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1.1 Spezies

A. thaliana Arabidopsis thaliana M. sativa Medicaco sativa

C. elegans Caenorhabditis elegans M. jannaschii Methanococcus jannaschii
D. discoidium Dictostelium discoidium N. crassa Neurospora crassa

E. coli Escherichia coli N. tabacum Nicotiana tabacum

H. sapiens Homo sapiens S. cerevisiae Saccharomyces cerevisiae

S. acidocaldarius Sulfolobus acidocaldarius

1.2 Nomenklatur von Genen, Proteinen und Punktmutanten

Gene aussaccharomyces cerevisiaairden abgekulrzt durch drei kursiv-gedruckte BuchstabeoBGr
schreibung erfolgte, wenn das Gen aktiv (dominant) war, Kleinschugilatenn es sich um ein inakti-
viertes (rezessives) Gen handelte. Allele des gleichen Gens wurdenAiofiigen einer Zahl kenntlich
gemacht. Gen-Insertionen wurden durch zweifachen Doppelpulkigeeichnet. Tiefstellungen ver-
deutlichten partielle oder komplette Gen-Deletionen. Phanotypen wurdeh daschreibende Abkur-
zungssymbole und durch die Hochstellungen ,+" oder ,-* dargesteltttdire wurden in Anlehnung an
den Gennamen in normaler Schrift mit groRem Anfangsbuchstabenrggsrhund mit einem endstén-
digen ,p“ versehen (z.B. Hyp2p). Die Position eines speziellen Amineséstes in der Proteinsequenz
wurde beschrieben durch Angabe seiner Dreibuchstaben- odallitichstaben-Abkiirzung zusammen
mit einer Zahl, die die Distanz des Restes vom hypothetischen Start-Metishamgibt (z.B. Hyp2p
Lys (K) 51). Aminosaure-Punktmutationen in Wildtypsequenzen wurdechdden Einzelbuchstaben-
code des neuen Aminosaurerestes gefolgt von einer tiefgestellten Eatliederum den Abstand des
Restes vom Startmethionin angibt, und dem Einbuchstabencode des Watigpbeschrieben. (Z.B.
zeigt Gg1V an, dass der Wildtyprest Valin durch Glycin ersetzt wurde.) Die Abligen HYP* und
-Hypp“ werden als Sammelbezeichnungen gebraucht oder besamigeiberelle Bezeichnungen fir zu-
vor genannte oder nicht néher spezifizierte Hypusin enthaltende Rratéar die flr sie codierenden
Gene.

1.3 Haufig verwendete Genbezeichnungen

| Gen | Genprodukt Herkunft
DCP1 MRNA-5-Cap-Abspaltungsenzym | S. cerevisiae
DYS1 Deoxyhypusinsynthase (DHS) S. cerevisiae
HIS3 (H) Imidazolglycerolphosphatdehydratase S. cerevisiae
HYP1 Hypusin enthaltendes Protein Nr.1 (Hyplp oder Anblp) S. cerevisiae
HYP2 Hypusin enthaltendes Protein Nr.2 (Hyp2p) S. cerevisiae
HYP(hum) | humanes Hypusin etnhaltendes Protein Nr.1 (Hyp(hum)p) H. sapiens
LEU2 (L) B-Isopropylmalat-Dehydorgenase S. cerevisiag
n-HYP1 Hypusin enthaltendes Protein Nr.1 aus Tabak N. tabacum
n-Hyp2 Hypusin enthaltendes Protein Nr.2 aus Tabak N. tabacum
TRP1 (W) | N-(5-Phosphoribosyl)-Anthranilat-lsomerase S. cerevisiae
URA3 (U) | Orotidin-5’-Phosphat-Decarboxylase S. cerevisiae
XRN1 Exoribonuklease | S. cerevisiae

Vii



1.4 Synonyme

S. cerevisiaeHypusin enthaltendes Protein Nr.1: Hyplp = TIF51B = Anb1@ED157 = YIJR047C
S. cerevisiaeHypusin enthaltendes Protein Nr. 2: Hyp2p = TIF51A = SYGRFK21 = YEL034W

S. cerevisiaeDeoxyhypusin-Synthase: Dyslp = DHS = YHR068W

H. sapienshumanes Hypusin enthaltendes Protein Nr.1: Hyp(hum)p-M2Ba = elF-4D = elF-5A1
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2. Zusammenfassung

Die durch eine zweistufige posttranslationale Modifikagieaktion gebildete ungewdhnliche
Aminosaure Hypusin kommt in der Zelle proteingebunden mueiner speziellen Protein-
gruppe vor, die mit einer unterschiedlichen Anzahl von Neidern in allen eukaryontischen
und archaebakteriellen Zellen mit einem hohen Identitatbgler Aminosauresequenz gefun-
den wurde. Die Modifikation stellt als 84-amino-2-hydroxybutyl)-Lysin die Veranderung
eines einzigen Lysin-Restes innerhalb eines sehr konsmwibasischen Sequenzabschnittes
dar. Bekannt ist, dass das Hypusin enthaltende Protein (Hsggentiell fur den Ablauf des
Zellzyklus und fur die Zellproliferation ist und dass dabeine Hypusinmodifikation notwen-
dig ist. Ferner ist eine Interaktion mit RNA gezeigt wordendwes gibt Hinweise auf eine
Rolle im RNA-Metabolismus. Obwohl das Protein auf proteimafseher Ebene gut charakte-
risiert ist, sind Funktionen, die fur alle das Protein baside Organismen gultig sind, bislang
nicht definiert worden. Diese Arbeit hatte zum Ziel, im Syst®accharomyces cerevisiae
der Literatur existierende Hypothesen zur Funktion Hyppsizerprifen und neue zellulare
Funktionszusammenhange des Proteins aufzudecken.

Ein wesentlicher Bestandteil dieser Studie stellte die phygmische Charakterisierung einer
ausgepragt temperatursensitiven Hypp-PunktmutanteEdanandelte sich um eine punktmu-
tierte Form des heterolog in Hefe exprimierten humanenrgiftetHyplp, in welcher der Valin-
Aminosaurerest an der Position 81 durch Glycin ersetzago(Gs;V). Nach einer genetischen
Uberprifung der eingesetzten Wildtyp- und Mutantenhéfaste und ihrer temperaturabhan-
gigen Wachstumseigenschaften erfolgte eine Charaktengedes Expressionsverhaltens auf
Proteinebene durch 2D-Gel-Elektrophorese. Dabei wurdgmessionsunterschiede bestimm-
ter einzelner Proteine gefunden, was gegen eine Rolle desifadei der globalen RNA-
Prozessierung spricht. Gezeigt wurden herabgesetzteifrengen fur Untereinheiten aus
den mitochondrialen Atmungskettenkomplexen | bis V sowileandere mitochondriale Pro-
teine und fur das Hitzeschockprotein Hsp26p. Dies wies g ¥erkntpfung der Hyppfunk-
tion mit mitochondrialen Funktionen und Vorgéngen des Biestoffwechsels hin. Eine Uber-
prufung des mitochondrialen Atmungsvermégens durch Megsies mitochondrialen Mem-
branpotential\,, sowie des Wachstumsvermdogens dgi\EStamme auf nicht vergarbaren
Kohlenstoffquellen bei permissiver und restriktiver Teargiur bestatigte diese Ergebnisse und
bewies, dass die Punktmutanten-Stamme bei 25°C zur mitolctaden Atmung eingeschrénkt
fahig waren, nicht aber bei 37°C.

Die Expressionsanalyse auf die mRNA-Ebene durch HochdiBhgonukleotid-Arrays er-
brachte Gbereinstimmende Ergebnisse auf Protein- und mRb&ke und bestatigte die ausge-
pragte mitochondriale Atmungseinschrankung der MutdditeHypothese, dass es sich um ein
MRNA-Kernexportprotein handelt, konnte im System Backexhleirch die differentielle Ana-
lyse der mRNA-Profile aus §3V-Zellkernen nicht bestatigt werden, da bei beiden Tentpera
stufen keine signifikante Anreicherung einer mRNA-Trarngkmiuppe im Zellkern gemessen
wurde. Unabhangig von der subzellularen Herkunft der saotgrten RNA und der Tempera-
turstufe wies das Profil der reproduzierbar angereichditanskripte hohe Ahnlichkeit zu ak-
kumulierenden mRNA-Spezies auf, die bei genomweiten Stuaielerer Arbeitsgruppen von
Hefestammen mit disruptierte Genen codierend fir Komptameser 5’-3'-mRNA-Abbauwege
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(upfl23\-, depIA- undxrnlA-Stamme) gefunden wurden. Zum 5°-3'-mRNA-Abbauweg gehort
auch der Nonsens-Codon-vermittelte mRNA-Abbauweg (NMDx&Bg wurde eine teilweise
Aufhebung des telomeren Positionseffektes, wie er auclAbsfall des NMD-Abbauweges
nachgewiesen ist. Dies deutete auf eine Funktion Hypps irriéie Uberwiegend cytosolisch
ablaufenden mRNA-Abbau, speziell im Xrnlp-abhéangigen '5hBNA-Abbauweg. Diese
Funktionsverkntpfung steht unmittelbar im Zusammenhaigen Steuerung mitochondrialer
Gene, Telomer-Funktionen, Zellzyklus steuernder Geneamutkrer zellwachstumskritischer
Gene. Fur den korrekten Ablauf dieser Vorgange hat sich gppH-unktion in friiheren Studien
als essentiell erwiesen. Die Genchip-Ergebnisse diedsittvestéatigen kurzlich veroffentlich-
te Hinweise, dass die Gruppe der von NMD-beeinflussten indién Genprodukte um einige
Klassen, zu denen in Hefe Ty-LTR-Retrotransposons und Pgeandaehdren, erweitert wer-
den kann. Zusétzlich definierten die Transkriptomanalgseadie Funktionsgruppenverteilung
des Hefegenoms wiederspiegelnde Gengruppe, deren Regutatveiteren Zusammenhangen
mit der Hypp-Funktion steht.

Es wurde gezeigt, dass bei 37°C wachstumsarretigyt¥-&ellen eine verminderte Viabi-
litdt und apoptotische Verhalten sowie eine erheblicheud der Wildtyp-Morphologie auf-
weisen. Hinweise darauf erbrachte auch eine elektronenskkpische Studie, die zeigte, dass
die Anzahl der Mitochondrien in Mutantenzellen keinesfalermindert war. Die Ergebnisse
zeigten zum ersten Mal einen Zusammenhang zwischen eis&irggn Hypp-Funktion und
der Auslosung von Apoptose iBaccharomyces cerevisiamd deuten auf eine konservierte
antiapoptotische Wirkung des Proteins.

Durch eine affinitatschromatographische Studie mit N-teaten GST-Hypp-Fusionspro-
teinen wurde eine von der Hypusin-Modifikation unabh&ndtgeteininteraktion Hypps mit
dem majoren Hullenprotein des Hefe-spezifischen doppejegén RNA-Virus L-A nachge-
wiesen, einem Protein, das enzymatische Aktivitat fur dlesspgealtung der mRNA-5’-Cap-
Struktur besitzt und so in unmittelbarem Zusammenhang eniEdnktion der Exoribonuklease
Xrnlp und dem mRNA-Abbau steht. Dies bewies, dass das Hymmheltende Protein zu-
satzliche Funktionen im Cytoplasma unabhéangig vom Zellkersitzt. Zuvor wurde gezeigt,

dass N-terminal GST-getaggtes Hypp die Funktion des Wlaltyteins uneingeschrankt tber-
nehmen konnte.

Eine Technik zum direkten Nachweis von Protein-mRNA-Ik&oaen Hypps wurde eva-
luiert, die auf der Affinitdtsreinigung von bindenden mRNAasierte. Im Rahmen eines
Differential-Display-Ansatzes wurden dabei drei ORF-Blkaipte mit unbekannter Funkti-
on identifiziert, die Zusammenhange mit den Genchip-Shiffigebnissen aufzeigten. Fer-
ner wurde die komplementare DNA-Sequenz zu der mit Hyppagierenden RNA-Sequenz
des Rev-Responsive-Element (RRE) aus dem RNA-Genom des HIYu$-&is Werkzeug fur
nachfolgende Hypp-RNA-Interaktionsnachweise kloniert.

Die Ergebnisse dieser Arbeit zeigen, dass das Hypusin lesride Protein zellulare cyto-
solische Funktionen in der posttranskriptionalen Komgraler Genaktivitat viraler und zell-
eigener Gene ilBaccharomyces cerevisidesitzt. Eine Verknipfung zum 5’-3’-mRNA- und
NMD-Abbauweg bzw. der durch ihn kontrollierten Genfunkigm ist evident und sollte weiter
erforscht werden.



3. Einleitung

3.1 Hypusin — eine modifizierte Form von Lysin

Der Grol3teil der Proteine, die in der Zelle gebildet werdmrthalten posttranslational modi-
fizierte Aminosaurereste, die entweder permanent Uberefiargte Lebensdauer des Proteins
erhalten bleiben oder nur voriibergehémdivo synthetisiert und wieder abgebaut werden. Sie
tragen so zur dreidimensionalen Struktur, zur Zielsteoges Proteins oder zur katalytischen
Enzym-Aktivitat bei und verleihen im Falle der Reversilsitidem Protein verschiedene aktive
Zustande oder Funktionen. Eine der haufigsten und physsalogvichtigsten Modifikationen
stellen sicher Phosphorylierung und Glykosylierungen dadere Modifikationsarten kom-
men in der Zelle nur selten vor und wirken bei sehr spezatisn Proteinfunktionen mit. Die
vorliegende Studie sollte neue Funktionsaspekte der udlgewchen Aminosaure Hypusin als
spezieller posttranslationaler Modifikation und des stb&itenden Proteins aufdecken.

Erstmals 1971 wurde eine seltene, freie, sehr basische a%&in
© re aus saureloslichen Rinderhirnextrakten isoliert und hireri Struk-
tur als N-(4-Amino-2-hydroxybutyl)-lysin [$1IBA et al. 1971] identifi-
ziert. Man gab ihr in Analogie zur modifizierten Aminosauretria-
nin den Namen ,Hypusin®, da sie formal audydroxyputrescin (2-
Hydroxy-1,4-diaminobutan) und Iksin gebildet zu sein schien. lhre Ste-
reochemie wurde erst 11 Jahre spater durch einen direktegieidh
der gereinigten mit der synthetisch hergestellten Aminos&aufge-
klart und als (+)-(2S,9R)-2,11-Diamino-9-hydroxy-7-azdakanséure be-
HO=—R stimmt [SHIBA et al. 1982]; [TcE und GANEM 1983]. Als Abkémmling
von Spermidin bzw. Putrescin sind beide Aminogruppen deguldiyire-
o stes unter physiologischen Bedingungen protoniert undradakeheint das
NH; Molekul zweifach positiv geladen. Dies deutete auf eineepbelle Inter-
(+)-Hypusin aktion mit negativ geladenen Partnern hin. Von anderendnieg Polyami-
nen weil3 man, dass sie an das negativ geladene Phosphatggepjst von Nukleinsduren
[TABOR und TABOR 1984] binden.

Bei Polyaminen wie Spermidin und Spermin ist eine Beteiligangler Chromatinkonden-
sation nachgewiesen; auch die Konformation von DNA- und RWidlekulen (z.B. t-RNAS)
kann durch sie weiter beeinflusst werden. Sie Uben ebelfalfiiss auf die Transkriptionse-
longation aus [EBY und RERSSON1990].

Die Beeinflussung von Translationsvorgangen aller dreii&ta(nitiation, Elongation und
Termination) durch Polyamine ist bekannt. Erwahnt sei higrihre Beteiligung an der Steue-
rung der +1-ribosomalen Leserahmenverschiebung flBUNDARAM et al. 1994a]. Mittler-
weile weild man, dass dieses Phanomen, bei dem der trartsldtesserahmen am Ribosom
um ein Nukleotid RNA-stromaufwarts verschoben wird, fur @r@nslation einiger natirlich
vorkommender Gene, darunter zBST3 notwendig ist. Ferner zeichnet sich eine Funktion
solcher Transkripte als Substrate eines speziellen mRNBaAWweges ab, der als Nonsens-
Codon-mRNA-Abbauweg bekannt wurdeget al. 2003]. Auf eine Verkniipfung von protein-
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gebundenem Hypusin mit diesem speziellen Abbauweg wirdkeised Arbeit eingegangen.

Aufgrund ihrer Einflisse bei Replikations-, Transkriptionsid Proteinsyntheseablaufen
verwundert es kaum, dass die speziellen Funktionen deaRahe starke Auswirkungen auf
Proliferations- bzw. Cytokinese-Prozesse haben und digliZetenzierung sowie die Carzi-
nogenese mitbeeinflussen. So findet man in Tumoren oft dieerfathte Polyaminspiegel
[HOUGAARD 1992]. Auch Uber die Rolle der Polyamine in verschiedensiopttischen
Vorgadngen werden zunehmend mehr Erkenntnisse gewonrign [W/ALLACE et al. 2003];
[BABBAR et al. 2003]). Die biologische Funktion des freien Hypusats Polyaminderivat in
der Zelle ist jedoch bis heute nicht geklart.

Ungebundenes Hypusin ist in allen Saugetierorganen mibraess hoher Anreiche-
rung in proliferierendem Geweben nachgewiesen wordema(PkA und NaKAJIMA 1973];
[NAKAJIMA et al. 1971]; [3ANO et al. 1986] und [ENO et al. 1987]). Hohe Hypusin-Konzen-
trationen fanden sich auch im Gehirn. Dort liegt es zusétah Form von zwei Dipeptiden vor.
Es handelt sich ura-(y-Aminobutyryl)-Hypusin (GABA-Hypusin, [8NO et al. 1986]) und um
a-(B-Alanyl)-Hypusin [UENO et al. 1991], die beide im Rinderhirn vorkommen und von denen
Aktivitat als Neurotransmitter angenommen wird.

Freies Hypusin wurde auch im Urin von gesunden SaugeaxkfMNimMA et al. 1971] und
humanen Patienten, die an familiarer Hyperlysinemienittgort in groReren Mengen), ge-
funden [WooDY und RUPENE1973]. Seitdem konnten jedoch keine weiteren Fakten veggel
werden, die eine Hypothese Uber eine generelle Ausschgiblypusins Uber die Niere als
Endmetaboliten stitzten.

3.2 Das Hypusin enthaltende Protein und die Biosynthese s@&nposttranslationalen Mo-
difikation

Schon frih interessierte man sich fur die Frage, ob es wtgab, didn vivo kovalent mit
biogenen Polyaminen posttranslational modifiziert werd@a Existenz von proteingebunde-
nem Hypusin wurde erstmals 1973 beschriebempkA und NakAJIMA 1973]. Spater fand
man in Versuchsreihen mit peripheren humanen Blutlymplerg\iei denen die im Wachstum
befindlichen Zellen mitJH]-Spermidin oderiH]-Putrescin behandelt wurden, rein einziges
Protein (My,=18 kDa, pl 3,5), welches radioaktiv markiert wurdeo[k et al. 1980]. Nach sau-
rer Hydrolyse dieses markierten Proteins wurde nur einageradioaktive Aminosaure (AS)
gefunden, die als Hypusin identifiziert wurdeafX et al. 1981]. Alle bislang durchgefiihrten
Studien bestétigen diese Beobachtung. Daher wird heutendavegegangen, dass es in der
Tat nur ein Protein (und von ihm ableitbare eng verwandtitsaen) in der Zelle gibt, das die
posttranslationale Modifikation besitzt. Im folgendendider Ausdruck ,Hypusin enthaltendes
Protein® (kurz Hypp) benutzt. Das mit Spermidin markieg&rotein wurde in betrachtlichen
Mengen ubiquitér in allen eukaryontischen und archaebaken Zellen gefunden.



3.2.1 Aminoséauresequenz und Struktur

Das in bisher allen eukaryontischen Zellen, einschli@é3krythrozyten, gefundene Hypp
enthalt die Aminosaure Hypusin als Modifikation nur eineszigjen spezifischen Lysinre-
stes in der Sequenz. Auch Archaea besitzen ein Hypp, weldbetiche Ahnlichkeit zu
den eukaryontischen Proteinen aufweist. Dabei fand mam eslen bislang untersuchten
Cren-Archaea (zu denen der chemolithotroph aerobe Vartg&téolobus acidocaldariuge-
hort) Hypusin-modifiziert vor; in Eury-Archaea erscheisttengegen als Deoxyhypusin (Feh-
len der Hydroxylierung als letzte Stufe der Hypusinsynghesu.) [BARTIG et al. 1990]. Ei-
ne Ausnahme machen Eubakterien, da in ihnen bis heute wadeéfypusin-enthaltendes
Protein noch freies Hypusin oder Deoxyhypusin gefundendeuf{ GORDONet al. 1987];
[SCHUMANN und KLINK 1989]).

Erste Informationen tGiber den hohen phylogenetischen Keesangsgrad Hypps erbrach-
te der Vergleich von Spaltpeptiden der Proteine Bussophila melanogasteund S. cerevi-
siae [GORDON et al. 1987]. Mit dem Abschluss zahlreicher Genom-Seqeenagsprojekte
von Archaea bis zum Menschen liegen nun Uber 45 auf den G&hsten und proteinchemi-
scher Charakterisierung beruhende Aminoséuresequenzastéyis den unterschiedlichsten
Taxa zur Analyse und Vergleich vor. Die hohe AminosauresagtKonserviertheit wurde da-
durch bewiesen.

Die Sequenzlange liegt bei durchschnittlich 134 (Archag&83 (Saugetiere), 160 (Pflan-
zen) Aminosaureresten. Mit 169 Resten ist das Proteiaestelium discoideuraberdurch-
schnittlich lang. Das Molekulargewicht bei héheren Eukaitgn liegt bei durchschnittlich 17,6
kDa (einschlief3lich des modifizierten Lysins). Der moddize Lysinrest befindet sich in einem
Cluster basischer Aminosauren, dessen Basizitat durch dengtyest noch einmal erhoht
wird. Es ist wichtig darauf hinzuweisen, dass diese RegiarRieteins extrem hoch konserviert
ist. So ist die Sequenz aus den 12 AminosaufehSKT GKHGHAK, in der der fettgedruckte
Lysinrest die Hypusinbildungsstelle kennzeichnet, vorieH#s zum Menschen absolut iden-
tisch (vgl. Abb. 3.1). Sogar beéulfolobus acidocaldariusveist der zu den 12 Aminosauren

Mensphl 24 [ALRKNGFVV|- LKGRPCKIVEMSTSKTGKHGHAKVYHLV|dI
Kanninchen 24 |[ALRKNGFVV|- LLKGRPCKIVEMS TSKTGKHGHAKVHLV|gI
Haushuhn 24 |[ALRKNGFVV|- UKGRPCKIVEMSTSKTGKHGHAKVHLV|GI

Tabak I 26 TIIRKNG V| -
Alfalfa 26 TIIRKNG V| -
C.elegans 28 [ALRKNEHV[M -
Dictyostelium 39 |[ALRKNGFVV|-
N.crassa 31 |ALRK[AGHV V|-
S.cerevisiae II 25 |[ALRKNGFVV|-
Sulfolobusa. 14 D|LKVGS - Y|VIM
M. Jannaschii 14 s|LKV GQ - Y|VM

IKERPCKNVENSTSKTGKHGHAKEH V A
RP CK|V|VE|V|S TSK TGKHGH A K|c|H[Flv A

RPCKIVEMS TSKTGKHGHAKYV HMVA
[FlPCK I V[DJMS TSK TGKHGHAKYV A

(oNo)]lvAvivivivivivhvlw)

Abbildung 3.1:Ein Ausschnitt aus einem Aminoséure-Alignment des Hypusithatenden Proteins (N-
terminale Doméane) aus Taxa unterschiedlichster Familegt die sehr hohe Sequenzhomologie um den mo-
difizierten Lysinrest, der mit einem Pfeil gekennzeichsetldentische Reste sind grau unterlegt. Waren in einem
Organismus mehrere Hypp-Formen bekannt, wurden nur dieedegn mit hochster Homologie zu Hyp2p aus
Hefe einbezogen.



[ Homo sapiens 1(P10159) Id.: 61%; Sim.: 86%

Oryctolagus cuniculus (P10160) Id.: 61%; Sim.: 86%

| Mus musculus (NM_181582) Id.: 61%; Sim.: 83%

Xenopus laevis (Q72XG3) Id.: 58%; Sim.: 81%

—— Gallus gallus (M99499) Id.: 61%; Sim.: 81%

Tiere ——— Drosophila melanogaster (Q9GU6B)  1d.: 63%; Sim.: 82%
Schieim-Pilze Dictostelium discoidium (P13651)1d.: 50%; Sim.: 73%

Caenorhabditis elegans (P34563) 1d.: 55%; Sim.: 83%
Saccharomyces cerevisiae 11 ( Hyp2p) (P23301)
Schizosaccharomyces pombe 11 (Q9UST4)1d.: 68%; Sim.: 88%

Neurospora crassa 11 (P38672) Id.: 64%; Sim.: 79%
Lycopersicon esculentum 1(Q9AXQ6) 1d.: 56%; Sim.: 80%
Nicotiana tabacum 1 (P24921) Id.: 57%; Sim.: 81%

Solanum tuberosum 1/VII (AB004827) 1d.: 56%; Sim.: 81%
Solanum tuberosum 1V/VII (AB004826) 1d.: 57%; Sim.: 81%
Hevea brasiliensis (Gummibaum) I (4F516350) 1d.: 57%; Sim.: 81%
Hevea brasiliensis VII (AF516353) Id.: 57%; Sim.: 81%
Zea mays 1 (P80639) Id.: 58%; Sim.: 79%
i Pflanzen Medicago sativa (Alfalfa) 1 (P26564) Id.: 58%; Sim.: 81%
Arabidopsis Thaliana 1 (AF296082) Id.: 57%; Sim.: 84%
] —— Arabidopsis Thaliana 111 (Q9C505) Id.: 57%; Sim.: 81%
Plasmodium falciparum (AF382208) Id.: 52%; Sim.: 77%
Sulfolobus acidocaldarius (P28461) 1d.: 26%; Sim.: 54%
Archaea (alF-5A) Aeropyrum pernix (Q9YAS3)  1d.: 27%; Sim.: 52%

Methanococcus jannaschii (Q58625) Id.: 27%; Sim.: 53%

92,2

T T T T T T T T T |
90 8 70 60 S50 40 30 20 10 O

Aminoséure-Substitutionen (x100)

Abbildung 3.2:Phylogramm des Hypusin enthaltenden Proteiné(ahaea alF-5A) aus unterschiedlichen Or-
ganismen basierend auf Vergleich der Aminoséauresequebresequenzen der einzelnen Taxa stammen aus der
Swissprotdatenbank(wenn verfligbar), bzw. aus sequéezieDNAs bzw. ESTs (Gene-Bank bei NCBI, kursiver
Code). Der Balken unten links gibt die Kalibration fiir haniale Linienabschnitte, deren Lange den Aminoséaure-
Austauschwerten an jeder Position des Gesamt-Alignmensprcht. Abgesehen von einigen Pflanzen-Hypp-
Formen wurden nur Sequenzen der Familie hinzugerechreehdtihste Homologie zum Hyp2p a8accharo-
myces cerevisiaaufwiesen. Die Prozentanteile identischer Aminosauter@d.) und chemisch ahnlicher Reste
(Sim.) aus den Sequenzvergleichen gegen Hyp2p sind angregeb



homologe Sequenzbereich eine 67%ige Identitat und 83%kgeidhkeit bei chemisch ver-
wandten Aminosaureresten zum entsprechenden Prote. aagsevisia@uf. Die C-terminale
Halfte ist weniger konserviert (ein Vergleich der vollsdiggen Sequenzen aus Backerhefe und
Mensch kann Abbildung 5.9 auf Seite 70 entnommen werdexpcleliegen die Gesamt-
Aminosaureidentitaten z.B. des Backerhefe-Proteins b&834{Ahnlichkeit: 79-88%) gegen-
uber anderen Pilzarten, bei durchschnittlich 61% (Ahiketh 82%) gegeniiber den zweikeim-
blattrigen Pflanzen und bei durchschnittlich 57% (Ahnlieitk81%) zu den Tieren. Im Ver-
gleich mit dem Hypp auSulfolobus acidocaldariukegt immerhin noch eine Gesamtidentitat
von 26% bei 54% ahnlicher Aminosauren vor.

Der Abschluss der Genomsequenzierungen von Mausvi und HAYASHIZAKI 2001],
Ratte und Mensch hat sogar die absolute Identitéat Hypps sedidrei Organismen offenge-
legt. Abbildung 3.2 zeigt ein Phylogramm Hypps und verdehntiseinen hohen Konserviert-
heitsgrad, der darauf hindeutet, dass das Protein eindlggende Funktion in der Zelle besitzt.

In den Transkriptomen und Genomen vieler Eukaryonten hat mahrere Formen des
Hypusin enthaltenden Proteins gefunden, die zu unterdiathen Genprodukten prozessiert
werden. Vor allem in Pflanzen scheint es groRere Hypp-Gahésmzu geben. In Tabak\i-
cotiana tabacumyvurden wenigstens zwei Gene gefundem o1 und KUHLMEIER 1992],
die unterschiedlich exprimiert zu sein scheinen. NelF-SA&HYP1) wird bevorzugt in photo-
synthetisch aktiven Geweben gebildet, warend NelF-5ARIY#R2 in allen Pflanzengeweben
detektiert wurde. Finf Gene wurden in der tetraploiden é&ftet (Solanum tuberosungefun-
den, in der Tomat@_ycopersicon esculenturaind vier Isoformen bekannt. Aus cONA-Banken
des Gummibaumggievea brasiliensisgonnte die bislang grof3te Genfamilie mit sieben Hypp-
Isoformen isoliert werden [Eow et al. 2003], deren Genprodukte (13kDa), dort als ,rubber
biosynthesis stimulator proteins (RBSP)“ bezeichnet, diex-#roduktion der Pflanze steiger-
ten.

Zwei seperate Hypp-Gene wurden im Genom der Backerhefe defiurderen Proteine
Hyplp und Hyp2p unterschiedlich exprimiert werdenOML et al. haben gezeigt, dass Hyplp
ausschlief3lich bei Anaerobiose exprimiert wird, wahrenygp2p sowohl bei Anwesenheit und
Abwesenheit von Sauerstoff exprimiert ist f\ML et al. 1993]; [WOHL 1994].

In tierischen Organismen hat man bei einigen Spezies brsieirIsoformen gefunden, so
beim Haushuhn [VBLFF et al. 1992], Maus, Ratte und beim MenscheeNWINS et al. 2001].
Die beiden humanen Hypp-Formen scheinen unterschiedtigtingiert zu sein. Wahrend die
Form | und seine mRNA in allen Geweben in hohen Mengen vorkqgmuntde fir die zweite
Gen-Form eine hohe Aktivitat in bestimmten humanen Krellmzgefunden. In gesunden hu-
manen Geweben ist es nur schwach in den Hoden und im Gehirimesyi. Daher wird es als
potentielles Onkogen diskutiert [EMENT et al. 2003]. Form Il besitzt eine zu 84% identische
Proteinsequenz zur Form | bei 94% Aminosauredhnlichkeas.M¢i Form | sind die homologen
Proteine von Maus und Ratte mit der humanen Form Il identisch.

Fur das Multi-Alignment (Abb. 3.1) und das von ihm abgel@tBhylogramm (Abb. 3.2)
wurden mit Ausnahme von drei Pflanzenspezies nur Genprsegilienzen einbezogen, die die



hochste Homologie zu Hyp2p as cerevisia@aufweisen; in dieser Arbeit wurden stellvertre-
tend fur dieseHYP-Gengruppe, zu denen die Formen | aus Tabak und Mensch geltiee
Funktionen de$lYP2und des humanedYP(hum)Form I) untersucht.

3.2.1.1 Ein Zweidoméanen-Protein

Die Rontgenstrukturen der nicht hypusinylierten Hypp-
Lys 40 \Vorlauferproteine, welche rekombinant . coli expri-
/.\ miert wurden, sind aus drei verschiedenen Archaea bekannt
¢ (Methanococcus jannaschiKim et al. 1998]; Pyrobacu-
lum aerophilum[PEAT et al. 1998];Pyrococcus horikoshii
[YAO et al. 2003]). Die Tertiarstrukturen &hneln sich sehr
5| stark und weisen zwei Doméanen auf. Als Sekundéarstruktur-
elemente treten neben flexiblen Turns und einer sehr kurz-
Dominel  en a-Windung elfB-Faltblatter auf, von denen sechs in der
N-terminalen und funf in der C-terminalen Domane liegen
(siehe Banderdiagramm in Abb. 3.3). Beide Domanen sind
Uber einen kurzen flexiblen Bruckenbereich verbunden. Ei-
ne Tertiarstruktur des Hypps alethanococcus jannaschii
Domine 2 istin Abbildung 5.9 auf Seite 70 enthalten.

BS|

Die N-terminale Doméne des Archaea-Hypps enthalt
ein SH3-artiges Fass-Motiv, das als Nukleinsdure-bindend
Abbildung  3.3: Banderdiagramm Struktureinheit in Proteinen wie HIV-Integrase (DNA-
gﬁ;eg:]rﬁ;?;axggogﬁgpja?]lﬂlzsgﬁi%i?r_bindende Domane) [aDI et al. 1995], in einemE. coli
Struktur wurde im Zuge einer Ront-Repressor des Biotin-Operons [MgoN et al. 1992] oder
gggStrUktgggi%?%uéﬁ‘ﬂ@gﬁgﬁ?e:rplrﬁeif‘gm ribosomalen Protein L2-RBD [NKAGAWA et al. 1999]
gewonnen [KM et al. 1998]. Die Zeich- gefunden wurde. Der hypusinylierte Lysinrest befindet sich
ir;]“”gwgiei%ori';f;;a'tjbinb&L‘Téckhu?é ?iis_ebenfalls in dieser Domane in einem fiir koagierende Enzy-
gen. Die Faltblatter sind durch flexibleme gut zuganglichen nach auf3en exponierten Turn. Die C-
Ubergangsbereiche verbunden. terminale Domane besitzt die Faltung eines der haufigsten

RNA-Bindungsmotive (,oligonucleotide/oligosaccharidading fold“ = OB-Faltung). Dieses

wurde in zahlreichen RNA-Bindungsproteinen gefunden, digramslationsvorgangen betei-

ligt sind; darunter die Translations-Initiations-FaldorelF-2x [NONATO et al. 2002] und IF-1

[SETTE et al. 1997] sowie daB. coli-Kalteschockprotein CspA [ANG et al. 1997]. Dies weist

stark darauf hin, dass Hypp ein RNA-Bindungsprotein datstedls auch durch weitere auf den

nachsten Seiten vorgestellte Befunde gestitzt wird. Dasglesn RNA auch andere Proteine

bindet, ist belegt und weist Hypp als potentielles multimades Protein aus.

Obwohl die Proteinsequenz aus Archaea nur zu durchsaetimi8D% mit der Hypps aus
anderen Eukaryonten identisch ist, haben Homologie-Miedehgs-Verfahren aus der Bioin-
formatik fir die Hypp anderer eukaryontischen Spezies dam Archaea-Hypp analoge drei-
dimensionale Struktur vorausgesagsfleHIANO et al. 2001].
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3.2.2 Die Beteiligung von zwei Enzymen an der Hypusinrest-Bigathese

Bereits 1980 zeigte &1k, dass mehrere Polyamime vitro als Substrate fur Transglutamina-
sen fungieren konnten [k et al. 1980]. Daher wurde schon friih die Hypothese aufdgstel
dass proteingebundenes Hypusin durch Modifikation einesitgstes durch ein Polyamin ent-
steht. Durch die Markierungsexperimente voaRR et al. 1981] konnte schliel3lich Spermi-
din als Substrat fur die Modifikation gefunden werden. DieséArbeitsgruppe zeigte auch,
dass es sich um eine Reaktionsfolge aus zwei Schritten hanttei denen ein Lysin-Rest
zunachst zu Deoxyhypusin modifiziert und im zweiten SclauttHypusin hydroxyliert wird
[PARK et al. 1982]. Einen schematischen Uberblick tiber die Madlifiinsreaktionen gibt Ab-
bildung 3.4.

3.2.2.1 Schritt 1: Deoxyhypusinsynthase

Deoxyhypusinsynthase (DHS) stellt das SchlisselenzynHgipusin-Bildung dar und wird,
da es im Reaktionsmechanismus zur Ubertragung von 4-AmiyleBesten kommt, auch als
Aminobutyl-Transferase bezeichnet. Es wirkt als Homatagr [Ta0 und CHEN 1995] und
seine Aminosauresequenz ist ebenfalls hoch konservargllem in seiner C-terminalen Half-
te. Die Kristallstruktur von humaner Deoxyhypusinsynthasirde bestimmt [LaO et al. 1998].
Die enzymatische Reaktion kann in vier getrennte Schrittgegeilt werden (vgl. Abb. 3.4):
1.) NAD-abhéngige Dehydrogenierung von Spermidin;

2.) Transfer des 4-Aminobutyl-Anteiles von Dehydrospelimiauf dies-Aminogruppe eines
aktiven Lysinrestes (Lys-329 in der humanen Formg&t al. 1997]) unter Bildung eines ko-
valenten Enzym-Imin-Intermediates (DHS-Imin) und Fregeag von 1,3-Diaminopropan;

3.) Transfer des 4-Aminobutyl-Anteils vom DHS-Imin-Inteediat auf die RFAminogruppe ei-
nes Lysin-Restes im Hypusin-Protein-Vorlaufersgkn der humanen, k in der Hyp2p-Form
aus Hefe), was zur Bildung eines Hypp-Imin-Intermediatéstf

4.) Reduktion des Intermediates durch Enzym-gebundenesHNBildlet den Deoxyhypusin-
rest. Gezeigt wurde auch, dass als 4-Aminobutyl-Gruppesatlr auch Putrescin fungieren
kann, was zur Bildung von Homospermidin fuhrt.

Vor kurzem wurdein vitro gezeigt, dass die von Deoxyhypusinsynthase katalysierten
Schritte einer vollen Reversibilitdt unterliegenafX et al. 2003]. Die Reversibilitat wurde
nicht beobachtet, wenr?Hi]-Hypusin-Protein als Substrat fiir Deoxyhypusinsynéhasge-
setzt wurde, was zeigt, dass die Hydroxylierung der 4-Amingseitenkette die reversible
Deoxyhypusinsynthase-Reaktion verhindert. Die mdglichekehrbarkeit der ersten Reaktion
der Hypusinsynthese mag eine Erklarung fir die Notwendligheer zweistufigen Reaktion in
Eukaryonten sein.

Die Deletion des Deoxyhypusinsynthase-Gens fihrt zu eleédmlen Phenotyp iBaccha-
romyces cerevisigavas wiederum die Hypusinbildung als essentiell fir die dredfahigkeit
der Zelle kennzeichnet (FRK et al. 1998]; [YOUNG 1998]).

Zahlreiche inhibitorische Substanzen fir DHS sind bestlam, die sich zumeist von Dia-
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Abbildung 3.4:Schematische Darstellung der Wirkung von Deoxyhypusinsynthase )(DhtS der
Biosynthese des proteingebundenen Hypusins. DHS katalysiert dienBilchn Deoxyhypusin mit un-
modifiziertem Hypp als Akzeptor eines DHS-Imin-Intermediates. Als zweitereptor kann Putrescin
fungieren, wobei es zur Bildung von Homospermidin kommt. Alle Reaktiomgszder Deoxyhypusin-
synthase weisen Reversibilitat auhRX et al. 2003]. Irreversibel verlauft die zweite Stufe der Hypusin-
synthese, katalysiert durch Deoxyhypusinhydroxylase. Eine polenmadioaktive fH]-Markierung mit
[1,8-3H]-Spermidin des Deoxyhypusins ist durch einen Stern kekennzejaterazbenfalls den Verbleib
der Reste verdeutlicht.

minoverbindungen ableiten g&us et al. 1993]; [RRK et al. 1994]; [LEE und FOLK 1998]).
Am empfindlichsten in der Inhibierung des Zellwachstumétstsich N*-Guanyl-1,7-Diami-
noheptan (GC7) mit einem;K\Vert von 1uM (Saugetierzellkultur) heraus. Er wirkt wie auch
andere Hemmestoffe als Spermidinhomolog und hemmt so kot &XHS. In Nebenstudien zu
dieser Arbeit wurde die GC7-Halbwerts-Konzentration in Biiblefe-Kulturen (Konzentration,
bei der sich die Wachstumsgeschwindigkeit der Kultur imgl&ich zur unbehandelten gerade
halbierte) wesentlich hoher gemessen bei BOIO[SCHRADER, unveréffentlichte Daten]. Der
Grad der Spezifitat aller DHS-Inhibitoren ist bis heute kdibarprift, aber es ist anzunehmen,
dass sie neben der Hemmung von DHS Nebenauswirkungen gefeveom Polyaminpool der
Zelle ausgehenden Funktionen haben.

Bei CHO-Zellen wurden vitro undin vivo gezeigt, dass DHS posttranslational durch Pro-
tein Kinase C (Pkclp) phosphoryliert wird BKIG et al. 2002a]. Die Auswirkungen dieser Re-
aktion auf die Regulation der Hypusinsynthese am Hypp sigémwartig Gegenstand der For-
schung.
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3.2.2.2 Schritt 2: Deoxyhypusin-Hydroxylase

Der zweite Schritt der Hypusin-Synthese wird durch Deoxyytsin-Hydroxylase (DHH) kata-
lysiert. Die Umsetzung dieser Reaktion kann als quantitaezeichnet werden, da Deoxyhy-
pusin weniger als 1% des gesamten zellularen Hypusins aidfiZENINATI et al. 1990].

DHH wurde bisher noch nicht gereinigt. Auch das fur sie caghede Gen konnte bisher in
keinem Organismus gefunden werden, obwohl mittlerwegekdimplett sequenzierten Genome
vieler Eukaryonten vorliegen. Dennoch wurde versucht, Dddifch Inhibitions-Experimente
in ihren grundlegenden katalytischen Eigenschaften zwagkerisieren. Dies fihrte zu einem
Vergleich mit post-translational modifizierenden Dioxggsen @-Ketosduredioxygenasen),
die an der Hydroxylierung von Prolin- und Lysin-Resten bei Hellagensynthese mitwir-
ken [KIVIRIKKO und MYLLYLA 1982]. Dabei stellte sich heraus, dass diese Hydroxylasen
im Gegensatz zu DHH entwedearKetoglutarat oder Ascorbinsaure bendtigen und nur durch
sehr hohe Konzentrationen von 2,4-Dicarboxy-Pyridin (é#kés im Gegensatz zu DHH) in-
hibierbar sind [BBRUzzESEet al. 1989]. Weitere Untersuchungen fuhrten zur Entdegkun
anderer wirkungsvoller Inhibitoren. In Folge konnten fuHB Sulfhydrylgruppen und ein
Metall als Kofaktoren bestimmt werden. Darauf wies die DHEmmbarkeit durch Hy-
dralazin [RAz et al. 1984],a-a-Dipyridyl [PARK et al. 1982] und andere Metall-Chelatsierer
[ABBRUZZESEEet al. 1986] hin. Eisen-(l1l) wurde als moglicher essefgidkofaktor gefunden,
nachdem ein schneller Screening-Test, der auf der oxefat\Nospaltung der Hydroxyl-Gruppe
beruhte, etabliert war [SONGAet al. 1996].

Einige DHH-Hemmer wurden zur Grundlage von zellbiologestiStudien. So wurde als
Wirkung von a-Hydroxypyridonen, speziell von Mimosin, welches als mxbteingebunde
Aminosaure in Samen und Blattern der Hilsenfrucht-Gattmidenosaund Leucaenavor-
kommt, ein Zellzyklus-Arrest zwischen;Gund S-Phase [WrsoN et al. 1991] beschrieben.
Die gleiche Substanz schrénkte die Replikation von HIV-1-ymphocyten in konzentrati-
onsabhéngiger Weise ein @RuUs et al. 1998] und l6ste neben einer Zellwachstumshemmung
Apoptose im gleichen Zelltyp aus (weitere Informatione®. 4.3). Die apoptotische Wirkung
ist auch bei der humanen Tumorzell-Linie HL60 belege® et al. 2000]. In einer weiteren
Uberprifung der Auswirkungen von Mimosin und vier weitekgmmern auf humane vendse
Endothelzellen (HUVEC) wurde Ciclopirox als effektivsteioffierationshemmer und Angio-
genesehemmer gefunden, was fir die Weiterentwicklung estiramten Krebstherapien von
Interesse ist [CEMENT et al. 2002].

3.3 Kenntnisstand zur Funktion des Hypusin enthaltenden Poteins

Die erste Isolation eines Hypusin enthaltenden Proteitengel976 aus Kaninchen-Reticu-
locyten [KEMPERet al. 1976]. Man erkannte eine ldentitat mit dem postuderanslations-
Initiationsfaktor elF-4D [@OPERet al. 1983]. Spater wurde der Faktor in elF-5A umbenannt
[SMIT-MCBRIDE et al. 1989]. Es wurde als Translations-Initiationsfakktassifiziert, weil
man zeigen konnte, dass es die Bildung der ersten Peptidignidueinemin vitro Transla-
tionsassay erleichterte puPERet al. 1976]. Bei diesem Assay wird der stimulierende Effekt
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bestimmter Faktoren, von denen Funktion bei der Transisimnitiation angenommen wurde,
auf die Bindungsbildung zwischen Methionin und Puromycitetsucht.

Es wurde eine Mengensteigerung von Methionyl-Puromycindem Faktor drei gemes-
sen ([MERRICK et al. 1975]; [KEMPERet al. 1976]; [BENNE und HERSHEY 1978]). Die Bin-
dungsbildung wurde angeregt, wenn das Protein gegeniiimstr&uin einem hohen Uber-
schuss (1000/1) vorlag BINE und HERSHEY 1978]. Die Beteiligung an der Translations-
initiation wurde jedoch bisher in keinem anderen Modelisys dessen Bedingungen néa-
her an der physiologischen Situation liegen, bewiesen. @mte z.B. keine gesteigerte
Globin-Proteinsynthese durch Translation einer nativdobi@-mRNA beobachtet werden
[KEMPERet al. 1976]; [BENNE und HERSHEY1978]. Nur wenn Spermidin fehlte und der
Translationsprozess durch einen Zusatz geringer Magmekanzentrationen gestort wurde,
konnte Hypp die Translationsrate steigericfREIERet al. 1977].

Im Gegensatz zu anderen Translationsinitiationsfaktomgerliegt Hypp einer sehr star-
ken Expression in der Zelle, wobei nur eine kleine Frakti@s &roteins mit Ribosomen
assoziiert ist [HoOMAS et al. 1979]. Auch die Zugabe von gereinigtem Hypp hatte é®in
Einfluss auf die Bildung des 80S-ribosomalen KomplexesejBE und HERSHEY 1978];
[THOMAS et al. 1981]]. Unmittelbar nach Ausschaltung HyppsSincerevisia&am es nur zu
einer Teilreduktion (ca. 30%) der ProteinsyntheserateN& und HERSHEY 1994]. Fir eine
Beteiligung Hypps an der Initiation der Translation spridlg Tatsache, dass das durch Ano-
xie kontrollierteHYP1Gen vonS. cerevisiaén seinem Promotor ein HOMOL-Motiv besitzt,
welches oft bei Translations-Faktoren gefunden wurde{Ma und SviTH 1989].

Eine Mitwirkung Hypps an der generellen Translationsatiin konnte bisher nicht schlis-
sig nachgewiesen werden. Daher wird in dieser Arbeit datePraicht als elF-5A bezeichnet,
sondern der neutralere Begriff ,,Hypusin enthaltendes Rrobew. ,Hypp“ verwendet.

3.3.1 Hypp — ein essentieller Faktor fir das Zellwachstum

Die genauen funktionellen Wirkungsweisen Hypps in der&sihd immer noch weitgehend
ungeklart. Sicher ist, dass Hypp essentiell fir die Auftedialtung der zellularen Lebensfa-
higkeit ist. So bewirkte die Disruption beiddlY P-Gene HYP1undHYP?2 in Backerhefe einen
lethalen Phanotyp [MGDOLEN et al. 1994].

Die Hefe-Stamme ohndYPlundHYP2wurden zur Grundlage einer Komplementations-
analyse, in der zahlreiche¢YP-Allele verschiedenster Taxa auf ihre Fahigkeit unterswalr-
den, die Hypp-Funktion voBaccharomyces cerevisiae ibernehmen [MGDOLEN et al. 1994].
Dabei konnten alle getesteten homologen Proteine bis autiddaea-Hypp auSulfolobus aci-
docaldariusdas Zellwachstum gewahrleisten. Dies zeigt, dass die heteshzhomologie tiber
die Artengrenzen hinweg sich auch in einer funktionellemiikglenz der Hypps aus verschie-
denen Arten widerspiegelt und eine fundamentale Rolle Hyepsler zellularen Proliferation
nahelegt.

Die Verknupfung von Vorgéngen des Polyamin-Metabolismitsder Zellproliferation ist
in zahlreichen Studien der letzten Jahrzehnte gezeigtemoridie Polyaminsynthese geht bei
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den meisten Eukaryonten ausschlief3lich von der Aminos@unéhin aus, welche durch Or-
nithindecarboxylase zu Putrescin umgesetzt wird, ausheeicdann durch Anlagerung ei-
ner Aminopropylgruppe Spermidin gebildet wird. Ornithem@rboxylase stellt demnach das
Schlusselenzym zur Spermidinsynthese dar. Seine Hemmunatp d-Difluormethylornithin
(DEMO) fuihrt zu einer Arretierung des Zellzyklus bei Anhénd) von Putrescin und zum Ver-
schwinden von Spermidin. Da Spermidin das Vorlaufermdl&kiHypusin ist, wird angenom-
men, dass die Hypusin-Modifikation direkt an der Steueruegy Zellwachstums beteiligt ist.
Bei Ausschaltung des Spermidin-Pools sollte demnach dieuslgpynthese verhindert wer-
den. Dafirr sprach, dass bei Einsatz von DFMO eine Akkunauriadies nicht hypusinylierten
Hypp-Vorlauferproteins beobachtet wurde.

Ob das Zellwachstum direkt durch die Hypusin-Biosynthessegeert wird, ist fraglich.
Dagegen spricht, dass die Hypusin-Syntheserate nichhdiliec Menge des intrazellularen
Spermidins begrenzt wird [ERNERet al. 1986]. Der Anteil des zur vollstandigen Hypusin-
synthese notwendigen Spermidins an dessen zellularem@asage liegt nur bei etwa 10%
[PARK 1987]. Fur das Protein wurde eine eine lange biologischéwiatszeit in der Zelle
von bis zu 120 Stunden postuliert f&DoONet al. 1987]; [TORRELIO et al. 1987]. Desweite-
ren haben Experimente zur Hemmung der Proteinsynthesé @ycoheximid gezeigt, dass
das Hypp-Vorlauferprotein sofort nach der Translation ifzoert wird und dass die zweite en-
zymatische Modifikationsstufe der Hydroxylierung alsveesibel erachtet wird [ffRK 1987];
[PARK et al. 2003]. Demnach sollte nicht der Polyaminpool die Hsyphildungsrate regulieren
sondern die Translationsrate des Proteins.

Bei der Expression von verschiedenen Hypp-Formen, dieiprdistabilisierende Sequen-
zelemente trugen, in Hefestdmmen mit disruptierten chemma@alerHYP-Loci konnte ein ra-
scher Abbau des Proteins ausgelost werden. Dies fuhrterwedetektierbaren Veranderungen
des Polysomenprofils noch zu einer Hemmung der globaleriRbddsyntheserate (70% der
Wildtyp-Translationsrate blieb erhalten) fKiG und HERSHEY 1994]. Diese Beobachtungen
deuten nicht auf eine essentielle generelle translateistinktion hin.

3.3.2 Hinweise auf Zellzyklus-Arretierung zwischen G- und S-Phase

Einige Studien mit verschiedenen Inhibitoren, die einebgdétlen Enzyme der Hypusinsynthese
hemmen sollen, verhinderten das Wachstum von SaugeterZ@aRrK et al. 1993] und indu-
zierten einen reversiblen Zellzyklus-Arrest anr&-Ubergang [RRK 1987];

[LALANDE und HANAUSKE-ABEL 1990]. Ein solche Zellzyklus-Halt am gleichen Phasen-
Ubergang war auch an 9L-Gehirn-Tumorzellen nach BehanahitigFMO beobachtet worden
[PARK 1987].

Saugetierzellen, die mit Mimosin behandelt wurden, zeigiae Zellzyklusarretierung zwi-
schen G- und S-Phase. Eine Differential-Display-Analyse von goiyaler RNA dieser Zel-
len legte eine geringere Expression von speziellen mRNAmpfiarunter die mRNA codie-
rend fir Cytochrom-c-Oxidase Untereinheit 1, ein mitochra@iccodierte Protein, von dem
eine translationale Kontrolle angenommen wird und dasskhtfur die Zellproliferation ist
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[HANAUSKE-ABEL et al. 1995]. Die Autoren sprechen von mdglichen Hypusihaalgig kon-
trollierten Nukleinséduren, welche die erste molekularei8fs die Rolle Hypps bei der Kon-
trolle des Wachstums darstellen wirden. Allerdings hemEisaen-Chelatisierer wie Mimosin
neben DHH wahrscheinlich auch andere Eisen-abhangigenigzgarunter z.B. auch DNA-
Polymerasen. Daher ist die Spezifitat der DHH-Hemmung itthgind sind die Ergebnisse der
gemessenen RNA-Expressionsunterschiede nicht zwingeindeminhibierung der Hypusin-
Synthese verknupft.

Durch Anwendung von Spermidin-Analoga, welche als speni@sDHS-Inhibitoren dis-
kutiert werden, konnte der Zellzyklus-Stop vor Erreiches @ -Restriktionspunktes in hu-
manen leukdmischen Lymphocyten erneut gezeigt werdenefdal. 2003a]. GC7, das als
DHS-Hemmer mit der wirksamsten Hemmwirkung bei Saugetiesa beschrieben wurde,
erzeugte ebenfalls einen reversiblen Zellzyklus-Stop idhAeonSulfolobus acidocaldarius
[JANSSsONet al. 2000] vor Beginn der Mitose am Ende der D-Phase, weleh&ulkaryonten
der &-Phase entspricht.

Die Hinweise verdichten sich, dass Zellen, deren Hypusiti®se nicht durch Inhibito-
ren gestort ist, ditHYP-mRNA wéahrend der &Phase exprimieren. In somatischen Mais-
Zellen wurde eine starke Induktion des Gens wahrepte&tgestellt, welches wahrend S4-G
und M-Phase bis zur erneuten Induktion in der nachsterlase fast vollig abgebaut wur-
de [DRESSELHAUSet al. 1999]. Auch in der gsPhase von nicht befruchteten Mais-Eizellen
konnten hohélYP-Transkript-Raten gemessen werden. Die Autoren nehmeruaieeschied-
liche Regulation Hypps in Embryo-Zellen und somatischerlefietn. Eine Analyse des so-
matischen Zellzyklus im Dinoflagellate@rypthecodinium cohnizeigte die gleiche starke
Expression in der friihen {8Phase und eine sehr starke Abnahme beim Einstieg in die S-
Phase [GIAN et al. 2002]. Die gezeigten Beispiele verdeutlichen ein&Mépfung der Hypp-
Transkription mit der @G-Phase. Ob Hypp selbst an der Steuerung des Zellzykludigetsi,
z.B. durch Steuerung der Translation einer Proteinuntpmguwelche fiir den GS-Ubergang
erforderlich ist, bedarf weiterer klarender Untersuchemg

3.3.3 Beteiligung Hypps an apoptotischen Vorgangen — méghe Rollen bei Krebsent-
stehung und Zellalterung

Einige experimentelle Arbeiten deuten darauf hin, dasgHgipe Rolle bei apoptotischen Vor-
gangen spielt. Vor einiger Zeit wurde eine Korrelation zshisn der Spermidin-abhangigen Mo-
difikation Hypps und der Steuerung apoptotischer Vorgandgeepatom-Tumorzellen gefunden
[TOME et al. 1997]. Die Ornithin-Decarboxylase Uberexprimielem Zellen zeigten angeho-
bene Putrescin-Werte und eine erhdhte Rate an unmodifiniéfigp-Vorlauferprotein sowie
Anzeichen fur programmierten Zelltod. Einige Autoren, bes der Behandlung von Tumor-
Saugetierzellinien mit Diaminoalkan-Derivaten zur Henmgwon DHS oder Anwendung von
Mimosin einen reversiblen Wachstumsstopp beobachte¢raberichten Uber gleichzeitiges
apoptotisches Sterben eines Teils der Zellen gt al. 2003a]; [ENO et al. 2000]. Aufgrund
dieser Ergebnisse wurde diskutiert, ob Hypp Apoptose wedrn kann. Die Tatsache, dass
eine andere Arbeitsgruppe bei mit GC7 behandelten humarmanyMendothelzellen einen pro-
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tektiven Effektgegereinen apoptotischen Zelltod ausgeldst durch Serum-Hungédyeschreibt
[LEE et al. 2002], zeigt, dass die apoptotischen ZusammenhéygesHierzeit kontrovers dis-
kutiert werden. Studien auf Basis von genetisch verand@&ystemen im Gegensatz zur An-
wendung von Hemmsubstanzen der Hypusinsynthese wirdemhifikunft mehr Klarheit
schaffen.

Auch bei der Hemmung des Ubiquitin-Proteasoms durch Itdrién in leukamischen Zel-
len konnte eine Anh&ufung von nicht hypusinyliertem Hypgroeinem entsprechenden pro-
teolytischen Hypp-Fragment bei gleichzeitiger Ausléswog Apoptose beobachtet werden
[JIN et al. 2003b]. Dabei nahm mit zunehmender Hemmzeit des & otes die hypusinylierte
Wildtypform stark ab. Diaminoheptan hatte einen ahnlick&rkt, jedoch war er viel weniger
ausgepragt als bei Anwendung der Proteasom-InhibitorenADtoren beobachteten auch ei-
ne Veranderung der subzellularen Lokalisation Hypps ésigfiten) zwischen inhibierten und
nicht inhibierten Zellen. Bei Wildtypzellen nahm die MengesdGFP-gelabelten Hypps im
Zellkern nach 24 h Kultivierungsdauer sehr stark ab, wéahkaser Effekt bei Hemmung des
Proteasoms oder bei Wachstumsarrest durch Diaminooathhzau beobachten war.

Indizien fur eine spezielle Hypp-Aktivitat gibt es auch iktigen onkogenen Zellen und
Geweben. Bei mit dem Ras-Onkogen transfizierten NIH3T3-Aellarde eine stark erhdhte
Aktivitat der Hypusinsynthese festgestellt und demnaale erhohte Deoxyhypusin-Synthase-
Aktivitdt. Die HYP-mRNA-Level waren im Vergleich zur Kontrolle nicht erhéhtieDAu-
toren vermuteten daher eine Regulation Hypps auf der poskrigptionalen und/oder post-
translationalen Stufe [@EN und CHEN 1997b]. Diese Hypothese wird gestiitzt durch eine pro-
teomische Analyse von Lungen-Adenocarcinomen, bei debéstimmten Tumorsorten eine
deutliche Erh6hung der Hypp-Protein-Expression gemesseden. Auch die Hypp-mRNA-
Level in diesen Tumorzellen waren erhoéht, korrelierterogdnicht mit den Proteinmengen
[CHEN et al. 2003].

Die zweite im menschlichen Genom gefundene Hyppgenformt zene Uberexpression
in bestimmten humanen KrebszellekiNs et al. 2001]; [GuAN et al. 2001] und wurde da-
her als Onkogen postuliert [EMENT et al. 2003]. Dies deutet auf spezielle Funktionen von
Hyp(hum)1p und Hyp(hum)2p bei der Proliferation von gesmaellen und Krebszellen hin.

Die Arbeitsgruppe um ABRUZZESE versucht Zusammenhange zwischen der apoptoti-
schen Wirkung einer fehlenden Hypp-Funktion und der pasitiKorrelation Hypps mit der
Zell-Proliferation aufzuzeigen. Das Cytokin InterferanflFNa) induziert Apoptose in hu-
manen epidermoiden KB-Zellen. Dabei wurde eine Hyperakting der MEK1- und ERK-
Signalwege und eine Abnahme der Hypusin enthaltenden Fonopdifestgestellt. Die Gabe
von epidermalem Wachstumsfaktor EGF stellte sowohl dieudypSynthese als auch eine
normale Zellwachstumsrate wieder her. Ferner wurde eiargystischer Effekt von IFN und
GC7 auf die Apoptoseinduktion festgestellt. Die Autorenlsglén daher eine Regulation der
durch IFNx induzierbaren Apoptose durch Hypp vor und diskutiertenHtiypp-Aktivitat als
Ansatzpunkt fur neue Anti-Krebs-TherapienJRAGLIA et al. 2003].

Hypp wurde auch in einen Zusammenhang mit der Zellalterwtgaght. Verschiedene
Hypusinsyntheseraten wurden in jungen und alten Zellearglein [GHEN und CHEN 1997].
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Hinweise in diese Richtung stammen vor allem aus Studien am#&h. Bei Tomatenpflan-
zen stiegen die mRNA-Mengen von DHS und Hypp in alternden &téttFrichten sowie
in durch Umwelteinflisse gestressten Blattern, die Anzeicken Apoptose aufwiesen, an
[WANG et al. 2001]. Dies bringt Hypp erneut mit der Regulation vom&ein Verbindung,
welche fur die Auslésung des programmierten Zelltods bghaterden. Eine Studie aAra-
bidopsisbestatigte diese Ergebnisse und zeigte weiterhin, dasp Hyph fir die Entwick-
lung von Pflanzen essentiell ist. So wurde bewiesen, dasseifalf der Pflanzenentwick-
lung die Expression von DHS und von Hypp 1 zu bestimmten dekpen Maxima aufwiesen
[WANG et al. 2003].

Es gibt Hinweise auf die Funktion des Proteins bei der Stredhszierten Signaltransduk-
tion. Pankreas-Zellen, bei denen der Zelltod durch Hitzesk induziert wurde, wiesen einen
Verlust des modifizierten Hypp-Proteins aufAKEUCHI et al. 2002]. Vor kurzem wurde be-
richtet, dass Deoxyhypusin-Synthase in héheren Eukagyaetien (CHO)n vitro undin vivo
durch Protein-Kinase C (PKC) phosphoryliert wirdAKG et al. 2002b]. Als Suppressor des
temperatursensitiven Phanotyps einiger HeieP2Punktmutanten wurde ebenfaPC1ge-
funden [VALENTINI et al. 2002]. Bei Hefe iSPKC1insbesondere an der hypertonischen Stres-
santwort beteiligt. Die Auswirkungen dieser Tatsachendieif-Funktionen Hypps liegen noch
im dunkeln.

3.3.4 Subzellulare Lokalisation

Die subzellulare Lokalisation Hypps in Saugetierzellerd um XenopusOocyten ist Uber-
einstimmend beschrieben; Hypp befindet sich sowohl in dgswpatischen wie Kern-Kom-
partimenten und tritt konzentriert an der nukleoplasnchgs Oberflache der Kernporen-
Komplexe (nuclear pore complexes = NPC)gsoRIuset al. 1999] auf. Das Vorkommen
im Cytosol ist dabei nicht homogen, sondern erscheint pankify konzentriert. Von die-
sen punkférmigen Ansammlungen nimmt man an, dass sie inrébHeukaryonten ringfor-
mige Lamellen (Annulate Lamaelli = AL) darstellen. Dabentelt es sich um cytoplasma-
tische Organellen (mit Konzentration im perinukledren Barg die aus gepackten Lagen
von Membranen bestehen und Poren besitzen, die von Kempariet zu unterscheiden sind
[STAFSTROMUN STAEHLEN 1984]. Die Funktion dieser Kompartimente in der Zelle ist un
bekannt; man hat sie mit dem Turnover von KernporenkomplereVerbindung gebracht
[SuTovsKy et al. 1998]. In ihnen ist das Vorhandensein von Poly-A-mRN&hgewiesen
[KESSEL1992], ebenfalls eine Assoziation mit dem rauhen endo@ésohen Reticulum. Ein
Zusammenhang zwischen der AL-Entwicklung und Polyamiresidht ebenfalls. Bei der Be-
handlung von Burkitt-Lymphoma-Zellen mit DFMO und damit Haemg der Spermidinsyn-
these wurde ein Ansteigen der AL-Zahl festgestellt [AN 1988]. Bei zusatzlicher Zugabe
von Putrescin und damit Aufhebung des DFMO-Effekts redteigich die Zahl der Membran-
Organellen drastisch. Da DFMO als Stromaufwartshemmeldgipusinsynthese angenommen
wird und Hypp mit AL kolokalisiert, ist die Hypusinfunktiomit einiger Wahrscheinlichkeit
mit der der AL verknUpft.

Auch in S. cerevisiagJA0o und CHEN 2002] undDictostelium discoidiunfY OUNG 1998]
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humanes Hypp I

1 44 57 89 102 154
STSKTGK*HGHAKVH FQLIGIQDGYLSLL
HIV-1 Rev
1 35 50 75 84 116
NLS
RNA bindend LPPLERLTLD
Haupt-Doméne Leucin-reiche
Effektor Doméne
(NES)
Influenza A NS1
1 19 38 134 161 237
RNA bindend
(NLS) FSVIFDRLETLILL

Abbildung 3.5: Motiv-Ahnlichkeit zwischen dem HIV-1-Transaktivator Rev und human
Hyp(hum)1p . Die konservierte basische Aminosauresequenz um garsiiyest (Sternkennzeichnung)
Hypps besitzt Ahnlichkeit mit einem NLS-Signal aus Rev oder Influeh2dS1. Die korrelierende
Leucin-reiche Effektordoméne, die den Kernexport vermittelt, ist ableitba

wurde Hypp sowohl im Zellkern als auch in cytosolischen Kantipnenten nachgewiesen. Im
Schleimpilz konnte auch ein punktférmiges Anreicherungster im Cytosol ahnlich den AL
in XenopugOocyten beobachtet werden.

3.3.5 Die Bedeutung Hypps bei RNA-Kernexportvorgangen under Replikation von Re-
troviren

Ein unerwartetes Forschungsergebnis war die moglicheniégfking des Proteins mit der
Funktion des HIV-1-Rev-Proteins, die neben der Lokalisatitypps in Cytosol und Zell-
kern erstmals die Beteiligung des Proteins an Zellkern-BEppazessen hypothetisierte. Cross-
linking-Versuche hatten gezeigt, dass Hypp als ein Prbiedungspartner fir das HIV-1-
Transaktivatorprotein Rev fungiert (RiL et al. 1993]. Dabei fuhrte die Expression vdiyP-
Anti-Sense-RNA inXenopusOocyten zu einem Ausbleiben der durch Rev vermittelten §+an
aktivierung. In aktivierten Lymphocyten konnte eine Hagjulation der Expression Hypps ge-
messen werde, ein Effekt, der sich in HIV-1-infizierten Ti&e verstarkte [EEVEC et al. 1994].
Spater wurde gezeigt, dass zwei Doppelpunktmutanten Md3/i@ im C-terminalen Bereich
des humanen Proteins die HIV-1-Reifung verhindertea\|BcC et al. 1996]. Beide mutierten
Proteinformen kolokalisierten mit Rev im Zellkern und wieskarauf hin, dass Hypp ein Kern-
exportsignal besitzt.

Ein Sequenzvergleich des humanen Hypp | mit Rev und dem Irfa48aNS1-Protein
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machte deutlich, dass die Region um die HypusinmodifikatisrR&NA-Bindungsmotiv und
gleichzeitig als Kernlokalisationssignal aufgefasstdeerkann, die leucinreiche Sequenz zwi-
schen den Resten 89 und 84 als Effektor-Domane eines Kemsigomals (NES) (Abbil-
dung 3.5[LuU et al. 1997]). YOUNG zeigte hingegen, dass die Hypusinsynthese nicht in ei-
nem vermeintlichen Kernimport Hypps mitwirkt, sondern watdheinlich andere Funktio-
nen in der Zelle Ubernimmt [FUNG 1998]. Bei Mikroinjektionsexperimenten von nicht hy-
pusinyliertem Hypp in Zellkerne voiXenopusOocyten fand ein Export des Proteins statt
[RosoRIuset al. 1999], was auch auf die Entbehrlichkeit des Hypusist&ebeim Zellkernex-
port hinwies [RosoRrIuset al. 1999]. Ob jedoch der Hypp-Vorlaufer im Zellkern eingadsin-
modifikation erfuhr, bevor ein Export erfolgte, wurde nicHierprift. In einer anderen Studie
wurde bewiesen, dass auch das Rex-Protein des humanenOex&kmia Virus Typ 1 (Re-
trovirus HTLV-1) fur seine Transaktivierungsfunktion Hyjpendotigt [KATAHIRA et al. 1995].
Wenn ein Rex-Protein, das mit einer SV40-NLS fusioniert wai-Lymphocyten exprimiert
wurde, fuhrte dies zu einer Verhinderung der VirusreifuWwdurde Hypp in diesem System
Uberexprimiert, konnte dies die dominante Wirkung des Kdaalisationssignals in Rex sup-
primieren. Dies deutete darauf hin, dass Hypp auch fur didilkejon von HTLV-1 benétigt
wurde und die durch das mutierte Rex vermittelte Festsetklypps im Zellkern zur Verhin-
derung eines viralen RNA-Exports ausreichte. Demnach wailLdkalisation Hypps fur die
Rex-Funktion von Bedeutung.

RosoRIus et al. entdeckten durch GST-Fusionsprotein-Affinitateaiatographie, dass
Hypp mit dem generellen Ran-GTP abhéngigen Export-Rezeptor LiRidragiert. Mikro-
injektionsexperimente an somatischen Zellen zeigtens das Kernexport von Hypp durch
Einbringung von Leptomycin B, einem spezifischen Hemmer desé&ports tber CRM1,
verhindert werden kann. Es existieren auch Hinweise dadass fur NES-enthaltende Prote-
ine mehrere spezifische Export-Wege in héheren Eukaryard#randen sind. Durch Einsatz
von Hypp-Antikorpern und der Mutante Hypp-M14 konnte sfiszh der Kernexport des NES-
CRM1-Exportinl-Komplexes inhibiert werden, nicht aber dep&t von PKI, welches ein
RNA-unabhangiges NES enthaltJEANG et al. 1999]. Neben CRM1 wurde von einer unab-
hangigen Gruppe ein weiteres Exportin, Exportin 4, gefand@s den Export von Hypp aus
dem Zellkern vermittelt. Es kommt in héheren Eukaryontedogh nicht in Hefe vor. Die Auto-
ren zeigtenn vitro undin vivo, dass zum Aufbau des fur den Transport notwendigen Komgplexe
neben Ran-GTP und Exportin 4 voll hypusinyliertes Hypp wgéin muss. Eine Interaktion mit
CRM1 wurde hier nicht gezeigt.

Die essentiellen vivo-Funktion Hypps beim Kernexport von Ref und dem Ref-vernigtel
Export viraler RNA wurde nochmals von [bFMANN et al. 2001] in Zellkern-Mikroinjektions-
experimenten gezeigt. Sie zeigten auch durch Affinitats@latographie auf Proteinebene die
Interaktion Hypps mit den Nukleoporinen Can/nup214, nupI®®98 und nup62. Auch im
Zellkern befindliches Actin, das mit den nukleoplasmatscirilamenten assoziiert vorliegt,
wurde als Hyp-Interaktionspartner gefunden und spiel @iichtige Rolle bei der Vermittlung
der Transportfunktion Hypps.

Die Wirkung eines Deoxyhypusinsynthease-Hemmers auf ealeg Regulationssystem
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wurde auch fur das feline Immunodefizienzvirus (FIV) unterg. Dabei kam es zu ei-
ner dosisabhéangigen Reduktion der Virusreplikation bei idveg von 1,8-Diaminooctan
[HART et al. 2002]. Gemessen wurde eine Anhaufung von mehrfagiieaBsen Transkripten
im Cytoplasma und eine Abnahme der ungespleifdten und eigksieil3ten viralen mMRNAs.
Dieser Effekt von 1,8-Diaminooctan konnte in einer zuvorcthgeftihrten Studie mit dem po-
stulierten DHH-Hemmer Mimosin an humanen T-Lymphozyterhhbeobachtet werden, wohl
aber eine Suppression der HIV-1-ReplikationrdFMANN et al. 2001].

Ob es sich bei Hypp in seiner Hauptfunktion um ein kern-cigematische Shuttle-Protein
bei allen Eukaryonten handelt, wird derzeit noch kontrediskutiert. Im System Backerhe-
fe konnte bei einer fur den Kernexport temperatursensitkeOl-Mutante KPO1 = CRM)
keine Kernanreicherung eines GFP-Hyp2p im Gegensatz ztgiérerung von GFP-Rev be-
obachtet werden. Bei Einschrankung déYP-Funktion akkumulierte auch kein GFP-Rev-
Fusionsprotein im Zellkern [MLENTINI et al. 2002]. Auch in Wildtypzellen konnten die Auto-
ren keine Lokalisation Hypps im Zellkern nachweisen, sondeder perinuklearen Region.

Die Interaktion von humanem Hypp mit Rev und RRE-RNA wuimleitro durch elektro-
phoretische Banden-Verschiebungsassays gezeigt. Dabelev&8anden-Shift abhangig von
der Hypusin- oder Deoxyhypusin-Modifikation. Das Hypp-{&oifermolekil liel3 die elektro-
phoretischen Laufeigenschaften der RNA unverdndett gt al. 1997]. Ein &hnlicher Banden-
Shift wurde nicht nur durch die RRE-RNA ausgeldst sondern awecbhddie U6-snRNA. Im
Rahmen einer SELEX-Studie konnte eineitro-Interaktion des humanen Hypp mit einer spe-
ziellen RNA-Sequenz nachgewiesen werdew [phd CHEN 2001]. Fur diese Interaktion war
die Hypusin-Modifikation erforderlich.

Zusammenfassend lasst sich sagen, dass Anzeichen dafdnspr dass Hypp eine Funkti-
on beim Kernexport von retroviraler RNA in das Cytoplasma Ra und Rev wiederum tben
ihre transaktivierende Funktion durch Inhibierung desefans viraler RNA aus. Diese Vor-
gange scheinen bei eingeschrankter oder gestorter Hypktibn ebenfalls behindert. Hypp
beséalRe demnach neben der Erleichterung des Kernexporaadele zellulare Funktionen bei
der Reifung von Retroviren und Vorgangen des zellularen RNAablaismus.

3.3.6 Maogliche Funktion bei der Ribosomensynthese und beimi#au von mRNAs

Einige Ergebnisse deuten auf eine Funktion Hypps bei Ribese8ynthese bzw. beim Kernex-
port ribosomaler Untereinheiten hin. In einem Assay mihpeabilisierten Humanzellen wurde
eine Akkumulation Hypps in den Nukleoli gezeigtifowski et al. 2000], dem Ort der Ri-
bosomensynthese. Ferner wurde in Hefe im Zuge eines RplERsK&rnexport-Assays eine
Kernanhaufung des mit GFP fusionierten ribosomalen RrstRipl11b in temperatursensiti-
ven Prolin-83-Punktmutantengl2-1undnpl2-2) von Hyp2p beobachtet. Dies deutete auf eine
Akkumulation der 60S ribosomalen Untereinheit im Zellkéei gestorteHY P-Funktion hin
[STAGE-ZIMMERMANN et al. 2000]. Das Vorkommen Hypps als Ribosomen-assoziiEdle-

tor [BENNE und HERSHEY 1978] untermauert diese Beobachtungen, ebenso wie die zu 30%
verringerte Translationsrate in Hefe-Zellen ohne Hypt€Im[KANG und HERSHEY 1994].

19



Auch die Identifikation der Proteininteraktion HyppsSaccharomyces cerevisiagt dem ri-
bosomalen Protein L5 [JUNG 1998]; [SCHATZ et al. 1998], welches als ein wichtiger Faktor
des Zellkernexportsystems fur die 5S-rRNA gilt, durch zwealbhangig durchgefihrte Two-
Hybrid-Screens deutet zum einen auf die Beteiligung beinoExgn RNA aus dem Kern in
das Cytosol zum anderen auf die mogliche Funktion bei der Rihessynthese.

In einer temperatursensitiven Hefe-Mutante, welche im r@iitgalen Bereich eine punkt-
mutierte Form deHYP2Gens exprimierte, kam es zu einem Defekt im mRNA-Abbau
[Zuk und AcoBSON1998]. Die Mutante wies eine zu 30% erniedrigte Proteirtsyserate
und eine Akkumulation von mRNAs ohne 5’-Cap-Struktur auf.de® Ergebnis konnte durch
die Charakterisierung weiterer temperatursensith®P2Allele (darunternpl2-1 und npl2-

2) bestatigt werden [WLENTINI et al. 2002] und deutet auf eine Funktion Hypps als mRNA-
Abbaufaktor. Bei der weiteren Charakterisierung dieser kigta wurde Pablp als ein High-
Copy-Suppressor des dort vorliegenden temperatursesrsiihanotyps gefunden. Pablp bin-
det an die Poly-A-Enden von mRNAs und ist bei vielen Aspektes thRNA-Metabolismus
involviert, wie Prozessierung von RNA-3’-Enden, Translatund mRNA-Abbau.

Die aufgezeigten Funktionsaspekte lieRen sich mit den Bduwbagen zur subzellula-
ren Lokalisation (Cytosol + Zellkern) und mit der Hypothesges mMRNA-Zellkern-Cytosol-
Shuttleproteins, das zusammen mit anderen proteinerdearEa wirkt, kombinieren, voraus-
gesetzt Hypp ist am Kernexport bzw. an der Prozessierurey speziellen Untergruppe von
MRNA-Molekulen beteiligt, die fur Proteine der,&-Zellzyklus und Aufrechterhaltung der
Zellproliferation codieren.

Einige Beobachtungen sprechen dafir, dass eine spezifisapp&von Genen einer mog-
lichen posttranskriptionalen Kontrolle durch Hypp unisgt und nicht der globale mRNA-
Transport betroffen ist. So fiihrt die Uberexpression ejmamktmutierten Form vomYP2
I51K, die anstelle des hypusinylierten Lysinrestes einenelsahrest tragt, zu einem dosis-
abhangigen Wachstumsstop, der reversibel istyMG 1998]. Eine Regulation des globalen
RNA-Pools wirde nicht eine entsprechende spezifische Wirkaten. Hefezellen, die desta-
bilisierte Hypp-Formen exprimierten, zeigten bei derersfll keine globale Einschrankung
der Proteinsynthese &G und HERSHEY 1994]. Ferner konnteim situ-Hybridisierungen von
Hefestdmmen, die temperatursensitive Hypp-Allele trudgreme Akkumulation von Poly-A-
MRNA im Zellkern bei restriktiver Temperatur zeigenARTAKOFF, persotnliche Korrespon-
denz].

Neben dem gerade dargestellten heterogenen Bild der bekerdppp-Forschungsergebnisse
bleibt die Frage nach der Urfunktion des Proteins, die ehdllerdes Zellkernexports liegen
muss, da man das Protein in zellkernlosen Archaeen findstzétellen ist, dass aul3er der
klaren Evidenz fir das Hypusin enthaltende Protein als ktader Zellproliferation es bisher
nicht gelungen ist, eine fir alle Eukaryonten gultige defir@ Funktion oder auch mehrere
Funktionen zu finden, die alle vorliegenden Beobachtungdéren kbnnen.

20



3.4 Aufgabenstellung

Die Uberwiegend an Saugetierzellen beobachtete Lokialisaes Proteins im Zellkern und
Cytoplasma und Charakterisierung Hypps als essentielldoFék den Kernexport des HIV-
1-Transaktivatorproteins Rev sowie sein Ran-GTP-abhangigeexport durch die Exportine
CRM1 bzw. Exportin 4 wiesen auf eine Funktion des Proteins bé&nmexport von Proteinen
bzw. mRNASs. InS. cerevisiaést eine Kernlokalisation des Proteins bislang nicht ggzeor-
den, und das Vorkommen eines Hypusin bzw. Deoxyhypusiraéietiden Proteins in Archaea
deutete auf zellkernunabhangige Funktionen.

Im Rahmen einer mdglichst umfassenden phanotypischen Ghasidrung eines ausge-
pragt temperatursensitiven punktmutierté¥iP-Allels sollte die Hypothese, die Hypp im Zu-
sammenhang mit dem Zellkernexport eines speziellen Sulvset mMRNA-Molektlen sieht,
Uberpruft werden. Zunéchst sollte eine 2D-Gel-AnalyseRaoteinebene erfolgen, um aus der
Charakterisierung von unterexprimierten Proteinen begragestdrten Hypp-Funktion indirek-
te Hinweise auf die von Hypp beeinflussten Genfunktionenrkalten. Die Ergebnisse sollten
dann durch gezielte zellbiologische Uberpriifungen derdem Genen betroffenen Zellfunk-
tionen bestatigt werden.

Die Phanotypisierung war auf die Messung von genomweitamskriptomanalysen von
Wildtyp- und Mutantenstammen auszudehnen, um die Pratgbeisse zu reproduzieren und
maogliche mRNA-Interaktionspartner Hypps aufzufinden. 8gkeder Vergleich von Gesamt-
RNA-Transkriptionsprofilen aus Zellkern im Vergleich zum Gsol bei permissiver und re-
striktiver Temperatur sollte Aussagen Uber eine gestoelik@nexportfunktion der Mutante
liefern. Einige Ergebnisse der Transkriptomanalyse walarch unabhéngige Methoden zu
Uberprifen und zu verifizieren.

Im zweiten Teil einer Hypp-Funktionsstudie sollten Proteind RNA-Bindungspartner des
Hypusin enthaltenden Proteins durch affinitatschromafagsche Verfahren direkt gefunden
werden, um in unabhangigen experimentellen Anséatzen disndenen funktionellen Aspekte
Hypps zu bestéatigen und neue funktionale Hinweise zu enha@azu war eine Expression
und Reinigung N-terminaler GST-Hypp-Fusionsproteine dewtlihren. Durch die Expression
der Hyp2p-Punktmutante;4K in S. cerevisiaaund die heterologe Expression von Wildtyp-
Hyp2p in E. coli sollten GST-Hypp-Formen erzeugt werden, die keine Hypusdfifikation
aufwiesen. Dies sollte Aussagen uber die Abhangigkeit darrglenen Interaktionen von der
Hypusin-Modifikation ermdglichen.
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4. Materialien und Methoden

4.1 Materialien

4.1.1 Chemikalien, Enzyme, Kits
4.1.1.1 Chemikalien

a-[32P|dCTP,y- [32P| ATP
Acetonitril

Acrylamid

Agarose

Agarose, niedrig schmelzend
Ameisensaure
Ammoniumacetat
Ammoniumhydroxid
Ammoniumpersulfat(APS)
Ampicillin

Bakto-Agar

Bakto-Tryptone

Bakto-Peptone

BCIP

Bromphenolblau

BSA (versch. Reinigungsstufen)
Coomassie Brilliant Blue R 250
Coomassie Brilliant Blue G
Citronensaure

CHAPS

CY5-ddUTP

DAPI

DNA-GroRenstandard

DTT

EDTA-Titriplex Il

Essigsaure

Ethidium Bromid

Ficoll

5-FOA

Formaldehyd (25% in Wasser)
Formamid

Glutaraldehyd (25% in Wasser)
Glycerin

Glycin

Harnstoff

Hybond-N (Nylonmembran)
IPTG

Immobilineé®Il: pK 3.6, 4.6, 6.2, 7.0, 8.5, 9.3
Kanamycin

Methanol

MOPS (3-N-(Morpholino)-Propasulfonséure
MTT
N,N’-Methylenbisacrylamid
Natriumacetat
di-Natriumtetraborat-Decahydrat
Natriumthiosulfat-Pentahydrat
Natronlauge (1N)

NDS

Nucleotide
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Amersham- Buchler, Braunschweig, BRD
Merck, Darmstadt, BRD
Serva, Heidelberg, BRD
Sigma, Deisenhofen, BRD
Ambion(Europe), GB
Merck, Darmstadt, BRD
Merck, Darmstadt, BRD
Sigma, Deisenhofen, BRD
Sigma, Deisenhofen, BRD
Roche, Basel, Schweiz
Difco Laboratories, Detroit, USA
Difco Laboratories, Detroit, USA
Difco Laboratories, Detroit, USA
Roth, Karlsruhe, BRD
Merck, Darmstadt, BRD
Sigma, Deisenhofen, BRD
Serva, Heidelberg, BRD
Serva, Heidelberg, BRD
Merck, Darmstadt, BRD
Sigma, Deisenhofen, BRD
Mirus, Madison, USA
Sigma, Deisenhofen, BRD
Gibco, Eggenstein, BRD
Sigma,Deisenhofen, BRD
Sigma, Deisenhofen, BRD
Merck, Darmstadt, BRD
Sigma, Deisenhofen, BRD
Sigma, Deisenhofen, BRD
ABCR, Karlsruhe, BRD
Merck, Darmstadt, BRD
Flucka AG, Neu-Ulm, BRD
Merck, Darmstadt, BRD
Merck, Darmstadt, BRD
Merck, Darmstadt, BRD
Biorad, Hercules, USA
Amersham Pharmacia Biotech birgi, BRD
Roche, Basel, Schweiz
Amersham Pharmacia Biotéceiburg, BRD
Roche, Basel, Schweiz
Merck, Darmstadt, BRD
Merck, Darrdst8RD
Sigma, Deisenhofen, BRD
Serva, Deisenhofen, BRD
Merck, Darmstadt, BRD
Merck, Darmstadt, BRD
Merck, Darmstadt, BRD
Merck, Darmstadt, BRD
Acros Organics
New England Biolabs, Schwabach, BRD



Pharmalyte
2-Propanol
Rnase-Zap

RNA Millennium Markers™
SDS

Silbernitrat

Silicondl DC 200
TEMED

Trypsin
Trifluoressigsaure
Tris

X-Gal

Yeast Nitrogen Base

Zymolyase (syn. Zymolase, versch. Reinigungsstufen)

Merck, Darmstadt, BRD
Merck, Darmstadt, BRD
Ambion(Europe), GB
Ambion(Europe), GB
Sigma, Deisenhofen, BRD
Riedel-de Haen, Seelze, BRD
Serva, Heidelberg, BRD
Serva, Heidelberg, BRD
Roche, Basel, Schweiz

PE Biosystems, USA
Sigma, Deisenhofen, BRD
Roche, Basel, Schweiz
Difco Laboratories Detroit, USA

8jdheisenhofen

Alle verwendeten nicht aufgefiihrten Chemikalien wurdenden Firmen Aldrich (Steinheim),
Biomol (Hamburg), Fluka (Neu-UIm), Merck (Darmstadt), NEBngland), Serva (Heidelberg)
oder Sigma (Deisenhofen) bezogen. Oligonukleotide wuvderder Firma metabion (Martins-
ried, BRD) synthetisiert und HPLC-gereinigt.

