der Bindungseffizienz
wurden Proben des Uberstands (U) sowie der abzentrifugierten Zellbestandteile (P) und der nicht gebundenen
Proteine (DF) auf einem SDS-Gel aufgetrennt und mit Nup2-N-Primarantikérper und POD-gekoppeltem
Sekundarantikorper (anti-Kaninchen) inkubiert und analysiert.

4.8.6. Optimierung der Elutionsbedingungen: Quervernetzung des Antikérpers und

saure Elution mit Glycin

Um zu verhindern, dass der Antikdrper zusammen mit Nup2 und seinen Interaktionspartnern
von den magnetischen Kuigelchen eluiert wird, kann er an diese quervernetzt werden. Diese
Prozedur der Quervernetzung wurde wie in 3.4.12 beschrieben unter Verwendung des
Quervernetzers Dimethylpimelimidat (DMP) durchgefiihrt. Bei DMP handelt es sich um einen
Quervernetzer mit zwei Imidoester-Gruppen, welche unter alkalischen Bedingungen (pH 8-10)
mit primaren Aminen reagiert. Nachdem der Antikorper an die magnetischen Protein-A/G-
Kigelchen quervernetzt wurde, wurde die IP unter den optimierten Bedingungen (siehe
vorherige Abschnitte) durchgefiihrt. Sowohl unter Quervernetzungsbedingungen als auch
unter normalen Kontrollbedingungen wurden zwei Ansatze angefertigt, da zwei verschiedene
Arten der Elution getestet werden sollten. Einerseits wurde wie in den vorherigen
Experimenten die Elution mit SDS-Probenpuffer bei 65°C durchgeflihrt und andererseits wurde
eine saure Elution mit Glycin pH 2,6 getestet. Hierzu wurden dreimal 50 pl 0,2 M Glycin pH 2,6
auf die Kugelchen gegeben und jeweils flr 10 min inkubiert, bevor alle Elutionsfraktionen in
einem 1,5 ml-Reaktionsgefa3, in welchem 150 ul 1 M Tris pH 8 vorgelegt waren, vereint
wurden. Das vorgelegte Tris neutralisierte den pH-Wert der eluierten Proben, da ein zu saures
Milieu schadlich fur Proteine ist. Die sauer eluierten Proteine wurden vor dem Auftragen auf
das SDS-Gel mit TCA gefallt werden. Ein Teil der Eluate wurde anschlieend auf ein SDS-Gel
aufgetragen und nach dem Westernblot mit spezifischen Antikérpern untersucht. Die
Ergebnisse hierzu sind in Abbildung 37 dargestellt. Sowohl die IP mit quervernetztem
Antikorper als auch die normale IP haben funktioniert, jedoch lassen sich starke Unterschiede
bei der Elution erkennen. Wahrend Srpl unter allen Bedingungen gleichermalRen eluiert
wurde, gibt es bei Nup2 und Nup60 starke Varianzen. Betrachtet man zunachst die IP unter
normalen Bedingungen ohne Quervernetzung, so sieht man, dass bei der Elution viel
Antik6rper mit eluiert wird, wahrend es bei der Glycin-Elution nur eine geringe Menge ist. Das
Mengenverhaltnis spiegelt sich auch bei Nup2 wider. Die Interaktion zwischen Nup2 und

seinem spezifischen Antikorper scheint so stark zu sein, dass diese durch Glycin allein nicht
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gelost werden kann. Ahnlich scheint es sich auch fur die Interaktion von Nup60 und Nup2 zu
verhalten, da auch das Nup60-Signal nach Elution mit Glycin wesentlich schwéacher ist. Das
gleiche Ergebnis lasst sich auch unter den quervernetzen Bedingungen erkennen, wobei hier
die Elution des Antikdrpers mit SDS-Probenpuffer wesentlich geringer ist. Mit der Menge an
eluiertem Antikorper sinkt aufgrund der starken Bindung auch die Menge an eluiertem Nup2
sowie seinem Interaktionspartner Nup60. Kap95 konnte nur in der normalen IP-Probe nach
Elution mit SDS-Probenpuffer sowie sehr schwach nach Quervernetzung und saurer Elution
detektiert werden, wobei es sich hier um ein Detektionsproblem handelt, da nur sehr wenig
Kap95 vorhanden ist und anhand dieses Proteins in diesem Versuch keine Riickschliisse
getroffen werden kénnen. Im Vergleich beider Elutionsmethoden ist zu erkennen, dass die
Elution mit SDS-Probenpuffer effizienter ist, auch wenn auf diese Weise mehr Antikorper
eluiert wird. Die verwendeten Mengen an Antikdrper sind mit 3 pg bei der IP ohnehin so gering,
dass sie bei spateren massenspektrometrischen Analysen nicht stérend sein sollten. Da auch
nach Quervernetzung und Elution unter Verwendung des SDS-Probenpuffers Antikdrper
eluiert wurde und trotz héherem Aufwand die Elution nicht effizienter war als ohne

Quervernetzung, wurde diese Moglichkeit verworfen.
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Abbildung 37: IP nach Quervernetzung des Antikdrpers sowie Vergleich der Elutionsbedingungen
Magnetische Protein A/G-Kilgelchen wurden pro Ansatz mit 3 pg Nup2-N-Antikodrper inkubiert (1 h; RT). Eine Halfte
der Nup2-gekoppelten Kigelchen wurde mit DMP quervernetzt. Pro Ansatz wurden 50 OD-Einheiten des NUP2-
Integrationsstamms (GSY1487) in IP-Puffer mit 400 mM NaCl mechanisch lysiert, zentrifugiert und der Uberstand
nach Verdinnen auf 125 mM NacCl auf die mit Nup2-N-Antikrper inkubierten bzw. quervernetzten magnetischen
Kigelchen gegeben. Die Elution erfolgte mit 1x-Probenpuffer bei 60°C oder durch saure Elution mit Glycin pH 2,6
(3x 50 pl; je 10 min). Die sauer eluierten Proben wurden durch Zugabe von 150 pl 1 M Tris pH 8 neutralisiert, bevor
sie mit TCA gefallt wurden. 1/2 der Eluatproben wurden in einem 11 %-igen Gel aufgetrennt und nach dem Transfer
auf eine PVDF-Membran mit den Primarantikérpern gegen Nup2-N, Nup60, Kap95 und Srpl sowie dem POD-
gekoppelten Sekundarantikdrper (anti-Kaninchen) inkubiert. Die Molekularmassen wurden mit Hilfe eines
Proteinstandards bestimmt und sind links in kDa angegeben.

4.8.7. Optimierung der Elutionsbedingungen: Elution mit Peptid

Eine weitere Moglichkeit, gebundene Proteine von einem Antikdrper zu losen, ist die

kompetitive Elution Uber Peptid. Hierzu missen die genauen Bindungssequenzen des
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Proteins an den Antikdrper bekannt sein, welche sich anhand synthetisch hergestellter
Peptidspots herausfinden lassen. Der fir die IP verwendete Antikdrper ist gegen den
N-terminalen Bereich von Nup2 gerichtet, weshalb ausschlie3lich dieser Bereich getestet
wurde. In Abbildung 38A ist der mit Nup2-Antikérper dekorierte Peptidspot (hergestellt von
Prof. Dr, Martin Jung) nach immunologischer Detektion dargestellt. Anhand der
Signalintensitat lasst sich die Bindungsaffinitat nachweisen. Innerhalb des N-Terminus gibt es
mehrere Sequenzbereiche, welche von dem Antikorper erkannt werden, wobei ein Bereich ein
besonders intensives Signal zeigt. Dieser Bereich wurde synthetisch hergestellt und zudem
noch ein N-terminales Cystein zugefligt, um, falls erforderlich, eine Affinitatsreinigung des
Antikorpers Uber dieses Peptid zu erméglichen (Herstellung Prof. Dr. Martin Jung). Die genaue

Peptidsequenz inklusive des angefiigten Cysteins ist in Abbildung 38B gezeigt.

A

< o
o w Qo zZ XK S v uv - =) won
XA EEE R AR I RN R T RS AR EE IS LY
X n [C] 0o < J ¥
ann;p—<<z¥2¢<ﬂ-mm,_<u._,<._< won g e
£ >zo020>0:s82fz¥oxbovczbugz2Ezi3o
OCFhwoaospSEHLEd Ldaay iz a0 2 R
o W oA WA Fa g Z2 X2l e 0gpi-< S <08 wpS$Z
O zn;m>mz¢<¥!¥0ng‘V)u.§uW>m 2xs
S or503dz s Sdzlxa00bcBuo0vozEz 3
0 % wowaok FE A wk<ue 3 a0 0
<°‘¢>ZQ>5§%Z¢§¥Z¥8!NQ(Ai‘gwm>(n‘”‘£§
><or—mw°ngm>¢~azlm<czwmznwo'zl:u,n:
AR I A A AR A R A R R T R R T R R
w
s ScorGhadessEsizildas B6za02E5
20 e LY JoT X0 ERY KON
€ ~ @
0 J a0 QpFWHHQQY WkEXQaao W OWw > W a
g>xj¢t>zzﬁ>:mpzxigxnmz>w
> 20 Ja‘l!mfdn.xzou((mo‘m&t:!w
$65§Sebz>Zi2pE¥28gaganag
I H UL
G $82833s EaZgskEspzsi805848
o - g X o (7]
zuwuk2 JS g L>YZzT ELryoa>22000
S 090 3534 JegaxdY2eafEzxx x0XxXxawn
T 2x¥x> Yoo rFroEn S WOV n
SzislBstqEbryEZs¥Eovicsczes
e ' = i =0 -'n.u.%'as<<m0‘

Peptid aus 24 Aminoséuren

|

CDETKQASSFSFLNRADGTGEAQVD'

/

N-terminales Cystein zur Affinitatsreinigung von Antikérpern

Abbildung 38: Detektion der genauen Bindestelle des Nup2-N-Antikdrpers mittels Peptidspots sowie
schematische Darstellung des synthetisch hergestellten Peptids.

A: Der N-Terminus (1-178) von Nup2 wurde als Peptide aus 15 Aminosduren um je drei Aminoséuren versetzt
synthetisch hergestellt und auf eine Membran gespottet. Diese wurde anschlieBend mit Nup2-N-Antikérper sowie
POD-gekoppeltem Sekundarantikérper (anti-Kaninchen) inkubiert. Aminosduresequenzbereiche, welche vom
Antikorper erkannt werden, zeigen ein Chemilumineszenzsignal. B: Anhand der Ergebnisse der Peptidspots wurde
synthetisch ein Peptid hergestellt, welches neben den 24 Aminoséauren, bei welchen bei den Peptidspots ein starkes
Signal erkennbar war, noch ein N-terminales Cystein enthélt, welches zur Affinitatsreinigung von Antikdrpern
benétigt wird.

Die Immunprazipitation wurde nach den in den vorherigen Kapiteln optimierten Bedingungen
durchgefuhrt, wobei neben dem integrierten NUP2-WT der dazugehtrige Anup2-
Ausgangsstamm mitgefthrt wurde. Zur Kontrolle der Lyse- und Bindungseffizienz wurde die

in Abbildung 39B gezeigte Lysekontrolle durchgefihrt. Die Elution der Proteinkomplexe
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erfolgte durch Zugabe von insgesamt 500 pl Peptid-Puffer-Losung (5 mg/pl) in 100 pl
Schritten, wobei alle funf Elutionen vereint wurden. Aufgrund des hohen Probenvolumens
sowie der hohen Peptidmenge wurde die Probe unter Verwendung von Ultrafiltrationsréhrchen
eingeengt. Die eluierten Proteine wurden in SDS-Probenpuffer aufgenommen und der
Durchlauf der Probe wurde mit TCA gefallt und mittels Westernblot analysiert. Um die Effizienz
der Elution zu Uberprifen, wurden die magnetischen Kigelchen nach der Elution mit Peptid
nochmals mit SDS-Probenpuffer bei 65°C inkubiert. Abbildung 39A zeigt die mit Nup2-
Antikérper immunologisch detektierten Proben der Elution nach der IP. In den Proben von
Anup?2 ist in keiner der Spuren ein Signal erkennbar, abgesehen von der schweren Kette des
Antikorpers. Die Peptidelution des integrierten Wildtyps zeigt ebenso wie die Uber
Ultrafiltrationsrohrchen gereinigte Probe ebenfalls keine Bande fiir Nup2. Die mit SDS-
Probenpuffer eluierte Probe nach der Peptidelution zeigt ein starkes Signal flr Nup2, welches
ebenfalls dafiirspricht, dass die Elution mit Peptid nicht erfolgreich war. Um zu testen, ob das
verwendete Peptid Gberhaupt die Féahigkeit besitzt, gebundenes Nup2 zu verdrangen bzw. das
Binden von Nup2 an den Antikorper zu verhindern, wurde eine weitere IP durchgefihrt, in
welcher schon wéahrend der Inkubation des Lysats mit den mit Nup2-Antikdrper vorinkubierten
magnetischen Kiigelchen 500 ul Peptid-Puffer-Losung (10 mg/ml) zugegeben wurden. Das
Ergebnis dieses Versuchs ist in Abbildung 39C gezeigt. Die Lyse sowie die Bindung scheinen,
wie anhand der Lysekontrolle zu sehen ist, effizient gewesen zu sein (Abbildung 39D). Ebenso
zeigt sich eine effiziente Bindung in der Elutionsprobe, in welcher neben einem deutlichen
Signal fur Nup2 auch Kap95 und Srpl detektiert wurden. Dieses Ergebnis spricht dafir, dass

das Peptid nicht effizient genug an den Antikorper bindet, um das Protein zu verdrangen.

118



Ergebnisse

A
Anup2 NUP2-WT c -
c c 5o
s S 3%
© © ..
5 5 s 5 a g
S S ¢
§ S855 3 &5 100 8 <——nup2
$ 312833 3 3 70
ie) c 0B DT < o B
o £ 3 g S o) 55 W IgG Schwere
o OO0 o O oo Kette
130 70 *® <—Smp1
100 & <—Nup2
70
IgG Schwere
55 . . 6Kette
B D
< Anup2 NUP2- WT
O 8 L .
<—Nu o, <——
100 % P 100> Nup2

Abbildung 39: Elution gebundener Proteinkomplexe von Uber Protein affinitatsgereinigtem Antikorper
durch Sattigung mit Nup2-Peptid.

50 OD-Einheiten des NUP2-Integrationsstamms (GSY1487) sowie 50 OD-Einheiten des Anup2-Stamms (GSY432)
wurden in IP-Puffer mit 400 mM NaCl mechanisch lysiert, zentrifugiert und der Uberstand nach Verdiinnen auf
125 mM NacCl auf die mit Nup2-N-Antikérper inkubierten magnetischen Kiigelchen gegeben und tber Nacht bei
4°C rollend inkubiert. Die nicht gebundenen Proteine wurden mit Puffer weggewaschen und die gebundenen
Proteinkomplexe wurden durch Zugabe von 5 mal 50 pl Peptid (5 pg/ul) fir je 10 min eluiert. Die Molekularmassen
wurden mit Hilfe eines Proteinstandards bestimmt und sind links in kDa angegeben. A: Die einzelnen Elutionen
wurden vereint und Uber Ultrafiltrations-Réhrchen konzentriert, bevor sie in einem 11 %-SDS-Gel aufgetrennt und
nach dem Transfer mit Nup2-N-Priméarantikbrper sowie POD-gekoppeltem Sekundéarantikdrper (anti-Kaninchen)
inkubiert wurden. Zur Kontrolle der Proteine, welche nicht Uber Peptid von den magnetischen Kiigelchen geldst
werden konnten, wurden die Kigelchen mit 1x-Probenpuffer bei 60°C inkubiert. Zudem wurde der Durchlauf,
welcher bei der Aufkonzentration entstand, ebenfalls analysiert. B: Zur Kontrolle der Lyse- sowie der
Bindungseffizienz wurden Proben des Uberstands (U) sowie der abzentrifugierten Zellbestandteile (P) und der nicht
gebundenen Proteine (DF) auf einem SDS-Gel aufgetrennt und mit Nup2-N-Primarantikérper und POD-
gekoppeltem Sekundarantikdrper (anti-Kaninchen) inkubiert und analysiert. C: Die Immunprazipitation wurde auch
in Anwesenheit des Nup2-Peptids wahrend der Bindung an die mit Nup2-N-Antikdrper gekoppelten Protein A/G-
Kigelchen getestet. Hierzu wurden 2,5 pg Peptid zum Lysat gegeben, bevor es tber Nacht mit den vorinkubierten
Protein A/G-Kugelchen inkubiert wurde. D: Neben der Eluatprobe wurde auch die Lyse- sowie Bindungseffizienz
Uberpruft.

Eine mogliche Ursache, weshalb die Elution mit Peptid fehlgeschlagen war, kénnte darin
liegen, dass es, wie in Abbildung 38A zu sehen ist, noch weitere Sequenzen gibt, an denen
der verwendete Antikdrper das Protein erkennt. Das Peptid hingegen bindet nur an einer 24
Aminosauren langen Sequenz, weshalb die anderen Sequenzabschnitte des Antikodrpers
moglichweise weiterhin mit Nup2 interagieren kdnnen. Der zu diesem Zeitpunkt verwendete
Antikorper wurde Gber den rekombinant hergestellten N-Terminus von Nup?2 affinitéatsgereinigt,
woraus die verschiedenen Bindungssequenzen resultieren. Uber eine Affinitatsreinigung mit
dem synthetischen Peptid kann der Antikérper spezifischer gereinigt werden und somit
maoglicherweise eine Elution mit dem Peptid fur die Immunprazipitation erméglicht werden. Die

Affinitatsreinigung des Antikorpers erfolgte wie in 3.3.8 beschrieben und die Ergebnisse der
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mit diesem neuen Antikdrper durchgefiihrten IP sind in Abbildung 40A gezeigt. Trotz
Verwendung des Uber Peptid gereinigten Antikdrpers war auch bei dieser Immunprazipitation
kein eluiertes Nup2 bei Verwendung des Peptids detektierbar. Jedoch zeigt die mit SDS-
Probenpuffer eluierte Probe ein Signal fir Nup2 sowie seine Interaktionspartner Kap95 und
Srplin der Wildtypprobe. Der verwendete Anup2-Stamm zeigt ein Signal fur die schwere Kette
des Antikorpers, jedoch nicht fir Nup2 oder einen seiner getesteten Interaktionspartner. Die
in Abbildung 40B dargestellte Lysekontrolle bestétigt ebenfalls die erfolgreiche Lyse sowie
Bindung von Nup2 an die mit Antikorper inkubierten Protein A/G-Kiigelchen.

Trotz des optimierten Antikrpers, welcher nur die Peptidsequenz erkennen sollte, wurde keine
erfolgreiche Elution gebundener Proteine Uber das Peptid erzielt, weshalb auf diese Art der

Elution fiir die massenspektrometrische Analyse verzichtet wurde.
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Abbildung 40: Elution gebundener Proteinkomplexe von Uber Peptid affinitdtsgereinigtem Antikdrper durch
Sattigung mit Nup2-Peptid.

50 OD-Einheiten des NUP2-Integrationsstamms (GSY1487) sowie 50 OD-Einheiten des Anup2-Stamms (GSY432)
wurden in IP-Puffer mit 400 mM NaCl mechanisch lysiert, zentrifugiert und der Uberstand nach Verdiinnen auf
125 mM NaCl auf die mit Nup2-N-Antikdrper (Uber Peptid affinitatsgereinigt) inkubierten magnetischen Kigelchen
gegeben und lber Nacht bei 4°C rollend inkubiert. Nicht gebundene Proteine wurden mit Puffer weggewaschen
und die gebundenen Proteinkomplexe wurden durch Zugabe von 5 mal 50 pl Peptid (5 pg/ul) fir je 10 min eluiert.
Die Molekularmassen wurden mit Hilfe eines Proteinstandards bestimmt und sind links in kDa angegeben. A: Die
einzelnen Elutionen wurden vereint und mittels TCA geféllt, bevor sie in einem 11 %-igen SDS-Gel aufgetrennt und
nach dem Transfer mit Nup2-N-Primé&rantikdrper (Uber Protein affinititsgereinigt) sowie POD-gekoppeltem
Sekundérantikdrper (anti-Kaninchen) inkubiert wurden. Zur Kontrolle der Proteine, welche nicht Uber Peptid von
den magnetischen Kigelchen gelést werden konnten, wurden die Kigelchen mit 1x-Probenpuffer bei 60°C
inkubiert. B: Zur Kontrolle der Lyse- sowie der Bindungseffizienz wurden Proben des Uberstands (U) sowie der
abzentrifugierten Zellbestandteile (P) und der nicht gebundenen Proteine (DF) auf einem SDS-Gel aufgetrennt und
mit Nup2-N-Primérantikérper und POD-gekoppeltem Sekundérantikdrper (anti-Kaninchen) inkubiert und analysiert.
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4.8.8. Vorbereitung co-immunprazipitierter Proben fir die massenspektrometrische

Analyse

Nachdem sowohl Lyse- als auch Bindungsbedingungen sowie die Elution der Co-
Immunprazipitation fir Nup2 optimiert worden waren, sollten die mittels immunologischer
Detektion erhaltenen Ergebnisse auch massenspektrometrisch verifiziert und moglicherweise
weitere, noch nicht bekannte (SUMO-abhangige) Interaktionspartner von Nup2 identifiziert
werden. Die Immunprézipitation wurde fur den integrierten Wildtyp unter zwei verschiedenen
Elutionsbedingungen durchgefiihrt und es wurde eine Negativkontrolle (Anup2) mitgefuhrt. Zur
Lyse der Pellets von 50 OD-Einheiten wurde Lysepuffer mit 400 mM NaCl sowie 1 % Triton X-
100 verwendet, welcher fur den Bindungsvorgang auf 125 mM NaCl verdinnt wurde. Die
Elution erfolgte fir eine Probe sowie die Kontrollprobe unter Verwendung von SDS-
Probenpuffer und Inkubation der Probe bei 60°C. Die zweite Probe des integrierten Wildtyps
wurde durch einstiindige Inkubation mit 600 mM NaCl hergestellt, da bereits in den
Vorversuchen gezeigt wurde, dass schwachere Interaktionspartner bereits unter diesen
Bedingungen eluiert werden. Somit lasst sich anhand der beiden Elutionsbedingungen ein
erster Eindruck tber die Starke der Interaktion verschaffen. Nach der Elution mit NaCl wurden
zur Kontrolle alle noch nicht eluierten Proteine ebenfalls durch Inkubation mit SDS-
Probenpuffer eluiert. Abbildung 41 zeigt die immunologisch detektierten Ergebnisse der
Elution und der Lysekontrolle sowie die in ein SDS-Gel eingelaufenen Proben, welche

massenspektrometrisch analysiert wurden.
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Abbildung 41: Immunprézipitation von Nup2 und seinen Interaktionspartnern sowie Analyse der
Elutionseffizienz zur weiteren Bearbeitung mittels massenspektrometrischer Analyse.
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Es wurden 2x je 50 OD-Einheiten des NUP2-Integrationsstamms (GSY1487) sowie einmal 50 OD-Einheiten des
Anup2-Stamms (GSY432) in Anwesenheit von IP-Puffer mit 400 mM NaCl mechanisch aufgeschlossen und der
Uberstand nach Zentrifugation in verdiinntem IP-Puffer mit 125 mM NaCl in Anwesenheit von mit Nup2-N-
Antikdrper inkubierter Protein A/G-Sepharose (iber Nacht bei 4°C inkubiert. Die gebundenen Proteine in einem
Ansatz mit Nup2-WT wurden durch Zugabe von 250 ul 600 mM NaCl eluiert, mit TCA gefallt und die Kugelchen
anschlieRend mit 1x-Probenpuffer bei 60°C inkubiert, um nicht eluierte Proteine zu detektieren. Die zweite Probe
von GSY1487 sowie die Anup2-Probe wurden mit 1x-Probenpuffer bei 60°C inkubiert um die gebundenen
Proteinkomplexe zu eluieren. Die Molekularmassen wurden mit Hilfe eines Proteinstandards bestimmt und sind
links in kDa angegeben. A: 1/3 der Eluate wurde mittels SDS-PAGE aufgetrennt, auf eine Membran transferiert
und anschlieBend mit den Priméarantikérpern gegen das Zielprotein Nup2 sowie die bekannten Interaktionspartner
Kap95 und Srpl und dem POD-gekoppelten Sekundarantikdrper (anti-Kaninchen) immunologisch detektiert. B: Zur
Kontrolle der Lyse- sowie der Bindungseffizienz wurden Proben des Uberstands (U) sowie der abzentrifugierten
Zellbestandteile (P) und der nicht gebundenen Proteine (DF) auf einem SDS-Gel aufgetrennt und mit Nup2-N-
Priméarantikdrper und POD-gekoppeltem Sekundéarantikdrper (anti-Kaninchen) inkubiert und analysiert. C: 2/3 der
Eluatproben wurden in ein vorgefertigtes SDS-Gel der Firma Biorad einlaufen gelassen, mit kolloidalem Coomassie
gefarbt und zur Massenspektrometrie (MS) gegeben.

Wie bereits in den vorangehenden Versuchen wurde das Zielprotein Nup2 nicht durch 600 mM
NacCl eluiert, sondern es erfordert den Elutionsschritt mit SDS-Probenpuffer bei 60°C. Die
Importine Kap95 und Srpl hingegen wurden zum Teil auch schon durch Salz von ihrem
Interaktionspartner Nup2 getrennt und in den Elutionsproben (Abbildung 41A) nachgewiesen.
Die Negativkontrolle zeigt keine Signale flr die untersuchten Proteine. Nachdem sowohl die
Eluate als auch die in Abbildung 41B dargestellte Lyse- und Bindungskontrolle eine
erfolgreiche Immunprézipitation bestétigten, wurden 2/3 der Eluatproben auf ein bereits
vorgefertigt gekauftes SDS-Gel fur 4 min einlaufen gelassen und nach Fixierung mit
kolloidalem Coomassie geféarbt, bevor die jeweiligen Proben unter Verwendung eines Skalpells
ausgeschnitten, in je etwa drei gleich breite Stlicke geschnitten und in 1,5 ml-Reaktionsgefalie
Uberfuhrt wurden (Abbildung 41C). Diese Proben wurden zur massenspektrometrischen
Analyse gegeben. Sowohl der Trypsin-Verdau als auch die Massenspektrometrie sowie die
Peptidanalyse wurden von Frau Dr. Claudia Fecher-Trost am Universitatsklinikum des
Saarlandes im Bereich der "Experimentellen und Klinischen Pharmakologie und Toxikologie"
durchgefiuhrt. Die Rohdaten wurden dann im Rahmen dieser Arbeit analysiert und ausgewertet
(Tabelle 22).

Tabelle 18: MS1: Die in der Co-IP gereinigten und massenspektrometrisch identifizierten
Interaktionspartner von Nup2

Protein MW Anzahl der gefundenen Peptide
[kDa] NUP2-WT | Anup2
Elution mit NaCl Elution mit 1x-Probenpuffer

Nukleoporin Nup2 78 8 63 -
Importin alpha Srpl 60 44 50 -
Importin beta Kap95 95 9 14 -
Nukleoporin Nup60 59 - 25 -
GTP-Bindeprotein Gspl/Ran 24 6 12

Einen ersten Eindruck Uber die Effizienz der IP und der anschlielenden MS ergab der

Vergleich der immunologisch gewonnenen Ergebnisse mit den gefundenen Peptiden (Tabelle
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18). Peptide des Zielproteins Nup2 wurden ausschlief3lich in den Wildtypproben gefunden,
wobei, wie auch anhand der immunologischen Analyse mittels Westernblot gezeigt wurde, der
Grofdteil an Nup2 erst durch Elution mit SDS-Probenpuffer eluiert wird. Wahrend gemaf
Westernblot keine Elution von Nup2 mit NaCl erfolgte, wurden wahrend der
Massenspektrometrie Peptide von Nup2 gefunden. Nup60 wurde ebenso wie bei der
Westernblot-Analyse nur in der mit SDS-Probenpuffer eluierten Probe gefunden, wahrend
Kap95 und Srpl sowie Gspl auch bereits in der mit NaCl eluierten Probe durch die
Massenspektrometrie nachgewiesen wurden. Die Ergebnisse von Westernblot und MS waren

insgesamt vergleichbar, weshalb weitere Ansatze untersucht wurden.
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Abbildung 42: Immunpréazipitation von Nup2 bzw. Nup2-2xKR und seinen Interaktionspartnern.

Es wurden 2x je 50 OD-Einheiten des NUP2-Integrationsstamms (GSY1487) sowie des NUP2-2xKR-
Integrationsstamms (GSY1488) in Anwesenheit von IP-Puffer mit 400 mM NaCl mechanisch aufgeschlossen und
der Uberstand nach Zentrifugation in verdinntem IP-Puffer mit 125 mM NaCl in Anwesenheit von mit Nup2-N-
Antikorper inkubierter Protein A/G-Sepharose Uber Nacht bei 4°C inkubiert. Als Negativkontrolle wurden 50 OD-
Einheiten des Anup2-Stamms (GSY432) mitgefuhrt und auf die gleiche Art behandelt. Nachdem die nicht
gebundenen Proteine weggewaschen waren, wurden die gebundenen Proteinkomplexe in je einem Ansatz durch
Zugabe von 250 pyl 600 mM NaCl eluiert, mit TCA gefallt und die Kugelchen anschlieend ebenfalls bei 60°C
inkubiert. Die jeweils andere Probe von GSY1487 und GSY1488 sowie die Anup2-Probe wurden mit 1x-
Probenpuffer bei 60°C inkubiert um die gebundenen Proteinkomplexe zu eluieren. Die Molekularmassen wurden
mit Hilfe eines Proteinstandards bestimmt und sind links in kDa angegeben. A: 1/3 der Eluate wurde mittels SDS-
PAGE aufgetrennt, auf eine Membran transferiert und anschlieBend mit den Primarantikbrpern gegen das
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Zielprotein Nup2 und die bekannten Interaktionspartner Nup60, Kap95 und Srpl sowie dem POD-gekoppelten
Sekundarantikorper (anti-Kaninchen) immunologisch detektiert. B: Zur Kontrolle der Lyse- sowie der
Bindungseffizienz wurden Proben des Uberstands (U) sowie der abzentrifugierten Zellbestandteile (P) und der nicht
gebundenen Proteine (DF) auf einem SDS-Gel aufgetrennt und mit Nup2-N-Primarantikérper und POD-
gekoppeltem Sekundarantikérper (anti-Kaninchen) inkubiert und analysiert. C: 2/3 der Eluatproben wurden in ein
vorgefertigtes SDS-Gel einlaufen gelassen, mit kolloidalem Coomassie gefarbt und zur Massenspektrometrie (MS)
gegeben.

Die Probenvorbereitung fur die zweite massenspektrometrisch zu analysierende IP wurde
unter gleichen Bedingungen durchgefiihrt, wobei noch ein weiterer Hefestamm mit getestet
wurde. Hierbei handelt es sich um den integrierten NUP2-2xKR-Stamm, in welchem Nup2
nicht mehr SUMOyliert werden kann. Wahrend Nup2 und Nup60 nur in den mit SDS-
Probenpuffer eluierten Proben des NUP2-WT-Stamms bzw. der NUP2-SUMO-Mutante
immunologisch detektiert wurden, war fir Kap95 und Srpl neben den Signalen unter allen
Elutionsbedingungen auch ein diffuses Signal in der Anup2-Probe zu erkennen (Abbildung
42A). Die Lyse- und Bindungseffizienz wurden ebenfalls Gberprift (Abbildung 42B), bevor die
Proben fur die massenspektrometrische Analyse auf das vorgefertigte SDS-Gel aufgetragen
(Abbildung 42C), wie im vorherigen Abschnitt behandelt und massenspektrometrisch

analysiert wurden.

Tabelle 19: MS2: Die in der identifizierten

Interaktionspartner von Nup2

Co-IP gereinigten und massenspektrometrisch

Protein MW Anzahl der gefundenen Peptide
[kDa] Salzelution Elution mit 1x-
Probenpuffer
WT 2xKR WT 2xKR | Anup2
Nukleoporin Nup?2 78 - - 17 21 -
Importin alpha Srp1l 60 16 8 12 15 -
Importin beta Kap95 95 - - 5 6 -
Nukleoporin Nup60 59 - - - 2 -
GTP-Binde protein Gsp1/Ran 24 8 5 9 11 9

Fur Nup2 wurden in der zweiten MS nach Elution mit SDS-Probenpuffer trotz gleicher
Bedingungen und Zellmengen nur etwa ein Viertel der Peptide im Vergleich zur ersten MS
gefunden. Ahnlich verhielt es sich auch fur die anderen in Tabelle 19 aufgelisteten Proteine.
Die Anzahl der gefundenen Peptide von Nup2 in NUP2-WT und der NUP2-2xKR-Mutante
waren, wie in Tabelle 19 zu sehen, vergleichbar, ebenso wie es auch schon der Westernblot
zeigte. Nup60 hingegen konnte trotz deutlicher Signale bei der immunologischen Detektion
anhand der Peptide nicht bzw. nur in sehr geringer Menge nachgewiesen werden, was die
komplette massenspektrometrische Analyse dieses Versuchs in Frage stellt. Srpl liel3 sich in

allen Eluaten abgesehen von der Negativkontrolle nachweisen, wahrend Kap95 in diesem Fall
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nur in den mit SDS-Probenpuffer eluierten Proben gefunden wurde, jedoch nicht in der
Negativkontrolle.

Eine mdgliche Erklarung fur die geringere bzw. schwankende Menge an Proteinen kdnnte laut
Frau Dr. Claudia Fecher-Trost eine zu hohe Menge unspezifischer Proteine in den Eluatproben
sein. Anhand der ausgewerteten Daten zeigte sich, dass eine Vielzahl der detektierten
Proteine, welche auch in der Negativkontrolle gefunden wurden, ribosomale Proteine sind,
welche maoglicherweise die richtig positiven Signale bei der Messung Uberlagern.

Aus diesem Grund wurde eine weitere Immunprazipitation durchgefiihrt, bei welcher das Lysat
vor der Inkubation mit der Sepharose noch fir 1 h bei 100.000 x g ultrazentrifugiert wurde.
Hierdurch sollten Ribosomen aufgrund ihrer Gréf3e absinken und auf diese Weise entfernt
werden. Die Negativkontrolle Anup2 wurde in diesem Versuch nicht mitgefuhrt. Um
sicherzugehen, dass durch die Ultrazentrifugation keine wichtigen Interaktionspartner verloren
gehen, wurde die Lyse- und Bindungskontrolle fiir diesen Versuch nicht nur mit dem Antikorper
gegen das Zielprotein Nup2 UUberprift, sondern auch mit Antikbrpern gegen die
Interaktionspartner Nup60, Kap95 und Srpl. Wie in Abbildung 43B zu sehen ist, bleiben die
Interaktionspartner sowie Nup2 selbst unbeeinflusst von der Ultrazentrifugation, da die Menge
an Protein im Uberstand nach der Ultrazentrifugation mit der Menge davor vergleichbar ist. Die
Eluatproben dieses Versuchs sind in Abbildung 43A dargestellt und zeigen in beiden Proben
vergleichbare Mengen an Nup60, Kap95 und Srpl, weshalb die geringere detektierbare
Menge an Nup2 in NUP2-2xKR als Artefakt gewertet wurde. Abbildung 43C zeigt die fir die
Massenspektrometrie vorbereiteten Proben und Tabelle 20 die Uber massenspektrometrische
Analyse generierten Ergebnisse fir die bekannten Interaktionspartner von Nup2, Nup60, Srpl
und Kap95. Die sehr unterschiedliche Anzahl gefundener Peptide fir Nup2 in beiden Proben
lassen den Vergleich der anderen Proteine liber die gemessenen Peptide nur schwer zu, was
vor allem daran liegt, dass in der NUP2-WT-Probe zwar insgesamt mehr Peptide gefunden
wurden, jedoch aber auch mehr verschiedene Peptide gefunden wurden, was zu einer
groleren Proteinabdeckung fihrt und auch daftr sprechen kdnnte, dass moglicherweise
verschiedene gefundene Peptide aus ein und demselben trypsinverdauten Nup2-Protein
stammen. Ware dies der Fall, konnte trotz einer hdheren Menge an Peptiden dennoch die
gleiche Menge an Protein vorliegen. Aufgrund dieser nicht eindeutig klarbaren Tatsache

wurden die Ergebnisse aus diesem Versuch unter Vorbehalt betrachtet.
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Abbildung 43: Immunpréazipitation von Nup2 bzw. Nup2-2xKR und seinen Interaktionspartnern nach
Ultrazentrifugation.

Es wurden je 50 OD-Einheiten des NUP2-Integrationsstamms (GSY1487) sowie des NUP2-2xKR-
Integrationsstamms (GSY1488) in Anwesenheit von IP-Puffer mit 400 mM NaCl mechanisch aufgeschlossen.
GroRere Zelltrimmer wurden durch Zentrifugation entfernt und Ribosomen sollten durch Ultrazentrifugation aus
dem Lysat entfernt werden. Der Uberstand wurde anschlieRend in verdiinntem IP-Puffer mit 125 mM NaCl in
Anwesenheit von mit Nup2-N-Antikérper inkubierter Protein A/G-Sepharose tber Nacht bei 4°C inkubiert. Nachdem
die nicht gebundenen Proteine weggewaschen waren, wurden die gebundenen Proteinkomplexe durch Inkubation
mit 1x-Probenpuffer bei 60°C eluiert. Die Molekularmassen wurden mit Hilfe eines Proteinstandards bestimmt und
sind links in kDa angegeben. A: Zur Kontrolle der Lyse- sowie der Bindungseffizienz wurden Proben des
Uberstands (U) sowie der abzentrifugierten Zellbestandteile (P) und der nicht gebundenen Proteine (DF) auf einem
SDS-Gel aufgetrennt und mit Nup2-N-Primérantikérper und POD-gekoppeltem Sekundarantikérper (anti-
Kaninchen) inkubiert und analysiert. B: 1/3 der Eluate wurde mittels SDS-PAGE aufgetrennt, auf eine Membran
transferiert und anschliefend mit den Primérantikbrpern gegen das Zielprotein Nup2 sowie die bekannten
Interaktionspartner Nup60, Kap95 und Srpl und dem POD-gekoppelten Sekundarantikérper (anti-Kaninchen)
immunologisch detektiert. C: 2/3 der Eluatproben wurden in ein vorgefertigtes SDS-Gel einlaufen gelassen, mit
kolloidalem Coomassie gefarbt und zur Massenspektrometrie (MS) gegeben.

Tabelle 20: MS3: Die in der Co-IP gereinigten und massenspektrometrisch identifizierten
Interaktionspartner von Nup2

Protein Molekulargewicht Anzahl der gefundenen Peptide
[kDa] NUP2-WT NUP2-2xKR
Nukleoporin Nup?2 78 47 26
Importin alpha Srpl 60 29 13
Importin beta Kap95 95 - 4
Nukleoporin Nup60 59 10 3
GTP-Bindeprotein Gsp1/Ran 24 17 14
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Nachdem bereits in den in vivo-SUMOylierungsversuchen gezeigt wurde, dass der osmotische
Schock einen grof3en Einfluss auf die SUMOylierung von Nup2 hat, sollte auch dieser Effekt
massenspektrometrisch  analysiert werden, da gerade hier mdoglicherweise
SUMOylierungsabhéangige Interaktionen in der nicht mehr SUMOylierbaren NUP2-2xKR-
Mutante unterbunden werden und bestimmte Interaktionspartner nicht mehr nachweisbar sind.
Fur diesen Versuch wurde der integrierte Wildtyp sowie die NUP2-2xKR-Mutante in
Vollmedium kultiviert und ein Teil vor bzw. ein zweiter Teil nach Inkubation mit 1 M KCI fur
15 min geerntet. Die Zellen wurden ohne Ultrazentrifugation behandelt und die
Lyseergebnisse sind in Abbildung 44B gezeigt. Die Eluatproben in Abbildung 44A zeigen
deutlich, dass die bereits bekannten Interaktionspartner Nup60 und Srpl weder
stressabhangig noch SUMOylierungsabhangig binden, da sie in allen Proben gleich effektiv
mit Nup2 mitgereinigt wurden. Als Kontrolle fur unspezifische Bindungen wurde auch der
Anup2-Stamm mitgefihrt. Die fur die Massenspektrometrie vorbereiteten Proben sind in
Abbildung 44C gezeigt. Fur die bekannten Interaktionspartner Nup60, Srpl und Kap95 wurden
keine Unterschiede zwischen den unbehandelten und tber KCI gestressten NUP2-WT- und
NUP2-2xKR- Zellen gesehen (Tabelle 21).
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Abbildung 44: Immunprazipitation von Nup2 bzw. Nup2-2xKR und seinen Interaktionspartnern mit und ohne
osmotischen Stress durch KCI.