4.1.1.2 Restriktionsenzyme, Polymerasen, Modifizierungegyme

Intestinale Kalber-Phosphatase
T4-DNA-Polymerase
T4-DNA-Ligase

Terminale Transferase

DNAse |

Rnase A
Venizr-DNA-Polymerase
Tag-DNA-Polymerase
AmpliTag Gold DNA-Polymerase
Turbo-Pfu-Polymerase
DNA-Restriktionsenzyme
Endoproteinase Trypsin
Endoproteinase LysC
Proteinase K
Thrombin-Protease

4.1.1.3 Kommerzielle Kits

QIAquick Gel Extraktion Kit
QIAquick PCR Purification Kit
QIAprep Spin Miniprep Kit
Qiagen Plasmid Maxi Kit

Topo TA Cloning Kit

Access RT-PCR System
TagMan Gold RT-PCR Kit
Syb®Green PCR Master Mix
NorthernMa®®Complete
KinaseMaX™ 5’End-Labeling Kit
Gene Images CDP-Star detection module

Roche, Basel, Schweiz
Roche, Basel, Schweiz
New England Biolabs, Schwalbach, BRD
Roche, Basel, Schweiz
Roche, Basel, Schweiz
Roche, Basel, Schweiz
New England Biolabs, Schwalbach, BRD
Peqglab Biotechnologie GmbH, Erlang&i)
Applied Biosystems, Weitadit BRD
Stratagene, Heidelberg, BRD
New England Biolabs, Schwalbach, BRD
Roche, Basel, Schweiz
Roche, Basel, Schweiz
Roche, Basel, Schweiz
Amersham Pharmacia Biotech, Freiburg, BRD

Qiagen, Hilden, BRD
Qiagen, Hilden, BRD
Qiagen, Hilden, BRD
Qiagen, Hilden, BRD
Invitrogen, Carlsbad, USA
Promega, Madison, USA
Applied Biosystems, Weitersatdt, BRD
Applied Biosystems, Weiterstadt, BRD
Ambion(Europe), GB
Ambion,(Europe), GB
Amersham Pharmacia Biotechygrr8iRD

Gene Images random prime labelling module  Amersham Pharmacia Biotechuyrgr&RD
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Random Prime labelling kit Roche, Basel, Schweiz
RNAspectréMGreen Fluorescent mRNA GenHunter Corporation, Nashville, USA
Differential Display System

Message Clean Kit (DNase-Verdau-Kit) GenHunter Corporation, WhshUSA

Yeastmaker Yeast Transformation System 2 BD Biosciences ClontechARa|&JSA

In Situ Cell Death Detection Kit Roche, Basel, Schweiz

Colloidal Blue Stain Novec Electrophoresis GmbH, Frankfurt a.M., BRD

4.1.2 Verwendete Mikroorganismen und Plasmide

4.1.2.1 Escherichiacoli

| Stamm | Genotyp | Vertreiber |
XLI-Blue | supE44, hsdRI7, recAl, endAl, gyrA96, thi-1, relAl, Stratagene, Heidelberg,
lac[F proAB", lacl¥ lacZAMI5, TnlO (Tet)] BRD
M15 nals, strs, rifs, lac, ara, gal, mtE~ Quiagen, Hilden, BRD

[ZAMENHOF und VILLAREJO 1972]

BL21 E. coliB, F~, dcm, ompT, hsd@g- mg-), gal
[GRODBERGet al. 1988]

JM105 thi-1, rpsL, endAl, sbcBC, hsdR4, (lac-proAB),
traD36, proAB, lact lacZAM15]
[YANISCH-PERRONet al. 1985]

JM109 thi-1, endAl, gyrA96, hsdR17(rk-mk+), mcrB+,
recAl, relAl, supE44 . (lac-proAB),F’[traD36,
proAB, lacP lacZAMIS]

TOP10 | F~, mcrA, A(mrr-hsdRMS-mcrBC), d80lacZAM15, | Invitrogen, Carlsbad,
AlacX74,recAl, dedR, araD139,A(ara-leu) 7697, USA

galU, galk, rpsL (Str?) endA1, nupG

4.1.2.2 Saccharomyces cerevisiae

| Stamm | Genotyp | Herkunft |
W303-D MATal, leu2-3, 112, ura3-1, 112, his3-11, 15Rothstein [1983]
trp1-1, 15, ade2-l, can1-100
W303-IMATa MATa, leu2-3, 112, ura3-1, 112, his3-11, 15, Rothstein [1983]
trp1-1, 15, ade2-l, can1-100
W303 # 6-9 MATa, hypl::TRPI, hyp2::LEU2, HYP 1, YEp| Otasek, vorl.
d-HYP (URA3)Sonst isogenetisch mit Dissertation
W303-D
WDHyp2-16Gal| MATa, hypl::TRPI, hyp2::LEU2, HYP 1, pRS| [Y OUNG 1998]
HYP2 (URA3)Sonst isogenetisch mit W303-I
BJ5464 MATa, ura3-52, trpl, leuAl, hisn200, [JONES1991]
pep4::HIS3, prbA1.6R canl GAL

Ay
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4.1.3 Verwendete Plasmide

| Plasmid | Charakteristika | Beschreibung | Referenz
pCR2.I amg, karl, F1 ori, E. coli-,Rescueplasmid” fir PCR-produkte | Invitrogen, Carlsbad, USA
ColE1 ori, lacZx mit Topoisomeraseaktivitat
pCRA4- amg, karf, pUC ori, E. coli-,Rescueplasmid” fur PCR-produkte | Invitrogen, Carlsbad, USA
TOPO lacZa mit Topoisomeraseaktivitat
amg, pBR322 oriJac 19, E. coli-Expressionsvektor zur Generierung | Amersham Pharmacia
PGEX-4T2 GST von GST-Fusionsproteinen mit Biotech, Freiburg, BRD
Thrombin-Schnittstelle
pRS313 | HIS3, lacZ, amp, HefeE.coli-Shuttle-Vector miHIS3-Marker
MSC, CEN6 (Single-Copy) [SikoRskI und HETER 1989]
PRSG313| wie pRS313 aber mit HefeE.coli-Shuttle-Vector miURA3Marker | [WOHL 1994]
Gal-1/10-Promotor (Single-Copy) und Gal-Promotor
pRSG316| URAS3, lacZ, amp, MSC, | HefeE.coli-Shuttle-Vector miHIS3Marker [YouNG 1998]
CENS6, GAL-1/10-Pr. (Single-Copy) und Gal-Promotor
pCM189 | URA3, amp, lacZ, CEN6, | HefeE.coli-Shuttle-Vector JRA3Marker, [GARI et al. 1997]
TetO-Pr. Single-Copy) zur Expression von Proteinen in
Hefe unter dem Tetracyclin-Off-Promotor
pYES2 URA3, amp, 2y ori, HefeE.coli-Shuttle-Vector miURA3Marker | Invitrogen, Carlsbad, USA
F1 ori, GAL-1/10-Pr. und Gal-Promotor (Multi-Copy) zur
Proteinexpression in Hefe
abgel. von pRSG316| Exprimiert hefeeigenes Hyp2p von einem [YouNG 1998]
pRSG316; Single-CopydRA3Plasmid
HYP2
abgeleitet von Exprimiert die PunktmutantedaVv des [YouNG 1998]
PRSG3137 pRrSG313 humanen Hyplp (,elF-5A1%)
HYP(hum{sg

4.1.4 Konstruierte Plasmide

| Plasmid | Beschreibung

pCR2ACT1 enthalt die fur Actin (Actlp) codierende DNA-Sequenz

pCR4-RRE enthalt eine zur RRE-RNA-Sequenz des HIV-1 komplement&A{Sequenz

pPGEX4HYP2 E. coli-Expressionsvektor, abgeleitet von pGEX-4T2, exprimieterminal
GST-getaggtes Hyp2p

pRSG316YHM2 Single-CopyE. coli/HefeShuttle-Vektor zur Expression von Yhm2p$ cerevisiae

PRSG313HYP(hum) exprimiert humanes Hyp1lp (,elF-5A1") unter der Kontrolles$GAL1-18Promotors

PRSG313HYPAGsy) exprimiert die PunktmutantedzV des hefeeigenen Hyp2B@AI1-10-Promotor)

pCMV189-HYP2 exprimiert das hefeeigene Hyp2p unter dem regulierbar@adylin-Off-Promotor

pCMV189-HYP(hum) exprimiert humanes Hyplp (,elF-5A1") unter dem reguliedra
Tetracyclin-Off-Promotor

pCMV189-HYPAGgy) exprimiert die PunktmutantedzV des hefeeigenen Hyp2p (Tetracyclin-Off-Promota

pPpCMV189-HYP(hunm(Gg1) | exprimiert die Punktmutantedgv des humanen Hyplp
(,elF-5A1%)(Tetracyclin-Off-Promotor)

PYES2GST Poly-CopyE. coli/Hefe-Shuttle-Vektor enthalt die GST-Sequenz mit C-teiater
Thrombinspaltstelle

PYESGSTHYP2 Expression GAL1-18Promotor) liefert ein GST-Hyp2p-Fusionsprotein

PYESGSTHYPAlI5:) Expression GAL1-1GPromotor) liefert die Punktmutierte GST-Hyp2p-Forgnk
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4.1.5 Haufig verwendete Puffer und Lésungen

SSC: TE:

150 mM NacCl 10 mM Tris-HCI pH 7,4
15mM  NaCitrat pH 7,0 1 mM EDTA
TAE: TBE:

40 mM  Tris-HAc pH 8,0 90 mM Tris

10mM EDTA 90 mM Borsaure
20mM  Eisessig 2,5 mM EDTA
TBS: 10 x PBS:

25mM  Tris-HCIpH 7,4 160 mM NgHP Oy
137 mM NacCl 40 mM NaHPOy
5mM KCI 15M NaCl, pH 7,5
0,6 MM NaHPO,

0,7mM CaCj

0,5mM MgChb

4.1.6 Gerate

GielRkassette fir Gele:

fur 10 Gele, Glasplatten 16 cm (Breite) x 17 cm (HOhe) Bio-Rad

Kammern fur Minigele und Kleine Gele (12 cm x 12,5 cm) Werkstéatten MPI fur iBeocie
Kamme und Spacer Bio-Rad; Werkst. MPI f. Biochem.
IPG-Gelplatten Amersham Pharmacia
IEF-Kammern:

Multiphor Il electrophoresis unit 2117 und Ultrophor Amersham Pharmacia
Electrofocussing Unit 2217:

SDS-PAGE-Kammer: PROTEAN Il xi Multi-Cell Amersham Pharmacia
Reswelling Tray Werkstatten MPI f. Biochemie

Spannungsquellen fur IEF: 2297 Macrodrive 5 (bis max. 3000 Amersham Pharmacia; Heinzinger
V); Economy line LNC 10000-5pos (bis max. 5000V)

Spannungsquellen fir SDS-PAGE: BioRad; Biometra; Heinzinger
Semi-Dry-Blot-Apparatur Werkstatten MPI fiir Biochemie
Gel-Scanner: SHARP JX-Serie u. Labscan 2.0-Software Amershammbia

HPLC:

System HP1100 Agilent Technologies

Vorsaule : OPTI-Guard, C8, 1mm Wicom

Trennsaule: MicroCARP150-1, RP-18, Purosphensn, Merck

endcapped, 1mm

Micro-Entsalzung: Poros 50RL C18-RP-Material Poros
Protein-Sequenzierung:

PROCISEMProteinsequenzer-System 492 A PE Biosystems
Agarose-Gel-Kammern: Werkstatten MPI f. Biochemie
Vakuum-Blot-Apparatur : Werkstatten MPI f. Biochemie
DNA-Gel-Dokumentation: Polaroid-Kamera mit Cybertech

UV 30onm-Leuchtbank

Photometer: Spektralphotometer UVikon 922 Kontron

26



Waagen:

Sartorius Research Sartorius

Mettler PE 3600 Delta Range Mettler
Zentrifugen:

Ultrazentrifuge L8 versch. Rotoren Beckman Coulter
Ultratischzentrifuge TLA Beckman Coulter

Sorvall Zentrifuge RC-5B, Rotor SS34
Kuhlzentrifuge SIGMA 4K10

Kendro Laboratory Product
B.Braun

Tischzentrifuge Sigma 201M Sigma
Tischzentrifuge Hettich Universal Hettich
Wasserbad(thermostatisierbar, Pumpe) Haake
Kéltetechnik (-20°C; -80°C) AEG, Liebherr Heraeus
Gefriertrocknung Lyovac GT 2E Finn-Aqua
Magnetriihrer IKAMAG RET Bachofer

Mixer: Bender&Hobein AG
pH-Meter wtw pH 521 wtw

Hand-Pipetten: AbiMed; Eppendorf
Speed-Vac Concentrator Bachofer
Zentrifugationskonzentration: Amicon Microcon 30 Millipore
Thermoschittler 5437 Eppendorf
Ultraschallgerat Sonifier 450 Branson
dest-Wasser-Anlage: Milli-Q-Plus Millipore

4.1.7 S. cerevisiae-Kultivierung

4.1.7.1 Vollmedium

Das \Wollmedium gemal f&=RMAN 1991] wurde fur Kultivierungen benutzt, bei denen kei-
ne Selektionsbedingungen bendtigt oder erwtinscht wareheBktand aus 2% Bacto-Pepton,
1%Hefeextrakt und 2% Glukose (YPD) oder 3% Galaktose (YR@#i Herstellung von
Mediumplatten wurde 2% Bacto-Agar zugesetzt. Um Karametlimg zu verhindern, wur-
den 20%ige (10x) Stocklosungen der verschiedenen Zuck&o&é, Galaktose, Raffinose und
Sorbitol seperat autoklaviert und zugegeben.

4.1.7.2 Semisynthetisches Selektivmedium (SSM)

Selektivmedium nach [BERMAN 1991] wurde zur Selektion gegen Genfunktionen benutzt und
enthielt 0,67% Yeast Nitrogen Base, 2% Glukose (SSM) oder 38akdose (SSMGal) (dann

in Kombination mit 2% Raffinose) sowie Aminosauren mit Ausmahvon L-Tryptophan (W),
L-Histidin (H), L-Leucin (L) und den organischen Basen Ut&di) und Adenin (A). Die letzte-
ren Komponenten wurden je nach den Selektionserfordemisseiner Endkonzentration von
20 mg/L [SHERMAN 1991] in Form steriler Stamm-LOsungen nach dem Autoklavieruge-
setzt. Bei Herstellung von Mediumplatten wurde 2% Bacto-A@apoige sterile Stocklosung)
nach dem Autoklavieren zugesetzt.
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4.1.7.3 FOA-Medium (FM)

Fur die Selektion gegen den Urd&héanotyp nach [BEKE et al. 1987] wurde SSM mit einer
Konzentration von 50 mg/L Uracil und 0,1% 5-FOA pro L verwenhd

4.1.7.4 Minimal-Sporulationsmedium (MSM)

Als Sporulationsmedium (MSM), modifiziert nachH8RMAN 1991], diente 1% Kaliumacetat
pH 6,7. Zusatzlich wurden fir die jeweilige Selektion dienbigten Aminosauren aus Stock-
Ldsungen beigemengt, die Losung anschliel3end steriefiltri

4.1.7.5 Kulturbedingungen fiir Saccharomyces cerevisiae

S. cerevisiaavurde bei 30°C in Flussigkulturen gezichtet. Das Mediurtididabei nur max.
1/5 des jeweiligen Erlenmeyerkolbenvolumens aus. Benutzdl@n Kolben bis maximal 10L
Gesamtvolumen. Die Zellen wurden in einem Schuttelinkoibagi einer Drehschittelfrequenz
von max. 250 rpm gezlchtet. Fur Hefe-Kleinkulturen (>5mlureken schrag gestellte Plastik-
Falcon-Roéhrchen oder sterile Reagenzglaser verwendet. Bdh&im auf festem Medium
wurden die Zellen auf Agar-Platten ausgestrichen und b 3@kubiert. Temperatur-sensitive
Mutanten wurden bei einer permissiven Temperatur von 25%€restriktiven Temperaturen
von 37°C und 39°C kultiviert.

4.1.8 E. coli-Kultivierung
4.1.8.1 Bakterielles Medium (LB)

Wenn nicht anders angegeben, wurden alle BakterienkuliareB-Medium gezichtet, wel-
ches aus 1% Trypton, 0,5% Hefeextrakt und 0,5% Na@MBROOK et al. 1989] bei pH 7,0
bestand. Ampicillin bei einer Konzentration von g@mL wurde zur Selektion zugesetzt.
Einige E. coli-Stamme bendtigten zur Selektion Kanamycin in einer Endé&otration von
25 pg/mL im Medium. Zur Herstellung von Kulturplatten wurdeteabenutzten LB-Medium-
Varianten mit 1,5% Bacto-Agar versetzt.

4.1.8.2 Bakterien-Kulturbedingungen

Alle E. coli-Stamme wurden bei 37°C entweder auf Selektivplatten ad€tlissigmedium in
Erlenmyerkolben (maximale Fullung: 1/10 Gesamtvolumeny.lbis 5 mL in Reagenzglasern
oder Falcon-Rohrchen angeztichtet.
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4.2 Methoden der Molekularbiologie

4.2.1 Praparation von Nukleinsauren
4.2.1.1 Plasmidpraparation aust. coli

Plasmid-DNA au<.coliwurde mittels alkalischer Lyse gewonnen, wie bei
[BIRNBOIM und DoliLY 1979] beschrieben.

4.2.1.2 Préaparation genomischer DNA au$. cerevisiae

Fir die Praparation genomischer DNA aus Hefe wurden jev@@ilsL einer logarithmischen
Schattelkultur nach der bei FEERMAN et al. 1986] beschriebenen Methode verwendet.

4.2.1.3 Verdau von DNA mit Restriktionsendonukleasen

Die Menge von Enzymen, DNA, Salzkonzentration, Temperanda Dauer der Spaltungs-
Reaktionen variierten abhéngig von der speziellen Anwegdiei bekannter Anzahl der
Schnittstellen wurden die einzusetzende Enzymmenge stiei€paltzeit aus dem Vergleich
mit den flr den Phageh bekannten Daten errechnet. In einem typischen analytisbbe
dau wurden 250 ng der Plasmid-DNA mit 0,5 U des jeweiligenyleme fir 60 min bei 37°C
gespalten. Wenn notwendig, wurde die Endonuklease dunciZdsatz von BSA (1Q0@y/ml)
stabilisiert. Fur den Verdau genomischer DNA wurde mit 331j8g DNA flir 16-24 h gespalten.
Bei mehrfachen Restriktionsspaltungen, die nicht gleid¢tgziei demselben Puffer durchgefuhrt
werden konnten, wurde die DNA nach der ersten Restriktiaigspy quantitativ mit Ethanol
gefallt und danach im passenden zweiten Puffer gespalten.

4.2.2 DNA-Leiter-Analyse (DNA laddering)

5 mL einer logarithmischen Hefekultur wurden bei 1000 x geattdfugiert. Die Zellen wur-
den durch Zymolyase-Verdau sphéroplastiert. Die pettetreSphéaroplasten wurden in 1 mL
DNA-Lysis-Puffer (100 mM Tris-HCI, pH8,5; 5 mM EDTA; 0,2% SD300 mM NaCl) resus-
pendiert. 10Qug/mL Proteinase K (2QL einer 1 mg/mL-Stammisg.) wurden zugegeben, die
Suspension fur 3 h bei 37°C inkubiert. Darauf wurden ADOsopropanol (RT) zugesetzt und
die Mischung Uber Nacht bei 4°C stehen gelassen. Es wurdeirB®en14000 rpm und 4°C
zentrifugiert. Der Uberstand wurde durch Absaugen mitrdidasserstrahlpumpe entfernt. Das
Pellet wurde 1 xin 20QL 70% Ethanol gewaschen und 15 min bei 14000 rpm zentriftdier
Uberstand wurde abgesaugt und das Pellet lie man kurz anfiérocknen. Danach wurde es
in 10 yL TE-Puffer resuspendiert. 4. einer Img/mL Rnase A-L6sung wurden zugegeben und
die Mischung 30 min bei 37°C inkubiert. Nach Mischung mitlOeines DNA-Probenpuffers
wurde die DNA gelelektrophoretisch in einem 1,5%igen Agaf®AE-Gel bei 80 V wahrend
einer Stunde aufgetrennt und durch EtBr-Farbung sichtbaaght.
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4.2.3 Polymerasen
4.2.3.1 Erzeugung glatter Enden aus 3'- oder 5’-Uberhangen

Fur einige Klonierungsstrategien war es haufig notwendigo@er 5-Uberhange zu glatten.
Dies wurde durch die Anwendung von T4-DNA-Polymerase enteKohesive Enden tragende
DNA wurde zu einer Lésung mit 100M dNTP, 1-2 U Polymeraspg DNA gegeben und bei

12°C fur 20 min inkubiert. Es folgte eine Hitzedenaturieguoei 75°C fir 10 min.

4.2.3.2 Reverse Transkription

Die Synthese von beiden cDNA-Strangen bei der Produktionc®NA-Bibliotheken geschah
durch Anwendung von Moloney-Maus-Leukamie-Virus-reeefsanskriptase (MMLV-RTase).
10 pg Templat wurde zu einem Reaktionspuffer aus 50 mM Tris-HCI p# 8 mM MgCb,
10 mM DTT und 10 mM dNTPs (versetzt mit 800 U MMLV-RTase) gegebDie Dauer der
Reaktion betrug 1h bei 37°C.

4.2.4 Polymerase-Kettenreaktion
4.2.4.1 Standardbedingungen

Eine normale Reaktion beinhaltete 25 Zyklen, von denen jaderinem Denturierungsschritt
bei 94°C fur 1 Minute, einem Annealing-Schritt fur 1 Minuteikeiner fur jedes Amplifikat

individuell gewahlten Temperatur und einem Elongationkft fir eine Minute bei 72°C

bestand. Das Programm wurde durch eine 10-minitige Extesisikubation bei 72°C termi-
niert. Um die Spezifitdt der PCR-Reaktion zu maximieren, wulideAshnealing-Temperatur

der Oligonukleotid-Primer nach folgender Gleichung besii:

Tm=2(Nr +(G+C))

mit Nt = Oligomer-Lange in Nukleotiden.
Die Gleichung berticksichtigt nicht den Salz-Effekt, wujeldoch als eine nitzliche Naherung
einer optimale;, verwendet.

Aufgrund ihrer hohen Genauigkeit wurde VBADNA-Polymerase (New England Biol-
abs) fur alle Standard-PCR-Reaktionen eingesetzt. Eine Ansaatellte die Kolonie-PCR-
Methode dar, bei der Tag-Polymerase sich als geeignetausgestellte. Vor der Zugabe der
Polymerase wurde das PCR-Gemisch auf 94°C erhitzt, was eagzéfisphe Primerbindung in
der ersten Amplifikationsrunde sicherstellte. Die PCR wundginem Endvolumen von 50
ausgefuhrt mit der Zusammensetzung: 4Quhdinearisiertes Templat, 0,2 mM dNTPs, 1mM
MgCl,, 20 pmol 5’-Primer, 20 pmol 3’-Primer, 1x Polymerase-Pufiad 0,5 U Polymera-
se [ERLICH et al. 1991]. Der Reaktionsansatz wurde mitggOMineraldl Uberschichtet. Nach
erfolgter Amplifikation wurde 1/10 fir die Erfolgskontrelimit Hilfe eines Agarosegels ein-
gesetzt. Vor einer Weiterverwendung wurde der verblielematz nach [@owE et al. 1990]
mit Proteinase K verdaut, mit Hilfe einer Phenolextraktigmneinigt und ethanolisch gefallt.
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4.2.4.2 Direkte Kolonie-PCR

Direkte Kolonie-PCR wurde flr der Routine-Kontrolle von H&enotypen benutzt, wie z.B.
fur die Bestimmung des Genotyps vor und nach dem 5-FOA-Sergekine Fraktion von
Hefezellen einer Kolonie wurde in ein PCR-Reaktionsgefalsteaiert, in 50uL Zymolyase-
Puffer (50 mM Tris-HCI pH 7.5, 10 mM MgG| 1 M Sorbitol, 30 mM DTT) resuspendiert und
fur 15 min bei Raumtemperatur inkubiert. Die Suspension wwehtrifugiert (1500 x g), der
Uberstand abgenommen und das Pellet imbl Zymolyase-Puffer resuspendiert, der 20 U/m
Zymolyase enthielt. Die Probe wurde in einem Thermo-Mixér mmoderatem Schiitteln fur
40 min bei 30°C inkubiert. Danach wurde 1/5 der Suspensidrden jeweiligen Restriktions-
endonukleasen verdaut (vgl. 4.2.1.3. Die Reihenfolge, mdde Reaktionsbestandteile pipet-
tiert wurden, war entscheidend. Optimale Ergebnisse wuedialten, wenn Wasser vorgelegt
wurde, was den osmotischen Schock maximierte. Die nactridig PCR wurde erneut mit 1/5
des Verdau-Volumens durchgefihrt. Dabei wurde Taq-DNAuRerase (Fa. Peglab) und eine
verlangerte Anfangsdenaturierung von 10 min bei 94°C l&nut

4.2.4.3 Invitro-Mutagenese

Fur die Punktmutantengenerierung fand die Megaprimemhbti beschrieben von

[SARKAR und SOMMER 1990] Anwendung. Die Methode nutzt die Beobachtung aus, &lass
PCR-Produkt selbst auch als Primer in der Polymerase-Ket&tion fungieren kann. Ein auf
diese Weise genutztes Amplikon wird als Megaprimer bezsithEin Anfangsdurchlauf der
PCR wurde mit zwei Oligonukleotiden durchgefiihrt, welche gewinschte Punktmutierung
einfuhrten. Das mutierte Produkt wurde isoliert und in Kamaltion mit einem dritten Primer in
einer zweiten PCR-Reaktion eingesetzt, bei der das ProdugiriarsGesamtléange erzeugt wur-
de. Die erfolgreiche Mutagenese wurde durch DNA-Sequemzgeoder wenn moglich durch
Restriktionsanalyse uberprift.

4.2.5 DNA-Agarosegelelektrophorese

Die Trennung von DNA-Fragmenten wurde durch Agarosegektebphorese durchgefiihrt
[SAMBROOK et al. 1989]. Wenn nicht anders erforderlich, wurde eine rAgekonzentrati-
on von 1,2% fur alle praprativen und analytischen Gele vadeé Die DNA wurde durch
Ethidiumbromid-Farbung mit Hilfe einer UdsnnrLichtbank sichtbar gemacht.

4.2.6 Isolierung und Reinigung von DNA-Fragmenten aus Agarsegelen

Die mit EtBr angefarbte DNA wurde wahrend UV-Bestrahlung &% 8m mit einem sterilen
Skalpell ausgeschnitten. Die Aufreinigung erfolgte mitesn Reinigungskit nach Angaben des
Herstellers (QIAquick Gel Extraktion Kit, Qiagen, HildeBRD).
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4.2.7 Reinigung der PCR-Produkte

Die erhaltenen PCR-Produkte wurden vor der weiteren Verwsmduittels eines PCR-
Reinigungskits nach Herstellervorgaben gereinigt (Quiag@den, BRD). Wenn Klonierungs-
probleme auftraten, wurde eine Proteinase-K-Behandlungdiivendig befunden. Diese wur-
de in Anlehnung an das Protokoll von ROWE et al. 1990] durchgefihrt. Bei jeder Einbezie-
hung von PCR in Klonierungsstrategien wurden erhalteneiohaille Klone zur Sicherstellung
einer Fehlerfreiheit sequenziert.

4.2.8 Entsalzung und Aufkonzentrierung von Nukleinsauren

Bei Empfindlichkeit nachfolgender enzymatischer SchritieNkleinsauremolekilen gegen-
Uber der Restsalzkonzentration war eine Veranderung dérRomditionen erforderlich. Dazu
wurde eine Alkoholprazipitation mit 1200%igem Ethanol ureen Waschschritt mit 70%igem
Ethanol sowie Lufttrocknung durchgefihrt. Die gleiche Mate wurde zur Aufkonzentrierung
von DNA-Proben angewendet.

4.2.9 Klonierung von DNA-Fragmenten

4.2.9.1 Ligation

Zur Verknupfung von DNA-Fragmenten wurde T4-DNA-Ligaselmaderstellerangaben ver-
wendet; die Reaktion wurde fir 16 Stunden bei 16°C durchgeféahschlielend wurde die
Probe fur 20 min auf 65°C erhitzt und anschlie3end direktdiér Transformation eingesetzt
[KING und BLAKESELEY 1986].

4.2.9.2 Direktes Klonieren von PCR-Produkten
Mit Tag-Polymerase amplifizierte Fragmente wurden direldie TOPO TA-Cloning-Systeme
der Firma Invitrogen nach Herstellerangaben kloniert.

4.2.9.3 Transformation vonE. coli

Fur die Transformation von Plasmiden, bzw. Ligationsazeséitwurden je nach Klonie-
rungszweck verschiedene kommerzielle und nichtkommiéezmaperkompetentE. coli-K12
Stamme eingesetzt und entweder nach den Vorgaben der lgrbhandelt oder nach dem
Standard-Protokollen von [AiNAHAN 1983] transformiert.

4.2.10 DNA-Sequenzierung

DNA-Sequenzierung wurde von der Sequenzierabteilung desR®lanck-Instituts fir Neuro-
biologie und der Firma Medigenomix, Martinsried, durchget. Dazu wurde Plasmid-DNA,
aufgenommen in bDy;, in einer Konzentration von 100 bis 500 ph/abgegeben.
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4.2.11 Einbringung von DNA in Hefezellen

Hefezellen wurden durch Anwendung der Lithium-lonen-Mekl beschrieben bei
[ScHIESTLuUNd GETZ 1989] transformiert. Die Technik erreichte routinemalignsforma-
tionseffizienzen von bis 1 Klone propg DNA. Diese Effizienzen waren ausreichend,
um komplexe cDNA-Bibliotheken in Hefe reprasentieren zurlém wie sie in Two-Hybrid-
Screens oder Klonierungen durch Komplementation vorkomme

4.2.12 Einzelstrangige Trager-DNA mit hohem Molekulargewibt

Einzelstrangige Trager-DNA ist kritisch fur hohe Transhationseffizienzen. DNA aus Lachs-
Testikeln wurde von der Firma Sigma, Deisenhofen, bezogehimu 1 x TE, pH 8,0 in einer
Konzentration von 10 mg/mL geldst. Die resultierende vegkbosung wurde fiir 45 bis 60 Se-
kunden sonifiziert (Branson Sonifier 450 bei 50% Leistung miePulsierung von 1 Puls pro
Sekunde). Die DNA wurde Phenol/Chloroform-extrahiert. &tivmg der DNA wurde in ei-
nem 0,8%-Agarosegel elektrophoretisch aufgetrennt, ensdbl3enverteilung der sonifizierten
Fragmente zu bestimmen.¢8IESTLund GETZz 1989] zeigten empirisch, dass eine vorteil-
hafte Verteilung der Fragmentgrof3en im Bereich von 2 kb bigldtag (mittlere GréR3e ca.
7 kb). Nach der Auswahl geeigneter DNA-Fraktionen wurdelRNA mit 0,1 Volumen einer
3M Na-Acetat-Losung, pH 5,2 und 2,5 Volumen EtOH (100%) préert. Die DNA wurde in
ein sauberes Reaktionsgefald tberfuhrt und mit 70% EtOH gdwasNach kurzer Zentrifu-
gation und Trocknung wurde sie in 1 x TE-Puffer in einer Endtentration von 10 mg/mL
resolvatisiert. Die Trager-DNA wurde vor Einfrierung undderung bei -20°C fur 5 min auf-
gekocht.

4.2.13 Fluoreszenzlabeling von DNA-Fragmenten

Die zur Southern- und Northern-Hybridisierung verwendeDNA-Fragmente wurden nach
dem Standardprotokoll des Random-Prime-Labelling-Vedias der Firma Roche, Basel nach
[FEINBERGUNd VOGELSTEIN1983] hergestellt. Dabei wurde ein die Zielsequenz erghalt
des denaturiertes Templat-DNA-Fragment zusammen mitnei@@misch aus markiertem
dCTP (Fluorescein tragendes dCTP im Falle der Southern-Ryfio€?P]-dCTP im Falle der
Northern-Proben) und unmarkierten Desoxynukleosidogpihaten, dem Klenow-Fragment
derE.-coli-DNA-Polymerase | und einem Gemisch von Nonanukleotiderbneiter Sequenz-
verteilung inkubiert.

4.2.14 Herstellung von 3’-CY5-gelabelten DNA-Oligonukletiden als Sonden fiir Northern-
Blotting

Die 3’-Endmarkierung von DNA-Oligonukleotiden erfolgtezymatisch durch Anbindung ei-
nes einzelnen CY5-gelabelten Didesoxyuridin-Triphosph&CY5-ddUTP) mit Hilfe von ter-
minaler Transferase in Anlehnung an das Protokoll vaoH8I1Tz et al. 1991]. 100 pmol Oli-
gonukleotid wurden mit BOy; auf ein Volumen von 1QL in einem Reaktionsgefald aufge-
fullt. Jeweils 4 pL eines 5x Kalium-Cacodylatpuffers (1 M K-Cacodylat; 0,125 MsTHCI,

33



1,25 mg/mL BSA, pH 6,6) und einer CofZLosung (25 mM) sowie je L einer ImM CY5-
ddUTP-L6sung und einer 400 ! Lésung von terminaler Transferase (Roche, Basel) wurden
gemischt und bei 37°C fir 15 min inkubiert, danach auf EigajitsDie Reaktion wurde durch
Zugabe von 4L 0,2 M EDTA (pH 8,0) terminiert. Die Losung wurde vor der Hydisierung
nicht aufgereinigt.

4.2.15 Southern Blotting

DNA wurde gemaR den generellen Vorgaben nachy8H1ERN 1975] mit einigen Modifika-
tionen des Protokolls hybridisiert. 1@ genomischer Hefe-DNA wurde jeweils bei 37°C fur
16 h mit verschiedenen Restriktionsendonukleasen gespélie generierten Fragmente wur-
den elektrophoretisch auf einem 0,7%igen Agarosegel &ngfget. Die Denaturierung und De-
purination wurde durch Inkubation des Gels in 1,5 M NaCl; 0 M&0DH fur eine Stunde durch-
gefuhrt. Das Gel wurde mit #Dy,; gewaschen und fur 30 Minuten in einer Neutralisationslo-
sung inkubiert (1,5 M NacCl; 0,5 M Tris-HCI, pH 7,5). Der Tank-Bistapel wurde aufgebaut
und in 2x SSC aquilibriert. Die DNA wurde mittels Kapillaréisi auf eine Nylon-Membran
(Hybond-N) mit 10 x SSC als Flussmittel Gibertragen. Nach Wihde der Transfer unterbro-
chen, die Membran mit 2x SSC gewaschen und im feuchten Zaiganzwelligem UV-Licht
zur Quervernetzung der DNA auf der Naylon-Membran ausgedeanach wurde die Mem-
bran in einer Hybridisierungslosung (50% Formamid; 0,12 tdM>POy/Ko2HPOy, pH 6,8;

4 mM EDTA, pH 7,2; 2x SSC; 1% Sarcosyl; 4xeERHARDTS Reagens) bei RT fur 2 h inku-
biert. Die Hybridisierungsinkubation mit einer Fluoreiscgelabelten DNA-Probe (s.0.) wurde
in einem Volumen von ca. 20 mL der Hybridisierungslésung iNecht bei 60°C durchgefihrt.
Zwei Waschschritte fur 5 min in einer Lésung von 2x SSC/0,1%Sirden gefolgt von zwei
langeren Waschungen fir 15 min bei 46°C in einer Waschlo¢58% Formamid; 0,12 mM
KH2POy/KoHPOy, pH 6,8; 2 mM EDTA, pH 7,2; 2x SSC; 1% Sarcosyl; 0,2% SDS).

Fir die Detektion wurde das kaufliches System ,CDP-Star” fifaersham, Uppsala) ver-
wendet, welches an das Western-Blot-Verfahren angelelrmbDeagewaschene Blot wurde flr
1h bei RT in 1 mL/cm in Blockierungslésung (100 mM Tris-HCI; 300 mM NacCl (pH 9,5))
inkubiert. Der Anti-Fluorescein-Antikorper (alkaline ®phataseaktivitat) wurde in einer Ver-
dinnung 1/5000 in Blockierungslosung (0,5% BSA) gel6st undBliat bei leichtem Schwen-
ken darin fur 1 h inkubiert. Ungebundenes Antikdrper-Kgaguwurde durch drei Waschschrit-
te fiir 10 min in UberschufRvolumina von 0,3% (v/v) Tween-28iackierungslosung entfernt.
Nach Entfernung tberschissiger Waschldsung wurde der #i&saan-Folie blasenfrei ausge-
breitet und mit Detektionsreagens benetzt. Durch die AlkaPhosphatase-Aktivitat des Anti-
korpers wurde dabei die Umlagerung eines Dioxetan-Substrair Lichterzeugung katalysiert.
Eine Hyperfilm-MP-Film-Folie (Amersham, Uppsala), auf dk=m in Folie eingeschlagene Blot
plaziert wurde, wurde je nach erzeugter Lichtmenge fir 1®lms 60 min belichtet.
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4.2.16 Isolierung von Gesamt-RNA aus Hefezellen und Zellfidgionen

Fur die Praparation von RNA aus Hefezellen, Zellkernen, @jtasd Mitochondrien wur-
de die SDS/Hot-Phenol- Methode beschrieben bei [ét al. 1996] benutzt. Anstelle der An-
wendung von Chloroform und Phenol als Einzelkomponenterdevauf das Mischreagens
Phenol:Chloroform:lsoamyl-Alkohol (25:24:1, v/viv), Fambion, zurtickgegriffen.

4.2.17 RNA-Gel-Elektrophorese

Die denaturierende elektrophoretische Trennung von RNAd&Anwendung von Formaldehyd
erfolgte nach dem Protokoll von [N et al. 1996]. RNA wurde visualisiert durch Wys,m hach
Farbung mit Ethidiumbromid. Ribosomale RNA fungierte als @momarker.

4.2.18 Differentielle Analyse der mRNA-Affinitatsbindungan immobilisierte GST-Proteine
— SNAAP-Technik

Reinigung von GST-Fusionsproteinen und AffinitatsbindumgmiRNA-Extrakten geschah ent-
sprechend der SNAAP-Methode, beschrieben baifiLLIs et al. 1999], mit Protokollerwei-
terungen, die die Expression von Fusionsproteineh icerevisiadetreffen. Die N-terminalen
GST-Fusionsproteine wurden i®. cerevisiaessStamm BJ5464 bzw. ifE. coli-JM105-Zellen
exprimiert. Fusionsprotein exprimierende Zellen wurdenLysis-Puffer (20 mM HEPES,
pH 7,6, 1,5 mM MgC4, 10 mM KCI, 0,5 mM DTT, Proteinaseinhibitormix Complete (Fa.
Boehringer, Mannheim; 1 Tablette auf 25 mL) resuspendied mach den Protokollen fir
den Aufschluss von Hefe- (siehe Abschnitt Proteinexpoesen S. cerevisiagbzw. E. co-
li-Zellen (siehe Abschnitt Proteinexpressionkn coli) disruptiert und unldsliches Material
durch Zentrifugation bei 31000 x g fur 20 min entfernt. ercoli-Extrakt wurde mit 200
U/mL Micrococcus-Nuklease (Pharmacia) behandelt, umdradite RNAs in Gegenwart von
1 mM CaCy} bei 30°C fur 20 min zu entfernen. Die nachfolgende Inkulratier Fusionspro-
teine mit RNA-Gesamtextrakten aBs cerevisiasowie Wasch- und Reextraktionsschritte der
bindenden mRNAs geschah entsprechend dem Protokoll veiF(ILIs et al. 1999].

Die kogereinigten RNAs wurden einer Differential-Displagehnik folgend weiteranaly-
siert. Das Protokoll beinhaltete die Schritte: reversen3kaption, PCR-Amplifikation, Po-
lyacrylamidgelelektrophorese, Ausschneiden und DNAr&ktton von DNA-Banden, Ream-
plifikation, Klonierung und Sequenzierung derselben. RérRetektion differentiell angerei-
cherter mMRNAs wurde eine auf Fluoreszenz basierende Methedeendet, welche einen
3’-Fluorescein-gelabelten 3’-Primer in der ersten PCR-Reaktutzt (Kit der Fa. GenHun-
ter). Die einzelnen Schritte wurden gemald den Protokalsioen der Hersteller und der bei
[TRIFILLIS et al. 1999] gemachten Angaben durchgefuhrt. Zur Fluoresbetektion wurde
ein FLA3000-Laser-Scanner der Firma Raytest verwendetG2aat enthielt einen Filtersatz,
der auf die Emissionswellenlangen von Fluorescein optimiar. Die Klonierung der reampli-
fizierten DNA-Banden nach der zweiten PCR-Reaktion geschahiifetéthes Topoisomerase-
Vektorsystems in den pCR4-Vektor der Fa. Invitrogen (TOPGCTANing-Kit).
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4.2.19 RNA-Blotting

Das Northern-Blot-Protokoll nach HoMAS et al. 1979] wurde durch die Anwendung einer
Vakuumblotapparatur (Werkstétten MPI fur Biochemie, Mestied) modifiziert. Dazu wurde
das Formaldehydgel 3x 15 Minuten in 10x SSC gewaschen. DienFSiebplatte der Appara-
tur wurde ausgiebig in DEPC4®y,; gewaschen, in das Blotgestell eingesetzt und eine trockene
Naylon-Membran (Hybond-N, Amersham) aufgelegt. Die Meamowar dabei grofl3er als das
Gel. Eine Passende PVC-Maske wurde zur Abdichtung UbersiggiisSiebplattenflachen ein-
gesetzt und die Rander zur Membran mit Parafilm abgedeckMBmebran wurde mit 10x SSC
befeuchtet und das Gel blasenfrei aufgelegt. Das Gel wurd&dx SSC bedeckt. Bei 50 mbar
Unterdruck wurde 2h geblottet. Ca. jede halbe Stunde wurdeSBT auf das Gel nachgegos-
sen. Nach Abnahme des Gels von der Membran wurde die Podéio@Geltaschen mit Bleistift
(Bleistift=RNA-Seite) markiert. Vor der Quervernetzung clurUV-Licht-Behandlung wurde
der Blot einige Minuten getrocknet.

4.2.20 Hybridisierung

Vor Zugabe der markierten Probe wurden die Membranen bei Ramperatur vollstandig mit
Hybridisierungslosung (50% Formamid, 0,12 mM KP@H 6,8, 4 mM EDTA pH 7,2, 2xSSC,
1% Sarcosyl, 4xDenhardts Reagenz (je 0,4% Ficoll, Polypiyyblidin, BSA)) benetzt. Die
Inkubation mit der Sonde in 10-15 ml Hybridisierungslosieréplgte Gber Nacht in einem
Rollerofen entweder bei 37°C (fur Oligonukleotidsondengroei 46°C (fir DNA-Fragment-
Sonden). AnschlieBend wurde bei Raumtemperatur fir 2x 5 miBx8SC/0,1% SDS gespllt
und bei der jeweiligen Hybridisiertemperatur fir 2x 15 mii YWWaschlésung (50% Formamid,
0,12 mM KPQ, pH 6,8, 2 mM EDTA pH 7,2, 2xSSC, 1% Sarcosyl, 0,2% SDS) gewasdfi@
die folgende Autoradiographie(X-Orr&t-Film) bzw. Fluoreszenz-Emissions-Analyse wurde
die noch feuchte Membran in Haushaltsfolie eingeschlagen.

4.2.21 ,in gel*-Hybridisierung

Alternativ zu der Hybridisierung von DNA, die auf eine Merahrtransferiert wurde, fand die
In-Gel Hybridisierung Verwendung, wie bei MMER et al. 1991] beschrieben. Diese Methode
wurde aus Grinden der Zeitersparnis eingesetzt und wermesonders kleine Probenmengen
vorhanden waren.

4.2.22 Plasmid-Isolierung aus Hefezellen

Plasmide wurden aus Hefezellen nach dem Protokoll varA#HAN und VANSTON 1987] iso-
liert.
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4.2.23 Komplementationsanalyse

Als in vivo-Ansatz zu einer Funktionsanalyse modifiziet€YP-Allele wurde die Fahigkeit
der veranderter YP-Formen, das Zellwachstum der Hefe zu fordern, untersuiddiir wur-
den diverse WildtygdYP Gene mit Hilfe der ,plasmid shuffle“-Methode, modifiziertama
[BOEKE et al. 1987], und mehrerelYP-Mutanten, gemal [[BORSKI und BOoEKE 1991] auf
die Fahigkeit zur Komplementation eindnyjpl;hyp2-Doppeldisruption hin analysiert. Als
Ausgangsstamm diente dabei die haploitgp[L;hyp2-Doppeldisruptante WDHyp2-16Gal,
die ein pRS-PlasmidURA3Marker) mit einem intakterHYP2 unter Kontrolle des Gal-
Promotors enthielt. Diese Hefe wurde dann mit verschietpRSG-PlasmiderH|S3Marker)
transformiert, die eine défYP-Varianten unter Kontrolle deSAL1-Promotors trugen. Neben
dem Stammsystem, in dem alle Plasmide den Gal-Promotore#ieth wurde durch die glei-
chen Methoden ein System basierend auf Single-Copy-Plasnuidter der Kontrolle des steu-
erbaren Tetracyclin-Off-Promotors geschaffen (fuhr#. zum Wildtypkontrollstamm WD-
Hyp2TO).

4.2.24 Untersuchung der Plasmidretention - spontaner Plasidverlust

Fur die Klarung der Frage, ob eine plasmidcodiéi¥P-Variante statt des ebenfalls plasmid-
codierten WildtypgenslYP2das Wachstum der Hefe gewdahrleisten kann, wurde die entspre
chende Doppeltransformante, mit Mediumwechsel alle 3615 fTage auf U/HWL ~-SMGal

bzw. auf YPGal-Volimedium kultiviert. Dabei wurde auf eitéisdig logarithmisches Wachs-
tum geachtet. Nach dieser Zucht erfolgte eine SelektiorJaMf.~/H™-Klone, die ohne das,
pRS316HYP2Plasmid weiterwuchsen. Gescreent wurde mit Hilfe von $iibertragung.

4.2.25 FOA-Screening

In dem Fall, da obige Methode zu keinen selektierbarerHis™-Klonen fiihrte, wurde die
5-Tage-Kultur tber Nacht, gemaR §BKE et al. 1987] mit 5-FOA kultiviert. Diese Selektion
gegenURA3exprimierende pRSG316-Plasmide sollte die Identifikation Hefen mit einer
funktionell niedereffezienteHYP-Form wie dem humanen,g&V-punktmutierten Allel sicher-
stellen. Auf solche Klone wurde nach der FOA-Kultur mitt8tempelubertragung gescreent.

4.2.26 Quantitative Sybr-Green-Real-Time-PCR

Real-Time-RT-PCR wurde als quantitatives Verfahren angdetenm die mRNA-Mengen ein-
zelner Transkripte aus den Genchipversuchen zu tUberpiifiegrsten Schritt wurden aus den
Zielgensequenzen Amplikons mit einer Lange von 50 bis 80 Bzesare ausgewahlt, fir welche
jeweils Vorwarts- und Revers-Primer sowie eine zwischen Ri@mersequenzen angeordnete
TagMan-Probensequenz nach bestimmten Regeln gestal¢mvidierbei wurde die Primer-
Express-Software von Applied Biosystems (Weiterstadtjveadet. Obwohl die SybrGreen-
Methode Anwendung fand, wurden die TagMan-Proben-Oligdageastaltet, um bei Proble-
men bei der Messung eines bestimmten Transkripts die A@alysch den spezifischeren 5'-
Exonuklease-Assay wiederholen zu konnen. Fir die ausigesu©ligonukleotide galt:
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- Schmelztemperatur: 60°C (Primer); 70°C (TagMan-Probe)

- GC-Gehalt: 38 - 70% (Primer und Tag-Man-Probe)

- Sequenzlange: 18 - 26 bp (Primer); 20 -32 bp (TagMan-Probe)

Das 5"-Ende der TagMan-Sonde durfte kein G tragen, da e$ so®snem Quenchen des ge-
bundenen Reporterfarbstoffs kam. Die Sonde sollte relaheram 3"-Ende des PCR-Primers
liegen. Aus Kostengriinden wurde nicht der 5’-Exonukleassay (TagMan-Analyse) mit der
hochsten Spezifitdt angewendet, sondern eine Methodeutidea Messung der Sybr-Green-
Fluoreszenz beruhte. Das Fluoreszenzsignal resultialieidwus der Interaktion der gesamten
amplifizierten DNA mit dem sich in die kleine DNA-Furche egernden Farbstoffes. Daher
mussten, um eine unspezifische Amplifikation auszuschiie@ dem Beginn der eigentli-
chen Messung fur jedes Amplikon die Kombinationen der PriKenzentrationen in separaten
Primer-Matrizes ausgetestet werden. Die Primer wurdenanzintrationen von 100 bis 900
nM uberpruft. Es wurde die Primer-Kombination gewahlt, eiieen moglichst frihen Fluores-
zenzanstieg und ein hohes Endniveau ermoglichte (vgl.4Tdk.

Die Synthese des cDNA-Erstststranges erfolgte durchseviEnanskription mittels MMLV-
Reverse-Transkriptase (MultiScribe, Kit Fa. Applied Bidsyss) nach einem DNase-Verdau
(Fa. Quiagen, Hilden) der Ausgangs-RNA. Fir den Real-Time-R@gatz wurde der vor-
gefertigte ,2x SYBr-PCR-Mastermix” von Applied Biosystems (Westadt) verwendet, zu
dem nur noch die cDNA und Primer hinzugegeben wurden und mBRO-Wasser auf 2L
aufgefullt wurde. Der Mastermix enthielt die AmpliTag-@dDNA-Polymerase, AmpErase
UNG, dNTPs mit dUTP, eine passive Referenz und einen angepaBsffer mit MgCj. Die
AmpliTag-Gold-DNA-Polymerase stellt eine modifizierterfoder rekombinanten AmpliTag-
DNA-Polymerase dar, die bei Raumtemperatur keine Aktiagigt und zu ihrer Aktivierung
anfanglich fur 10 Min. auf 95°C erhitzt werden muss und soRlldung von Primer-Dimer
verhindert. Zum Schutz vor Carryover-Kontamination beilgettierung der Ansatze ist dem
Mastermix AmpErase UNG (Uracil N-Glykosylase) hinzugefisgrden. Bei Verwendung von
dUTPs in den PCR-Reaktionen wird durch die Glykosylase eingebdJTP von Carryover-
Kontaminationen in einem vorgeschalteten 50°C-Schritpgksn. Die anschlieRenden 10 Min.
bei 95°C inaktivieren das Enzym, um in der folgenden PCR-Afikplion nicht zu stdren. Als
passive Referenz wurde der Farbstoff Rox hinzugegeben, derk&influss auf die PCR hat
und Fluoreszenzfluktuationen in der Normalisierung deofszenzsignale ausglich.

Die PCR-Reaktion und die parallel verlaufende Detektion wairdé dem ,,GeneAmp 5700
Sequence Detection System* (Applied Biosystems, Weitdtstiurchgefiihrt. Die speziellen
»ABI PRISM Optical Tubes and Caps" ermdglichten einer im Deaket PCR-Blocks instal-
lierten Optik, wahrend der PCR-Zyklen den Sybr-Green-Fafbgh Komplex mit dsDNA
anzuregen und die resultierende Fluoreszenz zu messeTR$rogramm bestand aus fol-
gendem Zweischritt-PCR-Mechanismus:

2min  50°C
10 min 95°C
15sec 95°C
1 min  60°C (40 Zyklen)
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Gen/ORF

Vorwarts-Primer /

Ruckwarts-Primer /

300 nM/ 300 nM

5 -TGGTATCTTGTCCATTGACGATTTGATTCACG-3’

c(VPr.)/c(RPr.) TagMan-Probe PCR-Produktgrof3e in bp

ACT1 5’-GTCGCCTTCCACTTCGAACA-3’ 5’- GGCTCTGAATCTTTCGTTACCAAT-3’
300 nM/ 300 nM 5’- AAATGCAAACCGCTGCTCAATCTTCTTCA-3’ 117 bp

18S-rRNA (RDN18) | 5'-GAGTTTCCCCGTGTTGAGTCAA-3’ 5’-GAGTATGGTCGCAAGGCTGAA-3’
300 nM/ 300 nM 5’-TTAAGCCGCAGGCTCCACTCCTGG-3’ 96 bp

YNL335W 5’-GCCATTCCAGTGGTGAATGC-3’ 5’- AGCCTAGCAGTTTCACTGTTTGG-3’
300 nM/ 300 nM 5’-ACCACGGGCCGTTGTTCCGC-3' 71 bp

ARN2 5 -TGTTGGTTGTATTCTTGTACCACTCA-3’ 5’- AGGGCCCGATAATCTTTGAATT-3’
300 nM/ 600 nM 5’-CTTGCTGGTGGCGTCTCTACAAATTGGAG-3’ 80 bp

NMD2 5’-GAGCTTGAAGGTGCCTCTAATGA-3’ 5’- TGGTTGGGTGGCAATATCTGA-3’
300 nM/ 300 nM 5’-ATCTGAAAGAAACAGCTTCTCCAATGATCACG-3’ | 80 bp

EST1 5’- ACCTATGCGCAAAGTACGATATGA-3’ 5’- CCATCTGTGTATTGCATTAAATTCAA-3’
600 nM/ 300 nM 5’-TCCGTTATTTCAAATGCTCTCTTCGCGA-3’ 82 bp

HXT3 5’ -TTGCCTGGGCTTTGTTTATGA-3’ 5’- GACCAGCTTCAACCAAATAACGT-3’
300 nM/ 900 nM 5’-CGGTGGTATGACTTTCGTTCCAGAATCCC-3’ 75 bp

RPL7B 5’-CATCGAAGCCAACTTGGGTAA-3’ 5’- AAGTGTGGACCAACAGTGATGATT-3'’

81 bp

Tabelle 4.4:DNA-Sequenzen der benutzten Primer und potentiellen TagRtaben fir die mRNAs, deren
Anreicherungen in g im Vergleich zum Wildtyp durch Real-Time-PCR Uberpruft @wen. Fir die PCR verwen-
detet Primerkonzentrationen (VPr. = Vorwarts-Primer; RRRUckwarts-Primer) und die Lange der Amplikons
sind angegeben. Die Primer wurden synthetisiert von dend&metabion (Planegg-Martinsried).

4.2.26.1 Relative Quantifizierung durch das Standard-Kurenverfahren

Gemessen wurde der Zyklus der Reaktion, in dem die Amplibkaties PCR-Produkts zuerst
detektiert wurde. Der Parametef CThreshold Cycle) ist als die Zyklusnummer definiert, ab
der die Fluoreszenz einen bestimmten Schwellwert obed&lBasislinie Uberschreitet. Wird
ein Gen in einem Gewebe stark exprimiert, liegen zu BeginnR{&R-Reaktion schon eine
grofRe Anzahl von cDNA-Kopien vor und der festgelegte Sciwest wird nach weniger Zyklen
erreicht als in einem Gewebe mit niedrigerer ExpressionrcBb¥ergleich der @-Werte war
eine relative Quantifizierung von Transkripten verschimgiddefestiamme maoglich.

Fur die Quantifizierung wurde eine relative Methode angelgevgl. Protokolle der Fa.
Applied Biosystems, Weiterstadt), die auf der Generierumg Standardgeraden basiert. Die
Menge eines bestimmten Transkriptes in der Probe (enkgt&on gemessenenr &\Vert) wird
dabei als relativer Wert zu einem in allen Proben nicht riegiegn Gen (House-Keeping-Gen
oder auch Kalibratorgen) ausgedruckt. Fir alle Proben deerimentes wird die Zieltran-
skriptmenge aus einer Standardkurve bestimmt und durdelige des Kalibratortranskriptes
dividiert. Dementsprechend wird das Kalibrator-Transkzu einer 1x-Probe, wéhrend alle an-
deren Mengen als n-fache Differenzen zum Kalibratorgegedrséickt werden. Da die Mengen
in den experimentellen Proben dividiert werden, entsteherensionslose Werte. Deshalb ist
fur die Methode lediglich die Kenntnis der relativen Verdiingen, die bei den Einzelproben
und bei dem Kalibratortranskript genau gleich gewahlt vearderforderlich. Wichtig ist eine
akkurate Anfertigung der cDNA-Verdinnungsreihen, daloed slie gewahlten Verdinnungs-
schritte beliebig.

Standardkurven der PCR-Amplifikate wurden sowohl fiir das zeserede Transkript als
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auch fur das endogene Kalibratortranskript jeweils fur &hie und Wildtyp erstellt. Nach Ver-
gleich der Genchip-Ergebnisse wurde die AG{T)-mRNA als Kalibratorgen ausgewahlt.
Fur jedes zu messende Transkript wurde aus der zugehorigadédkurve der £Wert des
Zieltranskriptes aus der Mutanten- und Wildtyp-cDNA bestit. Es folgte die Division der
Zieltranskript-Werte durch die Kalibratorgen-Werte. D&agebnis stellt einen normalisierten
Zieltranskript-Wert dar. Anschlie3end wurde der Quotidat normalisierten Zieltranskript-
werte fur Mutante und Wildtyp gebildet (Mutantenwert:\WWjidwert) und so die relative Ex-
pressionshohe des Zieltranskriptes bestimmt. Sowohl dissMing der Standardkurven-Werte,
als auch der Zieltranskript- und Kalibratortranskriptit&eerfolgten in Quadruplikaten.

4.2.27 Experimente mit Hochdichte-Oligonukleotid-Genchps
4.2.27.1 RNA-Extraktion, cRNA-Praparation und Microarray- Hybridisierung

Fur die RNA-Isolierung wurden Kulturen der verschiedenefesi&mme, gezichtet bei 25°C
bzw. 37°C, mit einer Okhonm Von 1,0 verwendet. Die Zellen wurden in AE-Puffer (50 mM
NaOAc, pH 5,2; 10 mM EDTA) gewaschen. Gesamt-RNA aus den gede#ien oder sub-
zellularen Fraktionen wurde nach der SDS/Hot-Phenol-bh(s.o0.) isoliert [N et al. 1996]
und fir die Synthese doppelstrangiger cRNA nach den VorgdbeRirma Affymetrix einge-
setzt. Die RNA wurde mit Hilfe von RNeasy-Saulen (Fa. Quiageaifer aufgereinigt. 3Qug
Gesamt-RNA des jeweiligen zellularen Ausgangsmaterialgeviiir eine Erststrang-cDNA-
Synthese durch Benutzung eines Oligo(dT)-Primers mit eliePromotor-Sequenz am 5'-
Ende eingesetzt. Nach der Synthese des zweiten Strangds wigr doppelstrangige cDNA
durch Phenol-Chloroform-Extraktion gereinigt, prazgitiund in Nuklease-freiem 4@y,; auf-
genommen. Biotin-gelabelte cRNA wurde durthvitro-Transkription mit Hilfe des High-
Yield-Transkription-Kits der Firma ENZO-Diagnostics, Bshergestellt. Die gebildete cRNA
wurde bei 94°C fur 35 min in einer Losung mit 40 mM Tris-Acete20 mM KOAc und 30 mM
MgOAc fragmentiert.

Die Hybridisierung des S98-Genchips der Firma Affymetrixrde geméaf3 den Protokollen
des Herstellers durchgefuhrt: Der Chip wurde mit pQHybridisierungspuffer, welcher 12y
fragmentierte cRNA, 0,1 mg/mL Hering-Spermien-DNA und 0,§/mL acetyliertes BSA
in Mes-Puffer enthielt, fur 18 h bei 45°C hybridisiert. Wasagen und Farbung wurden in der
Affymetrix-Genchip-Fluidics-Station 400 durchgefuhtach der Waschung in dem nicht strin-
genten Waschpuffer (6x SSPE; 00,01% Tween 20; 0,005% Asmtijdei 25°C und einem strin-
genten Waschschritt (100 mM Mes; 0,1 M naCL; 0,01% Tween 23 Antifoam) bei 50°C
wurden zum Chip 2 mg/mL R-Phycoerythrin-Sterptavidin (MoRiTBeutschland) in Farbe-
puffer (100 mM Mes; 0,1 M NaCl; 0,01% Tween 20; 0,005% Antifgamur Anfarbung der hy-
bridisierten und biotinylierten cRNA-Fragmente zugeseétiztch einem weiteren Waschschritt
in nicht-stringenten Puffer wurde der Chip mit einem Gene&gpnner (Hewlett-Packard,
USA) gescannt. Die Hybridisierungsintensitaten wurderckiAnwendung der Methode des
mittleren Unterschieds zwischen genau Ubereinstimmefi@kh) und nicht Gbereinstimmen-
den (MM) Probenpaaren bestimmt (s.u.).
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4.2.27.2 Ubersicht der Losungen fiir Affymetrix Chipexperimente

5x RNA Fragmentierungspuffer:

200 mM Trisacetat pH 8.1
150 mM MgOAc
500 mM KOAc
ad 20ml DEPC-HO
Der Puffer wurde aliquotiert und bei -20°C aufbewabhrt.

2x MES-Hybridsations-Puffer: 12x MES-Farbeltsung:
200mM MES 0,33 M MES saures Monohydrat
2M NaCl 0,89 M MES Natriumsalz

40mM EDTA
0,02 % Tween 20

Die Puffer wurden mit DEPC-}D aufgefullt, aliquotiert und bei -20°C aufbewahrt. Der pH-
Wert sollte zwischen 6,5 und 6,7 liegen. Die Losungen wungield einen 0,2um Sterilfilter
filtriert (nicht autoklaviert!) und bei 2-8°C im Dunkeln gajert. Bei gelber Verfarbung wurden
sie verworfen.

Nicht-Stringenter Waschpuffer (Wash A): Stringenter Wemdfer (Wash B):
6X SSPE 100 mM MES
0,01% 10% Tween 20 0,1M NacCl
0,005% Antifoam 0,5mL  10% Tween 20 (entspr. 0,01%)
Die Puffer wurden mit DEPC-$D aufgefullt und bei 2-8°C gelagert.
2x Farbepuffer: Dehybridisierungslésung:
100 mM MES 100mM MES
1M NaCl 0,1M NaCl
0,05%  Tween 20 0,01%  10% Tween 20
0,005 % Antifoam 2% SDS
Die Puffer wurden mit DEPC-}D aufgefullt, aliquotiert und bei -20°C aufbewahrt.
SAPE Féarbeldsung: Antikorper Losung (Anti-Biotin):
300pL  2x Farbepuffer 30QL 2x Farbepuffer
24uL  BSA (50 mg/ml) 24uL  BSA (50 mg/ml)
6 uL Streptavidin, R-phycoerythrin 6L Ziege 1gG (10 mg/ml)

(1 mg/ml, Molecular Probes(Leiden, Niederlande)) @&,6 bioAnti (0,5 mg/ml)
Die Lésungen wurden mit DEPC -Wasser auf @Caufgefulit.
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4.2.27.3 Generierung und statistische Auswertung der Expssionsdaten durch verglei-
chende HDOA-Experimente

Der von der Firma Affymetrix (Santa Clara, USA) hergestdiitchdichte-Oligonukleotidchip
S98 tragt Sequenzinformation flr 9336 SequenzabschnitEim von Probensatze. Davon
codieren 6430 Satze fur alle bekannten ORFsSaocharomyces cerevisigg873 Ursprungs-
sequenzen stammen aus der SGD-Datenbank mit dem Stand vember 1998. Zusatzlich
enthalt der Chip 127 Probensatze fur Sequenzen, die vom Maechnformationszentrum ftr
Proteinsequenzen (MIPS) als ORFs identifiziert wurden, alaét von den Wissenschaftlern
der SGD (Saccharomyces Genomic Database, Stanford Uibyy&t8) als solche anerkannt
wurden. Neben den Datenbanken von MIPS und SGD enthalt der RHoben fur verschie-
dene Sequenzen von speziellem Interesse. Dabei handettheans mitochondrial-codierte
Gene, Ty-Proteine, ribosomale RNAs, snRNAs, ORFs auBlasmiden und mogliche ORFs
aus Serien-Analysen der GenexpressioE[¥ULESCUet al. 1997]. Die restlichen ca. 2200
Probensatze entstammen Sequenzen, die Ende 1998 als &@ndidr ORFs angesehen wur-
den und vorlaufig durch serielle Analysen der Gen-Expres6€8AGE) identifiziert wurden.
Diese Sequenzen kdnnten mit geringen Raten oder unter spleifi Bedingungen exprimiert
werden. So kann die Verlasslichkeit multipler Genchip-&tae auch zur Funktionsaufklarung
dieser schwach charakterisierten Sequenzen beitragen.

Fur jeden Probensatz, der einen identifizierten oder petint ORF reprasentierte, befan-
den sich 16 verschiedene Oligonukleotide von 25 Basenpaairege auf dem Chip (mit Glas-
oberflache). Diese Nukleotide waren genau komplementarigBt-Match-*, PM-Proben) zur
jeweiligen Sequenz in der RNA. Unter diesen Proben warereveeit6 Oligonukleotide ange-
ordnet, die in der Mitte an der 13. Position identisch zutséguenz waren (,Mismatch®, MM-
Proben, siehe Abb. 4.1A.). Die MM-Felder dienten so als Kallg fir Kreuz-Hybridisierung
und Spezifitdt der Hybridisierung. Die Anordnung ergab prel-DRF 16 Wertepaarungen
(MM gegen PM); jede Einzelzelle im Probensatz enthielt etgge Millionen Molekile.

Die Proben-Zellen auf dem Chip mafl3enu@¥x 24um. Der Fluoreszenz-Scanvorgang er-
folgte bei 570 nm Exitations-Wellenlange mit einer Aufléguwron 3um pro erzeugtem Bild-
punkt, was zu einer 8Pixet 8Pixel= 64Pixel-Matrix fur jede Probenzelle fihrte. Aus den 64
Einzelintensitatswerten wurde dann ein einziger Durchstshintensitatswert fir jede Proben-
zelle berechnet, indem aus den 64 Einzelintensitaten eneiWing berechnet und der Wert
des 75. Quantils dieser Verteilung als Intensitatswertggsamten Zelle tbernommen wurde
(Abb. 4.1B. und C.).

Die primare Auswertung der Chips erfolgte mit dem Algoritme&tz deGeneChip3.1-5:0
Software (Firma Affymetrix). Die statistische Analyse aignifikante An- bzw. Abreicherung
eines Transkripts und Quantifizierung der Expressionssciteede geschah in zwei Algorith-
menblocken. Der Wechselalgorithmus erzeugte fir jedebdPrgatz einen Unterscheidungs-
p-Wert und damit verbunden die Entscheidung, dass es sichniarsghiedliche Expressi-
onswerte handelte. In einem zweiten Schritt wurde die dizinte An- oder Abreicherung
durch Berechnung eines Signal-Log-Verhéaltnisses angegé&le dem Vergleich der beiden
Arrays wurde zum Ausgleich der technischen und biologiscfagiation zwischen den Arrays

42



A. PM
MM

duflere Pixelbereiche um die Zelle werden ausgeschlossen,
verbleibende Bildpunktintensitidten werden in einem Histogramm erfasst:

=
<
> X
X [5)
X
[
Proben-Zelle, Intensitdt 300
so wie in der DAT-Datei enthalten; Anteilswert von 75%
einzelne Bildpunkte besitzen @ der Verteilung

unterschiedliche Intensititen

Zellen-Durch-
schnitts- Der Proben-Zelle

Intensitiitswert | wird in der CEL-Datei ein
einziger Intensititswert
=300 zugewiesen.

PM/MM-Probensatz als Pixel-Bild der DAT-Datei

!llg

PM/MM-Probensatz, wie er in der CEL-Datei abgelegt ist

Abbildung 4.1:zum Aufbau und Primarauswertung eines OligonukleotidsBrsatzes, welcher ein Gen auf
dem Chip représentierfA: Probensatz ausx216 Oligonukleotid(25-mer)-enthaltenden Probenzelleie. @bere
Reihe enthielt 16 perfekt komplementér zum Zielgen gewéabligonukleotid-Sequenzen, PM-Zellen (,Perfect
Match®). Die Reihe darunter enthielt die gleichen Nukldetidie jedoch an Position 13 der Nukleinsdurekette
einen Basenaustausch (identische Base zum Zielgen) lme@dB& Zellen, ,Mismatch®), die zur Messung von
Fehlbindung dienterB: Skizzierung der Fluoreszenzsignal-Auswertung einerediien Zelle in einem Proben-
satz. Das Pixelmuster aus 64 Punkten mit unterschiedlibitensitatswerten wird in ein Histogramm Ubersetzt.
Der Intensitatswert, der dem 75. Quantil der Verteilungprech, wurde der Gesamtezelle als Durchschnittswert
zugewiesen. Die fir jede Zelle erhaltenen Intensitat@wstirden in einer CEL-Datei abgespeich&t)(

eine globale Daten-Skalierung bzw. ein globale Normierdaghgefiihrt. Bei der Computer-
unterstitzten globalen Normierung wurde die Durchscéinignsitat aller Proben-Satze auf
dem Experiment-Chip durch Multiplikation mit einem Normiegsfaktor NF &quivalent zur
Durchschnittsintensitat auf dem Baseline-Chip ausgedrild globale Daten-Skalierung
beinhaltete die Multiplikation der Intensitats-Durchstttsittwerte beider Chips oder auch der
Chippaare aus mehreren Experimenten mit Skalierungst&ki®k bzw. Sk,. .. Sk, um alle
Werte auf einen Ziel-Durchschnittsintensitatswert egtellen und so verschiedene differenti-
elle Experimente untereinander besser vergleichbar zihhemac

Die Durchschnittsintensitat eines Chips wurde berechndem der Mittelwert der Durch-
schnittsintensitaten aller Probensatze auf dem Chip begtwmurde, nachdem die hdochsten 2%
und die niedrigsten 2% der Werte ausgeschlossen wurden.

Ein weiterer robuster, nicht veranderbarer Normalisigsfiaktor, genannt ,Perturbations-
faktor”, wurde jeweils spezifisch auf jeden Probensatz aegeet. Er beriicksichtigte die cha-
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Abbildung 4.3:Auswertung eines hypothetischen Probensatzes fiir derei¢bien-Rangtest nach Wilcoxon
zur Generierung deg-Wertes.A. zeigt den Probensatz nach Bestimmung der Fluoreszenasltéten. Die PM-
Wert-Intensitét liegt hier bei konstant 80, die MM-Inteisén schwanken von 0 bis 92. Die Probenpaare sind von
1 bis 10 nummeriert. Wenn die MM-Zellen-Intensitat, aufggen als Abszisse B., steigt und groRRer/gleich der
PM-Intensitat wird, wird der UnterscheidungswBrkleiner. Wird also die Intensitat der MM-Zellen héher, gink
die Mdglichkeit, zwischen PM und MM zu unterscheiden. Distgehelte horizontale Linie stellt den Benutzer-
einstellbaren Parameter Tau (in unseren Experimenten@&sDdar.

rakteristischen sequenzabhangigen Eigenschaften dezleém Probensatze (darunter die die
Affinitat der Zielsequenzen zur Probe und die Hybridisigsthinearitat jedes Probenpaares im
Probensatz). Desweiteren wurde eine Hintergrundkorrektd die Bestimmung eines Rausch-
faktors durchgefuhrt (fir Einzelheiten siehe AffymettdeneChip-Dokumentation).

4.2.27.3.1 Der Weg zur zur quantitativen Bestimmung der AbAnreicherung
von Transkripten, Signifikanzbestimmung

Der Wechselalgorithmus generierte fir jeden Pro-

0,075 —

0,050

0,025

bensatz einerp-Wert als Mal3 fur die Zufalls-
wahrscheinlichkeit der gemessenen Unterschiede.
Er gibt an, wie grof3 die Wahrscheinlichkeit ist,
dass es sich bei der Verteilung der Differenzen al-
ler Probenpaare eines Probensatzes um eine zufal-
lige handelt, unter der Annahme, dass der Vertei-

0,000

lungsmediarupsatz gleich Null ist. So entscheidet
derp-Wert, ob die Nullhypothesklg angenommen
oder zurtickgewiesen werden muss. Die beobachte-
te Verteilung war nicht zufallig, wenn derWert
klein ist. Je kleiner dep-Wert, desto grof3er also
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70

T T
50 60
Xpas Yum

Abbildung 4.2:Fur den Rangsummentest von Wilcogia \Wahrscheinlichkeit, dass das betreffende Gen in
xon wird angenommen, dass die Intensitatswerte der PM-

und MM-Zellen gleich verteilt sind. Sie unterscheideH€N beiden Proben unterschiedlich exprimiert ist.

sich nur in den Medianep. ™

Die Bestimmung des Probensgi2Alertes er-
folgte real durch zweiseitige Wilcoxon-Rangsum-
men-Tests fur gepaarte Stichproben. Es handelt sich
um einen nichtparametrischen Test, der sehr allgemeinrafivee ist, da keine bestimmte Ver-
teilungsannahme erforderlich ist und keine grof3en Stadtgam vorausgesetzt werden. Er geht
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von zwei gleichen Verteilungen der PM- und MM-Probenzek@mes Satzes aus. Die Vertei-
lungen von unterschiedlich exprimierten Proben dirfeh diebei nur in den Medianen unter-
scheiden (vgl. Abb. 4.2). Es wird gepruft:

Ho: fem=pPmm  gegen Hi: {ipm # fimm

Der Test beurteilt anhand einer Rang-Statistik, ob die Jilgteasitat resultierend aus der
Hybridisierung der Perfect-Match-Proben hdher war alsldreMismatch-Proben-Intensitaten.
Aus den Intensitaten von PM und MM jedes Zellen-Paares weirdB-Wert berechnet nach

_ PM-MM
~ PM+MM
Die R-Werte wurden der GroR3e nach in einer Rangliste sortiert uitddem Signifikanz-

Schwellenwertt verglichen. Das Vorgehen beim Wilcoxon-Test soll anhamsk®iBeispiel-
Probensatzes (siehe Abb. 4.3) verdeutlicht werden:

4.1)

10 R-Werte eines Beispiel-Probensatzes:
{3,2; 0,024, 0,6; 0,017; 0,011; 0,004; 2,04, -0,07; 0,08} 1,

Werte vergleichen zum gewahlten Schwellenwe# 0,015:
z.B.: #1=(3,2-0,015=3,185,...,#5=(0,011—-0,015) = —0,004

So eingestellte Probenwerte werden nach ihren Betragaarsort
8 6 5 4 9 2 3 10 7 1
R||-0,085 | |—0,01Y1 | |—0,004 | 0,002| 0,005| 0,009| 0,585| 0,985| 2,025 | 3,185

Die Vorzeichen tragenden Rangzahtether Zellen ergeben sich zu:
r{10,4,7,1,-2,-5,9, -6, 3, 8}

Als Summe der positiven Rangzahlen und somit als Testskatistrgibt sich:
T=5(+r)=10+4+7+1+9+3+8=42

T |41 44 a7 50 52
p | 0,097| 0,053| 0,024 | 0,010| 0,005

Furn = 10 findet marp-Werte tabelliert als:

Es konnten auf diese Weise computergestptit/erte generiert werden, die durch Ver-
gleich mit Grenzwerten, genanyt bzw. y», zu Gruppierungen der Probenséatze in Kategorien
von angereicherten bis abgereicherten Transkripten adbt worhandener Regulation fuhr-
ten. Hierbei werden Paarwerte der beiden Arrays gebildétih zwei weiteren Grenzwerten
verglichen. Aus den Einzg)-Werten wurde ein Vergleichp-Wert fur die Probensatze in bei-
den Chips berechnet. Zur Einschatzung der Expressionestéinks Transkripts wurden auch
Tukey-Zweifachgewichtungen angewendet. Dabei werdehdPymaare, deren Signalstarke en-
ger am Median-Wert des gesamten Probensatzes liegerersgigskichtet.

Zur guantitativen Bestimmung des Signals eines Probersataede die mittlere Diffe-
renz benutzt (Average Difference, AD). Fir die 16 Proberpaairden die Differenzen von
PM—MM gebildet und daraus der Mittelwert berechnet. Ob das &sgions-Niveau eines Tran-
skripts im Baseline- gegenuber dem Experiment-Chip veréndar, wurde anhand von vier
Vergleichswerten ermittelt (siehe Affymetrix-Dokumetida):
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Die Max-Werte (Zahl der erhdhten bzw. erniedrigten Prgla@me/Zahl der benutzten
Probenpaare)

Anreicherungs-/Abreicherungs-Verhaltnis

Log Average Ratio Change Log AvQexp— LOg AVQpase

Differenzpositiv-Differenznegativ-Verhaltnis

Ein Ab- bzw. Anreicherungsfaktor eines Gens in beiden HDJAS (FoldChange) wurde
folgendermaf3en bestimmt: Der AD-Wert eines Transkrihtsh direkter Beziehung zu des-
sen Expressionshdhe. Es wurden skalierte AD-Werte im Beesalind Experiment-Datensatz
neu berechnet, wobei nur relevante Probenpaare berutgsiwirden. Als nachstes wurde ein
AD-Wechselwert (ALyy) bestimmt:

ADy = ADexp— ADbase

Der FC-Faktor berechnete sich nach:

FC

ADw {+1 falls ADexp> ADpase 4.2)

mit Qc= maX(Qexp, Qbase
und Qm = 2,8 bei 24um-Auflésung des Arrays

Die Gleichung berechnet den FC-Wert als positive Zahl, weas dranskript der Mu-
tante gegenuber dem Wildtyp(Baseline)-Zustand angemiever (Quotient: Mutantenwer-
te/Wildtypwerte), und als negative Zahl, wenn das Niveauwsain.Q ist der zuvor berechnete
Faktor fur das Hintergrundrauschen des Gen-Chips.

4.2.28 DNA- und Protein-Sequenzanalysen

DNA- Aminoséauresequenz-Daten wurden computertechnisdrbeitet unter Nutzung des
GCG-Wisconsin-Package(Accelrys, USA), der Sequenzaaygdtware DNAstar (DNAStar
Company) und dem Shareware-Programm BioEdit (5.0.7). DegDaten wurde erhalten
und online verglichen mit Hilfe der Datenbanken EMBL, GenBabbBJ, SwissProt, PIR
und PRF. Dabei kamen die FASTA- und BLAST-Algorithmen zum BitagPEARSON 1990].
Multi-Protein-Alignments wurden mit Hilfe des Clustal-Wgbrithmus und Phylogramme mit
TREEVIEW [PAGE 1996] berechnet. Einige der Aminosauresequenzen, die eneii@rung
des Phylogrammes von Abbildung 3.2 benutzt wurden, siftebigsnpubliziert und nur in Da-
tenbanken erhaltlich. In diesen Fallen wurden die Zugamgsnern angegeben.
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4.3 Proteinchemische Methoden

4.3.1 Proteinbestimmung

Die Bestimmung von Gesamt-Protein-Konzentrationen iny&dten ohne hohe Harnstoff- und
Detergenskonzentrationen wurde nach der Methode vea B ORD 1976] mit Hilfe von Rea-
genzien der Firma Biorad durchgefiihrt. Wurde die Proteitmoe@sung von Zelllysaten fur die
isoelektrische Fokussierung notwendig, fand eine modifiei Bradford-Bestimmung, verof-
fentlicht von [RAMAGLI 1999a], Anwendung.

4.3.2 Aceton-TCA-Proteinfallung

Benotigte Losungen:
Aceton-TCA-Fallungslosung: 20% (v/v) TCA (Trichloressigss); 0,07% (v/v)
B-Mercaptoethanol in Aceton, -20°C

Aceton-Waschlosung: 0,07% (v/@ByMercaptoethanol in Aceton, -20°C

Die proteinhaltigen Extrakte wurden mit der Aceton-TCAil&&Agslosung versetzt, so dass
in dem Gemisch TCA von ca. 10% (v/v) vorlag. Diese Ansatze wnr@ h bei -20°C stehen-
gelassen. Das dabei prazipitierte Protein wurde abzegieit und das erhaltene Pellet mit der
Aceton-Waschldésung gewaschen, bis alle TCA-Rickstanderentfaren.

4.3.3 Praparation von Hefeproteinen

Fur alle Praparationen wurden im logarithmischen Wachdbefindliche Hefekulturen ver-
wendet. Fir die Bestimmung des Wachstumszustandes wurdetiBehen Dichte bei 600 nm
(ODggg) bestimmt und die Kulturen bei Qjgy) = 0,5 bis 1,0 verwendet. In dieser Phase besit-
zen die Hefezellen Zellwande normaler Dicke und der Prefgatsalt ist nicht erhéht, was das
Aufschlussverfahren erleichtert und den proteolytischbbau gering halt.

4.3.3.1 Aufschluss fur SDS-PAGE-Minigele

Die Proben wurden aus je 5 mL einer Zellkultur hergestellaciN dem Pelletieren (bei

2500 rpm/ 4°C/ 5 min) wurden die Zellen zweimal mit 5 ml®}; gewaschen. Die Zellen

wurden in 30uL 3-fachem Auftragspuffer nach AEmmLI 1970] resuspendiert. Nach 5 min
Inkubation bei 95°C wurden die Zellen abzentrifugiert, iim eeues Eppendorfgefald Gberfuhrt
und das Volumen mit 1 x Auftragspuffer auf 1Q0 aufgefullt; dieses Lysat wurde fur die

SDS-PAGE benutzt.

Auftragspuffer 3 x:
SDS 10%
Tris/HCI pH 6,8 150 mM
Glycerin 45%
Bromphenolblau 0,01%
B-Mercaptoethanol 6%
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4.3.3.2 Aufschlul3 fir die isoelektrische Fokussierung

Die isoelektrische Fokussierung (IEF) ist empfindlich gedeer Salzen. Daher bedarf es bei
der Praparation der Proteine spezieller Puffer und BediggiunEs wurde durchgehend bei
4°C bzw. auf Eis gearbeitet. Zunachst wurden 50 mL einer kidfier in 50 mL Falcongefal3en
abzentrifugiert und zweimal mit je 50 mLJ®y; gewaschen; das Pellet wurde in 1,5 mL Lysis-
puffer aufgenommen und in 15 ml Falcongefa3e Uberfuhrt.Lpsispuffer enthielt 1 mM Tri-
butylphosphin neben DTT als Reduktionsagens. Der primarfechluss erfolgte mechanisch
mit Glasperlen von 0,4 mm Durchmesser, wobei 8 x 30 sec rigal®rtext wurde, unterbro-
chen von je 30 sec Kuhlung auf Eis. Danach erfolgte eine gepulltraschallbehandlung fir
sechs Minuten (3 x 1 min gepulster Ultraschall, dazwiscleeh nin Stehen des Reaktionsge-
faRes auf Eis). AnschlieRend wurden Zellfragmente vor detaren Verwendung fir 45 min
bei 4°C und 100000 x g abzentrifugiert.

Lysispuffer:
Harnstoff 8M
Thioharnstoff 2M
CHAPS 4%
Tris/HCI 20 mM
(Tributylphosphin 1 mM)
DTT 40 mM
PMSF 0,05%

~Proteaseinhibitor-Cocktail* (Roche, Basel, Schweiz) ddig€onzentration

4.3.4 |EF, SDS-PAGE und Proteinnachweis in Gelen
4.3.4.1 2D-Gelelektrophorese

Die zweidimensionale Auftrennung von Proteinen in eindy&wrylamidmatrix, mit einer iso-

elektrischen Fokussierung in der ersten Dimension und SDS-PAGE in der zweiten Di-

mension, erfolgte nach der bei §&cGet al. 1988] und [VERNERet al. 1990] beschriebenen
Methode.

4.3.4.2 lIsoelektrische Fokussierung

Die angewandten Methoden lehnten sich an die Protokolld[@®aRG et al. 1988];

[GORG et al. 2000]] an. Fur die isoelektrische Fokussierung waidiifliche (ImmobilinéM)
und selbst hergestellte Fokussierstreifen (Methode biesen bei [WESTERMEIER1990]) ver-
wendet. Benutzt wurde eine per Kryostat (Paratherm FT 20Btigleic) auf konstante 15°C
gekiihlte Fokussiereinheit (2117 Multipht). Dabei wurden je nach Fokussierstreifenlange
(11 bzw. 18 cm; Breite jeweils 3 mm; Geldicke im gequollenestZad: 0,5 mm) und Féarbe-
methode des 2D-Gels unterschiedliche GesamtproteinmemgeFokussierstreifen aufgetra-
gen. Die Auftragung erfolgte durch Inkubation des nichtiaygierten Gelstreifens mit dem
geklarten Lysat (,in gel sample reswelling®, fiRG et al. 1988]) in einem speziellen Trogta-
blett aus Plexiglas (Werkstatten MPI flr Biochemie) Uber INaDie Streifen wurden dabei
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mit Paraffindl tberschichtet und so vor Austrocknung gesathtlandelte es sich um ,analy-
tische” Gele, die fur die Silberfarbung vorgesehen waramwde eine maximale Proteinmenge
von 100ug (11 cm Streifen) bzw. 20(g (18 cm Streifen) verwendet. ,Praparative” Gele wur-
den durch auf Coomassie-Farbstoffen basierenden Techgééarbt. Fir sie wurden maximal
500pug (11 cm Streifen) bzw. 1000g (18 cm Streifen) fokussiert. Nach einer Einwanderungs-
zeitvon 3 h bei 300V, 0,1-0,4,mA und 0,1-0,2 W wurde das Spagsgerat (2297 Macrodrive
5™) ca. alle 2 h um 300 V héher eingestellt. Auf diese Weise wsideergestellt, dass ein kon-
stanter Stromfluss von >0,1 mA erhalten blieb. Insgesamtl@u65 kVh im Fokussierbereich
von pH 4,5-5,4, 40 kVh im Bereich von pH 4-7 und 30 kVh im BereiomypH 4-9 verwendet.
Fur die letzte Stunde einer Fokussierung wurde die Spanaufga. 1/10 des numerischen
Wertes erhoht, der jeweils in kVh zu erreichen war, also &003/, 4000V oder 5000V.