Es wurden je 50 OD-Einheiten des NUP2-Integrationsstamms (GSY1487) sowie des NUP2-2xKR-
Integrationsstamms (GSY1488) sowohl unbehandelt als auch nach 15-minitigem osmotischen Schock durch 1 M
KCI geerntet und anschlieRend in Anwesenheit von IP-Puffer mit 400 mM NaCl mechanisch aufgeschlossen und
zentrifugiert. Der Uberstand wurde in verdiinntem IP-Puffer mit 125 mM NaCl in Anwesenheit von mit Nup2-N-
Antikdrper inkubierter Protein A/G-Sepharose Uber Nacht bei 4°C inkubiert. Nachdem die nicht gebundenen
Proteine weggewaschen waren, wurden die gebundenen Proteinkomplexe durch Inkubation mit 1x-Probenpuffer
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bei 60°C eluiert. Die Molekularmassen wurden mit Hilfe eines Proteinstandards bestimmt und sind links in kDa
angegeben. A: Zur Kontrolle der Lyse- sowie der Bindungseffizienz wurden Proben des Uberstands (U) sowie der
abzentrifugierten Zellbestandteile (P) und der nicht gebundenen Proteine (DF) auf einem SDS-Gel aufgetrennt und
mit Nup2-N-Primarantikdrper und POD-gekoppeltem Sekundarantikérper (anti-Kaninchen) inkubiert und analysiert.
B: 1/3 der Eluate wurde mittels SDS-PAGE aufgetrennt, auf eine Membran transferiert und anschlieRend mit den
Priméarantikdrpern gegen das Zielprotein Nup2 sowie die bekannten Interaktionspartner Nup60, Kap95 und Srpl
und dem POD-gekoppelten Sekundéarantikdrper (anti-Kaninchen) immunologisch detektiert. C: 1/3 der Eluatproben
wurden in ein vorgefertigtes SDS-Gel einlaufen gelassen, mit kolloidalem Coomassie geféarbt und zur
Massenspektrometrie (MS) gegeben.

Tabelle 21: MS4: Die in der Co-IP gereinigten und massenspektrometrisch identifizierten
Interaktionspartner von Nup2

Protein MW Anzahl der gefundenen Peptide
[kDa] Elution mit 1x-Probenpuffer
Anup2 NUP2-WT 2xKR

+KCI +KClI
Nukleoporin Nup2 78 - 159 262 176 238
Importin alpha Srp1l 60 - 90 132 105 117
Importin beta Kap95 95 - 19 31 23 6
Nukleoporin Nup60 59 - 84 113 84 90
GTP-Bindeprotein Gspl/Ran 24 - - - - 3

Die Rohdaten der MS-Analysen, der 4 durchgefiihrten Immunprazipitationen (Abbildung 41,
Abbildung 42, Abbildung 43 undAbbildung 44) wurden analysiert und ausgewertet. Basierend
auf der Tatsache, dass viele ribosomale Proteine in grof3en Mengen unspezifisch mit gereinigt
wurden, wurden diese bei der Auswertung als falsch Positive gezéahlt, ebenso wie alle Proteine,
welche nicht nur in den zu untersuchenden, sondern auch den Kontrollproben iber gleich oder
ahnlich viele Peptide identifiziert wurden. Die in Tabelle 22 aufgefuhrten Ergebnisse zeigen
die gefilterte Anzahl gefundener Peptide, wobei nur Proteine, welche mit mindestens zwei
verschiedenen Peptiden identifiziert wurden, aufgelistet sind. Zudem wurde darauf geachtet,
dass die Wahrscheinlichkeit der richtigen Zuordnung der Peptide zu dem jeweiligen Protein
bei mindestens 95 % liegt. Von urspriinglich circa 750 Proteinen blieben letztendlich 141
Proteine ubrig. Die Lokalisation der Proteine wurde ebenfalls berticksichtigt, da durch die Lyse
der Zellen auch Proteine miteinander in Kontakt treten, welche unter natirlichen Bedingungen
und vorhandener Organellenstruktur aufgrund der rdumlichen Trennung niemals interagieren
koénnten. Die Proteine, die zumindest eine partiell kernassoziierte Lokalisation aufweisen, sind

in Tabelle 22 hellgrau hinterlegt.
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Tabelle 22: Rohdaten der MS-Analysen (nukleére Proteine grau hinterlegt)

Ergebnisse

Prote D3 /
0 R R 0 R R 0 R
Koderprotein
Nup2 | 78 | | 159 | 262 | 176 | 238 | | 17 [ 21 | | 8 |63 [ 2] 47 [26
In 4 MS-Analysen Nup2-spezifisch gefunden
Srpl 60 90 | 132 | 105 | 117 12 15 16 8 44 50 29 | 13
Nup60 59 84 113 84 90 1 2 25 10 3
Brel 81 40 51 88 40 12 6 19 7 4
Sro9 48 1 2 1 1 3 2 6 26 7 1
Secl 83 2 1 1 1 3 4 2 6 2
In 4 MS-Analysen Nup2-spezifisch gefunden und in 1 MS unspezifisch
Cbk1 87 29 31 40 30 9 14 17 4 15 5 3
Pab1 64 12 34 7 27 9 25 24 32 11 28 16 6 3
Sec53 29 6 8 3 20 5 11 13 14 35 | 33
Ncll 78 1 2 1 6 12 13 3 7 7 27 28
Mob2 33 13 15 19 14 4 7 7 2 13 7 7
Shm2 52 1 5 6 5 3 10 7 6 9 1 11 16
Ymrl24w | 106 6 7 4 14 1 4 1 1
Lsm12 21 13 10 10 9 2 1 2 2 3 3 5 7 6
Psp2 66 3 7 7 7 1 3 2 2 1 3
Dbp3 59 1 1 4 5 3 1 8 4 17 17
Gual 58 1 4 4 3 7 36 15 15 2 6 14 56 43
Hmol 28 4 2 3 3 1 1 1 3 3 6 3 5 1
Sub?2 50 2 1 1 2 9 6 3 2 3 3 3
Cla4 94 1 2 5 4 4 1 3 1 2 2
In 4 MS-Analysen Nup2-spezifisch gefunden und in 2 MS unspezifisch
Tylb-prl | 199 56 98 62 68 | 130 | 137 | 138 65 18 58 70 | 33 | 138 | 96
Saml 42 11 17 12 9 30 32 34 14 2 17 26 17 20 21
Mdn1 559 3 1 ® 2 16 45 34 7 4 5 2 37 21
Hyp2 17 1 4 4 9 16 12 26 15 24 9 8 8 23 | 15
Hta2 14 3 9 10 11 9 10 13 7 2 1 6 5
Kap95 95 19 31 23 6 2 5 6 2 1 9 14 1 2 4
Ty2b-c 202 12 15 10 11 31 29 35 11 10 23 | 8 22 8
Gnd1l 54 3 5 1 3 5 22 8 14 3 5 12 1 21 | 13
In 4 MS-Analysen Nup2-spezifisch gefunden und in 3 MS unspezifisch
Actl 42 2 12 19 14 9 52 71 60 45 7 17 27 6 86 63
Breb5 58 31 38 17 32 4 5 4 2 1 3 1 13 12
Ssa2 69 33 62 34 38 16 28 19 32 4 23 20 6 10 6
In 3 MS-Analysen Nup2-spezifisch gefunden
Pol2 256 3 2 1 1 3 4
Lgel 37 7 9 10 9 2 1 4
Nup157 157 3 5 1 8 9
Hsp26 24 5 4 4 2 2 5 3
Top2 164 1 1 1 1 1 3 3 6 3
Stt4 215 1 1 9 7
Tae2 119 1 1 3 5 3 4 2
Slh1l 225 1 2 1 2 3 3
Mitl 73 8 8 6 3 2 1 1
Nam7 109 6 3 1 2 1 1 2
Napl 48 2 1 1 1 16 4 1 2
Gpd1l 43 5 4 1 6 10 7
Ggcl 33 3 4 4 5 8 6
Bcpl 33 2 1 9 7 1 3
Glk1 55 5 2 1 3 7 4

129



Ergebnisse

Protein MS2 MS1 MS3

WT KR WT KR WT WT ko WT KR
NaCl NaCl NacCl

Tcb2 133 1 1 1 2 3
Rbg1l 41 1 1 1 1 4 6 2 1
Chal 39 1 2 1 3 8 7
Sesl 53 1 5 2 2
Topl 90 1 2 1 1 3 2 1
Dbp10 | 113 1 1 2 1 1 1
Sth1l 157 1 2 1 3
Acsl 79 5 4 3 9 4
Apl4 94 1 1 2 5 2 1
Rpn6 50 1 1 2 2 5 3 1 1
Dbp8 48 1 2 1 3 2 3
Pol3 125 1 1 1 2 1
Rho3 25 2 2 2 3
Kspl 117 2 2 1 2 1 1
Pep5 117 1 2 1 2 2
Hghl 45 2 1 1 3 3 2 1
Gpal 54 2 1 1 1 1
Aahl 40 1 1 1 3 1
Sdh2 30 1 3 2 2
Mes1 86 1 1 3 1
Cpal 45 2 1 1 2 2
Pdri1 122 1 1 1
Sgnl 29 1 1 1 1
Ymrl78w | 31 1 1 1 1
In 3 MS-Analysen Nup2-spezifisch gefunden und in 1 MS unspezifisch
Msb1l 130 10 13 17 18 4 7 9 3 2
Hom2 40 1 1 6 17 11 6 1 5 8 17 14
Gspl 25 3 9 9 11 8 5 6 11 17 14
Dbp9 68 1 1 1 1 1 2 4
Urb1l 203 4 5 6 1 4 8 5
Num1l 313 2 3 4 10 15 1 5 7
Rhol 23 1 5 7 5 3 1 5 6 11 10
Achl 59 1 3 2 1 19 22
Rpo21 192 4 2 3 3 4 6 6 4 3 1 2
Bud3 185 1 3 4 1 2 3 5 2
Mak5 87 1 2 2 3 3 6 6
Idh1 39 1 2 6 3 3 3 2 2 4 3
Pol5 116 1 3 5 3 4 2 1
Rvb2 52 3 3 2 1 6 6 1 7 5
Pwp2 104 1 4 6 6 2 4 3
Mrd1 101 1 1 1 2 2 3 4 3 2 2
Nup170 | 169 5 3 1 5 2
Rvb1l 50 3 1 4 2 2 4 7
Ura3 29 1 7 5 1 3 2 2 3 2
Nup192 | 192 2 4 3 2 3 2
Ettl 47 2 2 2 1 6 6 3 4
Psel 121 1 4 3 2 3 3 1
Noc3 76 1 3 4 2 6 4 2 2
Get3 39 1 3 1 4 3 2 2
Nop9 78 1 1 1 3 2 2 2
Cdc28 34 1 3 2 1 2 7 3
Sec4 24 1 3 5 4 3 5 4
Tif11 17 1 2 3 1 1 3 2
Rpn13 18 1 2 3 4 2 2 3 1
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Protein kDa MS4 MS2 MS1
ko WT | WT KR ‘ KR KR WT KR WT WT
KCI KCI NaCl NaCl NacCl
Glyl 43 3 2 3 |1
Gpd2 49 1 3 2 2 5 3
Tyla-dr6 | 49 77 | 95 | 89 45 99 [ 77
Rnal 46 1 1 3 6 6 2 3 6 1 6 2
Kap123 123 1 3 9 16 13 4 1 13 9 8 6 2
Cbf5 55 2 6 8 11 3 16 6 1 8 6
Ade4 57 1 2 3 3 22 | 2 | 12 | 15
Cpa2 124 8 22 19 3 3 10 4 15 9
Nanl 101 1 4 2 5 4 1 1 1
Idh2 40 1 3 3 2 2 1 5 5
|~ n2MSAnalysen Nup2spezfischgefunden ]

Ynr021lw | 47 2 4 3 1 2 3
Lspl 38 4 3 14 3 5 5
Bul2 105 2 2 1 3 2
Asnl 64 4 3 6
Trm3 165 3 1 1 4 4
Egd2 19 1 1 1 1 1 1 2 2
Porl 30 2 2 2 1
Ardl 28 1 2 1
Msh6 140 2 2 1
Rfc4 36 1 3 1 2
Yatl 78 2 4 2

Tylb- 199 56 29 42
mrl
Dcp1l 26 1 1 1
Adh2 37 14
Citl 53 6 5 13 19 10 5
| In2MS-Analysen Nup2-spezifisch gefunden undin 1MSunspezifisch ]
Sptl6 119 1 6 6 8 29 9
Ade3 102 2 8 5 9 6 7 10
Tufl 48 1 3 3 5 3
Spt4 11 2 3 1 1 1 1 2
Adel2 48 1 2 1 3 1
Sap 190 117 4 2 6 1
Tdh1l 36 23 15 19 21 13 18 13
Rpnl 109 3 1 2 3 1 1
Mip2 195 1 3 1 1 16 9
Tif3 49 2 3 3 2 1
Htz1 14 1 1 2 2

Tylb-dr5 | 199 55 | 93 | 59 | 66
Lys1 41 2 4 2
Sscl 71 2 2 3
Prp8 280 2 3

Ty2b-dr2 | 202 22

Fur die weitere Auswertung wurden zudem nur die Proteine verwendet, welche in mindestens

3 der 4 Co-Immunprazipitations-Versuchen gefunden wurden. Zudem wurde darauf geachtet,

dass die Peptide mindestens in zwei Versuchen Nup2-spezifisch gefunden wurden, wodurch

insgesamt 100 Proteine, davon 55 (Tabelle 23) zumindest partiell kernlokalisiert, tibrig blieben.
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Fur keins der gefundenen Proteine konnte eine absolute Abh&ngigkeit beziglich der

SUMOylierung von Nup2 gefunden werden, jedoch zeigte die E3-Ligase Brel in allen MS-

Analysen einen partiellen Einfluss der SUMOylierung in Form einer geringeren Interaktion mit

der Mutante.

Tabelle 23: In der Co-immunoprazipitation spezifisch gereinigte mit dem Nukleus assoziierte Proteine

Protein Funktion/biologischer Prozess

Aahl Adenindeaminase

Bcpl Essentielles Protein; beteiligt am nuklearen Export der Lipidkinase Mss4
Brel E3 Ubiquitin-Ligase; mit Chromatin assoziiert

Cbk1 Serin/Threonin-Proteinkinase

Cdc28 Untereinheit der Cyclin-abhangigen Kinase (CDK), Reguliert die Zellteilung
Clad Cdc42p-aktivierte Signaltransduktionskinase

Dbp3 RNA-abhéangige ATPase; Ribosomenbiogenese

Dbp8 ATPase, putative RNA-Helikase der DEAD-box Familie

Dbp9 DEAD-box protein; assoziiert mit Praribosomen

Dbp10 Assoziiert mit Praribosomen

Ettl Nukleéres Protein; inhibiert die Replikation des Brome-Mosaik-Virus
Gpd1l Glycerin-Synthese

Gspl Ran GTPase; cNLS-Import

Hghl Protein unbekannter Funktion; Ribosomenbiogenese

Hmol high mobility group box Protein

Hom?2 Aspartat Semi-Aldehyddehydrogenase; Methionin-, Threoninbiosynthese
Hsp26 Hitzeschockprotein

Hta2 Histon; Chromatinassemblierung und Chromosomenfunktion

Kap95 Importin beteiligt am cNLS-import

Kspl Serin/Threonin-Proteinkinase

Lgel Protein unbekannter Funktion, Interaktionspartner von Brel

Lsml2 Protein unbekannter Funktion; vermutlich an der RNA-Prozessierung beteiligt
Mak5 Assoziiert mit Praribosomen

Mdn1 ATPase; assoziiert mit Praribosomen

Mitl Transkriptionsregulator von pseudohyphalem Wachstum

Mob2 Aktivator der Serin/Threonin-Proteinkinase Cbk1

Mrd1 Assoziiert mit Praribosomen

Napl Histon-Chaperon; Histon-Austausch

Ncll tRNA-Methyltransferase

Nop9 Assoziiert mit Praribosomen

Nup60 Nukle&res Nukleoporin; tragt zum nukleocytoplasmischen Transport bei
Nup157 | Nukleoporin des inneren Rings

Nupl70 | Nukleoporin des inneren Rings; beteiligt am Kerntransport

Nupl192 | Nukleoporin des inneren Rings; beteiligt am Kerntransport

Pabl Poly(A)-Bindeprotein; RNA-Prozessierung

Pdrl Transkriptionsfaktor reguliert pleiotrope drug response

Pol2 Untereinheit der epsilon DNA-Polymerase

132



Ergebnisse

Protein Funktion/biologischer Prozess

Pol3 Untereinheit der delta DNA-Polymerase

Pol5 DNA Polymerase phi; Ribosomenbiogenese

Psel Importin

Pwp2 90S-Praribosomenkomponente

Rpo21 Untereinheit der RNA-Polymerase Il

Rvbl ATP-abhangigen DNA-Helikasen

Rvb2 ATP-abhangige DNA-Helikase

Sro9 Protein mit SH3-Domanen; involviert in Zellpolaritat und Morphogenese
Srpl Importin beteiligt am cNLS-import

Sthl ATPase-Komponente des Chromatin remodelling complex RSC
Sub2 TREX-Komplex; mRNA-Export

Topl Topoisomerasen 1

Top2 Topoisomerasen 2

Tyla-dr6 | Gag-Pol Polyproteine

Tylb-prl | Gag-Pol Polyprotein

Ty2b-c Gag-Pol Polyproteine

Urbl Assoziiert mit Praribosomen

Ymrl78w | FAD-Pyrophosphatase
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4.9. Die SUMOylierung von Nup60 wird in Anwesenheit der E3-Ligase Nfil begunstigt

In vorherigen Studien (Latta, 2011; Folz, 2014) wurde in vitro fir Nup2 gezeigt, dass die
SUMOylierung sowohl in Anwesenheit von Nfil als auch seinem Interaktionspartner Nup60
sowie durch Anderung des pH-Wertes gesteigert werden kann. Alle Bedingungen zeigten

additive Effekte. Gleiches wurde auch fir Nup60 untersucht.
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Abbildung 45: In vitro-SUMOylierung von GST-Nup60 unter verschiedenen Bedingungen.
Standardbedingungen fur die SUMOylierung waren 100 ng/ul Substrat (GST-Nup60), 5 mM ATP, 66 ng/ul E1
(Aosl/Uba2), 25 ng/ul E2 (Ubc9), 250 ng/pl Smt3-KR und 1 mM DTT in TEFP-Puffer. Als Kontrollen wurden eine
ATP-freie Probe sowie eine Probe ohne Substrat mitgefiihrt. Getestete Bedingungen waren ein Ansatz unter
Standardbedingungen, ein Ansatz mit der E3 Ligase Nfi1-N (100 ng/ul), ein Ansatz mit pH-Anderung durch Zugabe
von Tris-HCI pH 8,8 zu einem pH-Wert von 8,0, ein Ansatz mit der E3 Ligase Siz1-N (100 ng/ul) sowie ein Ansatz,
in welchem die pH-Anderung mit der Zugabe von Nfi1-N kombiniert wurde. In einer weiteren Probe wurde neben
der pH-Anderung und der Zugabe von Nfi1-N noch GST-Nup2 dazugegeben. Zur Kontrolle wurde eine Probe unter
Standardbedingungen mit GST-Nup2 versetzt. Die SUMOylierung erfolgte bei 30°C fiir 90 min und wurde durch
Zugabe von 3x SDS-Probenpuffer und 0,2 M DTT sowie 20-minitiges Erhitzen abgestoppt. Die Proben wurden
Uiber SDS-Gele aufgetrennt, auf eine PVDF-Membran transferiert und mit Antikdrper gegen Nup60 sowie POD-
gekoppeltem sekundarem Antikdrper aus Kaninchen dekoriert. Die Molekularmassen wurden mit Hilfe eines
Proteinstandards bestimmt und sind links in kDa angegeben.

Es wurden verschiedene SUMOylierungsanséatze mit rekombinant hergestellten Proteinen
untersucht, welche neben den Hauptkomponenten, dem Substrat (GST-Nup60), ATP, E1
(Aosl/Uba2), E2 (Ubc9), Smt3-KR und 1 mM DTT auch die E3-Ligasen Nfil oder Siz1,
beziehungsweise Nup2 oder Tris pH 8,8 zur Anderung des pH-Wertes enthielten. Zudem
wurden kombinierte Ansatze mit Nfil und pH-Anderung mit und ohne Nup2 hergestellt. Zur
Kontrolle wurden ein Substrat-freier Ansatz sowie ein Ansatz ohne ATP hergestellt. Der
starkste SUMOylierungseffekt wurde durch Zugabe von Nfil gesehen, welcher jedoch bei
gleichzeitiger Anderung des pH-Wertes verringert wurde. Auch die Anwesenheit von Nup?2

hatte keinen begtinstigenden Effekt (Abbildung 45).
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Vergleichbar mit der in vitro-SUMOylierung von Nup2 (Folz, 2014) wird auch die
SUMOylierung von Nup60 durch Nfil beginstigt. Nup60 wird aber im Gegensatz zu Nup2
durch pH-Anderung oder Anwesenheit von Nup2 nicht starker, sondern zum Teil sogar

weniger effizient SUMOyliert.
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Abbildung 46: Kinetik der in vitro-SUMOylierung von GST-Nup60 unter Zugabe von Nfil bzw. mit pH-
Anderung.

Die Kinetik erfolgte nach Standardbedingungen und zusétzlicher Zugabe von Nfil-N (A und B) oder Tris zur
Anderung des pH-Wertes (C und D). Als Kontrollen wurden eine ATP-freie Probe sowie eine Probe ohne Substrat
mitgefuhrt. Fur die Kinetik wurde ein achtfacher Ansatz hergestellt, sodass nach jedem Zeitpunkt eine Probe
entnommen werden konnte. Die SUMOylierung erfolgte bei 30°C fur 30 sec bis 60 min und wurde durch Zugabe
von 3x SDS-Probenpuffer und 0,2 M DTT sowie 20-minitiges Erhitzen abgestoppt. Die Proben wurden tUber SDS-
Gele aufgetrennt. Die Molekularmassen wurden mit Hilfe eines Proteinstandards bestimmt und sind links in kDa
angegeben. A und C: Aufgetrennte Proben nach dem Transfer auf eine PVDF-Membran und Inkubation mit
Antikdrper gegen Nup60 sowie POD-gekoppeltem sekundarem Antikdrper (Kaninchen) B und D: Coomassie-
Brilliant-Blau gefarbtes Gel.

Bei effizienter in vitro-SUMOylierung kann das SUMOylierte Protein auch im Coomassie-
Brilliant-Blau geféarbten Gel sichtbar gemacht werden und anschlie3end beispielsweise
ausgeschnitten und massenspektrometrisch zur Detektion der SUMOylierungsstellen

analysiert werden. Hierzu muss jedoch eine klare Bande erkennbar sein, welche méglichst
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eine EinfachSUMOylierung darstellt. Aus diesem Grund wurde eine Kinetik durchgefuhrt, um
Zu detektieren, wann die starkste EinfachSUMOylierung zu erwarten ist (Abbildung 46).
Obwohl durch Anderung des pH-Wertes keine erhohte SUMOYylierung nachweisbar war, wurde
auch diese Bedingung neben der Zugabe von Nfil mitgetestet, da unter dieser Bedingung
aufgrund der geringeren SUMOylierungseffizienz weniger PolySUMOylierung erwartet wurde.
Wie in Abbildung 46A zu sehen, wurde eine klare Nup60-Smt3 Bande bei gleichzeitiger
Zugabe von Nfil bereits nach 30 sek detektiert, welche nach 2 min bereits in
PolySUMOylierung tbergeht. Im Coomassie-Brilliant-Blau gefarbten Gel ist diese Bande nur
sehr schwach erkennbar (Abbildung 46B).

Bei Anderung des pH-Wertes konnte ebenfalls nach 2 min eine schwache SUMOylierung
nachgewiesen werden (Abbildung 46C), welche jedoch nicht in eine PolySUMOylierung
Ubergeht. Im Coomassie-Brilliant-Blau gefarbten Gel hingegen ist erst nach circa 15 min eine
schwache Bande erkennbar (Abbildung 46D), da im Coomassie-Brilliant-Blau gefarbten Gel
im Gegensatz zur Detektion Gber Antikérper und ECL keine Verstarkung des Signals erfolgt.
Zur Analyse der SUMOylierungsstellen von Nup60 Uber massenspektrometrische Analyse ist
am ehesten die Probe mit Nfil nach 1 min geeignet, da hier ein gut sichtbares Signal, jedoch
noch keine PolySUMOylierung vorliegt.
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5. Diskussion

Kernporenkomplexe sind an vielen wichtigen Funktionen in der Zelle beteiligt. Sie spielen eine
grol3e Rolle beim Austausch von lonen, Proteinen, mRNA und weiteren Molekilen zwischen
dem Zellkern und dem Cytoplasma. Zudem spielen sie eine Rolle bei der Aktivierung und
Repression von Genen und somit auch bei der Anpassung an auf3ere Verdnderungen wie
Stress oder Nahrstoffmangel. Bei diesen und weiteren Aufgaben des NPC spielt auch das
nicht essentielle Nukleoporin Nup2 eine grof3e Rolle, weshalb die Untersuchung dieses
Proteins und besonders der Einfluss der posttranslationalen Modifikationen, in dieser Arbeit
insbesondere die SUMOylierung von Nup2, von groRem Interesse ist.

Nup2 ist zwar ein hefespezifisches Protein, welches kein sequenzspezifisches Homolog in
Vertebraten hat, besitzt jedoch funktionale Redundanz mit Nup50. Zudem ist es
gleichermal3en lokalisiert und zeigt ahnliche Interaktionen (Cronshaw et al., 2002).

5.1. Nup2 als stressspezifisches SUMOylierungssubstrat

Die SUMOylierung stellt eine posttranslationale Modifikation dar, bei der Uber einen
dreistufigen Prozess &hnlich wie bei der Ubiquitinierung ein kleines Protein, Smt3, kovalent an
einen Lysinrest gebunden wird. Sie ist reversibel und hat somit regulatorische Eigenschatften.
Da sowohl Anup2-Zellen als auch die SUMO-Mutanten uba2-1 und ulp1-133 einen Einfluss
auf den klassischen NLS-Transport zeigen (Solsbacher et al., 2000; Stade et al., 2002), wurde
Nup2 als potentielles SUMOylierungssubstrat vorgeschlagen und dies in vorangegangenen
Studien sowohl anhand von in silico als auch in vitro-Versuchen bestatigt (Latta, 2011; Folz,
2014; Folz et al., 2019). Zudem wurden in vorherigen Hefe-Zwei-Hybrid Studien auch
Interaktionen zwischen Nup2 und den Enzymen der SUMO-Kaskade Aosl, Ubc9, Siz1l und
Nfil sowie dem Smt3-Protein selbst beschrieben (Folz et al., 2019), weshalb Nup2 in dieser
Arbeit auch in vivo auf diese Modifikation untersucht wurde.

Aufgrund der Tatsache, dass unter normalen Bedingungen nur etwa 5 % der Proteine in
SUMOylierter Form in Zellen vorliegen, lasst sich diese Modifikation in vivo nur schwer
nachweisen. Im Gegensatz zum in vitro-System, bei welchem meist nur ein Substrat durch
optimierte Bedingungen gréf3tenteils modifiziert vorliegt, fallt der Anteil an SUMOyliertem
Protein in vivo meist unter die Nachweisgrenze. Dies liegt zum Teil auch daran, dass im
Zelllysat viele verschiedene Proteine mit verschiedenen Modifikationen vorliegen. Zudem
handelt es sich bei der SUMOylierung um einen dynamischen Prozess, da die SUMOylierung
permanent Uber Proteasen abgebaut wird. Daher ist es unabdingbar, die Lyse der Zellen in
denaturierendem Puffer in Anwesenheit von Proteaseinhibitoren durchzufiihren (Xiao et al.,
2015). Eine Mdglichkeit zur verbesserten Detektion der in geringen Mengen vorliegenden
SUMOylierten Proteine stellt deren Anreicherung Uber Nickel-NTA-Agarose dar. Hierzu
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werden Zellen mit einem 6HIS-SMT3 Plasmid transformiert, was zum einen zu einer Erhéhung
der Menge SUMOylierter Proteine fihrt und zum anderen fir die Reinigung bendtigt wird, da
SUMOylierte Substrate Uber den 6His-Tag an der Nickel-NTA-Agarose immobilisiert werden.
Eine weitere Steigerung der SUMOylierung kann durch plasmidkodierte Zugabe von Ubc9
ermdglicht werden. Die Transformation mit beiden Plasmiden war jedoch wie in Abbildung 13
zu sehen ist, in wildtypischen Zellen nicht ausreichend, um die SUMOylierung von Nup2
darzustellen, was auch daran liegen kann, dass nicht jedes Protein unter den gleichen
Bedingungen SUMOyliert wird. So haben bereits diverse Studien in verschiedenen Zellen eine
stressabhangige Induktion der SUMOylierung verschiedener Proteine unter Einfluss externer
Stimuli gezeigt. In Pflanzen wie Arabidopsis thaliana und Mais wurde eine erhdhte
SUMOylierung nach Trockenstress sowie Stress durch Ethanol, Salz, Hitze, Kélte und reaktive
Sauerstoffspezies nachgewiesen (Kurepa et al., 2003; Catala et al., 2007; Conti et al., 2008;
Augustine et al., 2016). In Hefe wurde ebenfalls ein erhdhtes Level an SUMO-Konjugaten
unter anderem nach Alkoholstress sowie in Anwesenheit reaktiver Sauerstoffspezies
festgestellt (Zhou et al., 2004; Sydorskyy et al., 2010). Aber auch humane Zellen zeigen
vermehrt SUMOylierte Substrate, beispielsweise infolge von DNA Replikationsstress in der S-
Phase (Bursomanno et al., 2015). Stressinduzierte HyperSUMOylierung konnte infolge von
Stress durch H2O; in Testikelzellen von Mausen ebenso wie in COS-7-Zellen gezeigt werden,
welche proteinschadigenden Reizen wie akuten Temperaturschwankungen ausgesetzt sind
(Saitoh und Hinchey, 2000; Shrivastava et al.,, 2010). Die Stressanwort ist evolutionar
zwischen Organismen konserviert und zeigt gerade in Hefe gleiche Schutzmechanismen wie
in héheren Eukaryoten, was Hefe zu einem idealen Modellorganismus zur Erforschung
zellularer Kontrolle infolge externer Stressoren macht (Trabalzini et al., 2003).

In Lewicki et al. (2015) wurde eine erhéhte GesamtSUMOylierung ebenfalls in S. cerevisiae
fur hyperosmotischen, oxidativen sowie Alkoholstress gezeigt, wobei das Maximum der
GesamtSUMOylierung nach 5-minltiger Behandlung mit 1 M Sorbitol bzw. 15-minltiger
Behandlung mit 1 M KCI erreicht war und die SUMOylierung anschlielBend wieder verringert
nachgewiesen wurde. Fir Ethanol-induzierten sowie oxidativen Stress wurde eine rasche
Zunahme der GesamtSUMOylierung beschrieben, welche auch nach drei Stunden
unveréndert war. Diese Bedingungen fir die maximale SUMOylierung wurden auch fir den
hier beschriebenen SUMOylierungsansatz verwendet, wobei fur die Ethanolbehandlung eine
Zeit von 30 Minuten und eine Endkonzentration von 10 % gewahlt wurde (Abbildung 13). Wie
bereits in Lewicki et al. anhand His-Flag-Tag gereinigter Proben Uber MS-Analysen gezeigt
wurde, stieg die SUMOylierung von Nup2 nach osmotischem Schock mit 1 M KCI und
1 M Sorbitol auch in dieser Arbeit (Abbildung 13A). Interessanterweise fiihrt Alkoholstress
durch Ethanol trotz langanhaltender, stark erhohter GesamtSUMOylierung zu keiner

nachweisbaren SUMOylierung von Nup2, was wiederum belegt, dass nicht jeder Stress den
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gleichen Einfluss auf die SUMOylierung eines Proteins hat, auch wenn die
GesamtSUMOylierung bei allen Stressoren ansteigt.

Auch wenn die in Laboren verwendeten Hefestdmme nicht genau denen entsprechen, welche
in der Lebensmittelindustrie verwendet werden, ist es dennoch interessant, die Stressanwort
naher zu betrachten. In der Lebensmittelindustrie verwendete Stamme gehéren meist
ebenfalls zu S. cerevisiae, so auch die Backer- und Weinhefe. Wahrend der alkoholischen
Fermentation missen die Hefezellen auf eine Vielzahl au3erer Faktoren reagieren, so auch
auf hyperosmotischen Stress durch eine hohe Zuckerkonzentration beispielsweise in
Traubenmost. Mit der Zeit sind die Zuckerressourcen erschopft und der Ethanolgehalt steigt,
wodurch es zu Nahrstoffmangel und Ethanolstress kommt. Zudem kann es zu oxidativem
Stress sowie einer erhdhten Temperatur und somit Hitzestress kommen (Trabalzini et al.,
2003; Auesukaree, 2017). Anhand der fir Nup2 erzielten Ergebnisse lasst sich zeigen, dass
die SUMOylierung von Nup2 wohl keine Rolle bei der Antwort auf Ethanolstress spielt, jedoch
mit hoher Wahrscheinlichkeit ein Einfluss bei der Antwort auf osmotischen Stress zu erwarten
ist.

Die Tatsache, dass hyperosmotischer Stress einen beglnstigenden Einfluss auf die
SUMOylierung von Nup2 hat, welcher nach KCI-Behandlung noch deutlicher ist als nach
Behandlung mit Sorbitol, flhrte dazu, dass diese Bedingung als optimierter
SUMOylierungsnachweis fir alle weiteren Versuche in dieser Arbeit beibehalten wurde.

Zur Charakterisierung der stressabhangigen SUMOylierung von Nup2 sowie zur Detektion der
beteiligten Komponenten wurden neben dem Wildtyp auch die Dekonjugase-Mutanten ulpl-
133 und Aulp2 sowie die MAP-Kinase-Mutante Ahogl analysiert.

Auch in Stammen ohne die Dekonjugase Ulp2 konnte gezeigt werden, dass die SUMOylierung
von Nup2 nach Behandlung mit KCI stark ansteigt (Abbildung 16A). Ohne Ulp2 ist sogar eine
PolySUMOylierung in Form eines aus drei Banden bestehenden Musters zu erkennen,
welches sich von dem aus zwei Banden bestehenden Muster unterscheidet, welches im
Wildtyp detektiert wurde. Ohne hyperosmotischen Schock konnte jedoch auch in diesem
Stamm nur eine geringe SUMOylierung vermerkt werden, und diese auch nur wenn sowohl
zusatzliches SMT3 als auch UBC9 vorhanden sind. Anders sieht es in einem weiteren Stamm
aus, in welchem die essentielle Dekonjugase Ulpl mutiert ist (Abbildung 16C). In diesem
Stamm wurde bereits ohne hyperosmotischen Stress und nur mit SMT3-Uberexpression ein
Signal fur SUMOyliertes Nup2 detektiert, welches auch nach Stressbehandlung nur
unwesentlich anstieg. Dies zeigt eindeutig, dass Nup2 auch ohne externe Stressstimuli
SUMOyliert wird, jedoch konstant Gber Ulpl deSUMOyliert wird, was zu einem stets niedrigen
Level an SUMOyliertem Nup2 fihrt, welches wie im Wildtyp zu sehen unter die
Nachweisgrenze fallt. Auch das stressabhangige SUMOylierungsmuster in ulp1-133 entspricht

mit zwei detektierten Banden dem des Wildtyps, was im Vergleich mit Aulp2 unter den gleichen
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Bedingungen darauf schlie3en lasst, dass nach osmotischem Stress mehr polySUMOylierte
Nup2-Produkte entstehen, welche unter normalen Umstanden von Ulp2 dekonjugiert werden,
und Ulpl hierbei nur eine untergeordnete Rolle einnimmt. Ulpl hingegen scheint unter
normalen zellularen Bedingungen daftir verantwortlich zu sein, die Menge an SUMOyliertem

Nup2 zu kontrollieren und Nup?2 stetig zu deSUMOylieren.

Ulp2 wurde zusammen mit der E3-Ligase Sizl in Lewicki et al. (2015) als Regulator der
SUMO-stress-response (SSR) beschrieben. Infolge von Stress soll die SUMOylierung Siz1-
abhangig gesteigert und durch das fir den Abbau der PolySUMOylierung bekannte Ulp2
abgebaut werden (Bylebyl et al., 2003). Ahnliches wurde auch in Abu Irgeba et al. (2014)
beschrieben, wobei hier das Hauptaugenmerk auf der MAP-Kinase Hogl lag, welche
wiederum fur die DeSUMOylierung tber Ulp2 mitverantwortlich sein soll, obwohl keine direkte
physikalische Interaktion beschrieben wurde (Abu Irgeba et al., 2014). Aus diesem Grund war
es auch interessant, die SUMOylierung in einem Ahogl-Stamm zu analysieren. Ahogl-Zellen
zeigten ebenfalls erst nach osmotischem Schock eine starke SUMOylierung von Nup2, welche
sich jedoch nicht wie in der Aulp2- Mutante in einer Dreifach-, sondern ebenso wie in WT- und
ulp1l-133-Zellen nur in einer Doppelbande &uf3ert. Dies spricht dafir, dass die
PolySUMOylierung, wenn auch in einem geringeren Mal3, auch in Abwesenheit von Hog1 noch
durch Ulp2 abgebaut werden kann (Abbildung 16A und Abbildung 17A). Zudem ist die
SUMOylierungseffizienz nach osmotischem Schock in Ahogl wesentlich héher als in WT- und
ulp1-133- aber auch hoher als in Aulp2-Zellen, was darauf schliel3en lasst, dass neben der
DeSUMOylierung durch Ulp2 noch weitere an der (De-)SUMOylierung beteiligte Mechanismen
durch die Abwesenheit von Hogl beeinflusst sind oder die SUMOylierungseffizienz gesteigert
ist (Abbildung 18). Wird die zeitabhangige Kinetik in dem Stamm mit fehlendem Hogl
betrachtet, so ist zu erkennen, dass die SUMOylierung nach Sorbitolbehandlung in den ersten
30 min ansteigt und anschlieBend Uber einen langeren Zeitraum konstant bestehen bleibt
(Abbildung 17C). Im Gegensatz dazu zeigen wildtypische Zellen ein starkes Nup2-Smt3-Signal
nach 5-mindtiger Behandlung, welches nach 30-minttiger Behandlung stark vermindert ist
(Abbildung 13A). Somit wird die SSR infolge von osmotischem Stress Uiber 1 M Sorbitol schnell
eingeleitet, was zu einer schnellen, aber transienten GesamtSUMOylierung fuhrt (Lewicki et
al., 2015). Geht man davon aus, dass die von Lewicki und Kollegen beschriebene, maf3geblich
an der durch osmotischen Stress induzierten SUMOylierung beteiligte E3-Ligase Siz1 auch an
der SUMOylierung von Nup2 beteiligt ist, so lassen sich folgende Riickschlisse ziehen
(Lewicki et al., 2015). Die Aktivitat von Siz1 und Ulp2 nimmt nach der zellularen Adaption an
den externen Einfluss schnell ab, was zur Ruckfihrung der SUMOylierung von Nup2 auf das
Grundlevel fuhrt. Bei fehlender Hogl-Kinase hingegen wird die Stressantwort gestartet, was

sich an einer starken SUMOylierung zeigt. Diese bleibt jedoch Gber langere Zeit konstant, was
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darauf hindeutet, dass die SSR nicht infolge von Anpassung an den externen Stimulus
beendet wird. Entweder bleibt Siz1 in diesem Fall dauerhaft aktiv und SUMOyliert Nup2 und
Ulp2 DeSUMOyliert Nup2 konstant, was fiir einen turnover sprechen wirde, oder die
SUMOylierung Uber Siz1l stoppt und Ulp2 deSUMOyliert nicht, was ebenfalls zu einem
konstanten Level an SUMOyliertem Nup2 fohren wirde, falls dieses nicht mit der Zeit
degradiert wird. Ob es sich um einen turnover handelt oder ob das SUMOylierte Nup2 unter
diesen Bedingungen entweder degradiert oder die SUMOylierung von Nup2 gestoppt wird,
kénnte durch Hemmen des proteosomalen Abbaus (MG132) untersucht werden. Wie in

Abbildung 17D anhand des freien Smt3 zu sehen, ist dies kein limitierender Faktor.