4.3.4.3 SDS-PAGE

Fir die elektrophoretische Auftrennung von Proteinen warBolyacrylamidgele modifiziert
nach [LAEMMLI 1970] benutzt. Diese bestanden aus Sammel- und TrenngeineeiSchicht-
dicke von 1 bis 1,5 mm und einer Trennstrecke von wahlweiseeder 20 cm, 12 cm oder
7 cm. Vor einer SDS-PAGE als zweiter Dimension wurden die-8Efeifen nach der isoelektri-
schen Fokussierung gemald fRNERet al. 1990] fir 2x 10 min umaquilibriert. Fur die SDS-
PAGE als zweite Dimension fanden grof3e Gele der Dimensi@@2gh2 cm (Dicke 1mm) und
20X20 cm (Dicke 1,5 mm) Verwendung. Nach erfolgter Trenndeg Proteine bei 100 V im
Sammelgel und 200 V im Trenngel wurden die Gele je nach Freljesg weiter verwendet.
Die Bestimmung des apparenten Molekulargewichts erfolgtéHitie eines kauflichen Prote-
instandards (SDS-BMW, Biorad).

4.3.4.4 Coomassie Blue Farbung

Gele wurden gemal fzEKAS DE ST GROTH et al. 1963] fur 60 min in der Fixier-/Farbelésung
inkubiert und anschliel3end durch in Entfarbelésung indtibdie mehrmals gewechselt wurde;
vor der weiteren Verwendung wurden die Gele grindlich ndebt HO gewassert.

Fixier-/Farbelbsung:

Essigsaure 10%
Methanol 50%
Coomassie Brilliant 0,1%
Blue R250

Entfarber:
Essigsaure 10%

Auch modifizierte Coomassie-Farbemethoden wurden eirngesetiche auf einer kolloi-
dalen Verteilung des Farbstoffes Coomassie-Blue-G beryfatokolle RotiBlue-Stain, Fa.
Roth und beschrieben bei pRiLLouD 2000]). Diese Farbungen besitzen im Vergleich zur
herkdémmlichen Methode eine bis zum Faktor 3 héhere Seit&ttiv
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4.3.4.5 Silberfarbung

Die Silberfarbung der 2D- Gele erfolgte nach den Methoden vo
[HEUKESHOVENUNd DERNICK 1985] bzw. [HOCHSTRASSERet al. 1988]. Auf die zweite Me-
thode sei hier genauer eingegangen.

| ZEIT | LOSUNG | ZU BEACHTEN ]
5 min H-.O
1 h-0ber Nacht | 40% Essigsaure,10% Ethanol
5 min H-O
30 min 1% Glutaraldehyd, 0,5 M
Natriumacetat
3x 10 min H>.O
2x 30 min 0,05% NDS
4x 15 min H>.O
30 min 0,8% Silbernitrat, 1,32% (v/v) Silbernitrat in 30 mL HO
Ammoniumhydroxid, 2% (v/v) 1N I6sen,NHOH und NaOH in
Natronlauge 200 mL lésen, Ag N@-Losung
langsam dazugeben
4x 4 min H>O
5-10 min 0,005% Citronensaure, 0,1% (v/v) Zuerst 250 mL Entwickler auf die
Formaldehyd Gele geben, abgieRen und mit
restlicher Loésung zu Ende farben
Mindestens 20 min 5 mM Tris/HCI, 2% Essigsaure

Bei dieser Farbemethode war es moglich 6 Gele gemeinsamamdtérbebehalter parallel zu
verarbeiten. Das bendétigte Volumen fir jede Losung betmudiesem Fall 1500 mL.

4.3.4.6 Computerunterstitzte Auswertung von 2D-Gelen

Die Gele wurden mit dem Scanner SHARP JX-330 und der entspnelelm Software Lab Scan
Version,2.01 (Amersham Pharmacia Biotech) mit einer Aufigsvon 150 dpi bzw.300 dpi
digitalisiert. FUr quantitative Analysen wurde der Scanmétels eines Graukeils (KODAK;
Kalibriertablett mit 21 Absorptionseinheiten von 0,099), kalibriert. Die Gele wurden mit
Hilfe des Programms ProteomeWed¥ef\ersion 2.0, Fa. Definiens, Minchen) geméaR den
Anleitungen des Software-Herstellers ausgewertet.

4.3.4.7 Spaltung der Proteine in der Gelmatrix

Die Proteinspots von Coomassie Blue gefarbten 2D- Gelen wwegakt mit einem Skalpell
ausgeschnitten. Zur VergroRerung der Oberflache wurdeGélikereiche in Wirfel mit ca.
1mm Kantenldnge zerlegt. Die Gelstiickchen wurden 5 x 15 mischittler mit HOy; ge-
waschen, bis ein pH-Wert von ca. 6 erreicht war; anschlié¥amrde mit dem Protokoll fir
den Verdau mit Trypsin bzw. Endoproteinase LysC begonnén Potokolle des Herstellers
(Roche, Mannheim) wurden befolgt und unterschieden sichdite Enzyme kaum.

50



Losungen:
Einfach konzentrierter Spaltpuffer: 50 mM Tris/HCI pH 8,5
Doppelt konzentrierter Spaltpuffer: 100 mM Tris/HCI pH 8,5

DTT-L6sung: 10 mM DTT in doppelt konz. Spaltpuffer
Jodacetamid-Losung: 50 mM Jodacetamid in doppelt konZt&ker
10% Ameisensaure

100% Acetonitril

Es wurden bei jedem Schritt ca. 0 Losung verwendet, gerade soviel, dass die Gelstickchen
bedeckt waren. Die Uberstande der nachfolgenden Schriitdem jeweils abpipettiert und
verworfen; zwischen den einzelnen Schritten wurde gexbrte

Protokoll fur die tryptische Spaltung:

| ZEIT | LOSUNG | ZUBEACHTEN \
Kurz Mit Acetonitril waschen
1 min In Acetonitril inkubieren
5 min In doppeltem Spaltpuffer
inkubieren
1 min In Acetonitril inkubieren
5 min In doppeltem Spaltpuffer
inkubieren
1 min In Acetonitril inkubieren
Kurz Mit Acetonitril waschen
30 min In DTT-L6sung inkubieren 10 L Lésung mehr
bei 60°C verwenden
1 min In Acetonitril inkubieren
1 min In Acetonitril inkubieren
15 min In Jodacetamid-Losung inkubieren
Kurz Mit Acetonitril waschen
5 min In doppeltem Spaltpuffer
inkubieren
1 min In Acetonitril inkubieren
5 min In doppeltem Spaltpuffer
inkubieren
1 min In Acetonitril inkubieren
1 min In Acetonitril inkubieren
10 min Ohne L6sung inkubieren bis keine Losung mehr
bei 37°C sichtbar ist
4 h - Uber| In einfachem Spaltpuffer mit Verhaltnis 1:10 (Enzym:
Nacht bei| Trypsin inkubieren Proteinmenge)
37°C:

Trypsin (25pg) wurde geldst in 10QL 1 mM HCI.

4.3.4.8 Elution der Spaltpeptide

Nach der Spaltung wurde mit der Elution begonnen. Es wurdedewum 20uL Lésung far
die einzelnen Schritte verwendet. Zwischen jedem Schrittie gevortext, alle weiteren Uber-
stande wurden gesammelt und zu einem Peptidgemisch (j8g3ltvereinigt.
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ZEIT | LOSUNG

5min | In Acetonitril inkubieren
10 min | In Acetonitril inkubieren
10 min | In 10%-iger Ameisensaure inkubieren
5min | In Acetonitril inkubieren
10 min | In 10%-iger Ameisensaure inkubieren
5min | In Acetonitril inkubieren

4.3.4.9 MALDI-Massenspektrometrie

Die durch den Verdau mit Endoproteinasen generierten ékepturden in einem ersten Ana-
lyseansatz mit verschiedenen MALDI-Massenspektromagemal’ der Methode des MALDI-
MS-Fingerprintings gemessen. Anwendung fand ein Bruker R&fl&ALDI-TOF-Massen-
spektrometer, das mit einem 337 nm Stickstofflaser augariagtr sowie das MALDI-TOF-
TOF-System Proteomics Analyser 4700 (Fa. Applied Biosysiaifeiterstadt). Mit letzterem
wurden auch Tochterionen-MS-Spektren zur Erhaltung vgié@gequenzinformation angefer-
tigt.

Die Standardprozedur am Bruker Reflex III:

1 uL der eluierten Peptidmischung wurde auf das Probenzigjedtg#gen; nach Trocknen bei
Raumtemperatur wurde die Probe mjtllder Matrixlésung (5 m@-Cyano-4-hydroxyzimtsaure)
geldstin 1 ml Acetonitril/Wasser/TFA; 50:50:0,1; v/iviBérschichtet und nochmals bei Raum-
temperatur getrocknet. Die Ausfihrung der Massen-Anayfdgte im positiven Reflektormo-
dus bei eingeschalteter ,Delayed-Extraktion* mit einer @dsunigungsspannung von 20 kV,
einer Reflektorspannung von 22,8 kV und der Deflektion von Elagdeiner als 500 Da. Flr
die Aufnahme der Spektren wurden die Signale aus 100-15€rinasulsen aufsummiert. Zur
Datenbanksuche nach dem Fingerprint-Verfahren wurde aagdnm ,Profound” von Prowl
und der Algorithmus ,Pepldent” (bei http://www.expasy.ekrwendet.

4.3.4.10 Elektrospraymassenspektrometrie (ESI-MS)

Ungespaltene Proteineinheiten wie z.B. die affinitatsclatographisch gereinigten N-terminalen
Hyp2p-Fusionsproteine (ca. 43 kDa) sowie das aus ihnerhdtlioombin-Spaltung gewonne-
ne Hyp2p und von ihm abgeleitete Proteinformen (ca. 18 kDajen fir eine Massenbestim-
mung mit einem Quadropol-Instrument (AP1 308 Sciex-AppliedBiosystems) untersucht.
Dazu wurde eine normale ESI-Quelle bei Anlegen der UblidAlessraten benutzt. Nach Ei-
chung der m/z-Skala tber Ammonium-Adduktionen von Polletinglykol erfolgte die compu-
tergestitzte Berechnung des Molekulargewichts aus deviaxama der Ladungsverteilungs-
profile mehrfach geladener lonen nactoEY et al. 1988] und [MANN et al. 1989].

Das Geréat konnte optional mit einer Nano-ESI-Quelle ausgfes werden, was die Untersu-
chung von Peptiden und Proteinen auch im Nano-Mol-Bereigofiierer Femto-Mol-Bereich)
ermoglichte. Gleichzeitig konnte durch die mit Stickstoéischickbare Kollisionszelle Peptid-
sequenzinformation durch Aufnahme von Tochterionenspelgewonnen werden.
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4.3.4.11 Hochauflésende Flissigkeitschromatographie (HE)

Fur die Auftrennung des Peptidgemisches wurde eine MikPb-Eleingesetzt. Die eluierenden
Peptide wurden manuell gesammelt.

Vorsaule: OPTI-GUARD, C8, 1 mm (Wicom)

Trennsaule: MicroCART®150-I, RP 18, PurospheriBn endcapped, 1mm (Merck)

Mobile Phase: Solvent A: 0,1% v/v TFA in HOy4q4 Solvent B: 0,0,8 % v/v TFA in
Acetonitril

Gradient: Séule war mindestens 30 min mit 5% B aquilibriert

| Zeit | Solvent A| Solvent B|

[min] | [%] [%]
0 95 5
60 60 40
85 40 60
90 30 70
95 95 5

FluRrate: 60 pL/min
Detektion: 206 nm und 280 nm an Monitor und Schreiber (KIPP und
ZONEN BD40)

Injektion: 95 pL (Probe wurde in HOgyg mit 5 % v/v Ameisenséure gelost)

4.3.5 Aminosauresequenzanalyse

Zur Aminosauresequenzanalyse wurden die aus der enzghmatisFragmentierung resul-
tierenden und durch HPLC aufgetrennten Peptide eingedetet Aminosauresequenzana-
lyse nach dem Prinzip des Edman-Abbau®fLsPEICHUNd ZORBAS 1998] wurde an ei-
nem PROCISEM-492A-Gasphasensequenzersystem (PE Biosystems, Wiy reurchge-
fuhrt. Die dafur benétigten Reagenzien und Losungen wurdarder Firma bezogen. Die nach
Durchlaufen des Reaktions- und Konvertierungkompartinted Sequenzers entstandenen
Phenylthiohydantoin (PHT)-Aminosauren wurden online arem angeschlossenen HPLC-
System (ebenfalls PE Biosystems) bei 269 nm detektiert.

4.3.6 Datenbankrecherche

Die aus der Edman-Sequenzierung erhaltenen Aminosauressedaten wurden mit den Ein-
tragungen von nicht-redundanten Datenbanken vergligiértHilfe der Datenbankrecherche
konnten die isolierten Proteine Uber die Homologie zu berfeekannten und eingetragenen
Proteinen identifiziert werden. Dazu wurden die Suchprnogne BLAST and FASTA, beide
Uber die Internetadressen

Lhttp://lwww.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST/* bzw.

Lhttp:/lwww2.igh.cnrs.fr/bin/fasta-guess.cgi®
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zuganglich, benutzt. Ebenso wurden SequenzvergleichedemtModul MS-Edman des Pro-
gramms ProteinProspector, unter ,http://falcon.ludwiyac.uk/ncsfhtm13.2/msedman.htm®,
durchgefuhrt. Die theoretischen Massen (Mr) und isoeistten Punkte (pl) der Proteine wur-
den mit dem unter dem ExPASy-Server (http://www.expagy.angebotenen Werkzeug ,MW,
pl, Titration curves® ermittelt.

4.3.7 Protein-Blotting

Der Elektrotransfer von Proteinen aus SDS-Polyacrylaeigy erfolgte in Anlehnung an
[ECKERSKORN1990] in einer ,semi dry“-Blotkammer (Semi Dry ElectroblattV). Fir das
Normalexperiment und fur den Fall einer weiteren proteegmstschen Analyse der transferier-
ten Proteine wurde eine PVDF-Membran (Fluorotf&Hs/erwendet. Dieser Membrantyp wur-
de auch fir eine Weiterverarbeitung des Blots nach der WeStrhnik benutzt. Direkt nach
der SDS-Gelelektrophorese wurde das Blotsandwich zusagesetrt und die Proteine bei
Raumtemperatur bei einem konstanten Stromfluss von 1ntian3-5 Stunden auf die Mem-
bran Ubertragen.

4.3.8 Proteinfarbung auf Blots

Fur eine weitere proteinchemische Analyse wurden die Piatas, geman

[FAZEKAS DE ST GROTH et al. 1963] mit Coomassie Blau gefarbt. Sollte die 2D-Pasibie-
stimmter Referenz-Proteine vor dem immunologischen Nashbestimmt werden, erfolgte
zunachst eine Pongeau S-Farbung. AnschlieRend wurde gasenhende Spot-Muster auf der
Membran nachgezeichnet und der Blot wieder entfarbt, wigkogER und LOTTSPEICH1992]
beschrieben.

4.3.9 Immunologischer Nachweis von Proteinen

Fur den immunologischen Nachweis verschiedener Proteinderein Western-Blot, modifi-
ziert nach [FARLOW und LANE 1988] benutzt. Primare und sekundare Antikorper (AB) wur-
den in Verdinnungen eingesetzt, die zuvor optimiert wurtlerinem Standard-Protokoll fan-
den Verdinnungen des primaren AB von 1:5000, 1:10000 un@gb0 Anwendung. Der se-
kundare Antikorper wurde 1:10000 mit NCP-Puffer verdinnt.

Behandlung des Blots in der Schrittfolge:

Inkubation in
6 x5 min  NCP-Puffer
30 min 4% BSA/NCP-Puffer (Absattigung freier Bindungsstéllen
1,5h-3h LoOsungaus 1. AB in 4% BSA/NCP-Puffer
6 x5 min NCP-Puffer

2h Losung aus 2. AB in 4% BSA/NCP-Puffer
6 x5 min  NCP-Puffer
5 min Fur alkalische Phosphatase-Bcip-Detektion: 0,1 MQ@s, pH 10,2

Farben mit BCIP (0,2 mg/mL) in 0,1 M N&Os (Bromochloroindolyl-Phosphat, Fa. Roth)
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10 x NCP (2 L)

Tris 24,239
NacCl 180,0 ¢
Tween 20 10,0 mL
NaNz 0,49

pH 7,4 (einstellen mit HCI (verdinnt))
ad 2000 mL mit HOy;

Als an alkalische Phosphatase gekoppelte Zweitantikdheaten gemald den Angaben der
Hersteller, eira-Kaninchen-1gG-AK und eimi-Maus-1gG-Ak aus der Ziege sowie emHuhn-
IgY-AK aus Kaninchen. Mit dem sekundaren AK wurde fiir 2 h beuRéemperatur inkubiert
und die Farbreaktion mit Hilfe von BCIP und NBT entwickelt.

Als zweite Detektionsmethode kam das ECL-Chemulumines¥enzhren (Fa. Amer-
sham, Uppsala) zum Einsatz, bei dem als zweiter AntikorpeMeerrettich-Peroxidase-AP-
Konjugat eingesetzt wurde, welches ein Luminol-Derivaeuhichtaussendung oxidiert.

4.3.10 Heterologe Expression des GST-getaggten Hyp2pHncoli

Fir die Synthese des N-terminal mit GST fusionierten Hyp2g.i coli wurde der Expressi-
onsvektor pGEX-4T2 (Fa. Amersham, Uppsala) verwendetdaeSequenz fur GST und fur
eine daran fusionierte C-terminale-Thrombin-Spaltstedisitzt. Mittels PCR wurde die codie-
rende Sequenz déstYP2als BamHI-Sall-Fragment synthetisiert, durch DNA-Seqasiatyse
Uberprift und in das Plasmid pGEX-4T2 kloniert. Das restdtnde Plasmid wurde danach in
denE. coli-Stamm JM-105 transformiert. Die Transformanten wurdenkgonie-Lift und
Hybridisierung mit eineHYP2Probe identifiziert. Der Klon JM-105-5, der das GST-Hyp2p-
Fusionsprotein exprimierte, wurde in Ampicillin-haltigd_B-Medium kultiviert, mit IPTG in-
duziert und nach 2 h fiir die Proteinpréaparation lysiert. Dakche Protein wurde unter Verwen-
dung einer Gluthathion-S-Transferase-Saule affinitétsuhatographisch gereinigt. Vom iso-
lierten Protein konnte das N-terminale GST-Protein durbhombinspaltung (Protokoll von
Amersham, Uppsala) abgespalten werden. Das entstandgrip iyurde per Aminosaurese-
guenzanalyse Uberpruft.

4.3.11 Expression von GST-getaggten Hyp2p-Formen i cerevisiae

Als Expressionsvektor wurde das Plasmid pYES2 (Fa. Iny&n) ausgewahlt, welches den
Gall-10-Promotor, dep2-Replikationsursprung und das auxotrophe MarkeldBA3tragt.
Im ersten Schritt wurde durch Nutzung des linearisiertektMs pGEX-4T2 als Templat
durch PCR die fur GST (einschlief3lich der C-terminalen Thrior8equenz) codierende DNA-
Sequenz als Hindlll-BamHI-Fragment synthetisiert, duréhAbSequenzanalyse Uberprift und
in das Plasmid pYES2 kloniert. Es resultierte das PlasmiBQXGST. Fur den zweiten Klo-
nierungsschritt wurden dielYP2Gen-Varianten als BamHI-XBal-Fragmente durch PCR an
geeigneten Templaten hergestellt und in den Vektor pYES2kE&iert. Die Plasmide einiger
erhaltener Klone wurden sequenziert und fehlerfreie Fidesausgewahlt.

Fur die Expression der GST-Fusionsproteine wurde der asetiefiziente Hefestamm
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BJ5464 mit den korrekten Plasmiden transformiert. Auf-8elektivmedium mit Gluko-
se als Kohlenstoffquelle wachsende Kolonien wurden in rideituren in Raffinose-U-
Selektivmedium angeziichtet. Vor Erreichen der logarifomen Wachstumsphase wurde die
Fusionsprotein-Expression durch Zugabe von Galaktosenh@ (Endkonzentration 2%) ein-
geschaltet. GST-Hyp2p-Proteinformen exprimierende ékudturen wurden durch Proteinex-
traktion, SDS-PAGE, Coomassie-Farbung und Western-Bgpttnit einem anti-GST mono-
klonalem Antikdrper (Quiagen, Hilden) identifiziert. Fline Grol3kultivierung und Herstel-
lung der Fusionsproteine wurde das Induktionsverfahreienkulturen auf 500mL-Anséatze
Ubertragen. Die Proteinexpression erfolgte durch Scimitter Kulturen bei 120 rpm und bei
einer Temperatur von 25°C. Nach Uberschreiten der mittlEgarithmischen Wachstumspha-
se (Opo2,5 - 3,0) wurde die Kultivierung beendet. Die Zellen wurdeainer CQ-gekihlten
Glasmuhle nach ZLIG (MSK-Zellhomogenisator, Fa. Braun, Melsungen) mit Glakgrevom
Durchmesser 0,4 mm aufgeschlossen. Danach klarten zwéifdgationsschritte (20 min bei
14500 rpm = 25000 x g, SS34-Rotor; 45 min bei 100000 x g = 331%Q Kontron-Rotor
50.2 TL, Ultrazentrifugation) die Lysate. Je nach Einsatzak der N-terminalen Fusionsprote-
ine (entweder Reinigung der Fusionsproteine durch Affisidtomatographie oder Einsatz des
Lysates zur affinitditschromatographischen Findung voteRr@indungspartnern (Pull-Down-
Experiment)) wurden die Lysate unterschiedlich weitedetelt.

Die klassische Affinitatsreinigung erfolgte analog zu debhekXsprotokollen der Fa. Amers-
ham (Freiburg, Br.). Puffermischung, Aquilibrierung, Dinsgonierung, Anwendung der GST-
Sepharose-Beads und Elution erfolgten wie dort beschrieben

4.3.12 Affinitatsreinigung zur Suche nach von Proteininteaktionspartnern (Pull-Down-
Experiment)

Die Expression und Affinitatsreinigung der potentiellermteim-Komplexe erfolgte aus der-
selben Hefekultur. Der Zellaufschluf3 und die Komplexmgimg erfolgten in Anlehnung an
die Tandemaffinitats-Reinigungsmethode fir Protein-Kaxg| die auf dem TAP-Tag beruht
[RIGAUT et al. 1999]. Die Zusammensetzung der verwendeten Puffent@rte sich an den
Protokollen der Autoren.

Zellaufschlusspuffer nach TAP-Bedingungen (Puffer A):

10 mM HEPES-KOH pH 7,6

10mM  KCl
1,5mM MgCh
05mM DTT
0,5mM PMSF

2 mM Benzamidin
Proteinase-Inhibitorcocktail Complete(EDTA-frei)(Roghk Tab. auf 25 mL
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Nach Abzentrifugieren der Ausgangskulturen wurde ein Fdi-Pellet von ca. 13 mL
Naflvolumen im gleichen Volumen Zellaufschlusspuffer (4f€juspendiert und in eine Ho-
mogenisierungsflasche (50 mL) fur die Glasmihle umgeflig sduregewaschene Glasperlen
wurden zugegeben. Der AufschluR erfolgte im MSK-Zellhoeragator in 30 sec-Abschnitten
bei Kiihlung im CQ-Strom. Dabei wurde darauf geachtet, dass sich im HomogenakEis bil-
dete. Der liquide Teil wurde vom Kugelbett abpipettiertnbelomogenat wurde 1/9 Volumen
einer 2-molaren KCI-L6sung zugesetzt und es wurde wie imoRoditdes vorigen Abschnitts
in zwei Schritten zentrifugiert. Der nach den Zentrifugatn erhaltene Uberstand wurde 3 h
gegen Puffer B dialysiert.

Dialysepuffer (Puffer B):

20mM HEPES-KOH pH 7,9

50mM KCI

0,2mM EDTApH 8,0
0,5mM DTT

20% Glycerin
0,5mM PMSF

2 mM Benzamidin

2,5 mL suspendierte Glutathion-Sepharose-4B-Beads wurasgng&ifugiert und dreimal
mit dem gleichen Volumen Puffer C (Wasch- und Bindungspu#ear.) gewaschen. 8 mL ei-
nes Wildtyp-Hefeextraktes wurden 30 min mit den Beads bei didf€h langsames Rotieren
Uber Kopf inkubiert. Diese Vorbehandlung des Saulenbetpdte den Anteil von fehlgebun-
denen Proteinen in der nachfolgenden Affinitatsreinigumgnmeren. Darauf wurden die Be-
ads dreimal mit 10 mL kaltem Puffer C gewaschen und im letf¥aschschritt das Material
als Saulenbett in eine Chromatographie-Séule gegeben dirdesdiert. Das Saulenbett wur-
de mit 16 mL des dialysierten GST-Hyp2p-Hefeextraktes fir Bei 4°C zur Affinitatsbin-
dung der GST-Proteinkomplexe inkubiert. Nach Sedimemtaties Bettes wurde der Extrakt
abgetrennt und das Sé&ulenbett sukzessive 6 mal mit 6 mL \paeh C (4°C) gewaschen.
Nachdem die OBsoym der Waschlésung unter 0,005 gefallen war, wurde das Séaetieti®i-
mal mit 1mL Elutions-Puffer (10 mM reduziertes Gluthathion50 mM Tris-HCI, pH 8,0)
fur 10 min bei Raumtemperatur eluiert. Die in den Wasch- undfilaktionen vorhandenen
Proteine wurden mittels TCA-Aceton-Behandlung (s.o0.) ai#lgeind in 1x Laemmli-SDS-
PAGE-Auftragspuffer resolubilisiert. Aliquote wurdenrdh SDS-PAGE T=14%) analysiert.
Die Proteinbanden wurden durch die Standard-Coomassiefalt®ing sichtbar gemacht. Ein-
zelne Banden wurden aus praparativen Gelen ausgeschmttéPeptidgemische durch In-Gel-
Restriktionsverdau mittels LysC erzeugt. Die Peptidgeh@sgurden durch MALDI-MS bzw.
Mikro-RP-HPLC und BBEMAN-Sequenzierung einzelner Spaltpeptide weiter analyitttels
Datenbanksuche mit den gefundenen monoisotopischerdReggsen und den kurzen Amino-
sauresequenzabschnitten konnte eine Protein-ldenititkainiger Banden erreicht werden.
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Bindungs- und Waschpuffer (Puffer C):

20mM HEPES-KOH pH 7,6

50mM KCI
1mM EDTA
0,5mM DTT
10% Glycerin
0,5mM PMSF

2mM Benzamidin
Proteinase-Inhibitorcocktail Complete(EDTA-frei)(Roghk Tab. auf 100 mL

4.4 Zellfraktionierung von Hefezellen

4.4.1 Isolierung von Hefe-Zellkernen fiur die RNA-Extraktion

Die Isolierung von Hefe-Zellkernen geschah an sphardplasih Zellen nach der Methode von
[WisE 1991b]. Dabei handelt es sich um ein verkurztes Protoka#i,speziell fir die Isolation
von RNA aus Zellkernen optimiert wurde. Das Protokoll vengét dabei auf eine zeitaufwen-
dige und daher die RNA-Degradation fordernde Dichtegradreentrifugation.

4.4.2 Isolierung von Mitochondrien

Die Zellfraktionierung zur Gewinnung einer Hefe-Mitochienfraktion erfolgte durch An-
wendung der Arbeitsvorschrift beschrieben beilf®/1991a]. Das Verfahren basiert auf diffe-
rentieller Zentrifugation und wurde optimiert, um Orgdeslzu erhalten, mit denen Atmungs-
funktionen Uberpruft werden konnten.

4.5 Uberprufung der Existenz eines mitochondrialen Membranjptentials

Eine Bestimmung des mitochondrialen Membranpotentials, erfolgte an isolierten Mi-
tochondrienfraktionen durch Untersuchung der Aufnahnse@¥5-Fluoreszenzfarbstoffs 3,3'-
Dipropylthiocarbocyanin-lodid [diS-£5(5), Molecular Probes, Eugene, OR] beschrieben bei
[WisE 1991a]. Der Farbstoff wird von Mitochondrien in einer Pdiairabhangigen Weise auf-
genommen. Diese Resorption wurde mit Hilfe eines Fluores&gectrophotometers der Fa.
Perkin-Elmer gemessen. In eine Lésung, die 0,6 M Mannitom®1 Kaliumphosphat (pH 7,4),
10 mM MgCh, 0,5M EDTA, 1 mg/L BSA (Fettsaure-frei) und 5 mM Tris-Sucdifand/oder

5 mM Tris-Malat) enthielt, wurden 150g/mL Mitochondrien eingerihrt. Der Farbstoff wur-
de in einer Endkonzentration von 1. diS-Cs-(5) aus einer 2 mM Stammldsung in DMSO
zugesetzt. Alle Komponenten bis auf die mitochondrialebsBate wurden in einer rihrbaren
Quarzkuvette gemischt und die Emission bei 670 nm (Exialiei 620 nm) aufgezeichnet.
Nachdem sich die Emission der Probe nach Zusatz der Mitatfenstabilisiert hatte, wurden
die Substrate zugesetzt und die Veranderung der Fluoresadgezeichnet. Der Zusatz von

58



1mM KCN als mitochondrialer Inhibitor verdeutlichte, dase dnderungen in der Fluores-
zenz ursachlich mit der Generierung eines Membranpotszisammenhingen.

4.6 Zell-Proliferationsassay

Der phalgelbe Redoxindikator 3-(4,5-Dimethylthiazol43-3,5-diphenyltetrazoliumbromid (MTT)
wird in lebenden Zellen zu einem dunkelblauen MTT-Formazatuziert. Die Durchfiihrung
der Messung geschah in Anlehnung an das Protokoll bejelsoNet al. 1994]. Eine Uber-
Nacht-Kultur wurde mit frischem Medium verdinnt und bis z&meichen der frihlogarith-
mischen Wachstumsphase kultiviert. Aliquote, die 1 ® Z@llen/mL enthielten, wurden in
Reaktionsgefal3e pipettiert und auf 50 Volumen eingestellt. 5QL einer 5 mg/mL MTT-
Losung (Sigma, Deisenhofen) wurden zugegeben und fur 2 lildreentsprechenden Tem-
peratur (25°C oder 37°C) inkubiert. Die Kulturen wurden eitnauf dieselbe Zellzahl (kon-
trolliert durch OD-Messung bei 600 nm und Zelldichtebestiamg durch Auszahlung in einer
Neubauer-Kammer) eingestellt und auf das gleiche Volunregestellt. Zu jeder Probe wurden
500pL 2-Propanol gegeben, welches 0,04 M HCI enthielt. Die Misghwurde stark geschuit-
telt, um MTT-Formazan aus den Zellen zu extrahieren. Danautlie bei 12000 x g fir 2 min
zentrifugiert und die Absorption des Uberstandes bei 57@egen zellfreie Kontroll-Losungen
gemessen, die in gleicher Weise behandelt worden waren.

4.7 Zellulare Fluoreszenzfarbungen, Mikroskopie

4.7.1 Anfarbung der Zellkerne in Hefezellen durch DAPI-Farbung

2,5 mL einer Hefekultur am Anfang des lorarithmischen Waams (OQo0m lag bei ca. 0,6)
wurden bei 1500« g abzentrifugiert. Das Zellpellet wurde in 1 mL Kalium-Ppbat-Puffer
(pH 7,0) resuspendiert und erneut abzentrifugiert. Didefelvurden durch Resuspendieren in
10%iger Formaldehydlésung (1 mL) fur 5 min fixiert und bei @509 fir 1 min abzentrifu-
giert. Ein Waschschritt der Zellen in 5 mL PBS folgte. Nach @ié&ngation (wie im vorherge-
henden Arbeitsschritt) wurden die Zellen in JA0PBS resuspendiert und auf einen Polylysin-
behandelten Objekttrager auspipettiert. Nach 10 min wdrdeiberschissige Flissigkeit mit
ungebundenen Zellen abgesaugt. Die Objekttrager mit dentigeten Zellen wurden in -20°C
kaltes Methanol fur 6 min ohne Konvektion getaucht, anednd fur 30 sec in -20°C kaltes
Aceton (100%). Die Objekttrager wurden an der Luft getr@tkemd einmal mit 1 mL PBS
an den mit Zellen bedeckten Bereichen gewaschen. Es folgtekiubation mit 50QuL einer
Ldsung von 1ug/mL DAPI (4’-6-Diamidino-2-phenylindoldihydrochlorjdn PBS fir 5 min
bei -70°C im Dunkeln, danach zwei Waschschritte mit jewgitsL PBS fur 30 bis 60 sec. Vor
der Fluoreszenzmikroskopie (Emission bei 450 bis 488 nnmilemudie Zellen mit einem Trop-
fen einer Anti-Ausblendungslésung (5%ige Losung von npiigallat, Sigma Deisenhofen),
in Glycerin (100%)) Uberschichtet.
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4.7.2 End-Labeling von DNA-3'-Termini entstanden durch DNA-Strangbriiche: TUNEL

DNA-Strangbriiche in chromosomaler DNA wurde nachgewiedarch Labeling freier 3'-
OH-Termini mit FITC-gelabeltem Deoxyuridin, welches mitfidieines alkaline Phosphatase-
gekoppelten Anti-Fluorescein-Antikorpers und die Bildwiges Farbstoffprazipitates mit ei-
nem Phosphatase-Substrates detektiert wurde (,,In SituB&alth Detection Kit*; Fa. Roche,
Mannheim). Hefezellen wurden mit einer 3,7%igen Formajdésung fixiert und die Zell-
wande mit Zymolyase verdaut. Die Zellen wurden auf einenylipsin-beschichteten Objekt-
trager immobilisiert. Die Objekttrager wurden mit PBS gesvash und in Permeabilisierungslo-
sung (0,1 % Triton X-100; 0,1% Natrium-Citrat) fur 2 min ausknkubiert. Die Zellen wurden
zweimal mit PBS gewaschen und mit l0 TUNEL-Reaktionsgemisch (200 u/mL termina-
le Deoxynukleotidyl-Transferase; 10 mM FITC-gelabeltesT&®J25 mM Tris-HCI; 200 mM
Natrium-Cacodylat; 5 mM CoGJ Fa. Roche, Mannheim) fir 30 min bei 37°C. Danach wur-
de dreimal mit PBS gewaschen und mit @i0-Konverter-AP-L6sung (alkaline Phosphatase-
gelabelter Anti-FITC-Antikérper; Roche, Mannheim) fur 30mhiei 37°C inkubiert. Es wurde
nochmals dreimal mit PBS gewaschen und die Zellen mit einetiAusblendungs-Reagens
(5%ige Losung von n-Propylgallat, Sigma Deisenhofen, igcétin (100%), 1 Tropfen pro
Objekttrager) behandelt. Die Zellen wurden mit einem Déakdpedeckt und durch Fluores-
zenzmikroskopie analysiert.

4.7.3 Mikroskopische Untersuchungen

Phasenkontrast- und Hellfeld-Mikroskopie wurde an eineth@ux-Mikroskop (Leitz) durch-
gefuhrt. Konventionelle Fluoreszenz-Mikroskopie erfelgn einem Zeiss-IM 35 invertierten
Mikroskop, ausgestattet mit einem x100/1,3 Plan-Apoclae@®bjektiv, einer Contax 167 MT-
Kamera und Fuji-RSP 400 ASA-Farbdiafilmen.

4.7.4 Elektronenmikroskopie

Hefezellen wurden mit phosphat-gepuffertem Glutaraldefiyiert. Die Zellwdnde wurden
durch Zymolyase-Verdau entfernt und die Zellen mit Osmilgtroxid und Uranylacetat nach-
fixiert. Danach folgte die Dehydratisierung wie beifBRs und GOETSCH1991] fur Zellen
der stationaren Phase beschrieben. Nach Waschungen g€l Ethanol wurden die Zel-
len in Aceton (100%) gewaschen und mit einer 1:1-Mischursyfeton und Epon fir 30 min,
danach mit 100%igem Epon fur 20 h infiltriert. Die Zellen wendn frisches 100%iges Epon
Uberfuhrt und bei 56°C fur 48 h inkubiert. Danach erfolgte Mé&rotom-Schnitt und die An-
farbung mit Bleiacetat.
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5. Ergebnisse

5.1 Funktionsstudie am Hypusin enthaltenden Protein
durch Punktmutanten-Charakterisierung

Im ersten Teil dieser Arbeit war eine phanotypische Charg¢eung eines punktmutierten
temperatursensitiveHYP-Allels bei heterologer Expression Baccharomyces cerevisiaef
Protein-, RNA- und zellbiologischer Ebene durchzufuhremradssetzung dazu war, dass im
benutzten Ausgangsstamm beide nattrlicHdP-Gene,HYP1und HYP2 deaktiviert vorlie-
gen, so dass die zu untersuchende punktmutierte Form diegeillypp-Quelle in der Zelle
darstellt.

In einer Studie vor dieser Arbeit wurde ein haploider Hefesh W303-h1h2 (WDH) er-
zeugt, in dem beidélYP-Gene durch Einschub van vivo funktionellen auxotrophen Mar-
kern inaktiviert wurden [VWHL 1994], [OTASEK 1997]. Fur die Lebensfahigkeit von Hefe-
zellen muss wenigstens ein funktionelld¥'P-Gen in der Zelle vorhanden sein. Daher wur-
de vor dem Knock-Out der genomischerYP-Loci im Stamm W303 deren Funktion durch
ein plasmidstandigedYP2Wildtyp-Gen, befindlich auf dem Single-Copy-Plasmid pRS&31
HYP2 (cen60ri), komplementiert. Als Abkdmmling von pRS316 enthieiesks Plasmid
den Gall-10-Promotor und einéfRA3auxotrophen Marker [8ORSKI und HETER 1989];
[MAGDOLEN et al. 1994]. Dieser komplementierte Doppel-Knock-Owtr@in als Ausgangs-
material flr eine Mutagenesestudie wird im folgenden als WpIH16Gal bezeichnet.

Vor Beginn der Experimente zur Punktmutantencharakteusg musste die genetische
Integritat dieses Ausgangsstammes zunachst UberprifteweDie Uberprifung umfasste
den Beweis der korrekten Doppeldisruption beitlfP-Gene im langzeitgelagerten Stamm
WDHyp2-16Gal durch Southern-Blot-Analyse und anschlie@adetrachtung der Plasmid-
Ausstattung des Stammes.

5.1.1 Genetische Uberpriifung der Doppeldisruption beideHYP-Gene

Die fur die Erzeugung der Doppeldisruption eingesetztelmdkrOut-Kassetten sind in ih-
rer genetischen Struktur in Abbildung 5.1 dargestellt. Irsten Schritt wurde das genomi-
scheHYP2Gen, befindlich im Plasmid p21LEUZ2, durch Einklonierenesir2,22 kbtEU2-
Fragments in seine genuine Sall-Schnittstelle disrupti2as nach Pstl-Verdau aus diesem
Plasmid erhaltene 3,65 kb Fragment diente zur Transfoomates diploiden Hefe-Stammes
W303D, was zu einem homologen Rekombinationsereignis fiihrteh Natradenanalyse des
nun aufLEU~-Medium wachsenden Klons W303-D#6-9 wurde eine Ascospaiesis die
einer haploidemyp2Disruptante entsprach [HL 1994]. Das nur unter anaeroben Bedingun-
gen aktiveHYP1Gen wurde dann in diesem Stamm durch homologe Rekombinatitotem
aus dem Vektor p14RB-TRP isolierten 3,6 kb-EcoRI/BamHI-Fragmeelches eine Inserti-
on mit einemTRPXMarker besitzt, deaktiviert. Die erfolgreich disrupter Klone besalien
einen UWL"-Phanotyp. Nach diesem Vorgehen liegt entsprechend deyeLder auxotrophen
Marker im Doppel-Knock-Out-Stamm fur den Genlocus #&&P2eine Verlangerung um 2,2
kbp (+LEU2)-Marker), fir den deslYP1leine Verlangerung um ca. 1,6 kbpTRPXMarker)
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A. Kassette fiir Knock-Out von HYP1:
in Vektor p14EB-TRP

Z = =
Z z -7 3 = - £
S % R 23 =
I
HYP1 TRP1 (1.6 kb) HYP1
T T —_—
1,1 kb 0,84kb
| |
' 3,6kb !
B. Kassette fiir Knock-Out von HYP2:
in Vektor p21LEU2
. E Fl = =
& > M A &
|
HYP2 LEU?2 (2.22 kb) HYP2
—> « >
0,514 kb 0,908 kb
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Abbildung 5.1:Schematische Darstellung der Knock-Out-Kassetten, didiéiDisruption beider irsaccharo-
myces cerevisiagorkommendemYP-Gene HYP1undHYP2 eingesetzt wurden.

A.: In dasHYP2Gen wurde durch die im Gen nur einmal vorkommende Sal I-Bskelle zunéachst ein Oligo-
Linker ligiert, in dessen Smal- und Aatll-Schnittstellemsdl,6 kbp groR&RPXMarker-Gen eingebracht wurde.
Daraus resultierte ein 3,6 kbp EcoRI/BamHI-Fragment im ¢&ka@ut-Vektor p14RB-TRP, das fir die homologe

Rekombination des Stammes W303#B;@er bereits ein miLEU2 disruptiertedHYP2Gen enthielt, eingesetzt
wurde.

B.: DasHYP2Gen wurde durch Einklonieren eines 2,22 kb-Fragments;tvesl den funktionellehEU2-Marker
enthielt, deaktiviert.

vor. Zur Kontrolle wurden Southern-Blots des Stammes WDHYf&al und des haploiden
Kontrollstammes W303MIATa angefertigt.

Genomische DNA wurde isoliert und jeweils mit drei versceieen Restriktionsendonu-
kleasen, EcoRI, BamHI, Hindlll, gespalten. Jeweils gleichenlyen der verdauten DNA wur-
den auf ein Agarosegel geladen und die Nukleinsaurefragedektrophoretisch aufgetrennt.
Das Ethidiumbromid gefarbte Gel (Abbildung 5.2A) belegiss jeweils gleiche Mengen ge-
spaltener genomischer DNA der beiden Hefestamme fur didy8eaingesetzt wurden. Die
unterschiedlichen Fragmentmuster der drei verwendetdotitrkleasen zeigen eine zunehmen-
de Fragmentierung des Hefegenoms von BamHI tber Hindlll EadRI. Die Nukleinsaure-
Banden wurden darauf durch Tank-Blotting auf eine positiadgehen Nylon-Membran tber-
tragen.

Zur Sichtbarmachung der Hybridisierungsbanden im Sontkerfahren wurde eine nicht-
radioaktive Detektionsmethode auf Chemolumineszenzlugsigihlt (siehe Materialien und
Methoden, Abschnitt 4.2.13, Seite 33).

Der durch UV-Bestrahlung vernetzte Blot wurde im ersten $icimit einer Probe gegen die
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Abbildung 5.2:Southern-Blot-Analyse des Ausgangsstammes WDHyp2-16@ad 4ls WDH-h1h2 bezeich-
net) als haploidéyp2::LEU2 undhypl:: TRPXTransformante.

A.:Darstellung des Agarosegels fur den Tank-Blot. Aufgetnagedie Doppeldisruptante (Spuren 2, 4, 6) im Ver-
gleich mit dem Wildtyp-Stamm W303MATa (Spuren 1, 3, 5). Die genomische DNA wurde zuvor mit EcoRI
(Spuren 1 u. 2), BamHI (Spuren 3 u. 4) und Hindlll (Spuren 5)werizymat. gespalten. 1@ DNA wurden pro
Spur auf ein 0,8%iges Agarosegel geladen, die Elektrogledrei 20V iber Nacht durchgefiihrt. Banden wurden
mit Ethidiumbromid im Gel sichtbar gemacht. Die Fragmed®gn sind in bp angegeben.

B.: Hybridisierung desselben Blots mit drei verschiedenem@&nmacheinander: linksYP-spezifische Probe (er-
kenntHYP1lundHYP2aufgrund hoher Homologie), daneben: Probe gedad?2 (Mitte) und gegemRPXrechts).
Durch Klammern an den nach Hybridisierung mit #&¥P-Probe erhaltenen Banden ist die erwartete Massener-
héhung der zuriYP1-Gen-(Klammer A, ca. 1700 bp) und zu#YP2Gen (Klammer B, ca. 2300 bp) gehérenden
Fragmente im Hindlll-Verdau angedeutet.

codierende Sequenz deYP2Gens hybridisiert. Aufgrund des hohen Identitatsgradaddy
codierendeHYP-Gen-Bereiche von 91% hybridisierte diese Sonde mit belitdéR-Genen im
Blot, was das Auftreten einer Doppelbande impliziert. B¥P2 Sonden-Hybridisierung ist im
linken Teil von Abbildung 5.2B dargestellt. Spur 5 zeigt igbridisierungssignale détYP-
Gene in der Wildtyp-Kontrolle, Spur 6 die der Doppeldisange. Es wurde deutlich, dass ein
Verdau der genomischen DNA mit Hindlll das gunstigste Fragmmuster fir die Detektion
der Veranderungen in deriYP-Loci aufweist. Im Gegensatz zum EcoRI-Muster wurden die-
se unfragmentiert erhalten, was die Planung des Fragmemgiemusters und somit die Wahl
von Hind Il als Endonuklease voll bestatigte. In Spur 6 istdassenshift beider Banden in
der Doppeldisruptante erkennbar, wobei im gesamten Blaotekeeuen mit deHYP2Probe
hybridisierenden Banden zu detektieren waren.

In den Spuren 9 und 10 ist nach Entfernungld¥P2Signale die Hybridisierung desselben
Blots mit einerLEU2-spezifischen Sonde und in den Spuren 11 und 12 die entspain&i-
gnale nach einer dritten Hybridisierung mit eifdRPXSonde im Hind IlI-Fragmentspektrum
dargestellt. Beide Hybridisierungen zeigen jeweils zweidgam die in der Kontrolle und im
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Doppel-Knock-Out véllig identisch auftretehEU2-Signale bei 12.500 b@RP1Signale bei
2150 bp). Es sind die nativen Loci deEU2- und TRP1Gene, die im Stamm W303MATa
bereits inaktiviert sind. Zusétzlich tritt in Spur 10 dikEU2-Fragment bei 7600 bp auf, wel-
ches dasselbe Molekulargewicht wie das untere Fragmemmiuin&Gaufweist. Analog zeigte das
in Spur 12 detektierte zusatzlicH&kPXFragment dieselbe Wanderungsdistanz wie das obere
HYP-Fragment in Spur 6 auf. Dies deutet darauf hin, dass in Splas&chwererelYP-Signal
bei 9500 bp digFRPXSequenz und das leichtere Fragment bei 6600 bpEE2-Sequenz ent-
halt, was das in Abbildung 5.1 gezeichnete Bild der gesalt&nock-Out-Kassetten voll be-
stéatigt. Ebenso entsprechen die Gré3endifferenzen zensdém leichteren Fragment in Spur 5
und demLEU2-Fragment in Spur 6 von ca. 2300 bp sowie die Differenz zvasatem schwe-
rerenHYP2Fragment des Wildtyps und dem obefBRPXFragment in der Disruptanten von
ca. 1700 bp den nach den Marker-Einfligungen zu erwartendide@zuwachsen beideiy P-
Gene (vgl. Abbildung 5.1). In beiden Hybridisierungen gedéarker-Gene blieben weitere
deutliche Signale aus, welche die gleiche Intensitat weebdischriebenen aufwiesen.

Dies zeigte, dass im doppelt disruptierten AusgangsstaemidP2Genlocus eirLEU2-
Gen und deHYPZXGenlocus eiffRP1Gen enthielt und beidelYP-Gene so erfolgreich aus-
geschaltet vorliegen. Ferner waren beide Rekombinatieiggesse homolog, da das Auftreten
der Markerbanden und die in ihrer Basenlange erweitdftéR-Fragmente bei gleichen Frag-
mentgroiRen erfolgte. Da keine zuséatzlichidRP1 und LEU2-Signale als die zu erwartenden
im Fragmentspektrum des Ausgangsstamms detektiert wukdante man ausschlieRen, dass
andere Genloci als die beabsichtigten von den Eingriffetiaisi Genom betroffen waren. Das
Funktionieren der eingebrachten auxotrophen Marker wdtdeh den [Leu/Trpf-Phanotyp
des Ausgangsstammes, ausgedrickt durch seine Fahigkei\achstum in einem Selektiv-
medium ohne Leu und Trp, dokumentiert.

5.1.2 Uberpriifung von Art und Eigenschaften der Plasmidaugsittung

pRSG316-HYP2:

HYP2-for

SalI —»
EcoRI BamHI \1 Sall Munl Notl Ndel
| |
\
GALI HYP2 <J T7
\ |
‘ 720 bp ‘
pRSG313-HYP(hum):
Kpnl HYP(hum)-for
—>
EcoRI BamHI Kpnl Xbal
‘ Kpnl
\
GALI HYP(hum) < T7
| |
‘ 421 bp ‘

Abbildung 5.3:Schema der Orientierung von zwei spezifischen Primerpanitgaweils demselben Reversed-
Primer T7 und den beiden Forward-Primern HYP2-for und HYiR{for, zum gleichzeitigen Einsatz im
Hefekolonie-PCR-Experiment zur Unterscheidung der PidspRSG3184YP2und pRSG3134YP(hum).
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Abbildung 5.4:Kolonie-PCR-Experiment zur Plasmid-Uberpriifung im StamB®Hyp2-16Gal. Eine PCR-
Reaktion enthielt 1L der entsprechenden Hefe-Suspension, 20 pmol von jedemetd?rimer sowie die restli-
chen benétigten PCR-Komponenten. Die PCR beinhaltete Re@yNach Beendigung der Reaktion wurdeih. 3
des gebildeten Produktes auf ein 2%iges Agarosegel gegakeRositivkontrollen wurden als Template in der
PCR die linearisierten Plasmide pRSGHBPZASpur Y), pRSG3134YP(hum)SpurH), bzw. eine Mischung aus
beiden (Spur D) eingesetzt. Es wurden ein Signal bei 421 R8GB813HYP(hum) oder 720 bp (pRSG318YP2
bzw. zwei Signale bei beiden Grol3en erwartet.

Auch das im Stamm enthaltene pPRSG318P2Plasmid wurde zun&chst durch ein Kolonie-
PCR-Experiment Uberprift, um dessen Existenz sicherzestaine mutationsbedingte Veran-
derung de$lYP2Gen oder des auxotrophen Markergens auszuschlieRen imecEsgenschaft
als einzige funktionell&lYP-Gen-Quelle in diesem Hefesystem zu beweisen.

Der experimentelle Ansatz hierzu enthielt im ersten Scleiite Analyse durch direkte
Kolonie-PCR mit vier verschiedenen Primern (siehe Schem@binildung 5.3). Die beiden
Primerpaare amplifizierten hierbei spezifisch zwei DNA«8=®@en aus den zwei potentiell
im Stamm vorhandenen Single-Copy-Plasmiden mit unterdibieen auxotrophen Markern,
pRSG316 YRA3 Primerpaar HYP2-for/T7) und pRSG31Bl163 Primerpaar HYP(hum)-
for/T7). Die Plasmid-spezifischen Fragmente wiesen einsskladifferenz von ca. 300 bp
auf. Dies ermoglichte die Unterscheidung der beiden Pl@smnd gleichzeitig deren Nach-
weis. Dazu wurde der Ausgangsstamm auf einem UV8elektivmedium mit einer Mischung
aus Galaktose und Raffinose als Kohlenstoffquellen ausptaitia der Gal-Promotor die Ex-
pression deHYP-Genformen, welche das Uberleben der Zellen sichertenglsiom Plasmid
pRS316GALHYP2als auch im potentiell vorhandenen pRS313GAYP(humPlasmid kon-
trollierte.

Abbildung 5.4 zeigt das Ergebnis des Kolonie-PCR-Experiegentit 15 tGberpriften Ein-
zelkolonien. Dabei wurde nach der PCR mit beiden Primerpa@puren 1-15) immer nur ein
DNA-Fragment der Lange von 720 bp amplifiziert. Dies entdgrdem aus Abbildung 5.3 im
oberen Teil skizzierten zu erwartenden DNA-Fragment, hedcdadHYP2Gen enthielt und
nur mit pRSG31a84YP2als Templat-Strang entstanden sein konnte. Eine Bande hebgd?2
wurde im Vergleich zur Positivkontrolle in Spur D nicht anfigiert, in der eine Mischung des
pRSG316HYP2 und des pRSG31BYP(hum)Plasmids, bzw. zur Kontrolle in Spur H das
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Abbildung 5.6:Restriktionsendonuklease-Verdaue von aus WDHyp2-16Gailierten Plasmiden.

reine Plasmid pRSG318YP(hum)als Templat eingesetzt wurde.

Dieses 421 bp-Fragment enthalt, wie in Abbildung 5.3 ddeiesdie um ca. 100 bp vom N-
Terminus her verkirzte Sequenz des humatéR-Gens und wurde durch Bindung der beiden
spezifischen PriméfYP(hum-for und T7 an die entsprechende Sequenz im pRSG313-Plasmid
amplifiziert. Dieses war in den 15 tberpruften Kolonien @guaicht vorhanden.

Aus drei Einzelkolonien wurden Plasmid-Rescue-
. cen6 arsH4 Neel 325 Experimente durchgefiihrt und je Kolonie zwei Plasmid-
b e Mini-Préps angefertigt. Diese sechs Plasmid-Préaparation
URA3 wurden jeweils zwei unterschiedlichen Restriktionsendo-
nuklease-Verdauen unterzogen: a) mit den Endonuklea-
Fl-ori  gan Not I/Sal I; b) mit Mun I/Nde I.

Dralll 1568

NEoAIV 1669 Die Wahl der Enzyme ergab sich aus der Restriktions-

Amp

5018

pRSG316-HYP2
6232 bp

HgiEIT 4425

. schnittstellen-Karte des pPRSG316-Plasmids (siehe Abbil-

ol 2414 dung 5.5). Die aufgetrennten Verdaumuster sind in Ab-

Kpnl 3445 - HYP2 bildung 5.6 dargestellt. Hierbei wurden aus allen geteste-
Xh‘m;coRﬁif T oy ten Plasmiden mit den Enzymen Not I/Sal | (Abb. 5.6A.)

zwei charakteristische Fragmente von 150 bp und 550

_ ) bp gebildet, die aus derYP2Insert stammten. (Die-
Abbildung 5.5: Ubersichtsschema des Plasmids

DRSG316HYPIURA3. welches das WildtypgenSES beinhaltete eine endogene Sal I-Schnittstelle an Posi-
HYP2tragt. Mit den Primern HYP2-for und T7(rev)tion 2561.) Mit den endonukleasen Mun I/Nde | erfolgte
kann ein DNA-Fragment der Lange 720 bp ampliyie Restriktion des pRSG316-Plasmids in Fragmente der
fiziert werden. Die Ergebnisse der Verdaue mit den i . _
Enzymen Notl/Sall, bzw. Ndel/Munl kénnen anhankdngen 1922 bp und 4125 bp. Diese Fragmentgréf3en sind
der ei“”:f' vorkommenden Schnittstellen vorherggus der Plasmidkarte von pRSG316-HYP2 ableitbar. Bei
sagt werden. . . .

g drei der aus dem Rescue erhaltenen Plasmidfraktionen

wurde die DNA-Sequenz, welche das GAL-Promdiyp2-Fragment enthielt, durch Plasmid-

sequenzierung Uberprift und die Sequenzen nach Vergletatenzu erwartenden pRSG316-
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HYP2Sequenz fir korrekt befunden.

Desweiteren zeigten 200 Einzelkolonien des Ausgangssésmach Replica-Plattierung
auf ein UHWL -Medium und viertagiger Inkubation bei 30°C kein Wachsturd somit keinen
UHWL *-Phéanotyp. Dies wies auf das Fehlen einer weiteren funktien HYP-Gen-Quelle,
die unabhéngig vom GAL-Promotor exprimiert wurde, im Ausgsstamm hin.

Alle Beobachtungen gaben berechtigten Anlass zur Annahass du diesem Zeitpunkt
der Stammgenerierung der Ausgangsstamm das pRSB¥P&Plasmid enthielt, und dass
von diesem Plasmid funktionsfahiges Hyp2p exprimiert \wwarkonnte, abgeleitet aus der Tat-
sache, dass die Sequenz d&&L1-10-HYP2m Plasmid korrekt war und es Uberhaupt zum
Koloniewachstum kam. Desweiteren funktionierte die Sibekgegen detJRA3Marker im
Plasmid (Wachstum auf UWi-Medium). Im Stamm war noch kein pRSG3H3S3-Plasmid
enthalten, was das Fehlen der 421 bp-Bande und der fehlendd_OHPh&notyp zeigten. Auch
im Plasmidrescue wurde kein pRS313-Plasmid isoliert. Dafalgte, dass pRSG318YP2
die einzige funktionsfahigelYP-Gen-Quelle der Zelle darstellte. Der Ausgangsstamm konnt
demnach fur die folgende Charakterisierung ¥rP-Punkt-Mutanten eingesetzt werden.

5.1.3 Eine Punktmutagenese-Studie fuhrt zur temperatursesitiven Mutante Gg1V

Die humane Hyppl-Proteinsequenz wurde fir eine Punktrentggestudie ausgewabhilt, in der
einzelne phylogenetisch konservierte Aminosaurerestenggrschiedlichen Stellen der Pro-
teinsequenz ausgetauscht wurdemrA©ekK 1997]. Um die funktionellen Auswirkungen der
Punktmutationen inHYP zu testen, wurden die mutierten Alle}e in dasHIS3-enthaltende
Single-Copy-Plasmid pRSG313 klonierttk®RskI1 und HETER 1989].

BsaBI 561

HIS3

Nhel 1008
Kpnl 1126
Pstl 1187

pRSG313- o1
HYP(hum)Gs:
6101 bp

Dralll 1648
F1-Ori

‘, T7

Notl 2091
Xbal 2098
Kpnl 2281

HYP(hum) Gs;
BamHI 2575

AlwNI 4124

Kpnl 3314
salr3289/ GAL1-10

EcoRI 3262

Abbildung 5.7: Ubersichtsschema des E.Coli-Hefe-Shuttle-Plasmids RS, wobei X hier durch die
Punktmutante @V des humanemYPgelF5A1) reprasentiert ist. Das mutierte GEIYP(hum)besitzt GAL-
1-10 als Promotor. Uberpriifung des Vektors kann durch Réstn mit Kpnl erfolgen, wobei drei Fragmente
charakteristischer Lange gebildet werden sollten.

Wie aus Abbildung 5.7 ersichtlich, standen die so entsteerpRSG313-Plasmide
unter der Kontrolle des induzierbaren GAL-1-10-Promataksfgrund ihres Replikations-
Ursprunges cen6, an dem das Centromer der Zelle angreiftsislaergestellt, dass nur ei-
ne Kopie des Plasmids pro Filial-Zelle weitergegeben wuBtesollte eine moderate Hypp-
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Stamme:
Chromosom X: WDHXGal (mit X z.B. Gg1)
hypl::TRPI pRSG316-HYP2 WDH (hum)Gal (Wildtypkontrolle)

Chromosom V:
hyp2::LEU2 pRSG313-X

@) > ()

5-FOA pRSG313-X
o Uberleben der Zellen,

die nur das HIS3-Plasmid tragen:
X komplementiert Verlust der
Zelltod aller URA3-Plasmid Wildtyp-Hyp2-Funktion
tragenden Zellen

Abbildung 5.8:Schematische Darstellung der 5-FOA-Screen-Technik. 8gghomischen GerlgYP1und
HYP2im haploiden Chromosomensatz sind disruptiert durch deadBiub vorLEU2 bzw. TRP1 Der Ausgangs-
Hefe-Stamm besitzt ein Wildtyptyp2Gen auf dem Plasmid pRSG3t8p2 (URA3Marker) und ein pRSG313-
Plasmid HIS3Marker), welches das mutiertéYP-Allel tragt, dessen Eigenschaften untersucht werderisoll
Ausplattierung auf 5-FOA-Platten leitet die negative &gt gegenURA3ein, wobei nur das mutiertdYP-Gen
X das Uberleben von Zellen sicherstellt, die dann Kolonidahelni konnen.

Kopienzahl nahe der Wildtypexpressionsrate in der Zellamfiert sein und eine Ubertitrie-
rung der Enzyme zur Hypusinsynthese vermieden werden. R&3313-Plasmide wurden im
nachsten Schritt fir die Transformation des Stammes WDHy§i2al eingesetzt. Die Zellen
wurden auf Medium ausplattiert, das Glukose als Kohlefwgtefle enthielt und sowohl defi-
zient an Leucin, Tryptophan als auch an Uracil und Histidar,yum gegen beide nun in der
Zelle vorhandenen pRS-Plasmide, pRSGBiyp2und pRSG313X zu selektieren. Das darauf-
folgende 5-FOA-Screening gewéhrleistete, dass nur Zélbamlebten, die dagRA3Plasmid
verloren hatten (siehe Abbildung 5.8).

Mit 5-FOA wurde gegen den UraPhanotyp des pRSG316-Plasmids selektiert. URA
Zellen metabolisieren durch das Enzym Orotidin-5"-Phasjiyecarboxylase, codiert durch
das GenURA3als auxotrophischer Marker, die 5-Fluororotsaure (5-F@én hochmutage-
nen und damit fir die Zelle toxischen 5-Fluorouracil (F-UM®Relches Auswirkungen auf
den Nukleinsduremetabolismus hat. 5-FOA selbst wirkttrtickisch. Zellen, die das Plasmid
pRS316Hyp2verlieren, metabolisierten FOA nicht langer. Die essédletidY P-Funktion wur-
de von der in der Zelle verbliebenen prs313GAL-Version (erté FormX des humanen oder
hefeeigenendYP-Gens) Ubernommen. Zur Koloniebildung kam es nur dann, veatei das
Allel X eine funktionsfahige Variante darstellte.

Ob wirklich dieGAL1-kontrollierte Expression détYP-Variante dieHYP-Doppeldisruption
komplementiert hatte, wurde durch Replika-Plattierung Ktomen auf Glukose-haltigem Me-
dium getestet. Da Glukose den GAL-Promotors reprimiergbbbei positiver Komplementie-
rung das Wachstum aus.

Die Neigung zur Retention des pRSG313-Plasmids nach Kultingedes noch beide Plas-
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mide enthaltenden Stammes W303-hH2P2/URA3X/HIS3konnte durch Plattierungsexpe-
rimente und Auszahlung der Kolonien bestimmt werden. Salexg sich bereits hier Hinweise
darauf, wie gut ein mutiertes Alle{ die HYP-Funktion tbernehmen konnte. Beobachtet wur-
de, dass die Hefezellen das WildtifRA3Plasmid weniger haufig verloren. Wenn das pRS-
Plasmid nicht mehr detektiert werden konnte, war ersidhtlilass das in ihm vorhanded& P-
Allel X nicht funktionell war.

Im Rahmen der Mutagenesestudie durch FOA-Screen wurdenantterem die konservier-
ten Aminosaurerestegy und Ry, im HYP(hum)punktmutiert [YOUuNG 1998]. Eine Ubersicht
Uber konservierte Aminosaurereste im Vergleich der Pnetgjuenz des hefeeigenen Hyp2p
mit humanem Hypp zeigt Abbildung 5.9 A. Die Abbildung enthgiich Information tber die
Zweidomanenstruktur des Proteins, die aus der Rontgenstrdés elF-5A auMethanococcus
jannashii[K 1M et al. 1998] abgeleitet wurde (vgl. Abbildung 5.9B).

Die Domanenstruktur wurde auf die Hefe-Hyp2p- und die huenigpp-Sequenz tber-
tragen. Dabei befindet sich der hypusinylierte Lysinrest@anaul3ersten Stelle eines langge-
streckten Turns in gut zuganglicher, exponierter Lage Mterminale Doméne hat starke Ahn-
lichkeit mit dem RNA-Bindungsmotiv einer SH3-Doméane, wie ziB. im Kalteschockprotein
CspA aus E. coli vorkommt. Die punktmutierte Region um den Regtli¢gt am Anfang der
flexiblen Ubergangsregion zwischen den beiden Domanen.

Durch einen systematischen Ansatz waren alle in Hyp(hurojgommenden Prolinreste
durch Glycin ersetzt worden [@SEK, vorl. Doktorarbeit 1997]. Dabei erwies sich nach drei
unabhangig durchgefiihrten FOA-Screens fir jede einzelolenPMutante nur (g,P als lethal
in Saccharomyces cerevisiagie Mutagenese des N-terminal benachbarten Valins zuiheuc
(Lg1) fihrte zu lebensfahigen Klonen, die eine maRige Tempesagitivitat bei Temperaturs-
hift von 25°C auf 39°C zeigten. Punktmutierung des Restgsevgab zwei weitere starker
temperatursensitive MutantengMund Gg1, wobei der Effekt bei @ am ausgepragtesten war
[YOUNG 1998]. Das Wachstum bei 25°C war dabei abgeschwacht, albérctievorhanden.
Die Punktmutante gV wurde fir eine genauere Charakterisierung ausgewahlgudie Ge-
genstand eines Teils dieser Arbeit wurde.

5.1.3.1 Regenerierung der Punktmutante @V durch FOA-Screening

Die Punktmutante &V wurde fur diese Arbeit neu generiert. Dazu wurde zunachsflasmid
pRSG313-[(g1] amplifiziert und sein GAL1-10-[@]-Insert sequenziert, um die Punktmutati-
on zu beweisen. Nachdem es fur korrekt befunden war, wurde dsn Stamm WDHyp2-
16Gal transformiert und auf HWi-Glukose-Medium plattiert, was den neuen Hefestamm
W303-h1h2-HYP2/URAJGg1—HYP(humjHIS3 erzeugte. Da dasRA3Plasmid pRSG316
seltener verloren ging, konnte auf eine Selektion gegenlefhanotyp verzichtet werden.
Gleichzeitig wurde das WildtyptYP(hum)durch Gebrauch der Restriktionsenzyme Bam-
HI/Xbal in den pRSG313-Vektor kloniert und das korrekt sequerte Plasmid ebenfalls fur
Transformation des Ausgangsstammes eingesetzt (fuhr®30QB8-h1h2-HYP2/URAYWT-
HYP(hum)HIS3)). Vor dem folgenden FOA-Screen wurden die hierfur einggsa Koloni-

en durch die in Abschnitt 5.1.2 beschriebene Kolonie-PCRAbd¢ Uberpruft. Wie Abbil-
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A. ‘ 10 20 30
l | \
Hyp2p(Hefe) S|D|E E H FET|ADAGSISATYPMQCSALRIEKNGE EFVV
Hyp (hum) p ADDLD -FET|GDAGASATFPMQCSALRKNGEFVYV
| | |
10 20 30
40 50 Lys-Rest 60
| | (der Hypusinbildung ‘
Hyp2p(Hefe) IIKISI R PCKIVIDIMST SZKTG|KKHGHAKVHLV|AIIDTITF
Hyp (hum) p LIKIGGRPCKIVEMSTSKTGEKHGHAKVHLVGIDIF
| | |
40 50 60
‘ 70 80 90
| ! |
Hyp2p(Hefe) T G K K|L|IE DL S|P S THNME|V P|VVIKRN|E Y QL L D|/I|DD
Hyp (hum) p TGKK|/YED|ICPSTHNMDVPNIKRNDEFOQLTIGTIQD
| | |
Mutanten: *//8}0 L G 90
G
‘ 100 110 120
| | |
Hyp2p (Hefe) HFLSLMNMDGDTKDDVKAPEGELGDSLQTAFD
Hyp (hum) p GlY|L SLLOoDS|GEVREDLRLPEG|DLGEKETILEGQEKY|D
| | |
100 110 120
‘130 140 150 ‘
| I |
Hyp2p (Hefe) EIGGKDLMV|TIIT I|S AM|G|EEAA|I SV FKIEAIARTTD
Hyp (hum) p ClGEEILI|T/VLSAMTEER RAVAIKAMARK
| | |
130 140 150

Lys 40 (50)

rot: o-Helices
blau: B-Faltblattstrukturen

Gly 71 (81)

Abbildung 5.9:Struktur des Hypps als Ausgangspunkt der Mutagen&seVergleich der Proteinsequenzen
von Hyp2p versus humanem Hypp und Lage der Mutationsstettetten Resten 81, bzw. 82. Schattierte Kasten
um Originalsequenzbereiche kennzeichnen identischei@®erewischen beiden Proteinen und stellen evolutiv
konservierte Reste dar. Der posttranslational zu Hypusidifizierte Lysin-Rest I§; (bzw Ksp im humanen Pro-
tein) ist violett unterlegt. In der Proteinsequenz dethanococcus JannasHiegt der Hypusinrest an Position
40. Durch die Uber den Sequenzen angeordneten farbigeerBalkdie Domanenstruktur des Hypps nach der
Rontgen-Kristallstruktur-Analyse iklethanococcus jannastdngedeutet. Es handelt sich um ein Zweidoménen-
Protein, beide Doménen sind durch eine flexible Ubergangese verbunden. Die untersuchte Mutantg\G
(human), bzw. @V (Hefe) liegt in diesem Ubergangsbereich.

B.: Darstellung der Rontgenstruktur des Hypps Bleshanococcus jannashDas Protein besitzt eine Zweidoma-
nenstruktur. Die N-terminale Domane enthélt den Hypusinmer exponiert am Extrempunkt eines Turns liegt.
Die C-terminale Doméane besitzt Motivahnlichkeit zu einét33Domaéane, bestehend aus einer flinfstrangigien
Fass-Struktur. Die Mutationsstelleg@iegt am Anfang der flexiblen Ubergangsregion.
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dung 5.11 B. darstellt, zeigten die meisten Doppeltransdoten-Klone wie erwartet beide
Fragment-Signale bei 421 bp und 720 bp. Drei der Einzelkelgrdie das Doppelbandenmu-
ster deutlich aufwiesen, wurden in drei unabhéngigen F@kksionen eingesetzt.

Kleinkulturen der drei Einzelklone wurden in UHWEMedium angeziichtet. Bei Erreichen
einer OQypp von ca. 0,8 wurde die Inkubation gestoppt und die optisclohteialler drei Kul-
turen exakt auf den gleichen Wert eingestellt und verdi@at.1000 Zellen in 8QL Medium
wurden auf 5-FOA-HWL -SSM-Nahrplatten ausgebracht und 6 Tage bei 25°C inkulAeft
identische Weise wurde mit drei Kolonien verfahren, diemacansformation des Wildtyp-
HYP(humjVektors entstanden. Abbildung 5.11A zeigt eine Ubersighterhaltenen Kolonie-
zahlen der Mutante £ nach der 5-FOA-Selektion im Vergleich zum Wildtyp. Dabejadren
sich in drei unabhéngig durchgeflihrten Anséatzen jeweildiéine Koloniezahl-Verhaltnisse
(Wildtyp:Mutante = 3:1). Schon dieses Ergebnis zeigtesahs Punktmutation einen klaren
Abschwachungseffekt auf di¢YP-Funktion hatte.

Hyp(hum.)
(Gm)

pRSG313-H YP(hum)G81

Chromosom X:
hypl::TRP1

i Hyp (hum.)
(Wlldtyp)

pRSG313 HYP(hum)

Chromosom V:
hyp2::LEU2

Wildtyp-Kontrolle Punktmutante Gg;
WDH (hum)Gal WDHGg;Gal

Abbildung 5.10:Schema des durch FOA-Selektion erhaltenen differenti¢flefe-Stammsystems zur Analy-
se der Mutante & im Vergleich zum Wildtyp-Protein Hyp(hum)p. Beide Stammagen nur das Single-Copy-
Plasmid pRSG313-[&3], bzw. pRSG313HYP(hum)als einzige funktionellélYP-Gen-Quelle.

Die FOA-Selektion generierte den Stamm WDg{Gal, der nun die punktmutierte Hypp-
Form Gg1V als einzige Hypp-Quelle exprimierte sowie die zugehorigadifp-Kontrolle
WDH(hum)Gal. In dieser war die hefeeigene Wildtypform Hyp@yrch die humane Form
Hypp(hum) ersetzt. Das erhaltene differentielle Stammesysals Ausgangssystem der pha-
notypischen Charakterisierung ist im Schema von Abbildud@ abgebildet.

Nach den unabhangig durchgefuhrten 5-FOA-Selektionedevuwiederum Kolonie-PCR-
Experimente (siehe Abbildung 5.11C) mit jeweils 20 erhadteiolonien von WDH(;Gal
und der Wildtyp-Kontrolle WDH(hum)Gal als Templat durchigieft. Dargestellt sind jeweils
6-7 EinzelUberprifungen pro FOA-Screen der Mutante. Die BE@Rbnisse des Wildtyps
zeigten dabei ein ahnliches Bild (nicht gezeigt). In alledldrdwurde lediglich das Frag-
ment der GrolR3e 421 bp im Gegensatz zur Positivkontrolle iimett, die beide Plasmidsorten
pPRSG316(JRA3 und pRSG313IS3), als Ausgangs-DNA enthielt. Dies zeigte den sicheren
Verlust desURA-Plasmids in allen Uberpriften koloniebildenden Hefezekhn und wies das
pRSG313X-Plasmid als einzigelYP-Gen-Quelle im differentiellen Stammsystem aus. Die aus
den drei unabhangigen FOA-Screens erhaltenen Mutantedewémn Folgenden mit §3(1-3)
bezeichnet.
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400 -

OpRSG-WT-HUM
300 - 0 pRSG-Gg1-HUM
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FOA-Screen 1 FOA-Screen2  FOA-Screen 3

Einzelkolonienzahl

DIYIH 12 345 67 89

B.
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Tos0np =
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2000 bp
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1000 bp

850 bp
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Abbildung 5.11:Verlauf der 5-FOA-Selektionen zur Regenerierung des MetaStammes WDHgGal und
der zugehdrigen Wildtyp-Kontrolle.

A.: Anzahl erhaltener Kolonien aus drei unabhangigen FOA&w@ach Ausplattierung gleicher Zellzahlen von
Wildtyp- und Mutanten-Vorlauferkulturen auf 5-FOA-hgkeim HWL -SSM.

B.: Kolonie-PCR-Experiment von Klonen nach der TransfornratiesHIS3-Plasmids in den Ausgangsstamm. Es
wurden in jeder PCR-Reaktion beide in Abbildung 5.3 bestiane Primerpaare simultan eingesetzt. Die meisten
Klone zeigen ein Amplifizierungsmuster aus zwei Bandeni @&e so positiv getesteten Kolonien wurden in drei
unabhéngigen 5-FOA-Screenings eingesetzt.

C.: Kolonie-PCR-Reaktionen mit Kolonien, die nach den drei F&&eenings erhalten wurden. Die Spuren 1-7
sind zugehorig zu FOA-Screen 1, Spuren 8-14 zu FOA-ScreSpien 15-20 zu FOA-Screen 3. Der selektive
Druck des 5-FOA fiihrte sicher zu Hefekolonien, deren ZetlasURA3Plasmid verloren hatten. Nur das pRS-
313-spezifische Fragment der Lange 421 bp wurde jeweilsifimgat. Spuren D, H und Y sind das PCR-Ergebnis

der drei Positivkontrollen: 1S3 und URA3Plasmid; H: nuHIS3-Plasmid; Y: nutURA3Plasmid als Templat
eingesetzt.
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Mutante Gg1
Kilon 1

WDHGS$1Gal

Klon2
WDHGS$1Gal

Selektivmedium: HWL -Galaktose/Raffinose

Abbildung 5.12:Wachstum der Mutante g im Vergleich zum Wildtyp WDH(hum)Gal bei 25°C und 37°C.
Ein Wildtyp-Klon und zwei aus unabhangigen FOA-Selektiorehaltene Mutantenstémme wurden auf Galaktose
haltigem HWL -Medium ausgebracht und 7 Tage bei den unterschiedlichemp&rturen inkubiert. Beide Mu-
tantenstamme zeigten langsameres Wachstum als der Wildtygusgeprégte Temperatursensitivitat. Bei 37°C
zeigte Gy kein Wachstum.

5.1.4 Wachstumsverhalten des Hefestammes WDHGGal im Vergleich zum Wildtyp

Im Vergleich zum Wildtyp-Stamm WDH(hum)Gal zeigte die MuMVDHGg1Gal schon nach
Ausplattierung auf 5-FOA-HWL-Selektivmedium ein deutlich langsameres Wachstum. Die
erhaltenen Kolonien hatten eine hellere, weniger brahallearbung als der Wildtyp. Im ersten
Schritt der ph&notypischen Charakterisierung galt es, eiepEratursensitivitat des Mutanten-
Stammes gegenuber dem Wildtyp zu Uberprifen. Beide Stammeewwazu auf HWL-
Mediumplatten mit einer Mischung aus Galaktose und Raffiats&ohlenstoffquellen ausge-
strichen und bei 25°C und 37°C inkubiert. Abbildung 5.13)zeias langsamere Wachstum der
Mutante bei 25°C und ihre ausgepragte Temperatursetgitbei 37°C. Bei dieser restriktiven
Temperatur war kein weiteres Wachstum zu beobachten. Direfalnnung von Wachstums-
kinetiken ermdglichte den Blick auf das genaue Wachsturhsten der Mutante im Vergleich
zum Wildtyp bei permissiver (25°C) und restriktiver (37°C)nigeratur (Abbildungen 5.13
und 5.14). Aus den unterschiedlichen FOA-Isolierungenayewne Wildtyp- und Mutanten-
stamme wurden in Flussig-Selektivmedium angezichteeindber-Nacht-Kulturen befanden
sich alle Stamme am Ende der logarithmischen Wachstumsphaswurden auf die gleiche
Zelldichte eingestellt. Dies geschah durch photometeddiessung der optischen Dichten bei
600 nm und anschliel3ender Verdiinnung, bzw. AufkonzeotrgerDer kinetische Zuwachs der
Zelldichte der Kulturen bei 25°C ist in Abbildung 5.13 dastglt. Die Mutante zeigte dabei
eine reproduzierbare Verdopplungsperiode in der logaigbhen Phase von ca. 6 h, wahrend
die des Wildtyps bei 3 h lag.

Nach Anlegen der restriktiven Temperatur von 37°C zeigil, svie erwartet, ein beschleu-
nigtes Wachstum des Wildtypsg@Zellen verdoppelten sich innerhalb der ersten zwei Stande
nach Anlegen der hohen Temperatur genau einmal. Danachitrablistandiger Wachstums-
stopp ein.

Um eine Reversibilitat der Wachstumsarretierung zu priiemgen zwei Kolonien der Mu-
tanten G1(1) und (2) auf HWL -Gal-SSM ausplattiert und bei 25°C fur 6 Tage inkubiert. Pro
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Abbildung 5.13Wwachstumverhalten von dreggMutantenstammen im Vergleich zum Wildtyy P(hum)ei
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Abbildung 5.14 Wachstumskinetik des Hefestammes WD#1Gal im Vergleich zum Wildtyp (Expression von
HYP(hum) bei 37°C (restriktive Temperatur).
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Platte ergaben sich etwa 400 Einzelkolonien, die daraufMgitere 48 h bei 37°C gelagert
wurden. Von den Petrischalen wurden Replika-Plattieruragérirische SSM-Platten angefer-
tigt und diese erneut bei permissiver Temperatur fur eingeDaon 6 Tagen inkubiert. Dabei
zeigte ein kleiner Anteil der pro Einzelkolonie vorhandeZellen eine Wiederaufnahme des
Wachstums, was auf eine Arretierung mit Teilreversittiliér Hefezellen hinwies.

Daher wurde eine Viabilitatsstudie von arretierten undhharetierten Zellen durchgefiihrt
(siehe unten Kapitel 5.1.10, Seite 139).

5.1.5 Genetische Stabilitdt des Mutantenstammes WDHg;Gall

Die Neigung der mutierten Hefestamme, dem selektiven Dawgzuweichen und die Aus-
wirkungen der Punktmutation zu umgehen (z.B. durch zur Riakbg einer unmutierten
Form desHYP-Gens), wurde in einem Plattierungsversuch nochmals feie@ Mutanten-
Kulturen befanden sich dazu im logarithmischen Wachstuenddhnte Aliquote wurden auf
SSM-Medium ausplattiert und 6 Tage bei 37°C und 25°C inkukie Platte bei 37°C enthielt
dabei 1x 10° Zellen, wahrend bei 25°Ct 10° Zellen ausgestrichen wurden. Bei 37°C wurde
danach eine Kolonie erhalten, wahrend bei 25°C 1000 Kofowiechsen. Dies spiegelte eine
Ausweich-Frequenz von £10-° wider. Die genetische Stabilitat des Stammsystem war dem-
nach gegeben und die Mutante eignete sich daher gut fur béareopypische Charakterisierung.

5.1.6 Proteinchemische phanotypische Charakterisierungurch 2D-Gel-Analyse

Die ausgepragte Temperatursensitivitat der Mutante ldgtd-rage nach deren molekularen
Ursache nahe. Mit Hilfe der 2D-Geltechnik wurde im ersteihdi@er phéanotypischen Charak-
terisierung nach Unterschieden der quantitativen Expmesggulierter Proteine der Mutante
im Vergleich zur Wildtypkontrolle bei restriktiver Temp@gur gesucht. Gefundene Proteinspots
wurden darauf proteinanalytisch charakterisiert. Eine378C verminderte oder ausfallende
Funktion der mutierten Hypp-Form inggsollte direkt oder indirekt fur die gefundenen Ex-
pressionsunterschiede verantwortlich sein. Der proteaigsche Ansatz wurde parallel zu
transkriptomanalytischen Experimenten basierend aeheimRNA-Genchip des Hefegenoms
durchgefuhrt (siehe Abschnitt 5.1.9). Die Ergebnisse @#idn Verfahren konnten so kombi-
niert und zur Grundlage weiterfihrender Experimente vadeewerden.

5.1.6.1 Analyse von Gesamtextrakten

Fur diese erste Analyse wurde auf eine VorfraktionierungHiefeextrakte nach Organellen
oder loslicher und membrangebundener Proteinfraktiomicletet, um die Analyse zunachst
breit anzulegen. Dies sollte den Proteinverlust bei deb&maorbereitung verringern und eine
relativ schnelle Analyse nach dem Erntezeitpunkt ermbgiic
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5.1.6.1.1 Optimierung des Hefe-Aufschlusses fur die IEF

Der Zellaufschluss fir die isoelektrische FokussierungsraeiSaccharomyces cerevisiaaf-
grund ihrer starken Zellwand unter intensiven mechanisdedingungen erfolgen, welche
starkes Schutteln mit Glasperlen beinhalten.

Das in Literatur angegebene Standardprotokoll enthaltligiispeziellen Bedingungen der
Backerhefe folgende Limitierungen:

1.

Um eine Schaumbildung zu vermeiden, die eine ausreiehBadegung des Glasperlen-
bettes und so einen effektiven mechanischen Aufschlussndsrt, sieht das Standard-
protokoll den Aufschluss in einem Tris-haltigen Puffer etidetergens vor, suboptimale
Bedingungen fir die Solubilisierung von Membranen und scbmnléslichen Proteinen.

Es werden keine Chaotrope zur Verbesserung der Protepi&r+Solubilisierung einge-
setzt.

. Tris im Aufschlusspuffer erhoht die Gesamtsalzkonzgiain der Probe, ein kritischer

Parameter fur die isoelektrische Fokussierung.

. Die Aktivitat der in Hefen Uberdurchschnittlich aktiv@moteasen (vor allem vakuola-

re Proteasen) wird nur durch Proteinaseinhibitoren nitler alurch hemmende hohe
Harnstoff- und Detergenskonzentrationen eingeschr@ikt Protease-Aktivitat wird in
der Losung durch ein unvermeidbares Ansteigen der Tempeatatch Reibung des Glas-
perlenbettes wahrend des Aufschlusses und Ultraschsdliziauch bei Verwendung von
Eiskihlung erhoht.

. Auf die Verwendung von Ultraschall zur Verbesserung daul§lisierung wird vollig

verzichtet.

Fur die 2D-Gel-Analysen dieser Arbeit wurde daher folgendgtimiertes Aufschlussver-
fahren genutzt:

» Der mechanische Aufschluss der Zellen erfolgte in einemetten Lysispuffer, der 8 M

Harnstoff und 2M Thioharnstoff als Chaotrope, das zwittesohe Detergens CHAPS in
einer Konzentration von 4% (w/v) sowie einen Proteinasbitdr-Cocktail enthielt (vgl.
Materialien und Methoden).

* Neben DTT als Reduktionsagens wurde Tributylphosphinlighreerwendet. Dadurch

wurde eine starke Schaumbildung wahrend des Vortaxengidenth.

» Nach dem mechanischen Aufschluss erfolgte eine zweing@iitltraschallbehandlung.