Die erhdhte stressinduzierte SUMOylierung von Nup2 wirft Fragen auf, da einerseits gezeigt
wurde, dass Osmosestress eine verstarkte SUMOylierung von Proteinen wie Nup2 (Nupl und
Nup60 ebenfalls) begiinstigt (Lewicki et al., 2015; Folz et al., 2019). Dies ist vermutlich wichtig
fur die Regulation der Stressantwort, aber andererseits haben Studien beschrieben, dass
sowohl Nup2 als auch Nupl und Nup60 infolge von osmotischem Stress direkt tber Hogl
phosphoryliert werden, was zu einer erhéhten mRNA-Produktion sowie deren Export fihrt
(Regot et al., 2013). Fur Nup2 wurden mehrere Phosphorylierungsstellen beschrieben, jedoch
ist lediglich die Phosphorylierung an Threonin 361 abhangig von Hog1 und Osmosestress. So
zeigt die Nup2 T361A-Mutante bei Osmosestress &hnlich wie auch Anup2-Zellen eine
verzdgerte und verringerte Genexpression und Defekte im mRNA-Export von STL1, einem
Uber osmotischen Stress induzierten Gen, was durch die gehemmte Phosphorylierung Gber
Hogl erklart wurde (Regot et al., 2013).

Da sowohl die SUMOylierung als auch die Phosphorylierung von Nup2 nach osmotischem
Stress ansteigen, wirde man ein Zusammenspiel der beiden Modifikationen erwartet. Es
scheint sich hier jedoch um zwei voneinander unabhangige Mechanismen zu handeln, da die
SUMOylierung auch in Abwesenheit der fur die Osmosestress-abhangige Phosphorylierung
von Nup?2 verantwortlichen Kinase Hog1 erfolgt. Um dies genau zu klaren, ware es sinnvoll zu
analysieren, ob beide Modifikationen doch einen Einfluss aufeinander haben. Hierzu kénnte
die Nup2-SUMO-Mutante auf Anderungen im Phosphorylierungsmuster an Threonin 361 und
im Gegenzug die Nup2-T361A-Mutante auf stressinduzierte SUMOylierung Uberprift werden.
Anhand der bis dato generierten Ergebnisse liegt die Vermutung nahe, dass es sich bei beiden
Modifikationen um zwei verschiedene Wege der Stressantwort handelt, wobei die
SUMOylierung nicht zwingend erforderlich ist, wie anhand von Wachstumstests gezeigt
werden konnte (vgl. Abbildung 30, Abbildung 31 undAbbildung 32).

Sowohl die SUMO- als auch die Ubiquitin-Mutanten von Nup2 sowie auch die Mutanten seines
Interaktionspartners Nup60 zeigen keine Stresssensitivitat oder Wachstumsdefizite, wenn sie

in KCl-haltigem Flissigmedium kultiviert oder auf Sorbitol- bzw. KCl-haltigen Platten
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angezogen werden. Im Gegensatz dazu kénnen Ahogl-Zellen unter diesen Bedingungen auf
Platten nicht mehr und in Flussigkultur nur sehr verlangsamt wachsen. Dies spricht dafir, dass
der kanonische Weg zur Stressregulation tUber Hogl und somit wahrscheinlich auch die
Phosphorylierung von Nup2 an Threonin 361 eine wichtigere Rolle spielt, weshalb es sinnvoll
ware, auch diese Mutante Wachstumstests zu unterziehen. Dennoch bleibt zu erwahnen, dass
auch die Nukleoporine Nup2 und Nup60 an sich nicht essentiell fur die Stressantwort sind, da

auch knockout-Mutanten beider Proteine keine Wachstumsdefizite zeigen.

Wie schon anhand der in vivo-SUMOylierung zu erkennen ist, unterscheidet sich osmotischer
Stress, welcher durch Salze wie KCI oder Zuckeralkohole wie Sorbitol ausgeltst wird.
Wahrend die stressinduzierte SUMOylierung durch Sorbitol rasch ansteigt und wieder
abnimmt, bleibt die Modifikation nach KCI-Behandlung langer bestehen (vgl. Abbildung 13).
Auch auf Platten war zu erkennen, dass Sorbitol noch bei einer Konzentration von 2 M fur die
Zellen tolerierbar war, wahrend eine Konzentration von 1,5 M KCI schon kein Wachstum der
getesteten Stamme mehr zuliel3, mit Ausnahme von einem Stamm. NUP60-SUMO-KR verhielt
sich 6 Tage wie alle anderen getesteten Stdmme, aber ab dem 7. Tag konnte ein langsames
Wachstum festgestellt werden (Abbildung 31). Dieses Phanomen lasst sich nur schwer
erklaren, es ist jedoch naheliegend, dass die Zellen in den ersten Tagen den Zellzyklus
anhalten, bis sie sich an die aul3eren Gegebenheiten angepasst haben. Interessanterweise
wurde in dieser Arbeit auch gezeigt, dass in der NUP60-SUMO-KR Mutante nach
Osmosestress die SUMOylierung von Nup2 stark induziert ist (Abbildung 19), was wiederum
daflrspricht, dass die SUMOylierung von Nup2 doch einen begiinstigenden Effekt bei der
Stressadaption hat. Bis jetzt wurde nur der Effekt der verhinderten SUMOylierung analysiert,
es ware jedoch auch denkbar, dass eine stark erhdhte SUMOylierungsrate von Nup2 Effekte
zeigt. Wahrend Modifikationen wie Phosphorylierung jedoch leicht imitiert werden kdnnen, ist
dies fur die SUMOylierung komplizierter. Eine potentielle Mdglichkeit ist die Analyse des in
dieser Arbeit hergestellten Nup2-Smt3-Fusionsproteins (Abbildung 22), in welchem direkt
hinter die Sequenz der bestédtigten SUMOylierungsstellen Smt3 inseriert wurde, welches

jedoch noch nicht bezuglich seiner Osmosestressresistenz untersucht wurde.

5.2.  Die SUMOylierung von Nup2 hat keinen Einfluss auf die Genaktivitdt von INO1
und GAL1

Bei Veranderungen in der Umgebung ist eine schnelle und gezielte Zellantwort erforderlich,
welche unter anderem auch daraus besteht, reprimierte Gene zu aktivieren oder aber aktive
Gene abzuschalten. Neben Hitze, veranderter Osmolaritat, Alkohol und vielen weiteren Stress-
induzierenden Faktoren kann auch ein Nahrstoffmangel bzw. veréanderte Nahrstoffquellen zu

einer Veranderung der Aktivitdt mancher Gene fuhren, so beispielsweise, wenn die
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Kohlenstoffquelle in Hefe von Glukose zu Galaktose veréndert wird oder wenn Hefezellen
aufgrund mangelnder Verflgbarkeit die Synthese von Inositol starten missen. Fir die hierfur
verantwortlichen Gene INO1 und GAL1 sowie fur weitere induzierbare Gene wurde gezeigt,
dass sie in aktiviertem Zustand an der nuklearen Peripherie lokalisiert sind und die mMRNA-
Produktion steigt (Casolari et al., 2004; Dieppois und Stutz, 2010). Eines der fir die periphere
Lokalisation mitverantwortlichen Proteine ist das in dieser Arbeit untersuchte Nukleoporin
Nup2 (Brickner et al., 2007). Brickner und Kollegen haben anhand konfokaler
Mikroskopaufnahmen gezeigt, dass die Lokalisation von INO1l und GAL1l infolge einer
Umstellung auf galaktosehaltiges Medium bzw. inositolfreies Medium Nup2-abhangig ist.
Werden die Gene induziert, lokalisieren sie schnell an die nukleare Peripherie, wahrend die
Transkriptionsaktivierung und der mRNA-Anstieg langsam erfolgen. Die Lokalisation von INO1
und GALL1 bleibt durch den spezifischen Einbau der Histonvariante H2A.Z in den reprimierten
Promotor tber Generationen bestehen, auch wenn keine aktivierenden Bedingungen mehr in
der Umgebung der Zellen vorliegen, woraus sich eine schnelle Reaktivierung der Gene ergibt
(Brickner et al., 2007). Zellen ohne Nup2 hingegen zeigen eine stark verringerte periphere
Lokalisation dieser Gene. Da in dieser Arbeit bereits fir andere Stress-induzierende Faktoren
ein Anstieg an SUMOyliertem Nup2 gezeigt wurde, wére potenziell ein Einfluss der
SUMOylierung von Nup2 bei der Lokalisation induzierbarer Gene denkbar. Zudem wurde von
Rosonina und Kollegen gezeigt, dass SUMO eine groRe Rolle bei der Aktivierung von Genen,
insbesondere induzierbaren Genen wie GAL1, aber auch dem Osmosestress-induzierten
STL1 in Hefe spielt und die Promotor-assoziierten Faktoren bei Aktivierung verstarkt
SUMOyliert vorliegen. Diese SUMOylierung spielt scheinbar eine Rolle bei der Beendigung
der Transkription, wie in ubc9-Mutanten gezeigt wurde, welche eine erhéhte Transkriptionsrate
aufweisen (Rosonina et al.,, 2010). Felberbaum und Kollegen beschrieben zudem, dass
Inositolmangel die SUMOylierung von Proteinen erhdoht und dass das Fehlen des
SUMOylierungsenzyms Ubc9 sowie des DeSUMOylierungsenzyms Ulp2 ein starkes
Wachstumsdefizit von Hefezellen in inositolfreiem Medium hervorruft, welches in Kombination
mit der Deletion des ER-Membranproteins Scs2 in einer verstarkten Inositol-Auxotrophie
resultiert. Das Fehlen von Ulpl fuhrt ebenfalls zu einem Wachstumsdefizit, welches jedoch
schwacher ist. Somit spielt die SUMOylierung eine Rolle bei der Inositol-Synthese. Zudem
wurde fur INO1 argumentiert, dass Ulp2 wichtig fiur die Transkriptionsaktivierung,
moglicherweise durch DeSUMOylierung eines bestimmten Transkriptionsfaktors oder von
Histonen, ist (Felberbaum et al., 2012). Insgesamt wurden sowohl aktivierende als auch
reprimierende Funktionen fir SUMOzykluskomponenten bei der Transkription beschrieben
(Lyst und Stancheva, 2007). Da das Fehlen sowohl von Nup2 als auch von
SUMOzykluskomponenten eine Rolle bei der Regulierung induzierbarer Gene spielt, sollte in

dieser Arbeit Gberprift werden, ob Nup2-SUMO-Mutanten ebenfalls Effekte bezlglich der
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Genlokalisation zeigen. Zudem liegen Promotor-assoziierte Faktoren, wie oben beschrieben,
bei Aktivierung meist SUMOyliert vor und von Schmid und Kollegen wurde gezeigt, dass unter
anderem auch Nup2 eine Promotorinteraktion (Nup-Pl) bei Aktivierung ausbildet, welche unter
anderem auch in GAL-Genen nachgewiesen wurde (Schmid et al., 2006).

Die Untersuchung der Lokalisation von INO1 und GALL1 in Hefezellen in dieser Arbeit zeigt fur
Nup2 und Nup2-2xKR ein vergleichbares Bild (Abbildung 25), was gegen einen Einfluss der
SUMOylierung von Nup2 auf die Lokalisierung der untersuchten Gene an der nukledren
Peripherie spricht. Ob die Transkriptionsaktivitat in diesen Zellen verandert ist, kann aufgrund
der Lokalisation allein nicht geschlussfolgert werden und wurde in dieser Arbeit auch nicht
Uberprift. Hierzu misste beispielsweise eine quantitative Echtzeit-PCR (qPCR) durchgefihrt
werden. Ob NUP2-2xKR-Mutanten Inositol-Auxotrophie aufweisen, konnte ebenfalls noch

Uberprift werden, indem die Zellen auf inositolfreien Platten kultiviert werden.

5.3.  Nup2 als SUMOylierungs-Substat unter Berlcksichtigung  seines
Interaktionspartners Nup60

Zu Beginn dieser Arbeit lag das Ziel darin, die SUMOylierung von sowohl Nup2 als auch Nup60
zu detektieren und zu analysieren, weshalb fiir Nup60, wie es auch in Vorarbeiten fir Nup2
bereits getan wurde, die SUMOylierung in vitro bestatigt wurde (Folz, 2014). Es wurde
nachgewiesen, dass Nup60 in vitro ebenso wie Nup2 durch Zugabe von Nfil verstarkt
SUMOyliert wird, wohingegen die Anderung des pH-Wertes sowie die Anwesenheit seines
Interaktionspartners Nup2 keinen Effekt auf die SUMOylierung von Nup60 haben (Abbildung
45). Im weiteren Verlauf ware die im SDS-Gel durch kolloidales Coomassie-Brilliant-Blau
sichtbar gemachte Nup60-Smt3-Bande (Abbildung 46; nach 1 min und Zugabe von Nfil)
ausgeschnitten und zur massenspektrometrischen Analyse geschickt worden, um die
SUMOylierungsstellen zu detektieren. Von Nino und Kollegen wurden jedoch zeitgleich in vivo
bereits die SUMOylierungsstellen durch systematische Mutation aller Lysine ausfindig
gemacht, weshalb weitere Arbeiten zu Nup60 verworfen und fir die weiteren Versuche die in
Nino et al. beschriebenen Stdmme NUP60-SUMO-KR und NUP60-UB-KR verwendet wurden
(Nino et al., 2016).

Nup60 bindet Nup2 an die nukledre Korbstruktur und in vitro-Versuche haben gezeigt, dass
die Anwesenheit von Nup60 die SUMOylierung von Nup2 beginstigt (Dilworth et al., 2001;
Folz, 2014). Die SUMOylierung von Nup2 selbst sowie auch die SUMOylierung von Nup60
haben keinen Einfluss auf die Lokalisation bzw. die Interaktion beider Proteine (Folz, 2014;
Nino et al., 2016). Dennoch konnte gezeigt werden, dass sowohl die Abwesenheit als auch
die verhinderte SUMOylierung von Nup60 einen Einfluss auf die SUMOylierung von Nup2
haben. So steigt beispielsweise die Menge an Nup2-Smt3-Konjugaten auch bereits

stressunabhangig in Anup60-Zellen und wird bei Stress nur unwesentlich starker (Abbildung

144



Diskussion

19) (Folz et al., 2019). Dieser Effekt lasst sich leicht erklaren, da ein &hnliches Muster in dieser
Arbeit auch fur ulp1-133-Zellen gezeigt wurde und Nup60 sowohl fir die Stabilitét als auch die
Lokalisation von Ulp1 an der Kernpore verantwortlich ist (Panse et al., 2003; Zhao et al., 2004).
Ohne Nup60 liegt einerseits weniger der Dekonjugase vor und andererseits geht die raumliche
Néhe zwischen Nup2 und Ulpl verloren, weshalb die GrundSUMOylierung weniger stark
zurlickgeht. Der Abbau der PolySUMOylierung tUber Ulp2 nach Stress hingegen ist hiervon
nicht beeinflusst. Ein wesentlich starkeres stressabhéangiges SUMO-Signal fir Nup2 ist zu
erkennen, wenn Nup60 nicht mehr SUMOyliert werden kann (Abbildung 19). Ein Einfluss der
SUMOylierung von Nup60 auf die Dekonjugase Ulp1l ist auszuschliel3en, da ohne osmotischen
Stress die SUMOylierung von Nup2 wie erwartet abgebaut wird. Ein mdglicher Grund hierfur
hatte theoretisch sein kénnen, dass durch die verhinderte SUMOylierung von Nup60 mehr
Smt3 fir Nup2 vorhanden ist. Dies scheint jedoch aufgrund der Tatsache, dass SMT3
plasmidkodiert Gberexprimiert ist, doch eher unwahrscheinlich zu sein. Dennoch scheint es ein
Zusammenspiel zwischen den Nukleoporinen und ihren Modifikationen zu geben.

Wahrend die SUMOylierung von Nup2 in vitro positiv durch die Anwesenheit von Nup60
beeinflusst wird, wirkt sich in vivo die Abwesenheit sowie die unterbundene SUMOylierung von
Nup60 positiv auf die SUMOylierung von Nup2 aus. Im Gegensatz dazu zeigt sich fir Nup60
in vitro kein positiver Effekt in Anwesenheit von Nup2 (vgl. Abbildung 45). Hierdurch zeigt sich,
dass Nup60 wohl einen relevanteren Einfluss auf die Modifikation von Nup2 hat, was daran
liegen kann, dass Nup60 eventuell durch Bindung an Nup2 dessen Konformation andert und
somit Modifikationen beglnstigt. Andererseits werden in silico auch SIMs in Nup60
vorhergesagt, welche ebenfalls eine Rolle spielen kénnen.

Interessanterweise zeigen auch die Importinmutanten srp1-54 und rsl1-1 (Kap95) eine erhéhte
SUMOylierung von Nup2. In srp1-54 konnte bereits ohne KCI-Behandlung eine SUMOylierung
detektiert werden, welche starker ist als im Wildtyp aber dennoch schwacher als in Anup60
(Abbildung 15). Nicht gezeigte Daten bestatigten dies auch fur Kap95. Beide Importine sind
am Import der SUMOzykluskomponenten einschlie3lich der Dekonjugasen Ulpl und Ulp2
beteiligt, was sich an der Misslokalisation der Proteine in den jeweiligen Mutanten zeigt (Grass,
2011). Dies wirde auch den erhéhten SUMOylierungseffekt erklaren, da in diesem Fall eine
geringere Menge der Dekonjugasen im Zellkern vorliegt. Zwar liegen in diesem Fall auch
weniger SUMOkomponenten im Zellkern vor, der Effekt hiervon scheint jedoch aufgrund des
zusatzlich tber Plasmid zugefligten Smt3 geringer zu sein.

In vitro-Studien zur SUMOylierung von Nup2 zeigten, dass diese in Anwesenheit von
rekombinant hergestelltem Nfil verstarkt wird, ebenso wie auch durch Siz1, jedoch in einer
geringeren Form (Latta, 2011; Folz, 2014). Hefe-Zwei-Hybrid-Versuche haben ebenfalls
gezeigt, dass diese beiden E3-Ligasen mit Nup2 interagieren, weshalb zusammen mit den in

vivo-Versuchen, welche ebenfalls in allen E3-Mutanten eine SUMOylierung fir Nup2 zeigten
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(Abbildung 20), geschlussfolgert werden kann, dass nicht eine Ligase allein fir die
SUMOylierung von Nup2 verantwortlich ist, sondern hierbei wie auch bei Nup60 die Ligasen

Siz1 und Nfil eine grofRe Rolle spielen.

5.4. Einfluss der SUMOylierung von Nup2 auf seine eigene Lokalisation und den
CcNLS-Import

Die SUMOylierung hat verschiedene Einflisse auf Proteine und kann auch die subzellulare
Lokalisation seiner Substrate beeinflussen. So spielt sie in Vertebraten eine Rolle bei der
Rekrutierung des GTPase-Aktivierungsproteins RanGAP1 an den NPC, welches mittels
SUMO-1 mit dem cytoplasmatischen Nukleoporin RanBP2 interagiert. Die nicht modifizierte
Form von RanGAP1, welches zudem auch das erste entdeckte SUMO-Substrat ist, liegt im
Cytoplasma vor (Matunis et al., 1996). Sowohl RanGAP1 als auch RanBP2 sind am
nukleocytoplasmatischen Transport beteiligt.

Da es sich bei Nup2 um ein mobiles Nukleoporin handelt (Dilworth et al., 2001), wurde auch
hier bereits in Vorarbeiten die Lokalisation von Nup2-SUMO-Mutanten getestet, obwohl die
SUMOylierungsstellen bis dato nur in vitro bestatigt waren (Folz, 2014). Es konnten keine
Anderungen der Lokalisation festgestellt werden, auch wenn die SUMOylierung nicht mehr
erfolgen kann (Folz, 2014; Folz et al., 2019). Mdglicherweise lag dies aber auch daran, dass
zu wenig SUMOyliertes Nup?2 vorlag, weshalb die veranderte Lokalisation nicht nachgewiesen
werden konnte. Nachdem eine verstarkte SUMOylierung durch osmotischen Stress gezeigt
werden konnte, wurde auch die stressabhangige Lokalisation von Nup2 nach osmotischem
und Ethanolstress analysiert, wobei auch hier keine Anderung festgestellt wurde (Abbildung
21). Eine zusatzliche Information, welche hierdurch ebenfalls gewonnen werden konnte, ist,
dass auch die stressabhangig Uiber Hog1l erfolgte Phosphorylierung an Threonin 361 ebenfalls
keinen Einfluss auf die Lokalisation von Nup2 hat.

Um die SUMOylierung von Nup2 bestmdglich zu imitieren, wurde in dieser Arbeit ein fiir ein
Nup2-Smt3-Fusionsprotein kodierendes Plasmid hergestellt, in welchem direkt hinter die
Sequenz der bestatigten SUMOylierungsstellen Smt3 inseriert wurde. Mikroskopische
Untersuchungen von Zellen mit diesem Fusionsprotein als GFP-Konstrukt zeigten jedoch auch
keine Veranderung (Abbildung 23A), was darauf hindeutet, dass die Lokalisation nicht vom
SUMOylierungsstatus abhangig ist. Neben der Lokalisation wurde in diesen Experimenten
auch der cNLS-Transport betrachtet, wobei auch hier keine SUMO-spezifischen Effekte
gezeigt werden konnten (Abbildung 23B), auch wenn Mutationen der SUMOylierungsenzyme
Effekte auf den Transport haben, wie anhand von uba2-1 und ulp1-133 gezeigt wurde (Stade
et al.,, 2002). Nicht gezeigte Daten dieser Arbeit beinhalteten auch die Analyse des cNLS-
Transports nach osmotischem Stress mit 1 M KCI, wobei auch hier weder fir Srpl noch das

Reporterprotein NLS-GST-GFP eine Anderung der Lokalisation detektiert wurde. Dieses
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Ergebnis wurde bereits vorher von Stochaj und Kollegen fir NLS-GFP nach osmotischem
Stress gezeigt, wobei hingegen andere Stimuli wie Glukosemangel, Ethanol sowie oxidativer
Stress und Hitzeschock den cNLS-Import negativ beeinflussen, was sich an einer
Misslokalisation von NLS-GFP zeigt, welches nicht mehr in den Nukleus transportiert wird
(Stochaj et al., 2000).

5.5.  SUMOylierungsstellen und weitere PTMs von Nup2

Wie in vitro konnte in dieser Arbeit der Lysinrest an Position 170 auch in vivo als
HauptSUMOylierungsstelle bestatigt werden, wahrend der Lysinrest an Position 153 einen
eher geringen Effekt hat (Abbildung 14). Das Lysin an Position 170 wurde bei verschiedenen
in silico-Analysen als sehr wahrscheinlich beschrieben, wahrend der Lysinrest 153 einen
wesentlich geringeren score hatte. Neben diesen beiden Lysinen wurden auch weitere putative
SUMOylierungsstellen in silico gezeigt, welche jedoch in vitro klar ausgeschlossen werden
konnten (Folz et al.,, 2019). Bei genauerer Sequenzbetrachtung und Anwendung eines
speziellen Programms zur Analyse von SIM und SUMOylierungsstellen (JASSA; Beauclair et
al., 2015) ist fur den Lysinrest 170 bzw. fur sein Konsensusmotiv eine Besonderheit
aufgefallen. Es handelt sich hierbei bereits um ein direktes Konsensusmotiv mit Valin als
langkettiger hydrophober Aminoséure, dem Lysin, einer beliebigen Aminoséaure (Valin) sowie
einer sauren Aminosaure, der Glutaminséaure. Vor dem ersten Valin befindet sich jedoch auch
eine Glutaminsdure (EVKVE) was dazu fuhrt, dass es das gleiche Konsensusmotiv auch in
entgegengesetzter Richtung gibt, welches in JASSA als starkes invertiertes Konsensusmotiv
beschrieben wird. Weitere in silico Programme geben solche invertieren Sequenzen nicht an,
weshalb diese Stellen oft nicht als putative SUMOylierungsstellen berechnet werden. Fir den
nuklearen Corepressor KAP1 (alternativ TIF1 beta) im Menschen wurden sechs Lysine
beschrieben, welche Teil des Konsensusmotivs W-K-x-D/E sind, wobei lediglich zwei dem
kanonischen Motiv entsprechen und vier invertiert sind. Zwei der Lysine dieser invertierten
Motive stellen die vorherrschenden SUMOylierungsstellen dar und sind mit fur die Repression
verantwortlich. Analysen dieses Proteins in Hefe, unter anderem mit Hefe-Zwei-Hybrid-
Versuchen, zeigten, dass in Hefe keine SUMOylierung an den invertierten Sequenzen
stattfindet, was darauf hindeutet, dass in Hefe das kanonische Konsensusmotiv bevorzugt wird
(lvanov et al.,, 2007). Dennoch heildt dies nicht, dass in Hefe keine invertierten
Konsensusmotive erkannt werden konnen, denn eine der in Nino et al. bestétigten
SUMOylierungsstellen fir Nup60 zeigt ebenfalls laut Analyse mit JASSA kein direktes,
sondern ein invertiertes Konsensusmotiv (Nino et al., 2016). Ob in Hefe auch das invertierte
Motiv in Nup2 erkannt wird, liee sich anhand ortsspezifischer Mutagenese (site directed
mutagenesis=SDM) einzelner Basen und somit der Aminosduren im Konsensusmotiv

Uberprufen. Dies konnte man auch fir das kanonische Motiv durchfiihren, um sicherzugehen,
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dass das Konsensusmotiv fiir die SUMOylierung an dieser Stelle notwendig ist. Uber SDM im
Konsensusmotiv wurde auch fir das Importin Kap114 bereits gezeigt, dass dieses essentiell
fur die SUMOylierung der in diesem Protein einzigen SUMOYylierungsstelle an Position 909 ist,
da Mutationen im Motiv ebenfalls die SUMOylierung unterbinden (Rothenbusch et al., 2012).
Mit Programmen zur Vorhersage von SUMOylierungsstellen, wie SUMOplot™: durchgefiihrte
in silico Analysen des humanen Nukleoporins Nup50, welches eine funktionale Redundanz mit
Nup2 besitzt, zeigen keine SUMOylierungsstellen im N-terminalen Bereich, welcher mit
Nup153 (entspricht Nup1 und Nup60) interagiert (Makise et al., 2012). Untersucht man jedoch
die Proteinsequenz mit JASSA, so zeigt sich, dass auch fir dieses Nukleoporin ein starkes
invertiertes Konsensusmotiv an Lysinrest 110 vorliegt, welches ebenso wie bei Nup2, im N-
terminalen Bereich liegt und auch in der verkirzten Isoform von Nup50 enthalten ist (Abbildung
47A und B). Bis dato wurde noch keine SUMOylierung von Nup50 nachgewiesen. Eine
potentielle SUMOylierung an Lysinrest 110 ist jedoch sehr wahrscheinlich, da, wie anhand des
humanen Corepressors KAP1 gezeigt wurde, im Menschen invertierte Konsensusmotive

definitiv erkannt werden (lvanov et al., 2007).
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Abbildung 47:Schematische Darstellung von Nup2 und seinem Funktionshomolog Nup50 sowie
Markierung des invertierten Konsensusmotivs.

In beiden Proteinen Nup2 und Nup50, befindet sich das Motiv im N-terminalen Bereich, welcher fir die Interaktion
mit Nup60 (fur Nup2) und Nup153 (fur Nup50) verantwortlich ist A: Darstellung von Nup2. B: Darstellung von Nup50
(lange Version Nup50L). Der graue Bereich fehlt in der verkirzten Nup50S-Version.

Ein weiteres interessantes Detail beziiglich der SUMOylierungsstelle 170 in Nup2 ist, dass vier
der 57 beschriebenen Phosphorylierungsstellen von Nup2 in unmittelbarer N&he zu dieser sind
und drei davon direkt aufeinanderfolgen (S160, S163, S164 und S165) (Abbildung 48), was
die Vermutung zulasst, dass diese Modifikationen einen Einfluss aufeinander haben (Chi et

al., 2007; Smolka et al., 2007; Albuquerque et al., 2008; Gnad et al., 2009; Holt et al., 2009;
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Huber et al., 2009; Bodenmiller et al., 2010). Ein PDSM (phosphorylation-dependent
SUMOylation motif) ist ein Motiv, welches dem in Nup2 vorgefundenen sehr dhnlich ist, jedoch
statt eines zweiten Serins ein Prolin besitzt, welches die Phosphorylierung des vorangehenden
Serins beglnstigt (PDSM: W-K-x-D/E-x-x-S-P, fur Nup2: W-K-x-D/E-x-x-S-S) (Hietakangas et
al.,, 2006). Das Motiv kommt hauptsachlich in Transkriptionsregulatoren oder auch
Hitzeschockfaktoren vor. Bereits vier Jahre bevor das PDSM als solches beschrieben wurde,
wurde fur den Hitzeschockfaktor 1 in Vertebraten (Hsfl in Hefe) beschrieben, dass er
stressabhangig am Serinrest 303 phosphoryliert wird und Mutationen an dieser Position zu
einer verringerten SUMOylierung mit SUMO-1 an dem Lysinrest 298 fuhren (Liu et al., 1997,
Hietakangas et al., 2003).

Der Transkriptionsfaktor MEF2A besitzt ebenfalls ein PDSM. Die Phosphorylierung an dieser
Stelle Uber die Cyklin-abhangige Kinase 5 (CDK5) verstarkt die SUMOylierung und fihrt zur
Transkriptionshemmung und zur Reifung der Synapsen. Uber Kalziumsignalwege erfolgt die
Dephosphorylierung tber Calcineurin und die Acetylierung Giber das CREB-Bindeprotein und
p300, was die Transkriptionsrepression beendet und zur Transkription sowie zum Abbau der
Synapsen fiuhrt (Bossis und Melchior, 2006; Riguelme et al., 2006; Gareau und Lima, 2010).
Inwiefern die SUMOylierung von Nup2 an Lysinrest 170 zumindest unter bestimmten
Bedingungen phosphorylierungsabhéangig ist, lasst sich ohne weitere Studien nicht sagen.
Ansatze, um dies zu studieren, waren einerseits der Austausch der potentiell phosphorylierten
Serine durch Asparagin- oder Glutaminsaure, welche die Phosphorylierung imitieren, oder
aber der Austausch zu nicht phosphorylierbaren Aminosauren, um den Einfluss der
Modifikation an diesen Serinen auf die SUMOylierung des Lysinrests 170 zu untersuchen

(Maciejewski et al., 1995; Paleologou et al., 2008).
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Abbildung 48: Proteinsequenz und schematische Darstellung von Nup2 und bekannten

Modifikationsstellen.
Alle bekannten posttranslationalen Modifikationen fir Nup2 wurden farblich in der Proteinsequenz und der

schematischen Darstellung dargestellt.

5.6. Nup2 als Ubiquitinierungssubstrat

Wie bereits der vorherige Abschnitt klar verdeutlicht, sind es meist nicht einzelne
Modifikationen, die die physiologischen Eigenschaften und zellularen Funktionen von
Proteinen beeinflussen, sondern vielmehr ein Zusammenspiel verschiedener. Wéahrend sich
die einen Modifikationen gegenseitig beglnstigen oder die eine nur infolge der anderen
erfolgen kann, kdnnen verschiedene Modifikationen auch in direkter Konkurrenz um einen
Lysinrest stehen, welcher Angriffspunkt verschiedener Modifikationen ist.

So auch bei IkBa, dem Inhibitor des Transkriptionsfaktors NF-kB, welcher am Lysinrest K21
sowohl SUMOyliert als auch phosphorylierungsabhangig ubiquitiniert und das Protein infolge
dessen degradiert werden kann. Die Degradation von IkBa hingegen fuhrt zur Aktivierung des
im Cytoplasma lokalisierten NF-kB und zu dessen Translokation in den Nukleus (Desterro et
al., 1998; Gareau und Lima, 2010). Gerade in diesem Beispiel zeigt sich, wie sich die
verschiedenen Modifikationen gegenseitig antagonistisch beeinflussen. Die Phosphorylierung
einerseits wirkt hemmend auf die SUMOylierung und begunstigt die Ubiquitinierung, wahrend

die Ubiquitinierung wiederum durch die SUMOylierung verhindert wird.
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Im Gegensatz dazu wirken die Ubiquitinierung und die SUMOylierung im Falle der PCNA nicht
gegeneinander, sondern im Zusammenspiel. In Hefe wird die PCNA/Pol30 am Lysinrest K164
in Anwesenheit DNA-zerstérender Substanzen erst mono- und dann polyubiquitiniert, wobei
dies nicht in der Degradation resultiert, sondern zur Rekrutierung von spezifischen Proteinen
fuhrt, welche sonst nicht interagieren wirden. Gleichermalien verhélt es sich fir die
SUMOylierung am gleichen Lysinrest, welche in der S-Phase erfolgt und die Rekombination
wahrend der Replikation verhindert. Beide Modifikationen kénnen in diesem Fall auch
coexistieren, weil die PCNA ein Homotrimer bestehend aus drei identischen Untereinheiten ist
(Hoege et al., 2002; Papouli et al., 2005; Pfander et al., 2005; Gareau und Lima, 2010).
Gerade dieses Zusammenspiel verschiedener Modifikationen erschwert auch die Detektion
der funktionellen Eigenschaften der einzelnen Modifikationen, da anhand von Mutationen oft
nicht nur eine Modifikation an dieser Position unterbunden bzw. beeinflusst wird.

Fir Nup2 konnte in dieser Arbeit neben der SUMOylierung auch die Ubiquitinierung
nachgewiesen werden (Abbildung 26), welche unter normalen Bedingungen unabh&ngig von
den SUMOylierungsstellen erfolgt. Dies spricht dafiir, dass es keine Konkurrenz um die
gleichen Lysinreste gibt und dass die Ubiquitinierung unabhangig von der SUMOylierung ist.
Nach osmotischem Schock tber KCI wurde jedoch in Ahog7- und Aulp2-Zellen, wie auch
bereits bei der SUMOylierung, eine verstarkte Modifikation, hier in Form von Ubiquitinierung,
nachgewiesen (Abbildung 27). Da diese Zunahme der Ubiquitinierung vor allem in den Zellen
detektiert wurde, welche auch eine effizientere SUMOylierung von Proteinen zeigten, lag die
Vermutung nahe, dass die SUMOylierungsstellen und somit auch die SUMOylierung doch
einen Einfluss auf die stressabhangige Ubiquitinierung haben kdnnten. Diese Vermutung
wurde durch Analyse der NUP2-WT-HA-Zellen und NUP2-2xKR-HA-Zellen bestatigt.
Wahrend die Menge an ubiquitiniertem Nup2 unter normalen Wachstumsbedingungen
identisch war, stieg die Menge an ubiquitiniertem Nup2-HA nach osmotischem Schock um fast
das 2%-fache, wahrend fiir Nup2-2xKR-HA nur eine Zunahme um das Y:-fache detektiert
werden konnte (Abbildung 28). Die Wahrscheinlichkeit, dass es hier doch Wechselwirkungen
verschiedener Modifikationen, wie beispielsweise tber SUMO-abhdngige Ubiquitin-Ligasen
(STUbLs=SUMO-targeted-Ubiquitin-ligases) gibt, welche meist nur SUMOylierte Proteine
modifizieren, steigt somit.

STUbLs spielen unter anderem eine wichtige Rolle bei der DNA-Reparatur, der
Genomstabilitdt und der Transkriptionsregulation (Nagai et al., 2011; Sriramachandran und
Dohmen, 2014). Sie kénnen aber auch Proteine flr den proteolytischen Abbau markieren und
fur die protein quality control verantwortlich sein (Wang und Prelich, 2009; Sriramachandran
et al., 2019).

Wahrend es in Hefe zwei nuklear lokalisierte STUbLs gibt, das Heterodimer SIx5/SIx8 sowie
Ulsl, gibt es in Sdugern die beiden STUbLs Rnf4 und Arkadia/Rnf111, welche sich sowohl im
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Nukleus als auch im Cytoplasma befinden, wobei allgemein die primére Funktion in der
Aufrechterhaltung der Chromatinfunktion liegt (Yang et al., 2006; Sun et al., 2007; Uzunova et
al., 2007; Nagai et al., 2008; Cook et al., 2009; Garza und Pillus, 2013).

Fur Nup2 wurde bereits die Ubiquitinierung am Lysinrest 569 beschrieben und konnte in dieser
Arbeit auch mittels in vivo-Ubiquitinierung bestatigt werden. Dabei handelt es sich nicht um die
alleinige Ubiquitinierungsstelle, da die NUP2-K569R-Mutante weiterhin ein Signal fir Nup2-
Ub zeigt, welches sich jedoch von dem in NUP2-WT unterscheidet (Abbildung 29) (Swaney et
al., 2013).

Um alle Ubiquitinierungsstellen ausfindig zu machen, missten nacheinander alle Lysine
mutiert und in verschiedenen Kombinationen analysiert werden. Zudem ware es aufgrund der
schlecht detektierbaren Ubiquitinierung von Nup2 sicher von Vorteil, dies mit HA-NUP2-

Plasmiden durchzufiihren, um eindeutige Ergebnisse generieren zu kénnen.