» Auf den Einsatz Tris-gepufferter Losungen oder andeneemehaltiger Puffer wurde ver-

zichtet.
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5.1.6.1.2 Uberprifung des Hefeaufschlusses und der Auftn@ungsqualitat

Da mit einem modifizierten Zellaufschlussverfahren ge#gbevurde, war die Qualitat des
Hefeaufschlusses und der zweidimensionalen AuftrennumgAaldtyp zu Uberprifen. Um
gute Vergleichbarkeit mit Spotmustern aus der Literatuemgichen, wurde ein haufig ein-
gesetztes Gelsystem gewahlt. In der ersten Dimension wurRI8-Fokussiergelstreifen der
Lange 18 cm mit einem pH-Bereich von 3-10 eingesetzt, wobdsareich mit hoher zu er-
wartender Proteindichte zwischen pH 5 und 7 eine DehnungCdtedienten vorlag. In der
zweiten Dimension wurde ein Gradientengel m#\erten von 9 bis 16% gewahlt. So ent-
stand ein groRer Trennraum, um einen Hauptteil der im betieéen pH-Bereich fokussie-
renden sowohl nieder- als auch hochmolekularen Proteinglémnhen Gel zu erfassen. Ab-
bildung 5.15 zeigt ein Beispielgel aus einer Gruppe von 6 hegnoduzierbaren Gelen des
Wildtyps WDH(hum)Gal (1. Isolation). Die eingezeichneteanaProduktzuordnungen wurden
aus einem Vergleich mit verschieden8accharomyces cerevisi@®-Proteomkarten aus der
Literatur erstellt ( ,The yeast SWISS-2DPAGE databaseANSHEZz et al. 1996]; Proteom-
karte von Bordaux [BUCHERIEet al. 1995];S. cerevisiad’roteomprojekt des Zentrums fur
Proteom-Analyse in Odense, Danemarkyret al. 1997]). Aus den verdffentlichten Ergebnis-
sen bei [[EY et al. 1997] ist Abbildung 5.16 entnommen. Das abgebildetkewsirde mit dem
gleichen gerade beschriebenen Immobilin-Gelsystemlkrddaneben nutzten andere Auto-
ren fur ihre Kartierungen eine hochauflosende AmpholinPAGE-Technik. Die generierten
Wildtyp-Proteinmuster waren gut mit den veréffentlichtesrgleichbar, was die Identifikation
majorer Proteinspots ermoéglichte. Anhand der reprodbareaufzufindenden und in der Li-
teratur bereits charakterisierten Untereinheiten besten Proteine (wie z.B. Ssalp, Eno2p,
Fbalp, Tdh2p, Gmplp, auch Hyp2p, usw.) lieRen sich allefartgggen 2D-Gele von Hefe-
Gesamtextrakten eindeutig in beiden Dimensionen kalimnieEine Beschreibung aller zuge-
ordneten Protein-Untereinheiten ist aus Tabelle 5.1 zuetmen.
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Abbildung 5.15:0Ubersichtsgel des Wildtypstammes WDH(hum)Gal. $00Gesamtprotein wurden fir die
isoelektrische Fokussierung eingesetzt. Hierzu wurddREBStreifen mit einem oft eingesetzten Standard pH-
Gradient von pH 3 bis 10 mit einer Dehnung des pH-Bereichesvbis 7 eingesetzt. In der zweiten Dimension
wurde ein SDS-Polyacrylamidgel mit eingegossenem Gréeliemit T-Werten von 9 bis 16 % verwendet. Dies
fuhrte vor allem bei Proteinen im unteren Massenbereichrer desseren Auflosung. Aus sechs parallel angefer-
tigten Gelen stellte sich das Spotmuster als hochrepretheai heraus.
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Zuordnungen nach Hefe-2D-Datenbanken

~elF-5A 1°

Protein Beschreibung Mw[Da] | My[Da] | pl pl (Gel)
(SwissP.)| (mod. Cys) (theoret.)
1. Eftlp Transl.-Elongationsfaktor 2 93289 93745 5,8 58-6,1
2. Met6p Homocystein-Methyltransferase, 85728 85900,0 | 5,9 59-6,1
EC2.1.1.14
3. Ssazp Heat-Shock-Protein Ssa2p 69338 69468 4,6 4,6
4. Tefl/2p | Elongationsfaktor 1-alpha 50032 50400 9,6 9,6
5. Pdclp Pyruvatdecarboxylase Isozym 1, 61468 61753 5,9 55-57
EC4.1.1.1
6. Pgilp Glukose-6-Phosphat-lsomerase, 61168 61168 5,9 5,8
EC5.3.1.9GPI
7. ENO2p | Enolase 2, EC4.2.1.11 46783 46811 5,6 55-5,7
2-Phosphoglycerat-Dehydratase
8. Metl7p | O-Acetylhomoserin-Sulfhydrylase, | 48540 48568 59 59
(EC 4.2.99.10)
9. Enolp Enolase 1, EC 4.2.1.11 46671 46728 6,0 6,0-6,2
2-Phosphoglycerat-Dehydratase
10. Shm2p | Serine-Hydroxymethyltransferase, | 52218 52504 6,9 6,9
EC2.1.2.1SHMT
11. Actlp Actin 41689 41918 52 52
12. Adhlp Alkohol-Dehydrogenase I, EC 1.1.1.1 36692 37148 6,1 6,2
13. Ilv5p Ketolsadure-Reductoisomerase, 44368 44539 9,5 6,4
mitochon. Prec., EC 1.1.1.86
14. Pgklp Phosphoglyceratkinase, EC 2.7.2.3 | 44607 44664 7,5 6,7-7,1
15. Fbalp Fructose-Bisphosphat-Aldolase 39489 39775 5,4 54-5,6
EC4.1.2.13
16. Tdh3p Glyceraldehyd-3-phosphat-Dehydro4 35615 35729 6,3 6,3-6,7
genase 3,EC 1.2.1.12
GAPDH 3
17. Ystlp 40S-ribosomales Protein SO-A, 27893 27950 4,3 4,4
homolog zu NAB1A
18. Yst2p 40S-ribosomales Protein SO-B, 27831 27888 4.4 4,5
homolog zu NAB1B
19. Asclp ahnl. Guanin-Nucleotid bind. Protein| 34805 34919 5,7 54
B-Untereinheit
20. Gpmlp | Phosphoglycerat-Mutase 1, EC 5.4.2.27477 27477 9,1 7,6 u. 8,6
21. | YKLO56Cp | homolog zum translational kontr. 18741 18798 42 4,2
Tumor-Protein, TCTP
22. Tpilp Triosephosphat-lsomerase, EC 5.3,1.26664 26778 4.4 4,4-45
TIM
23. Ahplp peroxisom. 19115 19286 4,4 4,6
Alkyl-Hydroperoxid-Reduktase,
EC1.64, TPxTypll
24. | Hyp(hum)p | humanes Hypusin enth. Protein 1, 16701 4.4 44-45

Tabelle 5.1 Aus Hefe-2D-Datenbanken abgeleitete Spotzuordnungeneiw@ Abbildung 5.15. In der Spalte
»M w (SwissP.)“sind die Molekulargewichte, wie in der Swiss-Prot-Dateribangegeben, notiert.
Die Molekulargewichtsangaben unter der Abkurzyfmod. Cys)* sind aus den Sequenzangaben der Swiss-
Prot-Datenbank nach simulierter Carbamidomethylierdtey €ystein-Reste mit lodacetamid abgeleitet, wobei
zur Berechnung das Atomgewicht der vorkommenden Elememtetbt wurde. Fur jedes vorkommende Element
ergibt es sich als Durchschnittswert aller in in ihm vorkoemden Isotope nach relativer Haufigkeit. Weitere
mogliche Modifikationen der Proteine wurden nicht berichksgt.
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5.1.6.1.3 Computerauswertung gleicher Wildtyp-Gele

Drei von sechs mit jeweils 500g Geamtprotein (Kultur 6h bei 37°C) parallel hergestellten
Gelen wurden in einer Computer gestitzten Analyse genasgeaertet, die wie alle weiteren
2D-Gel-Auswertungen in dieser Arbeit mit der Software Poohweaver 2.0 (Definiens AG,
Minchen) durchgefihrt wurde.

Die Menge eines Proteins in einem Gelspot wurde durch seteegital ausgedrtckt. Die
Software bestimmte sie aus der Spotausdehnung und deremSealle des Spots vorliegen-
den optischen Dichte der Spotfarbung, die beim Scan-Vgrgkes Geles in ein Pixelmuster
mit einer Graustufenwert-Verteilung umgerechnet wurde.Durchfiihrung der Silberfarbung
musste daher fir alle zu vergleichenden Gele exakt unterhgle Bedingungen und mit glei-
chen Parametern erfolgen, wie auch die Computerdigitalisgeder Gel-Bilder. Dabei lag der
dynamische lineare Messbereich flr einen silbergefar8pmt je nach Proteinart zwischen 10
bis 200 ng [RBILLOUD 2000], die Sensitivitat der Methode demnach im unteren yearom-
Bereich. Die von der Software auf Basis des digitalisiertenlBdterials berechneten Spot-
Intensitaten lagen zwischen den Werten 0,023 bis 12,41.

Gele besitzen oft Bereiche, die sich aufgrund von Mangelm nadé&ohen Spotdichten, wie
sie an den Randern des pH-Bereiches vorkommen, nicht fir emmaatomatische Computer-
auswertung eignen. Diese Bereiche wurden reproduzierbatl&lin die Auswertung einbezo-
genen Gele durch Einstellung des in Abb. 5.17A angedeuRxgmons von einer Spotdetekti-
on ausgeschlossen.

Nach der Spotdetektion der drei zu einer Gruppe zusammasgjeh Gele erfolgte die Zu-
ordnung von einander entsprechenden Spots in einer Matdkn{Bie Spotpaare wurden ,ge-
matcht“.) Abbildung 5.17 zeigt 1562 Spots eines aus dendgpektionen und der Matchmatrix
der Wildtyp-Gele 1-3 errechneten Durchschnittgels. Dig#mn gematchter Spots der Einzel-
gele mit Spots des Durchschnittgels ist in Tab. 5.2 angegehd lag bei Werten von 87 bis
95%. Die Zahlen aus dem Vergleich der Einzelgele lagen etvealiger.

Ein Moglichkeit, die Ahnlichkeit der Spotmuster von zweigmatchten” Gelen quantitativ
anzugeben, besteht im Vergleich der Intensitaten alleeautmeten Spotpaare.

Anzahl ,gematchter* Spots

aktive] “4™" .Durch- Tabelle 5.2:Auswerteergebnisse zeigen Reproduzier-

Spots schnittsgel | Gel3 | Gel2 barkeit der Spotmuster von Wildtyp-Ubersichtsgelen:

(p-Gel) Dargestellt ist die Anzahl der durch Proteomweaver er-

Gell 1541 | 1371 (88%) | 1340 | 1253 kannten Spots im Spotintensitats-Intervall von 0,023 bis
Gel2 1583 | 1369 (87,6%) 1352 12,41 (aktive Spots). Aus allen aktiven Spots in drei

Gelen wird die Spotzahl eines ,Durchschnittsgels” be-

0,
Gel3 1521 | 1480 (95%) rechnet. Der Vergleich dieses Gels mit jedem der drei

@¢-Gel | 1562 Gele, als auch der Gele 1-3 untereinander, ergibt eine
Spots detektiert fir: 0,023Int. < 12,41 ,Matchmatrix* von einander zugeordneten Spots. Die
Prozentzahl gibt den Grad der zugeordneten Spots der
a”Durchschnittsger‘ aus den Gelen 1-3 Gele 1-3 mit dem Durchschnittsgel an.
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Abbildung 5.17:Computer gestiitzte Auswertung von drexZ cm-2D-Gelen des Wildtyps.

A.: Ergebnis der automatischen Spotdetektion aus drei Gelesammengefasst im dargestellten Durchschnitts-
Gel. Der Rahmen, innerhalb dessen sich die detektiertets ®pfinden, wird als Croppolygon bezeichnet. Seine
GroRe und Form wurde auf alle in der Auswertung einbezog&ede tibertragen und schlief3t fir die Detektion
wenig sinnvolle Gelbereiche aus.

B.: Der gezeigte Ausschnitt stellt eine VergroRerung desighsiten Auswahlkastens von Téil dar. Program-
minterne Laufnummern der Spots sind angegeben. Reprotagieit der Gelauswertungen kann aus den fur drei

Spots hoher bis niedriger Intensitat angegebenen Ubésdielgrammen abgeleitet werden.




Dabei wird die Variation in den Spotintensitatgnals Prozentwert angegeben und wird
berechnet nach: -
Vi :1—|m—”‘-100% (5.1)

max

Beim Vergleich von Gelen der gleichen Probe, wie hier der, BallteV, fur jedes zugeord-
nete Spotpaar so klein wie moglich bleiben. Abbildung 5 4igtzden Vergleich der Intensitaten
aller zugeordneten aktiven Spots in den Gelen 1 und 3 in eBeeudiagramm. Gegeneinan-
der aufgetragen sind die Intensitaten aller zugeordngpetsSon Gel 1 (Ordinate) und Gel 3
(Abszisse). Spotpaare, die auf der Diagonalen liegentZeeseinev,-Wert von 0%. Im Ideal-
fall sollten beim Vergleich zweier Gele derselben Probe Sibotpaare auf dieser Diagonalen
liegen.

Spots Die Parallelen ober- und unterhalb der Diagonalen grekfizen
zugeord. | 1340 (100%)| Wertbereiche ein, innerhalb derer gematchte Paare mitiabere
V; <10% 562 (42%)| den Intensitaten zu finden sind. In der Darstellung sinded@&®n-
Vi <20% 901 (67%)| zen frei wahlbar. So zeigen z.B. Spots oberhaldiaNert-Grenze
Vi = 25% 1045 (78%) von 70% eine Abweichung vor 70% in Gell gegenuber Gel3
V), < 30% 1152 (86%) _ _ _
an. Eine gestuft®|-Wert-Verteilung ist aus Tab. 5.3 zu entnehmen.

Tabelle 5.3: Vergleich der Dabei zeigten 78% der Spotpaare eine Variation der Intiesit
Gele 1+3: Spotzahlen,yon unter 25%, was auch in der Anhaufung der Spots entlang der
die unter.sch. hohe;- Diagonalen deutlich wird. Diese Werte und das Streudiagram
Wertbereichen zuzuord- . . . e . . .
nen waren. Abbildung 5.18 verdeutlichen gleichzeitig die Varianzere bei

den Gelvergleichen methodenbedingt auftreten. In deneggiki-
chen zwischen Wildtyp und Mutante konnte diese Varianz muclidie Anfertigung von mehr
Gelreplikaten ausgeglichen werden.

Die Streudiagramme, die aus den paarweisen Zuordnunge@e&bh mit Gel 2, bzw. von
Gel 2 mit Gel 3 erhalten wurden (nicht dargestellt), lageinien Verteilungsmustern sehr nah
bei dem in Abbildung 5.18 gezeigten Bild.

Auf eine akzeptable Reproduzierbarkeit des Spotmusterst&atemnach aus folgenden
Auswertedaten geschlossen werden:

» Der Spotanteil, der in den drei Einzelgelen den Spots dest3ahnittsgels zuzuordnen
war, lag im Bereich von 87 - 95% (vergl. Tabelle 5.2).

 Die Variation der Intensitaten zugeordneter Spotpaayenld@5% der Falle unter 25%.

Aus der Qualitat der erzeugten 2D-Gele, die eine probleen@mmputerauswertung zuliel3,
und den oben gezeigten Auswerteergebnissen liel3 sicleBehlj dass die benutzte modifizier-
te Zellaufschlussmethode, bei der die Reduktionsagenzignund Tributylphosphin parallel
eingesetzt wurden, effektiv war und fur die nachfolgendesbPnvorbereitungen verwendet
werden konnte.

Das in diesem Unterabschnitt beschriebene 2D-Gel-Auswenfahren wurde auch fir die
nachfolgenden Vergleiche des Wildtyps mit der Mutante amgelet.
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Abbildung 5.18:Ein Streudiagramm zeigt die Intensititsverteilung dertSpo Vergleich der Wildtyp-Gele 1
(Ordinate) und 3 (Abszisse).

5.1.6.1.4 Vergleich nach Inkubation bei 37°C

Es wurden zundchst Gesamtproteinextrakte der MutantenstaGs1(1-3) und der entspre-
chenden Wildtypstdmme nach Inkubation bei 25°C und 37°Gd=ellt. Alle zu vergleichen-
den Hefestamme wurden dafir bei 25°C Uber Nacht kultivigfitdtyp-Stamme aufgrund des
deutlich schnelleren Wachstums entsprechend spateretatjeBie so erhaltenen spatlogarith-
mischen Kulturen der Mutantenstamme wurden auf densell®@rt von 0,5 verdinnt und
fur eine Dauer von 5 bis 24h bei 37°C inkubiert. Am Ende deubrdion lagen die optischen
Dichten bei ca. 1,0. Der Ausgangs-OD-Wert vor restriktivemperatur der Wildtyp-Kulturen
wurde aufgrund ihres schnelleren Wachstums d8fdes Mutantenwertes gewahlt. Wie aus der
Wachstumskinetik ersichtlich, teilten sich Hefezellere, aus einer 25°C-Kultur in der spatlo-
garithmischen Phase stammten, innerhalb sechs Stund&i t&igerade einmal. Die Prolife-
ration stagnierte danach. Daher wurde flr die Analyse dse étrntezeitpunkt auf 5 Stunden
nach Inkubationsbeginnn bei restriktiver Temperatur gieM/eitere Zeitpunkte lagen bei 6, 8,
12 und 24h.

Fur die differentielle 2D-Gel-Analyse wurde ein anderess@stem gewahlt. Fur die erste
Dimension wurde ein linearer pH-Gradient von pH 4 bis 10 aw#iziberlappende Einzelgradi-
enten von pH 4-7 und 6-10 in jeweils 11 cm langen Fokussistgaien aufgeteilt. Dies schien
sinnvoll, da zum damaligen Zeitpunkt SDS-Elektrophoras@nGelen der Dimension 2414
cm in der zweiten Dimension in einer héheren Anzahl gleigizparallel angefertigt werden
konnten, als dies mit 2020 cm Gelen mdglich war.

Die Abbildungen 5.19 und 5.20 zeigen einen Ausschnitt dealyse. Pro Gel wurde ei-
ne Gesamtproteinmenge von 24@ (gemessen nach fRIAGLI 1999b]) fur die mit Silber zu
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farbenden Gele verwendet. Im pH-Bereich von 4-7 sind viergnsghwéacher, bzw. im Wild-
typ starker exprimierte Proteinuntereinheiten zu erkenfi®zeichnet als Spots 1 bis 4), im
basischen Bereich von pH 6-10 zwei Untereinheiten mit derfieang 10 und 11. Das un-
gefahre Molekulargewicht und die pl-Werte dieser Spotd auns den Abbildungen 5.19B und
5.20E abzuleiten. Dargestellt ist auch das Verhalten dgdierten Spots in Extrakten, die nach
unterschiedlich langen Inkubationen bei 37°C gewonnerdemrAus den gewonnenen Uber-
sichtsbildern war ein kinetischer Zusammenhang zwisckeAdreicherungsstarke im Wildtyp
und der Inkubationsdauer bei restriktiver Temperatur mmnkar. Besonders deutlich wird dies
beim Betrachten der Spots 3 und 4. Wahrend bei der Mutante igie¥e der Bilder bei 5 und
24 h die Spotintensitaten im Vergleich zu den nichtregtdieumgebenden Spots gleichblieben
bzw. leicht abnahmen, ist beim Wildtyp ein Ansteigen festellen (Abb. 5.19B, Bild 24h bei
37°C).

Die Reproduzierbarkeit der Ergebnisse war sowohl aus ddanddrgestellten Versuchen
bei unterschiedlicher Inkubationsdauer ablesbar als ausleiner nachfolgenden quantitativen
Auswertung von je 6 Gelen des Wildtyps und der Mutantg @n Proben, die nach einer
sechsstiindigen 37°C-Inkubation gewonnen wurden.

Je zwei der sechs Gele wurden von aus unterschiedlichen $F&#tionen stammenden
Hefestammen hergestellt. Demnach wurden drei Uberpriftdtyfystamme aus den FOA-
Selektionen 1-3 und drei unabhangige tberprifie-&admme eingesetzt und fur die Auswer-
tung vollig gleich behandelt. In Abbildung 5.19C sind digj&bonisse der Computerauswertung
fur die Protein-Spots 1 bis 4 in Diagrammform dargestelie iD den Diagrammen angegebe-
nen Werte ergeben sich aus der folgenden Erklarung, exesghidtr Spot 1:

auf die Gesamtintensitdten aller Spots im Gel
normierte Intensitdt (s.u.) des Spots im Durch-
schnittsgel der Gelgruppe W oder M (bestehend
aus 6 gleichen Wildtyp- bzw. Mutanten-Gelen)

Spot 1

b 1,08759 Standardabweichung der Durchschnittsintensitét

2 T des Spots in den 6 Gelen. Fehlerbalken und Prozent;

Lo L angabe beziehen sich auf denselben Wert.

0.8

06 Intensitét des Spots im Durchschnittsgel ohne

04 0,23672 Normierung

0,2

0 w M Abreicherungsfaktor des Spots in Gsgi, beruhend

Std.ab... 9,2% ~ 28,1% auf dem Quotienten der normierten Gruppen-

Avg.: 05313 0,116 Intensititen: I.(M) Y .

/ F N -1 ("abgerei-

FA: 0,210 ; (FN: 0,218; 4,6 x) 1 NI ) s 7PN Xchertin Gs1")

Regulationsfaktor des Spots als Quotient der
nicht normierten Gruppen-Intensititen des
Durchschnittgels: _ I, (M)

toLw)
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A. IEF pH 4-7 IEF pH 6-10

4,0 45 5,0 55 6.0 65 7,0 6,0 7.0 8,0 9,0
' |
974kDa—
66,2 kDa _| ;
o 45.0kDa—| e - -~
N .
& .
ﬁ -
Il
= - -
(ﬁg 31,0kDa_.' | -~
— e
z T e
A
-
W
21,5 kDa |
) 1
.
-
| »
14,4 kDa _| - & s | " &
- 4= e : ' TN,

5h
37°C
12h
37°C
24h
37°C
C.
y Spot 1 y Spot 2 Spot 3 N Spot 4
’ 1,08759 ' 0,466989 22{71,981909 L 117771
1,2 T 05 T 2,0 T S T
[ | 18 12
10 04 16 I
14 1.0
o8 0 021136 2 o
o T I 070377 || 4
04 0,23672 " [ " 1 » 0,3T2972
0.1 04 : t
0.2 TIT " 0
00 W M o w M o w M 00 w M
Std.ab..: 9,2%  28,1% Stdab.: 11,1% 21,95% Stdab.: 4,51% 1234% | Stdab.: 164%  30,02%
Avg: 0,5313 0,1116 Avg:  0,2283 0,0995 Avg.: 09676 03328 | Avg.: 05747 0,1557
Fa: 0,210 ; (FN: 0,218; -4,6 x) | |FA: 0,436 ; (FN: 0,453; -2,2 x) Fa: 0,344 ;(FN: 0,355; -2,8 x)|Fa:0,271 ;(FN: 0,280;-3,57 x

Abbildung 5.19:Auszug aus der differentiellen 2D-Gel-Analyse von Gesatrakten bei 37°CA zeigt anhand
zweier 14x 14 cm-Gele des Wildtyps die Aufspaltung des pH-Gradierfiechs regulierte Spots sind marki@&t.
Zeigt die unterschiedliche Expression der Spots 1-4gnrach Inkubation bei 37°: Quantitative Bestimmung
der Expression und Regulationsfaktoren der Spots 1-4 naotpGterauswertung von jeweils 6 Gelen von Wildtyp
und Ggz. Je zwei der sechs Gele stammten aus drei unabhangigeredifédlen Experimenten, in denen jeweils
Stdmme vom Wildtyp und & eingesetzt wurden, welche aus den unterschiedlichen F&&konen 1-3 isoliert
worden waren. 86



IEF pH 4-7 IEF pH 6-10
D. 4,0 4,5 5,0 5,5 6,0 6,5 7,0 6,0 7,0 8,0 9,0
| | | |

97,4 kDa—
66,2 kDa

45,0 kDa

31,0 kDa _]

PAGE T=12%

21,5 kDa

E.
28kDa - o 3 oc ~23KkDa
E‘ i E‘. : : -
' - U 12h - v
|
28 kDa — '. .“. t & 37°C —— .%E — 23 kDa
WT Gsi WT Gsi

Abbildung 5.20:Fortsetzung von Abb. 5.1® zeigt das zu Abb. 5.19A korrespondierende Ubersichtsgel mi
einem G@;-Gesamt-Proteinextrakt nach 6 stindiger Inkubation b&C3E: Gezeigt ist die Abreicherung der
basischen Spots 10 und 11 inG

Die Normierung der Intensitat auf die Gesamtintensit&ra&jpots im Gruppen-Durchschnittsgel

berechnete sich dabei nach: |
Iy = —P 1000 (5.2)

n

21

=1

Der Faktor 1000 war sinnvoll, da bei einer Anzahl von durbingitiich 1210 detektier-

ter Spots pro Gel und einer Summe aller Intensitaten diggetsSrony I ~ 480 nach (5.2)
die meisten normierten Intensitatgp Werte von 0,5 bis 2 annahmen. Wie aus den Werten
fur Fa und Ry zu erkennen, unterschieden sich die Regulationsfaktorenndiohne Normie-
rung nur wenig. Sie zeigten in den Mutanten-Kulturen eir#e Bjs 4,6-fache Abreicherung
der Spots 1-4, die weit unter der jeweiligen Standardabivusig liegt. Die Abreicherung der
vier Spots Uber 100% konnte durch die Computerauswertung2i@ele aus sechs unabhéan-
gigen Hefekultur-Aufarbeitungen als reproduzierbar uigaifkant eingestuft werden. In den
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Abbildung 5.21Reflektor-MALDI-MS-Spektrum des Peptidgemisches aus Sgs Beispiel eines MALDI-
MS-Fingerprints
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der Auswertung zugrunde liegenden Gelen zeigte sich instlash pH-Bereich auch die Ab-
reicherung der Spots 10 und 11 als reproduzierbar.

Im Vergleich der Gesamtspotmuster gleichbehandelterukert von Wildtyp und Mutante
bei 37°C wiesen die Expressionsmuster einen hohen Anitlglexprimierter Proteine auf.
Dies ist ein Hinweis, dass die gefundenen Unterschiedeafsgud®e Expressionsereignisse be-
trafen und die Mutation nicht in die Regulation der gesamte@m3lation eingriff.

5.1.6.1.5 Proteinchemische Charakterisierung der Spotslis 4, 10 und 11

Fur die proteinchemische Charakterisierung unterscluiedingereicherter Spots durch In-Gel-
Verdau und anschlieRende Analyse der Spaltpeptide musgeebt werden, dass dies zum da-
maligen Zeitpunkt experimentell nur mit Coomassie gefarl®peots moglich war, die gut sicht-
bar waren. Der minimal notwendige Coomassie-Spot-Praoieaii lag bei etwa 70 ng. Daher
mussten vor der Spotanalyse praparative Gele der Probefesiigt werden. Eine Analyse von
sehr schwach exprimierten Spots war auch bei maximaler Betpdieser Gele oft schwierig,
da die klassische Coomassiefarbung eine bis zu einem FakidtQ0 schwachere Sensitivitat
als die verwendete Silberfarbung besitzt. Im Vergleich en Hesten kolloidalen Coomassie-
Farbungen (von denen sich nicht alle fiir eine massenspeé&trische Analyse eignen) weist
die Silberfarbung eine 10 mal hohere Sensitivitat aufgR LouD 2000]. Diese Limitierungen
reduzierten die Zahl der Spotunterschiede, die weiteradtti@risierbar waren. Fir die in den
Ubersichtsgelen markierten regulierten Spots war eineakhenisierung moglich.

Die Analyse der Spots 1-4 sowie der Spots 10 und 11 begannamitld-Gel-Endopep-
tidaseverdau mit Trypsin der aus praparativen CoomasdenGsolierten Protein-Gelspots.
Dabei war im Spaltprotokoll ein Reduktionsschritt der Digllidriicken und eine anschliel3ende
Modifikation der Cystein-Reste mit lodacetamid oder Vinyigyr enthalten, um die Auffind-
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Score: 0,34; 11/16 gematchte Peptide; Datenbank-Nr.: 013449; p|:My3065529,33 Da
F1Fo-ATPASE (ALPHA-Untereinheit) auSaccharomyces cerevisiae

Masse [M1]| Masse [M*1]| AM Fehlsp. Modifi-| Position | Peptid

(gemessen) | (theoret.) [ppm.] kation

582,341 582,347 10,44 | O 0 324-328| RPPGR

958,496 958,543 48,95 |1 0 453-460| QTLVRGER

1325,63 1325,681 | 38,33 | 0O 0 511-521| SNHNELLTEIR

1438,785 | 1438,849 | 44,42 | 0O 0 397-410| GIRPAINVGLSVSR
1519,696 | 1519,768 | 47,32 | O 0 498-510| IGEFESSFLSYLK
1553,679 | 1553,738 | 38,17 | O 0 329-341| EAYPGDVFYLHSR
1593,873 | 1593,911 | 23,9 1 0 422-435| QVAGSLKLFLAQYR
1756,785 | 1756,839 | 30,62 | O 0 436-452 | EVAAFAQFGSDLDASTK
1962,045 | 1962,044 |-0,36 |1 0 300-316| HALIVYDDLSKQAVAYR
2117,033 | 2117,068 | 16,29 |1 0 324-341| RPPGREAYPGDVFYLHSR
2354,143 | 2354,199 | 23,62 |1 0 436-457 | EVAAFAQFGSDLDASTKQTLVR

Tabelle 5.4Homologe Peptidmassen aus dem MALDI-MS-Fingerprint voatSp identifiziert als Bruchstiick
der Alpha-Untereinheit aus dem mitochondrialafrd~-ATPase-Komplex. Die angegebenen Massen sind monoi-
sotopisch und entsprechen den einfach positiv geladengidBe.

barkeit der Cystein-haltigen Peptide im MS-Spektrum zu leeint

Da das Genom voisaccharomyces cerevisia®llstandig sequenziert ist, wurde in ei-
nem ersten Ansatz einer Charakterisierung an Gel-eluiSpaitpeptiden das MALDI-MS-
Fingerprinting-Verfahren angewendet. Die erhaltenentidggmische wurden zunachst tber
C18-Reversed-Phase-Material entsalzt und zusammen mit Mateixsubstanz auf MALDI-
Target-Platten kokristallisiert. Aus dem MS-Spektrumigithman eine Liste monoisotopi-
scher Peptidmassen, die im Computer mit einer Liste der [@gatite aller Proteine der Hefe-
Datenbank nach einem theoretischen Verdau mit derselbdodeptidase verglichen wurde,
mit der die reale Spaltung durchgefuhrt wurde.

Ein Ausschnitt des MALDI-MS-Spektrums vom Peptidgemisdas sich nach Spaltung
des in Spot 3 enthaltenen Proteins mit der Endopeptidagesifrgrgab, ist in Abbildung 5.21
als Beispiel des Fingerprintes dargestellt, wie er fur adlehs Spots erfolgreich durchgefihrt
wurde. Das Spektrum lieferte mehr als 36 Peaks, die den Mastadungsverhaltnissen der
entsprechenden monoisotopischen Peptide im Bereichmgz} 500 — 3500 entsprachen. Die
Messgenauigkeit des MALDI-TOF-Geréates lag in diesem Masseeich bei 50 ppm.

Mit 16 der im Spektrum erhaltenen Massen von einfach pogiladenen Spaltpeptiden
wurde mit Hilfe des Programmes ,Peptldent” (http://usasyporg/cgi-bin/peptident.pl) der Da-
tenbankvergleich durchgefihrt. In Tabelle 5.4 ist das BEngedes Vergleichs mit der hochsten
Zuordnungswertigkeit, ,Score: 0,34, dargestellt. Dakennten 11 der 17 Peptidmassen in
der Datenbank (hier SwissProt-Datenbank) aufgefundedemer=inf der Peptide enthielten
eine von der Peptidase nicht erkannte Spaltstelle. Da daséviapektrometer fur die Messung
extern kalibriert wurde, liegen die Abweichungen im RahmenMessgenauigkeit.

Spot 3 konnte mit einer Sequenzabdeckung von 22% als Ppoteinkt des GenaTP1
(a-Untereinheit des mitochodrialen Fp-ATP-Synthase-Komplexes) identifiziert werden. Ge-
nauer handelte es sich dabei um die erste von funf Untengémhelie gemeinsam den kata-
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lytischen, nicht Membran-gebundenegn-TFeil des Komplexes bilden, der die Stochiometrie
03PB3yd¢e besitzt. Dabei ragt dersFTeil aus der Oberflache der inneren Mitochondrienmembran
in die Matrix hinein [FENEFSKY und CR0OSs1991]. Das Molekulargewicht des Atplp istin der
SwissProt-Datenbank mit 55.529,3 Da bei einem theoredispirWert (nach

[BJELLQVIST et al. 1993]) der unmodifizierten Polypeptidkette von 7,gegeben. Wie aus
Abb. 5.19B ersichtlich, lag das gemessene Molekulargewioh Spot 3 bei ca. 37 kDa bei
einem pl-Wert von ca. 6,2. Das folgende Schema zeigt die daggefundenen Spaltpeptide
in der Sequenz.

Apl: 1,50;AMw: 17529,3 Da (46.1%); 21,8% Sequenzabdeckung:

1 11 21 31 41 51
I I | | | |
1 trrlastka gptevssile erikgvsdea 60
61 nlnetgrvla vgdgi arvfg | nni gaeel v ef ssgvkgma | nl epgqvgi vl fgsdrl vk 120
121 egel vkrtgn ivdvpvgpgl |grvvdal gn pi dgkgpi da agrsraqgqvka pgil prrsvh 180
181 epvqtgl kav dal vpigrgq reliigdrqt gktaval dti | ngkrwnngs deskkl ycvy 240
241 vavggkrstv agl vqtl eqgh dankysiiva ataseaapl q yl apftaasi dewfrdngkH 300
301 ALI VYDDLSK QAVAYRqgl sl || r RPPGREAYPGDVFYLHS RI | eraakl s ekegsgslita 360
361 | pvietqggd vsayi ptnvi sitdgqgifle ael fyk@ RP Al NVG.SVSR vgsaaqvkal 420
421 kQVAGSLKLF LAQYREVAAF AQFGSDLDASTKQTLVRGER Itqll kgnqy spl ateeqvp 480
481 |iyagvnghl dgiel srl GE FESSFLSYLK SNHNELLTEI Rekgel ske
| asl ksat es 540

541 fvatf

Alle aufgefundenen Spaltpeptide lagen in der C-terminal@titelder Primarstruktur. Dies
legte die Vermutung nahe, dass es sich bei Spot 3 um ein Biloathdes Atplp von 37 kDa
handelte, welches den C-Terminus enthielt. Betrachtete mad-terminalen 313 Aminoséaure-
reste der Sequenz aus der Datenbank als separates Palypegithnete sich ein theoretisches
My von 34.303 Da und ein pl von 6,4. Diese Werte stimmten im RahmeeMessgenauigkeit
eines 2D-Gels gut mit den gemessenen tUberein. Der um weaigy@/l pl-Einheiten neben Spot
3 liegende basischere Spot 4 mit etwas kleinerem MolekeNeiant (nur schwach aufgelost)
wurde als ein Bruchstiick der gleichen Region des Atplp cherialdrt, da ein Grof3teil der
zugeordneten Peptide mit denen von Spot 3 UbereinstimrbBierngenaue Ursache des etwas
hoherliegenden, modifizierten pl-Wertes des Fragmentesrdeanicht genauer untersucht.

Die Spots 1 und 2 wurden anhand ihrer Spaltpeptide als whiedich grol3e Teilstiicke
der -Untereinheit identifiziert, der zweiten dreifach vorkoemden Polypeptidkette des glei-
chen R-ATP-Synthase-Komplexes. Dabei handelte es sich beinliBsgchstiicken wiederum
um den C-terminalen mehr sauren Anteil der Gesamtunteriifyaes theoretische Molekular-
gewicht def3-Untereinheit betrug laut SwissProt-Datenbank 51.25& 5 einem pl von 5,2.
Das 2D-Gel nach Abb. 5.19B erbrachte Daten von ca. 30.000nDainen pl um 4,4.

Was den Bruch der Peptidketten fur beide Untereinheitenalptd Beta verursacht hatte,
oder ob es sich um natirlich auftretende Abbauvorgédngedfi@yavurde nicht weiter unter-
sucht. Es kann aber davon ausgegangen werden, dass digdes#gombination von Auf-
schlussverfahren, die eine Behandlung mit Detergens, Gty mechanischem Aufschluss
sowie Ultraschall einschloss, fur das spezielle Spalterustrantwortlich waren. Eine gering-
fugige Degradation der Probe durch zelleigene Proteasamtkatz konsequenter Anwendung
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Spot Mw Mw pl pl Zuordnung Hefe-
Nr. | S.-Pep! (2D-Gel) | (theoret.) | (2D-Gel)| (theoret.) Gen
(zugeo. [Da]

1 10/19| ca. 32 kDa 51256,48 | 4,5 5,22 ATP-Synthasg-Unter. () | ATP2
2 8/14 | ca. 34 kDa 51256,48 | 4,65 5,22 ATP-Synthasg-Unter. () | ATP2
3 11/16| ca. 36 kDal 54920 6,5 6,5 ATP-Synthase-Unter. () | ATP1
4 6/12 | ca. 36 kDa 54920 6,58 6,5 ATP-Synthas&-Unter. () | ATP1
10 9/14 | ca. 24 kDa 23250,64 | 7,2 7,83 ATP-Synthase Unter. 4 (ff | ATP4
11 | 12/20| ca. 20 kD& 19678,41 | 8,9 8,92 ATP-Synthase d-Kette (f | ATP7

Tabelle 5.5:Ubersicht der charakterisierten Proteinspots aus demléfeigbei restriktiver Temperatur. Die
Ergebnisse wurden durch MALDI-MS-Fingerprinting nachtnaspaltung mit Trypsin erhalten. 1: Zahl der vom
Programm ,Peptldent” zugeordneten Spaltpeptide aus debhDMMS-Spektren zu berechneten Peptiden aus den
theoretischen enzymatischen Spaltungen.  (Unter. = Untexit)

von Kélte und Proteaseinhibitoren in Kombination mit hol@&aotrop-Konzentrationen nicht
ausgeschlossen werden. Das Muster der Teilsequenzendemhjén allen angefertigten 2D-
Gelen reproduzierbar. Aufgrund der exakten Gleichbehamdli/on Proben des Wildtyps und
der Mutante waren die gemessenen Unterschiede mit hohenseYedinlichkeit durch die ver-
anderte Hypp-Funktion und deren Auswirkungen in der Punkamte und nicht auf zuféallige
Heterogenitaten durch unterschiedliche Probenbehagéiunurtickzuftihren.

Zu erwahnen ist auch, dass die Untereinheiten dég-ATP-Synthasekomplexes nach Re-
cherche in den verdffentlichten 2D-Gel-Datenbanken vosaBaextrakten der Backer-Hefe
nicht als einfach aufzufindende gut exprimierte Spots zweiocbrnen sind, wéhrend sie als
Bruchstticke in den flr diese Arbeit angefertigten Gelen imé&jdten pH-Bereich gut sepa-
riert und schnell auffindbar waren. Somit stellte die Fragteeung der beiden Ketten fur diese
Analyse eher einen Vorteil dar.

Die Charakterisierung der basischen Spots 10 und 11 ergsbgedasich um Untereinheiten
des membranstandigeny-fFeils aus dem ATP-Synthase-Komplex handelte. Beide Uintere
heiten wurden dabei als intakt ohne Fragmentierung der Asdinreketten gefunden. Spot 10
wurde als Genprodukt voATP4identifiziert (auch als ,Untereinheit b* bezeichnet). Spat
wurde der d-Kette aus dempyHeil als Genprodukt Atp7p [MRAIS et al. 1991] zugeordnet.
Demnach stammten alle 6 analysierten Polypeptidketterget®irig zu vier unterschiedlichen
Untereinheiten — aus demselben Enzymkomplex der mitocfedad F Fo-ATP-Synthase. Eine
Ubersicht der Spotcharakterisierung der sechs ProteitsSyibt Tabelle 5.5.

5.1.7 Proteomanalytischer Vergleich mitochondrialer Preéeine

Sowohl die Abreicherung des mitochondrialefF§~ATPase-Komplexes als auch das Ergeb-
nis einer Single-Copy-Suppressoranalyse vea @it Hilfe einer cDNA-Bibliothek im Plas-
mid pRS316Gal [YOUNG 1998] deuteten auf eine Beteiligung des hypusinhaltigerieRr®
bei der Biogenese oder Bereitstellung voll funktionsfahigiochondrien hin. Daher wurde
die phanotypische Analyse durch 2D-Gel-Analyse mit derakden Vergleich der Proteinmu-
ster von isolierten Mitochondrien aus dem differentielBgammsystem nach 25°C- und 37°C-
Inkubation fortgesetzt.
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5.1.7.1 Mitochondrien-Analysen durch 2D-Gel-Elektrophoree
aus Kulturen bei permissiver Temperatur

Die Stamme der Mutante ¢ zeigten schon bei der permissiven Temperatur von 25°C ein
zum Vergleich mit dem Wildtyp deutlich langsameres Waamstwelches die Auswirkun-
gen der Punktmutation auch schon bei dieser Temperatuewticht. Daher wurden Mi-
tochondrien aus bei 25°C inkubierten Hefe-Kulturen igoligerwendet wurde eine Standard-
Zellfraktionierungsmethode fur Hefezellen (siehe Metliod Der grol3e Trennraum der 2D-
Gelelektrophorese gestattete eine Aufreinigung, bei dehwlifferentieller Zentrifugation und
intensiven Waschungen der erhaltenen mitochondrialeni&nfraktion auf eine weitere Rei-
nigung der Mitochondrien durch Dichtegradientenzengatiion verzichtet werden konnte. Ein
Vergleich der Protein-Spotmuster der Gele von Gesamyzalién (Abb. 5.19) und der gewon-
nenen angereicherten Mitochondrienfraktion (Abb. 5.28ak vollig unterschiedliche Muster.
Wie Spotcharakterisierungen durch RestriktionsverdauAmadyse durch massenspektrometri-
sche Methoden zeigten, war der Giberwiegende Anteil dersSpidchondrialer Herkunft. Dies
zeigte eine ausreichende Reinigung und Anreicherung derxchindrienfraktion an. Der Ver-
gleich der Proteinspot-Muster hinsichtlich unterschddéexprimierter mitochondrialer Protei-
ne war problemlos madglich.

Schon die Farbung der erhaltenen Mitochondrien-Pelleigtezalie Auswirkungen der
Punktmutation. Wéahrend die aus dem Wildtyp erhaltene Rell¢ion eine dunkelbraune Far-
bung besal3, die auf das Vorhandensein einer normalen Megeier Cytochrome und eisen-
haltigen Enzymkomplexe hinwies, wiesen die Praparati@usn:-Kulturen eine viel schwa-
chere Braunfarbung auf.

Lichtmikroskopische Untersuchungen der Mitochondriektiionen sowie in spateren Un-
terabschnitten beschriebene DAPI-Fluoreszenzfarbuageelektronenmikroskopische Unter-
suchungen von Zellen des differentiellen Stammsystentgerei dass die geringere cytochro-
male Braunfarbung nicht auf eine geringere Mitochondrielmi@i pro Zelle zurtickzufiihren war.

Es wurden drei Mitochondrienisolationen mit aus untemsghthen FOA-Selektionen iso-
lierten Stammen von Wildtyp und Mutante durchgefihrt. Dreeuschiedliche Farbung der
Pellets wurde dabei jeweils reproduziert. Fur die 2D-Ge&kse der mitochondrialen Pro-
teininhalte wurde das gleiche Gelsystem verwendet wie igddferentielle Gesamtextrakt-
Auswertung (vgl. Abschnitt 5.1.6.1.4). Abbildung 5.22gtailen Vergleich von zwei Gelen in
den pH-Bereichen 4-7 und 6-10 von Wildtyp- ungi@itochondrien-Proben. Es wurden auch
Vergleiche im pH-Bereich von 5,5 bis 7,5 angefertigt. So kenin diesem pl-Bereich eine
verbesserte Auflosung erreicht werden, da die Trennstriéickie isoelektrische Fokussierung
verbreitert wurde. Dies war vor allem aufgrund der zu eraraten hohen Spotdichte um den
neutralen pl-Bereich sinnvoll. Abbildung 5.23 zeigt eineg@&eiiberstellung zweier Gele aus
diesem gespreizten pH-Bereich. Die verbesserte Auflosurdyimi Vergleich des gezoomten
Ausschnitts aus Abb. 5.22B mit dem entsprechenden pH-Beweia 6,0 bis 7,0 aus Abb. 5.23
besonders deutlich. Das mitochondriale Spotmuster dedty als solches wies in Spotdich-
te und Spotverteilung deutliche Parallelen mit einer 2D-@®alyse von Mitochondrien aus
Arabidopsis thalianauf [KRUFT et al. 2001].
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Abbildung 5.222D-Gel-Analyse von Mitochondrienextrakten, die aus Hafeeken nach Inkubation bei 25°C
hergestellt wurden. Es wurde das gleiche Gelsystem wiedrdlifferentiellen Analyse von Gesamtextrakten mit

pH-Gradienten von 4 bis 7 und von 6 bis 10 gewahlt. Die zweitedhsion entspricht der SDS-PAGE mit:122
cm-Gelen vom T-Wert 12%A..: 250 ug mitochondrialer Proteine eingesetzt im pH-Bereich voh #m Wildtyp

angereicherte Spots sind gekennzeichnet. Gravierenagddhtede von Spots im pH-Bereich von 5,6 bis 6,8 sind
im gestrichelten Rechteck dargestellt, das in BegroRer aufgeldst isC zeigt den Vergleich im pH-Gradienten

6-10. Insgesamt sind 24 im Wildtyp und 7 in der Mutante debttingereicherte Spots gekennzeichnet.
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Abbildung 5.23:Auftrennung mitochondrialer Proteine nach Inkubation 2iC im pH-Bereich 5,5 bis 7,5
gezeigt an zwei Beispielgelen.

Wie Abbildung 5.22C zeigt, ist eine scharfe isoelektris€lo&ussierung von Proteinspots
im hoher basischen pl-Bereich nicht einfach durch eine nrifRRG-Technik zu erreichen
[GORG 1999]. Es ist bekannt, dass etwa 73 % der Gen-Produkte, diktibnen im Mito-
chondrium Ubernehmen, einen theoretischen pl-Wert tlgeb&sitzen. 150 von 399 Protei-
nen liegen sogar im berechneten pl-Wert Gber 10,0. Veratltelodafir ist eine relativ grol3e
Zahl ribosomaler mitochondrialer Proteine. Fur eine Compgestiutzte Auswertung und re-
produzierbare Spotdetektion sollte eine moglichst guteussierung vorliegen. Aufgrund der
Schwierigkeiten bei der Auftrennung der starker basisc8pazies im normalen IPG-2D-
Gelelekrophoresesystem und mit dem Anspruch, im Rahmenidedarchgefihrten ersten
Screenings mitochondrialer Proteinkandidaten Hinweisedg&e Ursachen des Phénotyps zu
erlangen, wurde daher fur die quantitative Gelauswerturiga®len in den pH-Bereichen 4
bis 7 und 5,5 bis 7,5 gearbeitet. Es wurde dabei in Kauf genemrdass ein Anteil mi-
tochondrialer Proteine so der Auftrennung nicht zugahgéein wirde. Aus den drei sepa-
raten Mitochondrienisolationen wurden drei unabhangifferdntielle 2D-Gel-Analysen mit
anschlieender Computer-Auswertung durchgefuhrt. Hievtirden jeweils 5 Gele des Wild-
typs mit 5 Gelen der Mutantedg miteinander verglichen.

In Tabelle 5.6 sind die Ergebnisse der Spotdetektion undz8podnung der drei Auswer-
tungen zusammengefasst. Erfasst sind die Spotzahlen aokdahnittsgelen (Spalte GZ), die
aus den 5 Gelen einer Gelgruppe gemittelt wurden. So korbr@ieden gewahlten experimen-
tellen Bedingungen, wie gewéhlte Ausgangsproteinmengésptaind Farbungsgrad der Sil-
berfarbung, im pH-Bereich von 4-7 im Durchschnitt 853 und hér aufgeldsten gespreizten
Bereich von 5,5 bis 7,5 730 Spots detektiert werden.

Aus beiden Gelgruppen (Wildtyp und Mutante) in beiden pHeBdren wurde jeweils ein
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e Gruppe 2:
Gruppe 1: Wildtyp Mutanten Gy,
V.-Nr3d| GZP) | z.S.° | Aw. Gz | z.S. Av. | Awv. Av.
G1° G1° |G2° |G1+G2"
1 | 789 | 789 | 707 | 802 | 556 | 612 | 744
4'°_"'7 2 | 736 | 580 | 667 | 980 | 561 | 616 | 800
3 | 899 | 635 | 743 | 913 | 500 | 563 | 746
Uberein- 804 = 706 = | geo | 539 =507 = 769 = 621 =
stimmung 9 100% 88% 67% | 74% | 86% | 77%
y 1 | 688 | 688 | 672 | 766 | 515 | 516 | 732
5 5'°_ 75| 2 | 703 | 668 | 684 | 717 | 496 | 500 | 699
3 | 670 | 508 | 527 | 894 | 490 | 505 | 625
Uberein- 690 = 627 = | 758 | 500 = | 507 = |685 =| 512 =
stimmung 9 100% 91% 73% | 74% | 90% | 74%

Tabelle 5.6:Computer-gestiitzte Detektion mitochondrialer Proteits)25°C) in den Gelen von Wildtyp und
Mutante fur eine an einer Proteomanalyse orientierten A&uisng.

a) V.-Nr.: Versuchsansatz

b) GZ: Gesamtzahl aller dektierten Spots im Durchschrettdgr Gelgruppe im Versuchsansatz

c) z.S.: Anzahl an Spots, die dem Durchschnittsgel des Isugbisansatzes als Referenzgel (jeweils Wildtyp)
zugeordnet werden konnten.

d) durchschnittliche Menge der Ubereinstimmenden Sposgiedriickt in %, bezieht sich auf die durchschnittliche
Deckungsgleichheit der Proteinspotmuster des Wildtypséngleich zur Mutante.

e) Av.Gx: Anzahl an Spots, die einem Durchschnittsgel alensuchsanséatze der Gelgruppe des Wildtyps (G1),
bzw. der Mutante (G2) zugeordnet werden konnten.

f) Menge der einander zugeordneten Spots in den Gesamsiinaitisgelen beider Gelgruppen.

Gesamtdurchschnittsgel errechnet, in dem die Spots deDdrehschnittsgele aus den drei
Versuchsansatzen einander zugeordnet wurden. Die Zuogdneinhaltete ebenfalls die Er-
rechnung durchschnittlicher Spotintensitaten. So kanatB. fir die Gelgruppe des Wildtyps
(im pH-Bereich von 4-7) 804 Spots in das Gesamtdurchscheittaifgenommen werden (siehe
Tab. 5.6, Zeile ,Ubereinstimmung*). Die Zuordnung von Spaér gleichen Gelgruppe erfolgte
entweder zum Durchschnittsgel des ersten Versuchsass@palte z.S.) oder zum Gesamt-
durchschnittsgel der Gelgruppe (Spalte Av.Gx.). Die Znardy von Mutanten- zu Wildtyp-
spots geschah durch Vergleich der Mutantenspots der BEmzgischnittsgele mit dem Gesamt-
durchschnittsgel des Wildtyps (Spalte Av.G1 in der Mutagteppe) oder durch Vergleich der
beiden Gesamtdurchschnittsgele beider Gruppen (Spalte AvG2). Dabei lag der Anteil von
einander zugeordneten Spots im pH-Bereich von 4 bis 7 zwis¢heind 77%. Im Bereich von
pH 5,5 bis 7,5 konnte diese Deckungsgleichheit reproduzierden.

Die quantitative Analyse der Proteinmuster beinhaltete\dgleich aller Spot-Intensitaten
in den beiden Gesamtdurchschnittsgelen von Wildtyp undaktet Dazu wurde jeweils der
Quotient der Intensitaten des Wildtypgelspots und desaugpeten Spots in der Mutante als
Faktor Fy gebildet. Die Spotintensitaten waren dabei normiert aaf $limme aller Spotin-
tensitaten des Durchschnittgels (vgl. Abschnitt 5.13%.Computer-gestitzte Auswertung von
Gesamtextrakt-Gelen). Tabelle 5.7 zeigt die Spotzahlernnaien Wildtypgelen um einen Fak-
tor > 3 angereichert, bzw. ufiy < 0,3 reproduzierbar abgereichert gefunden wurden.

Im Wildtyp zeigte ein Spotanteil von 4,5% im Bereich von pH 4#¥d 9,6% im Bereich
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von pH 5,5-7,5 eine Expressionszunahme von Uber 150%. 228iesen 28 Spots sind in den
Abbildungen 5.22A und B als Spots 1 bis 7 und 5a bis 5m gekecimzet. In Abbildung 5.23
sind es die Spots 14 bis 19. Der Anteil der in der Mutante aef 150% angereicherten Spots
lag bei durchschnittlich 4,5%. Von diesen Spots sind 4 neajorAbbildung 5.22A auf der
rechten Seite mit romischen Ziffern angezeigt. Uber 90%Sjmits zeigten demnach nur eine
schwache Regulation, die in der GroRenordnung der Staruaedehung lag, bzw. waren in
beiden Gruppen gleich exprimiert. Die meisten der majoggotidhterschiede bestanden jedoch,
wie aus Abbb. 5.22 ableitbar, in einer Abreicherung in detdviten.

Veranderung der Spotintensitaten im Vergleich WT vs. G
pH 4-7 pH 5,5-7,5
621 Spotg) 511 Spots”
relative Spotzahl Spotzahl
Expression (ausgedriickt in %) | (ausgedrickt in %)
Faktor>3 28 (4,5%) 49 (9,6%)
Faktor<0,3 | 32 (5,2 %) 18 (3,5%)
Faktor 0,3-3,0| 561 (90,3%) 444 (86,9%)
ohne zuordnung | 12 (1,9%) 7 (1,4%)

Tabelle 5.7:Quantitative Einordnung der Unterschiede von mitochaien Spotintensitaten (25°C). 1): Zu-
grunde liegen die relativen Intensitaten aller Spots ans@esamtdurchschnittsgelen von Wildtyp ungh @®er
Faktor ergibt sich aus dem Quotientgyr /I, . Angegeben sind die Mengen von im Wildtyp stark an- bzw. abge
reicherter Spots. Nicht- bzw. schwécher regulierte Spegeh im Bereich des Faktors von 0,3 bis 3,0. Die Anzahl
der Spots, die keinem entsprechenden Spot im Vergleicbsctnittsgel zuzuordnen waren, ist in der letzten
Zeile angegeben.

5.1.7.1.1 Proteinchemische Charakterisierung mitochonthler Spots

Einige der major-abgereicherten Spots igy @urden durch MALDI-Fingerprint-Analyse pro-
teinchemisch charakterisiert. Die Ergebnisse sind TaleB zu entnehmen. Dabei konnten
Untereinheiten von 4 unterschiedlichen Atmungskettestddnkomplexen gefunden werden,
aus dem Succinat-Dehydrogenase-Komplex (Komplex Il), d&tochrom-b/c-1-Komplex
(Komplex IlI), dem Cytochrom-c-Oxidase-Komplex (KompleX)lund dem ATP-Synthase-
Komplex (Komplex V). Auch wichtige Enzyme aus dem Zitron@m®zyklus, wie Aconita-
se und Succinat-Dehydrogenase lagen herunterregulierZugeordnet werden konnte auch
Spot 1 zum Na/ HT-Antiporter Nhx1p, der eine Rolle im intrazellularen N&laushalt spielt
[NAsSsetal. 1997]. Bei dessen systematischem Knock-Out kommt espaim Knock-Out
der meisten an der Atmungskette beteiligten Proteinuimieegen, zur Ausbildung von Wachs-
tumsdefekten bei Kultivierung auf einer nicht durch Géarumegtabolisierbaren Kohlenstoff-
guelle wie Glycerin oder Ethanol.

Als in der Mutante stark abgereichertes und dort praktischtmletektierbares Protein wur-
de Spot 3 gefunden, charakterisiert als Isopropylmalatt@se (siehe Abbildung 5.24).
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Spot1 zug. | My[Da] | My[Da] | pl pl Protein | Gen Bezeichnung
Nr. | Pep.| (Gel) (theoret.) (Gel)| (o.M.)!

1 8/14 | 70000 | 70100 | 4,6 | 4,5 | Nhxlp | YDR456W | Na'/ H"-Antiporter

2 10/16 65000 | 58889 | 5,0 | 5,5 | Atp2p | YIR121W | F1Fo-ATP-Synthase-Komplex,
B-Kette

14/21 68000 | 68409 | 5,9 | 5,7 | Leudp | YNL104C | 2-Isopropylmalat-Synthase

4 11/19 45000 | 45361 | 5,1 | 5,5 | Pdxlp | YGR193c | Pyruvat-Dehydrogenase-Komplex
Protein X

3b/4b 13/22 36000 | 55529 | 6,5 | 7,0 | Atplp | YBLO99w | F1Fo-ATP-Synthase-Komplex,
a-Untereinheit (Fragment)

5b | 9/9 | 47000 | 47379 | 6,9 | 7,3 | Qcrlp | YBL0O45C | Ubichinol-Cytochrom-c-Reductase
Komplex, 44kDa-Hauptprotein

5c 12/13 41500 | 40478 | 6,4 | 7,2 | Qcr2p | YPR191W | Ubichinol-Cytochrom-c-Reductase
Komplex, 40kDa-Kette Il

5h | 15/2Q 38000 | 40478 | 6,4 | 7,2 | Qcr2p | YPR191W | Ubichinol-Cytochrom-c-Reductase
Komplex, 40kDa-Kette Il

6 8/11 | 23000 | 17000 | 6,2 | 6,5 | Atpl6p | YDLOO4W | ATP-Synthase-Komplex,
o-Untereinheit

8 10/13 85000 | 85400 | 8,1 | 8,2 | Acolp | YLR304C | Aconitat-Hydratase (Aconitase)
12 | 10/18 25000 | 23250 | 7,4 | 7,8 | Atpdp | YPLO78C | F1Fo-ATP-Synthase-Komplex,
Untereinheit 4 (Untereinheit b)

14 | 9/14 | 97000 | 97800 | 6,9 | 7,0 | Fzolp | YBR179C | bendtigt fir Biogenese von Mito
chondrien

16 | 14/21 70000 | 70200 | 7,3 | 7,5 | Sdhlp | YKL148C | Succinat-Dehydrogenase,
Flavoprotein-Vorlaufer

17 | 10/2Q 53000 | 54920 | 6,4 | 6,5 | Atplp | YBLO99W | F1Fo-ATP-Synthase-Komplex,
a-Untereinheit

18 | 9/15| 55000 | 58800 | 7,2 | 7,1 | Coxlp | Q0045 Cytochrome-c-Oxidase, Unterein-
heit | (mitoch. Genom)

w

Tabelle 5.8Ergebnisse der proteinchemischen Charakterisierungmégs-Mitochondrien abgereicherten Pro-
teinuntereinheiten. Die Nummerierung der Spots entspdeh in den Abbildungen 5.22 und 5.23 vorgenomme-
nen Beschriftungen.

1) pl (0.M.): pl-Wert bei Fehlen der natirlich vorkommengersttranslationalen Modifikationen

Das Enzym katalysiert die erste Reaktion in der  Spot 3: Isopropylmalat-Synthase

Leucin-Biosynthese und kommt sowohl im Cytosol als Pl 6,0 pL6,0
auch in der Mitochondrien-Matrix vor. Es steht nicht mik kpa 1 e 1.

- - - - - . »
unmittelbaren Funktionen .des Mitochondriums im Zu- ha 4}“ B 1P
sammenhang und hebt sich so von den anderen cha- e A
rakterierten Untereinheiten ab. Ferner besitztldiJ)4- WT Gsi1

MRNA, wie ca. 2.00 andere_mRN_A.s der B.ackerhefe, in 'Rbbildung 5.24: Abreicherung von Leudp
rer 5’-untranslatierten Region einige kleinere offene L@sopropylmalat-Synthase) in Mitochondrien von
serahmen (sogenannte ,upstream open reading framgse Pei 25°C. Die in der Mutante vorhandene

. L . Menge des Proteins lag unter der Nachweisgrenze
abgekurzt UORFs), die in einem posttranskriptionalen Rgryerwendeten Silberfarbung.
gulationsmechanismus auch Einfluss auf die Stabilitat der

MRNA und so auf die Menge des translatierten Proteins
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Abbildung 5.25:Verhalten der mitochondrialen ATP-Synthase-Untereiimenach Inkubation bei 25°C

zu haben scheinen [WVELA et al. 1998]. Von diesen 200 mRNAs codieren auch einige fur re-
gulatorische Proteine, die fur die Biogenese und Funktiam imtakten Mitochondrien notig
sind. Eine mogliche interessante Verbindung dieser Ta&saor Funktion des Hypp wird in der
Diskussion auf Seite 173 aufgezeigt.

5.1.7.1.2 Verhalten des ATPase-Komplexes bei 25°C

Die Veranderung im Expressionsverhalten degsoFATP-Synthase-Komplexes und seinen Un-
tereinheiten nach Inkubation bei permissiver Temperatud Wier im Uberblick dargestellt.
Gefunden wurden dia- und 3-Untereinheit (Spots 2 und 17 als Atplp und Atp2p) und deren
in Abschnitt 5.1.6.1.5 beschriebenen Fragmente. Eineeveeitntereinheit dessFTeils, die
o-Untereinheit (ATP16p), wurde Spot 6 zugeordnet. Als Ugitgreit aus dem nicht enzyma-
tisch aktiven membranstandigeg-Romplex wurde erneut die Untereinheit 4 (Atp4p) (Spot
12; Spot 10 in der Gesamtlysat-Analyse, Abschnitt 5.15§ dharakterisiert. In der Computer-
unterstitzten Gelauswertung erwiesen sich alle gefumdeimerschiede als signifikant und
reproduzierbar. Der Grad der Abreicherung in der Mutantgteesich jedoch bei den einzel-
nen Spots sehr unterschiedlich. Abbildung 5.25 zeigt einerglcht aller ATP-Synthase-Spots
anhand von Ausschnitten aus Beispielgelen.

Sowohl diea- als auch dig3-Untereinheit zeigten dabei eine schwache Abreicheru@gin
um einen Faktor von maximal 2. Dieses Bild spiegelte sich sbuwo Vergleich der unfrag-
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Abbildung 5.26:Vergleich der Spotintensitaten von Fragmenten der ATP#&ge-Untereinheitea und 3
nach Inkubation bei 25°C und 37°C.

mentierten Untereinheiten als auch im IntensitatsmusteiFdagmente beider Untereinheiten
wider (Abb. 5.25A und B). Eine erheblich starkere Regulatieiyten died-Untereinheit des
F1- und die Untereinheit 4 despfKomplexes. Die Expression in der Mutante lag in beiden
Féllen um einen Faktor von Uber 4 unter der des Wildtyps (Ak6C). Die Betrachtung der
Untereinheiten-Stochiometrie vargPsyde im F1-Teil des ATP-Synthase-Komplexes der He-
fe zeigt, dass die- und B-Untereinheiten pro f£Komplex dreimal haufiger vorkommen als
die &-Untereinheit. Man kann demnach folgern, dass die stag@emessene Abreicherung der
o-Untereinheit auch in der Stéchiometrie des Komplexes eqitiindet liegt.

Die Stochiometrie desgFKomplexes, der integral-membransténdig ist und den eaggoh
nicht aktiven Teil des Protonenkanals tragt, ist nichtsiadeklart. Vieles deutet jedoch darauf
hin, dass die Untereinheit 4 (auch b-Untereinheit genaawéifach in jedem Gesamtkomplex
vorliegt. Dies wurde aus dem Vergleich mit dem Aufbau desséesharakterisierten ATP-
Synthase-Komplexes ats coli deutlich. Dort besitzen die Untereinheiten a bis ¢ dg3éils
die Stochiometrie g>c10. ZWischen den Spezies variiert hierbei die Zahl der c-Uaitdreiten
[SAWADA et al. 1997]. Bei Annahme einer zweifachen b-Untereinhegde sich der Grad der
beobachteten Abreicherung i3m Vergleich mit ded-Untereinheit nicht voll mit dem Kom-
plexaufbau erklaren.

In Abbildung 5.26 ist ein Vergleich der charakterisierteragmente aus dea- und (3-
Untereinheiten des ATP-Synthase-Komplexes nach Inkoditei 25°C und 37°C dargestellt.
Das Spotmuster dieser Fragmente, wie es in den 2D-Gelen esmn@proteinextrakten nach
Inkubation bei 37°C vorlag, konnte in den Gelen von Mitoathaenisolationen bei 25°C exakt
reproduziert werden. Aus dem Vergleich dieser Gelaustehwird deutlich, dass beide Un-
tereinheiten in der Mutante bei permissiver Temperatueiteeschwach abgereichert vorlagen;
nach der Temperaturanhebung auf 37°C verringerte sichrdieiRmenge beider Untereinhei-
ten jedoch um ein mehrfaches, wie aus den Spotintensitéembbildung 5.26 ersichtlich
ist.
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Die Beobachtungen aus 2D-Gel-Analysen von isolierten Mibodrien nach Inkubation
bei 25°C deuteten darauf hin, dass die Gesamtfunktiohd@&Mitochondrien in @@ bereits
bei dieser Temperatur stark beeintrachtigt vorlag. Dabaezn des ATP-Synthase-Komplexes
lie3 darauf schlie3en, dass es erst bei restriktiver Teatypezum weitgehenden Ausfall der
ATP-Synthase-Aktivitat kam, die bei 25°C zum Teil noch \emtden war. Dieser Hypothese
wurde in weiteren Studien dieser Arbeit genauer nachgea(oschnitt 5.1.8f.).

5.1.7.2 2D-Gel-Analyse von isolierten Mitochondrien nachrikubation bei 37°C

Fortgesetzt wurde die gzCharakterisierung mit der Betrachtung mitochondrialertétne
expressionsmuster nach Inkubation bei restriktiver Teatpe Dazu wurden in einem glei-
chen Ansatz, wie in Abschnitt 5.1.7.1 beschrieben, Kuhiwaes unabhéangigen Mutanten- und
Wildtyp-Isolierungen bei 25°C tber Nacht angeziichtet undie spéatlogarithmische Wachs-
tumsphase gebracht. Nach Einstellung der optischen Dichteden sie fir 12 h bei 37°C
inkubiert. Vor Anlegen der hoheren Temperatur lag die apesDichte Olggo der Mutanten-
Kulturen bei 0,6. Dieser Wert wurde gewahlt, da ihr Wachstvenhalten vor Eintreten der
Wachstumsarretierung zu einer weiteren Verdopplung diézate fihrte. Mit einer Erntedich-
te von ca. 1,2 lagen die Kulturen so im frihlogarithmischerei® und eigneten sich so am
besten fur die Zellfraktionierung. In diesem OD-Bereichddrten die Zellen noch nicht die
Starke ihrer Zellwande, so dass ein Verdau der auf3eren @wsdidurch Zymolyase am effek-
tivsten war. Die Wildtyp-Kulturen wurden auf eine sehr migd optische Dichte eingestellt, so
dass ihre Erntedichte nach 12 h bei 37°C ebenfalls etwa 1r@doe

Die Mitochondrienisolation fihrte zu Pellet-FraktionesnwVildtyp und Mutante, die in ih-
rem Aussehen den Fraktionen nach 25°C-Inkubation ahné&ierBraunfarbung der Wildtyp-
Mitochondrien war intensiver als die entsprechende 25%kiton, wahrend die Pellets der
Mutante eine noch schwachere Braunfarbung aufwiesen.

Die 2D-Gel-Elektrophorese wurde mit Gelen der Grol3ex2R0 cm im pl-Bereich von 4
bis 7 durchgefihrt. So konnte im Vergleich zur Analyse beiQH%ir diesen pl-Bereich die
Spot-Auflésung der 12 angefertigten Gele in beiden Dimanesioverbessert werden.

Abbildung 5.27 zeigt jeweils ein Gel aus einer Gruppe von &&eon Wildtyp und G;. Er-
kennbar ist, dass im Vergleich mit den Mitochondrien-Gédden25°C weniger Spots im Wild-
typ eine Anreicherung uber 150% aufwiesen. Diese Spotsigidér Abbildung durch Pfeile
markiert. Beide Spotmuster zeigten viele Spots, die entwgldch exprimiert oder schwa-
cher reguliert erschienen. Dabei konnten die Ergebnissde@u25°C-Experimenten tendenziell
bestétigt werden. Der ATP-Synthase-Komplex und auch die@m Atmungskettenkomplexe
wurden in der Mutante abgereichert gefunden.

Die proteinchemische Charakterisierung von unterscluledixprimierten Spots geschah
auch hier durch massenspektrometrische Analyse der auSelenatrix isolierten Peptid-
Gemische. Verwendet wurde Endoproteinase Lys-C, die gégentrypsin zwar im Durch-
schnitt langere Peptide erzeugt, da sie C-terminal nachtgsten, nicht aber nach Argininre-
sten spaltet, das entstehende Peptidgemisch jedoch kacmEigenverdaupeptide aus Lys-C
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IEF pH 4-7

PAGE T=13%

PAGE T=13%

Abbildung 5.27zwei Beispielgele von Wildtyp und Mutante im pl-Bereich vbibis 7. Als Probe dienten Mi-
tochondrienisolationen aus Kulturen nach Inkubation B&C3fur 12 h. Eingesetzt wurden jeweils 78§ Protein,
die Sichtbarmachung der Spots erfolgte durch Silberfagmath MANN.
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B. Ausschnitte aus der MS/MS-Analyse einzelner charakteristischer Peptide,
erhalten aus der Lys-C-Endoproteinasespaltung der Spots in der Gelmatrix:

Spot 21:
Spot20: sSpotsl:i e
einfach positiv geladenes Peptid mit M!¥=1885,94 Da emfach positiv geladeneg Peptid mit M7"=1808,99 Da
(monoisotopisch), b-Serie: (monoisotopisch), b-Serie:
b7V b 12/‘l'
1100 8007
1000 R V IF'T-L1 P DY+ PGV**D%AD{»N Il K 700.] QST FTSH 1 A R{1I G D+ Y+ I+ LK+
b12 b14 ]
900+ ¢,
600
B 800+ - 4 b3
2 700 2 5007 o
€ b15 15 ] b13
E o0 b11 £ 400] l b9
€ 500] B 1 vV b4 b6 ST
b4 s b8
400 b3
3004 l’
200 v
100 ‘
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m/z m/z

C. Ermittelte Peptidsequenzen nach Computer gestiitzter Auswertung der Sequenz-Tags und Datenbanksuche:

RVITLPDYPGVDADNIK PQSFTSIARIGDYILK

Aminosdurereste 159 bis 175 aus Aminosaurereste 2 bis 16 aus

Genprodukt HSP26p Genprodukt QCR7p

26 kDa-Heat-Shock-Protein 14 kDa-Protein des
Ubiquinol-Cytochrome-C-Reductase-Komplexes,

My (theoret.) = 23748 Da; pl(theoret.) = 5,34 Untereinheit VII

My (theoret.) = 14565 Da; pl(theoret.) = 5,78

Abbildung 5.28:Stark verminderte Expressionsraten in Mitochondrien ais3B°C inkubierten @-Zellen
der in Spot 20 und 21 enthaltenen Proteine, bzw Proteineinteziten sowie Ausziige aus deren massenspektro-
metrischen Charakterisierung.

kontaminiert wird. Die Selbstverdaupeptide dieses Spajs liegen bis auf ein Peptid der
Masse 2928 Da in einem Massenbereich von 8200 bis 16940 BaeBiragmente liegen weit
Uber dem m/z-Bereich von 800 bis 5000, in dem die meisten [Sggalte mit Reflektor-TOF-
MALDI-Massenspektrometern bei hoher Prazision (50 ppm gdaabweichung) vermessen
werden und erhdhen so nicht die Komplexitat des Peptid-dtesggektrums. Ferner eluieren sie
in der C18-Reversed-Phase-HPLC bei sehr hohen %B-Werten @nech €ine chromatographi-
sche Auftrennung der Spaltpeptidmischungen nicht. Abipi¢gd5.28 zeigt die starke Expressi-
onsabreicherung der Spots 20 und 21 @ -Glitochondrien bei restriktiver Temperatur sowie
zwei Tochterionen-Massenspektren von zugehdorigen Reptid

Die Ermittlung von Sequenzinformation geschah mittels seaspekrometrischer Peptid-
sequenzierung durch Fragmentierung in der Kollisionszaiihes MALDI-TOF-TOF-Massen-
spektrometers. Fur mehrere Lys-C-spezifische Spaltpeptidgedem Peptidgemisch konnte
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RNt| a a’ b b" [Seq.| y y' |RN:
1| 70,07 98,06 P 16
2| 198,12 181,10| 226,12 209,09] Q [1711,94|1694,91 15
31 285,16| 268,13| 313,15| 269,121 S |1538,88|1566,85 14
4| 432,22 415,20| 460,22 | 443,19 F |1496,85|1479,82| 13
51 533,27| 516,25| 561,27 | 544,24 T |1349,78|1332,75| 12
6] 620,30 603,28 | 648,30 631,27] S |1248,73|1231,71 11
71 733,39| 716,36| 761,38 | 744,36 1 |1161,70 | 1144,67 10
8] 804,43 | 787,40| 832,42| 815,391 A |1048,62|1031,59 9
91 960,53 | 943,50| 988,52 971,50 R | 977,58| 960,55 8
10]1073,61|1056,58 | 1101,61 | 1084,58| 1 821,48 | 804,45 7
11]1130,63 | 113,61 | 1158,63 | 1141,60| G | 70839] 69137 6
1211245,66 | 1228,63 |1273,65|1256,63| D | 651,37| 634,35 5
13|1408,7211391,70 | 1436,72 | 1419,69] Y | 536,34| 519,32 4
1411561.81|1504,78 | 1549,80 | 1532,77| 1 373,28 | 356,25 3
1511634,89|1617,86|1662,89|1645,86] L | 260,20 | 234,17 2
16 K | 147,11 | 130,09 1

Tabelle 5.9:Massenspektrometrische Charakterisierung von Spot 2idemt MALDI-TOF-TOF. MS/MS-
Fragmentierungstabelle des einfach positiv geladenetid3&)SFTSI ARl GDYI LK mit dem monoisotopischen
m/z-Massenwert 1809,06. Es enthalt die Aminosaureresige Pabder Mitochondriensignalsequenz vom 14 kDa-
Protein aus dem Ubiquinol-Cytochrome-C-Reduktase-Kem(C 1.10.2.2Komplex Ill, Untereinheit VII, Gen-
produkt Qcr7p). 34 von 88 theoretischen Fragmentionenteongefunden werden und sind durch Fettdruck her-
vorgehoben. Bei den mit * gekennzeichneten Serien ist arf-tigmentionen formal eine NHGruppe von 17 Da
verloren gegangen.

so Computer-unterstiitzt Sequenzinformation gewonnenemeidie Datenbankrecherche er-
gab die Zuordnung zu den Stammproteinen (,Proteomics Aealy700“-Software der Fa.
~Applied Biosystems* flir die Serienzuordnung der erhalteReagmentionen sowie ,Mascot"-
Suchalgorithmus der Fa. ,Matrix Science* fur die Datenbagkerche). In Tabelle 5.9 ist die
MS/MS-Fragmentierungstabelle exemplarisch fur ein LyRdgptid der Masse 1808,99 Da aus
Spot 21 dargestellt.

Bevorzugt werden in der MS/MS-Analyse Fragmentionen denld-y4Serien gebildet, bei
denen der Bindungsbruch genau in der Peptidbindung erfidlgnMfANN 1988]. Bei Fragment-
ionen der y-Serie wird die Bindung vor dem neu entstehend@&erNinus gespalten; der genu-
ine C-Terminus des Peptids ist in allen lonen der Serie enaBei a- und b-Serien bleibt der
genuine N-Terminus erhalten. Keine C-terminale Carbonylgeubesitzen a-Fragmente; der
Bruch des ,Riickgrats* erfolgt an der C-C-Bindung zwischen de@-Atom der Aminosau-
re und der Carbonylgruppe. Bei b-Fragmentionen ist die C-tel@iCarbonylgruppe erhalten.
Tabelle 5.9 enthélt fast die gesamte y-Serie des 16 Amimesgsie enthaltenden Peptids, wobei
b- und y-Serie Uberlappen. So kann auch bei unvollstandigeien aus den fur jede Amino-
séure charakteristischen Massendifferenzen die Sequesngasamten Peptids mit Ausnahme
einer Unterscheidung von Leucin und Isoleucin abgeleitathen.
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Spot 20 Spot 21

Zahl gefundener <Sequenz- >

0, V)
Peptide Abdeckung 6/12 (33%) 58 (43%)

127536 Da  [65]| 1418,70 Da [70]
Peptid fiir Skalenwert} 1887,14 Da  [51] [ 1806,96 Da [66]
MSMS  [M"] [ S 2057,44Da [59]| 1808,99 Da [69]
2204,15Da  [57]

Tabelle 5.10Ubersicht iiber die massenspektrometrische Charaktenigjeson Spot 20 und 21. Angegeben
ist die Zahl der zur theoretischen Proteinsequenz zugetedrPeptide sowie die erreichte Sequenzabdeckung.
Darunter sind die monoisotopischen Massen einzelnerdirgasitiv geladener Peptide, die in der Sequenz ent-
halten waren, aufgefiihrt. Mit diesen wurden MS/MS-Fragteemngen durchgefiihrt. Die jeweils gefundenen
Skalenwerte sind angegeben.

Tabelle 5.9 zeigt auch, dass von 88 moglichen Fragmentideem-, b- und y-Serien 34
zuzuordnen waren, was fir die Zuordnung mehrerer Sequssdanitte des Peptids ausrei-
chend war. Die Datenbanksuche ergab, dass es sich um eid BepN-terminalen Ende von
Qcr7p, einem 14 kDa-Protein aus dem Ubiquinol-CytochronRe@Quktase-Komplex, handel-
te. Die Wahrscheinlichkei®, dass es sich bei der aus der Peptid-Fragmenttabelle esrbalt
Zuordnung um ein Zufallsereignis handelte, wird durch einach oben offenen Skalenw&t
angegeben, mit

S= —10-log(P).

Ein Skalenwert> 16 zeigt Peptide mit signifikanter Homologie & 0,05), ein Skalenwert
> 22 reprasentiert Peptide mit Identitat oder sehr grof3erdloge P < 0,05). Der erreichte
Skalenwert flr das Peptid aus Tabelle 5.9 lag bei 69. DreieneeiFragmentierungen anderer
Peptide ergaben die gleiche Proteinzuordnung bei ahmli€kalenwerten (Tabelle 5.10, unter
Spot 21).

Im Fall von Spot 20 wurde nach Identifizierung eines PeptelsMasse 1885,94 Da mit
20 von 96 Fragmentionen (Fragmentierungstabelle nichgiggzine Zuordnung zum Protein
HSP26p, einem Hitzeschockprotein der Masse 26 kDa, mitreBlealenwert von 51 getroffen.
Dieses Ergebnis wurde sowohl durch Vergleich mit dem MAINDS-Fingerprint-Ergebnis des
Spots aus dem Uberblickspektrum, in dem 6 von 12 moglichetid@n wiedergefunden wur-
den, als auch in zwei weiteren MS/MS-Fragmentierungen veiternen zwei der 6 Peptide mit
hohen Skalenwerten bestatigt (siehe Tabelle 5.10).

Das Ergebnis aus Spot 21 bestatigte die Abreicherung depléass Il der Atmungskette,
die auch bei permissiver Temperatur beobachtet wurde. 8iesswn wurde durch die Abreiche-
rung des HSP26p deutlich, dasgi&Zellen nur eingeschrankt oder nicht in der Lage sind, auf
den angelegten Stress (Temperaturanhebung von 12 Grad“&)fdurch die Ausbildung eines
typischen Hitzeschock-Phanotyps — u.a. mit der Expresgiointiger Hitzeschockproteine — zu
reagieren.

Die Abreicherung der Isopropylmalatsynthase in der M@&aoinnte auch bei 37°C in Mi-
tochondrienpraparationen bestétigt werden, wie aus Abbd 5.29 abgeleitet werden kann.
Die massenspektrometrische Spot-Charakterisierung von3grfolgte wie bei der zuvor ge-
zeigten Charakterisierung aus 25°C-Proben durch MALDI-M&3&rprinting.
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Mitochondrien

12h bei 37°C

Gel: pl 4-7, T=13%,
20 x 20 cm

68 kDa

Mitochondrien
25°C

Gel: pl 4-7, T=12%,
12 x 12 cm

68 kDa -

Abbildung 5.29Bestéatigung der Abreicherung von Spot 3, Isopropylmatitsyse, in Mitochondrien vongg
im Vergleich zum Wildtyp auch bei restriktiver Temperat@egentberstellung der Ergebnisse bei 37 und 25°C.

5.1.8 Uberprifung der mitochondrialen Aktivitat und Funkt ionalitat
des mitochondrialen Genoms

Die Expressionsprofilanalysen auf Proteinebene durch 2DA@alysen hatten eine Beein-
trachtigung der Atmungsaktivitat vonggZellen sowohl bei 25°C als auch bei 37°C gezeigt.

Zur Verifizierung der Ergebnisse wurde die mitochondrialal&ion von Gi-mutierten und
Wildtyp-Zellen an isolierten mitochondrialen Fraktioreus beiden Stammsorten Uberprft. Es
war zu klaren, ob das mitochondriale Genom ig-Gellen funktionsfahig vorlag.

5.1.8.1 Messung des Atmungsketten-Membranpotentials an iserten Mitochondrien

Eine wichtige Voraussetzung flr die mitochondriale Funkti
on ist das Vorhandensein eines mitochondrialen Membr S S
. o . @[ %(CHCH)zCH%_]@

PotentialsAyy,. Da Untereinheiten despFund des k-Teils Neo o IT
des mitochondrialen ATPase-Komplexes sowohl auf Protein-  (cw,),cH; (CH2),CH;
ebene als auch auf mRNA-Ebene (siehe Abschnitt 5.1.9) 3al®ipropylthiadicarbocyanin-lodid [DiSCs(5)]
sehr schwach exprimiert in der Mutantg:Gei beiden Tem-
peraturstufen gefunden wurden, stellte sich die Fragei,einvabb"dung 5 30" Struktur des kationi-
weit aerob geziichtete Zellen mit der mutierté¥iP-Funktion schen Cyanin-5-Farbstoffs Dig(), des-
Uberhaupt in der Lage waren, bei restriktiver und perméssigen Aufnahme in Mitochondrien abhangig
Temperatur eil\y-Potential aufzubauen. VN tm ist.

Die Fluoreszenz und Absorption bestimmter Farbstoffe wie
des hier verwendeten Cyanin-Farbstoffs 3,3’-Dipropylthidocyaniniodid DiS€(5) (Formel
siehe Abbildung 5.30) reagieren hoch sensitiv auf das fmdtodriale innere Membranpoten-
tial. Mit Hilfe des Farbstoffes konnte das Vorhandenseid die Starke eineAy, an isolier-
ten Mitochondrien bestimmt werden. Die Methode basiertdrrf Potential-abhangigen Ver-
teilung des Farbstoffs zwischen Mitochondrien und MediDer. kationische Farbstoff diffun-
diert bei vorhandenem Potential bevorzugt an die partiediativ-geladene Seite der inneren
Mitochondrienmembran, was zu abnehmender Fluoreszenzddiuvh oder veranderter Emis-
sion (,quenching”) des in den Mitochondrien akkumuliertearbstoffs fihrt. Die gemessene
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Abbildung 5.31:Test auf Vorhandensein einés, in Mitochondrien aus Wildtyp- und Mutanten-Kolonien
nach Inkubation bei 25°C und 37°C. Die deutliche Abnahmekaeission im Fluoreszenz-Zeit-Diagramm direkt
nach Zugabe gleicher Mengen der mitochondrialen Prapaeié eine Farbstoffkonzentrationsabnahme im Me-
dium bzw. einen Quenching-Effekt an. Dieser wird durch Akkiation des kationischen Cyaninfarbstoffs an der
inneren Mitochondrienmembran hervorgerufen. Diese \aggé&kdnnen nur bei Mitochondrien mit intakteXw,
auftreten. Blockierung der Cytochrom-Oxidase durch Hemgrder Ferriform des Haneg mit CN~-lonen fihrt

zu einem Abbruch des Elektronentransfers und zur Aufhellesg\p,. KCN-vergiftete Mitochondrien dienten
daher als Negativkontrollen.

Emission wird daher mit steigendehy, geringer ((WAGGONER1979], [SMS et al. 1974)).

Fiur die Messung wurden Mitochondrienfraktionen aus Mwanund Wildtyp-Kulturen
nach Inkubation bei permissiver und restriktiver Tempgraiach einem Standard-Protokoll
gewonnen. Ein Aliquot an Mitochondrien (abgeschatzt duvigdssung der optischen Dichte
bei 280 nm) wurde in eine vorbereitete rihrbare Quarzkéwggeben, die im Puffergemisch
jeweils gleiche Mengen DiS{5) sowie Tris-Succinat und Tris-Malat als Template des mi-
tochondrialen Metabolismus enthielt. Die Kivette wurdelaunstant 25°C temperiert und der
Emissionsverlauf pro Zeiteinheit bei 670 nm nach Exitaties Farbstoffs bei 620 nm aufge-
zeichnet. Als Negativkontrollen dienten Mitochondriexktionen des Wildtyps bei 37°C und
der Mutante bei 25°C, die mit dem Potential-zerstorendenahdndrialen Inhibitor Kalium-
Cyanid (KCN) behandelt wurden. Abbildung 5.31 zeigt die kit Verdnderung der gemes-
senen Fluoreszenz nach Zugabe der mitochondrialen Fnaktio

Beim Wildtyp verursachten die bei 37°C und 25°C gewonnen shitmdrien einen schnel-
len Abfall der Emission, wobei der Effekt bei den 37°C-Mitocdklrien am ausgepragtesten war.
Beide Fraktionen zeigten demnach wie erwartet das Vorhaeilerinedyn,, welches bei der
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mit KCN behandelten Wildtyp-Fraktion nicht messbar war. Blieoreszenz dieser Reaktions-
mischung wurde durch Zugabe der inhibierten Mitochondnieht beeinflusst, was durch das
Fehlen des Emissionsabfalls erkennbar war.

Bei den aus der ts-Mutantegggewonnen Mitochondrien zeigten nur die aus Kulturen nach
Inkubation bei permissiver Temperatur gewonnen Mitochigmdeinen Fluoreszenzabfall, der
jedoch deutlich schwacher ausfiel als bei der entsprechewildtyp-Mitochondrienfraktion.
Bei den Mitochondrien aus 37°C-Kulturen konnte wie bei den KGN vergifteten 25°C-
Mutanten-Mitochondrien kein Abfall der Emission beobathterden.

Diese Beobachtungen deuteten darauf hin, dass in Mitoclesndus (g; bei 25°C ein
Membran-Potential in abgeschwachter Form im Vergleich Wildtyp aufgebaut werden kann.
Nach dem Temperaturschift auf 37°C kommt es jedoch zu desdlsténdigem Verlust.