5.7. Potentielle (SUMO-spezifische) Interaktionspartner von Nup2

Nachdem verschiedene zelluldre Funktionen, an welchen Nup2 beteiligt ist, auf SUMO-
Abh&ngigkeit Uberprift wurden, welche in allen Fallen widerlegt wurde, sollte anhand von
Interaktionsstudien nach weiteren moglicherweise SUMO-abhéngigen Interaktionen gesucht
werden. Dies macht Sinn, da ein Protein allein meist nicht fiir eine Funktion verantwortlich ist,
sondern es sich haufig um Proteinkomplexe handelt, welche sich bei raumlicher Nahe und
unter bestimmten zellularen Bedingungen bilden. Hierbei kann es sich um starke, konstante
Interaktionen, aber auch um sehr schwache oder transiente Interaktionen handeln, weshalb
die Bedingungen fiur diese Interaktionsstudien in dieser Arbeit optimiert wurden. Obwohl es
sich bei der TAP-Reinigung um eine sehr effiziente Methode zur Reinigung von
Proteinkomplexen handelt, wurde diese Option nach einigen Vorversuchen in dieser Arbeit
verworfen, da zu viele Interaktionspartner bei den Reinigungsschritten verloren gingen, wie
man unter anderem an der geringen detektierten Menge an Nup60 sehen kann (Abbildung
33). Die Co-Immunprazipitation wurde fur Nup2 optimiert, indem die Effizienz der Lyse durch
Zugabe von Triton X-100 und Einstellen einer Salzkonzentration von 400 mM NacCl gesteigert
wurde. Proteaseinhibitoren sowie die Lagerung bei 4°C verhinderten, dass die Proteine
wahrend der Lyse degradiert wurden. Eine Schwierigkeit bei solchen Versuchen liegt darin
einen Puffer zu verwenden, welcher durch seine Salzkonzentration sowie das verwendete
Detergenz effizient zur Lyse beitragt, aber andererseits nicht so stringent ist, dass er schwache
Interaktionen I6st. Da unter Verwendung des Lysepuffers bei der Bindung die Interaktion von
Nup2 und Kap95 gelost wurde, wurde der Salzgehalt des Lysepuffers nach der Lyse durch
Verdinnen verringert. Somit erfolgte die Bindung tber Nacht in einem Puffermilieu mit einer
geringeren Salzkonzentration von 125 mM. Gereinigte Proteine kdnnen anschliel3end einen

Eindruck geben, welche Interaktionen und somit auch welche Funktionen in Abhangigkeit der
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SUMOylierung von Nup2 erfolgen. Die bereits bekannten Interaktionspartner konnten hierbei
auch herangezogen werden, um nochmals die Effizienz der Co-IP zu bestatigen. Nup60,
welches mit Nup2 an der Kernseite des NPC lokalisiert, wurde ebenso wie auch Nup2 selbst
in den Positivproben mit Nup2-WT sowie Nup2 2xKR gefunden, ebenso wie auch die Importine
Kap95 und Srpl, welche am cNLS-Import, einer der bekanntesten Funktionen von Nup2,
beteiligt sind. Wie zu erwarten, da bei diesen Funktionen kein Einfluss der SUMQylierung von
Nup2 nachgewiesen werden konnte, zeigt sich auch bei der Co-Reinigung kein Unterschied
zwischen Wildtyp und KR-Mutante, weder anhand der Analyse mittels Westernblot noch bei
der anschlieRenden massenspektrometrischen Analyse.

Insgesamt wurden unter den ausgewahlten Einstellungen des zur Auswertung verwendeten
Programmes Scaffold in allen vier MS-Analysen (Abbildung 41Abbildung 42Abbildung
43Abbildung 44) zusammen Peptide von circa 750 Proteinen spezifisch und unspezifisch
gefunden. Eine Vielzahl davon waren Proteine der ribosomalen 40S- bzw. 60S-Untereinheiten,
welche hoch abundant in Zellen vorkommen (Ho et al., 2018). Neben diesen hoch abundanten
Proteinen wurden auch solche aussortiert, welche nicht Nup2-spezifisch gereinigt wurden oder
aber nur in geringen Mengen in weniger als drei Versuchen detektiert wurden. Nachdem alle
vermutlich unspezifisch mitgereinigten Proteine aussortiert wurden, blieben 100 Proteine
tbrig, welche in mindestens drei der vier massenspektrometrischen Analysen grof3tenteils
Nup2-spezifisch gefunden wurden. Nicht alle dieser Proteine zeigen eine nukleére
Lokalisation, weshalb die nachgewiesenen Interaktionen vermutlich im in vivo-System nicht
zustande kommen und eher artifizieller Natur sind. Aus diesem Grund wurden Proteine ohne
nukleare Assoziation ebenfalls aussortiert. 55 der mit Nup2 co-gereinigten Proteine (Tabelle
23) sind zumindest partiell mit dem Nukleus assoziiert, was eine Interaktion im intakten
Zellsystem wahrscheinlicher macht. Neben den bereits bekannten Interaktionspartnern,
welche fir die Lokalisation von Nup2 und den cNLS-Transport verantwortlich sind, Nup60,
Srpl, Kap95 und Gspl, wurden noch weitere bereits bekannte Interaktionspartner von Nup2
gefunden. Diese Interaktionspartner sind vor allem im Bereich der Chromatinorganisation, der
Transkription sowie dem mRNA-Export angesiedelt. Eines dieser Proteine ist das Poly(A)-
Bindeprotein Pabl, welches an der RNA-Prozessierung beteiligt ist (Amrani et al., 1997; Allen
et al., 2001). Fur das Importin Psel wurde ebenfalls sowohl in dieser Arbeit als auch bereits
vorher Uber Forster-Resonanzenergietransfer (kurz FRET) eine Interaktion mit Nup2
beschrieben (Damelin und Silver, 2000). Die ATP-abhangigen DNA-Helikasen Rvb1 und Rvb2
wurden ebenfalls bereits als physikalische Interaktionspartner von Nup2 beschrieben (Dilworth
et al., 2005). Sie sind fur die Chromatinumgestaltung sowie den Aufbau der RNA-Polymerase
Il verantwortlich und im Nukleus lokalisiert (Lim et al., 2000; Shen et al., 2000; Jonsson et al.,
2001). Auch eine Untereinheit der RNA-Polymerase I, Rpo21, wurde identifiziert, wobei hier

bislang keine Interaktion mit Nup2 nachgewiesen wurde. Ebenso verhélt es sich fur das Histon

153



Diskussion

H2A (Hta2), welches fur die Chromatinassemblierung und die Chromosomenfunktion bendtigt
wird sowie dem Histin-Chaperon Napl (Downs et al., 2000; Park et al., 2005). Die mit
nuklearem Chromatin colokalisierte E3 Ubiquitinligase Brel, welche unter anderem das Histon
H2B monoubiquitiniert und somit zur Transkription, DNA-Replikation und DNA-Reparatur
beitragt, wurde ebenso wie auch ihr Interaktionspartner Lgel bei der
massenspektrometrischen Analyse mit einer relevanten Anzahl an Peptiden identifiziert
(Hwang et al., 2003; Wood et al., 2003; Zhang et al., 2017).

Weitere identifizierte Proteine aus dem gleichen Funktionsbereich, welche jedoch keine
bekannten Interaktionspartner von Nup2 sind, sind die beiden katalytischen Untereinheiten
Pol2 der epsilon Polymerase und Pol3 der delta Polymerase. Ebenso wurde auch Sub2
identifiziert, ein Protein des TREX-Komplexes, welches eine Funktion beim mRNA-Export hat
(Jensen et al., 2001; Strasser et al., 2001; Strasser et al., 2002). Auch die beiden
Topoisomerasen Topl und Top2 wurden Nup2-spezifisch gereinigt, sowie die ATPase-
Komponente des Chromatin remodelling complex RSC, Sthl, welche unter anderem die
Basenentfernungsreparatur fordert (Garinther und Schultz, 1997; Czaja et al., 2014).

Sra9, ein cytoplasmatisches RNA-Bindeprotein, welches sich zwischen dem Nukleus und dem
Cytoplasma hin- und herbewegt und mRNA-Export abhangig aus dem Kern exportiert wird,
wurde ebenfalls mit Nup2 gereinigt (Réther et al., 2010).

5.7.1. Ribosomenbiogenese und Export

Neben den Proteinen der ribosomalen Untereinheiten, welche bei der Auswertung nicht weiter
beachtet wurden, wurden auch weitere Proteine, welche an der Biogenese sowie dem Export
von Praribosomen beteiligt sind, Nup2-spezifisch gefunden.

Im Nukleolus erfolgt tGber die RNA-Polymerase | die Transkription der DNA zur pra-rRNA,
welche unter anderem auch Uber das high mobility group box Protein Hmol reguliert wird
(Gadal et al.,, 2002; Panday und Grove, 2017). Nach Prozessierung der pra-rRNA, unter
anderem durch die in der massenspektrometrischen Analyse gefundenen RNA-abhangigen
ATPasen Dbp3, Dbp8, Dbp9, Dbpl0 sowie Mak5, werden zusammen mit ribosomalen
Proteinen und Biogenesefaktoren die praribosomalen Untereinheiten gebildet (Kressler et al.,
2010; Woolford und Baserga; 2013; Henras et al., 2015). Diese werden anschlie3end durch
die Kernporen, jedoch unabhdngig von Nup2, ins Cytoplasma exportiert, wo sie zu reifen
Ribosomen werden (Weaver et al., 1997; Zemp und Kutay, 2007). Die mitgereinigte Pol5 spielt
ebenfalls eine Rolle bei der rRNA-Synthese (Shimizu et al., 2002).

Auch die Proteine Pwp2, Mrdl, Mdnl Noc3 und Nop9, welche ebenfalls bei der
massenspektrometrischen Analyse detektiert wurden, sind unter anderem mit Praribosomen
sowie deren Bildung bzw. Export assoziiert (Milkereit et al., 2001; Dosil und Bustelo, 2004;
Thomson et al., 2007; Segerstolpe et al., 2008; Ulbrich et al., 2009; Woolford und Baserga,
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2013). Einer der ebenfalls mit der Assemblierung der Ribosomen assoziierten, gefundenen
Interaktionspartner, Urbl, wurde zuvor bereits als Interaktionspartner von Nup2 beschrieben
(Rosado und Cruz, 2004; Dez et al.,, 2004). Hghl, ein mitgereinigtes Protein unbekannter
Funktion, soll ebenfalls eine Rolle bei der Ribosomen-Biogenese spielen (Wade et al., 2006).
Manche der gefundenen Proteine sind mit den 40S-Praribosomen und andere mit den 60S-
Praribosomen assoziiert.

Bcpl, ein essentielles Protein, welches unter anderem am nukleéren Export der Lipidkinase
Mss4 beteiligt ist, wurde ebenfalls als 60S Biogenesefaktor beschrieben (Audhya und Emr,
2003; Ting et al., 2017).

Da die Assemblierung der Praribosomen hauptsachlich im Nukleolus ablauft, liegt die
Vermutung nahe, dass die detektierten Interaktionen der Proteine mit Nup2 im geschlossenen
System weniger zustande kommen. Dennoch bleiben manche Faktoren auch im
Nukleoplasma und teilweise bis zum Export mit den praribosomalen Untereinheiten assoziiert,
welche zumindest raumlich mit Nup2 nahe in Kontakt kommen, da sie die Kernpore, wenn
auch unter Einfluss anderer Nukleoporine, passieren. Zudem ist die Ribosomenbiogenese ein
hoch abundanter Prozess, was eine zuféllige Mitreinigung der beteiligten Proteine noch
wahrscheinlicher macht.

5.7.2. NPC

Neben Nup60 wurden auch drei weitere Proteine des NPC mit Nup2 gereinigt, Nup157,
Nup170 und Nup192. Zwar wurde bisher nur fur eines der drei Nukleoporine des inneren Rings
des NPC (Nup192) eine direkte Interaktion mit Nup2 beschrieben (Tarassov et al., 2008),
jedoch interagiert Nup157 mit Nup60 (Alber et al., 2007), was auch die Co-Reinigung dieses
Proteins erklaren kodnnte. FiUr Nupl70 hingegen wurde bisher laut Datenbank
(https:/lwww.yeastgenome.org) keine physikalische Interaktion mit den genannten
Nukleoporinen beschrieben, jedoch ist es naheliegend, dass es Uber weitere
Kernporenkomplexbestandteile mitgereinigt wurde und so ein indirekter Interaktionspartner
von Nup2 sein kdnnte. Zudem wurde fir Nup157, Nup170 und Nupl192 eine physikalische
Interaktion mit Nupl beschrieben (Alber et al., 2007), welches wiederum mit Nup60 interagiert

und zusammen mit Nup2 an der Kernseite des NPC lokalisiert (Rout et al., 2000).

Wie fur die Nukleoporine beschrieben, sollte auch beachtet werden, dass gefundene
Interaktionspartner nicht zwangslaufig mit Nup2 direkt interagieren missen. Es kann sich auch
um Interaktionen mit anderen Interaktionspartnern handeln, welche zusammen mit Nup2 einen
Komplex bilden. So wurden ein weiterer bereits bekannter Interaktionspartner von Nup60,
Cdc28, die katalytische Untereinheit der cyclinabhangigen Kinase, sowie die bekannten

Interaktionspartner von Srpl Hmol, das Hitzeschockprotein Hsp26 und die Serin/Threonin-
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Proteinkinase Kspl gereinigt (Mendenhall und Hodge, 1998; Ito et al., 2001; Ptacek et al.,
2005; Ubersax et al., 2003).

Weitere Proteine, die ebenfalls anhand der gefundenen Peptide identifiziert wurden, sind die
an der Glycerin-Synthese beteiligte NAD-abhangige Glycerol 3-Phosphatase Gpd1, die FAD-
Pyrophosphatase Ymr178w sowie die Adenindeaminase Aahl (Albertyn et al., 1994; Lynch et
al., 2018; Woods et al., 1984). Zudem wurde die Serin/Threonin-Proteinkinase Cbk1 inklusive
ihres Aktivators Mob2 gefunden.

Mitl, ein Transkriptionsregulator von pseudohyphalem Wachstum (Cain et al., 2012), wurde
ebenso gefunden wie Lsm12, welches vermutlich an der RNA-Prozessierung beteiligt ist
(Albrecht und Lengauer, 2004). Daneben wurden auch die Dehydrogenase Hom2 (Thomas
und Surdin-Kerjan, 1989), das nukleare Protein Ettl, welches die Replikation des Brome-
Mosaik-Virus inhibiert, sowie der Transkriptionsfaktor Pdrl, welcher die pleiotrope drug
response reguliert (Akache et al., 2004), und die S-Adenosyl-L-Methionin-abhangige tRNA:
m5C-Methyltransferase Ncll (Motorin und Grosjean, 1999) in den Nup2-haltigen Proben
gefunden.

Ein weiteres detektiertes Protein ist die Cdc42p-aktivierte Signaltransduktionskinase Cla4,
welche unter anderem mit an der Aktivierung von Hog1l beteiligt ist (Tatebayashi et al., 2006).

5.7.3. Interpretation der massenspektrometrischen Ergebnisse

NupZ2 und sein potenziell SUMO-abhé&ngiger Interaktionspartner Brel

Anhand der Immunprazipitation mit anschlieBender MS konnten zum einen bereits bekannte
Interaktionspartner von Nup?2 verifiziert werden. Zudem wurde eine Vielzahl neuer potentieller
Interaktionspartner gefunden, wobei sich hier nicht klar neue Funktionen von Nup2 erkennen
lassen, da  groRtenteils die bekannten Funktionen wie cNLS-Transport,
Chromatinorganisation, Genregulation und mRNA-Export bestétigt werden. Obwohl auch viele
Proteine der Ribosomenbiogenese gefunden wurden, lasst sich ein Einfluss hierbei eher
ausschlieBen. Keine der detektierten Interaktionen ist vollkommen abhangig von der
SUMOylierung von Nup2, selbst nicht nach osmotischem Schock, auch wenn hier groRere
Anderungen erwartet wurden. Ein gewisser Einfluss der SUMOylierung wurde fiir die E3-
Ligase Brel, welche in allen Versuchen Nup2-spezifisch gefunden wurde, entdeckt. In der
NUP2-2xKR- Mutante wurden 20-50 % weniger Peptide von Brel gefunden.

Brel ist eine E3 Ubiquitinligase mit konservierter RING-Finger-Domane, welche zusammen
mit Rad6 unter anderem fur die Monoubiquitinierung des Histons H2B sowie die daraus
resultierende H3K4-und H3K79-Methylierung (Robzyk et al., 2000; Ng et al., 2002; Sun and
Allis, 2002), eine Modifikation, die mit aktivem Chromatin assoziiert ist, erforderlich ist. Es
wurde gezeigt, dass sowohl Brel als auch seine E2-Ligase Rad6 sowie sein

Interaktionspartner Lgel in Zellen ohne H2A.Z, einem Histon, welches die Formation von
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aktivem Chromatin fordert, essentiell ist (Hwang et al., 2003). H2A.Z wurde in dieser Arbeit
bereits mit Nup2 assoziiert, da es in Anwesenheit von Nup2 spezifisch in den reprimierten
Promotor (gezeigt an INO1 und GAL1) eingebaut wird und somit die Gene an der nuklearen
Peripherie halt (Brickner et al., 2007).

Nup2 und Transposons

Interessanterweise wurden neben den beschriebenen Proteinen auch 5 Transposon Gag-Pol
Polyproteine und ein Gag Polyprotein gréf3tenteils Nup2-spezifisch mitgereinigt. Drei davon
wurden in mindestens drei MS-Analysen gefunden, Tyl-prl, Ty2-c und Tyl-br6. Die anderen
drei, Tyl-mrl, Tyl-dr5 und Ty2-dr2, wurden spezifisch in einer bzw. zwei MS-Analysen
gefunden.

Die circa 200 kDa schweren Gag-Pol Polyproteine (Gag, Protease, Integrase, reverse
Transkriptase) sowie das 49 kDa schwere Gag Polyprotein entstehen durch Translation von
Ty1-RNA, welche zuvor tiber die RNA-Polymerase Il (Pol Il) transkribiert und aus dem Zellkern
ins Cytoplasma exportiert wird. Gag-, Gag-Pol- und ein Heterodimer aus Tyl-RNA und
methylierter Ty1-RNA bilden Nukleokapside, die als virusahnliche Partikel (virus-like-particles;
VLPs) bekannt sind. Innerhalb dieser VLPs wird die Protease autokatalytisch von Gag-Pol
abgespalten und katalysiert alle zusatzlichen Spaltungen der Gag- und Gag-Pol-Vorlaufer zu
Gag, Protease, Integrase und reverser Transkriptase. Nach der Reifung der Ty1-Proteine wird
die Tyl-RNA in eine lineare doppelstrangige DNA revers transkribiert. Die daraus
resultierende cDNA wird zusammen mit der Integrase in den Kern importiert und anschlielBend
Uber diese ins Genom integriert. Von dort aus erfolgt wiederum die Transkription tGiber die RNA-
Polymerase II, wodurch sich der Kreislauf schlief3t (Curcio et al., 2015).

Retrotransposons sind die Vorlaufer von Retroviren und besitzen konservierte
Integraseenzyme (IN). Von Manhas und Kollegen wurde aus diesem Grund das Tyl
Retrotransposon verwendet, um genauer zu analysieren, wie Retroviren die Integration in
genomische DNA gelingt, da die nukleare Hiille eine Barriere darstellt. Viele Viren gelangen in
den Zellkern, wenn die nukleare Hille bei der Mitose geoffnet ist (Roe et al., 1993; Lewis und
Emerman, 1994). Das humane Immundefizienz-Virus 1 (HIV-1) hingegen kann auch in sich
nicht teilenden Zellen die nukleare Hulle durchqueren und sich somit ins Genom integrieren
(Weinberg et al., 1991; Lewis et al., 1992). Gerade aus diesem Grund wurden von Manhas
und Kollegen Hefezellen gewahlt, um diesen Effekt zu Uberprufen, da diese bei der
geschlossenen mitotischen Zellteilung eine intakte nukledre Hulle behalten und somit
analysiert werden konnte, wie die Uberbriickung dieser Barriere erfolgt. Fir Ty1-IN wurde
bereits zuvor beschrieben, dass diese Uber eine zweigeteilte NLS verfiigt und tber Bindung
an Srpl in den Zellkern transportiert wird (McLane et al., 2008). Bezuglich Transposons

konnten Manhas und Kollegen zudem zeigen, dass die Deletion von Nup60 sowohl die mRNA-
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Expression reduziert als auch das Genom-targeting verhindert. Daneben wurde auch ein
Einfluss von Nupl, welches ebenso wie Nup60 fiir die Membrankrimmung verantwortlich ist,
beschrieben (Meszaros et al., 2015). Auch Nup2 spielt eine Rolle beim Tyl-Targeting, was zu
der Schlussfolgerung fuhrte, dass der NPC die zellularen Prozesse wie tRNA-Expression, Tyl-
Expression und Tyl-Integration verbindet. Die FxFG-Repeats sowie der Kap95-basierte
Import spielen keine Rolle beim Targeting (Manhas et al., 2018). Fir Nup2 wurde gezeigt,
dass vor allem die im C-Terminus befindliche Ran-Bindedoméane verantwortlich fur ein
erfolgreiches Tyl-Targeting ist. Griinde hierfir sollten entweder darin liegen, dass Nup2 ohne
seine Ran-Bindedoméne misslokalisiert im Nukleoplasma vorliegt oder dass der Ran-GTP-
Gradient gestort ist (Dilworth et al., 2001). Auch in der Arbeit von Manhas und Kollegen wurde
bereits ein Einfluss von Ubiquitinierung und SUMOylierung beziiglich Nup60 analysiert.
Verwendet wurden hierzu auch die in der vorliegenden Arbeit verwendeten, in Nino et al.
beschriebenen Stamme NUP60-SUMO-KR und NUP60-UB-KR. Fiur NUP60-UB-KR wurde
eine um 58 % verringerte Insertion von Tyl gezeigt und fir NUP60-SUMO-KR eine um etwa
34 % verringerte. Der Effekt der NUP60-UB-KR Mutante wurde hauptsachlich auf die
Dissoziation von Nup60 vom NPC zuriickgefuhrt. Bezlglich der SUMOylierung wurden
hingegen noch weitere Versuche mit E3-Mutanten durchgefuhrt, wobei die grofite
Reduzierung der Tyl-Insertion in mms21-1 gezeigt wurde. Dies flhrte folgerichtig zu der
Annahme, dass viele der am Tyl-Targeting beteiligten Proteine, darunter Nup60 und
wahrscheinlich auch andere NPC-Proteine, iUber SUMO modifiziert werden. Auch in
vorherigen Studien wurde fir das HI-Virus bereits eine Assoziation mit Nup153 (Hefe: Nupl-
Nup60) sowie den NPCs allgemein beschrieben, was bei verhinderter Interaktion in einer
verringerten HIV-1 Infektiositat resultierte (Matreyek und Engelman, 2011; Matreyek und
Engelman, 2013; Lelek et al., 2015).