5.1.8.2 Wachstumsverhalten auf nicht vergarbaren Kohlensffquellen

Alle Experimente mit der Mutante g3 haben eine Beeintrachtigung der mitochondrialen
Atmung, die mit verminderten Expressionsraten von Untéreiten von Atmungsketten-
Komplexen einher geht, gezeigt. Die 2D-Gel-Analyse effi@clie Unterexpression von zum
Teil mitochondrial codierten Untereinheiten von Cytochror@xidase, Ubiquinol-Cytochrom-
c-Reduktase und ATP-Synthase. Ferner verdeutlichte dierlsng vonYHM2als Suppressor
des Hochtemperaturphanotyps vogy &Y oUNG 1998] den Zusammenhang zwischen der Sta-
bilitat des mitochondrialen Genoms und den phanotypiséhgenschaften der Mutante. Dar-
aus stellte sich die Frage, ob i{=Zellen bei 25°C noch funktionsfahige mt-DNA enthalten
war oder Mutationen im mitochondrialen Genom vorlagen,ztieAusschaltung der auf ihm
codierten Gene fihrten.

Je nach Ausmal3 der Veranderung der mt-DNA teilt man mitodhale Mutationen unter-
schiedlich ein:

« Kleinere Lasionen, die einzelne Gen-Funktionen betreffiezeichnet almit~) bzw.p™.
Die mitochondriale Atmungsfahigkeit in diesen Stammemfshals erhalten (falls kein
atmungsessentielles Gen von der Mutation betroffen ist).

» Grol3e Deletionsmutationen, welche die Synthese alleodViindrien-Proteine blockie-
ren (bezeichnet als ,cytoplasmatisch petite” opleJ.

« Kompletter Verlust des mitochondrialen Genormp®)(

mit—-, p—- oder p%-Mutantenstamme besitzen sogenannte Petite-Phanotypegsém
wachsende Stamme aufgrund Ausfall oder Beeintrachtigunghdechondrialen Atmung).

Petite-Hefestamme zeigen kein Wachstum auf nicht durcluriggverwertbaren Kohlen-
stoffquellen. Zur Prifung auf Vorliegen eines Petite-Ritgps bei Gg1-Zellen wurde daher die
Wachstumsfahigkeit der Mutanten-Stdmmen in Medien, desehliel3lich Ethanol und Gly-
cerin als C-Quellen enthielten, parallel zum entsprecheMligdtyp-Stamm getestet. Gleich-
zeitig diente dieses Experiment zur Verifizierung der Ergege, die aus der Messung des mi-
tochondrialen Membranpotentials an isolierten Mitochaerd (Abschnitt 5.1.8.1) gewonnen
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Fiir Transformation

des Stammes Plasmid
WDH(hum)Gal pCMV189-HYP2/URA3 ~ TE-Puffer
eingesetzt: Centromer-Plasmid

UWL -Glukose-SSM:

UWL -Glukose-SSM
+ Doxycyclin:

UHWL -Glukose-SSM:

Abbildung 5.32: Uberpriifung der Funktionalitdt des Tetracyclin-Off-Piinrs im Single-Copy-Plasmid
pCMV189-HYP2 /URA3Das neu generierte Hefe-Wildtyp-Plasmid pCMV189P2/URA3vurde in den Stamm
WDH(hum)Gal, der in den proteomischen und transkriptongachnalysen als Wildtyp fungierte, transformiert.
Auf UWL™-Selektivmedium ohne Zusatz des Antibiotikums Doxycyésinder Promotor des Tet.-Off-Plasmids
aktiv, und es kommt zur Koloniebildung. Bei Doxycyclin-Gakommt es zur Repression. Das im Hefestamm
noch vorhandenelYP(hum)Gen auf denHIS3-Plasmid ist durch de@AL-Promotor kontrolliert, der hier durch
Glukose im Medium reprimiert ist.

wurden und die zunehmende Atmungsdefizienz bei Temperhtireng auf 37°C gezeigt hat-
ten.

In den bislang verwendeten Doppelknockout-Stammen befastch alleHYP-Funktion
komplementierenden Gene plasmidstandig unter der KéatdasGAL1-16Promotors. Da-
mit war Galaktose im Medium obligat. Fur den Versuch mussieed eine Umklonierung al-
ler HYP-Genformen in Plasmide mit einer Zucker-unabhéngigen ésgonsinduzierbarkeit
erfolgen. Als Wirtsplasmid wurde pCMV189 ausgewahlt, eiagpiid, welches den stufen-
los kontrollierbaren Tetracyclin-OFF-Promotor enth&ls. handelte sich um ein Single-Copy-
Centromer-Plasmid mit einetdRA3auxotrophen Marker, bei dem die Expression im Fall
der Abwesenheit eines Tetracyclin-Antibiotikums induizist. Mit steigender Antibiotikum-
Konzentration nimmt die Repression des Promotors zu. Despesthend wurden die humane
und die hefeeigene Wildtyp-ForntHYP2 sowie die punktmutierte Formgdgz in das Plasmid
pCMV189 kloniert.

Als weitere Kontrolle wurde die zu 3 analoge mutierte Form des hefeeigenéyiP2
Gens, @V, in den Test einbezogen. Die codierende DNA-Sequenz wauder durch die
~-Megaprimer-Methode” [BRKAR und SOMMER 1990] hergestellt, mit der auf einfache Wei-
se bereits zuvor die Punkt-Mutagenese der humatéR-Form durchgeftihrt worden war.
[WOHL 1994].

Mit den neugenerierten Plasmiden wurde der Hefestamm WDH)Gal (humanes Wildtyp-
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YPEG 25°C YPEG 37°C
plattierte Zellzahl:  18.10°  18-10°  3-10 1,8-10°  18-10° 3107

Wildtyp: WDH(hum)TO
W303-h1h2-
pCMV189-HYP(hum)/URA3

Ggr: WDHGg>TO
W303-h1h2-
pCMV189-hyp2(G82V)/URA3

Gg1 (Klonl): WDHGg TO
W303-h1h2-
pCMV 189-hyp(hum)(G81V)/URA3

Gg1 (Klon2)
W303-h1h2-
pCMV189-hyp(hum)(G81V)/URA3

Abbildung 5.33:Wachstum deHYP(humMutante G; und derHYP2Mutante G auf YEPG-Medium (nur
Glycerin und Ethanol als C-Quellen enthaltend) bei perivéssind restriktiver Temperatur. Als Wildtyp-Kontrolle
diente der Stamm WDH(hum)TO. AlldYP-Allele standen unter der Kontrolle des Tetracyclin-Ofé#otors des
Plasmides pCMV189.

Gen auf Single-Copy4IS3-Plasmid) transformiert. Nach spontanem PlasmidverlustidKul-
tivierung der Stamme auf Vollmedium fur mehrere Generatiokonnte durch Plattierung auf
UWL~-SSM und anschlieRende Replika-Plattierung auf UHWABSM gegen den Verlust des
HIS3-Plasmids selektiert werden, so dass die pCMV189-Plasmeéleindzigen funktionieren-
denHYP-Gene der Stamme stellten. Die so isolierten Hefestammel&nimdie Bezeichnungen
WDH(hum)TO (, TO" fur Tetracyclin-OFF), WDHyp2TO, WDH&TO und WDHG,TO.

Die Funktionsfahigkeit der vier neuen pCMV-Plasmide und Besacyclin-Off-Promotors
wurde bereits vor dem spontandiS3-Plasmid-Verlust Gberprift. In Abbildung 5.32 ist exem-
plarisch fur dagdYP2tragende Plasmid dessen korrekte Funktion belegt, dechdattierung
des Stammes auf UWL-Medium mit Glukose als Kohlenstoffquelle zur Koloniehifty kam.
Diese wurde durch Anwesenheit von Doxycyclin in einer Kariezagion, die den Promotor voll-
standig reprimierte, verhindert. D&AL1-18Promotor dedHIS3-Plasmides war dabei durch
den Repressor Glukose vollstandig ausgeschaltet, wasatiseafis dem Fehlen einer Kolo-
niebildung auf den Antibiotikum-haltigen UWi-Agarplatten geschlossen werden konnte. Die
reale Anwesenheit dediS-Plasmides war jedoch an der Koloniebildung auf UHWESM
ohne Doxycyclin-Zugabe erkennbar. Alle vier pCMV189-Plasi@tamme erwiesen sich als
funktionell.

Abnehmende Zellzahlen détYP(hum)/HIS3lasmid freien Stdimme wurden auf YPEG-
Medienplatten ausgestrichen und bei permissiver undktegr Temperatur inkubiert. Abbil-
dung 5.33 zeigt das Ergebnis der Inkubation fur die Mutai@&mme sowie den Wildtyp-
Stamm WDH(hum)TCHYP(hum)/URA3Bei 25°C wuchsen alle Stamme deutlich auf nicht
vergarbaren Kohlenstoffquellen.

Bei 37°C besald der Wildtyp ein praktisch unverandert stavkashstum. @, zeigte eine
moderate Wachstumsabnahme, was fur das Vorhandensemselmgachen Temperatursen-
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sitivitdt sprach. Bei beiden §z-Kulturen stagnierte, wie zu erwarten, die Proliferaticacim
Anlegen der hoheren Temperatur vollig. Die Wachstumskiigoei permissiver Tempera-
tur beweist, dass §3-Zellen bei niedrigerer Temperatur in abgeschwachter Horgher La-
ge sind, Stoffwechselenergie durch mitochondriale Atmaagrzeugen. Dies bestétigte die
Beobachtung des reduziert vorhandenen mitochondrialenbverpotentials bei 25°C (Ab-
schnitt 5.1.8.1) und spricht gegen das Vorliegen von Refiténotypen.

5.1.9 Differentielle Gen-Transkriptionsprofil-Analyse der
HYP(hum)- Punktmutante Gg,V

Auf Proteinebene konnten zu diesem Zeitpunkt der Charaidening keine weiteren Aussagen
Uber die zellularen Grinde der beobachteten Atmungsdefigjiemacht werden. Daher wurde
die Analyse auf die mMRNA-Ebene verlagert, indem Transknpmfile der Mutante untersucht
wurden. Die genomweite Transkriptomanalyse stellt einsemttich empfindlichere Methode
zur Bestimmung der Genaktivitat aller bekannten ORFs im Geaioes Organismus dar und
vermag die Regulation von mRNA-Kandidaten im unteren Kopaéeeich pro Zelle zu detek-
tieren. Dies bereitet bei der Proteomanalyse von Low-Abhuod-Proteinen noch Probleme.
Zusatzlich wurde dadurch ermdglicht, die gewonnenen Hrigsb auf Proteinebene mit RNA-
Transkriptom-Daten zu vergleichen.

Die Forschung der letzten Jahre am Hypusin enthaltendeeiRroat seine Interaktions-
maoglichkeit mit RNA offengelegt. Schon die Tatsache, dassri@mlin selbst, das Vorlaufer-
molekil der ersten Stufe der Hypusinsynthesereaktion, tRINBinden vermag
[PocHONuNnd CoHEN 1972], konnte erste Hinweise auf die Bindung Hypps an RNA geben
Proteinsequenzvergleiche zeigten, dass die hochbasfstimoséduresequenz in der Umge-
bung des Hypusin-Restes Homologie zum NLS-Motiv des Revel®tund anderer Rev-
verwandter Proteine hat. Dort fungiert dieses Motiv sowalsl Kernimportsignal als auch
als RNA-Bindungsstelle. Die direkte Interaktion des Prataimt RNA in-vitro zeigten erst-
mals BEVEC et al. [BEVEC et al. 1996] durch RNA-Bindungsstudien eines C-terminal GST-
getaggten humanen elF-5A an die RNA-Sequenz des Rev-Respdifisments (RRE) aus
HIV-1 im Komplex mit Rev-Protein. Desweiteren versuchteRe® et al. zu beweisen, dass
das Hypp fur diese Bindung die Deoxyhypusin- oder die Hypiadifikation enthalten muss
und dass fur die Interaktion Rev nicht essentiell istflet al. 1997]. Die Rontgenstrukturanaly-
se der Hyp-Proteine aus den Archae-Baktehthanococcus jannasiK iM et al. 1998] und
Pyrococcus horikoshiiY Ao et al. 2003] zeigten die hohe Motivahnlichkeit der C-terrfena
Doméne mit einer OB-Fass-Struktur (Oligonukleotid-/Ofigocharid-bindendes Motiv), eines
der haufigsten RNA-Bindungs-Motive [ivRzIN 1993]. Hohe Ahnlichkeit weist diese Domaé-
ne auch mit dem Kalteschockprotein CspA &uscoli auf, welches auch als RNA-Chaperon
klassifiziert wurde [(ANG et al. 1997]. In der N-terminalen Domane wurde neben einem Nu
kleinsaurebindungsmotiv um den Hypusin-Rest auch eine E4$3-Struktur als weiteres Nu-
kleinsdurebindungselement identifiziert. SH3-Domanemnden z.B. in den DNA-bindenden
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Sequenzanteilen von HIV-Integrasedb! et al. 1995] oder der C-terminalen Doméane aus dem
ribosomalen Protein L2-RBD [NKAGAWA et al. 1999] gefunden.

Die Diskussion um die Eigenschaft Hypps, als RNA-Bindungsnoam Export ei-
nes speziellen Subsets von rRNA und/oder mRNA-Spezies ausZedikern an die ribo-
somalen Zentren im Cytosol beteiligt zu sein, fihrte zu depdtlgese, dass die RNA-
Transporteigenschaften der PunktmutanggVGm Vergleich zum Wildtyp gestort vorliegen
konnten, sowohl bei permissiver als auch ausgepragterebaiktiver Temperatur. Zur Uber-
prufung dieser Hypothese sollte das Verhalten der Mutamiéeirgleich zum Wildtyp auf RNA-
Ebene einer Transkriptomanalyse Uberprift werden, umsimals genauere Information Uber
die RNA-Bindungskandidaten Hyps vivo erhalten zu kénnen.

Zur Realisierung dieser RNA-Profilanalyse wurde die HefegemiNA-Chip-Technologie
(Mikro-Array-Technik) eingesetzt. Dies ermdglichte nelaker Messung aller bekannten ORF-
MRNA-Transkripte auch die Expressionsmessung von ribossnifibonukleinsauren, tRNAs
und anderer kleinerer RNA-Spezies. Eingesetzt wurde eid@u®ligonukleotid-Technik ba-
sierender Hefe-Genom-Chip der Firma Affymetrix. Die Metbadrd im folgenden als ,high-
density oligonukleotid array” (HDOA) bezeichnet 0bICKA et al. 1997].

5.1.9.1 Experimenteller Ansatz und Probenvorbereitung

Als Ausgangsprobenmaterial fur die HDOA-Analysen dienB@samt-RNA-Isolierungen aus
Wildtyp- und Ggp-Kulturen bei restriktiver und permissiver Temperatur. IBiaweise auf die
Akkumulation von Hypp in den Nukleoli von HeLa-Zellen bdsta [LIPOwWSKI et al. 2000],
wird auch seine Beteiligung an Reifung oder Prozessierungoimaler RNA diskutiert. Um im
Array-Experiment weiterfihrende Hinweise in diese Zusamh@nge zu bekommen, erschien
daher der Einsatz von Gesamt-RNA sinnvoll.

Die Arbeitshypothese besagte, dass die Phanotypen dentduBg; bei 25°C und 37°C
ein verandertes Bindungsverhalten des mutierten Protai®NA im Gegensatz zum Wild-
typ aufweisen konnten. In diesem Falle ware der aktive BEbypmm mit Hypp interagierenden
MRNA-Kandidaten aus dem Zellkern ingGbeeintrachtigt. Von den Hinweisen, die auf eine
Beteiligung Hypps beim Export von mRNAs aus dem Zellkern in @gosol deuten, sei hier
lediglich das Vorhandensein eines Hypp-spezifischen RAN-@bhangigen Exportins (Expor-
tin 4) in hoheren Eukaryonten erwahntiflowski et al. 2000]. Eine vorliegende Transportde-
fizienz wirde dann zu einer Anhaufung von RNA-Spezies im 2etilder Mutante flhren. Es
ware so moglich, die Uberpriifung der Kern-Exporthypothesgeder Auffindung der an Hypp
bindenden RNA-Spezies zu verkntpfen.

Daher wurden Gesamt-RNA-Praparationen aus intakten Zallsreuvor isolierten Hefe-
Zellkernen und aus den cytosolischen Fraktionen geworfrigndie Herstellung wurden Kul-
turen unabhangig isolierter Stamme nach Inkubation beC25td 37°C verwendet. Wildtyp-
und Mutanten-Allele wurden im gleichen differentielleraBimsystem unter der Kontrolle des
Gall-10-Promotors exprimiert wie bei der 2D-Gel-Analysé Rroteinebene (siehe Seite 71).
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Somit ergaben sich pro Array-Analyse-Experiment sechsijswmiteinander vergleichbare
RNA-Proben-Paare:

1. Gesamt-RNA aus intakten Zellen Wildtyp ugG 25°C
2. Gesamt-RNA aus intakten Zellen Wildtyp ug/G 37°C
3. RNAsoliert aus cytosolischen Fraktionen Wildtyp bu,G ~ 25°C
4. RNA isoliert aus cytosolischen Fraktionen Wildtyp b,u,G  37°C
5. Gesamt-RNA prapariert aus Zellkernen Wildtyp g G 25°C
6. Gesamt-RNA prapariert aus Zellkernen Wildtyp s G 37°C

Bei dem verwendeten Mikro-Array-Ansatz handelte es sich uma eelative Quantifizie-
rung der RNA-Mengen auf Grundlage von Paarvergleichen heisdNildtyp und Mutante.
Zur Einschatzung des Kerntransportverhaltens einzelnek-Réhdidaten konnte durch den
Vergleich der Paarverhéltnisse aus den Kern-RNAs mit dereiGdsamtzell-RNAs eine Re-
gulation der RNA-Niveaus allein durch den Einfluss einer $kaiptionskontrolle eingeschéatzt
werden. Lag eine Transportdefizienz vor, sollte der Sigral@itniswert von Mutante zu Wild-
typ bei kernisolierter RNA groRer 1 werden, wahrend das beeMerhaltnis gemessen aus den
Gesamtzell-RNA-Proben einen Wert nahe 1 beibehalten sollte

Bei Fehlen eines messbaren Einflusses von Hypp auf den RNA{Joarkonnten die er-
haltenen Daten dennoch neue Hinweise auf regulierte RNA&i&pals Folge der veranderten
HYP-Funktion in der Mutanten liefern.

Die RNA wurde bei allen HDOA-Versuchen aus Kulturen nach stigdiger Inkubati-
on bei 37°C gewonnen. Alle Hefekulturen besafl3en am Ernferéit vor Zellfraktionierung
und/oder RNA-Isolierung etwa eine optische Dichte von 1.

Nach Isolierung der Gesamt-RNA-Fraktionen wurden die Riphare gegen zwei gleiche
Gen-Chip-Arrays hybridisiert. Ein Chip diente hierbei alsiGiwertmessung (,Baseline®), der
zweite als Experiment-Messung (,Experiment®). Derzeitrdesn h&ufig cDNA-hybridisierte
Arrays eingesetzt, auf denen zwei mit unterschiedlichemészenzfarbstoffen gelabelte un-
abhangige Proben gleichzeitig gemessen werden kénnetihdxing). Bei dem hier verwen-
deten Affymetrix-Chip-System war diese Multiplexing-Mette nicht mdglich.

5.1.9.2 Allgemeine Eigenschaften der Auswertungsergebses

In unabhéngigen Ansatzen wurden je RNA-Fraktion (Nukleuso&yt, Gesamtzellen, jeweils
bei 25°C und 37°C) zweimal Biotin-gelabelte cRNA-Proben ausa@#-RNA-Préparationen
als Ausgangsmaterial gewonnen, das aus separat isolidgfstammen von £ und dem
Wildtyp stammte.

Fur die nachfolgende Analyse wurden sechs Genchips auslloensCharge zur Hybridisie-
rung gegen die drei Probenpaare von Wildtyp und Mutante lé&tgen Temperaturstufe paral-
lel eingesetzt. Dieser Ansatz wurde dann noch zweimal msttHrisoliertem RNA-Material aus
unabhangigen Hefekulturen wiederholt. Tab. 5.11 verdshifldass auf diese Weise der Drei-
fachbestimmung 4 Blocke, bestehend aus 6 Genchiphybridigien, die zu Z 6 Vergleichs-
paaren von Wildtyp und Mutante flhrten, resultierten. Aes digitalisierten Hybridisierungs-
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Abbildung 5.34:Verteilungen des Faktors FC in den aus 9336 Probensatzeghbasen Datenséatzen aus drei
vergleichenden Einzel-Genchip-Experimenten. Sie wujel@rils mit Gesamt-RNA (Kulturen bei 37°C inkubiert)
der drei Fraktionsgruppen Nukleus (schwarzer Graph), &yt@riin) und Gesamtzelle (rot) durchgefihrt.

fluoreszenz-Bildern aus jedem der 36 Einzelchips wurden 36éri3atze erzeugt und mit Hilfe
des Vergleichs-Algorithmensatzes der Affymetrix-Softevésieche Materialien und Methoden)
18 Paar-Vergleichsdatensatze m@- undp-Werten berechnet.

25°C 37°C
Gesamt-RNA WT Gag| WT| Gey
aus:
Nuclei 3 |3 3 |3
Cytosol 3 |3 3 |3
Gesamt-Zellen | 3 | 3 3 |3

Im folgenden wird ein Satz von Oligonukleotiden,
deren DNA-Sequenzen aus demselben ORF entnom-
men wurden, als Probensatz bezeichnet. Demnach re-
prasentiert ein Probensatz auf dem Genchip einen spe-
ziellen ORF des Hefegenoms.

In Abbildung 5.34 sind die FC-Wert-Verteilungen
fur vergleichende Chipexperimente, die mit drei ver-

Tabelle 5.11Aufteilung der insgesamt 36 schiedenen RNA-Fraktionen (Zellkern, Cytosol, gan-

durchgefuhrten Genchip-Hybridisierungen.

ze Zellen) von Mutante und Wildtyp bei 37°C durch-

gefuhrt wurden, unter Einbeziehung aller Probensatze desyédargestellt. Die Grafik belegt
die gute Ubereinstimmungen der Verteilungen in den Randtifese. Schwankungen sind in
den Median-Umgebungen zu erkennen. Das Datenmateridljedarh fir den Uberwiegenden
Teil der Transkripte eine Streuung des Anreicherungsfak&@€ um den Wert 1. Der Hauptteil
der ORFs zeigt demnach keine signifikante An- oder AbreictgerAbzulesen ist eine Asym-
metrie der Verteilungen im FC-Wert-Intervall von 1,7 bisddiem mehr Transkripte eine An-
reicherung aufwiesen als im entsprechenden Abreichemteggall. Die Verteilungen in den

Ubrigen Chip-Experimenten der gleichen RNA-Fraktionen s@lie Vergleiche nach Inkubati-
on bei 25°C wiesen die in Abb. 5.34 gezeigte Asymmetrie aig NDehrzahl der angereicherten
Kandidaten liegen demnach im Bereich einer schwachen Areriog mit Faktoren von 2 bis
6. Auf die speziellen Eigenschaften der zugehoérigen Gergwwiter unten eingegangen.

113



untere p-Wert-Grenze:< 0,065
Chip-Experiment- anger. Probensat; abger. Probensat; > (an+ab) | Verhéltnis
Gruppe ze (Durchschnitt)| ze (Durchschnitt) an/ab
Kernisolation 25°C 380 316 696 1,203
Kernisolation 37°C 413 264 677 1,564
Cytosol-Fraktion 25°C 382 331 713 1,154
Cytosol-Fraktion 37°C 419 255 674 1,653
Gesamt-RNA 25°C 423 273 696 1,549
Gesamt-RNA 37°C 364 261 625 1,395

Tabelle 5.12Anzahl der an- und abgereicherten Transkripte in allen t@leiehenden Genchipauswertungen.
Es wurden nur Probensatze einbezogen, dp#éfert als Signifikanzindikator bei héchstens 0,065 lag. Ber-

te sind aus den drei Einzelexperimenten mit den einzelneNAaRolierungen bei 25 und 37°C arithmetrisch
gemittelt.

Fur die Interpretation des FC-Wertes als Indikator eine®dnf abgereicherten Transkrip-
tes in der Mutante wurde unter Bertcksichtigung der FC-Stalataveichungen, die zwischen
5 und 40% lagen, folgende Einteilung gewahlt:

FC>17 Anreicherung in @ gegeniuber Wildtyp
-1, 7<FC< 1,7 keine signifikanten Unterschiede im Expressionsverhalte
FC<-17 Abreicherung in @ gegenuber Wildtyp

Die Standardabweichung des FC-Faktors im Genchipexpetimea hier durchgefuhrt,
ist mit bis zu 40% als hoch anzusehen, liegt aber auch beildfehgn mit der Literatur in
dieser GroRRenordnung. Zur Verbesserung der Messgen@uwigken weitere Mehrfachbestim-
mungen erforderlich. Jedoch musste die Zahl der Replikegekastengriinden begrenzt blei-
ben. Aufgrund des Auswerteverfahrens Uber eine Wilcoxiatis$ik konnte die Signifikanz der
Messwerte durch Angabe des VergleighgVert fur jede mRNA auf dem Chip erhdoht werden.
So war es moglich, auch bei geringer Replikat-Anzahl velitéss Aussagen zu treffen.

Der FC-Wert eines Transkriptes wurde als signifikant eingestvenn seinp-Wert unter-
halb von 0,065 lag. Dies entspricht einer 6,5%-igen Waleistichkeit, dass der gemessene
Unterschied auch gemessen worden wére, wenn es sich um dsveische Wildtyp-RNA-
Proben gehandelt hétte. In diesem Fall wirde der Messghietsauf reinem Zufall oder auf
Verfahrens-technischen Messfehlern beruhen.

In Tabelle 5.12 spiegelt sich das Ergebnis einer asymroh@is Verteilung von Abbil-
dung 5.34 wider. Dargestellt sind die durchschnittlichenl&n an- und abgereicherter Tran-
skripte aus den Vergleichen der einzelnen RNA-Fraktionggen. Es wurden nur Probensatze
bertcksichtigt, derep-Wert unter 0,065 lag. Die Transkriptzahlen aus den beideppelbe-
stimmungen wurden gemittelt. Die Zahl der angereicherignif&kanten Transkripte im FC-
Wertbereich von 2 bis 6 lag in allen Fraktionen 16 bis 64% héliedie Zahl der abgereicher-
ten. Eine Temperaturabhangigkeit der Asymmetrie oder i8ge4tr den Zellkern oder das
Cytosol war aus den Daten nicht zu entnehmen.

Die Hohe des Faktors FC lag bei den am héchsten an- bzw. atigenten Transkripten
etwa der gleiche GrofRenordnung. Die grof3te Abreicherungselranskriptes in § (37°C)

114



wurde mit einem FC-Wert von durchschnittlich -19,61 gemesesgihrend der héchste Anrei-
cherungsfaktor bei +25,2 lag.

Aus Tabelle 5.12 ist ersichtlich, dass in allen RNA-Untedfienen sowohl bei 25°C als
auch bei 37°C durchschnittlich knapp 700 ORFs des Hefegemimesunterschiedliche Ex-
pressionsrate (Summe aus an- und abgereicherten ORFskaefwDies entspricht ca. 11%
von 6430 ORFs, die im Genom v@accharomyces cerevisiakentifiziert wurden.

5.1.9.2.1 Funktionelle Verteilung Hypp-abhéngiger mRNAs

In der Mutante (g1 herunter- und heraufregulierte Transkripte aus den drigrsachten dif-
ferentiellen RNA-Fraktionen (nukleare Geamt-RNA, cytoscte Gesamt-RNA und Gesamt-
RNA aus intakten Zellen) wurden auf ihre Zugehdrigkeit zlimelogischen Funktionsgruppen
untersucht. Alle zu ORFs des Hefegenoms gehorenden Prabersaéd dem Chip wurden da-
bei in 14 Genfunktionsgruppen eingeteilt. Hierbei dientén Funktionsannotationen aus der
~,comprehensive Yeast Genome Database” (CYGD) des Miunchefaniationszentrums fur
Proteinsequenzen (MIPS) [MvEset al. 2002], Stand Juni 2003, als Referenz. Die gewéhlte
Einteilung ist ein Kompromiss, die zellbiologische furtktelle Diversitat der beteiligten Gen-
produkte in Uberschaubarer Form darzustellen und dabaodéreine notwendige, ausreichend
grofRe Aufsplittung der Funktionsgruppen vorzunehmen.

Eine Ubersicht tiber die Verteilung in allen RNA-Fraktionawg die Beschreibung der
gewahlten Einteilung ist Abbildung 5.35 zu entnehmen. Deeistiagrammen lagen die ab-
und angereicherten Transkripte der drei RNA-Fraktioner2b&C und 37°C zugrunde, deren
p-Werte unter 0,065 lagen und deren Mengen in Tabelle 5.1gedithrt sind. Die FC-Faktoren
aus Replikat-Versuchen wurden auch hier gemittelt.

Der Anteil von ORFs mit unbekannter Funktion lag bei beidekubationstemperaturen
etwa gleich hoch. Im Falle der angereicherten Kandidatgretazwischen 26 und 33% und
damit um durchschnittlich 11% hoher als im Falle der abglesiten Genprodukte (13 bis
21%).

Am auffalligsten bei der Verteilung abgereicherter Prad@tre ist die hohe Zahl von Ge-
nen mit mitochondrialen Funktionen, vor allem Gene, dieddvehromosomal als auch mi-
tochondrial fur Untereinheiten der Atmungskettenkomeleadieren. Dieser Anteil lag in allen
Diagrammen zwischen 16 und 28%. Bei den angereicherten&pleg diese Gengruppe bei
nur etwa 3%. Hier spiegeln sich Ergebnisse der proteommséralysen wider, die Abrei-
cherungen von Atmungskettenkomplexen gezeigt habenAbgichnitt 5.1.6.1.4 ff.), was eine
Ubereinstimmung proteomischer und transkriptomischgeBnisse bedeutet.

Der Temperaturshift von 25°C auf 37°C wirkte sich kaum aef @enfunktionsverteilung
in den drei RNA-Fraktionen aus. Z.B. besitzen die DiagrammeKeen- und Gesamt-RNA-
Fraktionen im Fall der angereicherten Gene bei beiden Teatyen sehr dhnliche Zusam-
mensetzungen. Abweichend von diesem Verhalten fiel in deréXpressionspopulation der
Cytosolfraktion der Anteil von Genen, die an Transkriptioldulranslation beteiligt sind, im
Vergleich von 25°C und 37°C um die Halfte, wahrend der Antigihsposaler Elemente um
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Stress-Antwort Hefe-Gesamttranskriptom
6233 ORFs

Transkription und Translation

Transposale Elemente und
Steuerungsgene

Zellwand, Cytoskelett, Signaltransduktion

BN EECOENEEOCLMN

unbekannte Funktion

Abbildung 5.35:Funktionelle Einteilung von in & ab- und angereicherten Transkripten nach Gen-Chip-
Versuchen bei permissiver und restriktiver Temperatus Diagramm rechts neben der Legende zeigt die Funkti-
onsgruppeneinteilung fur das gesamte Hefe-Transkripdem,6233 ORFs zugrunde liegen. Die Einteilung basiert
auf den Funktionsbeschreibungen in der MIPS-CYGD-Datekb&tand Juli 2003.

den Faktor drei anstieg. Die spezielle Betrachtung der EEgpvasmuster und der sie bildenden
Gene im einzelnen unterstrich jedoch das globale Erschgshild der qualitativen Unabhan-
gigkeit vom Temperatureinfluss.

Im Vergleich zur Haufigkeit im gesamten Hefe-Genom sind $pasons und Gene zur Kon-
trolle dieser Elemente unter den angereicherten mRNAsfégnt angereichert. In den abge-
reicherten Fraktionen sind diese Gene unter 2% anwesead deutet auf eine Rolle Hypps in
der Kontrolle der Transposon-Aktivitat hin.

Die Verteilung der Genfunktionen des gesamten Hefe-Trgoiskns (Abb. 5.35, Diagramm
rechts neben der Legende) besitzt, abgesehen vom Antéletes ohne bekannte Funktion, ei-
ne viel grolRere Ahnlichkeit mit den Diagrammen angereieiienRNAs sowohl bei 25°C als
auch 37°C als mit den Verteilungen abgereicherter Kandidddaraus kann abgeleitet werden,
dass eine mogliche Wirkung des Hypusin enthaltenden Pgtderen Storung in der Mutante
Gg1 zu einer Anreicherung von mRNA-Spezies fuhrt, sich nichteiné spezielle Funktions-
gruppe von Genen auswirkt, sondern auf ein Subset von Geieererschiedene Funktionen
der Zelle gleichermal3en betreffen.

Genaues Tabellenmaterial der in der Mutante bei 37°C anabgdreicherten ORFs kann
unter ,http://www.biochem.mpg.de/Lottspeich/* (Sticb/Hypusin) eingesehen werden.
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5.1.9.3 Ist Hypp ein RNA-Kernexportfaktor in Hefe?

Zur Klarung der Frage, ob die gestorte Hypp-Funktion ik & einem verdnderten mRNA-
Kernexportverhalten eines bestimmten mRNA-SubseSatcharomyces cerevisifignrt, wur-
de ein Vergleich der Expressionsverteilungen von an- bbgeeeicherten mRNAs zwischen
den drei RNA-Fraktionen aus Gesamtzellen, Zellkernen undseynach Inkubation bei 37°C
durchgefuhrt.

Dazu wurden die gemittelten FC-Werte aller 9335 Probensizbh dem mittlerep-Wert
aufsteigend sortiert und 1400 Probensétze mit den klginsi#erten isoliert. Diese Proben-
satze wurden zur Datengrundlage fir Vergleiche der Exjgnesievel zwischen den drei RNA-
Fraktionen. Probensatze, die in allen drei Fraktionene&k®&agulation zeigten, wurden aus den
Tabellen entfernt, so dass in jedem Datensatz 841 Prolzengétblieben, die eine Verteilung
der deutlich ab- und angereicherten RNAs darstellten.

Diese drei Datenséatze wurden jeweils nach einem der beidgiéns-FC-Werten abstei-
gend sortiert, so dass die erhaltene Tabelle mit den hogleegn Probensatzen begann. An-
schlielRend wurden die Datensatze in allen drei Kombinatim@iglichkeiten untereinander ge-
mischt. Es resultierten Vergleichsverteilungen, die im@ilsBereiche untergliedert wurden. In
jedem dieser Bereiche wurden Probenpaare ausgezahlt,ndiev@n vier Gruppen entspre-
chend ihrem differentiellen Expressionsverhalten zudnen waren (Abbildung 5.36).

Unterschieden wurden Paare, die in beiden Fraktionen aiopert (,an*) oder abgereichert
(,ab®) waren. Probensatze, die nur in einer RNA-Unterfraktangereichert oder abgereichert
waren, in der zweiten jedoch zwischen beiden Fraktioneiclgherteilt waren, sind in der mit
,V" bezeichneten Diagramm-Saule aufgefuhrt. Probengaizamgekehrter Regulation (,inv*)
waren selten (0,6 bis 2%).

Bei Betrachtung der Diagramme von Abbildung 5.36 wurde dielighkeit der Proben-
satzzahlen in allen vier Verteilungsbereichen und Regurlagiruppen zwischen den zellularen
RNA-Fraktionen deutlich. Die ab- und angereicherten Prefitze erwiesen sich bei genauerer
Betrachtung der Ergebnisse sogar zum Grol3teil als iden&soh detailiertere Analyse zeigte,
dass ein Grol3teil der zwischer{and dem Wildtyp unterschiedlich exprimierten Gene in allen
drei RNA-Unterfraktionen enthalten war. Ein deutlicher é&ihtvon im Zellkern angereicherten
Probensatze bei 37°C, der auf eine gestorte Funktion desrpuhé&rten Hypps beim Export ei-
nes bestimmten Satzes von RNAs oder mRNAs vom Zellkern in dassGhttiindeuten kdnnte,
wurde demnach nicht gefunden.

Hinweise darauf gab auch die oben gezeigte Einteilung déxipressionsniveau verander-
ten Gene in Funktionsgruppen (Abb. 5.35). Die Einteilung Zielkern-Fraktion von @ bei
37°C glich dort im wesentlichen den Cytosol- oder Total-RN/akEionen.
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Abreicherung der Probensitze

FC-Wert-Verteilung an- und abgereicherter Probensitze bis zum gesamte
i : . . Verteilung
1. Quartil 2. Quartil 3. Quartil 4. Quartil
250 , 250 P23 599427
204 —
200 1 E 180 200
157
Gesamt-RNA .| | | 150
VS. 119
nukldre RNA  1¢o | 31 J 100
37°C 48
50 1 E 29 50+ 18
6 11 |_| 5
olld 0 0 ! B I P M I O =
250 250 11333 263——
205 [
2004 1 B 1 177 200+
156
Gesamt-RNA 150 1129 4 1 150
Vs.
cytosol RNA 1004 1 68 : 1 1001
504 5 1 ﬂ 1311 1 32 507 16
0 1 0 ﬂ 1 1
0 T T = T T T T m 0 T T 0 T T m T 0 T [j
250 360426
204 . 216
200 1 1 e 200 ]
nukldare RNA 155
Vs 150 E R 150 1
. 110
100
cytosolO RNA 00 | 100
37°C 53
44
50 - 1 50 1
o 2 1 0 |_| 2 1 1 0 |_| 1 5
0 . . — . . . . . . . . . . 0 . . L
an ab v inv  an ab v inv an ab v inv an ab v inv an ab v inv

an: Probensitze in beiden Fraktionen angereichert
ab: Probensitze in beiden Fraktionen abgereichert
v: eine der Fraktionen ist nicht reguliert, die andere ab- oder angereichert
inv: Probensitze zeigen entgegengesetztes An-/Abreicherungs-
verhalten

Abbildung 5.36:Vergleich der Verteilung von jeweils 841 angereicherted abgereicherten Probensatzen
mit p-Werten unter 0,065 in Abhangigkeit von der RNA-Fraktiorie B-C-Wert-Verteilung wurde in vier Be-
reiche (Quartile) aufgeteilt. Angegeben sind die Tramgkehlen, die im Vergleich von jeweils zwei der gemit-
telten FC-Wert-Ergebnisse fir kernangereicherte, cyiszdee und Gesamt-RNA-Fraktionen in beiden Verteilun-
gen angereichert oder abgereichert (unter Erfullung denaufgefihrten Bedingungen) gefunden wurden. Die
mit ,v* gekennzeichnete Probensatz-Menge enthalt ORFesjrdeiner der verglichenen RNA-Verteilungen an-
oder abgereichert erschienen, in der zweiten als nichhiesst £C =~ 1) gefunden wurden. mRNAs, die ge-
nau entgegengesetztes Anreicherungsverhalten zeigteler(iersten Verteilung an-, in der anderen abgereichert
oder umgekehrt), sind in der Diagramm-S&ule mit der Berein ,inv* enthalten. Die Gesamtzahlen aller vier
Probensatz-Untergruppen sind in den Diagramm-Séaulen igahrs angegeben. Die groRe Ahnlichkeit aller drei
Paarvergleiche in allen Quartilbereichen der Verteilumghdeutlich und zeigt eine weitgehende Unabhangigkeit
der Menge regulierter mRNAs von der untersuchten subZeéiul RNA-Fraktion.
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5.1.9.3.1 Prifung auf Kernexportdefizienz spezieller mRNASpezies in Gg;

In einem zweiten Ansatz der Datenanalyse wurden die eiemélnanskripte auf eine magliche
Zellkern-Export-Defizienz hin analysiert. Dazu wurden Beglingen fir das Anreicherungs-
verhalten in den drei RNA-Unterfraktionen gestellt:

1. Transportierte Transkripte sollten bei restriktivemipeeratur im Kern von @ ange-
reichert erschienen, jedoch nicht oder nur schwach in dengoi# oder Gesamt-RNA-
Fraktion.

2. Bei 25°C sollten diese Probenséatze in der Cytosol- oderr@ésdtion nicht reguliert
oder schwach abgereichert erscheinen, in der Kernfrakiiwrt oder schwacher angerei-
chert sein als in der entsprechenden Fraktion bei 37°C.

Es zeigte sich, dass kein Probensatz die Bedingungen regeoblar erflllte. Aus den drei
Parallel-Experimenten konnten insgesamt 83 Transkrgatigeirt werden, die jeweils nur in ei-
nem Datensatz, niemals in allen drei Datensatzen als kgenaichert eingruppiert wurden.

Uberpriifung einer 24-fachen Anreicherung von 18S-rRNA im Zdlkern von Gg; durch
guantitative RT-PCR und Northern-Blotting

In einem der drei HDOA-Ansatze mit Kern-RNA fur 37°C wurdermBensatze codierend fir
die ribosomalen RNA-Untereinheiten 18S-rRNA, 35S-rRNA unerBSIA als die am starksten
angereicherten Spezies im Kern vogi@efunden (FC-Werte: 24,46(18S); 13,15 (35S); 6,08
(59)).

Zur Klarung der Frage, ob es sich dabei um reale Messwertefotifakte handelte, wur-
de das Anreicherungsverhalten der 18S-rRNA in nuklearektibreen durch Realtime-PCR-
Analysen und Northern-Blotting tGberpruft. Als Normierugga wurdéACT 1codierend fur Ac-
tin ausgewahlt, dessen Expressionslevel in allen HDOAlSs®m als nicht reguliert bestimmt
wurde.

Abbildung 5.37 zeigt einen Ausschnitt aus Real-Time-PCR-Megsn der Expressions-
niveaus fur die 18S-rRNA (GenbezeichnuRPPN1§ und die Actin-mRNA ACTJ1). Die
Quantifizierung gebildeter DNA-Mengen in den PCR-Reaktioménigie durch Messung der
Emissions-Intensitat des Fluoreszenzfarbstoffes SYBRy&GreZur Fluoreszenz kommt es nur
bei Anlagerung des Farbstoffes in die kleine Furche dop@@lgiger DNA. Die Menge des
emittierten Lichtes ist dabei im relevanten DNA-Mengemder proportional zur gebildeten
DNA-Menge. Nachteil der Methode ist die fehlende Spezifitis gemessenen Signals zu
der zu messenden PCR-Amplifikation, da auch entstehende DNANabenamplifikationen
mitgemessen wird. Aus Kostengriinden musste auf die Dunchifigyy des spezifischeren 5'-
Exonuklease-Assays mit doppelt fluoreszenzgelabeltegNaa“-Proben, die zwischen den
beiden Primern binden, verzichtet werden.
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A. PCR-Templat: Wildtyp-Kern-cDNA 37°C

10
Amplifikation
linearer Bereich <~ aus 18s-TRNA (RDNI8)
- AN
1 Amplifikation
aus Actin (ACT1I)
R,
0,1
Schwellenweyt
manuell gesetzt
001 (0 gesetzt)
0,001 /< P 3% Agarose in TBE
boo? Zykle2r152ahl 0 D. 7 I r—
. 6 | Primer fiir Primer fiir [
B.  PCR-Templat: Gg{-Kern-cDNA 37°C L s ]A4c v/ ARDNIS |
10 Amplifikation 2 4]
aus 18s-rRNA &E 3
! <+ Amplifikation — 24
aus Actin (ACT1I) 1
0 -
Rp o1 -1 , , , , ,
’ 65 70 75 80 85 90
Temperatur [°C] E
0,01 1 Gen Primer Amplikon
/\ Lange | Tyy | GC |Lénge| Ty | GC
F: GAGTTTCCCCGTGTTGAGTCAAA |23 bp | 60°C |50% ol cno
0,001 15‘ tT 2‘0‘ t ‘2‘5‘ ‘ ‘3‘0‘ ‘33 RDN18 R: TTCAGCCTTGCGACCATACTC 20 bp | 59°C |52% 96 bp B1°C|52%
ACTI F: GTCGCCTTGGACTTCGAACA 20 bp | 60°C |55% 117 bn | 77°C |43%
Zyklenzahl R: GGCTCTGAATCTTTCGTTACCAAT 24 bp | 63°C |42% P ’

Abbildung 5.37: SYBR-Green-Real-Time-PCR zur Expressions-Niveau-Megsder 18S-rRNA (Gen:
RDN1§ in Gg1-Kern-RNA-Fraktionen bei 37°C im Vergleich zum Wildtyp. Btellung einer Einzelmessung in
drei Replikaten.

A. und B.: Logarithmische Darstellung des SYBR-Green-Fégaenzintensitatsanstiegs tber den fiur alle PCR-
Reaktionen gleich festgesetzten Schwellenwert Rqr= 0,1, der im linearen Bereich des Zuwachses (loga-
rithmische Skala) aller Reaktionen lag. In einem Diagraratjeweils der PCR-Verlauf voRDN18und ACT1
dargestellt, getrennt fiir £ (unten) und den Wildtyp (oben). Die cDNA-Ausgangskonzatidnen in den 18S-
rRNA-Messungen wurden aufgrund des natirlichen hohendghesses im Vergleich zu den Normalisierungsgen-
Messungen deACT1-Gens starker verdinnt. Dé&r-Werte kdnnen an den Zyklenzahlen abgelesen werden.

C.: Kontrolle der verwendeten Primer in Vorlaufer-RT-PERperimenten mit einem Kontroll-cDNA-Templat.
Die Primerpaare fiir beide Zielgene erwiesen sich nach slpezi Design als sehr spezifisch. Im Ethidiumbromid-
geféarbten Agarosegel (3%) zeigten sich keine Nebenamggiidiken und keine Primer-Dimere, was fur eine kor-
rekte Konzentrationsmessung essentiell ist, die auf dergdebestimmung der gesamten mit SYBR-Green inter-
agierenden doppelstréangigen DNA beruht.

D.: Schmelz-Diagramme fur jeweils 6 Einzelamplifikatiof@nACT1undRDN18 Es wurden nur die gewiinsch-
ten PCR-Produkte mit den vorausberechneten Schmelztataopem amplifiziert; Primer-Dimere wurden nicht
detektiert.

E.. Eigenschaftsuibersicht der verwendeten Primer und dbildgten PCR-Produkte. Die Bestimmung der
Schmelztemperaturen erfolgte durch den ,Algorithmus dehsten Nachbarn* nach fEsLAUERet al. 1986].
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RT-PCR im Standardkurvenverfahren: 5 ng cDNA eingesetzt; g sei 1000 Kopien/Vol. (rel.Quant.)
. . _ Normierung
Templat gpgg;ir gTe 3‘1??39'?:2‘3““”96”' Cr t+SD céFADC,}‘I']f)S) FC(%) +SD
21,50
Gg1 RDN18| Gr = —3,79865 logCy +33.0369| 21,67 | 1040,68+53,97 | 1,03036+0,14955 | 1,091+ 0,263
Kern 37°C 21,56
26,75 aus 6 Versuchen
Gg1 ACT1 | Cr=-3423011ogCy+37,7924| 26,55 | 1165,30+ 154,66 1,046+ 0,201
Kern 37°C 26,35
19,17
WT RDN18| Cr = —3,32957-10gCo+28,9645| 18,75 | 1122,45+ 228,41 | 0,95726+ 0,08251
Kern 37°C 18,57
26,75
WT ACT1 | Cr =—3,46212logCy+ 37,1575 26,55 | 1165,299+ 154,66
Kern 37°C 26,35

Tabelle 5.13Auswertung der RT-PCR-Ansétze, beschrieben in Abb. 5.8vehdung eines relativen Quanti-
fizierungsverfahrens durch Standardkurven: Vor DNased@eund reverser Transkription wurden ausgehend von
gleichen RNA-Mengen fur Wildtyp und Mutante Verdunnungsee pipettiert. Die Verdiinnungen wurden durch
reverse Transkription in cDNA umgeschrieben und in RT-F&#ktionen fir die Generierung von Standardkur-
ven eingesetzt (jeweils fur Normierungsgen und Zielgeremdr 96-Well-Platte). Ausgleichsgeraden wurden aus
der AuftragundCr-Wert (cycle threshold)- logc(cDNA) erhalten. Aus den gemesser@nWerten in Triplika-

ten bzw. Quadruplikaten wurden mit Hilfe der Geradengleigfen die zugehdérigen Konzentrationswerte fir die
zu bestimmenden unbekannten Proben zuriick berechnet. @mi&ung der 18S-rRNA-Werte erfolgte gegen
das ,House-Keeping-GenéACT1durch Bildung vonc(RDN18)/c(ACT1). Aus den normierten Werten wurde
dann ein AnderungsfaktoFC = Gg;/WT) gebildet. Das Experiment wurde mehrere Male mit unablgEngi
RNA-Isolierungen wiederholt. Das Durchschnittsergelanis sechs Einzelansatzen ist in der letzten Spalte (Mit-
te) angegeben.

Daher wurden die zu quantifizierenden Amplifikationsreakin zuvor griindlich getestet.
Primer wurden nach optimalen Bedingungen so gestaltet,Mialssnamplifikationen nicht re-
levanter Hefegenomabschnitte sowie die Bildung von Primeen oder Hairpin-Schleifen
innerhalb der Primer mdoglichst nicht auftraten. Der Erfdlgses Primerdesigns zeigte sich
bei der Uberpriifung pipettierter Primermatices darin,sdasder in 3%igen Agarose-Gel-
Uberpriifungen noch in der Schmelzkurvenanalyse der gebitdPCR-Produkte neben den
vorausgesagten PCR-Produkten Banden von Primer-DimerenNetsnamplifikationspro-
dukten detektiert werden konnten (Abb. 5.37 C. und D.). BefdR fReaktionen, die zur Ampli-
fikation von etwa gleich grof3en Fragmenten (Lange ca. 10l CT1undRDN18fuhrten,
wurden daher als spezifisch genug fur eine Quantifizieruaghtet.

Die RNA-Isolierungen aus den Kernen von Wildtyp und Mutanterden durch reverse
Transkription in cDNA umgeschrieben; die relativen Mengeghaltnisse der zu messenden
Ziel-cDNAs blieben dabei im Vergleich mit den RNA-Ausgangshaltnissen konstant, da
hoch reproduzierbar gearbeitet wurde. Die Auswertunglgtdaiber eine relative Quantifi-
zierungsmethode durch Standardkurven. DNA als Standardifié absolute Quantifizierung
konnte nicht verwendet werden, da es keine Kontrolle furkdffezienz der der PCR vorange-
henden reversen Transkription gibt.

Fur die Standardgeraden-Generierung wurden daher RNA&EMarthgen eingesetzt, deren
Stabilitat vor der RT-Reaktion durch die Behandlung der RNAkN nach guter Laborpraxis
sichergestellt wurden. Die Ausgangs-RNA-Konzentratiomender Verdiinnung wurden pho-
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C. |Bande| Intensitat Gg/WT
1| 46.110
2| 44.662 1,032
25°C 8h 37°C 2h 37°C 8h 31 29.609 1.031
Gesamt | Kerne | Cytosol Gesamt | Kerne Cytosol Gesamt | Kerne | Cytosol 4] 28.719 ’
G81 WT| G81 WT|G81 WT||G81 WT|G81 WT | G81 WT | [G81 WT|G81 WT |G8l WT 5| 43.926 | 36
A. \ \ R T e L \ \ 6| 42411 ’
7 44914
8] 46.801 0,960
9| 28.177
10| 28.266 0,997
11| 38.479 1011
185 | gl il o s ot e S D = e e (et D Gl e s > S 12| 38.056 ’
TRNA — S g S Bl D == 13 47.584 || oo
14| 44.203 ’
15| 29.801
0,906
B. o @gg@g 16/ 32.902
) ; 17| 43.785
s s N e 18] 42.793 1,023

Abbildung 5.38:A.: Floureszierende Northern-Blots hybridisiert mit & CY5-gelabelten Oligonukleotid-
Probe gegen 18S-rRNA. Der Fluoreszenzmarker wurde in FoimeseCY5-gelabelten Didesoxyuridin-
Triphosphates mit Hilfe von terminaler Transferase kaveén das 3'-Ende eines 18S-spezifischen Oligonukleo-
tids gebunden. Jeweils gleiche Mengen der parallel anigifsn RNA-Isolierungen aus Wildtyp- und Mutanten-
Stammen sind aufgetragen. Kulturen nach Inkubation beC2&wie bei 37°C nach zwei und sechs Stunden
wurden verwendet.

B. und C.: Densitometrische Auswertung der FluoreszetdeBiNach Spotdetektion der entsprechenden Banden
und Hintergrundkorrektur sowie Normierung gegen zuge®8ignale deACTEmRNA (nicht gezeigt) wurden
die Spotflachen und deren Schwarzungsgrade Computertgastlintensitaten umgewandelt. Die Quotienten aus
Gg1- durch Wildtyp-Werte sind in C. angegeben.

tometrisch bestimmt. Nach der PCR und Bestimmung der entsgmdenCr-Werte wurden
vier Standard-Geradengleichungen erhalten: fir das Ndoumgsge®CT1undRDN18jeweils
fur Wildtyp und Mutante. Diese wurden zur Berechnung vons&iglenz-Konzentrationeg
beider Gene in den Ausgangs-cDNA-Templaten benutzt. DisgAngstemplate entstammten
parallel revers-transkribierte RNA-Proben aus den Zellkardes Wildtyps und der Mutante
(37°C), die die gleiche Gesamt-RNA-Konzentration besal3en.

Die Normierung der erhaltenen 18S-rRNA-Werte auf daACT1-Gen erfolgte durch die
Division der 18S-rRNA-Werte durch digCTL1Werte. Darauf war es moglich, einen FC-Wert
(fold change) als Malf3 der Kernanreicherung ig Gurch Division der normierten §z-Werte
durch die entsprechenden Wildtyp-Werte anzugeben. Tabell3 zeigt die Auswertung fur
eine vergleichende Quantifizierung des 18S-rRNA-Genprisdula Triplikaten. Dabei wur-
de ein FC-Faktor von ,096+ 0,263 ermittelt. Das Ergebnis wurde in separaten Bestim-
mungen mit unabhéngigen RNA-Ausgangsproben einige Maleeximlt und reproduziert
(FC = 1,046+ 0,201). Die 18S-rRNA zeigte demnach keine unterschiedlichgr&ssion in
Wildtyp und Mutante. Dieses Ergebnis widerlegte das Amreiangsergebnis fRDN18aus
der Einzel-HDOA-Analyse.

Zur weiteren Verifizierung dieses Ergebnisses wurde einghdm-Blot-Analyse der re-
lativen Mengen der 18S-rRNA in den zellularen RNA-Fraktiomers G, und der Wildtyp-
kontrolle durchgefiihrt. Auch fir die Northern-Blot-Anagysvurde eine Normierung auf die
ACTIEmRNA gewahlt.

Abbildung 5.38 zeigt fluoreszierende Bandenmuster, erabugh die Hybridisierung einer
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FC (37°C)+ SD FC+ SD
ORF Gen [HDOA] [RT-PCR]
YNL335W 10,87+ 4,33 11,48+ 4,61
YHL047C | ARN2 9,36+ 1,01 8,93+ 1,08
YNRO77C | NMD2 5,93+ 0,54 6,26+ 1.49
YLR233C | EST1 5,82+ 0,53 5,11+ 0,45
YDR345C | HXT3 5,77+ 1,19 4,83+ 0,37
YPL198W | RPL7B 3,73+ 0,77 3,45+ 0,55

Tabelle 5.14:Quantitativer Vergleich von Anderungen der mRNA-Akkuntida durch HDOA-Analyse und
quantitativer RT-PCR-Uberpriifung fiir sechs Kandidatem&

mit dem Fluoreszenzmarker CY5 3’-gelabelten Oligonukte®@NA-Probe mit den auf posi-

tiv geladenen Nylonmembranen Tank-geblotteten RNA-Praeshden verschiedenen Zell-
Fraktionen bei beiden Temperaturen. Die Sonde enthiedt zim 18S-rRNA komplementare
doppelstrangige DNA-Sequenz in der Lange von 60 Basenpaaren

Die Blots bestatigten das gleich hohe Expressionslevel 88rRNA in den Zellkern-
isolierten RNA-Proben der RT-PCR-Analyse. Sowohl bei direBetrachtung als auch den-
sitometrisch nach Normierung der 18S-rRNA-Banden gegen utelmrigen Actin-Banden
(nicht dargestellt) wurden jeweils gleiche Expressionssvewischen Wildtyp und Mutante in
Total-, Cytosol- und Kern-RNA-Isolierungen sowohl nach Ib&tion der Kulturen bei 25°C als
auch nach zwei- bzw. achtstuindiger Inkubation bei 37°C gsere (Ergebnisse siehe Tabelle
im Teil C. aus Abb. 5.38).

Die beschriebenen Uberpriifugsexperimente zeigten, dasardeicherungsfaktoren der
18S-rRNA aus der Genchip-Analyse nicht reproduziert weidemten. Um die Effizienz der
HDOA-Technik in der Bestimmung von mRNA-Haufigkeitsunteieden zu tUberprifen, wur-
den RT-PCR-Analysen von weiteren sechs unabhangig vom Zeltegereicherten Poly-A
MRNAs nach dem oben beschriebenen Verfahren durchgefithdiarErgebnisse mit den aus
der HDOA-Analyse erhaltenen Daten verglichen. Die Messwdreser quantitativen PCR-
Analysen bestatigten die HDOA-Ergebnisse und sind in Tal%el4 dargestellt:

Die durchschnittlichen Anreicherungsfaktor&g) im Vergleich beider Techniken besalRen
einen Korrelationskoeffizient von 0,98. Dies belegt, dassdie FC-Werte der HDOA-Analyse
und der RT-PCR-Versuche einander ahnelten. Zur Klarung, eiielwerte beider Techni-
ken sich statistisch unterschieden, wurde ein Studeest-ihit den Daten durchgefuhrt, der
keine Hinweise auf einen statistischen Unterschied deterenh Anreicherungsfaktoren ergab.
Aufgrund dieses Ergebnisses wurden die durch die HDOAys®ad erhaltenen Messwerte von
Poly-A™-mRNAs als signifikant angesehen.

Zusammenfassend lasst sich sagen, dass eine globale wellspg@etrachtung der in den
HDOA-Analysen erhaltenen Daten Uber angereicherte RNA#“8pe&eine signifikanten Hin-
weise auf eine durch die Mutation hervorgerufene gestorta-RBsllkern-Exportfunktion bei
permissiver oder nach Shift auf restriktive Temperatuabrg
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5.1.9.4 Beteiligung Hypps an einem speziellen mRNA-Abbauwge

Pro Chip-Experiment wurden etwa 400 angereicherte RNAs ¢Midrt aus Tabelle 5.12-
Werte unter 0,065) gefunden, denen aus der MIPS-CYGD-Datén®RFs zuzuordnen waren.
Die dabei gemessenen FC-Werte lagen im Bereich von 11 bis 2eB8iithe nach Zusammen-
hangen zwischen diesen angereicherten ORFs fiel die Aufanakest auf ein Gen des RNA-
Metabolismus. Es handelte sich W®F2 (NMD2), ein Gen, das zusammen roiPF1 (NAM?7)
und UPF3 als trans-agierender Faktor am Nonsens-Codon vermittefie NA-Abbauweg
(NMD-Pathway), einer speziellen Variante des 5’-3'-mRNAbRuweges, irbaccharomyces
cerevisiaebeteiligt ist. Die drelUPF-Gene sind Teil des ,mRNA-Uberwachungskomplexes®,
Uber den mRNAs mit ,Nonsens-Strukturelementen®, wie z.Bzetdige Stop-Codons ausge-
wahlt werden. Darauf folgt die Abspaltung der Cap-StruktarraRNA-5’-Ende durch Dcplp
und der Abbau von 5'- in 3'-Richtung durch die Exoribonukleasnip.

Tabelle 5.16 enthalt das gut reproduzierbare Expresstohaiten vorlJPF2in allen Gen-
chipversuchen. Es wurde eine durchschnittliche Anreiomgum den Faktor 5,9 gemessen. Da
bei permissiver Temperatur der FC-Wert um 2,1 Anreicheriakgsren niedriger lag, ist ein
Einfluss des temperatursensitivelY P-Gens auf die Funktion bzw. Expression VORF2 in
Gg1 nicht auszuschliel3en.

Eine Literaturrecherche in der recht umfangreichen Ptitegatur zumUPF-gesteuerten
MRNA-Abbauweg irfSaccharomyces cerevisiagffnete die Mdglichkeit, die im Rahmen die-
ser Arbeit erzeugten Genchip-Daten mit zwei Genchipaealy®n Knock-Out-Stammen ver-
schiedener Komponenten des 5’-3'-mRNA-Abbauweges zu eefygn. Bereits 1999 wurden
Transkriptomprofile vorupf123-Knock-Out-Hefestammen veroffentlicht
[LEELIVELT und QULBERTSON1999]. Es folgte vor kurzem eine umfassendere Studiedtial. 2003],
in der Knock-Out-Stdmme sowohl der digPF-Gene als auch der stromabwaérts agierenden
FaktorenDCP1und XRN1transkriptionell untersucht wurden.

Beide Autorengruppen beschreiben in Genchip-Studien tgoBaderungen im Hefe-
Transkriptom, ausgel6st durch den Verlust der Genfunkdiemneinzelnen Faktoren, bzw. aller
Faktoren zusammen in Stammen mit mehrfachen Disruptionen.

Null-Mutationen in derlJPF-Genen verursachten in beiden Studien die Akkumulation von
540-680 ORF-mRNAs. Zwischen 6 und 41 Probensatze wurdenaiateereguliert gefunden.
Unabhéngig davon, welch&€dPF-Gen ausgeschaltet wurde, akkumulierten jeweils die lgéic
MRNAs.

Knock-Out-Stamme voDCP1und XRN1wiesen hohere Zahlen regulierter ORFs auf. Sie
lagen beixrnlA am héchsten mit ca. 985 angereicherten und 94 abgereicheR&s. Aus-
gepragter als in den HDOA-Experimenten migi;(zeigte sich demnach inmddefizienten
Stammen der Uberschuss angereicherter gegeniiber albhgeteidrobensatze.

Da sich in den @-Chipdatensétzen die Probensatzverteilungen der vedssiea RNA-
Fraktionen der gleichen Temperaturstufe sehr ahnlichnyavarden sie zusammen ausgewer-
tet. Die Ergebnisse dieser Auswertung resultierten in cgyadde eines mittleren FC-Wertes, der
das arithmetrische Mittel der Einzel-FC-Werte darstelteangabe zugehériger SD-Werte. p-
Werte wurden ebenfalls arithmetrisch gemittg}. (Tabelle 5.15 zeigt 85 Probensétze, die die
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Transkripte mit den hdchsten signifikanten Anreicherungenin der HYP-Mutante Gg;

ORF ‘ Gen ‘ Avg FC+ SD ‘ P ‘ upfiat ‘ dcp]Al‘ xrn1AT ‘ o2
YNL335W 10,87L 4,33 | 0,02013| 11,72 [ 29,30 | 12,48 | *
YALO64W 10,82+ 1,25 | 0,00086 | 8,36 13,00 | 9,15
YJR004C SAG1 9,69+ 0,89 | 0,00000| 8,68 11,20 | 9,20 *
YHLO016C DUR3 9,66+ 3,21 | 0,00053 | 8,66 19,35 | 15,43
YHL047C ARN2 9,36+ 1,91 | 0,00000| 10,26 | 7,25 10,50 | *
YLL063C AYT1 7,58+ 2,49 | 0,00153| 9,86 6,15 14,43
YOL161C 7,563+ 0,73 | 0,00356| 16,60 | 9,10 19,78
YIR041W 7,384+ 0,08 | 0,00098| 7,00 13,05 | 9,30 *
YLLO25W 7,12+ 1,35 | 0,03040| 9,12 17,50 | 11,80 | *
YJL213W 7,07+ 2,74 | 0,00368| 9,06 9,65 21,98
YHR210C 6,85+ 1,08 | 0,00232| 3,40 2,75 3,40 *
YHLO035C 6,794+ 1,88 | 0,00106 | 5,08 11,05 | 5,85 *
YIR028W DAL4 6,65+ 0,94 | 0,00047 | 1,72 7,55 4,00
YOLO15W 6,60+ 0,33 | 0,00685| 13,74 | 7,55 7,18
YMR118C 6,57+ 1,24 | 0,04290 | 2,36 15,35 | 3,93
YHLO040C ARN1 6,40+ 1,03 | 0,00141 | 8,38 7,05 8,15 *
YJL215C 6,29+ 0,30 | 0,00816 | 5,00 6,00 4,63
YNL269W BSC4 6,26+ 1,28 | 0,02695| 1,76 5,00 3,50
YHR157W REC104 6,224+ 2,20 | 0,03311| 6,18 5,25 5,48 *
YHLO37C 6,094+ 1,82 | 0,01184| 7,68 6,40 6,05
YHR022C 6,00+ 2,05 | 0,01600 | 2,04 5,25 4,70
YOR381W FRE3 5,99+ 1,62 | 0,01655| 13,52 | 9,50 14,20 | *
YHLO12W 5,87+ 1,63 | 0,06190 | 2,34 2,25 1,93
YKL220C FRE2 5,82+ 0,42 | 0,01004 | 18,30 | 14,25 | 13,90 | *
YLR233C EST1 5,824+ 0,53 | 0,00294 | 17,06 | 13,10 | 14,70 | *
YELO57C 5,724+ 0,38 | 0,00162 | 2,64 8,05 3,15 *
YJR156C THI11 5,694 0,46 | 0,00509 | 5,52 22,30 | 17,20 | *
YFLWDELTAL 5,574+ 0,56 | 0,01010| 4,14 22,30 | 5,48
YLR122C 5,504+ 0,34 | 0,00760 | 8,52 14,40 | 11,10 | *
YOL159C 5,46+ 0,68 | 0,00345| 1,90 5,00 3,08 *
YMRO85W 5,38+ 0,45 | 0,00586 | 6,88 10,80 | 7,65
YMR325W 5,374+ 0,76 | 0,00052 | 2,98 3,50 2,98 *
YJR108W ABM1 5,36+ 1,84 | 0,02387 | 8,04 8,10 6,20
YCR099C 5,36+ 0,12 | 0,00417 | 6,20 15,00 | 8,55
YORO009W TIR4 5,254+ 0,90 | 0,00051| 9,38 6,25 8,68
YHLO42W 5,224+ 1,65 | 0,04490| 7,82 9,40 4,35 *
YELO49W PAU2 5,19+ 1,01 | 0,01343| 10,98 | 17,95 | 13,50 | *
YFLO50C ALR2 5,194+ 0,29 | 0,01342 | 13,14 | 17,45 | 16,58 | *
YOL162W 5,18+ 1,25 | 0,04155| 29,16 | 22,75 | 17,38 | *
YGR294W 5,15+ 2,03 | 0,01400| 26,32 | 4,50 35,88 | *
YHR095W 5,044+ 0,35 | 0,00664 | 1,66 3,05 2,45
YBL109W 5,04+ 0,83 | 0,00461 | 9,42 16,00 | 9,18
YGR289C MAL11 4,94+ 1,25 | 0,00673| 24,42 | 16,15 | 18,58 | *
YLLO16W SDC25 4,93+ 0,25 | 0,01390 | 4,72 5,60 3,20 *
YBR299W MAL32 4,85+ 0,43 | 0,00115| 2,56 5,85 2,25 *
YOL107W 4,84+ 0,57 | 0,00119 | 4,54 8,20 2,93 *
YLLOB4C 4,83+ 0,96 | 0,03460| 13,50 | 14,35 | 20,48 | *
YHRCDELTA4 4,71+ 0,57 | 0,01716| 3,28 9,00 3,68
YHR204W MNL1 4,70+ 0,81 | 0,00217 | 2,52 2,55 2,88 *
YGRO39W 4,67+ 1,45 | 0,05870| 2,72 6,55 3,03
YKL224C 4,67+ 0,99 | 0,00230| 2,50 4,10 3,45 *
YJRO61W 4,66+ 1,05 | 0,01498| 3,92 6,60 4,95
YKLO71W 4,66+ 1,00 | 0,02549 | 3,64 8,50 4,05 *
YHRO15W MIP6 4,66+ 1,58 | 0,03447 | 3,56 1,80 4,03
YOR380W RDR1 4,62+ 1,19 | 0,00388| 3,20 4,35 3,20 *
YDR542W 4,60+ 1,18 | 0,00867 | 12,20 | 5,25 6,65 *
YNRO68C 4,59+ 1,42 | 0,00569 | 15,38 | 5,70 5,60 *
YIR039C YPS6 4,53+ 0,41 | 0,00051| 4,94 6,70 4,58 *
YBR298C MAL31 4,52+1,09 | 0,02163| 25,94 | 28,55 | 19,80 | *
YDL243C AAD4 4,51+ 0,56 | 0,01156 | 8,44 6,95 4,78
YPRO07C SPO69 4,48+ 0,34 | 0,02240| 2,28 4,05 4,55
YHR180W 4,48+ 1,77 | 0,03794| 3,38 3,80 4,53 *
YJIR152W DAL5 4,44+ 1,17 | 0,01448| 8,82 7,70 8,10 *
YBR156C SLI15 4,42+ 0,73 | 0,02450| 2,40 7,35 4,00
YCR104W PAU3 4,40+ 0,89 | 0,01460| 3,74 4,00 3,00
YIR029W DAL2 4,35+ 0,02 | 0,00403| 10,30 | 10,15 | 8,83 *
YIL028W 4,31+ 0,37 | 0,02042| 5,54 6,10 4,70 *
YMLO02W 4,30+ 0,42 | 0,00353| 7,66 8,85 6,10 *
YKL188C PXA2 4,29+ 0,20 | 0,00219 | 8,06 11,65 | 6,53 *
YIR031C DAL7 4,21+ 1,16 | 0,04042| 11,10 | 5,45 5,63 *
YILWTYZ-I 5,96+ 0,48 | 0,00905 | 1,14 2,95 5,60
YHR077C NMD2 5,93+ 0,54 | 0,00098 | 1,44 2,00 2,25
YDR043C NRG1 5,76+ 1,61 | 0,00111| -0,30 | 4,55 8,98
YHR101C BIG1 5,44+ 0,34 | 0,00306 | 1,26 1,90 1,73
YIR001C SGN1 4,57+ 0,41 | 0,00297 | 1,42 0,50 2,45
YJLO37W 4,35+ 0,09 | 0,01350| 0,62 15,45 | 5,45
YMR323W 4,30+ 0,56 | 0,00404| 0,32 6,70 2,78 *
YIR019C MUC1 5,264+ 1,23 | 0,00243| 2,20 3,45 1,28
YPR200C ARR2 4,78+ 0,02 | 0,01010| 1,82 -1,40 | 2,43
YGL259W YPS5 5,32+ 2,13 | 0,06340 | 2,06 0,05 1,08 *
YERWOMEGA2 4,75+ 0,59 | 0,02330| 3,54 -2,00 | -1,23
YLR415C 4,30+ 0,14 | 0,01550| 1,10 2,25 1,55
YARO7IW PHOI11 599+ 0,80 | 0,00471| -1,20 | -2,90 | -1,28 | *
YDR345C HXT3 5,77+ 1,19 | 0,00139| 1,16 -1,50 | 0,05
YIL114C POR2 4,84+ 0,48 | 0,01811| 1,52 -1,40 | 0,58
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Tabelle 5.15: Darstellung der
85 Probensatze mit den hdchsten
gemittlten FC-Werten aus allen durch-
geflhrten Genchip-Experimenten. Der
oberer grau unterlegte Teil enthalt
71 ORFs (82% von 85 Probensat-
zen) mit absteigenden FC Werten
von 10,87 bis 4,21, die auch in den
verdffentlichten HDOA-Datensétzen
[HEetal. 2003] von Knock-Out-
Stammen verschiedener Gene des
5-3'-mRNA-Abbauweges ({pfl23,
decplA, xrnlA; Spalten mit (1) gekenn-
zeichnet) Ubereinstimmend als deutlich
angereichert identifiziert wurden. Die
vorderen drei numerischen Spalten
enthalten die  Datenauswertungen
der Gg1-HDOA-Analysen. Angege-
ben ist der Durchschnitts-FC-Wert
aller Experimente (Avg FC) und
dessen  Standardabweichung, SD,
die aus allen Einzel-Chipergebnissen
gebildet wurde. Der Durchschnitts-
wert p stellt das arithmetrische
Mittel aller Paarvergleichgp-Werte
dar und dient als Signifikanz- und
Reproduzierbarkeits-Indikator. Der
Stern-Eintrag (2) in der letzten
Spalte  kennzeichnet  Transkripte,
die in einer weiteren Genchip-
studie von  upfl23\-Mutanten
[LELIVELT und QULBERTSON1999]
deutlich  angereichert  gemessen
wurden. Die folgenden nicht unter-
legten 11 Zeilen kennzeichnen ORFs,
die nur bei Ausschaltung einzelner
Komponenten des Abbauweges ak-
kumulierten. Die drei letzten ORFs
zeigten kein Anreicherungsverhalten
in 5’-3’-Abbau-defizienten Stammen.



Probensatz fiir YHRO077C: NMD 2 (UPF2)

RNA-Frak.| FC' sd(F_C)z) (Tjn C:;. ) (F_CS;Zmp. ) P P (Temp.)
37°C total 5,396 | +0,680 0,0011

37°C Kern | 5928 | +1,029 5,935 + 1,117 0,0008 0,00098
37°C Cytos.| 6,480 + 1,642 0,0011

25°C total 3,188 + 0,642 0,0271

25°C Kern | 4,161 + 0,864 3,780 + 0,774 0,0048 0,0168
25°C Cytos.| 3,991 + 0,815 0,0185

Tabelle 5.16:HDOA-Auswertung fiir die YHRO77C-mRNA, codierend flNMD2. Zugrunde liegen die
Durchschnitts-FC-Werte (1FC) aus den Genchip-Versuchen der sechs RNA-Fraktionen steven Standard-

abweichungen (28d= 4/ Z(Fﬁ'_;fic)z mit n = 3. Aufgrund der Ahnlichkeit der Ergebnisse fiir die drei akiten
RNA-Fraktionen wurde ein Mittelwert mit Standardabweiogudlr beide Temperaturstufen berechnet (Spalten 4
u. 5). Die zugehdrigep-Werte wurden ebenfalls gemittelt.

hochsten gemittelten FC-Werte aus allen durchgeflihrtercieexperimente aufwiesen. Die
Tabelle ist aufgeteilt in die oberen 71 ORFs (82% von 85 Prséizen), die ebenfalls in den
Experimenten mit allenmd-defizienten Hefestammen akkumulierten.

In einer breiteren Betrachtung von 533 igiGm hochsten angereicherten Probensatzen
konnten 416 (78%) auch als akkumuliert in eeendA-Studie [He et al. 2003] wiedergefunden
werden. Dabei stellten sowohl die Ubereinstimmenden als die nicht tbereinstimmenden ak-
kumulierenden ORFs in beiden HDOA-Studien Reprasentantdarvien-Funktionsgruppen
dar. Umgekehrt wurden von den 541 akkumulierten ProbeasdtternmdA-Studie von LELI-
VELT 414 auch in den g-Experimenten unter den angereicherten wiedergefundery {@o),
108 UPF-Kandidaten (20%) zeigten keine Regulation. 19 (3,5%) darGRFs wurden abge-
reichert in G1 gefunden.

Tabelle 5.17 zeigt die Anzahl der am héchsten angereiah@®Fs der @-Analyse, die
auch in den HDOA-Analysen voxrnlA- bzw. upfA-Mutanten von H Gberlappend als ange-
reichert klassifiziert wurden. Demnach liegt die Zahl deidiermalRen angereicherten ORFs
im Vergleich mit denmxrn1A-Phanotyp leicht héher als im Vergleich mit einaepfA-Phanotyp.

Die Hohe der Anreicherungsfaktoren glich ORE-Zahl
denen der Genchip-Datenséatze aus der Lite-(Jperlappung zwischen 732(100%)
ratur, wenngleich die GréRenverteilung der Genchip-Analysen
in beiden Experimentreihen tbereinstimmend hyp(tsjsg: + xrnl1A +upfA | 460 (63%)
angereicherten Probensatze sich deutlich un-hyP(tsfse: + xrnlA 540 (74%)
terschied. Diese Beobachtung verdeutlicht die NYP(tSJ5s1 + upiA 503(69%)
Auftragung von Abbildung 5.39, in der diergpeje 517: Uberlappung der 732 héchst an-
mittleren FC-Werte von 375 Ubereinstimmengdereicherten Transkripte in ¢& mit den entspre-

; ; chenden Ergebnissen irrnlA- und upfA-Stdmmen
angereicherten T.ranskr.lpten d_egleund der [HE et al. 2003].
LELIVELT-Genchipstudie verglichen wurden.
Die mittleren G;-FC-Faktoren sind in absteigender Reihenfolge als Sauleestallt. Die zu-
gehorigerJPF-Werte sind daneben platziert und zeigen keinen aquivaefitbnahmeverlauf.
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B Hyp(hum)p-G81-Studie
B UPF-Null-Studie

10 A

FC-Wert
N
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1 15 29 43 57 71 85 99 113 127 141 155 169 183 197 211 225 239 253 267 281 295 309 323 337 351 365

Probensatz-Zahl
Abbildung 5.39:Vergleich der mittleren FC-Werte von 375 ORFs, die (ibetgimsend in den beiden HDOA-

Analysen vorupf~-Mutanten von der Hyp(human)-ts-Mutantgi&ls angereichert gefunden wurden. Die Daten-
satze wurden nach dens{sFC-Werten absteigend sortiert.

Die hohe Ahnlichkeit des Anreicherungsmusters zu Hefestémmit ausgeschaltetem NMD-
MRNA-Abbauweg bleibt aber evident.

5.1.9.5 Anreicherung von Pseudogenen — ein direkter Hinwgiauf NMD-Defizienz

Eine Transkript-Gruppe mit Akkumulation bei defizienter PFFunktion stellten die mRNAs
der Pseudogene dar. Sie kdnnen fir vollstandige Proteidierem, enthalten aber innerhalb
der codierenden Sequenz oft ein oder mehrere deaktivierElemente wie vorzeitige Stop-
Codons und Leserahmenverschiebungen, die zur Verhindeinag Translation und zu einem
verstarkten Abbau solcher Transkripte durch NMD fuhrere Binreicherung ihrer mRNAs
liefert daher einen direkten Hinweis auf einen Ausfall dédDdAbbauweges. Aufgrund ihrer
pseudogenen Eigenschaften werden diese ORFs auch dORFblgdi®pen reading frames*)
genannt. Es wird angenommen, dass in Backerhefe bis zu 221si@Rtanden sind, die haufig
chromosomal in telomernahen Bereichen codiert sindqRISoN et al. 2002].

Die sechdBSGGene als Vertreter der dORFs wurden frih d@ypass ofStop Codon*-
Gene bezeichnet, da man erkannt hatte, dass zu ihrer Translarzeitige Stop-Codons in der
Sequenz vom Ribosom uberlesen werden mussten. Dennocteidirdanslation nachgewiesen
[NAMY et al. 2003]. Vier mRNAs dieser sechs Gene zeigen Anreiclgarus;.

5.1.9.6 Beeintrachtigung des telomeren Positions-Effekt@s Gg;

Bei genauerer Betrachtung der ig{Gangereicherten ORFs war bei einer Teilgruppe ein Zu-
sammenhang zwischen der Anreicherung und der Lage der €gumeSzen im Chromosom zu
erkennen. 54,7% (222 von 406) der ORFs, die innerhalb der Hedgionen an den Telomeren
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ORF | Gen | FC (37°C)+ SD | Struktur-Element

YDR275W | BSC2 2,03+ 0,62 | Stop-Codon-Uberbriickung
YLR465C | BSC3 tel 3,28 1,52 | ,,
YNL269W | BSC4 6,26+ 1,28 | ,

YNRO69C | BSC5 tel 2,75+ 1,16 | ,,
YJR155W | AAD10| +te13,78+1,15],

YLR463C tel 4,24+ 0,53 | ,,

YIL164C NIT1 tel 2,784+ 0,93 | Stop-Codon-Uberlesung zwischen
YIL164C und YIL165C

YGL261C tel 3,824+ 0,61 | Leserahmenverschiebung

Tabelle 5.18Anreicherung von Pseudogenetel = subtelomer codiert). Weitere Anreicherungsfaktoren von
Pseudogenen und dORFs finden sich im Anhang unter Punkt 7.1.

120 [] ORFs1-178
100 oo—| I ORFs179-355
8 [] ORFs 356-533
= Y7 671 | |
g 62
g 60+ ° -
<
[ij 44
36
40 +— ]
© 7
18
20 || 14 18 16 ||
: mE e
165 (31%) 101 (19%) 48 (9%)  219(41%)
telomerische ORFs nahe TY.[TRs  hicht telomerische
ORFs TY-LTRs oder TY-LTR-nahe
ORFs

Abbildung 5.40:Positionierung der 533 ORFs mit der starksten Anreichemir@g; im Hefegenom hinsicht-
lich ihrer Lage zu Telomeren oder LTR-Elementen von Ty- Beansposons. Die Verteilung mit absteigen&éh
wurde gedrittelt.

lokalisiert sind, waren in der Mutante angereichert. Degegeiber akkumulierten nur ca. 7%
(408 von 5863) der nichttelomerisch codierten ORFs in dgn$3ammen. Die Chipergebnisse
zeigen eine Anhaufung von Sequenzen aus Multigen-Famdieren Mitglieder sich nahe an
den Telomeren wiederfinden, wi.O- (121 Mitglieder),MEL- (123),SUG (11) oderMAL-
Gene (15).

In Saccharomyces cerevisiaed in gesunden Zellen solche Gene transkriptionell ¥epri
miert, die sich in Telomerndhe befinden — einem Genombergitkion Natur aus geringerer
ORF-Dichte als in nicht-telomerischer chromosomaler DNAedes Ph&nomen wurde telo-
merer Positionseffekt (TPE) genanntd@&rscHLING et al. 1990]. TPE nimmt im Normalfall
mit steigender Distanz vom Telomer schnell ab. Die Untdrang der 533 am hodchsten expri-
mierten ORFs auf ihre chromosomale Lokalisation ergab dieeMeng von Abbildung 5.40.
Dabei wiesen 31% (165 ORFs) eine Lage nahe am Telomer auf. RE3 (11%) zeigten kei-
ne telomerische Nahe. Innerhalb der 533 ORFs lag der Anteilndésten subtelomerischen
ORFs bei den am hochsten angereicherten Probensatzenevfaftilung der 533 Transkrip-
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XV
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VOLIGOW YOLI154W (GRE2) 0,94
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3 angereichert YOR378W / ) 3,93 3’],3 7 | )
i 0,87
EEE ohne Anderung ’ ) LI L ]_:
= i \
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Abbildung 5.41 Darstellung des Expressionsverhaltens von telomerisGeagren in der g -HDOA-Analyse.
Stellvertretend fur alle 16 Chromosomen ist die teilweisgh&bung des telomerischen Positions-Effektes (TPE)
an den Telomerbereichen der Chromosomen 1, 14 und 15 ge2agtignifikante Haufung von deutlich angerei-
cherten ORFs im subtelomerischen Bereich, die in der Wikdiglle schwacher exprimiert werden, ist an jeweils
beiden Telomerbereichen des Chromosoms erkennbar.
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ORF Gen Beschreibung FC(37°C)| p Position im

+SD Avg.FC! Chromosom
YLR233C| ESTI| TLC1-RNA-assoziierter Faktor involviertin 5,82+ 0,53 | 0,00294 2,01 | nicht telomerisch
Telomer-Verlangerung
YBLO88C | TEL1 | Reaktion auf schadhafte DNA; Telomerase-abhangiger 2,89+ 0,16 | 0,01220 subtelomer

Telomer- Erhalt
YLRO10C | TENL1 | involviertin Telomer-Léngenregulation und Schutz der 2,88+ 0,05 | 0,05220 3,3 | nicht telomerisch
Telomerenden
YDL146W schwache Ahnlichkeit zu Orc3p 2,36+ 0,19 | 0,04850 nicht telomerisc
YKRO91W| SRL3 | Suppressor der rad53-Lethalitat; Nukleinsduremetabosmu 2,36+ 0,08 | 0,02290 subtelomer
YDRO082W STNL1 | involviertin Telomerlangen-Regulation; konnte funktiine | 2,15+ 0,29 | 0,05980 2,43 | nicht telomerisch
im Telomer-Metabolismus in der spaten S-Phase sein

YHR119W SET1 | involviertin der Chromatin-vermittelten Gen-Regulation 2,08+ 0,11 | 0,05870 neben Ty-LTR

YJR127C | ZMS1| Transkriptionsfaktor mit Ahnlichkeit zum regulat. Protein | 2,02+ 0,27 | 0,05885 nicht telomerisck
Ard1lp

YLR453C | RIF2 | Kernprotein, das sysnergistischen Einfluss auf die 1,99+ 0,37 | 0,03841 subtelomer

Telomerléange und den Verlust von Chromosomen hat; bindet
telomerische DNA
YNL261W| ORCS5| Chromatin-Silencing an HMR und HML 1,96+ 0,13 | 0,02350 1,69 | nicht telomerisch
YILOO9C-A| EST3 | Komponente des Telomerase-Holoenzyms, involviert in 1,92+ 0,26 | 0,03210 neben Ty-LTR

Telomer-Replikation
YLR318W| EST2 | 103 kD-Protein (basisch), katalytische Untereinheit der 1,89+ 0,40 | 0,06027 2,28 | nicht telomerisct
Telomerase, besitzt Aktivitat einer reversen Transkriptas
YKR101W| SIR1 | involviert am Silencing-Effekt an HMR und HML 1,89+ 0,36 | 0,05391 subtelomer

Tabelle 5.19:Angereicherte ORFs, deren Gene an Funktionen des Teloratbdlismus beteiligt sind. Die
vorletzte Spalte enthalt den Anreicherungsfaktor ,Avd.BEr UPF123Knock-Out-Studie.

te in drei Expressionsbereiche in Abbildung 5.40 zeigt: 82 165 subtelomerischen ORFs
lagen im ersten Drittel der nach absteigendem FC-Wert sttid°robensatzen. Je niedriger
der Anreicherungsfaktor war, umso geringer war auch diergdeinlichkeit, einen betref-
fenden ORF am Telomer aufzufinden: Nur 27 aus 533 ORFs waren tereunDrittel der
FC-Wert-Verteilung telomer-standig. Die Beeintrachtigutes subtelomerischen Silencing-
Effektes (oder auch TPE) wurde ebenfallsimdA-Hefestammen beobachtet.