Zwar wurde bei der MS-Analyse kein SUMO-spezifischer Unterschied in der Interaktion von
Nup2 mit den Transposon Gag-Pol Polyproteinen gefunden, jedoch wurde eine neue
potentielle Funktion gefunden, bei welcher die SUMOylierung von Nup2 eine Rolle spielen
kénnte. Somit kénnte in zuklnftigen Arbeiten, wie auch bereits flr die NUP60-SUMO-KR
Mutante gezeigt, Uberprift werden, ob das Targeting von Tyl in NUP2-2xKR Mutanten
beeintrachtigt ist (Manhas et al., 2018).

Nup2 und Meiose

Eine Besonderheit von Hefezellen als einzelligem eukaryotischem Organismus ist die
Fahigkeit, sich sowohl asexuell als auch sexuell fortzupflanzen. In dieser Arbeit wurden
ausschlieB3lich haploide Zellen analysiert, welche sich mitotisch teilen (asexuell). Diploide
Zellen hingegen konnen sich neben der mitotischen Zellteilung auch tber Meiose (sexuell)

vermehren. Bei der Mitose teilt sich eine Zelle und es entstehen zwei Tochterzellen mit
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identischem Genmaterial. Wé&hrend der Meiose hingegen sporuliert eine Zelle und es
entwickeln sich Tetraden, welche zu vier Zellen mit unterschiedlichem Genmaterial fiihren
(Hartwell, 1974). Im Gegensatz zu den Hefen kénnen sich bei héheren Eukaryoten nur die
Keimzellen auch meiotisch teilen (Ohkura, 2015). Studien in Mausen haben gezeigt, dass das
mit Nup2 funktional redundante Nukleoporin Nup50 essentiell fir das Uberleben primordialer
Keimzellen bei der embryonalen Entwicklung ist (Park et al., 2016). In der Arbeit von Park und
Kollegen wurde flr primordiale sowie fetale Keimzellen eine erhthte Expression von NUP50
nachgewiesen. Eine Deletion von NUP50 hingegen filhrte zu einer verringerten Population
primordialer Keimzellen, was auf Apoptose zurtickgefihrt wurde, welche mdglicherweise Uber
Nup50 inhibiert wird.

Zudem wurde ebenfalls im Mausmodell gezeigt, dass NUP50 in den meisten Geweben
schwach exprimiert wird, wahrend die Expression in dem sich entwickelnden Neuralrohr und
den erwachsenen Hoden, hauptsachlich in einer spezifischen Zone von Spermatozyten, die
die Meiose unterlaufen oder vor kurzem abgeschlossen haben, verstéarkt ist (Smitherman et
al., 2000).

Von Chu und Kollegen (2017) wurde bei der TAP-Reinigung von Ndjl in meiotischen
Hefezellen Nup2 co-prazipitiert, und aus diesem Grund ein Einfluss von Nup2 bei der Meiose
angenommen, welcher anhand weiterer Versuche bestétigt wurde. Trotz der Co-Reinigung
von Nup2 mit Ndjl1 konnten Chu und Kollegen keine Interaktion beider Proteine mit
rekombinant in E. coli hergestellten Proteinen oder Hefe-Zwei-Hybrid Versuchen nachweisen,
weshalb nicht auszuschlieRen ist, dass die Interaktion Uber posttranslationale Modifikation in
bestimmten Situationen, beispielsweise wahrend der Meiose, reguliert wird.

Fur Anup2-Zellen wurde von Chu und Kollegen ebenso wie auch fur Andj1-Zellen eine
Verzoégerung der Kernteilung in der Meiose | Phase gesehen. Zudem wurde in der gleichen
Arbeit fir Nup2 eine Verzdgerung in der Ausbildung von Doppelstrangbriichen sowie eine
verringerte Sporulationseffizienz im Vergleich zu Wildtypzellen gezeigt. Die Viabilitat der
Sporen war wie auch in Andj1 leicht verringert. Andj1 Anup2-Doppelmutanten zeigten eine
stark verringerte Sporulationseffizienz, was mdglicherweise auf eine redundante Funktion
beider Proteine schliel3en lasst, wobei die Viabilitat prozentual keine Unterschiede zeigte (Chu
et al., 2017).

Chu und Kollegen schlieRen daraus, dass die Chromosomenorganisation im meiotischen Kern
sowohl Nup2 als auch das parallel dazu wirkende Ndjl1 erfordert, um die dynamischen
Chromosomenwechselwirkungen zu unterstitzen, die mit Homologenpaarung, Synapsen und
homologen Rekombinationen verbunden sind. Fehlt nur eines der beiden Proteine, hat dies
geringe Auswirkungen auf die Sporenbildung und die Lebensféahigkeit der Sporen. Wenn

hingegen  beide fehlen, verhindern aberrante = Wechselwirkungen  zwischen
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Schwesterchromatiden und / oder Interhomologen die Trennung der Sporen bei der Meiose |
oder Meiose Il (Chu et al., 2017).

Im Rahmen der Arbeit von Chu und Kollegen wurde zudem gezeigt, dass nur ein kleiner Teil
von Nup2 wichtig ist bei der Meiose. Es handelt sich um einen 125 Aminoséauren langen Teuil,
von Aminosaure 50 bis 175, welcher auch fir die Interaktion mit Nup60 und somit die
Lokalisation an den NPC verantwortlich ist. Interessanterweise befinden sich beide
SUMOylierungsstellen in diesem Bereich, weshalb ein neuer Ansatz ware zu Uberpriufen, ob
die Nup2-SUMO-Mutante mit und ohne Ndjl ebenfalls eine veranderte Sporulationseffizienz
sowie weniger lebensfahige Sporen zeigt.

Zudem kénnte auch die in dieser Arbeit durchgefiihrte Immunprazipitation oder die in der Arbeit
von Chu und Kollegen beschriebene TAP-Reinigung mit diploiden NUP2-2xKR-Zellen
wiederholt werden, um zu Uberprifen, ob die SUMOylierung die Interaktion mit Ndj1 reguliert.
Viele Arbeiten zeigen einen Einfluss der SUMOylierung bei der Meiose sowohl bei Hefen als
auch bei Keimzellen verschiedener Vertebraten. Unter anderem ist sie an der
Aufrechterhaltung von meiotischem zentromerem Heterochromatin, der Reparatur von
meiotischen DNA-Doppelstrangbriichen, der homologen Rekombination, aber auch an der
Ausbildung synaptonemaler Komplexe beteiligt (Nottke et al.,, 2017). Klug und Kollegen
zeigten, dass auch die SUMOylierung des SUMOylierungsenzyms Ubc9 selbst eine Rolle bei
der Ausbildung synaptonemaler Komplexe spielt (Klug et al., 2013). Zwar wird nur etwa 1 %
der Ubc9-Enzyme an Lysinrest 153 SUMOyliert, dennoch fuhrt die Nicht-SUMOylierung zu
einer signifikanten Verringerung an meiotischen SUMO-Konjugaten sowie zur Aufhebung der
Formation synaptonemaler Komplexe. Wahrend die SUMOylierung von Ubc9 keinen Einfluss
auf die Menge an SUMO-Konjugaten unter normalen Bedingungen hatte, zeigte sich bei
Zellen, welche durch Kultivierung in Prasporulationsmedium und Sporulationsmedium
synchron zur Sporulation gebracht wurden, eine drastische Reduktion der SUMO-Konjugate,
wenn Ubc9 nicht mehr SUMOyliert werden kann. Bei diesem Versuch wurden zu bestimmten
Zeiten Proben entnommen, um den Verlauf der SUMOylierung Uber den kompletten
Meiosezyklus zu analysieren.

Aufgrund der in dieser Arbeit gewonnenen Erkenntnisse zur SUMOylierung von Nup2
zusammen mit der beschriebenen Funktion von Nup2 bei der Meiose ware die Untersuchung
der in vivo-SUMOylierung von Nup2 in diploiden Zellen wéahrend der verschiedenen Phasen
der Meiose von groRem Interesse. Erste Ansatze dahingehend wurden bereits getan (Daten
nicht gezeigt). Es wurden diploide Zellen hergestellt, welche neben NUP2 bzw. NUP2-2xKR
das fur 6HIS-SMT3 kodierende kupferinduzierbare Plasmid enthalten. Die Zellen wurden in
Prasporulationsmedium und anschliel3end in Sporulationsmedium kultiviert. Zur Induktion des
SMT3-Plasmids wurde bei Uberfiilhrung der Zellen ins Sporulationsmedium Kupfer

hinzugegeben und eine Kupfer-freie Kontrolle mitgefihrt. Wéahrend die Sporulation der
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Kontrollzellen wie erwartet erfolgte, bildeten die Kupfer-behandelten Zellen keine Sporen. Die
Zellen wurden langere Zeit kultiviert, um zu Uberprifen, ob es sich lediglich um eine
Verzdgerung handelte und sich nach langerer Zeit doch noch Tetraden bilden, was jedoch
widerlegt wurde. Folglich inhibiert entweder das Kupfer oder aber der Uberschuss an Smt3 die
Meiose, weshalb der Nachweis der SUMOylierung auf eine andere Art erfolgen misste. Die
Reinigung Uber Nup?2 ist hierbei auszuschlieRen, da die Menge an SUMOyliertem Nup2 auf
diese Weise wahrscheinlich unter der Nachweisgrenze liegen wirde. Eine dauerhafte
Uberexpression von Smt3 hingegen beeinflusst woméglich zu viele zellulare Prozesse,
weshalb die Integration eines 6His-Tags vor das endogene Smt3 vermutlich am sinnvollsten
ware. Uber Ni-Agarose kénnten alle SUMOylierten Proteine gereinigt und Nup2 mithilfe von
Antikdrpern nachgewiesen werden. Ebenso wurde es von Klug und Kollegen auch gemacht,
jedoch wurde nach der Reinigung Uber Ni-Agarose eine massenspektrometrische Analyse
statt der Immundetektion Uber Westernblot durchgefihrt. Zudem wurde in diesem Versuch
nicht die SUMOylierung eines bestimmten Proteins nachgewiesen, sondern es wurde gezeigt,
dass die SUMOylierung von Ubc9 an der Ausbildung von SUMOKetten beteiligt ist, indem das
SUMOylierte Ubc9 seine katalytische Aktivitat verliert und funktional die Eigenschatft einer E3-
Ligase animmt (Klug et al., 2013).

Von Yamashita und Kollegen wurde 2007 gezeigt, dass die Ubiquitinierung des Histons H2B
eine Rolle bei der Ausbildung meiotischer Doppelstrangbriiche spielt. So zeigen die nicht mehr
Uber Brel ubiquitinierbare H2B Mutante ebenso wie die Deletionmutante der E3-Ligase Brel
sowie seiner E2-Partnerligase Rad6 eine verringerte Effizienz bei der Ausbildung von
Doppelstrangbriichen (Yamashita et al., 2004).

Von Jordan und Kollegen wurde ebenfalls gezeigt, dass die Deletion von BRE1 sowie auch
seines Interaktionspartner LGE1l, welche in dieser Arbeit beide als potentielle
Interaktionspartner von Nup2 beschrieben wurden, die Sporulationseffizienz drastisch
verringert. Sowohl Alge1- als auch Abrei-Zellen zeigen eine verzogerte und zeitlich
verlangerte meiotische DNA-Replikation. Zudem wurde fiir beide Stdmme ein verringertes
Level an Doppelstrangbriichen festgestellt (Jordan et al., 2007). Ahnliches wurde, wie im
vorherigen Abschnitt beschrieben, von Chu und Kollegen auch fir Anup2-Zellen gezeigt,
welche ebenfalls eine verringerte Sporulationseffizienz sowie eine Verzogerung in der
Ausbildung von Doppelstrangbriichen zeigen. Die Tatsache, dass die Deletion sowohl von
NUP2 als auch BRE1 und LGE1 zu Einschréankungen bei der Meiose fihrt, spricht ebenfalls
fur eine mogliche Interaktion und verstarkt somit die Ergebnisse der MS-Analyse. Dies liel3e
sich ebenfalls Uber eine Co-Immunprézipitation mit diploiden (pra-)sporulierenden Zellen
Uberprufen.

Wang und Kollegen zeigten 2017, dass der molekulare Mechanismus und die Funktionen der

Ubiquitinierung von H2B von der Hefe bis zum S&uger evolutionar konserviert sind, sich jedoch
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die physiologischen Funktionen der daran beteiligten E3-Ligasen voneinander unterscheiden
(Wang et al., 2017).

5.8. Perspektiven

Im Rahmen dieser Arbeit wurden diverse Informationen beziglich der SUMOylierung von
Nup2 in S. cerevisiae gewonnen, wie in Abbildung 49 gezeigt. So wurde in vivo die bereits in
vitro gezeigte SUMOylierung an Lysinrest 153 sowie 170 bestatigt, welche hauptséachtlich tber
die E3-Ligasen Nfil und Siz1 erfolgt. Wahrend die konstante DeSUMOylierung tber Ulpl
erfolgt, spielt Ulp2 eine groRe Rolle bei der DeSUMOylierung der stressinduzierten
SUMOylierung von Nup2 infolge von Osmosestress, welcher zudem auch zu einer verstarkten
Ubiquitinierung unter anderem am Lysinrest 569 fuhrt. Erste Anzeichen dafiir, dass nach
osmotischem Stress auch eine verstarkte Ubiquitinierung an den SUMOylierungsstellen,
maoglicherweise Uber StUbL erfolgt, wurden ebenfalls erhalten. Obwohl die SUMOylierung von
Nup?2 keinen Einfluss auf das Zellwachstum unter osmotischen Stressbedingungen hat, spielt
Nup2 dennoch eine Rolle bei der Stressantwort. Diese missten in weiteren Arbeiten genauer
analysiert werden, unter anderem auch unter Beriicksichtigung der Stelle T361, welche Hog1l-
abhangig nach Osmosestress phosphoryliert wird. Da in dieser Arbeit eine gesteigerte
SUMOylierung von Nup2 nach osmotischem Stress, nicht aber nach Ethanolstress gezeigt
wurde, kénnten auch andere Stressarten wie oxidativer Stress, Kélte-und Hitzestress sowie
Nahrstoffmangel usw. analysiert werden, um die Spezifitat der SUMOylierung infolge
bestimmter Stressarten zu zeigen.

Potentiell auch ubiquitiniert
nach Osmosestress=> STUbL?

Ulp1 gibt weitere
Siz1 & Nf|1\ 490 Ulp2 (stressabh. SUMOylierung) l
Osmotischer > 569
Stress @6
NH,- N FxFG-repeats C LCOOH
Nup60-Bindung Kap95-Bindung
Srp1-Bindung
MAR

Abbildung 49: Schematische Darstellung der in dieser Arbeit gewonnenen Erkenntnisse.

Nup2 wird an den Lysinresten 153 und 170 Uber Siz1 und Nfil SUMOyliert (hach osmotischem Stress verstarkt)
und unter normalen Bedingungen Uber Ulpl deSUMOyliert, wahrend die DeSUMOylierung nach beispielsweise
osmotischem Stress uber Ulp2 erfolgt. Nach Stress scheinen diese Positionen auch ubiquitiniert zu werden. Der
Lysinrest 569 ist eine Ubiquitinierungsstelle, die jedoch nicht die einzige ist. Die SUMOylierungsstellen befinden
sich in der Nup60 Bindedoméne, haben jedoch keinen Einfluss auf die Interaktion mit Nup60 sowie die Lokalisation
von Nup2 und den klassischen Kernporentransport.
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Der aktuelle Stand bezlglich der Nup2-(Smt3-)abhéngigen Funktionen ist in Tabelle 24
dargestellt. Die am besten erforschten Funktionen von Nup2, der cNLS-Transport sowie die
Lokalisierung von Nup60 sowie sich selbst betreffend sind ebenso wenig Uber die
SUMOylierung von Nup?2 beeinflusst wie die Genlokalisation von GAL1 und INO1.

Anhand der Interaktionsstudien wurde die E3-Ligase Brel als neuer Interaktionspartner von
Nup2 gefunden, welcher in weiteren Versuchen bestatigt werden musste, ebenso wie der
Einfluss der SUMOylierung von Nup?2 auf diese Interaktion.

Zusammen mit den Ergebnissen anderer Arbeitsgruppen weisen auch die beiden bei der Co-
Immunprazipitation gefundenen Proteine, Brel und sein Interaktionspartner Lgel, auf einen
potenziell auch SUMO-abhangigen Einfluss von Nup2 bei der Meiose hin. Dies musste
Anhand weiterer Forschungsarbeiten Uberprift werden. Da hauptséchlich die MAR-Sequenz
fur die Meiose wichtig ist und dieser Bereich beide SUMOylierungsstellen enthalt, kénnten die
Versuche von Chu und Kollegen mit der NUP2-2xKR Mutante wiederholt werden. Zudem ware
es auch interessant, das SUMOylierungsmuster von Nup2 wahrend der verschiedenen
Stadien der Meiose zu analysieren.

Nachdem bei der massenspektrometrischen Analyse der Co-Immunprazipitation Peptide
mehreren Transposons gefunden wurden und ein Einfluss von Nup2 fir das Targeting von
Transposons bereits beschrieben wurde, kénnten die von Manhas und Kollegen mit NUP60-
SUMO-KR durchgefiihrten Versuche mit NUP2-SUMO-KR wiederholt werden, um den

Einfluss der SUMOylierung zu anlysieren.

Tabelle 24: Nup2-abhéngige und Nup2-Smt3-abhéngige Funktionen

Nup2- Nup2-Smt3-abhangig
abhéngig
CNLS-Import Ja Nein
Lokalisation von Nup60 Ja Nein
Lokalisation von Nup2 Ja Nein
Osmotoleranz/Wachstum Nein Nein
Genlokalisation INO1 und Ja Nein
GAL1
Ubiquitinierung von Nup?2 Ja Normale Bedingungen: Nein
Nach Osmosestress: weitere Versuche
Phosphorylierung an T361 Ja Noch offen
Meiose/Sporenbildung Ja Noch offen
Transposon Targeting Ja Noch offen

Neben der erfolgreichen Charakterisierung der SUMOylierung von Nup2 haben sich durch
diese Arbeit weitere interessante Perspektiven die Funktion der SUMOylierung von Nup2

betreffend fur kinftige Arbeiten ergeben.
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