Zur Ausschaltung des TPE passt das Ergebnis, dass unteetemer-fernen angereicher-
ten Genen sich sowohl in degg als auch in dePF~-Analyse einige Gene fanden, die direkt
mit der Steuerung telomerischer Funktionen in ZusammembBtehen; darunter befindet sich
das fur die katalytische Proteineinheit der Telomeraséecedde GereST2und dessen Akti-
vatorEST1sowieSTNIund TEN1 Tabelle 5.19 listet weitere Telomer-steuernde Gene &f, d
sowohl im nicht telomerischen als auch im telomerischeniBei@diert sind und hochreguliert
erschienen.

Einen Ausschnitt der Beeintrachtigung des telomeren PosiEffektes durch die einge-
schrankteHYP-Funktion zeigt Abbildung 5.41. Die subtelomerischen Bereider Chromoso-
men 1, 14 und 15 sind exemplarisch fur alle anderen Chromasaomtaler raumlichen Anord-
nung und Angabe Anreicherungsfaktoren FC der einzelnen @RBfeestellt. Erkennbar wird
der hohe Anteil von deutlich angereicherten Genen und OR¥Es Anfarbung) in der Nahe zu
den Telomeren.

Die teilweise Aufhebung des telomerischen Silencingsahgttundsatzlich alle Chromoso-
men von 1-16, da subtelomerisch codierte hochreguliertesSdB#f allen Chromosomen in den
165 Probenséatzen enthalten waren. Besonders stark zailgtdesi Effekt jedoch an den Telo-
meren der Chromosomen 8 (H) und 15 (O). Unter den subteloohermdierten ORFs konnten
auf beiden Chromosomen 21 als angereichert bzw. deutlickreiogert identifiziert werden.

131



orf Gen Beschreibung FC (37°C)+ SD P ggcl)re
Avg.FC
YKLO71W schwache Ahnlichkeit zum nor-1-Protein duparasiticus 4,66+ 1,00 | 0,02549 4,65 | 0,97
YHR180W hypothet. Protein 4,48+ 1,77 | 0,03794 23| 0,75
YILO28W mogliches Pseudogen 4,314+ 0,37 | 0,02042 2,58 | 0,47
YGR144W | THI4 involviert in Thiamin-Biosynthese und DNA-Reparatur 4,09+ 0,81 | 0,01361 1,38 | 0,44
YLR036C Ahnlichkeit zu YILO89w 2,96+ 0,53 | 0,03140 1,94 | 0,81
YEL023C involv. in Kontrolle der Zellorganisation 2,85+ 0,22 | 0,04910 15| 0,56
YELOO5C | VAB2 Vac8p bindendes Protein (31 kDa) 2,60+ 1,11 | 0,01240 2,27 | 0,47
YDR265W | PEX10 | peroxisomales Assemblierungsprotein - Peroxin 2,57+ 0,31 | 0,04490 2,54 | 0,75
YFRO30W | MET10 | Untereinheit der assimilatorischen Sulfit-Reduktase 2,50+ 0,22 | 0,01620 2,26 | 0,88
YORO005C | DNL4 | ATP-abhangige DNA-Ligase 2,45+ 0,07 | 0,03125 2,03 | 0,59
YHROO1W | OSH7 | Ahnlichkeit zu Keslp; benachbart QCR10 2,39+ 1,45 | 0,05366 1,44 | 0,44
YDR242W | AMD2 | Amidase 2,21+ 0,07 | 0,04695 2,54 | 0,59
YMROOOW schwache Ahnl. zum regulatorischen Protein mmsRRPaus 2,19+ 0,73 | 0,05322 2,17 | 0,75
aeruginosa
YMR114C Ahnlichkeit zu den konservierten Proteinen yogW und yoaM 2,19+ 0,28 | 0,03919 2,06 | 0,59
YMR104C | YPK2 Protein-Kinase 2,15+ 0,61 | 0,05141 1,94 | 0,44
YDR236C | FMN1 | Riboflavin-Kinase 2,09+ 0,07 | 0,04733 1,78 | 0,66
YGL154C | LYS5 Aminoadipat-Semialdehyddehydrogenase, kleine Unter&inhe 2,00+ 0,25 | 0,05560 1,56 | 0,69
(a- Aminoadipat-Reduktase)

Tabelle 5.20: Angereicherte ORFs, die sich im Genom am né&chsten zu LTRifiigen von re-
trotransposalen Elementen befanden, und die ebenfalls ein HDOA-Studie von UPF123 -Mutanten
[LELIVELT und QULBERTSON1999] eine reproduzierbare Anreicherung aufwiesen. Dieella stellt einen Aus-
schnitt von 136 angereicherten ORFs dar, die in Distaneberig zu LTR-Untereinheiten standen.

5.1.9.7 Anreicherung retrotransposabler Elemente, ihrer TR-Sequenzen und ihnen be-
nachbarter ORFs

In der Mutante zeigten Transkripte signifikante Anreicimgen, die von retrotransposablen
Elementen (Ty-Elemente, abgeleitet von , Transposon Yesistmmten.

Die zugehdrigen chromosomalen Sequenzen der Ty-Elemedtasinterschiedlichen He-
festammen an verschiedenen Stellen positioniert, da si€&higkeit zur Transposition besit-
zen, d.h. sich in unterschiedliche Stellen des Chromosamasieauen. Ty-Retrotranspositionen
ahneln in ihrem Verlauf dem Einbau retroviraler DNA in dasnG®. In beiden Fallen wird die
codierende DNA durch reverse Transkription eines RNA-metiates erzeugt. Wie bei retrovi-
raler DNA werden bei den Ty-Elementen djag- undpol-analogen Sequenzen von terminalen
Wiederholungssequenzen (,Long Terminal repeats = LTRsthalsd-Sequenzen bezeich-
net) flankiert. Im Hefegenom exisiteren ca. 36 Kopien vorElgmenten. Dazu kommen etwa
hundert unabhangige LTR-Elemente, die von friheren Retrgp@sitionen herrtihren.

Die Einteilung angereicherter Transkripte in Genfunksigmuppen (siehe Abbildung 5.35)
enthielt eine Gruppe von Ty-Element-Transkripten undrilifeRs (Zusammen im folgenden
als Ty-LTRs bezeichnet), die durchschnittlich 4% aller angdherten Probensatze ausmachte.

Das Diagramm in Abbildung 5.40 zeigt 48 angereicherte TRR&TDabei war die Anzahl
unabhangig von der Hohe des Anreicherungsfaktors FC in cirBéreichen einer absteigen-
den FC-Wert-Verteilung. Von den insgesamt 442 Probensatelche auf dem Hochdichte-
Genchip S98 Ty-LTR-Sequenzen reprasentieren, zeigten313%)(einen FC-Wert Uber 1,7,
229 Probensatze (51%) lagen uber 1,3; in einem FC-WertviadteffC[0,8 ... 1,2], welches
nicht regulierte Probensatze reprasentierte, lagen 20BeRsétze (46 %); Zehn Ty-LTR-
Probensatze (2%) lagen bei FC-Werten unter 0,7. Diese Watteverdeutlicht, dass gegen-
Uber dem nicht regulierten Anteil wesentlich mehr der TyREProbenséatze in §3 angereichert
erscheinen als abgereichert.
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101 (19%) der hochst angereicherten 533 Probensatze zemgezessanter Weise grol3e
Nahe zu den Ty-Elementen oder den von ihnen stammenden LijikeBeen. Besonders eine
5-Lage des Ty-LTRs strangaufwarts vor dem betrachteten Gikrkte dessen Anreicherung.
Auch eine 3'-Orientierung oder eine Position auf dem komaetaren DNA-Strang bewirkte
eine Hoherexpression des ORFs. Der grof3te Teil dieser TyAdhen ORFs fand sich an te-
lomerfernen Chromosomenbereichen. An telomernahen Ty&iieen konnte nicht eindeutig
unterschieden werden, ob der beobachtete Anreicherdalgseiirch das Telomer, das nahe
Ty-LTR-Element oder synergistisch durch beide Effekte seibflusst war. Von diesen 101
Ty-LTR-nahen ORFs reicherten sich 40 (40%) auch bei Verlustid®--Gen-Funktionen an.
Einen Ausschnitt aus dieser Gen-Gruppe zeigt Tabelle 2u2f@élistete Gene sind unmittelbar
benachbart zu Ty-LTR-Elementen). Diese Tatsache verdhttidass auch der Ursprung der
Anreicherung von Ty-LTR-nahen ORFs mit dem NMD-mRNA-Abbauwedkniipft ist.

5.1.9.8 Die Serin(AGA)-tRNAs

In der HDOA-Analyse erwiesen sich die Transkripte codidriir verschiedene Varianten der
Serin-tRNAs (Basentriplett AGA) unter allen tRNAs als am hdehsangereichert in §. Dies
verdeutlicht das mRNA-Profil aller FC-Werte von tRNA-Proberea in Abbildung 5.42. Die
Namen anderer tRNAs aul3er den Ser(AGA)-tRNAs sind aus Platdgn an der Basis der
Balkendiagramme nicht angegeben.

2,5

0,5 1 |

Ser(AGA)-tRNAs gesamte tRNA-Verteilung des Gg;-Transkriptoms

Abbildung 5.42: Serin(AGA)-tRNA-Expressionen img{Transkriptom. Angegeben sind die
zugehorigen mittleren FC-Faktoren.

1 tS(AGA)M; 2: tS(AGA)L; 3: tS(AGA)J (3’ neberHYPD); 4: tS(AGA)E (3’ neberHYP2);
5:tS(AGA)D3; 6: tS(AGA)D2; 7: tS(AGA)D1; 8: tS(AGA)B; 9: tS(AGA)A.
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5.1.9.9 Abreicherung mitochondrialer Transkripte

Die Einteilung von abgereicherten ORFs in Funktionsgru
| 9 9 ohrs i IriPREbelle 5.21: —
(SIE‘he AbSChr"tt 51921) el’gab be| E|nbe2|ehung a“elﬂ- Auswahl von mitochondrialen unterex-
Experimente einen Gen-Anteil von 23 %, der in mitochondriallfimierter:jORFS ind@l- Entha::endsinld
. . . . ORFs codiert auf dem mitochondrialen
Stoffwechselvorgange involviertist. Tabelle 5.22 listetORFS 5.0m und den Chromosomen. Hellgrau
auf, die zu dieser Gruppe mitochondrialer Gene gehdren. unterlegte Gene wurden auch in den
Enthalten sind ORFs mit den niedrigsten gemessenen EgLein-2D-Gel-Analysen der Mutante
) ) ) _abgereichert gefunden. Die dunkelgraue
pressionsraten ingz, von denen neun auf dem mitochondrial@mterlegung vory HM2kennzeichnet das
Genom codiert sind, die tbrigen chromosomal. Die gerir@pn als Suppressor deg;X5Phanotyps
: : OV OUNG 1998].
stgn Expressionsraten wiesen Cytochrom-c Omdgse .(Unte ) Die beiden hinteren Spalten ent-
heit I) aus dem Atmungskettenkomplex IV sowie die ebefuten Vergleichsinformationen einer
falls mitochondrial codierte Untereinh€XOB(CYTB aus dem Hefe-genomweiten  — Array-Studie
. Uber anaerobisch induzierte Gene
Cytochrom-bcl-Komplex auf. Auf dem Mikro-Array S98 wWay wasr etal. 2002] mit Angabe des
ren insgesamt sechs verschiedene Probensatze codiemenghfgicherungsfaktors FC  (Quotient
. anaerobisch/aerobisch). Die letzte Spalte
dasCOXXGen vorhanden, die ohne Ausnahme stark abge[gl- i -nnet ORFs, die sowohl in der
chert in allen durchgefiihrten Experimenten gefunden wurdeg;-Studie als auch bei Anaerobie

Dies deutet auf die hohe Reproduzierbarkeit der Messung(ffir Vergleich zu ~aeroben Bedin-
gungen) herunterreguliert gefunden

dasCOXLGen hin. wurden. Die beiden letzten Eintrage
In Anbetracht der Abreicherung von sieben mitochondridr Tabelle wurden miteinbezogen,
codierten ORFs und dem Fehlen weiterer mt-DNA-ORFs anle% ?Pair]sklrﬁ;?opr:ztéiger?sbcirgfl;gﬁ u;;gr
Probensatze auf dem Genchip S98 (Affymetrix) konnte m@iiP-Synthase-Komplex-Einheiten  zu
vermuten, dass die generelle Expression von Genen desSHie™
tochondrialen Genoms in dp bei beiden Temperaturstufen beeintrachtigt war. Dabei be-
stand die Moglichkeit, dass die Stabilitat oder Funktigdtldes mitochondrialen Genoms
in der Mutante gestort war. FlUr diese Hypothese sprach didd&dung, das¥HM?2 den
temperatur-sensitiven Phanotyp der Mutantg @ einer Single-Copy-Suppressor-Analyse
teilweise unterdriicken konnte PUNG 1998]. Das zugehdrige Protein bindet an die innere
Mitochondrienmembran und ist an der Stabilisierung de®chibndrialen Genoms beteiligt
[CHO et al. 1998].YHM2war in den HDOA-Analysen der Mutantenstamme stets hemeter
guliert FC = —1,69). Interessant war, dass dieses Gen als einziges mithoitdcialer Funk-
tion in einer Gruppe von 41 ORFs enthalten war, die sich in d@OH-UPF123"-Studie von
[LELIVELT und QULBERTSON1999] als reproduzierbar unterexprimiert herausstellten
40% (=16 ORFs) dieser 41 Gene waren auch unter den heruntiéerégn Genen der £3-
Genchipstudie zu finden und sind in Tabelle 5.22 aufgeligiebeachten ist dabei, dass insge-
samt durchschnittlich 270 ORFs in degGJiutanten-Stdmmen als unterexprimiert gefunden
wurden (vgl. Tabelle 5.12).

5.1.9.10 Ubereinstimmungen aus proteomischer und transkstomischer Analyse

Auf Transkriptom-Ebene konnten die Ergebnisse aus prassabrar Analyse, die die Unterex-
pression von Untereinheiten mitochondrialer Atmungske&mplexe ergeben hatten, zu ei-
nem Grol3teil bestatigt werden. In Tabelle 5.21 sind ORFgfallunterlegt, die ebenfalls auf
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Ausschnitt unterexprimierter mitochondrialer Gene aus demTranskriptom der HYP-Mutante Gg;

ORF ‘ Gen ‘ Beschreibung FC+ SD ‘ I(TACnox.li) ANoX|
Q0045 COX1 Cytochrom-c-Oxidase Untereinheit I (mt-DNA, 13848-13988) -19,61+ 10,381

Q0045 COX1 Cytochrom-c-Oxidase Untereinheit | (mt-DNA, 20508-20984) -18,18+ 3,967

Q0045 COX1 Cytochrom-c-Oxidase Untereinheit | (mt-DNA, 23612-23746) -8,33+ 6,111

Q0045 COX1 Cytochrom-c-Oxidase Untereinheit | (mt-DNA, 26627-26701) -5,88+ 6,574

Q0045 COX1 Cytochrom-c-Oxidase Untereinheit | (mt-DNA, 26228-26530) -5,26+ 4,155

Q0060 Al3 DNA-Endonuclease ai3 (mt-DNA, 18992-19996) -5,88+ 5,190

Q0085 ATP6 F1Fo-ATPase-Komplex, f~A-Untereinheit (mt-DNA, 28487-29266) -13,89+ 0,579

Q0130 OLI1 F1Fo-ATPase-Komplex, f~Untereinheit 9 (mt-DNA, 46723-46953) -7,69+ 5,858

Q0105 CcOB Ubiquinol-Cytochr.-c-Red.ase (Cytochr.B) (mt-DNA, 43283647) -10,00+ 4,700

Q0105 COB Ubiquinol-Cytochr.-c-Red.ase (Cytochr.B) (mt-DNA, 40841093) -5,88+ 3,460

Q0105 COB Ubiquinol-Cytochr.-c-Red.ase (Cytochr.B) (mt-DNA, 39129217) -5,26+ 3,324

Q0105 COB Ubiquinol-Cytochr.-c-Red.ase (Cytochr.B) (mt-DNA, 36536954) -5,26+ 3,490

Q0105 CcOoB Ubiquinol-Cytochr.-c-Red.ase (Cytochr.B) (mt-DNA, 42508561) -4,35+ 3,214

Q0055 Al2 COX1-Intron-2-Protein (mt-DNA, 16473-18830) -4,76+ 4,218

Q0080 AAP1 F1Fo-ATPase-Komplex, i~Untereinheit 8 (mt-DNA, 27666-27812) -4,55+ 1,674

Q0250 COX2 Cytochrom-C-Oxidase Untereinheit Il (mt-DNA, 74495-75622) -2,22+ 0,691

Q0140 VAR1 mitochondriales ribosomales Protein (mt-DNA, 48901-50097) -2,944+ 1,990

YJLI33W | MRS3 mitochondriales Carrier-Protein -4,55+ 0,207 | -1,07
YKLO29C | MAE1 mitochondriales Malat-Enzym -4,55+ 0,413 | 1,34
YELO33W schwache Ahnlichkeit z6auroleishmanianitoch. ORF-5-Protein -4,00+ 1,920 | -2,39 a
YKLO16C | ATP7 ATP-Synthase d-Untereinheit -3,57+ 0,472 | -1,81 | a
YDL181W | INH1 ATPase-Inhibitor -3,45+1,189 | -1,72 | a
YNLO52W | COX5A | Cytochrom-c-Oxidase, Kette Va -3,454+0,844 | -3,15 | a
YLLO41C | SDH2 Succinatdehydrogenase (Ubiquinon), Eisen-Schwefdl-Pro -3,33+ 0,167 | -2,15 | a
YDLOO4W | ATP16 | ATP-Synthasé-Untereinheit -3,134+ 0,684 | -1,92 | a
YORO65W | CYT1 Cytochrom c1 -3,03+ 0,055 | -7,04 | a
YDR377W | ATP17 | ATP synthase f-Untereinheit -3,03+0,735 | -1,64 | a
YBRO39W | ATP3 y-Untereinheit der mitochondrialen ATP-Synthase -3,03+ 0,643 | -1,72 | a
YKL148C | SDH1 Flavoprotein-Untereinheit der Succinatdehydrogenase -2,944+ 0,433 | -2,20 | a
YKL141W | SDH3 Succinatdehydrogenase, Cytochrom b -2,86+ 0,327 | -1,57 | a
YFRO49W | YMR31 | mitochondriales ribosomales Protein (precursor) -2,784+0,849 | -1,76 | a
YJR144W | MGM101 involviert in die Erhaltung des mitochondrialen Genoms -2,784+ 0,270 | -1,25
YGL187C | COX4 Untereinheit IV der Cytochrom-c-Oxidase -2,784+0,309 | -4,46 | a
YPRO20W | ATP20 Untereinheit G der mitoch. fp-ATP-Synthase (Dimerform) -2,78+ 1,080 | -2,60 a
YDL198C | YHM1 bendtigt fur die Erhaltung des mitochondrialen Genoms -2,70+ 0,584 | -2,49 | a
YELO24W | RIP1 Rieske-Eisen-Schwefel-Prot. des mitoch. Cytochrom-bcinlexes -2,70+ 0,095 | -4,24 | a
YDR298C | ATP5 ATP-Synthase Untereinheit 53 ; verleiht Oligomycin- Sensitivitat -2,63+ 0,097 | -2,66 | a
YML120C | NDI1 mitochondriale NADH-Ubiquinon-6-Oxidoreduktase -2,63+ 0,277 | -2,32 | a
YDR178W | SDH4 Succinatdehydrogenase, Membrananker-Untereinheit -2,63+ 1,177 | -2,22 a
YLR295C | ATP14 | ATP-Synthase, Untereinheit h -2,444+0595 | -1,94 | a
YOR176W | HEM15 | Ferrochelatase (katalysiert letzten Schritt der Ham-3seh -2,444+ 0,357 | 1,3
YDLO66W | IDP1 mitochondriale Form der NADP-spezifischen Isocitratdebgdnase -2,444+0,297 | -1,36 | a
YPL271W | ATP15 | nukleares Gen fiir die ATP-Synthasédntereinheit -2,444+0,476 | -1,67 | a
YPR191W | QCR2 40 kDa-Ubiquinol-Cytochrom-c-Reduktase Hullen-Protein 2 -2,444+ 0,714 | -2,06 a
YPLO78C | ATP4 F1Fo-ATPase-Komplex, f~Unterienheit 4, mitochondrial -2,38+ 0,227 | -2,02 | a
YKL150W | MCR1 NADH-Cytochrom-b5-Reduktase -2,38+0,340 | -2,12 | a
YJR048W | CYC1 Iso-1-Cytochrom-c -2,33+ 0,487 | -22,22 | a
YILO70C MAM33 | mitochondriales saueres Matrix-Protein -2,33+1,514 | -197 | a
YJL208C NUC1 mitochondriale Nuklease -2,27+ 0,517 | -2,23 a
YJLO63C | MRPL8 | mitochondriales ribosomales Protein MRPL8 (YmLS8) -2,22+0,840 | -1,80 | a
YLR395C | COX8 Cytochrom-c-Oxidase, Kette VIII -2,17+0,236 | -3,40 | a
YKRO66C | CCP1 Cytochrom-c-Peroxidase -2,17+0,709 | 1,88
YGL191W | COX13 | Untereinheit Vla der Cytochrom-c-Oxidase, interagierzsipenit ATP -2,084+0,694 | -2,69 | a
YDL067C | COX9 Untereinheit Vlla der Cytochrom-c-Oxidase -2,04+ 0,392 | 1,24
YPRO58W | YMC1 mitochondriales Transportprotein -2,00+ 0,120 | -1,04
YGR183C | QCR9 7,3 kDa-Untereinh. 9 des Ubiquinol-Cyto.-c-Oxidoredwsiedlompl. -2,00+0,240 | -1,73 | a
YKL142W | MRP8 mitochondriales ribosomales Protein -1,92+ 0,518 | 1,1
YMRO081C | ISF1 UPF1-regulierende Funktion auf mRNA-Turnover-Ebene -1,92+ 1,036 | 1,63
YLRO38C | COX12 | Untereinheit VIb der Cytochrom-c-Oxidase -1,92+ 0,259 | -4,85 | a
YMR256C | COX7 Untereinheit VII der Cytochrom-c-Oxidase -1,894+ 0,214 | -3,44 | a
YBL045C | COR1 44 kDa-Hauptproteinn der Coenzym-QH2-Cytochrom-c-Redigkta -1,854+ 0,446 | -3,73 | a
YML091C | RPM2 Untereinheit der mitochondrialen RNase P -1,854+ 1,029 | -1,86 a
YDL078C | MDH3 Malatdehydrogenase -1,85+0,274 | -1,39 | a
YER141W | COX15 | Cytochrom-Oxidase-Verbindungsfaktor -1,79+ 0,274 | -1,03
YDR529C | QCR7 Ubiquinol-Cytochrom-c-Oxidoreduktase, Untereinheit Z kDa) -1,79+ 0,415 | -2,65 | a
YMRO0O56C | AAC1 mitochondrialer ADP/ATP-Translokator -1,79+ 0,446 | -1,00
YNL137C | NAM9 mitochondriales ribosomales Protein, kleine Untereinheit -1,79+ 0,089 | -1,68 | a
YMRO72W| ABF2 HMG-1-Protein, mitochondrial -1,79+ 0,383 | 1,53
YBRO084W | MIS1 mitochondriale C1-Tetrahydroflat-Synthase -1,75+ 0,154 | -1,30 | a
YBR251W | MRPS5 | mitochondriales ribosomales Protein, kleine Untereinheit -1,75+ 0,523 | -1,21
YORO045W | TOM6 Komponente des mitoch. Protein-Translokations-Komplexes -1,75+ 0,708 | -1,24
YMLO81C-A ATP18 | Protein assoziiert an ATP-Synthase -1,75+ 0,154

YMR241W| YHM2 mtDNA stabilisierendes Protein, innere Mitochondrienmembra -1,69+0,115 | -1,72 | a
YJR121W | ATP2 F1Fo-ATPase-Komplexp-Untereinheit, mitochondrial -1,37+ 0,038

YLR393W | ATP10 | essentiell fiir den Zusammenbau einer funkt. mitoch. ATPase -1,35+ 0,073

YBLO99W | ATP1 mitochondriale FFy-ATPase o-Untereinheit -1,16+ 0,041

YJL180C | ATP12 | essentiell fir den Zusammenbau einer funktionelleFPase -1,02+ 0,479

YNL315C | ATP11 | essentiell fir den Zusammenbau einer funktionelleiFPase 1,07+ 0,120
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CKI

‘ ORF Gen I Beschreibung FC+SD ‘ AVg.FCY goord
YOL155C Ahnlichkeit mit Glucan-1,4a-glucosidase Stalp YARO66w | -3,47+ 0,866 | 0,74 -0,44
YOL154W | ZPS1 Zink- und pH-reguliertes Oberflachenprotein, Glykopnotei | -2,65+ 0,537 | 0,56 -0,63
YML123C | PHO84 | Transporter fiir anorganisches Phosphat -2,39+ 1,441 | 0,27 -1,00
YLR359W | ADE13 | Adenylosuccinatlyase -2,36+ 1,028 | 0,72 -0,50
YERO72W | VTC1 | vakuolares Transporter-Chaperon, homolo@zpombéNrflp | -2,03+ 0,269 | 0,55 -1,00
YEROO3C | PMI40 | Mannose-6-phosphatisomerase -1,84+ 0,156 | 0,68 -0,47
YMR241W| YHM2 | mtDNA stabilisierendes Protein, innere -1,70+ 0,125 | 0,67 -0,41
Mitochondrienmembran

YBRO72W | HSP26 | Hitzeschock-Protein 26 -1,704£ 0,391 | 0,77 -0,44

YJL012C | VTC4 schwache Ahnlichkeit zum regulatorischen Protein Pho81p| -1,68+ 0,074 | 0,63 -0,53
vakuolare Membran

YDR280W | RRP45 | mdgliche 3'->5-Exoribonuklease, Komponente des -1,63+ 0,115 | 0,81 -0,41
Exosomen-Komplexes

YJR118C | ILM1 uncharakterisierter Transporter, Null-Mutante zeigt -1,57+ 0,305 | 0,71 -0,44
Wachstumsdefekt auf vergarbaren Kohlenstoffquellen

YNL110C | NOP15| nukleolares Protein, inv. in Ribosomen-Biosynthese -1,574+ 0,104 | 0,77 -0,41

YER146W | LSM5 Sme-artiges Protein, inv. in mMRNA-Abbauwegen -1,56+ 0,066 | 0,79 -0,44

YDLO84W | SUB2 | ATP-abhéngige RNA-Helikase, pre-mRNA-Splicing-Faktor, | -1,48+ 0,440 | 0,77 -0,41
inv. in MRNA-Kern- Export

YDR492W unbekannte Funktion, starke Ahnlichkeit zum hypothet. -1,48+ 0,043 | 0,81 -0,44
Protein YOLO002c

YJL111W | CCT7 | Komponente des cytosol. Chaperonin-Cct-Ringkomplexes | -1,43+ 0,150 | 0,74 -0,41
(Cytoskelett-Biogenese)

Tabelle 5.22:16 abgereicherte RNA-Spezies (40 %) in der Punktmutagie die ebenfalls im Datensatz der
41 (100 %) herunterregulierten ORFs einer genomweitenskrgstionsprofilanalysen voPF123 -Mutanten
[LELIVELT und QULBERTSON1999] enthalten waren.

(1): Angabe des Anreicherungsfaktors ,Avg.FC" und des Béprierbarkeit-Indikators ,CKI score* aus der
UPF123 -Studie.

Das hellgrau unterlegte GétSP26wurde in der Proteinexpressionsstudie mitochondrialetefre nach Kultur-
Inkubation bei 37°C als in den Mutantenstammen unterexprtrgefunden.

Die dunkelgraue Unterlegung kennzeichnet erneut das 8spprgery HM2des Cétf)—Phanotyps [YuNG 1993].

Proteinebene abgereichert gefunden wurden.

Wiedergefunden wurden folgende Untereinheiten aus demuAgskettenkomplexen:
- ATP-Synthase-KomplexATP4, ATPUndATP16

- Cytochrom-bc-1-KomplexQRC2 QCR7,

- Succinat-Dehydrogenase-Kompl&SOH1

Desweiteren konnte die Abreicherung des 26kDa-Hitzedgiroteins Hsp26p auf Transkrip-
tomebene ebenfalls bestétigt werden (Tabelle 5.22). DasM@eauch unter den reproduzierbar
abgereicherten 41 Probensézten im Datensatz veni{lELT und QULBERTSON1999] enthal-
ten.

5.1.9.10.1 Vergleich mit anoxischen Daten

Zellen unter anaeroben Bedingungen besitzen wie beetae abgeschwéachte mitochondriale
Atmungsaktivitat. Ein Grol3teil der am starksten abgemsiten Gene wies analoges Verhalten
in einer genomweiten Studie zur Reaktion v®accharomyces cerevisiaelf Sauerstoffaus-
schluss auf. Dieses Ergebnis spiegelt sich reprasentatien 70 am starksten abgereicherten
ORFs von Tabelle 5.1.9.9 (Spalten 6 und 7) wider, in der Engsbraus der Anoxie-Studie
[KWAST et al. 2002] (Probenséatze von mitochondrial codierten Gesed dort nicht berick-
sichtigt) enthalten sind. Dabei waren von den 70 Probeaesat(59%) in beiden Datensatzen
deutlich abgereichert.

Der umfassendere Vergleich mit den anoxischen Transkngébten verdeutlichte aber, dass
ein Grof3teil der unter Ausschluss von Sauerstoff mittetstaler schwécher abgereicherten
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Abbildung 5.43:Uberlappung angereicherter Transkripte in dgi-8DOA-Analyse mit denen von
upfA-Stammen [HE et al. 2003] und Hefestammen unter anaeroben BedingungengKet al. 2002].
In das Venn-Diagramm wurden nur akkumulierende Transkripte auglggrStudien mit einem FC-
Faktor> 1,7 und einem p-Wert unter 0,065 einbezogen.

ORFs nicht unter den abgereicherten Transkripten Reiz@ finden war. Von insgesamt 250
signifikant abgereicherten ORFs Uberlappten 20% mit der fnsSiudie.

Es stellte sich auch die Frage, ob das Muster angereichbBeskripte in der Mutante
kausal durch die eingeschrénkte mitochondriale Atmungemitrsacht war. Daher wurden die
angereicherten Transkripte ebenfalls mit denen des artfexisDatensatzes verglichen.

Abbildung 5.43 zeigt die Uberlappung der 533 signifikanteregcherten Probensatzen mit
335 ORFs, welche bei Sauerstoffausschluss akkumulierteva§K et al. 2002]. In den Ver-
gleich wurde die gemittelte Zahl angereicherter ORFs wpfé-Stammen [H et al. 2003]
einbezogen. 384 (72%) dieser Transkripte waren auchsifSEEmmen angereichert. Dagegen
wurden im Vergleich zur Anoxiestudie nur 56 gleiche Traiystier (11%) gefunden. Dies zeigt,
dass das Anreicherungstranskriptom vafy Gicht durch eine ausfallende mitochondriale At-
mung ausgelost wird.

5.1.9.11 Uberlappung von Transkriptgruppen

In den vorhergehenden Unterabschnitten wurden Zusammgahder Anreicherung von
MRNA-Molekilen in Gy mit einer Defizienz des NMD-Abbauweges aufgezeigt. Es wur-

Datengrundlage: 533 hdchst angereicherte ORFs in £
. subtelo- nahe| .

533 (100 %) NMD-1 | bei An? ; ) nicht sub-

Defizienz| aerobie merisch | Ty-LTR telomer

NMD-DefizienZ 384 (72,1 %) - 49 182 73 127
bei Anaerobié 56 (10,5 %) 49 — 22 10 24
subtelomerisch 165 (31 %) 81 39 — — -
nahe Ty-LTR 101 (18,9 %) 33 19 - — —
nicht subtelomer 219 (41,1 %) 55 44 — — —

Tabelle 5.23Anteile der gefundenen Effekte an den am héchsten exptieni&id3 Probensatzen ingGund

deren Effektanteil-Uberlappung.
(1) Daten basieren auf Vergleich mit der HDOA-Analyse wpfi—-Mutanten [He et al. 2003].

(2) Daten aus der genomweiten Analyse von anaerobischierterz Genen in Backerhefe {#asT et al. 2002].
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de eine Einschrankung des telomeren Positionseffektégefasllt, die bei Ausfall deUPF-
Genfunktionen ebenfalls beobachtet wurde. Wie gezeigktavsich die Lage von ORFs nahe
an Ty-LTR-Sequenzen auf die Akkumulation aus. Ty-LTR-Eletaeselbst zeigten ebenfalls
eine signifikante Anreicherung.

Die beschriebenen Gruppen angereicherter TranskriptgereUberlappungen. In diesem
Zusammenhang stellt Tabelle 5.23 die Aufteilung der 533uaikilierenden Transkripte dar.
Die jeweiligen Anteile von ORFs aus den einzelnen Gruppeal{&p 3-7) an der jeweiligen
betrachteten Effektgruppe (Spalte 1) sind angegeben.kémeen ist: Etwa 47% (182 von 384)
der mit der NMD-Studie Uberlappenden ORFs waren subtelecteldkalisiert gegentber 33%
(127) nicht telomerischen. Ein Anteil von 73 (19%) Ty-LTRhea ORFs an dieser Gruppe
wurde deutlich.

Ein Beispiel, in der ein Grol3teil der Mitglieder einer Genfenakkumuliert in mehre-
ren Effektgruppen gefunden wurde, stellte das Expressevhalten der Seripauperin- und
Zellwand-Manno-Genfamilie dar. Zu ihr gehoren éaU-, DAN-, TIR- und TIP-Gene. Ins-
gesamt werden 24 ORFs in der Seripauperinfamilie zusamrfasgjevon denen ein Grol3-
teil chromosomal subtelomerisch codiert ist und ahnlicimeifosauresequenzen besitzt. Ihre
Genfunktionen sind kaum geklart, werden aber mit der Sargs®ort auf verschiedene aulie-
re Reize in Verbindung gebracht. VieRAU- und DAN-Transkripte akkumulierten in £, in
upf-defizienten Hefestammen gt al. 2003] sowie unter Sauerstoffausschluss (gezeigt von
[RACHIDI et al. 2000] und im Genchipdatensatz vongKsST et al. 2002]). Eine Tabelle, wel-
che die Akkumulation der Seripauperingruppe verdeutlishim Anhang enthalten (s. Anhang,
Abschnitt 7.2, S. 197).

5.1.9.12 Hinweise auf weitere Hypp-Funktionen aus den Gehip-Daten

Die Einteilung angereicherter Transkripte in Untergrupped die Analyse ihrer Uberlappun-
gen identifizierten eine Transkriptgruppe aus 52 Mitglred®iese waren weder in den Gen-
chipdatensatzen vompf-defizienten Hefestimmen angereichert noch nahe an demdieda
oder Ty-LTR-Elementen codiert. Ebenfalls akkumulierteaséi mMRNAs nicht unter anaero-
ben Bedingungen [WAST et al. 2002]. Diese 52 ORFs konnten daher im Zusammenhang mit
weiteren Zusammenhangen der Hypp-Funktion gesehen weites Zusammenstellung der
Transkripte mit den relativ hochsten Anreicherungen di€eppe, zu denen einige Vertreter
der Hexosetransporter-Familie XT-Gene) gehdrten, listet Tabelle 5.24 auf. Genchipdaten zu
allen 52 ORFs finden sich im Anhang auf Seite 198.
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ORF [ Gen | Beschreibung | FCESD|Dp |

YDR345C HXT3 [ hochaffiner Glukose-Transporter 5,77+ 1,19 | 0,00139
YPL198W RPL7B | ribosomales Protein L7B (L6B) (rp11) (YL8) 3,874+ 0,77 | 0,02461
YHR092C HXT4 | hochaffiner Glukose-Transporter 3,79+ 0,33 | 0,01276
YHR094C HXT1 | hochaffiner Hexose(Glukose)-Transporter 3,734+ 1,54 | 0,06364
YFLO26W STEZ2 a-Faktor-Pheromon-Rezeptor (sieben Transmembranhglice3,38+ 0,69 | 0,01190
YDR461W MFA1 a-Faktor-Paarungs-Pheromon (Precursor) 3,24+ 0,68 | 0,0650

YHR160C PEX18 | Protein-Peroxysom-Zielsteuerung 3,204+ 0,72 | 0,05100
YJR094C IME1 Masterregulator der Meiose 3,08+ 0,16 | 0,02561
YKL101W HSL1 Prtl)lteiﬂl-Kinase mit Rolle beim &M-Ubergang des 3,07+ 0,65 | 0,02473

Zellzyklus

YDL024C DIA3 Protein mit unbek. Funktion, involviert beim invasiven und| 2,94+ 0,35 | 0,01012
pseudohyphalen Wachstum

YJR157C FAR1 Faktor-Arretierungs-Protein 2,90+ 0,81 | 0,04951
YHR164C DNA2 | DNA-Replikation-Helikase 2,86+ 0,18 | 0,05310
YHR164C MSR1 | Arginyl-tRNA-Synthetase 2,864 0,38 | 0,05155
YMRO11W HXT2 hochaffiner Hexose-Transporter 2 2,85+ 0,73 | 0,03611
YHR082C KSP1 | Ser-Thr-Proteinkinase 2,794+ 0,59 | 0,02158
YHR154W RTT107| Regulator der Tyl-Transposition; etabl. stilles Chromati 2,774+ 0,18 | 0,05500
YHR109W CTM1 | Cytochrom-c-Methyltransferase 2,74+ 0,83 | 0,03661
YFLO34C-A | RPL22B ribosomales Protein L22B (L1c) (rp4) (YL31) 2,454+ 0,84 | 0,04112
YLR382C NAMZ | mitochondriale Leucyl-tRNA-Synthetase 2,29+ 0,76 | 0,02011
YHR024C MAS2 | 53 kDa-Untereinheit der mitochondrialen 2,23+ 0,69 | 0,05501

Prozessierungs-Protease
YDRO60W MAK21 | essentiell fir die Biogenese des 60S-Ribosomen-Untesitinh2,21+ 0,94 | 0,04881
YPLO12W RRP12 | benétigt fur normale pre-rRNA-Prozessierung 2,16+ 0,98 | 0,03321
YHR165C PRP8 | RNA-Splicing-Faktor 2,154+ 0,45 | 0,05666

Tabelle 5.2423 Gene aus der Gruppe von 52 ORFs, die im Zusammenhang nérereiAuswirkungen der
HYP2Mutation stehen. Die Eintrage sind nach ansteigendentengittFC-Wert sortiert.

5.1.10 Uberpriifung der Uberlebensfahigkeit von humanen ud hefeeigenerd YP-Mutanten

Zur Klarung der Frage nach der Uberlebensfahigkeit vgp-Z&llen bei permissiver und re-
striktiver Temperatur wurde ein MTT-Tetrazoliumsalz-Rkitilonstest durchgefuhrt (MTT =3-
(4,5-Dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyltetrazoliuBromid). Obwohl weithin angenommen wur-
de, dass MTT durch Dehydrogenasen von aktiven Mitochondniéebenden Zellen reduziert
wird, wurde gezeigt, dass diese Reduktionsaktivitat auanoteren zellularen Kompartimen-
ten als Mitochondrien auftritt. Ein gol3er Anteil des zeih@dn MTT-Reduktionsvermégens (bis
45%) wird jedoch Succinat-abhangig von mitochondrialehy@kogenasen gestellt
[BERNASund DoBRUCKI 2002], so dass der Test auch eine gewisse Aussage Uber die mi-
tochondriale Atmungsaktivitat der Zelle macht.

Gliltig bleibt, dass die Tetrazolium-Salz-Messung im MT3sAy als Quantifizierungsme-
thode angesehen wird, um Zell-Proliferation, Zell-Ubleeles-Vermogen und Cytotoxzitat zu
messen. So zeigtendbGsoNund BUTTON an Hefezellen die Korrelation der Zahl lebensfa-
higer Zellen mit der Menge des aus dem MTT gebildeten FormagdoDGSONet al. 1994].

In dem Assay wurden Kulturen aus unabhéangig isolierten 8&mder Mutante g und
dem entsprechenden Wildtyp verglichen. Es sei daran etindass dies einer heterologen
Expression der humanen Wildtyp-Form des Hypusin entha@éerProteins und der von die-
sem abgeleiteten Punktmutantg,& entsprach. Daher sollte auch Hyp2p-Wildtypstdmme in
die Uberpriifung einbezogen werden, was zum Einsatz der bésthriebenen Hefestamme
WDH(hum)TO, WDHyp2TO, WDH(@@;TO und WDHG,TO fluhrte (alle Plasmide standen in
diesen Stammen unter der Kontrolle des Tetracyclin-Odfafiators).
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Abbildung 5.44:MTT-Assay von Mutanten- und Wildtyp-Kulturen geziichtet permissiver und restriktiver
Temperatur. Von jeder Stammsorte wurden jeweils zwei uiadige Isolanten in Kultur-Triplikaten eingesetzt.
Die Inkubationsdauer mit MTT betrug drei Stunden. Danachdeerneut auf die gleiche Zellkonzentration von 5
10° Zellen/ml normiert und die OD bei 570 nm bestimmt, welcheportional zu der Menge des gebildeten blauen
Formazans ist. Uber dem Diagramm sind die absoluten ODei@ifizen zwischen Kulturen gleicher genetischer
Ausstattung bei 25°C und 37°C nach der Beziehung: |ODs7onnKosoc) — ODs7onm(Ks7c)| x 100 angegeben.
Die Standard-Abweichung der aus den Triplikatmessunglealtenen normierte®Ds7onnr\Werte entspricht den
Fehlerbalken.

Um eine signifikante Reduktion von MTT zum MTT-Formazan masaekonnen, befan-
den sich die zu Uberprifenden Hefe-Kulturen von Wildtyp dhdante in der mittleren expo-
nentiellen Wachstumsphase bei 25°C. Nach Verdinnung unaisarng aller Kulturen auf die
gleiche Zellzahl und Zugabe von MTT (c=5 mg/mL) wurden jds/@wei unabhangig isolierte
Hefestdmme mit gleichem genetischen Hintergrund sowal2%¢€ als auch bei 37°C fur drei
Stunden inkubiert. Danach wurde erneut auf die Zellzahinment und die Menge des gebilde-
ten Formazans photometrisch bestimmt. Der Versuch wureiendt wiederholt. Bei der Zell-
zahlnormierung war zu beachten, dasg-@ellen im Gegensatz zu Wildtyp- undgéZellen
morphologisch ein durchschnittlich grol3eres ZellvolurbesalRen.

In Abbildung 5.44 sind die gemittelten und normierten Alpmmswerte fur beide Stamm-
systeme dargestellt. Der Temperaturwechsel von 25 auf @@e sich nicht auf die Lebens-
fahigkeit der Wildtypkulturen aus, unabhangig davon, WwekWildtyp-Hyp-Protein sie expri-
mierten. Die Dehydrogenase-Aktivitat der WT-(HYP-humii&e lag generell leicht unterhalb
der in WT-(HYP2)-Zellen gemessenen. Die Werte der Hyp2pévite G, zeigten wiederum
eine reduzierte Formazanbildung, wobei kein Einfluss demperatur messbar war. Ein deut-
licher Abfall der Absorption war zwischenggZellen, die bei 25 und 37°C inkubiert wurden,
sichtbar. Dies ist in Abbildung 5.44 an den hohefeiVerten zwischen 4,2 und 7,2 fur die
Gg1-Saulen gegenub&-Werten um 1 fur die Gbrigen Hefestdmme ablesbar. DemnasadiIss
Ggi-Zellen bereits bei 25°C geringere Dehydrogenase-Akitieit gegeniber dem entsprechen-
den Wildtyp. Bei 37°C ist die mitochondriale Atmungsak#étitund die Lebensfahigkeit der
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Zellen, wie schon aus den Vorlauferexperimenten ersaththerabgesetzt.

5.1.11 Wachstumsverhalten auf sorbitolhaltigem Medium

Bei einer Charakterisierung von drei punktmutiertédP2Allelen [VALENTINI et al. 2002]
deutete die Auffindung voRKC1und von dreWSGGenen als Suppressoren der dort beobach-
teten Hochtemperatur-Phéanotypen auf eine Verbindungchwis Hyp2p und einem Stressant-
wortweg hin, der den Erhalt der Zellwand-Integritat mit inflesst. Dort erhéhte der Zusatz
von Sorbitol als osmotischer Stabilisator signifikant déhigkeit der td-YP2Mutante zum
Wachstum bei 37°C.

Um zu Uberprifen, ob die Mutantegizdes humanemYP in dem vorliegenden Stamm-
hintergrund (pRSG313-Plasmi@AL-Promotor) eine entsprechende funktionelle Beeintrach-
tigung der Zellwandintegritat aufwies, wurde ihr Wachsswerhalten bei Zusatz des osmoti-
schen Stabilisators Sorbitol getestet.

Eine 2%ige Sorbitolkonzentration im Vollmedium YEP-Gatae verbesserte wiederholt
das Wachstums vondg-Stammen bei permissiver oder restriktiver TemperatuntniBei 37°C
arretierte das Zellwachstum nach wie vor vollstandig.

5.1.12 Elektronenmikroskopische Untersuchung von @

In Erganzung zur Analyse der Mitochondrienfunktion undféng der Lebensfahigkeit von
Ggi-Zellen wurde durch eine elektronenmikroskopische Unigrang Einblick in die Mor-
phologie von Mutanten- und Wildtypzellen bei beiden Tenapanstufen gewonnen.

Untersucht wurden Wildtyp- und gz-Zellen aus den Hefestdmmen WDH(hum)Gal und
WDHGg; Gal geziichtet in Galaktose-SSM. Die Inkubation bei 25 bZAC3dauerte 6 Stunden
vor der direkt anschlieRenden Ernte der Zellen, die sphésbert und fixiert wurden.

Aus dem Vergleich von Wildtyp- und §3-Sphéaroplasten bei permissiver Temperatur (Ab-
bildung 5.45 A.-C.) wird deutlich, dass es irns{a&zur Biogenese von Mitochondrien kommt.
Anzahl und Form der Mitochondrien waren in den MutanterreBhnlich wie im Wildtyp.
Bei Betrachtung des gesamten Erscheinungsbildes der 25€3Ziell jedoch bei der Mutan-
te neben ihrem leicht hoheren Zellvolumen die stets geregéektronendichtestruktur vieler
Organellen einschliel3lich des Zellkernes auf. Dadurclewdie Abgrenzungen zwischen Zell-
kern, Vakuole, ER, Mitochondrien und Cytoplasma haufig weregesgepragt als im Wildtyp.
Die Mitochondrien erschienen in sehr vielen UberpriftemzEizellen der Mutante als dunkle
Aggregate vor hellem cytoplasmatischem Hintergrund, esatider Wildtyp ein gerade umge-
kehrtes Erscheinungsbild aufwies.

Nach Inkubation bei restriktiver Temperatur anderte siehMorphologie von (g;-Zellen
drastisch (Abb.5.45 D.). Im Zellkern wurden klare Veranohgren der Chromatinstruktur sicht-
bar, die an apopotische Zellkern-Phéanotypen erinnertendiBsen kommt es im Zuge einer
Chromatinfragmentierung zu einer morphologischen Unkexisibarkeit von maginiertem und
kondensiertem Chromatin.
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A. Wildtyp-Zellen,
HYP(hum)
exprimierend,
kultiviert bei 25°C

B. Ggj-Zellen,
kultiviert bei 25°C

C. VergroBerung
von Mitochondrien
in Gg1-Zellen,
kultiviert bei 25°C

D. Ggi-Zelle
nach 6-stiindiger
Inkubation bei 37°C

Abbildung 5.45: Elektronenmikroskopische Aufnahmen von
sphéroplastierten Gg-Zellen und Wildtyp-Zellen nach
Inkubation bei beiden Temperaturstufen in Galaktose-haltigem
Selektivmedium. In Bild D. sind Verdnderungen an der
Zellkern-Chromatinstruktur (Abgrenzung von marginiertem und
kondensierten Chromatin) sichtbar.

N: Zellkern; V: Vakuole; M: Mitochondria; ER: endoplas-
matisches Retikulum.

(Balken= 1 um)
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Abbildung 5.46: DAPI-Fluoreszenzfarbung desS.cerevisiasStammes WDH@Gal mit dem Plas-
mid pRSG31Ayp(hum)Ggi/HIS3 und dem entsprechenden Wildtypstamm WDH(hum)Gal (Plasmid
pRSG318lyp(hum) A(oben): Wildtyp-Zellen bei 25 °C; A(unten): Wildtyp-Zeh bei 37°C;

B: Ggi-Zellen 25°C; C: (g;- Zellen nach 6 stiindiger Inkubation bei 37°C.

5.1.13 Prifung auf apoptotisches Verhalten

In Abschnitt 5.1.10 wurde eine herabgesetzte Lebensféhigin Gsi-Zellen bei permissiver
und vor allem bei restriktiver Temperatur gemessen. Feraigte die EM-Studie Veranderun-
gen der Chromatinstruktur bei 37°C. Ausgehend von diesen Betloragen lag der Verdacht
nahe, dass es beg&Zellen im Zustand einer arretierten Zellproliferationfosterbeprozessen
kam. Wenn dem so ware, bliebe zu klaren, ob es sich um netinetsder apoptotische Vorgan-
ge handelte. Es ist bekannt, dass Hefezellen eine spe&iéiten Todesprogramm besitzen, das
z.B durch die heterologe Expression des apoptotischerktariensBAX fir das in Hefezellen
kein Homologes bekannt ist, aktiviert werden kann. Es komafttei zur Ausbildung von ty-
pischen Apoptosemarkern wie DNA-Fragmentierung, Chramkatidensation, Membranbl&s-
chenbildung und Externalisierung von PhosphatidylsdfirdeHLICH und MADEO 2000].

5.1.13.1 DAPI-Fluoreszenzfarbung und TUNEL-Assay

Um zu Uberprifen, ob es zu apoptotischen Vorgangen kam,emutdte nukledren morpho-
logischen Unterschiede zwischen Wildtyp und Mutante dubétiPl-Fluoreszenzfarbung der
Zellkerne weiter untersucht.

Kulturen in der frihlogarithmischen Wachstumsphase volity und Mutante @ wur-
den unterschiedlich lange (2,7 und 21 Stunden) bei 37°Chileku Die danach durchgefuhrte
DAPI-Fluoreszenzfarbung zeigte bei Zellen, die die Widoym von Hyp(hum)p exprimier-
ten, sowohl bei 25°C als auch bei 37°C eine normale Zellkerphologie bei Detektion von
scharfrunden Zellkernen in jeder Zelle. Dabei konnte klaiszhen kleineren punktférmigen
Fluoreszenzen, stammend von mt-DNA der Mitochondrien, dewd eigentlichen kompakten
Zellkernen unterschieden werden.

Die Verteilung fluoreszierender DNA-Kompartimente ig;&Zellen zeigte bei beiden Tem-
peraturen deutliche Unterschiede zum Wildtyp. Das Zelir@n erschien leicht erhdht gegen-
Uber dem Wildtyp, die Fluoreszenz der Zellkerne wirkte telutabgeschwécht und weniger
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Abbildung 5.47:TUNEL-Test auf freie 3'-OH-Enden erzeugt durch DNA-Strhrigche. Als Positivkontrolle

fungierten mit HO, behandelte Wildtypzellen, als Negativkontrolle (nichzeigt) Wildtypzellen kultiviert bei
25°C und 37°C.

A: Ggi-Zellen, geziichtet bei 25°C.
B: Ggi-Zellen nach Inkubation bei 37°C fiir 6 h.

C: Wildtyp-Positivkontrolle: Inkubation von Wildtypzelh in Gegenwart von $0, (3 mM) fiir 6 h.
D: Wildtyp-Zellen, inkubiert bei 37°C (6 h).

scharf abgegrenzt. Die Lage der Zellkern-FluoreszenznZdie war im Vergleich zum Wild-
typ bei beiden Temperaturstufen weniger zell-zentried arschien oft ndher an den Zellran-
dern.

Bei 37°C nahm der Anteil der Zellen zu, bei welchen eine asyinsthe Verteilung des
Chromatins mehr zur Kernhtille beobachtbar war (Anzeiche@Hfiomatinmarginierung). Mit
zunehmender Inkubationsdauer bei 37°C stieg dieser Agtbeihfalls. Bei einem Teil der Zel-
len schien die Zellkern-DNA-Fluoreszenz nicht vorhandesein. Anzahl und Starke der Mi-
tochondrien-Fluoreszenzen waren in der Mutante genetaiiné an der Zell-Peripherie, was
bei der Mutante zu einem Bild kleinerer punktierter Fluoegszn fuhrte. Die Fluoreszenz von
Wildtyp-Mitochondrien war ebenfalls periphar punktfégnjedoch mit geringerer Intensitat
als in Mutanten-Zellen.

DNA-Fragmentierung ist ein weiteres Kennzeichen fir Apspt ein Phdnomen, das in situ
durch TUNEL-Farbung sichtbar gemacht werden kann. In deshwerden freie 3'-OH-Enden
detektiert, die aus dem Bruch der DNA herriihrem{&IELI et al. 1992]. Als Positivkontrolle
fungierten Wildtypzellen, die durch #D»-Exposition im Zuge ihrer Antwort auf oxidativen
Stress apoptotisches Verhalten entwickeltemfMo et al. 1999].

Wie in Abbildung 5.47 D. gezeigt, fluoreszierten die Kerne& Wildtypzellen des Stam-
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Ggi(Gal) & Gg(Tet.Off)
inkub. bei37°C @ inkub. bei 37°C
fiir: g fur:

WDH (hum)Gal

A = A

" N )

22h 4h 8h 24h 4h 8h 12h24h
fO |(25°C)|

1 2 3 4 5 6 7 8 9

12.000 bp
5000 bp
3000 bp
2000 bp
1650 bp

900 bp

400 bp

100 bp

Abbildung 5.48:elektrophoretische Analyse (1,5 % Agarose in TAE) von &tdir chromosonaler DNA aus
den Ggi-Stammen WDH@Gal und WDHG;TO nach unterschiedlich langer Kultivierung bei 37°C. PpuiS
wurden jeweils ug DNA aufgetragen.

mes WDH(hum)Gal bei beiden Temperaturstufen nicht bei Eaitades FITC-Farbstoffes. Ein
H,0»-Zusatz in der Endkonzentration von 3 mM und eine Inkubatiamier von 6 h bei 25°C
reichten aus, um in allen Wildtypzellen deutliche DNA-Bréctu detektieren (Abb. 5.47 C).
Bei 25°C konnten in Zellen des Stammes WD¢1Gal keine fluoreszierenden Zellkerne er-
kannt werden. Hingegen traten nach Inkubation bei 37°Citganach 2 h deutlich fluoreszie-
rende Zellkerne auf, deren Anzahl und Starke sich auch bgel&r Hochtemperaturinkubation
(6-21 h) nicht erhdhte (Abb. 5.47 A u. B). Die Form der fluoresznden Zellkernbereiche erin-
nerte dabei haufig an eine Sichelform und war oft an mehretedte® der Zelle sichtbar. Dies
konnte auf eine Chromatin-Fragmentierung hindeuten untitigt® die Beobachtungen aus
der EM-Studie und der DAPI-Zellkernfarbung.

Eine DNA-Leiter-Bildung beruhend auf einer Chromatinfragiierung konnte durch
Agarose-Gelelektrophorese von chromosomaler DNA geworaies Ggi-Zellen (Stdmme
WDHGg1Gal und WDHG1TO) nach 4, 8,12 und 24-stindiger Inkubation bei 37°C wikdker
nicht gezeigt werden. Abbildung 5.48 enthélt ein Agarokema welchem die Auftrennung
chromosomaler DNA, die ausggZellen verschiedener Stamme nach Wachstum bei 37°C in
unterschiedlicher Dauer gewonnen wurde.

Diese Beobachtung wurde auch durch andere Autoren, die Afgdptose studierten, be-
schrieben [@RNILLON et al. 1994] und kdnnte damit erklart werden, dass die Chriostatk-
tur von S. cerevisiaenur kurze oder keine Linker-DNA zwischen den Nukleosomesitbe
[MADEO et al. 1999].
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5.2 Direkte Bestimmung von Protein- und RNA-Bindungspartnerdes Hypusin enthal-
tenden Proteins

Um weitere Hinweise auf die spezielle Funktion Hypps vor ddimtergrund zu erlangen, dass
es sich um ein mit RNA und anderen Protein-Faktoren interagdes Protein handelt, wur-
de versucht, durch Affinitatschromatographie-Verfahrelutire Bindungspartner des Prote-
ins auf Protein- und mRNA-Ebene aufzufinden. Dies sollte nsspgekte der Proteinfunktion
aufdecken und die bis dahin gefundenen Zusammenhange derigéung zum 5’-3’-mRNA-
Abbauweg und zur mitochondrialen Atmung bestatigen. Fesaliten diese Bestatigungen in
einem von der Punktmutantegsunabhangigen System erfolgen. Daher wurden unbeeinflusste
Hefe-Wildtypstamme fiir die Analyse herangezogen.

Voraussetzung war die Protein-Expression eines funkitimgen Hypp, das moglichst ganz
oder teilweise deoxyhypusinyliert und hydroxyliert vegen sollte und welches im Komplex
mit den Protein- oder RNA-Bindungspartnern leicht zu reinigar. Anwendung fand das GST-
Fusionssystem, da es eine schnelle Aufreinigung ermdglitlereits weite Anwendung gefun-
den und sich schon in der Vergangenheit als effektiv bei darijReng von Proteinkomplexen
in Hefezellextrakten erwiesen hat. Fur die Komplexbildsaditen N-terminale GST-Hyp2p-
Fusionsproteine eingesetzt werden. Die posttransldédPazessierung Hyp2ps sollte durch
die moderate Expression in Hefe als Expressions- und Upegssionssysstem sichergestellt
werden.

Um die Notwendigkeit der Hypusinmodifikation auf die Prat&irotein- und Protein-RNA-
Interaktionen studieren zu kénnen, wurde neben der Wifdtyp Hyp2p auch dessen punki-
mutierte Form, 4:K N-terminal an GST fusioniert. Bei dieser Mutante konnteekeainer Mo-
difikation kommen, da der zu Hypusin umgesetzte Lysinrestidisoleucin ersetzt war. Die
Mutante k1 war auch deshalb von weiterfihrendem Interesse, da es leen iIRunktionstest
im doppelt disruptierten Hefestamm nach FOA-Selektioregedas alleltragende Plasmid wi-
der Erwarten zur Koloniebildung kam. Keine andere Punkatioh am Rest K; zeigte dieses
Verhalten [OrASEK 1997]. Eine Uberexpression der Mutante in Wildtyp-Hefastien hatte
einen dominant negativen Effekt auf das Zellwachstum, hexlmach Stop derii-Induktion
zeitversetzt reversibel und abhangig von der exprimieMenge des mutierten Proteins war
[YOUNG 1998].

Die DNA-Sequenz codierend fur Glutathion-S-Transfer&88T) wurde aus der&. coli
Expressionsvektor pGEX4T2 PCR-amplifiziert und tber die &tdtellen Hind IlI/BamH |
in den Multicopy-Vektor pYES2 (Invitrogen) kloniert, wara das Plasmid pYES2GST resul-
tierte. Die Sequenzen filYP2und HYPZl51) wurden mit entsprechend gestalteten Primern
aus den linearisierten Plasmiden pRSGBINP2und pRSG313; [OTASEK 1997] gewonnen
und gerichtet im korrekten Leserahmen in pYES2GST (BamH H Kikloniert, wodurch die
Plasmide pYES-GSHYP2und pYES-GSTHYPZl51) generiert wurden. Abbildung 5.49 ver-
deutlicht die genetische Struktur d&iST-HYP2Fusionsproteine, deren 1160 Basenpaare fur
383 Aminosaurereste mit einem theoretischen Molekulaigewles Proteins von 43,3 kDa co-
dieren. Im Fusionierungsbereich wiesen die Konstrukte Birotease-Spaltstelle fur die Serin-
Endopeptidase Thrombin auf, die in der nattrlichen Hyp2p+ I6ST-Sequenz nicht vorhanden
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war. Zusatzlich wurde eine N-terminal GST-getagg¥P2Sequenz im reineR. coli-Expres-
sionsplasmid pGEX4T?2 (fiihrte zum Vektor pGEX#¢P2 hergestellt, um durch Uberexpres-
sion inE. coliein unmodifiziertes Wildtyp-Protein fur die Bindungsstudi erhalten.

Der Hefestamm WDH(hum)Gal wurde mit dasiRA3Plasmid pYES-GSHYP2transfor-
miert und Uber mehrere Generationen in Glukose-haltigebhméalium kultiviert. Dabei kam
es bei einem Teil der Zellen zu einem Verlust des Single-Gelpgmids pRSG318YP(hum)
Durch Plattierung auf UWL-Gal-Medienplatten wurde gegen Hefezellen selektied, diis
URA3-Plasmid trugen. Die Kolonien wurden durch Replikapating auf UHWL -Gal-
Platten Ubertragen und einige Tage bei 30°C inkubiert. DoKien die kein Wachstum auf
dem zweiten Medium aufwiesen, hatten ¢dS3-Plasmid verloren. Die Koloniebildung zeigte
hier bereits an, dass das N-terminal GST-fusionierte Rratie Hypp-Funktion Ubernehmen
konnte. Abbildung 5.50 zeigt den Wachstumsverlauf des Si@snWDH-GST-Gal im Ver-
gleich zum echten Wildtyp WDHyp2Gal. Die Expression vp@iPlasmid pYES-GST-Hyp2
im Gegensatz zum WildtygHYP2auf Centromerplasmid) hatte keinen Einfluss auf das Wachs-
tumsverhalten. Es wurde deutlich, dass das N-terminal®fisigrotein die Hypusin-Funktion
ebenso gut tbernehmen konnte wie das normale Hyp2p.

Nach Aufreinigung von Hyp2p, Hyp2p{l) ausS. cerevisiaaind Hyp2p-Fraktionen ex-
primiert in E. coli ohne Optimierung auf Erhalt von Proteinkomplexen wurdeanrefiie Auf-
trennung durch 2D-Gelelektrophorese gleiche Mengen setge Abbildung 5.51A zeigt das
Ergebnis der Auftrennung. Dabei trennten sich alle dreidfisproteine in mindestens 4 Iso-
formen auf.

Die beiden linken senkrechten Linien verbinden saure Mark¢eine, die in sehr geringen
Mengen den aufgereinigten Proteinen zugesetzt wurdenaiahs Kalibration des isoelektri-
sche Punktes der Hypp-Isoformen relativ zum pl dieser zpsateine ermdglichten, zusatz-
lich zur Einordnung in den pH-Gradienten von 4,5 bis 6,5. @avschienen die pl-Werte der
Hyp2p-Isoformen gewonnen a@s cerevisia@indE. coli nahezu bei gleichen pl-Werten, wah-
rend die mengenmaliig starkste Isoform desProteins um ca. 0,14 pl-Einheiten saurer lag als
der intensivste Spot des unmutierten Hyp2p exprimiert iexcglen Organismus. Dies bestéatigt
den theoretisch zu erwartenden pl-Shift dgsRroteins in den sauren pH-Bereich nach Ersatz

(1160 bp —
383 AS; 43,3 kDa ohne Modifikation)
| |

f 1
BamH I Xbal

Hind III HYP2
GALI-10 m GST bzw. HYP2(l5,)
421 bp
Ende GST Thrombin

. Pro Pro Lys Ser ASpHLeu Val Pro Arg Gly Ser‘Met Ser Asp Glu Glu His ...
. CCT CCA AAA TCG GAT CTG GTT CCG CGTIGGA TCCHATG TCT GAC GAA GAA CAT ...

BamH 1 Start HYP2

Abbildung 5.49:Struktur und Klonierung deSST-HYP2nserts im Vektor pYES-GSHYP2 Analoge Struk-
tur besal3 die mutierte Formglin pYES-GSTHYPZs;).
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Abbildung 5.50Wachstumsverhalten der Stimme WDHyp2-Gal und WDH-GST-G&W®€ in UWL - bzw.
HWL ~-Selektivmedium mit Galaktose als Kohlenstoffquelle. M&ST-Hyp2p Fusionsprotein kann die Hypp-
Funktion tibernehmen.

eines basischen Lysin-Restes durch Isoleucin.
Da der pl-Wert des freien Hypsusins weit basischer
Eluate liegt als die von Lysin (pl 9,79 und Arginin (pl 10,76)

nach enz. Eluat ausgekochter

Spaltung  GST-Sepharose-Beads K LIER 1994], war mit einer Verschiebung des Hypu-

53,3%;:% Lordeggd sin enthaltenden Proteins, exprimiert $1 cerevisiag
66,2 1Da — S § in den basischen pl-Bereich im Vergleich zu#rcoli-
P& - 43 kDa f&f&p exprimierten (ohne Hypusin) zu rechnen. Diese pl-Wert
31 kDa — Verschiebung wurde nicht beobachtet. Eine vollstandig
o] 26kDaGST fehlende Modifikation des Hyp2p-Fusionsproteins wur-

’ W sy de jedoch als unwahrscheinlich erachtet, da das GST-
14,4 kDa ~ Hyp2p die Funktion des unveranderten Wildtyp-Proteins
6,3 kD2 -l in vivo gleich gut ibernehmen konnte.

Aus einem imE. Coli-Stamm M15 heterologen Ex-
pressionsexperiment von Hyp2p, welches N-terminal
Abbildung 5.52: Enzymatische Spaltung desmlt. ?ITem 6xHis-Tag versehen War (ML 1994] (der
an Glutathion-Sepharose-4B gebundenen Fuéiffinitats-Tag wurde nach der Reinigung durch Verdau
onsproteins GST-Hyp2p durch Thrombin. PAGEjt Proteinase Faktor Xa abgespalten), ging hervor, dass
(T=14,5%) des in den Spaltpuffer abgegebenen .. e . .
Hyp2p (My = 17,5 kDa; Spuren 1 und 2) sowie@UCh das dort aufgereinigte unmodifizierte Protein zwei
des Eluates, welches nach partiellem Auskochésoformen bei &hnlichen pl-Werten aufwies wie das aus
des Sepharose-Bettes (Spur 3) erhalten wurde. of0 oty aufgereinigte Hyp2p. Es wurde gezeigt, dass
die basische Isoform von einer Phosphorylierung am Se-
rin 1 herrthrt, die aber fur die Funktion des Proteins nicdgeatiell war. Abbildung 5.51B
zeigt die Isoformverteilung des dort angefertigten 2DsGé&lies verdeutlicht, dass eine feh-
lende Hypusin-Modifikation nicht zwangslaufig zu einer vanr chodifizierten Form deutlich

abweichenden Isoform-Verteilung fihren muss.

'Handbook of Chemistry and Physics, CRC-Press 1999
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(PAGE,T=12%) ‘ i |
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o ... GST-Hyp2p
43kD "*’ aus E. coli

B (aus Dissertation , T. WOHL 1994)

1
LN
(T=12%) 4,53 4;,65 Hypr

My, T : rekombinant aus E.Coli
(6xHis-Tag abgespalten
GST-Hyp2p 17,5 kDary ' ‘ durch Faktor XA)

43 kDa— "' v S. cerevisiae 17,5 kDa— . . Hyp2p S. cerevisiae

nativ aufgereinigt

2 GST-151K-Hyp2p
43 KD A S. cerevisiae

Abbildung 5.51:Die 2D-elektrophoretische Auftrennung von Isoformen dekombinanten GST-Hypp-
Fusionsproteine mit anschlieBender Silberfarbung desdtten Isoformenverteilung bei nahezu identischem Mo-
lekulargewicht auf. A: Die Isoformenverteilung des Hyp2p)lag dabei um 0,14 pl-Einheiten mehr im basischen
Bereich als die der Hyp2p aus Hefe uBdcoli. B: Isoformenverteilung eines rekombinanten Hyp2p Busoli

im Vergleich mit nativ aufgereinigten Hyp2p a8scerevisiagW OHL 1994].

Die genauen posttranslationalen Ursachen, die zu denrfsofastern der Fusionsproteine
fuhrten, wurden nicht weiter untersucht. DasSncerevisiaeexprimierte GST-Hyp2p wurde
gualitativ als verwendbar fir die nachfolgenden Experitadefunden.

Uberprift wurde auch die Abspaltbarkeit des GST-Teils ddferombin, um ein ungetagg-
tes Protein zur Verfligung zu haben. Abbildung 5.52 verdshittlie erfolgreiche Abspaltbarkeit
des GST-Tags von Hyp2p. Da die enzymatische Spaltung mitdhesie Sepharose gebundenen
GST-Hyp2p durchgefuhrt wurde, verblieb Glutathion-Syief@rase am Saulenmaterial, wah-
rend Hyp2p mit dem richtigen Molekulargewicht in den Spatter Gberging. Die vollstandige
Elution des Sepharose-Bettes nach Abtrennung des Spaltpuffirch Auskochen zeigt, dass
die Spaltung nur partiell war, aber prinzipiell funktiorteeund dass keine Nebenspaltprodukte
auftraten. Daher eignete sich Thrombin, das eine gewisgabi#at in der Erkennung posi-
tiver Spaltstellen in der Aminosaure-Sequenz aufweigt,Generierung eines unfusionierten
Proteins.

5.2.1 lIdentifizierung eines Proteinbindungspartners durb Affinitatschromatographie

Die URA3Plasmide pYES-GSHYPJls;) und pYES-GSTHYP2sowie pYES2GST, welches
ein exprimierbares unfusioniertes GST-Protein codiesterden in den Protease-defizienten
haploiden Hefestamm BJ5464 transformiert (ergab die StaButsHyp2, BJGHyp2¢;) und
BJGST). Klone, die die Fusionsproteine bzw. das GST-Pratiém exprimierten, wurden iso-
liert. Das unfusionierte GST-Protein diente als Negatntkalle zur Erkennung unspezifisch
bindender Proteinbindungspartner in der nachfolgendénigtschromatographie. Nach An-
zucht der exprimierenden Einzelkolonien in Raffinose-gath Medium wurden jeweils vier
500mL-Kulturen vor Eintritt in die frih-logarithmische \&lastumsphase mit Galaktose-Ldsung
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Abbildung 5.53:1D-Gel-Auftrennung von konzentrierten Eluat-ProteinnErgebnis der Protein-Affinitéts-
Aufreinigung zur Findung von Protein-Interaktionspartneder GST-Fusionsproteine GST-Hyp2p, GST-
Hyp2(Is1)p und unfusionierter Glutathion-S-Transferase als Negattrolle. Die Gele wurden mit Coomassie(R)
angefarbt. Eine Proteinbande bei 70 kDa koeluierte mitdrei@ST-Fusionsproteinen Hyp2p und Hyp2pjl
nicht aber mit unfusioniertem GST.

(Endkonzentration 2%) behandelt und so die Proteinexiomess von denJRA3Plasmiden
induziert. Die Kulturen wurden bei 26°C fur funf Stunden da#telt. Darauf wurden Ein-
zelkulturen desselben Stammes vereinigt, abzentrifugied die Zell-Pellets bei -196°C zur
Lagerung schockgefroren. Danach folgte der Zellaufsshimginem fir die Protein-Protein-
Interaktion optimierten Aufschlusspuffer (mit Proteas$ebitoren) durch mechanischen Auf-
schluss in einem Zellhomogenisator nach dem Glasmihieziprvon ZLLIG. Das Homoge-
nat wurde dabei durch CaUmstromung (Joule-Thomson-Effekt) gekuhlt. Nach Klayues
Zelllysates durch Zentrifugation und Ultrazentrifugatisurde zur Einstellung einer optimalen
Salzkonzentration gegen den Bindungs- und Waschpuffersigst. Nach Bindung der Fusions-
proteine im vermeintlichen Komplex mit ihren Bindungspartnan GST-Sepharose-Material
wurde das Sepharose-Gelbett ausgiebig mit WaschpuffeRieigewaschen. Nachdem der
OD2go-Wert unter 0,08 gefallen war, wurde das Gelbett dreimall&iMinuten bei 17°C mit
einem Bettvolumen Trispuffeic(= 50mM; pH 8,0) inkubiert, welcher reduziertes Glutathion
(c=10 mM) enthielt. Nach TCA-Aceton-Fallung der in den jelaeirei Eluatfraktionen enthal-
tenen Proteine wurden diese in Probenauftragspuffer 81dB-PAGE resolubilisiert und als
Konzentrate durch Polyacrylamidgelelektrophorese dtdgat. In Abbildung 5.53 sind Poly-
acrylamidgele T = 14%) dargestellt, die den Proteininhalt der Eluatfraktiod und 2 fur die
Bindung an das GST-Hyp2-Protein zeigen. Aus den Affinit&idbngen an das unmodifizierte
Hyp2(ls1) und an unfusionierte Glutatthion-S-Transferase wuréerejls die Konzentrate der
Eluate 2 aufgetragen. Die Hauptfraktion der an GlutattBepharose Gesamtproteine befand
sich in allen Aufreinigungen jeweils in diesen zweiten Elbeaktionen (Gel nicht gezeigt).
Nach der Konzentrierung durch Fallung der Proteine wurdem g@leiche Proteinmengen auf
das Gel aufgetragen. Die Konzentrierung wird durch den Maagteil der GST-Proteine deut-
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Abbildung 5.54:RP(C18)-HPLC-Chromatogramm, welches die AuftrennungSpaltpeptiden aufsteigender
Hydrophobizitat des Proteins p70 nach dessen Restriktawdau in der PA-Gelmatrix mit Endoproteinase LysC
zeigt. Fur die anschlieBendedbEAN- Sequenzierung wurden die Peaks 10 (31% B) und 15 (36% B)rgest
und verwendet.

lich.

Sowohl in der zweiten Eluatfraktion bei GST-Hyp2p als aueh®ST-Hyp2(k1)p koeluier-
te ein deutliche Proteinbande bei ca. 70 kDa, die in der Ehldion 1 bei GST-Hyp2p schwa-
cher vorhanden war (Abb. 5.53A), was zeigt, dass der peleBindungspartner p70 mit der
Hauptproteinmenge eluierte. In der Negativkontrolle tieldine entsprechende Proteinbande
bei Auftragung von in etwa der gleichen Proteinmenge (AbB3B). Dies zeigt, falls es sich
bei den p70-Banden auftretend bei Hyp2p ind Hypgdfl um identische Untereinheiten han-
delte, dass die Affinitdt von p70 sowohl zu Hyp2p als auch zypdektmutierten sicher nicht
Hypusin-tragendensi-Form bestand und somit unabhangig vom Hypusinrest war.

Die Coomassie-gefarbten Banden p70(Hyp2p) und g70¢furden aus dem Gel ausge-
schnitten und in der Gelmatrix ein Proteinrestriktionshger mit Endoproteinase LysC durch-
gefuhrt. Eine MALDI-Fingerprint-Analyse zeigte anhanddeptid-Fragmentmusters, dass es
sich um identische Proteine handelte.

Die Auffindung desselben potentiellen Bindungspartners qgré der Affinitatsreinigung
unabhangiger Kulturen und Hefestamme zeigte bereits zenieZeitpunkt die Reproduzier-
barkeit des Ergebnisses. Der Versuch wurde nochmals ueiehgn Bedingungen mit anderen
isolierten und die verschiedenen GST-Proteine exprimaige Hefestammen wiederholt und
fuhrte zum gleichen Ergebnis.

Zur ldentifikation des Proteins p70 reichte die MS-Fingerpnalyse Uberraschender Wei-
se zundachst nicht aus. Es konnte keine eindeutige Zuordaurfgyoteineintragen in gangi-
gen Proteindatenbanken gefunden werden. Daher wurde eifi8RPPLC-Auftrennung des
Spaltpeptidgemisches von p70 durchgeftihrt und einigesdéerten Peptide in einerddAN -
Sequenzierung analysiert. Abbildung 5.54 zeigt das PgakiBim der RP-HPLC. Fur diet=
MAN-Sequenzierung wurden die Peptide, welche in den Peakduiérfe bei 31% B) und 15
(eluierte bei 36% B) isoliert wurden, eingesetzt. Dabei Bd3aptid 10 die Aminosauresequenz
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M+

EDMAN-

ML AM | HPLCY Position | Peptid

(IE/Iess].) (theoret.) [opm] P Seq.
- | 646,36 — ] 15,83 | 507-511| LEAWK o

894,28 894,52| -44,72| 16,32 | 1-7 MLRFVTK

917,25| 917,56| -10,90| 15,74 | 271-278| VMLSALRK o

1090,72| 1090,55| -27,51| 14,10 | 527-536| VYGDTHGLTK

1748,15| 1747,93| 45,77 | 23,95 | 512-526 | LAWALRVAGYDTHFK

1786,16| 1785,93| 50,39| 19,58 | 38-52 FDNLVFNRVYGVSQK

2297,43| 2297,18| 39,18 | 22,71 | 221-239| WHRRTNLAIDYEAPQLADK

2503,49| 2503,22| 43,94 | 26,22 | 53-75 FTLVGNPTVCFNEGSSYLEGIAK

2915,71| 2915,42| 30,87 | 25,28 | 13-37 SSDLFSICSDRGTFVAHNRVRTDFK

3651,04| 3650,73| 43,83 | 27,48 | 240-270| FAYRHALTVQDADEWIEGDRTDDQFRPPSSK

Tabelle 5.25LysC-Spaltpeptide aus GAG-SCLAp im monoisotopischen [MB&reich von 800 bis 3700, wel-
che in den MALDI-TOF-Spektren der Proteine p70(Hyp2p) u@(fs,) wiedergefunden wurden. Keines der
einfach positiv geladenen Peptide, welche in diesem Meskgleaus dem theoretischen Verdau erwartet wurden,
fehlte. Die durch BMAN-Abbau erhaltenen Peptidsequenzen sind gekennzeichnet.

(2): Aus dem simulierten HPLC-Chromatogramm der theorhéia LysC-Fragmente berechnete Retentionszeiten
nach [S\KAMATO et al. 1988].

LEAVK; Peptid 15 wurde sequenziert MBLSALRK. Eine Proteindatenbanksuche ergab, dass
es sich um das majore Hullenprotein des doppelstrangigenRNA L-A (GAG-SCLAp) aus
Saccharomyces cerevisiiandelte. Das theoretische Molekulargewicht des Protegsbei
75994 Da bei einer Lange von 680 Aminoséaureresten.

Bei einem erneuten Vergleich der aus p70(Hyp2p) und g70¢rhaltenen LysC-Spaltpep-
tidmassen mit den theoretischen einfach positiv gelad@egtidmassen aus der veroffentlich-
ten Proteinsequenz (P32503) des GAG-SCLAp konnten alleid@ephne Fehlspaltung im
[m/z]-Bereich von 800 bis 3700 den MS-Peaks zugeordnet wertiabelle 5.25 gibt einen
Uberblick tiber die entsprechenden Peptide.

5.2.2 Suche nach RNA-Bindungspartnern des Hypusin enthaltelen Proteins

Es existieren viele Hinweise auf eine Interaktion HyppsRNA, jedoch sind bisher mit weni-
gen speziellen Ausnahmen (Interaktion mit dem HIV1-Rev-Raspye-Element-Rev-Komplex
(RRE-Rev) [BEVEC et al. 1996]; Deoxyhypusin abhéngige Interaktion mit RRE olAide
hangigkeit von Rev und Interaktion mit U6-snRNAI[Let al. 1997]) keine nativen mRNA-
Interaktionspartner des Proteins bekannt. Um riawavo Bindungspartner fir das Hypusin
enthaltende Protein zu finden, wurde eine Strategien \ggfdile auf der Affinitatsbindung der
MRNAs mit dem Zielprotein beruhte.

5.2.2.1 Findung von bindenden mRNA-Spezies durch die SNAARIethode

Es fand eine Methode Anwendung, die an Hypp bindende RNAs wsparifischer Bindung
durch eine ,Differential-Display“-Analyse unterscheidend mit der Abkurzung ,SNAAP*
(specific nucleic acids associated with proteins) bezeithvurde [TRIFILLIS et al. 1999].
SNAAP verbindet demnach einen Koreinigungs-Ansatz mifdbential Display. Die Affi-
nitatsreinigung geschah durch Inkubation der an GST-Sephagebundenen Fusionsprotei-
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ne GST-Hyp2p, GST-Hyp2{1)p und Glutathion-S-Transferase (exprimiertSn cerevisiag
sowie GST-Hyp2p (exprimiert ifE. coli) mit Protein-RNA-Gesamtextrakten a&s cerevi-
siaeWildtypextrakten und nicht mit isolierten gesamt-RNA- odRoly-A*-RNA-Fraktionen.
Dies stellte die Erfassung von Hypp-RNA-Interaktionen,wdia weiteren Proteinfaktoren bzw.
Nukleinsdure-Spezies abhingen, sicher.

Zunachst wurden die GST-Hyp2-Proteine sowie unfusioese@ST-Protein nach Expres-
sion in den Stdmmen BJGHyp2, BJGHypRflund BJGST durch Pelletierung und Waschung
des Sepharose-Materials isoliert, eluiert und die gag&eni Fusionsproteine gegen Sepharose-
Bindungspuffer, der kein freies reduziertes Glutathiorhiett, dialysiert. Die so fur eine er-
neute Bindung an GST-Material vorbereiteten Extrakte waialguotiert, in Glycerin-haltigen
Puffer schockgefroren und bei -80°C gelagert.

Fur die Wiederanbindung an GST-Material wurden gleichadtnmengen an gleiche Se-
pharose-Bettvolumina verwendet. Dazu wurden von allenesiegten gereinigten Fusionspro-
teinen zuné&chst Proteinbestimmungen nach Bradford duficigesowie Verdiinnungsreihen
angefertigt und diese anschliel3end elektrophoretischDaG2| aufgetrennt und mit Coomas-
sie angefarbt. Die Gele wurden densitometrisch ausgetwertkdie relativen gemessenen Pro-
teinkonzentrationsunterschiede mit den Werten der Rrogéstimmung verglichen.

Das au<t. coli gereinigte unmodifizierte Hyp2p wurde vor der erneuten Bingdan GST-
Sepharose einem RNase-Verdau mit anschlielender Reiniguegagen, um Interaktionen
mit nicht ausS. cerevisiaestammenden RNA-Spezies ausschlielen zu kénnen. Die Hefe-
Gesamtextrakte, aus dem die RNA-Bindung erfolgte, wurde miaAgadNInhibitoren behandelt
und einem DNase-Verdau mit Micrococcus-DNase unterzogen.

Nach Inkubation der Hefeextrakte mit gleichen Mengen désugdenen GST-Proteine
wurden die mRNP-Komplexe, die die GST-Hyp2p-Proteine ettdm, durch Pelletierung des
Sepharose-Materials isoliert und darauf die spezifischuiggdnen mRNAs extrahiert. Die
Identifizierung dieser mRNAs geschah anschlieBend durchDigerential-Display-Assay
[L1IANG und RARDEE 1992]. Dazu wurden die mit GST-Hyp2p und den Kontrollfusiprotei-
nen kogereinigten mRNAs revers transkribiert, was zur S3gghvon einzelstrangiger cDNA
fuhrte. Als Poly-T-Primer wurde der HTA-Primer aus einer Gruppe von den drei mogli-
chen 11-T-Oligonukleotiden (HTA, HT11C oder HT1G) fur drei Replikat-Experimente aus-
gewabhlt. Die erhaltene Erststrang-cDNA wurde dann in eP@R-Reaktion mit demselben
fur die RT-Reaktion benutzten 3’-Primer (nun am 3’-Ende Fdsoein-gelabelt) eingesetzt. Als
Vorwarts-Primer wurden vier von 80 mdglichen Oligonukideth mit zufélligen Sequenzen
(H-AP1 bis H-AP80; Spectra-Green-DD-Kit der Fa. GenHunverwendet.

Da damit gerechnet wurde, dass eine Untergruppe aller mRp&xi€s an Hypp bindet,
wurden die vier 5’-Primer simultan eingesetzt. Als Konlggperiment zur Identifizierung un-
spezifischer Protein-RNA-Interaktion wurden die mit denmusidgnierten GST-Protein koeluie-
renden RNA-Spezies in der gleichen RT-PCR-Reaktion verweAtieRositivkontrolle der er-
folgreichen RT-PCR-Reaktionen diente die Reaktion mit einkaswntischen Gesamt-RNA-
Probe als Templat. Es folgte die Auftrennung der PCR-Ampliéilcurch Polyacrylamid-Gel-
Elektrophorese.

Ein reprasentatives Beispiel eines Gels des Differentigblays zeigt Abbildung 5.55.
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Abbildung 5.55: Polyacrylamidgeltrennung der
PCR-Produkte von mRNAs, die mit GST-Hyp2p
und Kontrollen kogereinigt wurden, als Differential-
Display-Ansatz. Alle aufgetragenen PCR-Reaktionen
wurden mit dem HT;A-FITC-3-Primer und den
Zufalls-5'-primern H-AP1 bis H-AP4 durchgefihrt.
Die angezeichneten Banden 1 bis 7 sowie H entspre-
chen PCR-Produkten von spezifischen mRNAs, die
mit hypusinyliertem und/oder nicht hypusinyliertem
Hyp2p interagierten, jedoch nicht mit dem unfusio-
nierten GST-Protein. Spur 1 zeigt die Interaktion mit
Hyp2p exprimiert irS. cerevisia¢SC), Spur 2 mit der
mutierten nicht zur Hypusinbildung fahigen Forga.l

700 bp Spur 3 entspricht der Interaktion mit B. coli (EC)

(D9) dzdAH-159
(93) dzdAH-189
VNH-||041u0}

(09) 189

®
w
.
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<
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Band 1 heterolog exprimiertem Hyp2p, Spur 4 der Negativ-

Band 2— kontrolle (unfusioniertes GST-Protein). Das grund-
satzliche Funktionieren der RT- und PCR-Reaktionen
ist an den stark fluoreszierenden Banden, die nach
RT-PCR einer eukaryontischen Gesamt-RNA-Probe
in Spur 5 aufzutrennen waren, ableitbar. Die erhal-

H 500 bp tenen Ampifikate besalRen GréRen zwischen 800 und

Band 5 100 bp (nur bis ca. 400 bp gezeigt). Bis auf die Bande

Band 6 H erscheinen die DNA-Spezies 1 bis 7 als Reprasen-
tanten von mRNAs, die unabhangig von der Hypusin-
Modifikation mit Hyp2p wechselwirkten.

Band 7 420 bp

MRNAs, die mit GST, GST-Hyp2p und GST-Hyp{Jp ausS. cerevisiasowie Hyp2p ex-
primiert in E. coli interagierten, wurden simultan unter gleichen Bedingurdjgch RT-PCR
amplifiziert und elektrophoretisch getrennt. Die vier Fegzenz-Bandenmuster wurden unter-
einander verglichen und fuhrten zur Identifikation von Stllelu sichtbaren Banden, die aus der
Interaktion mit allen drei Hyp2p-Proben stammten (Spured),Inicht aber aus der Interaktion
mit dem unverknUpften GST-Protein (Spur 4). Funf dieser Mikpte (Banden 1, 2, 5, 6, 7)
sind gekennzeichnet. Wenige Banden, wie Bande H, tratem &é&ider hypusinhaltigen Probe
GST-Hyp2p (SC; Spur 1) auf. Dies deutete darauf hin, dass gpusinmodifikation auf die
Protein-RNA-Interaktionen, die unter den gewahlten Bedmggun identifiziert wurden, keinen
bestimmenden Einfluss hatte. Dennoch konnten &hnlich widelnén letzten Abschnitt gezeig-
ten Protein-Protein-Interaktion auch hypusinunabh&md@lA-Bindungsspezies interessante
neue Hinweise geben.

Einige der in der Negativkontrolle fehlenden Banden tratewahl bei k; als auch bei
dem au<E. colivorgereinigten und mit Hefe-Extrakt inkubierten Hyp2p @&nd 1, 5, 6 und
7). Sowohl hypusinabhangig als auch unabhangig kogeteinigd amplifizierte Banden, die
in einem molekularen GrolRenbereich von 100 bis 800 bp lagerjen ausgeschnitten und
unter Verwendung desselben Primersatzes wie bei der é?§iBaReaktion erneut durch PCR
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1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16

Abbildung 5.56: Reamplifikation von Banden, die aus dem Polyacrylamid-Getabiert wurden (1%-
Agarosegeltrennung der PCR-Reaktionsmischungen). Dsisigende Molekulargewicht der PCR-Produkte mit
aufsteigender Spurzahl deutet darauf hin, dass DNA-Mddekiis dem Polyacrylamidgel amplifiziert wurden.
Das Molekulargewicht dieser Banden fiel mit steigender Bandmmer ab. Gestrichelte weil3e Linien verbinden
Amplifikate, die aus Interaktion mit mehreren Hyp2p-Spezjefunden wurden.

H- undY-Banden: RT-PCR-Amplifikat von mRNAs kogereinigt mit Hyp@&h cerevisiag

[-Banden: kogereinigt mit Hyp2{])p (S. cerevisiag

E-Banden: kogereinigt miE. coli-Hyp2p

reamplifiziert (Ergebnis siehe Abbildung 5.56). Durch Bhamd-Ligation wurden die PCR-
Produkte in derk. coli-Vektor pCR4-Blunt-TOPO (Fa. Invitrogen) kloniert, welchevilent
gebundene Topoisomerase besitzt. Es folgte die Identdikater Plasmid-Einschiibe durch
DNA-Sequenzierung.

Die mit Hyp2p §.cerevisiag bzw. Hyp2(k1)p spezifisch interagierenden Banden werden
im folgenden als Y- bzw. I-Banden bezeichnet. Fiur HypEp€oli)-Banden wird der Buchsta-
be E eingeflihrt. 11 und E1 erwiesen sich als identische Semure Das gleiche galt fur Y5
und 15 sowie Y6, 16 und E6. Dies deutet auf die Hypusin-Unaigiigkeit dieser Interaktionen
hin. Nach Blast-Suche im Hefegenom wurden die drei erhalt&@szuenzen folgenden ORFs
zugeordnet:

 [Lund E1l: YPL201C (codierende Sequenz besitzt 1386 bp; &ahdi ca. 700 bp);
unbekannte Funktion.

* Y5undI5: YKLO97C (codierende Sequenz 408 bp; Banden betbabp);
unbekannte Funktion.

* Y6, 16 und E6: YHR173C (codierende Sequenz 336 bp; Banden&e3®0 bp); der
komplementare DNA-Strang enthalt die 5’-regulatorisckadenz voreNO2 ORF mit
unbekannter Funktion.

Abbildung 5.57 beschreibt die Lage der zugeordneten Segunennd ORFs auf den drei
betroffenen Chromosomen 8, 11 und 16. Bei |11 und E1 handeltcessehr wahrscheinlich
um den ORF YPL201C, dessen 3'-UTR und der Anfang der codiereSgguenz sich im
entsprechenden sequenzierten Abschnitt wiederfinden enchdler HDOA-Analyse mit ei-
nem durchschnittlichen FC-Wert von 2,15 angereichert gseresvurde. Der chromosomal
5’-benachbarte ORRFT2zeigt keinen Zusammenhang zur Konsensussequenz.

155



A.
Banden I-1 und E1: Chromosom 16; 169595 bis 170034 bp: YPL201C

. SHRSS
YPLZOTY HRRZS  TPKZ ' CSM4  RPL7E  OXR1 APLS
16 - = — — o, 180
[} -
YRLZOEE AFTZ O oWPLZOAC  YPLI99C  YPLAS7C
YRL205C v
B. o
Banden Y5 und I-5: Chromosom 11; 258280 bis 258715 bp: YKL097C
1 1
o HSL1 YRLAOOW-f  YKLOSSW | CUP2 CUPL YJUZ ¥JUS  MERL
245 . A— ———— —i g
YHL102C YKLLOOC  UTPL1 WKLOa7E
v WKLO9EC-B
C.
Banden Y6, 16 und E6: Chromosom 8; 450728 bis 451136 bp: YHR173C
YHR1ES - YHRL750-f
THPZ DEPE  HMD3 ATGT? SPCOT7 . (EMDZ  CTRZ  FMO GON STES

LED 1o, 460

WHRL73C
1 1

Abbildung 5.57:Lage der drei zugeordneten Sequenzen im Hefegenom. Dialert gestrichelten Linien
begrenzen die sequenzierten DNA-Abschnitte.

Klon | ORF Gen | Kopien pro Halb- transkr. | Intensitat | Intensitat
Zelle! wertszeit | Frequent. in Gg- in Anox.-

[min]' | [mMRNA/h]*| HDOA? HDOA3

DD1 | YPL201C n.b. 30 n.b. 22,14 4,16
DD2 | YKL0O97C n.b. n.b. n.b. 2,64 0,25
DD3 | YHR173C 0,1 24 0,2 2,45 0,78

Tabelle 5.26:Informationen zu Expressionshéhen der im DD-Ansatz gefaed mRNA-Spezies im Hefe-
Transkriptom.

(1) Die Werte entstammen einer Mikro-Array-Studie zur Akdtsbestimmung von RNA-Polymerase I
[HoLsTEGEet al. 1998], die Abbauhalbwertszeiten sind Naherung®ydieé Angabe der transkriptionellen Fre-
guentierung der einzelnen Gene wurde aus den Ist-Expressi@ln und den bestimmten Halbwertszeiten (n.b. =
»hicht bestimmbar* aufgrund zu kleiner Kopiezahl) bereetin

(2) mittlere Intensitatswerte aus deg/&HDOA-Analyse, die auf den Wildtyp-Probensatz mit der h&ieh mitt-
leren Intensitat normiert wurden, die dem Wert 1000 entspri

(3) Normierte Intensitatswerte der aeroben Kontrolle arsHDOA-Anaerobie-Studie nach [MAST et al. 2002].
Die Normierung erfolgte wie unter (2).

Y5 und 15 enthielten den 5’-UTR und weite Teile der codiermam&equenz von YKL0O97C,
einem kleinen ORF mit unbekannter Funktion, in dessen ualbéter Nachbarschaft sich
YKLO098W und CWP2 befinden. YKL0O98W fand sich reproduzierbar hochreguliarden
HDOA-Analysen von (g und von UPF~-Mutanten. DieCWRGene waren unerwartet in
der Gs1-HDOA-Studie im Gegensatz zu vielen anderen Zellwand-MaGenen nicht an-
gereichert. Die Sequenzierung von Y6 enthielt fast die m@sacodierende Sequenz von
YHR173C (Funktion unbekannt), bei dem auf dem komplentafdA{S3trang die Gen&PC97
und ENOZ2 liegen. SPC97codiert fiur ein Protein deg-Tubulin-Komplexes, der in der {3
Phase bendétigt wird und eine Komponente des Spindel-Vigteigs-Kontrollpunktes darstellt
[VARDY und ToDA 2000].ENOZ2codiert fur das Glykolyse-Enzym Enolase 2.

In einer Wiederholung des beschriebenen Affinitats-Remjgansatzes konnte die gefun-
denen Zuordnungen reproduziert werden.
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Fir die drei potentiellen mRNA-Bindungsliganden von Hyp2praden Expressionsraten,
ausgedruckt als mRNA-Kopienzahl pro Zelle, aus einem Verglmit veroffentlichten Daten
des Hefe-Transkriptoms recherchiertqHsTEGEet al. 1998]. Tabelle 5.26 listet die dort ge-
fundenen Expressionshthen sowie ungefahre Halbweggszits mMRNA-Abbaus auf. Sowohl
der Expressionslevel als auch die transkriptionelle Featjarung der drei ORFs war gering
bzw. aufgrund kaum messbarer Transkription nicht bestiemMitangegeben sind die mittle-
ren Intensitatswerte der Wildtypkontrolle aus deq-BGBIDOA-Studie und der aeroben Kontroll-
expressionswerte aus einer HDOA-Studie Uber das anoxietialten der Backerhefe. Die
Werte wurden auf den Probensatz mit der hdchsten mittleremsitat, welche die Zahl 1000
erhielt, normiert. Auch wenn es sich dabei nicht um eine Basting eines absoluten Expres-
sionslevels handelte, zeigten die IntensitdtsangabeMKl097C und YHR173C aus beiden
Studien geringe Werte<( 1) (vgl. Tab. 5.26) und bestatigten so die Expressionsianglaben
von [HOLSTEGEet al. 1998].

Bei einer hohen Expressionsrate eines Kandidatengens wiigd&ahrscheinlichkeit ei-
ner unspezifischen Bindung an Hyp2p zunehmen. Die zellukkoprenzahlen der gefundenen
Transkripte kennzeichnen diese aber als schwach expte@RFs.

2 Die Autoren beschreiben das Verhalten eirgir1-1-ts-Mutante (RNA-Polymerase 11). Bei Temperaturerhé-
hung auf 37°C kam es zu einer Transkriptionsreduktion j&dy-A-mRNA relativ zu einem isogenen Wildtyp-
Stamm. Aus mRNA-Zerfalls-Kinetiken wurde eine angen&hkldlbwertszeit fiir jede mRNA bestimmt. Die tran-
skriptionelle Frequentierung jedes Gens konnte aus demR3tA-Kopienzahlen und der Halbwert-Zerfallszeit
der mRNA berechnet werden.
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5.2.2.2 Herstellung der RRE-DNA-Sequenz aus dem HIV-1-Virs

Im né&chsten Schritt der Analyse sollten die gefundenen HypRNA-Interaktionen durch
Band-Shift-Analysen tberpruft werden. Erwartet wurde egtuzierte Wanderungsgeschwin-
digkeit in einem Polyacrylamidgel der an Hyp2p gebundené&tiNms im Vergleich zu den
ungebundenen. Diese Analyse konnte im Rahmen dieser Aibaitmehr durchgefuhrt wer-
den. In Vorbereitung wurde eine DNA-Sequenz hergestabtats Vorlage fir eine In-vitro-
Transkription zur Herstellung einer mit Hyp2p interagreten RNA dienen sollte. Es han-
delte sich um die komplementare DNA-Sequenz des Rev-respoBkements (RRE) aus dem
RNA-Genom des humanen HIV-1-Virus (GenBank-Accession: AYYMI®). Die Interaktion der
RNA-Sequenz mit Hypp ist schon langer bekannt und benotgbdioxyhypusin- bzw. Hypu-
sinmodifikation [LuU et al. 1997].

Die RRE-Ziel-DNA-Sequenz besald eine Ladnge von 351 Basenpaacewurdede novo
aufgebaut. Dabei fand eine modulare Strategie Anwendwglds zunachst zwei Einzel-PCR-
Reaktionen mit langen Primern den vorderen (Primer A1 und ) hinteren Teil (Primer
B1 und B2) der Sequenz herstellten. Vorwarts- und RuckwartedPrbesallen dabei einen
Uberlappenden Bereich von 20 Basenpaaren, so dass im Anmageahritt der PCR-Reaktion
die komplementéaren Bereiche aneinander binden konnten sizdregewollten Bildung von
~Primer-Dimeren“ kam. Die fehlenden komplementaren Segabschnitte konnten dann durch
die Polymerase im ersten PCR-Zyklus ,aufgefillt* werden (AbI58). Die an Position 180
beginnende Konsensussequenz fir Endonuklease Dde 1 viurderf Restriktionsverdau der
220 bp und 200 bp langen Untereinheiten genutzt, die nachdreig aneinander ligiert wur-
den. Das 351 Basen lange Ligationsprodukt wurde tber glatieritin den Klonierungsvektor
pCR4-Blunt-Topo (Invitrogen) eingebaut. Nach Transfornmaiio einenE. coli-K12-Stamm
wurden einige erhaltene Kolonien ausgewahlt und in Kleliokan angezichtet. Nach Isolie-
rung plasmidischer DNA erfolgte der Restrikionsverdau ncoE |, der zeigte, dass einige der
pCR4-Plasmide das Insert von nun etwas mehr als 351 Basengadineziten. Abbildung 5.59
zeigt einige Schritte der Klonierung, deren Erfolg durchASequenzierung der Plasmide M1
und M2 mit der Bestatigung der korrekten DNA-Sequenz abdessén wurde.
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A. Oligo A1 Ddel

i m
H ]
Oligo A2 !
\ i
Part 1 220 bp
Dde I
. Oligo B1
—>
' P |
‘ Oligo B2 ‘
| |
Part 2 200 bp
B. 1 11 21 31 41 51
\ \ \ \ [ [
Al

1 ‘CAAGGCAAAG AGAAGAGTGG TGCAGAGAGA AAAAAGAGCA GTGGGAATAG TAGCACCCAC 60

61 GAGCTTTGTT CCTTGGGTTC TTGGGAGCAG CAGGAAGCAC |[TATGGGCGCA GCGTCZ—\ATGA‘ 120
121 CGCTGACGGT ACAGGCCAGA CAATTATTGT CTGATATAG?ZGCAGCAGCAG AACAATTTGE 180
181 _T%iXGpGCTAT TGAGGCGCAA CAGCATCTGT TGCAACTCAC AGTCTGGGGC ATCAAACAGC 240
241 ‘TCCAGGCAAG AATCCTGGCTI]Z]TGGAAAGAT ACCTAAAGGA TCAACAGCTC CTGGGGATTT 300

301 GGGGTTGCTC TGGAAAACTC ATTTGCACCA CTGCTGTGCC TTGGAATGCT A| 351
B2

Abbildung 5.58:Modulare PCR-Aufbaustrategie der fiir die RRE-RNA codidenDNA-Matrizen-Sequenz.
A: Zwei PCR-Reaktionen mit den Uiberlangen Primern A1/A2 lRWB?2, die jeweils eine Uberlappende komple-
mentare Sequenz von 20 bp besalien, erzeugten den vorderbimteren Teil der Zielsequenz. Nach Restrikti-
onsverdau beider PCR-Produkte mit Dde 1 (Consensus-SEdLIENAG) erfolgte die Ligation beider Halften.

B: Sequenz nach kompletter Klonierung; die modularen BiahéA1, A2, B1 und B2 sind angegeben.

vektorlose
Ligation

§

351 bp

e
-
[~
Nt
o
S
-
-

Abbildung 5.59:Agarose-Gele (2%) zur Dokumentation der RRE-Klonierung.

A: Auftrennung der PCR-Produkte von Teil A und B nach dem Ddferdau.

B: Reinigung des Ligationsproduktes aus Teil A und B nachorbser Ligation.

C: Nach Blunt-End-Klonierung des 351 bp-Abschnitts in dektdr pCR4-Blunt-TOPO Transformation uiid
coli-Anzucht: Verdau der isolierten Plasmide.
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6. Diskussion

6.1 Die Wahl einer humanen Punktmutante zur heterologen Expession in Backerhefe

Mutagenese und phanotypische differentielle Charakégtiag sind effektive Werkzeuge zur
Aufklarung der Zusammenhange zwischen Struktur und Fanldines Proteins. Wachstums-
vergleiche von verschiedenen eukaryontischen Hypp, dierdleg in Saccharomyces cerevi-
siaeexprimiert wurden, zeigten, dass das humBliivd®1-Gen die beiden inaktivierten nativen
HYP-Gen-Loci in Backerhefe am wenigsten komplementieren l@fWOoHL 1994]. Daher
war zu erwarten, dass Punktmutationen im humanen ProteM/dchstumseigenschaften dras-
tischer beeinflussten als Veranderungen am hefeeigenésiriRraus diesem Grund wurde flr
eine Studie zu Struktur-Funktionsbeziehungen das humape Eingesetzt. In die Punktmu-
tagenese konservierter Aminosaurereste wurden auch die Rgsund R einbezogen, wo-
bei jeder Austausch vongPimmer einen lethalen Phanotyp bewirkte. Fir einige Suligii
nen des Restesgy gegen chemisch ahnliche Aminosauren ergaben sich teropszasitive
Hefestamme. Da die PunktmutantgGlie ausgepragteste Temperaturempfindlichkeit zeigte
[Y OUNG 1998], wurde sie fur eine Phanotypisierung ausgewahlt.

Als Erklarungsansatz fur die Temperatursensitivitat dasationstragenden Stammes wur-
den Veranderungen der Protein-Tertiarstruktur im Veafiegum Wildtyp angenommen. Weder
fur die humane Hyplp-Form noch fir das ihr homologe Hyp2p Béskerhefe liegen bis-
her Tertiarstrukturanalyse-Ergebnisse vor. Eine Homelddodellierungsstudie des humanen
Hypl1-Proteins zeigte, dass in ihm mit sehr hoher Wahrstibkkeit die gleiche Doméanen-
struktur vorliegt wie in den veroffentlichten Réntgenstrien von hyperthermophilen Archaea
[FACCHIANO et al. 2001]. Die Position 81 liegt hierbei am Anfang einexifiéen Ubergangsre-
gion, die die beiden Domanen des Proteins miteinanderngeb{siehe Einleitung und Abb. 5.9
auf Seite 70). Diese besondere Position der Punktmutadtails eine strukurelle Ursache der
ausgepragten Temperatursensitivitat van @zusehen. Die Mutation kdnnte eine veranderte
konformative Anordnung der N-terminalen und C-terminalemniane bei 25°C und 37°C zur
Folge haben, was zu unterschiedlichen RNA- bzw. Proteinlrigdeigenschaften bei beiden
Temperaturstufen und zur Veranderung der Proteinfunktibnt. Aus der Wachstumskinetik
geht hervor, dass der Effekt direkt nach dem Temperatarahffrestriktive Temperatur ein-
setzt. Innerhalb der ersten zwei Stunden bei 37°C teilteim die Zellen nur einmal, danach
stoppte die Proliferation vollstandig.

Die Hypusinmodifikation hat sich als essentiell fir die Fuork Hypps erwiesen. Im Hin-
blick auf die Strukur der Mutationsstelle und die Kinetilk ¢achstumsinhibierung beidpist
es unwahrscheinlich, dass der Effekt mit einer gestortgouidysynthese zusammenhangt, da
die Halbwertszeit des humanen Hypps bei Gber 24 h bei eirermrsibilitdt der zweiten Stufe
der Hypusinsynthesereaktion liegt.

Die Reversionsfrequenz firgg bei 37°C wurde auf k 10°® geschatzt. Dieser kleine
Wert zeigte die Stabilitdt des genetischen Systems gegehknRifiationsereignisse, weshalb
der Stamm mit der zugehdrigen Wildtypkontrolle als gembis Ausgangsmaterial fur weiter-
fuhrende phanotypische Charakterisierungen geeigndtiersc
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Im Kontrollhefestamm wurde die Wildtypform des humanen Hyp/on einem Single-
Copy-Plasmid exprimiert und nicht die hefeeigene Form Hyjilps geschah im Hinblick auf
die nachfolgenden differentiellen Analysen, weil bekawat, dass die humane Wildtypgen-
Form dieHYP2Funktion schlechter tibernehmen konnte. Nur dadurch weeehter Funkti-
onsvergleich der mutierten Hypp-Formen mit dem zugehariyddtyp maglich.

6.2 Entdeckung der mitochondrialen Atmungsdefizienz durch B-Gel-Analyse

Um neue funktionale Stoffwechselwege aufzufinden, bei déhgp eine Rolle spielt, wurde
eine molekulare phénotypische Charakterisierung vgndarchgefihrt.

Nach Betrachtung der vorhandenen Literatur-Daten zum Hymnghaltenden Protein wur-
de eine Involvierung Hypps beim Kernexport bzw. bei der Bsserung einer bestimmten
Gruppe von RNA-Molekilen als Arbeitshypothese postuligie, u.a. flr Zellwachstumsvor-
gange und Steuerung des Zellzyklus wichtig sind. Bei Zwgretfer Hypothese lage ein Funk-
tionsschwerpunkt in der postranskriptionellen Kontralkr betroffenen Gene. Da man nicht
davon ausgehen konnte, dass Verdnderungen in den mRNAKfi@reten gleichgerichtete
Veranderungen der translatierten funktionalen Protengeae hervorrufen wirden, wurde die
Untersuchung nicht allein auf Transkriptom-orientieffeshniken aufgebaut, sondern auch auf
Proteinebene ausgeweitet.

Die Untersuchung von Gesamt-Proteinextrakten durch azmeiasionale Gelelektrophore-
se (2D-SDS-PAGE) erfolgte zunachst mit bei 37°C gezuchtéfédtypstammen. Es wurden
etwa 1350 Proteinspots gezahlt, die reproduzierbar awfgleih werden konnten. Da fir ei-
ne Hefezelle eine Protein-Spezies-Zahl von mindester@d@tangenommen wird, entsprach
die gemessene Spot-Zahl eines Gels streng genommen nicltefieition eine Proteoms,
wie bei [LOTTsPEICHUNd ZORBAS 1998] formuliert; bildet das Proteom doch die quantita-
tive Darstellungaller in der Zelle oder einer Unterfraktion exprimierten Progpiezies. Die
Zelle sollte sich dabei in einem definierbaren Zustand befindls Ursachen fiir das mangeln-
de Auflosungsvermogen koénnen die pro isoelektrischer Rigusg limitierte Proteinmenge,
die Sensitivitat der verwendeten Silberfarbungsmethatkedie Software-unterstitzte Gelaus-
wertetechnik, die ebenfalls eine begrenzte Empfindlidhidealingt durch Hintergrundrauschen
besitzt, angefihrt werden. Dem 2D-Gelansatz waren daheeisti hoher exprimierte Protei-
ne zuganglich, unter denen dennoch bei den verwendetenettfinexperimentellen Bedin-
gungen quantitative Proteinexpressionsunterschiedsciken gleich behandelten Wildtyp- und
Mutanten-Zellpopulationen aufgedeckt werden konnten.

Der Vergleich der Spotmuster von Gesamtproteinextrakbsndldtyp und Mutante zeig-
te trotz der drastischen Veranderung des Phanotyps arb@ restriktiver Temperatur nur
die Anderung des Expressionsverhaltens bestimmter, lagz8pots und nicht eine gravieren-
de Veranderung des Spotmusters. Die spezifischen Propeesstonsunterschiede zeigten sich
zumeist in einer Unterexpression in der Mutante. Demgdgeniurden weniger Proteinan-
reicherungen in g bei beiden Temperaturstufen gefunden. Dies macht deutiass keine
globale Stérung der Proteinbiosynthese durch die mutiéyfgp-Form ausgeldst wurde. Viel-
mehr kam es zu einer Proteinexpressionsabnahme speBrdkeine. Dieser Befund bestatigte
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die Beobachtungen von NG et al. 1994] und [DK et al. 1998], die bei ausfallender HYP-
Funktion nur eine Abnahme der Gesamttranslation um ca. 3@8bdxrhtet hatten (vgl. Ein-
leitung) und bestarkt deren Argumentationsrichtung getjerFunktion Hypps als generellen
Translations-Initiationsfaktor.

Es konnten vier Untereinheiten des mitochondrialgfoFATP-Synthase-Komplexes als
stark abgereichert in §3 gefunden werden (s. Ergebnisse, Abschnitt 5.1.6.1). Deesete auf
eine Beeintrachtigung der mitochondrialen Atmung in derdnte hin.

Um das Teilergebnis zu bestatigen und weitere Erkenntriibse die Auswirkungen der
Punktmutation auf mitochondriale Funktionen zu gewinnea gleichzeitig die Temperaturab-
hangigkeit der Effekte bei §&3 zu Gberprifen, wurde die 2D-Gel-Proteinanalyse an ideler
Mitochondrienfraktionen aus Kulturen, die bei 25°C angdrét wurden, fortgesetzt.

Im Gegensatz zum Wildtyp wies das mitochondriale Pellet@gisZellen nach Inkuba-
tion bei 25°C und 37°C nur eine schwache Braunfarbung aufddieh Ham-Molekdle in
Cytochtom-c und in anderen mitochondrialen Proteinkonmgaieéxervorgerufen wird. Dies liel3
auf reduzierte Cytochrom-c- bzw. Eisen(lll)-lonen-Mengeder Mutante schlie3en. Dement-
sprechend konnten Abreicherungen von Untereinheiten i@asnitochondrialen Atmungsket-
tenkomplexen gefunden werden, darunter Succinat-Delygtiase (Sdhlp), mehrere Unterein-
heiten des Ubiquinol-Cytochrom-c-Reductase- und des Cytocio-Oxidasekomplexes.

Der Abreicherungseffekt trat bereits bei 25°C auf, war imeseStarke aber temperaturab-
hangig. Die vier erwdhnten Untereinheiten des ATP-Symrtiésmplexes Atplp, Atp2p, Atp4p
und Atp7p besal3en bei 37°C schwachere Protein-Expressasdei 25°C. Der Temperatur-
schock verursachte demnach eine weitere Reduzierung bawedkist der Atmungsfahigkeit,
die schon bei 25°C eingeschrankt war.

Dieses Ergebnis wurde durch die Messung des mitochondrdEmbranpotential &y,
welches fur die Funktion der mitochondrialen Atmungskettenplexe unabdingbar ist, an iso-
lierten Mitochondrien aus Wildtyp- und dgZellen bestétigt. Dabei zeigte sich, dass in mi-
tochondrialen Fraktionen, die aus Mutanten-Kulturen 8C3stammten, keinerlei Membran-
potential messbar war. Bei Mitochondrien aug-@ellen bei 25°C war es im Vergleich zum
Wildtyp zwar deutlich abgeschwacht, aber messbar.

Im nachsten Schritt wurde auf zellularer Ebene die mitodniale Atmungsfahigkeit der
Mutante durch Wachstumstests auf einer nur durch mitoaf@edAtmung nicht aber durch
Garung verwertbaren Kohlenstoffquelle geprift. Dies bafe Aussage Uber die Integritat des
mitochondrialen Genoms (mtDNA) in der Mutante zu. Deletiondie entweder einzelne mi-
tochondrial codierte Gene oder gréf3erer Bereiche der notadiialen DNA betreffen, bzw. der
Verlust der kompletten DNA wirden zu sog. Petite-Phanotyfidiren (langsam wachsende
Stamme aufgrund Ausfall oder starker Beeintrachtigung deramondrialen Atmung).

Bei permissiver Temperatur konnteg&Stamme auf Glycerin- und Ethanol-haltigem Me-
dium deutlich wachsen. Dieses Wachstum blieb bei Tempendithung auf 37°C géanzlich
aus. Demnach war das mitochondriale Genom gn gundsatzlich funktionsfahig, und es lag
kein Petite-Phanotyp vor. Das Ergebnis bestatigt die Maesittate deAy, an isolierten Mi-
tochondrien: abgeschwachte aber vorhandene Fahigkettimmrchondrialen Atmung bei 25°C,
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nicht aber bei 37°C. Auch die elektronenmikroskopische t$nighung der Mutanten-Stamme
deutete in diese Richtung, da die Anzahl der MitochondrigBgiiZellen nicht verringert war.

Ob der Wachstumsstop bei 37°C durch den Verlust der mitahieen Atmungsfahigkeit
der Zelle verursacht war oder durch andere Effekte, wararnkl

Einen Hinweis auf die Klarung dieser Frage gibt das Ergebimer SuppressbiAnalyse,
die in der Mutante durchgefuhrt wurde PUNG 1998]. Dabei konnte eine zusatzliche Expressi-
on des Gen¥HM2die Temperatursensitivitat vonggzu etwa 50% aufheben. Daten Y#iM2
zeigen, dass es sich mit hoher Wahrscheinlichkeit um eioamdgndriales Membranprotein der
inneren Mitochondrienmembran handelt{Cet al. 1998].

Das Protein bindet an mitochondriale DNA und wird als Stahibr der mitochondrialen
DNA diskutiert, da es als Suppressorgen eines nicht fun&tem mutieren Allels des mi-
tochondrialen Histongerabf2 gefunden wurde. Die Nullmutante vofHM2 ist lebensfahig,
zeigt aber wie @ ein verlangsamtes Wachstum in Gegenwart von nicht vergamigohlen-
stoffquellen und eine Instabilitdt des mitochondrialem@mas. So kdnnte das Protein als Teill
der Proteinmaschinerie fungieren, welche die Anbindurggrdg@ochondrialen Plasmids wah-
rend Replikations- und Segregationsvorgangen an die indéoezhondrienmembran sicher-
stellt. Da eine zusatzliche Expression des mitochondriddembranproteiny HM2 zu einer
partiellen Aufhebung der durchggbei 37°C verursachten Wachstumsarretierung fuhrt, wird
deutlich, dass die stark eingeschrankte Atmungsfahiddeitioher Temperatur eine Ursache
fur die Arretierung darstellt. Ferner deutetelM2 als Suppressor desggPhénotyps auf eine
Destabilisierung der mtDNA in & hin, welche trotz des Wachstumsvermdgens auf Glycerin
bei 25°C nicht auszuschlie3en ist.

Genchip-Versuche an dgp bestétigten eindrucksvoll die vorliegende mitochoneriAl-
mungsdefizienz. Bei beiden Temperaturstufen zeigte sictudterexpression einer Vielzahl
von Genen mit mitochondrialen Funktionen, was die Atmuefjgtenz der Mutante bereits bei
permissiver Temperatur belegt. Unter diesen Transkrip@nder Suppressor vonggg YHM2,
sowie ABF2, das vonYHM2 ebenfalls supprimiert wird. Bei den am starksten abgereiehe
MRNAs handelte es sich um die auf dem mitochondrialen Genatiexten Trankripte von
Cytochrom-c-Oxidase Untereinheit COX1), ATP6 aus dem IHo-ATP-Synthsae-Komplex
undCOBaus dem Ubiquinol-Cytochrom-c-Reduktase-Komplex.

Die mRNA des Gen€OX1war in einer Differential-Display-RNA-Analyse an Saugetie
zellen, die mit Mimosin (Hemmung der Eisen-abhangigen temeStufe der Hypusinsynthe-
sereaktion) in ihrer Zellproliferation arretiert wurdeais stark abgereichert in der polysoma-
len Fraktion gefunden worden fHWAUSKE-ABEL et al. 1995]. Die Zellen zeigten dabei einen
Wachstums-Arrest in der spaten-Bhase des Zellzyklus. Als zweite abgereicherte mRNA
fanden die Autoren Methionin-Adenosyltransferase (E.6.126). In Hefe kommen zwei Ho-
mologe dieses Enzyms vor. D&\MZXTranskript wurde in der &-Genchip-Studie als nicht
reguliert (FC = 1,13) gefunden. Dagegen wurdeSiM2eine deutliche reproduzierbare Un-

1Suppressor-Analyse hier im Sinne der molekularen Genbigk\Wirkung eines mutierten funktionell einge-
schrankten Gens wird durch die verstarkte Expression einésren Genes (Suppressor) ausgeglichen, mit dem es
zellular zusammenwirkt.
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terexpression (FC = -2,81) gemessen. Hierin zeigte sich @oereinstimmende Auswirkung
der beeintrachtigten Hypp-Funktion in zwei untersch@liveit entwickelten eukaryontischen
Zellsystemen.

In den im Genchip herunterregulierten Genen spiegeln dieldginstimmende Ergebnisse
der 2D-Gel-Analyse auf Proteinebene und auf mRNA-Ebenemdile vor allem Untereinhei-
ten der flinf Atmungsketten-Proteinkomplexe betreffenisaie mRNA- und Protein-Produkte
des Hitzeschock-Gen$SP26 Dieses Transkript fand sich auch in der genomweiten Suatie
upfl23 -Mutanten (Hypp-Zusammenhang s. Kapitel 6.4, ab Seite 166)LELIVELT [1999]
unter nur 41 abgereicherten Transkripten zusammelYHi2 Die Wachstumsarretierung von
Gg1 bei 37°C erlaubte es den Zellen offenbar nicht, eine Hitzeskantwort, in die Hsp26p ein-
bezogen ist, aufzubauen.

6.3 Genchip-Analyse zur Klarung der RNA-Kernexporthypothese

Es stellte sich die Frage, durch welchen Wirkmechanisme$dnktmutierung in & zu der
beobachteten eingeschrankten ZellatmungsfunktiondlMdUNG postulierte, dass Hypp als
moglicher RNA-Export-Faktor den Transport und so die Tratish von mRNAs indirekt regu-
liert, die fur die Zellproliferation und die mitochondréZellatmung wichtig sind. Dabei wurde
nicht ausgeschlossen, dass auch mRNA-Spezies, die fureaddéfunktionen wichtig sind,
durch Hypp posttranskriptional reguliert werden.

Da die Hypothese eine direkte Interaktion des Proteins mih Rbistulierte und es in der
Literatur zahlreiche Evidenzen in diese Richtung gibt (egnleitung), musste eine direkte
Methodik zur Analyse des RNA-Profils der Mutante Anwendunddimund daher die Analyse
von der Protein- auf die mRNA-Ebene verlagert werden. Alsgyete Methode zur Uber-
prifung der mRNA-Kernexporthypothese wurde die genomwie@skriptomanalyse mittels
Hochdichte-Oligonukleotid-Genchip-Technik (HDOA) aesgihlt, indem das mRNA-Profil
im Kern der Mutante nach Inkubation bei 37°C mit dem des Widtverglichen wurde. Dabei
wurden die erhaltenen Transkriptome denen aus Gesamt-Rol&ilungen und cytosolischen
RNA-Fraktionen gegentber gestellt, um die Anreicherung RdIA-Spezies im Zellkern der
Mutante aufgrund eingeschrankter Exportfahigkeit Hyppgssen zu kbénnen. Aufgrund der
Temperatursensitivitdt von dp sollte dieser Anreicherungseffekt bei restriktiver Tenaber
ausgepragter erscheinen als bei permissiver.

Es wurde ein Vergleich zwischen nuklearer, cytosolisched Gesamt-RNA bei beiden
Temperaturstufen durchgefiihrt. Danach wurden die ermaitdranskriptomdaten regulierter
ORFs getrennt fur angereicherte und abgereicherte ORFs inebfuktionsgruppen einge-
ordnet. Die die Funktionsverteilung reprasentierendemiefioliagramme weisen starke Ahn-
lichkeiten zwischen Zellkern-RNA und cytosolischer RNA dé&ichen Temperaturstufe auf.
Dies war bei an- und abgereicherten Probensétzen gleicftenmder Fall. Eine Zellkernan-
reicherung héatte eine veranderte Funktionsgruppenterteder Gene zwischen Zellkern und
Cytosol verursacht, die jedoch nicht beobachtet wurde.
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Zwei weitere Auswertungen des Datenmaterials sollten digé der mRNA-Kernanrei-
cherung beantworten. Im ersten Ansatz wurden 841 an- undraiserte Probensatze, die
mittlere p-Werte unter 0,065 aufwiesen und deren FC-Werte somit atsfigignt eingestuft
wurden, in ihrer FC-Wertverteilung zwischen den drei RNAKg@en Kern, Cytosol und
Gesamt-RNA untereinander verglichen (siehe Abb. 5.36e34i9). Auch hier zeigte sich kei-
ne deutliche Abweichung der Probensatzzahlen in den viezi&leen der FC-Wert-Verteilung
zwischen Zellkern-, Cytosol- und Gesamt-RNA-Fraktion. Ime#en Ansatz wurden die signi-
fikant angereicherten Probenséatze der Zellkernfrakti@h@pauf die Erfullung einiger Bedin-
gungen Uberpruft, die Kernanreicherung anzeigten:

» schwache oder keine Anreicherung in der Cytosol- oder Gessdtion
* bei 25°C keine oder schwéachere Anreicherung als in derfkation bei 37°C.

Dabei wurden keine Gene gefunden, welche die Bedingungereinudabhéangigen Da-
tensatzen reproduzierbar erflillten. Aus dem erzeugteerD@dterial ergab sich demnach, dass
die mRNA-Kernexportfunktion in der Mutante nicht beeintrtigt war, was gegen eine zentrale
Funktion Hypps im RNA-Kernexport spricht.

Diese Beobachtung wird durch Ergebnisse einer anderen tdgoeppe gestitzt, die drei
temperatursensitive Allele vaAYP2in Backerhefe charakterisiertenAVENTINI et al. 2002].
Die Autoren konnten eine Lokalisation Hypps in Fusion mitf&#m Zellkern nicht nachwei-
sen, sondern detektierten das Protein vornehmlich im Cysoph mit einer Anreicherung in
der perinukledren Region. Diese Lokalisation steht im Gegnzu den Ergebnissen, die bei
hoheren Eukaryonten gefunden wurden und die Hypp zu hoh&sildmauch im Zellkern nach-
wiesen ([RUHL et al. 1993]; [BEVEC et al. 1996]; [YOUNG 1998]; [JA0 und CHEN 2002]). Die
nicht nukleare Lokalisation argumentiert auch gegen eingkfon Hypps als Shuttle-Protein
zwischen dem Zellkern und dem Cytosol, welche bei Saugetlerefir den Export retrovira-
ler RNAs zusammen mit den Faktoren Rev und Rex bewiesen wurde/gBet al. 1996];
[KATAHIRA et al. 1995]). Fur hohere Eukaryonten ist die Kernexpokfiam auch durch
die Interaktion Hypps mit den RAN-GTP-abhangigen Exportirle (Crm1p) und 4 be-
legt ([LiIPOWSKI et al. 2000]; [RosorIuset al. 1999]). In Hefe wurde jedoch eine Akkumu-
lation Hypps im Zellkern einecrml1 -Mutante nicht beobachtet BV ENTINI et al. 2002].
Fur den Kernexport Uber Exportine missen in den zu transpenden Faktoren Leucin-
reiche Kernexport-Signal-Sequenzen (NES) vorhanden $eimler humanen Form wurde
ein NES-Motiv im SequenzabschnittQLI G QDGYLSLL (Reste 75 bis 84) postuliert
[L1u etal. 1997]. Das Motiv ist jedoch in den Hypp anderer Eukatgo in der Menge und
Anordnung seiner Leucin- und Isoleucin-Reste nicht korieerund entspricht nicht dem ka-
nonischen NES-Signal, wie es vonTi®E et al. 1997] definiert wurde.

Zum jetzigen Zeitpunkt weisen die Ergebnisse darauf hiss @i@&Saccharomyces cerevisiae
die Hypp-Funktion weniger ausgepragt an Zellkern-Fumdrogekoppelt ist, als dies bei héher
entwickelten Eukaryonten der Fall ist. Daflir mag auch dpeacdass bisher im Hefegenom
kein homologes Gen zu Exportin 4 gefunden wurde.

2GFP = ,green fluorescent protein*
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Neuere Studien haben gezeigt, dass ein gezielter AbbauwvegnRNA bereits im Zellkern
der Béackerhefe existiert [&s et al. 2003]. Durch Northern-Blottingn situ-Hybridisierung
und Hemmung der Transkription durch Thiulutin wurde dabeeinemnupl16A-Stamm ei-
ne schnelle Degradation der mRNA im Zellkern gezeigt. Didgadvau wurde durchirp6-A-,
rail-A- und cbclA-Deletionen supprimiert, jedoch nicht durch eine Aussitimg) vonupfl,
welches fir die Hauptkomponente des Nonsense-Codon-mRNMMeges (NMD, Erkla-
rungen s. nachster Abschnitt) codiert. Dies deutet auf diabdbangigkeit dieses Abbauweges
von NMD hin.

Dafiur spricht auch, dass die NMD-5-3'-Exonuklease Xrnlighh Teil des Zellkern-
MRNA-Abbauweges ist, sondern die zu dieser funktionshogefwkleare Nuklease Ratlp.

Aufgrund der Existenz dieses Abbauweges kann nicht notigendeise gefolgert werden,
dass eine durch & verursachte RNA-Kernexportdefizienz bei den gewdahlten raxeatel-
len Bedingungen und Nachweisverfahren zu einer Anreicligevon RNA im Zellkern fihren
MusS.

Das Zwischenergebnis des unbeeinflussten RNA-Kernexpor@Gsi wurde auch durch
das Fehlen der in der HDOA-Analyse gemessenen Kernanreaiofpen der 18S-rRNA nach
Analyse durch quantitative RT-PCR und Northern-Blottingtges. Da die 18S-rRNA in ei-
nem groRRen Uberschuss in der Zelle vorliegt, konnte auchvbgiandensein eines RNA-
Abbaumechanismus im Zellkern davon ausgegangen werdss eitee Anreicherung im Zell-
kern gegenuber dem Cytosol messbar sein misste.

Von Interesse war die Zellkernanreicherung der 18S-rRNAndier Literatur eine Rolle
Hypps bei der Prozessierung und/oder beim Kernexportoitnaser RNA-Untereinheiten dis-
kutiert wird. So beobachteten{8GE-ZIMMERMANN et al. 2000] ein Verbleiben des RPL11b-
GFP-Proteins, welches am Kernexport der reifen 60S-Uinteeé beteiligt ist, im Zell-
kern einer Hyp2p-temperatursensitiven Mutante. Auch dierbktion Hypps mit dem kon-
servierten ribosomalen Protein L5, welches eine zentredéelkomponente des 5S-rRNA-
Exportsystems darstellt, deutete auf Die Beteiligung Hyippsn intrazellulares Transportsy-
stem fur Polymerase-llI-Transkripte hin¢8ATZz et al. 1998].

Aus den Ergebnissen zu dieser Arbeit lie3 sich kein unrbarelr Hinweis auf eine Be-
teiligung Hypps beim Export eines speziellen Satzes von mRdier rRNA-Molekilen aus
dem Zellkern vorSaccharomyces cerevisiirden. Fiur das System Backehefe ist eine primare
Funktion Hypps als Zellkern-Shuttleprotein aus der Siddt Hrgebnisse dieser Arbeit daher
nicht anzunehmen.

6.4 Beeintrachtigung des 5’-3-mRNA-Abbauweges in g

Das Muster der reproduzierbar angereicherten Probensésehohe Ahnlichkeit auf mit ak-
kumulierenden Probensatzen in zwei genomweiten KnockSudien von Faktoren des in
Saccharomyces cerevisiats 5’-3'-mRNA-Abbauweg bekannten Stoffwechselweges.

Im folgenden wird ein kurzer Uberblick tber die bekanntetapberten mRNA-Abbau-
mechanismen der Backerhefe gegeben. Es existieren zwerefjenpradominante Stoff-
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Abbildung 6.1:Der generelle deadenylierungsabhangige mRNA-Abbau begiit der enzymatischen Verkiir-
zung der Poly-A-Verlangerung. Beim Exosom-vermittelté’3Abbauweg wird dann die deadenylierte mRNA
mit intakter Cap-Struktur von 3’-5’-Exonukleasen abgdb@er normale 5’-3'-mRNA-Abbauweg beinhaltet die
Abspaltung der 5’-Cap-Struktur mit nachfolgendem Angridh 5'-3’-Exonukleasen wie Xrnlp.

wechselwege, die anhand der Abbaurichtung der mRNA klasstfizverden und die ab-
hangig von der Deadenylierung sind (vgl. Abb. 6.1). Dereststinhaltet den Abbau vom
5- zum 3’-Ende der mRNA. Der zweite wird als Exosom-abhaegig’-5’-Abbauweg be-
zeichnet. [ANDERSONet al. 1998]; [MANGUS et al. 2003]. In beiden Wegen erfolgt zu Be-
ginn eine Verkirzung der Poly(A)-Kette auf eine Oligo(Adfige von 10-12 Nukleotiden
[DECKERC. J. 1993];

[MUHLRAD et al. 1995]. Nachfolgend kdnnen die Transkripte entwedectdden 5’-3'- oder
den 3’-5’-Weg abgebaut werden. Der erstere beinhaltet dispAltung der 5’-Cap-Struktur
durch den Dcplp/Dep2p-Enzymkomplex und den darauf folgereckonukleolytischen Verdau
durch die 5’-3’-Exoribonuklease Xrnlp (EEELMAN et al. 1996]; [DUNCKLEY und FARKER 1999];
[MUHLRAD et al. 1994]; [MUHLRAD et al. 1995]).

Der Nonsens-Codon vermittelte AbbauwedNgnsenseM ediatedDecay “ = NMD) und
der sog. ,Nonstop-mRNA-Abbauweg¥AN HoOOFet al. 2002]; [RISCHMEYERet al. 2002]
stellen zwei spezielle 5’-3'-mRNA-Abbauwege dar, die 5’-Galpspaltung und Abbau durch
Xrnlp benétigen [BLTZ und AcoBSONZ2000], jedoch keine Deadenylierung der Poly-A-
Kette [GONzALES et al. 2001]. In Eukaryonten sind beide Abbauwege konseruigd beide
Bestandteil des mRNA-Uberwachungssystems, das fehlerné&fiéAs vor der Translation eli-
minieren soll. Zur Uberwachungsmaschinerie des NMD, dé& Nonsens-mRNAs mit vor-
zeitigen Stop-Codons oder Transkripte mit Frameshift-NMomen vor der Translation erkennt,
gehort ein Komplex aus den drei Upf-Proteinen Upflp, Upfag Upf3p, die den Kern des sog.
Uberwachungs-Proteinkomplexes (,surveillance complexitden [MUHLRAD et al. 1994].
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Bei Upf3p handelt es sich um ein Zellkern-Shuttle-Protainjéssen Sequenz mehrere NES
und NLS-Sequenzen vorhanden sindgtét al. 2000]. Die drei fiir NMD irS. cerevisia@ot-
wendigenUPF-Gene zeigen im Sequenzvergleich mit den humanen HomolegetwPF1
nachUPF3 abnehmende Prozentsatze der Sequenzidentitat. SierhedPF1 am hochsten
bei 48,5%. Die ATP-Helikase-Domane des Proteins besitzeideine noch hohere Konser-
viertheit und hat sich wahrscheinlich in einem friilhen Vorén von Archaea und Eukaryonten
entwickelt [QULBERTSONuUNd LEEDS2003].

Die genauen Mechanismen der Stop-Codon-Erkennung sind miobh bekannt, wenn-
gleich der Weg in Hefe am besten charakterisiert ist. Ahinigl6.2 zeigt ein aktuell diskutiertes
Modell fir NMD in héheren Eukaryonten, das zum Grof3teil aasgléich mit Hefedaten auf-
gestellt wurde [WLUSZ et al. 2001].

Neben den angesprochenen Haupt-mRNA-Abbauwegen existi@igere Varianten in He-
fe. Zuihnen gehoren der oben angesprochenen zellkerrddéd mMRNA-Abbau [s et al. 2003].
Desweiteren werden einige Messenger-RNAs durch einennseltendoribonukleolytischen
Weg abgebaut [W.uSz et al. 2001].

In den letzten Jahren konnte Evidenz dafur gefunden werddess, NMD in Béackerhefe ne-
ben dem Abbau fehlerhafter RNA eine weitere Funktion in deledsei der posttransskriptio-
nellen Kontrolle von speziellen nicht durch Mutation vetéarten mRNA-Transkripten erfullt.
Bei der Identifikation dieser NMD-Substrate sind einige sdntitte gemacht worden, die zu
einer Einteilung nach bestimmten Strukturklassen gettgioen. Zu diesen zahlen:

1. mRNAs, die in ihrer codierenden Region friih auftretende 9¢ars-Codons tragen
(,Nonsens-Mutationen®)
[PELTZ et al. 1993b]; [LossoNund LACROUTE 1979].

2. MRNAs, die in ihrer 5’-UTR (untranslatierte Region am 5dérder mRNA) einen oder
mehrere kurze offene Leserahmen (,upstream open readamge8” (UORFS)) tragen
[VILELA etal. 1998]; [Ri1z-ECHEVARRIA und ReLTZz 2000].

3. mMRNAs mit abnormal verlangerten 3'-UTRs [MLRAD und RARKER 1999].

4. mRNAs, bei welchen durch lickenhaftes Scannen des ORFs ulieutNy von au-
Berhalb des Rahmens liegenden AUGs fiir die Translatiomesioig beginstigt wird
[WELCH und ACcOBSON1999].

5. Intron enthaltende Pre-mRNAs, die im Zellkern nicht zkgehalten wurden und das
Zytoplasma erreichen [Elet al. 1993].

1999 verdffentlichte die Arbeitsgruppe um M. RUBERTSON eine genomweite Knock-
Out-Studie detJPF-Gene inSaccharomyces cerevisifleELIVELT und QULBERTSON1999].
Die Autoren beschrieben Transkriptomanalysen von Hefasit@n, in denen die Genfunktionen
von UPF1, UPF2undUPF3jeweils einzeln und auch zusammen ausgeschaltet wordemwar

3NES = ,nuclear export sequence*;
NLS = ,nuclear localisation sequence*
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Abbildung 6.2: Nonsens-Codon vermittelter mRNA-Abbauweg (NMD) in homerd&ukaryonten
[WiLusz et al. 2001]. Ein mdogliches Modell, wie vorzeitige Stop-©od in Transkripten erkannt und
Uber einen Poly-A-unabhéangigen Weg durch die 5'-3'-Exdeage abgebaut werden. Noch im Zellkern bindet
ein Marker (potentiell Upf3p) spezifisch an Nonsens-RNA.sRoly-A-bindende Protein Pablp deckt die
Poly-A-Kette ab. Die mMRNA wird dann in das Cytoplasma tramtiprt. Die Translation beginnt, noch bevor die
Translokation durch den Kernporenkomplex abgeschlossaimd die mRNA noch mit dem nuklearen 5’-Cap-
Bindungskomplex assoziiert ist. Die Passage des Ribosams #ie Bindung von Marker-Proteinen (Upf3p?)
zerstoren, so dass eine RNA nach einer Translationsrumtié miehr markiert ist. Bei der Translationsterminie-
rung baut sich ein ,Uberwachungskomplex* auf, der Upflphéht Dieser Komplex scannt stromabwarts des
Stop-Codons nach Markerproteinen. Findet der Uberwackamgplex einen Marker, kommt es zur Umformung
der RNA. Dies fuhrt zur Zerstérung des Cap-Bindungskonmgsexur raschen 5-Cap-Abspaltung und zum
exoribunukleolytischen Abbau.

Vor kurzem erschien eine umfassendere Studie, welche raddreDisruption der dreUPF-
Gene auch den Ausfall der stromabwarts von ihnen agiereRdktorenDCP1 und XRN1
durch Genchipanalysen untersuchteg[ét al. 2003]. Die Ausschaltung jedes einzelnen oder
aller drei UPF-Gene zusammen bewirkte dabei die Akkumulierung immer timeaeRNA-
Transkriptgruppe. Bei Ausschaltung vBi€CP1oderXRN1(bzw. beider Gene gemeinsam) rei-
cherten sich diese Transkripte ebenfalls an. Die Gesa@ngheicherter Probensétze in diesen
Stammen lag aber um ca. 40% Uber denenugdf-Stdmme, da Dcplp und Xrnlp nicht nur
Teil des NMD- sondern auch essentielle Komponenten desgléare5’-3’-Abbauweges sind
(vgl. Abb. 6.1).

Ein Grolteil der angereicherten Transkripte in dendA-Stdmmen wurde auch im Arei-
cherungstranskriptom vongggefunden. Die Hohe der Ubereinstimmung ver75% deutet
auf eine starke funktionelle Beeintrachtigung des NMD-Abkeges bzw. des 5’-3'-mRNA-
Abbauweges in der Mutante hin. Die Gesamtzahl angeremh®®RFs in (g1 stimmte dabei
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besser mit den ORF-Zahlen dapfA-Stamme als mit denen dedcpt bzw. xrn1-A-Stamme
Uberein.

Der NMD-Abbauweg Uberschneidet sich mit dem normalen 5ABbauweg in den beiden
letzten Schritten der 5’-Cap-Abspaltung durch Dcplp/Dcpg dem exoribonukleolytischen
Abbauschritt durch Xrnlp. Der Einfluss Hypps kdnnte demreatlklen verschiedenen Stufen
des Abbauweges ansetzen, namlich an der Funktion einesiemzoder jedes der dreiPF-
Genprodukte, am 5’-Cap-Abspaltungsschritt der RNA oder arkd&lp-Funktion.

Die Ggi-Ergebnisse sprechen nicht gegen eine Beteiligung, HyppsgdremRNA-Cap-
Abspaltung und/oder beim exonukleolytischen Abbau. Desbee Ubereinstimmung mipfA-
Stammen deutet jedoch eher auf eine Funktion Hypps im Zusarhamg mit denJPF-
Funktionen bzw. mit NMD hin. In diese Richtung deutete auch spezielle Anreicherung
des Transkriptes vodPF2im Gegensatz zu den anderen bekannten, essentiellen &aktes
5-3’-Abbauweges, die nicht reguliert erschienen. Did# dinlass zur Spekulation, dass Hypp
UberUPF2 mit NMD verknupft ist.

Eine andere Verbindung Hypps mit NMD kdnnte tber Upf3p Wemte Es fungiert als
klassisches Kern-Shuttle-Protein fir den Export der NMib<Srate und der 60S-ribosomalen
Untereinheit [RTFIELD et al. 2003]. Als Ran-GTP-abhangiger Export-Faktor wurde fiir
Hypp in hoheren Eukaryonten gigoRiuset al. 1999] Crm1p gefunden. Interessant in diesem
Zusammenhang ist die Identifizierung von zwei temperatsitieen Hyp2p-Punktmutanten,
die den Export der 60S-Untereinheit behindertema&E-ZIMMERMANN et al. 2000]. Hypp
kénnte demnach im NMD-Weg auch als Kofaktor fir den Kernexpon Upf3p wirken.

ZUK und ACOBSEN haben bereits auf eine mdgliche Rolle Hyppsincerevisiadei der
RNA-Prozessierung, insbesondere im RNA-Abbau hingewieZer [und ACOBSON 1998].
Sie fanden bei der Suche nach lebenswichtigen Faktoren Bd#\rTurnovers die C-terminale
Punktmutante ts1159 von Hyp2p, bei der der nichtkonsdevteerinrest §,9 durch Prolin er-
setzt war. Gescreent wurde nach einer Anreicherung deahiish CYH2Pra-mRNA, die ein
ungespleil3tes Intron enthélt. Der Phanotyp des tempsaatsitiven Allels wies eine zu 30%
verringerte Gesamtproteinsynthese bei 37°C auf. Wie digsMieg der Aminosaureinkorporati-
on bei zunehmenden Konzentrationen Cycloheximid, einemslaionshemmer, zeigte, konn-
te die GroRenordnung der Translationsabnahme nicht diebéabachteten mRNA-Abbau-
Defekte erklaren. Die Autoren schlugen eine Rolle im getemehRNA-Abbau vor, da es zur
Stabilisierung sowohl von Nonsens-Codon-mRNAs als auch wmalen Wildtyp-mRNAs
kam, die keiner NMD-Substrat-Klasse zuzuordnen waren. Beiet wurde mit Hilfe eines
m’GMP-Antikérpers auch eine Anh&ufung und Stabilisierung RIRNA-Molekiilen ohne 5'-
Cap-Struktur, was zur Annahme flhrte, dass Hypp nach deraMosy des 5’-Cap wirkt. Da
das Transkriptionsprofil von & die zuvor beschriebenen Ubereinstimmungen aufweist, wird
die Hypothese der Beteiligung Hypps bei der 5’-3'-RNA-Prazesing, insbesondere bei den
auf die 5’-Cap-Abspaltung folgenden Schritten, sowohl vark Als auch von der Transkripti-
onsanalyse dieser Arbeit gestitzt. Da bekZauch Nicht-NMD-Substrate stabilisiert wurden,
ist die Wirkung im normalen 5’-3'-mRNA-Abbauweg wahrscHaih und deutet hier auf eine
Beeinflussung der Xrnlp-Funktion hin.
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Aus den Genchipergebnissen ist auch auch in indirektentpd@ischer Effekt Hypps auf
den NMD-Weg diskutierbar. Dabei kbénnte es zu einer DefizienZransport oder der Prozes-
sierung einer mMRNA kommen, deren Proteinprodukt eine esflenKomponente des NMD-
Weges darstellt. In diesem Zusammenhang ist auch eine Dopkion Hypps denkbar, bei
der Hypp am Abbau von RNA-Spezies beteiligt ist und gleidigeieren Prozessierung oder
Transport selbst kontrolliert.

Einige Fakten sprechen dafir, dass es sich bei der Defizner®Z-B’-mRNA-Abbau bei
Ausfall derHYP-Funktion nicht um Sekundéreffekte handeltaCENTINI et al. [2002] hielten
die Stabilisierung von mRNAs in den dort analysiert¢iP2Mutanten fir sekundar.):

* In Gg; ist der mRNA-Anreicherungseffekt im Gegensatz zu den Bedbagen arhyp2
ts-Mutanten von YLENTINI kaum abhangig von der Temperatur oder der Dauer ei-
ner Inkubation bei 37°C. Die RNA-Anreicherung war auch beingssiver Tempera-
tur sehr ausgepragt messbar, wie die Expressionsmust&5b&i und 37°C im Ver-
gleich zum Wildtyp eindeutig ergaben. Dies steht im Einglanit den Ergebnissen
von Zuk et al., die bei ihrer ts-Mutanten vadYP2 ebenfalls bei weniger als 45 min
nach Shift auf die hohe Temperatur deutliche mRNA-Anreichgen messen konnten
[ZuK und AcOBSON1998].

« Die Transkriptionsprofile angereicherter Transkript@ea sehr hohe Ahnlichkeiten zu
den Datensatzen vampfA-, dcpIA- und xrnlA-Mutanten. Bei Sekundareffekten waren
die Ubereinstimmungen weniger ausgepragt.

* Die Expressionsprofile waren aus unabhéngig isoliertetaenstammen und zellularen
RNA-Unterfraktionen gut reproduzierbar.

 Die von der Punktmutation §3V ausgelésten phanotypischen Eigenschaften stehen nach-
weislich im Zusammenhang (s. nachster Abschnitt) mit demnsf@llvon Genen, die
bekanntermalRen durch NMD kontrolliert werdere[LlvELT und QULBERTSON1999];
[HE et al. 2003].
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6.5 Betrachtung der durch NMD bzw. 5’-3’-RNA-Abbau regulierten Gen- und Funk-
tionsgruppen im Hinblick auf die Funktion Hypps

Aus den Ergebnissen kann man folgern, dass die Ziel-Malglfipen des NMD- bzw. 5’-3'-
MRNA-Abbauweges zu einer Gruppe der von der Hypp-Funkti@mfleessten mRNAs geh6-
ren. Dies bedeutet, dass die betreffenden Gen-Funktiomeh tHypp mitreguliert wirden.

Ca. 33% der durch NMD kontrollierten ORFs konnten vonr &t al. [2003] mittels bio-
informatischer Methoden in verschiedene strukturelle fumktionelle Kategorien eingeteilt
werden. Darunter waren auch Gruppen, die bisher nicht irm@unsenhang mit NMD beobach-
tet worden sind. Diese Funktionsgruppen lie3en sich in dgra@gereichterten mRNA-Spezies
gut reproduzieren. Demnach kénnen retrotransposabledaien(Ty-Elemente) und ihre LTR-
Sequenzeh(vgl. Abb. 5.40, Seite 129), mRNAs, die einen +1-Framesifiiftifire Translation
bendtigen, bicistronische mRNAs sowie Transkripte von Begenen (vgl. Ergebnisteil Sei-
te 128 Seite 128) zu den von NMD kontrollierten RNA-Grupperegknet werden. Eine Uber-
sichtstabelle dieser mRNA-Strukturgruppeneinteilungaaahder HDOA-Ergebnisse befindet
sich im Anhang zu dieser Arbeit.

uORP-enthaltende mRNAs stellten die gréRte Gruppe der akkuntefienRNAS in der
Mutante dar, denen in Ubereinstimmung mit den Genchip4Daten Upf-vermittelten Abbau
charakteristische Strukturelemente zugeordnet werdentka.

(vgl. Tabellenanhang). Viele dieser Transkripte entbielilORF-Cluster innerhalb 100 bp
vor dem Start-Codon des ORFs. Es ist jedoch bekannt, dass udIBiRe aicht ausreichen,
damit eine mRNA Uber NMD abgebaut wirdgPrz et al. 1993b]. Als Beispiel sei d@CN4
MRNA (Schlisselgen zur transkriptionellen Kontrolle deriAosauresynthese) erwahnt, wel-
che Uber vier kurze uORFs reguliert wird, aber kein Zielmoleles NMD vermittelten Abbaus
darstellt [HNNEBUSCH1992]. He et al. zeigten das Vorhandensein eines speziellen uORF-
Motivs der NMD-Substrate (AUGAA oder AAUGA), welches inhatb der ersten 60 Basen-
paare des 5-UTRs in 86 uORF-enthaltenden Transkripten nodrawar.

In der 2D-Gel-Studie von Mitochondrien augGvurde Isopropylmalatsynthase (Leu4p)
als stark abgereichertes Protein gefunden. Auch die mRNAedi€ens enthélt einen 13
Codon langen uORF im 5-UTR, der jedoch nicht die oben beschneb Motivelemen-
te enthalt. Hingegen zeigt das GeEU3 in xrn1l-A-Mutanten eine reproduzierbare Anrei-
cherung seiner mRNA, welche einen uORF-Cluster mit den geearvibtivelementen auf-
weist. LEU3 codiert fur einen spezifischen Transkriptionsfaktor, Welcbei der Regulati-
on verzweigter Aminoséauren beteiligt ist und positiv ducctisopropylmalat reguliert wird
[FRIDEN und SCHIMMEL 1990]. Demnach ist durch den Ausfall ddlP-Funktionund somit
von NMD eine negative Beeinflussung d€fU3-Funktion denkbar. Dadurch wirde die Aktivi-

“Die retrotransposablen Elemente, genannt Ty-Elemente fvansposon yeast*) sind DNA-Abschnitte, die
in ihrem Aufbau retroviraler DNA &hneln und an verschiedeB¢ellen des Genoms eingebaut werden kdnnen.
Das Retrotransposon besitzt an beiden Enden sog. langeeiN@sequenzen (LTRs = ,long terminal repeats®),
von denen Sequenzreste nach einem Transpositionseraigdes urspringlichen Stelle im Genom zurlickbleiben
kdnnen (vgl. Ergebnisteil, Seite 132).

SUORF = ,upstream open reading frame*, kurzer ORF in der Stanslatierten mRNA-Region
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tat vonLEU4 und so die Menge des von ihm gebildeten Proteins herabgeSatdiese Erkla-
rung des Leudp-Ergebnisses spricht, dasd &84-mRNA zusammen mit de&6CN4mRNA
nicht reguliert bzw. leicht abgereichert gefunden wurda aber das Protein in mitochondrialen
Fraktionen gefunden wurde und mitochondriale Funktiomesheir Mutante stark beeintrachtigt
waren, bedarf es weiterer Studien, um den aufgezeigtemzlusahang weiter zu untermauern.

Die Hypp-Funktion hat sich als essentiell fir die Zellpiedation und die Fortschreitung des
Zellzyklus am G-Kontrollpunkt beim Ubergang zur S-Phase erwiesen (vgildiiung). Bei
Ausschaltung Hypps kommt es ingGbei restriktiver Temperatur zu einem Zellzyklus-Arrest
am Gp-Kontrollpunkt [YOUNG 1998]. Wenn eine Hauptfunktion Hypps bei der Regulation oder
beim Ablauf des NMD- bzw. 5’-3'-mRNA-Abbauweges lage, safitunter den NMD-Genen
solche Gen-Gruppen zu finden sein, deren Funktionen ungialiritir das Zellwachstum und
den Ablauf des Zellzyklus sind. In den folgenden Unterabgtdn werden solche Zusammen-
hange aufgezeigt.

6.5.1 Beeintrachtigung des telomeren Positionseffektes

Bei der Betrachtung der 533 am hochsten angereicherten Réizenn der g -HDOA-Studie
wurde eine Anh&ufung von 165 (31%) ORFs beobachtet, die sibh an den Chromosomen-
Telomeren befinden. Daraus wurde deutlich, dass eine Aaksoly des telomeren Positions-
effektes (TPE) [®TTSCHLING et al. 1990] in G, vorlag, da Gene, welche sich nahe an den
Chromosomenenden befinden, im Normalfall transkriptiokelim aktiv sind.

In Ubereinstimmung mit den Gen-Chip-Studien vore[LvELT und QULBERTSON1999]
und [HE et al. 2003] wurde eine Anreicherung einer Gruppe von Gerezeigt, welche am
Telomer-Metabolismus beteiligt sind, darunter das Gendiérkatalytische Untereinheit der
Telomerase, Est2p (vgl. Tabelle 5.19, Seite 131).

Einige Studien haben eine Steuerung telomerer FunktionechdNMD gezeigt. Ausge-
hend von den Daten [fELIVELT und QULBERTSON1999] wurde gezielt die Steuerung von Te-
lomerase und weiterer Gene, die fur wichtige Telomer-FHonkinh codieren (darunter das Gen
STN1welches an der Telomerlangenregulation beteiligt i€@rprift [DAHLSEID et al. 2003].
Es zeigte sich, dass die Uberexpression 8diN1zusammen miEST2in Wildtypzellen aus-
reichte, um ein Ausschalten des telomerischen Silencm8scéerevisia@auszulésen. Es wurde
davon ausgegangen, dass ein NMD-kontrollierter Trangs&ripfaktor dasSTNZXLevel kontrol-
liert. Zusatzlich bewiesen Het al. [2003] , dass dIESTEmRNA in upf2A-Stammen deutlich
stabilisiert wurde.

LEw [1998] stellte fest, dass in eindiMD2-Mutante TPE abgeschwacht war und bewies
die Wichtigkeit von funktionfahigen Upf-Proteinen fur d@ntrolle der Telomerlange und die
Erhaltung telomerischen Chromatins. Die Ausschaltung \aktdfen, die flr den generellen
deadenylierungsabhangigen RNA-Abbau essentiell sintk kisne Telomer-Defekte aus, was
die physiologische Erforderlichkeit NMDs bei der Steugrtelomerer Funktionen zeigte. Dazu
besitzenEST1und EST3uORF-Cluster, wie sie Het al. beschrieben haben. Auch wurden
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UORFs in dereEST2 und TEL2mRNAs gefunden. Ferner bendtigST3einen Frameshift zur
Translation eines vollstandigen funktionalen Proteins\fLet al. 1998]. Die Halbwertszeit der
ESTEMRNA war in upf2A-Mutanten ebenfalls deutlich erhdht und so die Steueruegedi
Gens Uber NMD sehr wahrscheinlich.

Es gibt mannigfaltige Verknipfungen der Telomerfunktiord wer Steuerung des Zellzy-
klus. So verursacht der Verlust eines einzelnen Telomaenegffizienten Zellzyklus-Arrest,
gesteuert Uber deRAD9Zellzyklus-Kontrollpunkt, der bei Erkennung eines DNAHadens
aktiviert wird [SANDELL und ZakIAN 1993]. De BRUIN et al. fanden heraus, dass bei Ar-
retierung von Hefezellen in der;@hase TPE verloren ging und daher die Aktivierung von
ruhig gestellten telomerischen Genen in der AbwesenhelD8#&\-Replikation erfolgen kann
[DE BRUIN et al. 2000]. Sie stellten ebenfalls fest, dass TPE durctKaeckout deiSIRGene
(Faktoren, die involviertim telomerischen Silencing 9iadsgeschaltet wird. Sie wiesen darauf
hin, dass die telomere Transkription gleichzeitig vom Mstrldes TPE und des subtelomerischen
Raplp-Proteins begleitet war.

Einen weiteren Hinweis auf eine Zellzyklus-Verknipfung @g;-Genchip-Daten gab die
Anreicherung ded#CM21-Transkriptes. Dieses akkumulierte ebenfallsipfA- bzw. xrn1A-
Stammen und wird daher potentiell durch NMD gesteuert. DRNA enthélt ein uUORF-
Cluster, wie es H et al. beschrieben haben und wurde als Pre-mRNA eingruppiert

Die konserviertetMCM-Gene (Mini-Chromosome-Maintainance-Gene) sind mit TP& un
der Vorbereitung der S-Phase verknupft. Ihnen wird eineagméptierte Rolle in der Initiation
der Replikation und in der Elongation von Replikationsgalzigeschrieben. Man nimmt an,
dass sie Bestandteil eines Steuerungsapparates sind,déufteeten der DNA-Replikation
als einmaliges Ereignis pro Zellzyklusrunde beschrankimB&usschalten deMCM5-Gens
in S. cerevisiaevurde eine erhdohte Expression subtelomerischer und TyeRatisposon-
benachbarter Gene festgestelltZiBk et al. 2003]. Eine mdgliche Verknipfung dBICM-
Funktionen und Hypp kann auch aus der Tatsache abgeleiteenjedass damMCM3-Gen
unmittelbar stromaufwarts chromosomal benachbail¥®2ist. Ein solcher Zusammenhang
ruckt die Funktion deMCM-Gene an eine Kontrolle durch NMD heran, worauf die Anrei-
cherung vorMCM21 hindeutet. In (g1 waren hingegen die mRNAs der Gel&M3, MCM6,
MCM210und MCM16 herunterreguliert unMCM2 nicht reguliert, was als Anzeichen fur eine
vermindertdMCM-Funktionalitat in der Mutante gewertet werden kann. Udtar akkumulier-
ten mMRNAs fanden sich auch andere Gene, die einen Einflusse&teuerung der S-Phase
hatten, wie z.B. der Pre-mRNA-Splicingfakt@DC4Q Somit besteht die Moglichkeit, dass
Hypp Uber den 5-3'-mRNA-Abbau an der Steuerung des telssnken Chromatinzustands
und gleichzeitig an der Initiation der S-Phase beteiligt is

Auch eine direkte Regulation eines Zellzyklug-Gyclins durch NMD ist mdglich. In der
xrnlA-Transkriptomanalyse erwies sich @i N3mRNA um einen Faktor von ca. 3 als ange-
reichert. Auch von dieser mRNA ist das Vorhandensein eindgrgan der Position -315im 5'-
UTR-Bereich (MRNA beginnt bei Basenpaar -364 ) bekannt, beetde&asschalten nachweis-
lich eine Verkiirzung der GPhase durch schnelleres Uberschreiten deS®ontrollpunktes
ausgelost wird [BLYMENIS und SCHMIDT 1997]. Es wurde auch beobachtet, dass die CIn3p-
Synthese besonders empfindlich auf eine Rapamycin-vehmittehibierung der Translation
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reagiert [BARBET et al. 1996], was ein Anzeichen fir einen posttranskriien Mechanis-
mus bei seiner Regulation ist. Die Halbwertszeit von Cin3pxstem gering. Auch deshalb ist
eine Regulation seiner mMRNA durch NMD und tber Hypp denkbamiDatrde eine direk-

te Steuerung des Zellzyklus am G-S-Ubergang durch Hypp als Kofaktor des NMD-Weges
oder Regulators eines NMD-Faktors stattfinden. Ein solchekégr Zusammenhang wére je-
doch noch zu beweisen.

Aus den oben dargelegten Zusammenhangen des 5’-3’-Ablgmsweit Telomer-Funktionen
und der Zellzyklus-Kontrolle erwéchst auch die Moglichkedass Hypp ein Zellzyklus-
phasenabhangiger Schalter fir NMD sein kénnte. Eine gba@®&eobachtung ist, dass Protein-
Synthese-Inhibitoren die Halbwertszeiten sehr vieler mBNMNAsomatischen Zellen héherer
Eukaryonten sowie in Hefezellen wenigstens um den Faktohdhen konnen. [Rss1997]
postulierte, dass es sich hierbei auch um einen physialogis Prozess handeln kdnnte, der
wahrend jeder Mitose auftritt und wichtig fiir das UberleldenZelle ist. Dabei kommt es wéh-
rend der Mitose zu einer Inaktivierung von Komponenten dedll+-Degradationssystems. Bei
Ausfall dieses Effektes konnten labile mRNAs abgebaut werderen Proteinprodukte beim
Eintritt und Fortschreiten der {Phase notwendig sind.

In diese Richtung wies eine Superinduktion von pflanzlicR&R-Genen, die fur ATP-
Bindungskassetten-tragende Transporter (ABC-Transpoctai)eren, nach Hemmung der
Translation durch Cycloheximid AN DEN BRULE und SVART 2002]. Auch in G reicher-
ten sich die Transkripte einiger ABC-Transporter-GeAPR10, PDR11, PDR3, PDR1thd
PDRS§ an, die homolog zu den Pflanzengene sind. Ob die Effekte ¥mnGZusammenhang
mit der Hypothese von &ssstehen, ware in weiteren Forschungsprojekten zu untegsuch

6.5.2 Hypp und die Zellalterung

Bei derHyp-Mutante G wurde eine abnehmende Wachstumsgeschwindigkeit der Stamiim
Zunahme der Generationszahl nach der Erzeugung gies3@no- und Phanotyps festgestellt.
Mit dem Wissen um die Verkntpfung der Telomeraseaktivitdtdar Hypusinfunktion tber
NMD konnte dies mit einer abnehmenden TelomeraseaktivitdtAlterungsprozessen der He-
fezellen zusammenhangen.

Forscher haben Zusammenhange zwischen der Hypusinsgrdateegbzw. der sie beeinflus-
senden Aktivitat von Deoxyhypusinsynthase) und Zellaltgisprozessen beschrieben. Bei den
Pflanzen Tomate [WNG et al. 2001] undArabidopsis[WANG et al. 2003] wurde mit wach-
sendem Alterungsgrad der Pflanzenzellen ein Anstiedt® und HYP-mRNA beobachtet.
Dementsprechend verzdgerte eine ausfalléide-Funktion durch Hemmung der Hypusinsyn-
these Zellalterungsprozesse. Im Gegensatz dazu fandeeNJGnd CHEN 1997] eine starke
Abnahme der Hypusinsynthese mit zunehmendem Alter von haméVR-90 Fibroblasten.
Bei Humanzellen sinkt die Anzahl telomerischer Wiederhgqsa:nzen mit jeder Zellteilung.
Daher wurde vorgeschlagen, die Telomerlange als mitaidd¢hr zu sehen, welche die An-
zahl der Zellteilungen von humanen somatischen Zellertiemj die von Tumorzellen jedoch
nicht, in denen im Gegensatz zu somatischen Zellen Tel@aeatktiviert ist [KM et al. 1994].
Hefezellen, in denen Telomerase deaktiviert wurde, zeigtele phanotypische Analogien zu
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A. Tyl-Aktivierungsweg:
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Abbildung 6.3: Modell fiir die Aktivierung von Tyl-Elementen durch einen &gy der DNA-Schadens-
Antwort, die durch Telomer-Erosion ausgeldst wird. Das Blbdurde aus den Daten von¢8OLESet al. 2003]
und bekannten Fakten zu den Komponenten der DNA-Schadetvge& und der Telomer-Kontrollpunktwege
erstellt.

(Einzelheiten zu Erkenntnissen der Zellantwort auf TeloEwsion koénnen folgenden Arbeiten ent-
nommen werden: [EoMoOTOetal.2002]; [IPMA und GREIDER2003]; [Rouseund ACKSON1997];
[ZHOu und E.LEDGE 2000]).

A: Die Aktivierung von Tyl-Retrotransposons kann durchofeér-Abbau tiber den Telomer-Kontrollpunkt-Weg
eingeleitet werden Uber Rap9p und Rad53p.

B: Die Antwort auf DNA-Doppelstrangbriche fuhrt entweddetiden Rad24p-Meclp-Arm oder den Mrellp-
Tellp-Arm. Eingekreiste Genprodukte werden vermutlicartdMD kontrolliert.

somatischen HumanzellenAZ1AN 1996]. Nullmutanten der GerteST1oderEST3sind zwar

Uberlebensfahig, entwickeln aber deutliche PhanotyperzZdbialterung mit dem fortschrei-
tenden Verlust von chromosomalen DNA-Sequenzen, die fiimierfunktionen wichtig sind
[LENDVAY et al. 1996]. Es kam zu einer Abnahme der chromosomalenli&abind schliel3-

lich zum Zelltod.

Interessant ist in diesem Zusammenhang die Genaktivisitalekurzem im menschlichen
Genom gefundenen zweiten Hypusin-Proteins ,elF-5AZNKINS et al. 2001]. Eine deutli-
che Expression dieses Gens ist bislang nur in verschied@raaszell-Linien, jedoch nicht in
somatischen gesunden Zellen gefunden worden, was es afgipties Onko-Gen ausweist und
seine Funktion erneut mit der der Telomerase verknupft.

6.5.3 Retrotransposable Elemente

Eine signifikante Anzahl von Ty-LTR-Elementen zeigte igiGRNA-Akkumulationen, die
auch bei Ausschaltung des NMD-Weges auftraten @tlal. 2003].

Eine Regulation dieser Elemente durch Telomerfunktiongmeischrieben. Viele der indp
akkumulierten Tyl-Elemente, die zu den Retrotransposohérga, werden aktiviert, wenn
DNA-Lasionen durch den Verlust der Telomerfunktion ertste[SCHOLES et al. 2003]. Dabei
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steigt die Tyl-Retrotransposition mit der Menge der gelbéiddy1-cDNA. Diese Zellantwort
wird tber die Kinasen Rad24p, Rad17p, Mec3p, Ddclp und Mec&fegert. Sie wird auch
als Telomer-Kontrollpunkt-Weg bezeichnet. Abbildung 6té&llt die Vorgdnge an diesem Kon-
trollpunkt dar und zeigt Komponenten, die nach den Genc&tgddieser Arbeit und aus der
Studie von [H et al. 2003] potentiell vom Upf-vermittelten Abbau kontreit werden. Das
GenTEL1 zeigte dabei den starksten Regulationseffekt. Deutlicll wiass die Aktivierung
der Tyl-Elemente durch eine Telomererosion ausgeldstemdrdnn, dass aber auch in diesen
Prozessen Einflisse einer NMD-Kontrolle an mehreren $tsitghtbar werden. Die mdgliche
Deaktivierung vonTEL1, MEC3 und XRS2wirde eine Arretierung des Zellzyklus zwischen
G2- und S-Phase verhindern und gleichzeitig in DNA-Reparataimnismen eingreifen. Da-
mit geht der beobachtete Zellzyklus-Arrest arr @nd nicht am G-Kontrollpunkt bei Inak-
tivierung Hypps konform. Der Einfluss der NMD-Kontrolle audrgange der DNA-Reparatur
scheint jedoch noch komplizierter, wenn man miteinbezigass auch die GefPN2, RAD1,
DNL4, RAD57, REV3, NTG2, MLH3, THuhd RNR3von NMD beeinflusst sind, wie die Er-
gebnisse der Genchipstudien tGbereinstimmend belegen.

Die aufgezeigten Aspekte sprechen bei der Aktivierung gekTRs flr einen synergisti-
schen Effekt, hervorgerufen durch den Verlust der NMD-Riomkund dem daraus resultieren-
den Ausfall der Telomer-Funktionen.

Zu erwahnen ist, dass einige Ty2-LTRs ausschlief3lich Ahegicngen in @ zeigten (sie-
ben Probensatze innerhalb der 533 Transkripte dgrHBOA-Studie). Dies trifft auch auf
die mRNA vonRTT107zu, einem negativen Regulator der Tyl-Transposition, deh aun
der Etablierung von stillem Chromatin beteiligt ist{K et al. 2003]. Daraus kann abgeleitet
werden, dass Hypp spezielle Einflisse auf die Regulation géixpression hat, die zu den
Auswirkungen der Telomer-Steuerung hinzukommen.

Auch die Aktivierung von Genen, die auf dem Chromosom in emNghbarschaft zu Ty-
LTRs liegen und deren mRNAs zahlreich in der Hypp-Mutante ezigeert gefunden wurden,
kann sowohl im Zusammenhang mit einer direkten KontrolleddNMD als auch mit einer
Koaktivierung zusammen mit Ty-Elementen, gesteuert ddean Verlust telomerer Funktio-
nen, gesehen werden.zIAK beobachtete eine Aktivierung Ty-benachbarter Genen@ém5
Mutanten, die eine Reversion des telomeren Positionsefe&ktifwiesen. Die Effekte wur-
den damit erklart, dass ein Verlust von Telomerfunktiondh durch Ausschaltung dencm
Funktionen zu einer Verdnderung des Chromatins nicht nuultetomerischen Bereich, son-
dern auch an Ty-Elementen fuhrt fDnk et al. 2003].

Transposable Elemente wurden in allen Eukaryonten gefundd konnen aufgrund ihrer
Eigenschaft, im Genom zu ,springen®, fur die Zelle schadisein. Daher ist die potentielle
Inaktivierung dieser Elemente durch NMD sinnvoll. Das ¢gha gilt flr retrovirale RNA, die
sich ahnlich wie Retrotransposons verhélt und der Funki@mnelersen Transkriptase bedarf.
NMD unter der Beteiligung Hypps konnte hier als Schutzmeidmans gegen virale Infektionen
fungieren.

Wie friher gezeigt wurde, ist Hypp als essentieller Fakeder Vermehrung von Retrovi-
ren wie HIV-1 als Kofaktor von Rev beim Kernexport der viraRNA gefunden worden (vgl.
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Einleitung). In dieser Arbeit ist die Proteininteraktioryfpps mit dem majoren Hullenprotein
Gag des doppelstrangigen Hefe-RNA-Virus L-A gezeigt wor(lggnauere Diskussion siehe
weiter unten, Kapitel 6.9, Seite 184). Dieses Virus weishWdhkeiten zu Retroviren auf und
bendtigt wie viele von diesen einen -1-Frameshift. Die delt®, dass Telomerase als Enzym ei-
ne spezielle reverse Transkriptase darstellt und einnakeg RNA-Templat bendtigt, zeigt eine
mechanistische Ahnlichkeit der Telomer-Langenregutatidt der Vermehrung von Retroviren
wie HIV-1 in eukaryontischen Zellen. Auch fur die Vermehguand den Erhalt von Retro-
Transposons ist die reverse Transkription und ErzeugundRMA-Intermediaten erforderlich
[WEINER et al. 1986].

Aus allen diesen Daten kann vermutet werden, dass Hypp niochén der Steuerung von
RNA-Abbauvorgangen oder Transportvorgdngen, sondernditeikt an Vorgangen der Genre-
gulation beteiligt sein kdnnte, bei denen reverse Trapgkund RNA-Zwischenprodukte eine
Rolle spielen. Eine weitere Erforschung dieser speziellangdhge im Hinblick auf die Hypu-
sinfunktion erscheint sinnvoll.

6.5.4 Verknupfung der NMD- mit der Atmungs-Defizienz

Die Expressionsprofile von g und von Mutanten mit deaktivierten Upf-vermittelten RNA-
Abbauwegen weisen ubereinstimmend akkumulierte und dpaténtiell durch NMD kon-
trollierte mRNA-Transkripte auf, die im Zusammenhang mitaohondrialen Funktionen ste-
hen. Die Anreicherung bzw. Stabilisierung der mRNAs diesenékonnte zu einer Anreiche-
rung der zugehorigen Proteinprodukte fihren und so dieamitodrialen Dysfunktionen mit-
beeinflussen. Von einigen mitochondrialen Proteinen ikabet, dass sie bei Uberexpression
mitochondriale Funktionen an verschiedenen Stellen b@eintigen. Z.B. flhrt die Pet127p-
Aktivierung zu einer vollstandigen Blockierung des atmwaigsingigen Wachstums und zum
Verlust des mitochondrialen Genoms [R$¢ENBERGERuUNd FOX 1997]. Dem Protein wird ei-
ne Rolle im mitochondrialen RNA-Uberwachungssystem zugésodn. Bei Uberexpression
der RNA-Splicing-Proteine Mrs3p oder Mrs4p kommt es zur Aldsimg eines temperaturab-
hangigen Petite-Phanotyps [W6ENBERGERet al. 1991].

Die Tabelle 6.1 listet mitochondriale Gene auf, deren Tkepte bei Gg1-Punktmutierung
von Hyp(hum)p bei restriktiver oder permissiver Temparatktkumulierten. Unter den hdchst-
angereicherten Genen dieser Gruppe finden sich wie beigidaMutanten [LELIVELT 1999]
PET18und PET122 Die Funktion von ersterem ist nicht sicher bekamat18Nullmutanten
weisen wie (g1 Atmungsdefizienz und temperatursensitive Lethalitat duf ¢t al. 2003].
PET18hat sich auRerdem zusammen MRK3 und MAK10fur die Vermehrung doppelstran-
giger RNA-Viren wie L-A (siehe unten) als notwendig erwieseas Gen befindet sich auf dem
Chromosom zwischen den GendAK32undMAKS3L Die etwa 3OMAK-Gene (,maintenance
of killer*) werden fir die stabile Vermehrung der;MiSRNA [WICKNER 1996] bendtigt. Bei
PET122handelt es sich um einen Translationsaktivator der in deDNA codierten Cox3p-
Untereinheit des Cytochrom-c-Oxidase-Komplexes.

Die COXX:mRNA besal} die geringste Expressionsratedn @ der Literatur ist die Aus-
schaltung dieses Gens durch ungeniigendes oder ausblestfepiéilRen der PEBOXTImRNA
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PobeSet | ORF Gen Beschreibung FC +SD
(37°C)
4197 AT | YIL114C POR2 | Spannungs-abhangiger Anionenkanal (YVDAC2) 48 +0,5
3988_AT | Q0115 BI3 mitoch. mMRNA-Maturase; Gruppe I-Intron-Spl. 41 +£1,2
8437_AT | YOR100C CRC1 | mitoch. Carnitin-Transporter, Fettsaure-Metabol. 39 +£09
6852_AT | YCR020C PET18 | Nullmutante zeigt mitoch. Atmungsdefizienz; 38 +1,2
dsRNA-Virus L-A kann inpetl8Mutante nicht reifen
5547 AT | YER153C PET122| Translationsaktivator der mitoch. codierten 36 +17
Cytochrom-c-Oxidase Untereinh&OX3
4456 _AT | YHRO75C PPE1 | mitoch. ribosomales Protein der kleinen Untereinheit| 3,4 +0,9
4427 _AT | YHR091C MSR1 | Arginyl-tRNA-Synthetase, mitochondrial 29 +1,2
8553 AT | YOL0O09C MDM12| mitoch. Protein der ausseren Membran 27 +£11
4570 AT | YHLO38C CBP2 | Cytochrom-B-Pre-mRNA-Prozessierungs-Protein 26 +04
4413 AT | YHR120W MSH1 | mutS-Homolog beteiligt an der mitoch. DNA-Reparatur 2,4 +0,3
9963 AT | YLR382C NAM2 | mitoch. Leucin-tRNA-Synthetase 23 =08
4498 AT | YHR024C MAS2 | mitoch. Prozessierungs-Peptidase 22 £07
9668 AT | YMLO42W CAT2 Carnitin-O-Acetyltransferase, peroxisomal und mitoch. 2,2 +0,5
8334_AT | YOR222W ODC2 | mitoch. Transporter flir 2-Oxoadipat 22 +14
11044 AT| YJLO23C PET130| Protein bendtigt fur atmungsabhangiges Wachstum 21 £0.2
8513 AT | YOR040W GLO4 | mitoch. Glyoxylase-II 21 £0)9
6875_AT | YCLO04W PGS1 | Phosphatidylglycerolphosphat-Synthase, mitoch. 21 +£0)9
9600 _AT | YMRO023C MSS1 | kénnte eine Rolle in der mitoch. Translation spielen 20 £0,2
4512 AT | YHRO38W RRF1 | mitoch. ribosomaler Recycling-Faktorl; 1,8 £0,2
Translations-Terminations-Aktivitat
7803 _AT | YPLO40C ISM1 Kern-codierte mitoch. Isoleucyl-tRNA-Synthetase 1,8 £0,3
5775 _AT | YELO59CA | SOM1 | High-Copy-Suppressor einer impl- Mutante; kdnnte zur 1,8 +0,0
mitoch. Protein-Sortierungsmaschinerie gehéren
8914 AT | YNLO73W MSK1 | mitoch. Lysin-tRNA-Synthetase 1,8 +£04
8510 AT | YORO37W CYC2 | Cytochrom-c mitoch. Importfaktor 1,7 +£0.3
5751_AT | YELO39C CYC7 | Iso-2-Cytochrom-c 1,7 +0,1
7687_AT | YPRO67TW ISA2 mitoch. Eisen-lonen-Transport 1,7 £0,6
6834 AT | YCR046C IMG1 téen('jtigt fir Atmung und die Erhaltung des mitoch. 1,7 +£01
enoms
4523_AT | YHROO5CGA | MRS11 | kénnte kooperativ mit Mrs5p beim mitoch. 1,7 £04
Protein-Import und anderen verwandten Prozessen
beteiligt sein.

Tabelle 6.1Gene mit mitochondrialen Funktionen, die in der HDOA-Arsalyler Hypp-Mutante § von Kultu-
ren nach Inkubation bei 37°C angereichert erschienen.@iadn potentiell durch den NMD- bzw. 5’-3-mRNA-
Abbauweg und damit durch die Hypp-Funktion reguliert sein.

beschrieben Cox1p [EcosTERet al. 1993]. Die Autoren zeigten die Kontrolle dieses Sglei
vorgangs durciMSS1 Das SpleiRen de€COXEmRNA war in msstMutanten blockiert und
verursachte einen kompletten Verlust von Cox1p. BI&StTranskript war sowohl in der £3-
als auch in demipfl123 -Studie angereichert.

Ungeniugendes Spleilen von Genen des mitochondrialen Gekanm dessen Stabilitat
negativ beeinflussen. In diesen Kontext passt, dass dasS@pressorgelfHM2, von dem
eine Stabilisierung der mtDNA bekannt ist, als heruntariiege RNA in den verschiedenen
Genchipanalysen vampfA-, xrn1A-Mutanten und von g gefunden wurde.

Zwei der Gene mit mitochondrialen Funktionen aus Tabellesthd direkte Substrate fur
NMD. Die PET130mRNA enthélt ein uORF-Cluster mit den beigHt al. 2003] beschriebe-
nen Eigenschaften. Das GEAT2wurde als Pseudogen eingruppiert.

Neben der Funktion voblPF1im NMD-Abbauweg gibt es eine weitere Verkniipfung des
Gens mit mitochondrialen Vorgangen, beinhaltete doch dete dekannt gewordene Phanotyp
vonupfA-Mutanten eine herabgesetzte mitochondriale Atmunggk&iti[ALTAMURA et al. 1992].
DasUPF1-Gen war urspriinglich aNAM7in einem Screeningansatz zur Suche nach Multicopy-
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Suppressoren der mitrochondrialen Splei3defizienz (M&B)ei cis-dominanten mitochondrialen
intronischen Mutationen auftrat [AAMURA et al. 1992], isoliert worden. Diese Beeintrachti-
gung blieb auch in Stammen erhalten, die intronfreie mibochiale DNA trugen, was zeigte,
dass die Mitwirkung an mitochondrialen Spleil3prozessehtrdie Hauptfunktion des Prote-

ins bei der Generierung eines atmungsdefizienten Phansgppdkonnte. In einer aktuelleren
Studie wurde gezeigt, dass nur Upflp als Suppressor deif38fileienz fungiert und nicht der
Aktivitat von UPF2 oderUPF3 bedarf pe PINTO et al. 2004]. Die Autoren zeigten auch, dass
es sich um einen indirekten Effekt handelt.

Upflp selbst wurde nicht im Mitochondrium detektiert. Jelddefindet es sich auf dem
Chromosom direkt stromaufwarts in unmittelbarer NahéSfed, einem Faktor, der in der Mi-
tochondrien-Biogenese involviert ist. Seine Genfunkti@mplementierte einen Ausfall der
GeneHAP2 HAP3 und HAP4, transkriptionelle Aktivatoren des Sauerstoff-abhaegid/e-
tabolismus und der Mitochondrien-Biogenese. Bei Ausschglides GendHAP1, welches
auch als Aktivator vorHYP2 und CYC7 fungiert [ZITOMER und LOWRY 1992], kam es zu
einer drei- bis vierfachen Anreicherung d¢PF1-mRNA und gleichzeitig zur Bildung eines
ISF1-UPFXKotranskriptes. Dabei ist von Interesse, dassWdE1-Transkript selbst einen u-
Openreading-Frame nachervon ca. 260 Condons enthalt, der in den ersten zehn Codons mit
der codierenden Sequenz VORF1 Uberlappt [ATAMURA et al. 1997].

In Mitochondrienfraktionen der Mutante gg wur-

| Gen | ORF | Lage | de eine stark abgeschwéchte cytochromale Braunfarbung
ARN1 YHLO40C | tel festgestellt. Da die Farbung durch3teonen in der
ARN2 YHLO47C | tel ) . , :
ARN3/SIT1 | YELOB5W | tel Hamgruppenumgebung mit hervorgerufen wird, war ein
ARN4/ENB] YOL158C | tel stark abgeschwachter Eisengehalt in der Mutante wahr-
FIT1 YDR534C | tel . - . - - .
T2 YoRr382W | tel schelhllch. .Dles Wur_de direkt in starkem Ausmal} o!|e
FIT3 YOR383C | tel Funktion mitochondrialer Atmungsketten-Komplexe, in
FREL YLR214W | nichttel | \velchen viel chelatisiertes Eisen bzw. Kupfer enthal-
FRE2 YKL220C | tel : . ,

FRE3 YOR381W | tel ten ist, beeinflussen und zur Atmungsdefizienz syner-
FRE4 YNROG0OW | tel gistisch beitragen. Eine starke Abschwéchung des mi-
FRE5 YOR384W | tel . . : .

FREG viLosic | tel tochopdrlglen Memt.)ranpotentlfamm ist bei der Mu- _
FTR1 YER145C | nichttel | tante in dieser Arbeit nachgewiesen worden (vgl. Kapi-
FET3 YMRO058W | nicht tel tel 5.1.8.1, Seite 105)_

FET4 YMR319C | tel o . .

AETD YPL202C | michi il Gene, die im Zusammenhang mit der Eisenaufnahme

tiber Siderophofestehen, erwiesen sich in der HDOA-
Tabelle 6.2: HDOA-akkumulierende .. . : : .

MRNAs mit Funktionen bei der Eiselrl_Anallyse uperreprasentatlv angerelchert. Wie Tabelle 6.2
Siderophoraufnahme. tel = subtelomeriscUflistet, sind Gene des gesamten Eisenaufnahmesystems
codiert betroffen. Siderophor gebundenes Eisen gelangt in Fungi-

Zellen durch zwei deutlich abgegrenzte hoch affine Systernen[et al. 2000]: Ein redukti-

6Als Siderophore werden kleine Metallionen-komplexierendrbindungen bezeichnet, die von Hefezellen
und anderen Einzellern in das sie umgebende Medium abgegedrelen und fiir die Zelle essentielle Metallio-
nen chelatisieren. Hefezellen besitzen in der Plasmansngpezielle Siderophor-Transporter, welche dann die
Aufnahme der komplexierten Metalle vermitteln.
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ves System funktioniert Gber die Plasma-Membran gebumdbtetalloreduktasen défRE-
Gene und transportiert reduziertes Eisen Uber den hocleaffiisentransportkomplex, der
aus der Multi-Kupfer-Oxidase Fet3p und der Permease Ftespeht [[ASKwITH et al. 1994];
[STEARMAN et al. 1996]].

Das nicht reduktive System hangt von den vier Transporprenh Arnlp-Arn4dp ab, die
speziell Siderophor-Eisenchelate erkennen. Die Aufnakiare Siderophor-gebundenem Ei-
sen wird auch durch die Zellwand-Mannoproteine Fitlp{itvermittelt, die die Menge
des mit der Zellwand assozierten Eisens erhohen kofeesrcHenkoet al. 2001] Alle auf-
gefuhrten Gene sind transkriptionell kontrolliert durcifitl4p, dem eisenabhéngigen Haupt-
Transkriptionsfaktor in Hefe [XMAGUCHI-IWAI et al. 1996]. Der zweite eisenabhangige Tran-
skriptionsfaktor Aft2p betrifft die Zellantwort auf Eiserangel [B.AISEAU et al. 2001]. Die
AFT2mRNA war im Gegensatz zu der vétFT1in den Gg1 undxrnlA-Genchipstudien ange-
reichert.

Aus den Daten ist ersichtlich, dass die Eisenaufnahme i Eieke Regulationskomponente
durch den 5-3'-mRNA-Abbauweg und durch Hypp besitzt. Vidér durch dieAFT-Faktoren
regulierten Gene sind subtelomerisch codiert. Dies Ifietdie ARN und viele derFRE und
FIT-Gene. Einige deFRE-Gene enthalten zudem die oben angesprochenen uORF-Cluster.
Demnach konnte die Regulation der Gene Uber NMD von direkidrindirekter Art Uber die
Steuerung des telomeren Positionseffektes erfolgen.

Evident ist auch, dass eine mitochondriale Atmungsdefzzigalfache Ursachen haben
kann, die Uber die oben angesprochenen Aspekte hinaus.ggéhenzeugt z.B. auch der Aus-
fall der EST1Funktion einen Atmungsdefekt. Alle Indizien zusammen izipten jedoch, dass
eine Defizienz des NMD-Weges vermittelt durch eine fehli#ehidypp-Funktion durchaus die
in Gg1 beobachtete Atmungsdefizienz zu grol3en Teilen mitverbesakann.

6.6 Weitere Funktionen Hypps neben NMD

Bei Ausschaltung des NMD-Weges wird ebenfalls eine mitodniate Atmungsdefizienz er-
zeugt (DE PINTO et al. 2004]; [He et al. 2003]). Anhand des Mengenvergleiches der herun-
terregulierten mMRNAs augpfA-, xrnlA-Mutanten und aus §3 ist erkennbar, dass die mi-
tochondriale Dysfunktion bei Ausschaltung des 5’-3’-Abbeges deutlich schwacher ausge-
pragt ist als bei beeintrachtigter Hypp-Funktion. Im Vergh zuxrnl-Stammen lag die An-
zahl mitochondrialer und anderer abgereicherter Traptgkdoppelt so hoch. Daraus ist ables-
bar, dass Hypp neben einer Funktion im 5’-3’-Abbauweg weiteunktionen innehat. Dafur
spricht zunachst, dass der Knockout der Hypusinfunktioereiethalen Phanotyp in allen eu-
karyontischen Systemen erzeugt. Dagegen wirkt die Deakting eines jeden der dreiPF-
Gene nicht lethal. Auch di¥RNZXFunktion ist nicht essentiell fiir das Uberleben der Hefeze
[JOHNSONuNnd KOLODNER 1995]. Erst die Ausschaltung vo¢tRN1in Kombination mitSKI2,
dessen Proteinprodukt antivirale Eigenschaften besitdtdie Translation von nicht-Poly-A-
tragenden mRNAs blockiert, flhrt zu einem synthetischerizldusarrest in der spaten;&
Phase, wie er auch ganz ahnlich bei der Ausschaltung der-Rypgtion ausgel6st wird, z.B.
in Ggi-Zellen bei 37°C.
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Auch das Vorhandensein von funktionell verwandten Trapskintergruppen und ein-
zelnen Transkripten, die ausschlief3lich igi@kkumulierten (vgl. Tabelle Anhang), jedoch
nicht in Mutanten mit ausgeschaltetem 5’-3’-Abbauweg tde@uf zusatzliche Funktionen des
Hypps hin. Dies betrifft z.B. eine Gruppe von Hexose-Tramgpoteinen, die in der Plasma-
membran lokalisiert sinqHXT1- HXT4) Ein anderes Beispiel bieten einige Gene 8&iE-
Gruppe, die an der Paarungstyp-Signalkaskade (Pherordoazi@rte Kaskade) sowie an der
Etablierung der Paarungstypen beteiligt sind. Daruntedéaktor-RezeptoSTEZ der auch
im Zusammenhang mit stillem ChromatinldiML- undHMR-Loci steht sowieSTES STE6und
STE20 Ste20p ist elementarer Bestandteil von drei (der vier) MAR#nalwegen in Hefe mit
Ausnahme des PKC-Zellwandintegritdtsweges, darunter dexdPon-, Hyperosmolaritats-
und die durch filamentéses Wachstum induzierte KaskadesfRTset al. 2000]. Von der
Pheromon-induzierten Signalkaskade wird a&éiiR1 gesteuert, das nur indg reproduzier-
bar akkumulierte und als Cyclin-abh&angiger Kinase-Inhibitor einen Zellzyklusr&st am
Gi-Kontrollpunkt steuern kann [Fet al. 2003].

Auffallend war das Expressionsverhalten von allen SehBA)-tRNAs (siehe Abbil-
dung 5.42). Im Gegensatz zu anderen Serin-triplet-tRNAalbes sieben Vertreter dieser Grup-
pe die starkste Expressionsrate aller tRNAs im TranskriptomGg1. An beidenrHYP-Loci fin-
den sich Serin-(AGA)-tRNAs unmittelbar stromaufwarts behizart zu den ORFs beidelY P-
Gene. Im Falle voiYP2auf Chromosom V ist es ts(AGA)E, im Falle vétYP1(Chromosom
X) handelt es sich um ts(AGA)J, welche die héchsten Expoessaten aufwiesen. Auf3erdem
liegt CYC7[KANG et al. 1992] in der Nahe voRlYP2 wahrend sichCYC1nahe beiHYP1
befindet. Diese fur unterschiedliche Iso-Formen des Cytache codierenden Gene sind in
Abhangigkeit von Sauerstoff bzw. Ham reziprok reguliét¥P1selbst wird durch Ham und
Sauerstoff reprimiert. Daher wird di¢YP1-Expression als Indikator fir anaerobes Wachstum
der Backerhefe genutatlYP2ist dagegen aerob kontrolliert [EOMER und LOWRY 1992], ist
aber auch bei Sauerstoffmangel aktivfWiL 1994]. Diese unterschiedliche Kontrolle d¢Y P-
Gene durch Sauerstoff und die stark ausgepragte mitociadedtmungsdefizienz in &, in
der beideHYP-Loci disruptiert sind, lasst vermuten, dass es einen Zusamhang zwischen der
chromosomalen Lage vddAYP benachbarten Genen und der FunktitviPsgibt. Eine Kopp-
lung von nah beieinander codierten Genen ist in der Gengtikfe beobachtetes Phanomen.
Fur eine Genkopplung spricht auch die Lokalisation MédM3-Genes, welches sich direkt be-
nachbart zu ts(AGA)E undlYP2befindet und, wie vorher beschrieben, am Telomer-Silencing
und der Einleitung der Replikation beteiligt ist. Das S-Rimarelevante GemAH11liegt direkt
benachbart zu ts(AGA)J alMYPZXLocus. Zu klaren bleibt, ob es sich bei der Ahnlichkeit der
beidenHYP-Loci wirklich nur um eine Duplikation eines groReren DNAsgchnittes handelt
[KANG et al. 1992], oder ob die Sicherstellung der Hypp-Funktienderoben und anaeroben
Bedingungen zugleich der Funktion der benachbarten Gerafbed
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6.7 Keine Wachstumsverbesserung bei £ durch Sorbitol

In einer Studie, die drei mutierte Allele vatlYP2untersuchte [YLENTINI et al. 2002], wur-
denPKC1, Schlusselkinase in der Signalkaskade zur Steuerung dievade-Integritat, und
die stromaufwarts voRKC1agierenden RegulatorauSC1, WSCAnd WSC3als Multicopy-
Suppressoren der dort beobachteten Hochtemperatur-fpa@ngefunden. Dies deutete auf ei-
ne Verbindung zwischen Hyp2p und einem Stressantwortwegler den Erhalt der Zellwand-
Integritat mit beeinflusst. Der Pkcl-Signalweg wird durgipditonischen Schock und Hitze-
schock aktiviert. Es gibt auch Hinweise auf Mitbeeinflugsdes Zellzyklus und der Zellwand-
biogenese [BsAset al. 1998]; [EREzund CALONGE 2002]. In der Studie von M_LENTINI

et al. erhohte der Zusatz von Sorbitol als osmotischer [&atur signifikant die Fahigkeit der
ts-HYP2Mutanten zum Wachstum bei 37°C.

Im Gegensatz dazu zeigten Hefestamme, die die Mutagitd€s humaneHYPin dem vor-
liegenden Stammbhintergrund (pPRSG313-Plasi@illl-Promotor) als einzigelYP-Gen-Quelle
exprimierten, bei Zusatz von osmotischem Stabilisatar kerbessertes Wachstum bei restrikti-
ver Temperatur. Die Wachstumsarretierung fand uneingaskhstatt, was verdeutlicht, dass in
Gg1 neben einer eventuellen Beeintrachtigung BEE 1-Signalweges andere wachstumskriti-
sche Funktionen gestort vorliegen missen. Auch zeigt daess die Punktmutation des Restes
Vg1 gegen (g1 im humanen Protein heterolog in Hefe exprimiert einen taatpesensitiven
Phanotyp erzeugt, der sich qualitativ von dem durgfSRm hefeeigenen Hyp2p hervorgerufe-
nen unterscheidet.

In der HDOA-Analyse zeigte keine der mRNAs der vier oben gat&anGene eine Anrei-
cherung in der Mutante. Von den Genen &é¥C1-Signalkaskade zeigte lediglich der Tran-
skriptionsfaktorRLM1am Ende der Kaskade eine Akkumulation ig1@nd xrnlA-Stammen
und konnte vom 5-3’-RNA-Abbau mitbeeinflusst sein. Im Geggm zu NMD-Knockout-
Hefestammen war in § das mRNA-Level deWWSC4mRNA signifikant erhdht, was die M6g-
lichkeit einer potentiellen Regulation dieses Gens durcpgHynabhangig von NMD anzeigt.

Inwieweit posttranslationale Regulationsmechanismeigpusinsynthese im Hypp durch
Deoxyhypusinsynthase, welche durch Pkclp phosphoryived [KANG et al. 2002a], die
Funktion des Proteins steuern, miissen weitere Studien gustiyenthaltenden Protein klaren.

Interessant aus der Sicht der Ergebnisse dieser Arbeitastatisache, dad3KC1 selbst
ein subtelomerisch kodiertes Gen ist. Die drei WSC-Gene (ieggn alle chromosomal in
unmittelbarer Nahe zu Ty-LTRs und fir tRNA-codierende SegaenDemnach kénnten chro-
matinsteuernde Mechanismen, an denen NMD nachweisliciligeist und daher potentiell
auch die Hypp-Funktion, ebenfalls an der Steuerung der PiE§k&de beteiligt sein.

6.8 Apoptotisches Verhalten bei arretierten Gg;-Zellen

In dieser Arbeit wurde erstmals gezeigt, dass es auch ime®ysines niederen Eukaryon-
ten wie Backerhefe, deren Fahigkeit zum programmiertertctkelh zahlreichen Studien be-
legt ist (z.B. [MADEO et al. 1999]; [ROEHLICH und MADEO 2000]), bei Einschrankung der
Hypp-Funktion wie in (g1-Zellen bei restriktiver Temperatur zur Auslésung von Ause
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kommt. Dies war ableitbar aus der stark herabgesetztenlitaaller Zellen bei 37°C und aus
dem positiven Testergebnissen auf DNA-Doppelstranglaif@NEL-Assay) bei arretierten
Ggi-Zellen. Die Zellkernmorphologie Uberprift durch DAPUBreszenzfarbung und Elektro-
nenmikroskopie wies deutliche Verdnderungen der Chroneteilung und Struktur auf, die
mit Chromatin-Marginierungs-Prozessen bei Apoptose keren kénnen. Dieser Phanotyp
weist starke Ahnlichkeit z&chizosaccharomyces pombellen auf, welche durch eingpe2
Disruption der Fahigkeit zur Spermidin-Produktion betambrden [GHATTOPADHYAY et al. 2002].
Diese Zellen zeigten auch eine stark verlangertdBGase des Zellzyklus. Diese Beobachtungen
unter Einbeziehung weiterer Daten zur Zellzyklus-Arnetig bei defizienter Hypp-Funktion
lassen folgern, dass beide Vorgange, Zellzyklus-ArredtApoptose einander bedingende Ab-
l&ufe sein konnten.

Aus dieser Sicht bestatigen die apoptotischen Beobachtung&i-Zellen bei Hitzeschock
Aussagen uber die Wirkung Hypps als antiapoptotischessiroDie Messung der deutlich
verringerten Protein- und mRNA-Expression des Gd&8$26in der Mutante bei restriktiver
Temperatur hat eine Beeintrachtigung bzw. Ausbleiben deredchockantwort bestatigt, die
ebenfalls einen programmierten Zelltod zur Folge habemkbiitzeschock ist ein Aktivator
des Pkclp-Signalweges pBAset al. 1998]. Mit den Hinweisen tber mdgliche Verkntpfun-
gen Hypps mit diesem Weg tber die Phosphorylierung von Degxysinsynthase durch Pkclp
(s.0.) ist die Beeinflussung der Hitzeschockantwort aufedisise diskutierbar. In Backerhefe
ist auch eine regulatorische Verknipfung des sog. ,imitresgesteuerten® mRNA-Abbauweges
mit den mMRNAs einiger Hitzeschockproteine aus der Hsp90-Hsml/ 0-Familie gezeigt wor-
den [HEIKKINEN et al. 2003]. Dieser spezielle mRNA-Abbauweg benétigt augflp und
Upf2p sowie Dcplp und Xrnlp, also den NMD-Abbauweg.

Das apoptotische Verhalten vorg{abei 37°C belegt, dass es einen oder mehrere Wege
der Apoptosis-Auslosung durch eine ausgeschaltete Hygusiaktion geben muss, die kon-
serviert von niederen bis zu hoch entwickelten Eukaryomtetiegen. Dies korreliert mit der
Konserviertheit des Hypusin enthaltenden Proteins saltauch mit der Konserviertheit des
NMD-Abbauweges (s. unten, Abschnitt 6.11, S. 189).

6.9 Die Proteininteraktion mit dem Hillenprotein des L-A-Virus

Die Funktion des N-terminal GST-getaggten Hyp2-Protenedches die Grundlage der Affini-
tatsstudie bildete, wan vivo auf jeden Fall gegeben. Dies bewies die Fahigkeit des Fsigion
teins, die Hypp-Funktion in einem Hefestamm, in dem beiddogeneHYP-Gene inaktiviert
worden waren, uneingeschrankt zu ibernehmen.

Es ist bekannt, dass die Uberexpression Hypps in Hefe nuneua Eeilhypusinylierung des
Proteins fuhrt. Dies wurde jedoch fur diese Studie billd@nKauf genommen.

Da die gefundene Interaktion Hypps mit dem Hullenproteis deA-Virus auch bei einer
GST-Hyp2p-1-Punktmutante, die keine Hypusinbildung erfahrt, gefundeirde, ergibt sich
die Unabhangigkeit der Interaktion von der posttranstatien Modifikation. Diese Beobach-
tung ist vereinbar mit der Postulierung, dass Hypp ein magtulares Protein Protein sein
konnte, welches gleichzeitig sowohl RNA als auch andereeRretbindet [Yo et al. 2003]
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5 zellulare mRNA
m’GpppG————AAAAA 3'
-A-Ga
2\ pG7m
pG7m ohne 5’-Cap-Struktur
AAAAA 3'
pGm
5'
ppG@
"Gag-Pol"- \Hypusinrest
Fusionsprotein @ Xrnlp(Skilp)
Exonuklease
L-A-(+)-ssRNA
NMD Proteine
5 A S RNA Translatlon
ppG -(H)-ss und Frameshift

Abbildung 6.4:Mégliches Modell fiir die Interaktion Hypps mit dem Hiilleopein des L-A-Virus. Hypps
Rolle kann sowohl in der Unterstiitzung des L-A-Gag bei degdeivitat zur 5’-Cap-Abspaltung von zellularen
MRNAs bestehen als auch in einer Kofaktoraktivitat fir dieiibonuklease Xrnlp. Ebenso ist eine Rolle beim
Transport und/oder bei der Translation der L-A-RNA denkbar selbst kein 5'-Cap tragt.

und dass die Hypusin-Modifikation als stark basische Anédnos mit der hochkonservierten
basischen Sequenz um sie herum eher ein RNA- als ein ProteduBgsmotiv darstellt.

L-A ist ein doppelstrangiges RNA-Virus (dsRNA-Virus), dastsausschliel3lich iBaccha-
romyces cerevisiagermehrt. Die doppelstrangige RNA codiert flr das majorelétidrotein
(GagSCLAp, 76 kDa) und das minore Gag-Pol-Fusionsprotein80 kDa). Das komplette
Virus besitzt ikosahedrale Symmetrie, wobei die Hulle auereEinzelschicht von 60 Gag-
Dimeren gebildet wird [WCKNER 1996]. Die beiden Virus-ORFs Uberlappen in einem Bereich
von 130 Basen-Paaren. Fir die Bildung des Gag-Pol-Fusiaiespspwelches die Verdopplung
einzelstrangiger viraler RNA katalysiert, ist ein -1-trt®naler Frameshift erforderlich.

MAsIsONet al. haben gezeigt, dass das Gag von L-A sowohitro als auchin vivo kova-
lent an das rfG-Nukleotid von 5’-Cap-tragenden mRNAs bindet. Sie zeigterckd Messung
des Killer-Toxin-Levels und der Toxinproduktion ausgethen My, einer Satelliten-dsRNA
von L-A, welche flr ein Killertoxin-Protein codiert, dasiede Aktivitat fir die Expression vira-
ler Information notwendig ist [MsisoNet al. 1995]. Durch Ausschaltung vofRN1war die
5’-Cap-Bindungseigenschaft von Gag nicht mehr zu beobacBtenAutoren bewiesen, das
das L-A-Virus selbst Cap-lose mRNAs im Uberschuss prodyazientdie 5—3’-Exonuklease
Xrnlp auszutitrieren, welche spezifisch 5’-CaBNA abbaut. Durch diese Ausschaltung des
RNA-Abbausystems wird es dem Virus ermdglicht, seine eidgene5’-Cap-tragende und kein
Poly-A-3’-Ende besitzende einzelstrangige RNA vor zu saiBegradation zu schutzen und
ihre fur Gag-Pol codierende Sequenz an cytosolischen Rib@saur Translation zu bringen.

Mit Blick auf die Funktionseinschrankung des Xrnlp-abhgegi5’-3'-mRNA-Abbaus in
Gg1 deutet die Proteininteraktion auf eine Funktion Hypps imapldsma in Verbindung mit
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der Xrnlp-Funktion. Das GagSCLAp ist wie oben beschriebe®eCap-Abspaltungsenzym,
das 5’-Cap-Gruppen an sich selbst bindet. Somit konnte Hypp Kofaktor dieser enzymati-
schen Reaktion sein.

ZUK et al. belegten die Anreicherung von mRNA ohne 5’-Cap-Stnuktuder ts-Hyp2p-
Mutante ts1159 bei 37°C und postulierten eine Funktiomsatowarts der 5’-Cap-Abspaltung
im RNA-Abbau. Als Bestatigung dieser Schluf3folgerung wirdlieser Arbeit als Hypothese
vorgeschlagen, dass Hypp ein Protein mit BindungseigefiseahanRNA ohne 5’-Cap sein
kénnte (vgl. Abb. 6.4) und dass diese Eigenschaft fir di€&p-Abspaltungsaktivitat des Gag-
SCLAp notwendig sein konnte. Die Eigenschaft Hypps, mRNA dbin€ap-Struktur zu bin-
den, wéare noch zu beweisen.

Denkbar in diesem Zusammenhang ist auch eine Rolle bei déiliSierung oder der
Translation der viralen Einzelstrang-RNA des Virus, dienk&i-Cap besitzt. In diesem Zu-
sammenhang muss beachtet werden, dass die L-A-virale RNUStsell einer potentiellen
Zielmolekulgruppe fir den NMD-Weg gehoért, da zur Translatdes Gag und des Gag-Pol-
Fusionsproteins ein -1-Frameschift erforderlich ist. 8bis1- als auch -1-Frameshift-mRNAs
werden als Substrate des NMD-Abbauweges diskutiert. Filreserahmenverschiebungen ist
dies aus den genomweiten Analysen wgiA-, dcplA- und xrnl1A-Mutanten deutlich gewor-
den [HE et al. 2003]. Frtiih wurde Upf3p mit +1-Leserahmenverschmgbu in Verbindung ge-
bracht [[Ruiz et al. 1998]; [DNMAN et al. 2000]]. Die Bezeichnung der drei Upf-Proteine als
»up frameshift proteins (UPF)“ zeigt dies an.

Einen Hinweis auf die Beteiligung von NMD an -1-Leserahmeseokiebungen gab die
Identifizierung vonUPF1 als eines von neuMOF-Allelen (,maintenance of frame*). So er-
hoéhtenUPF1-Mutanten die Effizienz des -1-ribosomalen Frameshiftidgs L-A-Virus und
fuhrten zum Verlust des M1-L-A-Satelliten-Virus {Cet al. 1996]. Somit ist eine Beteiligung
Hypps neben einer Rolle in NMD auch an ribosomalen FrameEndignissen viraler RNAs
denkbar.

Eine direkte Verbindung zwischen Polyaminen und +1-rilbboslen Frameshifts wurde
bereits 1994 gezeigt. Hefe-Mutanten, die nicht zur Sparm¥synthese durch eine Disrupti-
on im SPE2Gen fahig waren, wiesen eine erhdhte +1-Frameshift-,ged@ine erhohte -1-
Frameshift-Effizienz auf. Daneben wurde eine deutlicheakione der Tyl-Retrotransposition
festgestellt [BALASUNDARAM et al. 1994b], ein Ergebnis, das in dieselbe Richtung weist wi
die Anreicherung retrotransposabler RNA ig:G

Fur eine mogliche Funktion bei Frameshift-Ereignisseincgpauch die Auffindung des ri-
bosomalen Proteins L5 als Bindungspartner Hypps in BackefivesunG 1998] und héheren
Eukaryonten [8HATZ et al. 1998]. L5 stellt eine zentrale Komponente des 5S-rANpeort-
Systems dar. Die 5S-rRNA wiederum ist an +1- und -1-FrameBEhédignissen und der Erhal-
tung des Leserahmens wahrend Translationsvorgangehdig¢i2iNnMAN und WICKNER 1995].
Die gezielte Mutierung des L5-Proteins |0ste erhOhte Fednifiing-Effizienzen in beide Rich-
tungen (+1 und -1) aus, erniedrigte die Tyl-Retrotransjpositate und verhinderte die Reifung
des L-A-M1-Virus [MESKAUSKASund DINMAN 2001]. Die Autoren sehen L5 als Helferpro-
tein, welches Peptidyl-tRNA an der ribosomalen P-Bindurailesverankert.

Eine Beteiligung an Leserahmenverschiebungen bringt Hygp anit Translations-Elon-
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gationsablaufen in Verbindung. In einer 2D-Gel-Studie Wirkung der Hypusinsynthese-
Inhibitoren GC-7 und Mimosin ifBaccharomyces cerevisjadie in unserem Arbeitskreis mit
dem Hefestamm WDHyp2Gal (tragt die Doppeldisruption beld¢P-Gene und das komple-
mentierende Single-Copy-Plasmid pRSGRY®2 als Ausgangsstamm durchgefihrt wurde
[VON ZYCHLINSKI 2001], konnte in beiden Fallen bereits nach 2 Stunden esm&estPro-
teinabnahme fur EFel, dem eukaryontischen Translations-Elongationsfaktobehhbachtet
werden. Auch EF-d4 wird mit Leserahmenverschiebungen in Verbindung gebrdgdstimm-
te mutierte Allele des Faktors zeigten erhdhte +1- und diféshift-Effizienzen und eine
herabgesetzte Fahigkeit, den ,Killer-Phéanotyp* des Mieliten-Virus von L-A zu erhalten
[DINMAN und KiNzY 1997]. Ferner zeigt das L-A-antivirale Protein Ski7p Métmwlichkei-
ten zu EF-tx. Eine Uberexpression reprimierte die Expression von rpciiyadenylierter RNA
und damit der L-A-viralen RNA. Die Gruppe d&KI-Gene wurde nach der Ausbildung ei-
nes ,Superkiller-Phanotyps“ bei Mutierung eines der G8K¢&L-8 benannt. Das GeBKI1ist
identisch mitXRN1und Doppeldisruptanten vofRN1+SKI2bzw. XRN1+SKI7fihren zu tem-
peratursensitiven Phanotypen und Arretierungen desykdliz am G-Kontrollpunkt ahnlich
zum ts-Phanotyp von £z [BENARD et al. 1999].

Aus den Ergebnissen von [MsIsON et al. 1995] geht eine Interaktion des Gag-SCLAp mit
normaler zellularer mMRNA, deren 5’-Cap es an sich bindet,dreta diesem Zusammenhang
ist auch denkbar, dass die gefundene Interaktion Hypps agt &CLAp von indirekter Natur
sein kdnnte, indem Gag mRNA bindet, die wiederum an Hypp gééirst. Als n&chster Schritt
ware demnach zu Uberprufen, ob die gesehene Interaktidnkeriwolligem Fehlen von RNA
auftritt. Trafe dies nicht zu, wirde das gefundene Ergeiomiser noch die direkte Interaktion
Hypps mit zellularer mRNAn vivo beweisen und wirde mit anderen Ergebnissen dieser Arbeit
im Einklang stehen.

6.10 Direkte Suche nach mit Hypp interagierenden mRNA-Molekilen

Im Rahmen dieser Arbeit auch versucht, direkterivo RNA-Bindungspartner Hypps durch
ein affinitaitschromatographisches Verfahren zu finden wndies gefundenen Ergebnisse der
Genchipstudie durch eine direkte Methode zu Uberprifea.deschriebenen Ergebnisse aus
der Phanotypisierung der MutantegsGund der Proteininteraktion mit dem dsRNA-Virus-
Hullenprotein GagSCLAp sowie zahlreiche veréffentlichtedten zum Hypusin enthaltenden
Protein deuten auf eine Interaktion des Proteins mit RNA od@NA hin. Es liegen kaum
Daten uber die RNA-Interaktionspartner von RNA-bindendestdtnen vor, da diese Analytik
im RNA-Bereich als nach wie vor technisch schwierig gilt. llesBr Arbeit kam ein Verfah-
ren zum Einsatz, dass die Affinitatschromatographie miemirDifferential-Display-Ansatz
verbindet. Das Verfahren wurde als SNAAP (,specific nuckeoids associated with prote-
ins*) bezeichnet und wurde 1999 verdéffentlichtRIFILLIS et al. 1999]. Im Affinitatsschritt
wurden RNA-Gesamtextrakte mit den verschiedenen geremiGiST-Hypp-Fusionsproteinen
sowie mit GST (hefeexprimiert) als Negativkontrolle inkeub, die entstehenden Protein-RNA-
Komplexe RNA-optimiert gereinigt und der reversen Transkon zugefihrt. Um die Kom-
plexitat des DNA-Primarstranggemisches nach der revanserskription zu verringern, wurde
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konform nach der Differential-Display-Methode die PCR miitean von vier moglichen Poly-
T-3’-Primern und simultan mit vier 5’-Primern, die zuf@é Sequenzen besitzen, durchgefihrt.
Die Polyacrylamidgele zur Auftrennung der amplifiziertennBan verdeutlichten, dass dif-
ferentiell amplifizierte Banden im Vergleich zur Negativkale (Bindung an unfusioniertes
GST-Protein) sichtbar und reproduzierbar waren.

Wie im Fall der Protein-Proteininteraktion wurden gleidRBA-Bindungspartner bei den
drei eingesetzten GST-Hyp2-Fusionsproteinen unabhargigder Hypusinmodifikation ge-
funden. Bisher ist nicht eindeutig erwiesen, ob der Hypesinfir eine spezifische RNA-
Interaktion Hypps unbedingt notwendig ist, wie vonylLet al. 1997] hypothetisiert. Die Versu-
che mit rekombinant iE. coli exprimierten Hypp-GST-Fusionsproteinen bei der Kompiexb
dung mit Rev-Protein und der HIV-1-RRE-RNA B EC et al. 1996] deuteten hingegen darauf
hin, dass auch unmodifiziertes Protein RNA-Bindungseigeaftam besitzt.

Die vorlaufige SNAAP-Analyse erbrachte drei ORFs mit unbekam Funktionen (YPL201C,
YKLO097C, YHR173C). Die Kopienzahlen der gefundenen Transé&r{pgl. Tabelle 5.26, Sei-
te 156 [HOLSTEGEet al. 1998]) zeigen, dass es sich in allen drei Fallen um ORHsiedriger
transkripionaler Frequentierung und demnach um mRNAs mibkh Kopienzahlen in der Zel-
le handelte.

Im Fall von YHR173C ist auch eine Bindung v@PC97(liegt auf dem komplementa-
ren DNA-Strang), moglich, da dessen codierende SequenZ-&mnd& mit dem 5’-Ende von
YHR173C UberlapptSPC97ist Teil desy-Tubulinkomplexes, der in der &Phase benotigt
wird. In der sich durch Teilung vermehrenden Hefe zeigeeO#Mutanten Lethalitat vor Ein-
treten in die S-Phase RRDY und TobDA 2000]. Das Gen ist daher fur Zellzyklus-Steuerung
am G-Kontrollpunkt relevant. Zur genaueren Charakterisierdaggefundenen Interaktionen
sind weitere Versuche notwendig.

YPL201C wurde auch in den HDOA-Studien vogisundupfA-Mutantenstdmmen als ak-
kumulierende mRNA gefunden, was die Mdglichkeit eroéffneisslHypp in seinem Eingreifen
in den 5’-3-mRNA-Abbauweg direkt mit NMD-Substraten iragieren konnte. Zu YPL201C
liegt auf dem Chromosom das Gé&#T2 5-benachbart. Es handelt sich um den generellen
Transkriptionsfaktor des Eisen-Metabolismus, der deluwtimRNA-Anreicherung in & zeig-
te.

Auch die 5’- und 3’-Nachbargene von YKL0O97C zeigen Verbingen zum Genchip.
YKL098W fand sich reproduzierbar hochreguliert in den HD@Aalysen von (@ und von
UPF~-Mutanten. DieCWPR-Gene waren unerwartet nicht angereichert in dgi-BDOA-
Studie im Gegensatz zu vielen anderen Genen, die fir ZedMdanno-Proteine codieren.
Inwieweit die Funktionen der benachbarten Gene jedochlisirkusammenhangen, mag Ge-
genstand weiterer Studien sein.

Bandenverschiebungsexperimente der radioaktiv markiegrtBNAs mit rekombinantem
Hypp kénnten die mRNA-Protein-Interaktionen verifizierBresweiteren sollte Uberprift wer-
den, ob die gefundenen mRNAs in der Negativkontrolle (Bindangunfusioniertes GST-
Protein) nicht oder kaum enthalten waren. Dazu mussten diageh der entsprechenden
cDNAs in den Erststrang-cDNA-Gemischen — gereinigt nadulbation mit GST-Hyp2p und
GST - getrennt quantifiziert werden, z.B. durch Tagman-Rea{#?CR-Analyse.

188



6.11 Das gewonnene Bild der funktionellen Zusammenhénge Hypp

Die Studien in dieser Arbeit zur Bestimmung zellfunktiomaesammenhange Hypps & ce-
revisiaekonnten keine direkten Beweise zur Beteiligung des Prote@imsRNA-Exportvorgdngen
aus dem Zellkern liefern. Dies bestatigen Ergebnisse vongMTINI et al. 2002], die das
Protein in Backerhefe als pradominant cytoplasmatisch mireAnreicherung in der pe-
rinuklearen Region sehen. Fir ein spezielles Ran-GTP aljesdtxportin, Exportin 4
[LiPOWSKI et al. 2000], als spezieller Kernexportfaktor flr Hypp irhkéen Eukaryonten wur-
de in Backerhefe bislang keine homologe Form gefunden. Daatigt des generellen NES-
abhangigen Exportrezeptors Crmlp als Exportfaktor flir Hyppde bis jetzt ebenfalls nur in
hoheren Eukaryonten gezeigt.

Es wurden Hinweise auf Zusammenhange mit cytosolischeiktiomen gefunden. Die
Gg1-Genchipstudie zeigt eine Verkntpfung Hypps mit dem 5r8RNA-Abbauweg, zu dem
auch der Nonsens-Codon-mRNA-Abbauweg (NMD) gehoért. Die @euger in der Mutan-
te temperaturunabhéngig akkumulierenden Transkriptestbeeidet sich signifikant mit in
der Literatur veroffentlichten Transkriptomen von Mutmt die ausgeschaltete Komponen-
ten des 5-3'-mRNA-Abbauweges besitzen. Diese Beobachtuhgstatigen Forschungser-
gebnisse von [EK und ACOBSON1998], die als erste eine funktionelle Beteiligung Hypps
an RNA-Abbauvorgédngen postulierten. Ausgehend von der iBafizdes Xrnlp-abhangigen
RNA-Abbaus bei beeintrachtigter Hypp-Funktion zeigt diéskeit neue Erklarungsmaoglich-
keiten fir phanotypische Beobachtungen an Hypp-defizieagdlien verschiedener eukaryon-
tischer Spezies, die auch von anderen Arbeitsgruppen deraad in dieser Arbeit bestatigt
wurden. Dazu gehdren die Zellzyklus-Arretierung amiKantrollpunkt sowie die in der Mu-
tante nachgewiesene Beeintrachtigung mitochondrialektmen.

Damit ergibt sich zugleich ein partieller Erklarungsamstir die Verknupfung Hypps
mit der Zellproliferation, in dessen Zusammenhang Hyppe eé8teuerungsfunktion 5’-3'-
orientierter RNA-Abbauvorgange eingeraumt werden korigevon einigen Forschern aufge-
stellte Hypothese, dass Hypp an der Prozessierung einergdappe zellularer RNAs beteiligt
ist [YOUNG 1998], kann demnach dahingehend gedeutet werden, dass éebstieser Gruppe
zumindest teilweise um die durch NMD-kontrollierten Triargte realer Gene und ORFs han-
deln konnte. Die @-Genchipstudie bestétigte dabei die durabed al. vorgenommene Erwei-
terung der NMD-Substraklassen um Ty-LTR-Elemente, mRNAs+diFrameshift-Ereignisse
bendtigen, und um die Klasse der Pseudogene. Die StudieH®et[al. 2003] hat auch deut-
lich gemacht, dass durch den Upf- und Xrnlp-abhangigen mRNBau eine Mehrzahl von
MRNAs betroffen sind, die zu den schwacher transkribiertene® gehdren. Dies stitzt die
Beobachtung, dass Hypp nicht in globalen Translationsgsezewirkt.

Der Vergleich des Transkriptionsprofiles der Hypp-MutaBge mit NMD-defizienten He-
festammen zeigt, dass eine Ausschaltung der Hypp-Fun&iiem komplexeren transkriptomi-
schen Phanotyp erzeugt, der sich zum Teil von Disruptargerbd3’-Abbauweges unterschei-
det und so auf weitere Funktionen Hypps neben RNA-Abbau hstwe

Eine dieser Funktionen ist die Involvierung Hypps in aptipthe Vorgange. Der apopto-
tische Phanotyp &-arretierter Zellen weist in diese Richtung und bestatidielisergebnisse
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an Saugetierzellen, bei denen die Anwendung von Inhibitdex Hypusinsynthese zu Wachs-
tumsarretierungen und apoptotischem Zellverhalten &it@leichzeitig unterstitzt das beob-
achtete apoptotische Verhalten Hypothesen, die Hypp &ipaptotisches Protein sehen.

Die nachgewiesene Proteininteraktion Hypps mit dem majéféllenprotein des doppel-
strangigen RNA-Virus L-A, welches selbst eine mMRNA-5-Camtg ist, weist auf weitere
cytoplasmatische Funktionen Hypps im Bereich der RNA-Pizesng stromabwarts der 5’-
Cap-Abspaltung hin, wie von [Zk und AcOBSON1998] postuliert. Ferner deutet dieses Er-
gebnis auf neue Funktionszusammenhange Hypps bei der Baitmhefeeigenen dsRNA-
Viren hin. Die Tatsache, dass zur Translation der ssRNA -elnribosomaler Frameshift
notwendig ist, verknipft die L-A-Proteinexpression mind&MD-Abbauweg, dessen Upf-
Proteine derzeit als Kofaktoren fur +1- uad.-Leserahmenverschiebungs-Ereignisse diskutiert
werden. Vor dem Hintergrund der in der Literatur mehrfachejgten Interaktion Hypps mit
dem HIV-1-Aktivatorprotein Rev und der Verwandtschaft azvhien der L-A-Prozessierung und
der anderer Retroviren ergeben sich Hinweise auf eine Bgiaij des Proteins an retroviralen
Reifungsprozessen.

In allen bis heute untersuchten Archaea sind Deoxyhyp8githase und Hypp als hoch
konservierte Proteine gefunden worden. Dies lasst vermudeess sie dort &hnliche Funktionen
wie in héheren Eukaryonten tbernehmen. Bei Hemmung des Dgpxginbildungsschrittes
zeigen Archaea-Zellen dhnlich wie héhere Eukaryonteeaeadine Arretierung des Zellzyklus
[JANSsONet al. 2000]. Die Mechanismen der Transkription und Traistaweisen zwischen
Archaeen und Eukaryonten starke Gemeinsamkeiten auf. flsawgenommen, dass sich Eu-
karyonten aus Archaeen entwickelten, die in EndosymbioskaPyonten aufgenommen hat-
ten. Eine Rolle Hypps im RNA-Metabolismus ist mit diesen Faktereinbar. Ebenso ist das
RNA-Metabolismus-System das am meisten konservierte wtiem zellularen funktionalen
Systemen [AANTHARAMAN et al. 2002].

Da sich die NMD-Helikase Upflp mit hoher Wahrscheinlichkai einem frihen Vor-
fahren von Archaea und Eukaryonten entwickelt hat[€ERTSONuNnd LEEDS2003], ist
im Hinblick auf die hohe Konserviertheit Hypps eine Funktides Proteins wahrend der
evolutiven Entwicklung der RNA-Abbausysteme der Eukargantienkbar. Ferner besitzen
Archea-Zellen keinen Zellkern. Demnach sollte die Urfumktdes Proteins nicht allein bei
MRNA-Zellkernexportprozessen liegen, wie sie bei htherekaE/onten beobachtet wurden
[RosORIUset al. 1999]. Da Prokaryonten kein Hypp besitzen und beinhtmanskriptori-
sche und translatorische Vorgange lokal eng beieinandaufan, erscheint ein Wirkungsort
Hypps im posttranskriptionalen Bereich zwischen Transknipund Translation bzw. im RNA-
Metabolismus plausibel.

Der generelle mRNA-Abbau wird in Hefe neben der Tatsaches di¥3p und Hrplp
auch im Zellkern lokalisiert sind, Uberwiegend zu den cglisshen Funktionen gerechnet. Am
RNA-Abbau in héheren Eukaryonten sind — wie sich abzeichneesentlich mehr Gene be-
teiligt als in Backerhefe und RNA-Abbauvorgéange sind hieelisrmit Kernexportvorgdngen
verknupft (vgl. Abbildung Giber den Ablauf des NMD in h6heieukaryonten, 169). Demnach
kann in héheren Eukaryonten Hypps Funktion bei mRNA-Exmogéngen mit einer konser-
vierteren Rolle als Abbaufaktor vereinbar sein.
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Vor kurzem wurde berichtet, dass 5’-Cap-Abspaltung und d8i-RNA-Abbau beiSacch-
aromyces cerevisiam diskreten cytoplasmatischen Zentren ablauft, die PpKDI(,proces-
sing bodies®) genannt wurden fi&TH und FARKER 2003]. Die Autoren zeigten, dass es bei
Inhibierung des mRNA-Turnovers vor der 5’-Cap-Abspaltungeinem Verlust der P-Kérper
kommt und wiesen nach, dass die Abbaufaktoren Dcp2p, Dhbdplp, Patlp und Xrnlp
in diesen Strukturen kolokalisierten. Die Ergebnisse dekalisation Hypps inDictosteli-
um discoidiumerbrachten ein punktiertes cytoplasmatisches Muster éeirdmunofarbung
mit einem Hypp-monoklonalen Antikdrper pYXUNG 1998]. Parallel wurde eine Kolokalisati-
on Hypps mit ringférmigen cytoplasmatischen Lamellen (Aiate Lamaelli = AL) gezeigt
[RosoRIuset al. 1999]. In diesen Strukturen ist das VorhandenseinRap-A-mRNA nach-
gewiesen. Zukinftige Studien werden die Frage beantwooters eine Verbindung zwischen
diesen beiden Strukturen, P-Korper und AL, gibt und so eiiterer Beweis der Wirkung
Hypps im 5’-3'-mRNA-Abbau aufgedeckt werden kann.

6.12 Ausblick

Durch die Ergebnisse dieser Arbeit haben sich Hinweise ifie 8eteiligung des Hypusin
enthaltenden Proteins an 5’-3'-mRNA-Abbauprozessen laiigtert, die auch den NMD-Weg
betreffen. Im nachsten experimentellen Schritt ist diesk#elVerkntipfung des Anreicherungs-
transkriptoms der Mutanteggmit dem Ausfall des NMD-Weges zu untermauern. Die Messung
von evtl. verlangerten mRNA-Halbwertszeiten ausgewamitRNAS ist dazu parallel in §-

und upfA-Hefestammen durchzufiihren. Hierbei kdnnte auch der Geacbkatz zur simulta-
nen Bestimmung der Halbwertszeiten aller im Hefegenom vatbaen ORFs von 3 und
nmdA-Stammen angewendet werden. So ware eine direkte Bestimmaumagkkumulierenden
Transkripten mdglich, die im Zusammenhang mit der Funkkypps stehen, aber nicht von
NMD beeinflusst sind.

Das Wissen um die Steuerung telomerischer Funktionen ddMB und Hypps Betei-
ligung in diesem Stoffwechselweg ertffnet neue Perspekfiden Einflissen Hypps auf die
Steuerung des Zellzyklus und der Zellalterung naher zu kemra bekannt ist, dass das
Ausschalten des NMD-Weges keinen Zellzyklusarrest hemiprein Ausschalten der Hypp-
Funktion jedoch sehr wohl, ist die Suche nach NMD-unabtgemilranskripten sinnvoll, die
von Hypp beeinflusst werden und Zellzyklus-relevant sings&izlich kann eine Bestimmung
der Chromosomenstabilitat in der Mutantg; Glinweise auf eine Einschrankung der Telome-
raseaktivitat und auf Zellalterung erharten.

Die Hypothese, dass es sich bei den Ziel-mRNAs des NMD-Wegesit Hypp intera-
gierende RNA-Spezies handelt, sollte direkt Gberpruft werdn den Genchipanalysen akku-
mulierende mRNAs, die mit hoher Wahrscheinlichkeit Gber Nistiyebaut werden, kdnnten
aus Genbanken in Form von cDNA isoliert und so zur Quellersetranskribierter radioaktiver
RNA werden. Diese kann dann in Komigrations-BandverschigbitExperimenten (,electro-
phoretic mobility shift assays® = EMSA) mit den isolierterypp-Protein-Formen (mit und
ohne Hypusin-Modifikation) eingesetzt werden. Damit kaie Bindungseigenschaft Hypps
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an diese RNAs Hypusin-abhangig getestet werden.

Mit der gleichen Technik sind auch die in dieser Arbeit dufdhnitatsbindung beschrie-
benen RNA-Interaktionspartner Hypps zu tberprifen. AlstR&entrolle kann fur alle Band-
verschiebungsexperimente die RRE-mRNA des HIV-1-Virus vaoe¢ werden, dessen DNA
zu diesem Zweck in dieser Arbeit hergestellt wurde.

Auch die Auswirkungen der Anreicherungen spezieller mMRNAdar Mutante (g auf die
Translationsraten sollten im Vergleich mit Genen Ubetpnigrden, die nicht durch die Hypp-
Funktion beeinflusst sind. Hierbei konnte mit Luciferasg®&®&rgenkonstrukten gearbeitet
werden, die unter die Kontrolle eines steuerbaren ProrsdmB. Tetracyclin-Off-Promotor)
gestellt werden. So konnten weitere Kenntnisse der Regualabn Proteinspiegeln durch den
Einfluss Hypps auf den RNA-Abbau gewonnen werden.

In-situ-Hybridisierungsexperimente mit cDNA der potefitimit Hypp interagierenden
NMD-mRNAs waren zur Klarung der Frage sinnvoll, ob die AL eirkkumulationsort dieser
MRNAs darstellen und ob es Hinweise auf eine Identitat di@sganellen mit den P-Kdrpern
gibt.

Die beobachteten Effekte im RNA-Abbau sollten dartber hénamueinem von der Mu-
tante g1 unabhangigen System Uberprift werden. Dazu bietet sichdeeBAnwendung des
Deoxyhypusin-Hemmers GC7 oder auch die Arbeit mit Hypp-RNAI a

Die Interaktion Hypps mit dem majoren Hullenprotein desacharakterisierten L-A-Virus,
eroffnet zweifellos neue Mdglichkeiten, die InterakticgsdProteins mit RNA, und speziell mit
viraler RNA besser zu verstehen, die einen -1-Frameshifbtogtn Nachin vitro-Transkription
der L-A-viralen RNA kann die EMSA-Technik Aufschluss dariilgeben, ob Hypp direkt an
die RNA von L-A bindet. Zu klaren ware auch die Frage, inwiawsipp fur die 5’-Cap-Lyase-
Aktivitat des Gag-SCLAp notwendig ist. Es ist zu Uberprif@mHypp speziell mit RNA ohne
5-Cap wie der L-A-RNA interagiert. In diesem Zusammenhanifesoin vitro-Versuche mit
5’-Cap-tragender und 5’-Cap-loser RNA derselben Gene Bindurigsschiede aufdecken und
auch Hinweise auf die Hypusin-Abhangigkeit einer solchteriktion liefern. Von allgemei-
nem Interesse ist der Einfluss einer gestorten Hypp-Fumldid die Fahigkeit der Erhaltung
der L-A-RNA und L-A-Reifung. Hier ist an die Arbeit mit dem L-S8atelliten M1 und an die
Bestimmung des Killertoxinlevels in der Mutantg{3m Vergleich mit Wildtypzellen zu den-
ken.

6.13 Fazit

Die zellularen Funktionen des Hypusin enthaltenden Pistaiit seiner einzigartigen post-
translationalen Modifikation sind trotz Erforschung tlkestf30 Jahre weitgehend im Dunkeln
geblieben. Mit den Fortschritten auf dem Forschungsgeteetposttranskriptionalen Genre-
gulation werden mehr und mehr Hinweise sichtbar, dass Hypktionale Wurzeln in diesem
Bereich besitzt. Die vorliegende Studie konnte einige di@gsammenhange aufzeigen. Es
liegt jedoch noch viel Arbeit vor uns, um genauere Erkerssiiber das Wirken und die Wirk-
mechanismen des Proteins im RNA-Metabolismus zu erlangen.
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7. Tabellen-Anhang zu Datenmaterial der
Gg;-HDOA-Analyse

Der folgende Anhang enthdlt spezielle Ausziige der in deaktetG; bei 37°C akkumulieren-

den Transkripte. Genaues Tabellenmaterial allerdptégi 37°C an- und abgereicherten ORFs

kann unter ,http://www.biochem.mpg.de/Lottspeich/i¢Btvort Hypusin) eingesehen werden.

7.1

Substratgruppen

In Gg1 akkumulierende Transkripte der HDOA-Analyse mit Zugehdrigkeit zu NMD-

Angegeben ist der AnreicherungsfakfeC, der das arithmetrische Mittel aller Einzelfaktoren
aus HDOA-Analysen von 37°C-Kulturen darstellt (unabhangdg der subzellularen RNA-

Fraktion). Aus Ubersichtsgriinden wurden auch angereiefeanskripte aufgenommen, deren
mittlererp-Wert Gber 0,065 lag.

LUORF, dessen Start-Sequenz die MOATGA bzw. ATGAA enthalt.
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MRNA- Probe Set | ORF Gen FC(37°C) | +SD | p-Wert

Klasse

UORF- 9196-S-AT | YNL335W — 10,87 4,33 | 0,0201

enthaltend!
11384-AT YALO64W — 10,82 1,25 | 0,0009
10413-AT YLLO63C AYT1 7,58 2,49 | 0,0015
8180-AT YOR381W FRE3 5,99 1,62 | 0,0165
10792-AT YKL220C FRE2 5,82 0,42 | 0,0100
10080-AT YLR233C EST1 5,82 0,53 | 0,0029
4965-AT YGR0O39W — 4,67 1,45 | 0,0587
4534-AT YHRO15W MIP6 4,66 1,58 | 0,0345
4065-AT YIRO29W DAL2 4,35 0,02 | 0,0040
4078-1-AT YIR043C — 4,10 0,78 | 0,0338
9450-AT YMR180C CTL1 3,73 1,05 | 0,0304
10790-AT YKL222C — 3,66 0,65 | 0,0277
4284-AT YIL167W — 3,65 0,40 | 0,0442
5536-AT YER187W — 3,56 0,33 | 0,0921
7922-AT YPL148C PPT2 3,56 1,76 | 0,0844
4400-AT YHR150W PEX28 3,51 1,55 | 0,0293
8682-AT YOL106W — 3,48 0,96 | 0,0041
4032-F-AT | YIR043C — 3,29 0,22 | 0,0257
7068-AT YBR295W PCAl1l 3,28 2,02 | 0,0213
10379-AT YLLO51C FREG6 3,16 0,88 | 0,0253
6361-AT YDR126W — 3,13 0,06 | 0,0292
8162-AT YOR363C PIP2 3,01 0,72 | 0,0795
5262-AT YGL251C HFM1 2,97 0,52 | 0,0690
5270-AT YGL243W TAD1 2,89 0,39 | 0,0388
5537-AT YER188W — 2,85 0,08 | 0,1210
10190-AT YLR165C PUS5 2,84 0,04 | 0,0621
9100-AT YNL249C MPA43 2,74 0,15 | 0,1250
6106-AT YDR364C CDC40 2,72 0,57 | 0,0379
3187-S-AT | YHLO50C — 2,64 1,19 | 0,1097
6921-AT YCLO56C — 2,58 0,17 | 0,0164
8239-AT YOR304C-A — 2,52 0,08 | 0,0386
9145-AT YNL294C RIM21 2,47 0,44 | 0,0143
4938-AT YGRO57C LST7 2,41 0,65 | 0,0677




4951-AT YGRO70W ROM1 2,34 0,36 | 0,0109
7818-AT YPLO71C — 2,30 0,10 | 0,1080
6469-AT YDRO0O8C — 2,27 0,60 | 0,2120
10090-AT | YLR242C ARV1 2,26 0,38 | 0,2090
6465-AT YDRO04W RAD57 2,22 0,75 | 0,0467
9595-AT YMRO65W KARS 2,17 0,69 | 0,2140
5696-AT YERO41W YEN1 2,16 0,05 | 0,0944
11044-AT | YJLO23C PET130 2,14 0,16 | 0,0855
5181-AT YGL154C LYSS 2,00 0,25 | 0,0755
4117-AT YILOO9C-A EST3 1,92 0,26 | 0,0321
7153-AT YBR197C = 1,92 0,01 | 0,0965
4782-AT YGR216C GPI1 191 0,47 | 0,0445
9861-AT YLR457C NBP1 1,84 0,27 | 0,2940
5403-AT YFLO27C GYPS8 1,82 0,24 | 0,1890
7127-AT YBR217W APG12 1,82 0,13 | 0,1970
4236-AT YIL120W QDR1 1,81 0,48 | 0,1780
10590-AT | YKLO17C HCS1 1,76 0,11 | 0,2110
5259-AT YGL254W FZF1 1,74 0,67 | 0,2940
4718-AT YGR288W MAL13 1,69 0,12 | 0,1770
4177-AT YILO8OW — 1,69 0,15 | 0,2220
pre-mRNAs | 3791-S-AT | YLLO67C — 3,66 1,16 | 0,0623
3789-S-AT | YLLO67C — 3,58 1,54 | 0,1401
10998-AT | YJR021C REC107 3,45 2,31 | 0,0712
9800-S-AT | YML133C — 3,09 1,23 | 0,0048
5262-AT YGL251C HFEM1 2,97 0,52 | 0,0690
4324-S-AT | YHR218W — 2,82 1,16 | 0,1537
3187-S-AT | YHLOS0C — 2,64 1,19 | 0,1097
10999-AT | YJR021C REC107 2,55 0,37 | 0,0421
3834-S-AT | YLLO67C — 2,55 1,41 | 0,0692
10021-AT | YLR306W UBC12 1,96 0,76 | 0,3720
6466-AT YDROO5C MAF1 1,95 0,30 | 0,0550
6616-AT YDL115C — 1,80 0,25 | 0,0875
3790-S-AT | YLLO67C — 1,69 0,49 | 0,1793
Pseudogene| 9571-AT YMRO85W — 5,38 0,45 | 0,0059
6794-AT YCRO099C — 5,36 0,12 | 0,0042
8719-AT YOL162W — 5,18 1,25 | 0,0415
4143-AT YILO28W = 4,31 0,37 | 0,0204
8019-S-AT | YPL277C — 4,17 0,71 | 0,0184
4078-1-AT | YIR043C — 4,10 0,78 | 0,0338
8144-G-AT | YOR389W — 3,93 0,37 | 0,0040
8718-AT YOL163W — 3,91 0,54 | 0,0321
6795-AT YCR100C — 3,51 0,07 | 0,0045
4032-F-AT | YIR043C = 3,29 0,22 | 0,0257
5253-G-AT | YGL259W YPS5 3,24 0,62 | 0,0116
4324-S-AT | YHR218W — 2,82 1,16 | 0,1537
11304-AT | YARO61W — 2,78 0,88 | 0,2040
5683-AT YERO028C — 2,65 0,51 | 0,1690
11305-S-AT| YAROG62W = 2,63 0,63 | 0,2330
9570-AT YMR084W — 2,58 0,03 | 0,0649
9668-AT YMLO42W CAT2 2,21 0,45 | 0,0403
8020-S-AT | YPL276W FDH2 1,71 0,31 | 0,3330
dORFs® 11259-AT | YJL213W — 7,07 2,74 | 0,0037
9125-AT YNL269W BSC4 6,26 1,28 | 0,0269

2 disabled Open Reading Frames* nach den Definitionen beRjkiSon et al. 2002].
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8780-AT YNRO68C — 4,59 1,42 | 0,0057
8780-AT YNROG8C — 4,59 1,42 | 0,0057
3732-S-AT | YLR463C — 4,24 0,53 | 0,0201
3326-AT YFLO63W — 4,09 0,31 | 0,0211
5251-F-AT | YGL261C — 3,82 0,61 | 0,0201
10857-AT | YJR155W AAD10 3,78 1,15 | 0,0590
4284-AT YIL167W — 3,65 0,40 | 0,0442
4336-AT YHR176W FMO 3,58 0,18 | 0,0107
11287-F-AT | YAR020C PAU7 3,39 0,68 | 0,0528
9867-S-AT | YLR465C BSC3 3,28 1,52 | 0,1190
10683-AT | YKL101W HSL1 3,07 0,65 | 0,0247
11263-F-AT | YARO73W IMD1 2,91 1,28 | 0,0564
8727-AT YOL153C — 2,83 0,09 | 0,0172
4238-AT YIL164C NIT1 2,78 0,93 | 0,0294
8781-AT YNROG9C BSC5 2,75 1,16 | 0,2450
4237-AT YIL165C — 2,60 0,71 | 0,0273
4179-AT YILO87C = 2,58 0,71 | 0,0429
4283-AT YIL168W SDL1 2,44 0,39 | 0,1990
10263-AT | YLRO54C — 2,21 0,63 | 0,2460
6806-AT YCRO65W HCM1 2,17 0,72 | 0,2407
6406-AT YDRO82W STN1 2,15 0,29 | 0,0598
6875-AT YCLOO4W PGS1 2,08 0,94 | 0,3360
6195-AT YDR275W BSC2 2,03 0,61 | 0,0303
8504-AT YORO031W CRS5 1,96 0,07 | 0,0714
6468-AT YDROO7W TRP1 1,81 0,19 | 0,1280
3853-F-AT | YJR162C — 1,80 0,11 | 0,0759
4485-AT YHRO57C CPR2 1,77 0,05 | 0,0607
4033-F-AT | YIR044C = 1,72 0,20 | 0,1170
10551-AT | YKRO34W DALS80 1,71 0,66 | 0,4150
6800-AT YCR106W RDS1 1,69 0,40 | 0,3010
3629-F-AT | YNRO77C — 1,54 0,05 | 0,1550
Ty-LTRs 3899-S-AT | YILWTY4-1 Full length Ty4 | — 5,96 0,48 | 0,0091
3328-AT YFLWDELTAL Tyl LTR — 5,57 0,56 | 0,0101
3324-AT YERWOMEGA2 Ty5 LTR | — 4,75 0,59 | 0,0233
3204-AT YHRCDELTA4 Tyl LTR — 4,71 0,57 | 0,0172
3259-AT YGLCDELTAS Tyl LTR — 4,28 0,98 | 0,0065
3174-F-AT | YHRCDELTA12 Tyl LTR — 3,96 0,24 | 0,0519
3730-AT YLRCDELTA27 Tyl LTR — 3,85 0,37 | 0,0257
3887-F-AT | YILWTAUL Ty4 LTR — 3,81 0,50 | 0,0092
3602-AT YOLWDELTA10 Ty1 LTR — 3,76 1,70 | 0,1260
3196-F-AT | YHLWTAUL Ty4 LTR — 3,69 0,17 | 0,0132
3264-F-AT | YGLWDELTAG6 Tyl LTR — 3,61 0,91 | 0,0733
3686-F-AT | YMRCDELTA18 Ty1LTR | — 3,60 0,19 | 0,0319
3876-AT YILWTAU4 Ty4 LTR — 3,58 0,24 | 0,0243
3301-F-AT | YGLWTAUL Ty4 LTR — 3,36 0,25 | 0,0047
3207-I-AT | YHRCDELTAG6 Tyl LTR — 3,36 1,13 | 0,0969
3510-S-AT | YBLWDELTA8 Ty1 LTR — 3,36 0,75 | 0,0444
3175-I-AT | YHRWDELTA13 Tyl LTR | — 3,35 0,41 | 0,0259
3684-F-AT | YMRWTAUZ2 Ty4 LTR — 3,32 0,33 | 0,0083
3900-F-AT | YJLWTY4-1 Full length Ty4| — 3,30 0,19 | 0,0029
3901-F-AT | YILWTAUZ2 Ty4 LTR — 3,20 0,29 | 0,0082
3214-AT YGRWDELTA23 Ty1LTR | — 3,18 0,57 | 0,0523
3663-F-AT | YNLWTAU2 Ty4 LTR — 3,18 0,83 | 0,0609
3661-AT YNLWSIGMAZ Ty3 LTR — 3,11 0,34 | 0,0140
3162-AT YHRWTAU3 Ty4 LTR — 3,07 1,41 | 0,1950
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3232-F-AT
3541-AT
3336-F-AT
3137-S-AT
3691-F-AT
3200-1-AT
3583-I-AT
3670-F-AT
3553-F-AT
3558-F-AT
3274-AT
3631-S-AT
3449-1-AT
3192-F-AT
3404-F-AT
3850-AT
3584-F-AT
3617-F-AT
3475-F-AT
3644-F-AT
3554-F-AT
3650-F-AT
3176-F-AT
3581-F-AT
3208-F-AT
3573-F-AT
3752-F-AT
3568-F-AT
3746-AT
3496-F-AT
3904-F-AT
3801-F-AT
3833-F-AT
3373-AT
3799-F-AT
3422-F-AT
3908-I-AT
3726-F-AT
3306-1-AT
3816-F-AT
3143-F-AT
3569-AT
3468-I-AT
3374-AT
3448-S-AT
3931-F-AT
3469-F-AT
3909-F-AT
3402-AT
3343-I-AT
3506-S-AT
3344-F-AT
3445-F-AT

YGRCTAU3 Ty4 LTR
YPRWTAU4 Ty4 LTR
YERCTAU2 Ty4 LTR
YILWTY3-1 Full length Ty3
YMRCTAUS Ty4 LTR
YHLWDELTA2 Ty1 LTR
YPLCDELTAL Tyl LTR
YNRCTAU3 Ty4 LTR
YPLCTAUL Ty4 LTR
YPLCTAU2 Ty4 LTR
YGLWDELTA10 Tyl LTR
YOLWTAU1 Ty4 LTR
YDRWDELTA10 Ty1 LTR
YHLCOMEGAL Ty5 LTR
YDRWDELTA10 Ty1 LTR
YJRWDELTA20 Tyl LTR
YPLCDELTAL Tyl LTR
YORWTAU2 Ty4 LTR
YDLWTAUL Ty4 LTR
YOLCDELTA7 Tyl LTR
YPLCTY4-1 Full length Ty4
YNLWTAUL Ty4 LTR
YHRWDELTA13 Ty1 LTR
YORWDELTA24 Ty2 LTR
YHRCDELTA6 Tyl LTR
YORWTAU3 Ty4 LTR
YLRCDELTA19 Ty1 LTR
YPRCDELTA15 Tyl LTR
YLRWDELTA15 Ty1 LTR
YCLWDELTA4 Ty2 LTR
YJLWDELTA2 Ty1 LTR
YLRCDELTA5 Tyl LTR
YKRWOMEGAL Ty5 LTR
YERCDELTAS Tyl LTR
YLRCDELTA3 Ty1 LTR
YDRWDELTA20 Tyl LTR
YALWDELTA1 Ty1 LTR
YLRCDELTA25 Ty2 LTR
YGLWDELTA4 Ty1 LTR
YKLWDELTA3 Ty1 LTR
YILWSIGMA3 Ty3 LTR
YPRWDELTA16 Tyl LTR
YCRCDELTA14 Tyl LTR
YERWDELTA9 Ty1 LTR
YDRCSIGMA2 Ty3 LTR
YJLWDELTAL Tyl LTR
YCRCDELTA14 Tyl LTR
YALWDELTA1 Ty1 LTR
YDRWDELTA31 Ty1 LTR
YERCDELTA15 Tyl LTR
YBLWTAU1 Ty4 LTR
YERCDELTA15 Ty1 LTR
YDRCSIGMAL Ty3 LTR

2,97
2,94
2,91
2,91
2,89
2,77
2,74
2,70
2,68
2,66
2,62
2,56
2,56
2,55
2,54
2,52
2,50
2,45
2,45
2,44
2,36
2,30
2,30
2,29
2,29
2,29
2,28
2,24
2,24
2,23
2,23
2,18
2,17
2,16
2,12
2,12
2,08
2,03
2,02
2,01
2,00
1,99
1,96
1,95
191
1,88
1,88
1,88
1,86
1,86
1,82
1,80
1,71

0,59
0,02
0,23
1,40
0,56
0,68
0,62
0,74
0,53
0,24
0,69
0,56
1,00
0,21
0,74
0,73
0,96
0,23
0,15
0,86
0,18
0,07
0,00
0,87
0,45
0,29
0,84
0,20
0,59
0,63
1,04
1,32
0,08
0,68
0,43
0,51
0,51
0,16
0,62
0,10
0,63
0,72
0,08
0,35
0,03
0,12
0,47
0,21
0,49
0,16
0,34
0,43
0,11

0,0067
0,0215
0,0114
0,1200
0,0057
0,1920
0,1040
0,0139
0,0465
0,0566
0,1770
0,0884
0,2450
0,1450
0,0714
0,2540
0,2630
0,0184
0,0274
0,0691
0,0647
0,0393
0,1400
0,0478
0,2410
0,0837
0,0550
0,1080
0,2520
0,0584
0,0490
0,4140
0,2220
0,2230
0,0875
0,0775
0,2970
0,0559
0,0659
0,2480
0,3170
0,3450
0,2720
0,2690
0,0699
0,2740
0,3340
0,2990
0,3560
0,0609
0,1360
0,1750
0,1630

196




7.2 Anreicherungsverhalten der erweiterten Seripauperifamilie

Seripauperin- und Zellwand-Manno-Gene bilden eine groBkigenfamilie inSaccharomyces
cerevisiae zu der diePAU-, DAN- und TIR-Gene gehdren. Aufgrund ihres geringeren Serin-
Gehaltes durch das Fehlen eines stark serinhaltigen Crialeni Abschnitts im Gegensatz zu
der mit ihnen verwandten Gruppe der Serin-reicls&#RGene, gab man ihnen den Namen
~Seripauperine” (von engl. ,serine poor”) [§WANATHAN et al. 1994].

Der Uberwiegende Teil der Gene ist itétﬁastérker transkribiert als im zugehoérigen Wildtyp-
Stamm. Keine Regulation zeigten vier Zellwand-Proteinejuli@r beideCWPR-Gene, die in die
PAU-Familie eingruppiert wurden [WAST et al. 2002]. Einige der ORFs gehdren zu den am
hdchsten exprimierten Gene in der Mutante. Die Kerngruggped Seripauperin-Gene, wie in
[RACHIDI et al. 2000] definiert, zeigte bis auf 5 ORFs auch Anreicheinngnddefizienten
Hefestammen [H et al. 2003]; [LELIVELT und QULBERTSON1999] (Tab. 7.2, Spalten 4 und
5). Die Tabelle zeigt die Uberlappende Eingruppierungevi@€ruppenmitglieder in mehrere
Effektgruppen angereicherter ORFs in tigp(ts)-Mutanten @;.

ORF Gen :FI:CS(I:;? € P Afg.InC ggﬂfigi-enz g:'még' subtelomer E.Ia.'ge y- %L(:E;telo-
YOL161C 7,53+ 0,73 | 0,00356 °

YIR041W 7,38+ 0,08 | 0,00098 | 2,38 °

YLLO25W 7,12+ 1,35 | 0,0304 2,82 ° .
YMR325W 5,37+ 0,76 | 0,00052 | 2,58 ° .

YORO09W | TIR4 | 5,254+ 0,90 | 0,00051 °

YELO49W | PAU2 | 5,19+ 1,01 | 0,01343 | 2,61 ° °

YGR294W 5,15+ 2,53 | 0,014 1,84 ° ° °

YLLO64C 4,834+ 0,96 | 0,0346 2,19 ° ° .

YKL224C 4,674+ 0,99 | 0,0023 2,64 ° ° .

YDR542W 46+1,18 0,00867 | 1,39 ° ° .

YHL046C 3,99+ 0,60 | 0,00301 | 3,28 ° ° .

YBR301W | DAN3| 3,92+ 0,23 | 0,0082 2,96 ° ° .

YGL261C 3,82+ 0,61 | 0,02009 | 3,33 ° ° °

YNRO76W | PAU6 | 3,79+ 0,42 | 0,03254 | 2,04 ° ° .

YFL0O20C | PAU5| 3,73+ 1,35 | 0,02516 | 3,66 ° ° °
YIL176C 3,4+ 0,52 0,02474 | 2,02 ° ° .

YAR020C | PAU7 | 3,394+ 0,68 | 0,05282 ° °
YJL223C | PAU1| 3,37+ 1,06 | 0,06778 | 1,98 ° ° .

YALO68C 3,27+ 0,16 | 0,01018 | 1,41 ° ° °

YLR461W | PAU4 | 3,0£ 0,55 0,03486 | 2,46 ° ° °

YJR151C | DAN4| 2,93+ 0,76 | 0,03283 | 2,06 ° .

YLRO37C | DAN2| 2,75+ 0,81 | 0,03615 ° .
YOR394W 2,74+0,26 0,0393 ° .

YORO10C | TIR2 | 1,93+0,23 | 0,289 °

YILO11W | TIR3 | 1,47+0,12 | 0,19 °

YBRO67C | TIP1 | 1,04+ 0,15 0,372 °
YERO11W | TIR1 | 0,96+ 0,07 | 0,403 °
YKLO97W-A | CWP2 0,94+ 0,09 | 0,391

YKL096W | CWP1] 0,91+ 0,09 | 0,399 °

YPL282C | nichtin der Gi-Studie enthalten; zeigt anoxische Anreicherung

Tabelle 7.2: Expressionsverhalten dePAU-Genfamilie (Seripauperine) in den g@-HDOA—AnaIysen.
In der letzten Spalte (Avg FC) sind die entsprechenden Ahegungsfaktoren aus dewpf -Analysen
[LELIVELT und QULBERTSON1999] angegeben. Fur den ORF YPL282c, der nach Sequenganalydie
Seripauperin-Familie einzuordnen ist, war kein Probenaat dem Hochdichte-Chip vorhanden.
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7.3 Angereicherte ORFs unabhéngig von der RNA-Abbau-Defizenz

Die Tabelle listet 52 ORFs, die in denglGHDOA-Analysen eine signifikante Anreicherung
zeigten und nicht augenscheinlich mit der gefundenen RNAaAbDefizienz oder anderen an-
gesprochenen Effekten in Verbindung stehen. Sie sind Awggdiir weitere funktionelle Zu-

sammenhange Hypps.

198

Probe Set| ORF Gen Beschreibung FC(37°C) p-Wert
+ SD

6131-AT YDR345C | HXT3 | hochaffiner Glukose-Transporter 5,77+ 1,19 | 0,00139

5404-AT YFLO26W | STE2 a-Faktor-Pheromon- Rezeptor (sieben 3,35+ 0,70 | 0,11900
Transmembranhelices)

7960-1-AT | YPL198W | RPL7B | ribosomales Protein L7B (L6B) (rp11) (YL8) 3,87+ 0,77 | 0,02461

4428-AT YHR092C | HXT4 | hochaffiner Glukose-Transporter 3,794+ 0,33 | 0,01276

4430-AT YHR094C | HXT1 | hochaffiner Hexose-Transporter 3,73+ 1,54 | 0,06364

4409-AT YHR116W | — unbekannte molekul. Funktion; Rolle bei der3,28+ 0,53 | 0,06190
aeroben Atmung

6021-F-AT | YDR461W | MFA1 a-Faktor-Paarungs- Pheromon (Precursor) 3,24+ 0,68 | 0,12260

4405-AT YHR112C | — CystathioninB-Lyase- Aktivitat 3,224+ 0,45 | 0,00747

4365-AT YHR160C | PEX18 | Protein-Peroxysom- Zielsteuereung 3,20+ 0,72 | 0,25800

10000-AT | YLR331C | — unbekannte Funktion 3,11+ 0,49 | 0,07220

7961-F-AT | YPL198W | RPL7B | ribosomales Protein L7B (L6B) (rp11) (YL8) 3,08+ 0,87 | 0,04313

10932-AT | YJR094C | IME1 Masterregulator der Meiose 3,08+ 0,16 | 0,02560

10683-AT | YKL101W | HSL1 Protein-Kinase mit Rolle beim 3,07+ 0,65 | 0,02470
Go-M-Ubergang des Zellzyklus

6483-AT YDL024C | DIAS Protein mit unbek. Funktion, invoviert beim| 2,94+ 0,35 | 0,01010
invasiven und pseudohyphalen Wachstum

11181-AT | YJL157C | FAR1 Cyclin-abhangiger Kinase- Inhibitor, der di¢ 2,90+ 0,81 | 0,09951
Zellzyklus-Arretierung im Zuge einer
Pheromon-Antwort steuert

4369-AT YHR164C | DNA2 | essentielle Tripartit-DNA- 2,86+ 0,18 | 0,05310
Replikations-Helikase

4427-AT YHRO091C | MSR1 | Arginyl-tRNA-Synthetase 2,86+ 1,17 | 0,05155

9633-AT YMRO11w | HXT2 | hochaffiner Hexose-Transporter-2 2,86+ 0,73 | 0,14153

4464-AT YHRO082C | KSP1 | Serin/Threonin-Kinase &hnlich 2,79+ 0,59 | 0,02159
Casein-Kinase Il

4359-AT YHR154W | RTT107 | Regulator der TylTransposition; etabliert | 2,77+ 0,18 | 0,05500
stilles Chromatin

10208-AT | YLR134W | PDC5 | Pyruvat-Decarboxylase 2,75+ 0,28 | 0,04786

4402-AT YHR109W | CTM1 | Cytochrome-c-Lysin- Methyltransferase 2,744+ 0,83 | 0,17000

4472-S-AT | YHRO043C | DOG2 | 2-Deoxyglukose-6-phosphat- Phosphatase 2,68+ 0,05 | 0,00933

9057-AT YNL202W | SPS19 | peroxisomale 2,4-Dienoyl-CoA- Reduktase 2,61+ 0,69 | 0,01390

4476-AT YHRO47C | AAP1 | Arginin/Alanin-Aminopeptidase 2,594+ 0,53 | 0,03656

10661-AT | YKLO79W | SMY1 | Motor-Aktivitat, Funktion als Kinesin 2,594+ 0,14 | 0,01240
unwahrscheinlich

5396-AT YFLO34c-A | RPL22B | ribosomales Protein L22B (L1c) (rp4) 2,45+ 0,84 | 0,07112
(YL31)

10299-AT | YLRO47C | — Oxidoreduktase-Aktivitat 2,41+ 0,01 | 0,06330

6587-AT YDLO99W | — schwache Ahnlichkeit zu Myosin(schwere | 2,374+ 0,47 | 0,03428
Kette)-Untereinheiten

11140-AT | YJL107C — unbekannte Funktion 2,36+ 0,97 | 0,01810




4386-AT

6541-AT
4457-AT
9963-AT
4364-AT
6020R-AT
5688-AT

4498-AT

4202-AT

6429-AT

7786-AT

4407-AT
4370-AT
10106-AT
7884-AT
4499-AT
4373-AT
4932-AT
4366-AT

10237-AT
6207-AT

YHR137W

YDLO57W
YHRO76W
YLR382C
YHR159W
YDR461W
YERO033C

YHR024C

YIL109C

YDRO60W

YPLO12W

YHR114wW
YHR165C
YLR214W
YPL141C
YHRO025W
YHR168W
YGRO96W
YHR161C

YLR118C
YDR287W

ARO9

PTC7
NAM2

MFA1
ZRG8

MAS2

SEC24

MAK21

RRP12

BZ71
PRP8
FRE1

THR1

TPC1
YAP1801

Aminotransferase Il fir aromatische
Aminosauren

unbekannte Funktion
Protein-Phosphatase(Typ 2C)- Aktivitat
mitochondriale Leucyl-tRNA- Synthetase
unbekannte Funktion

a- Faktor-Paarungs-Pheromon (Precursor
cytoplasmatisches Protein mit unbekannte
Funktion

53 kDa-Untereinheit der mitochondrialen
Prozessierungs-Protease

Teil des Sec23p-Sec24p- Komplexes,
ER/Golgi-Transport

essentiell fur die 60S-Ribosom- Biogenese
involviert in den Zellkernexport von
Pre-Ribosomen

bendtigt fur normale Pre-rRNA-
Prozessierung

assoziiert mit Las17p/Beelp
RNA-Splicing-Faktor

Eisen- und Kupfer-Reduktase

starke Ahnlichkeit zur Protein- Kinase Kin4
Homoserine-Kinase

GTP-bindendes Protein
Thiamin-Pyrophosphat-Transporter

Hefe- Assemblierungspolypeptid, bindet an
Panlp und Klathrin

Hydrolaseaktivitat an Esterbindungen

2,32+ 0,39

2,30+ 0,03
2,29+ 0,11
2,29+ 0,76
2,28+ 0,42
2,27+ 0,73
r 2,25+ 0,13

2,23+ 0,69
2,21+ 0,08

; 2,21+ 0,94

2,16+ 0,98

2,16+ 0,04
2,15+ 0,45
2,15+ 0,47

p2,07+ 0,53
2,05+ 0,74
2,04+ 0,01
2,04+ 0,22
2,03+ 0,01

2,01+ 0,23

Inositolmonophosphatase

2,01+ 0,83

0,05105

0,07290
0,07720
0,14000
0,20300
0,07900
0,02850

0,14998
0,02820

0,18771

0,15211

0,04330
0,05666
0,14500
0,14200
0,13789
0,07430
0,23700
0,03810

0,04130
0,20500
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