INAUGURAL — DISSERTATION

Zur
Erlangung der Doktorwirde
der
Naturwissenschaftlich - Mathematischen Gesamtfakultat
der

Ruprecht — Karls — Universitat

Heidelberg

vorgelegt von
Diplom-Chemiker Jochen Baliler

aus Mannheim

Tag der mindlichen Prifung




Thema:

Isolierung eines nukleéaren
60S Pra-Ribosoms, das ein Exportintermediat

ins Zytoplasma darstellt

Gutachter: Prof. Dr. Ed Hurt
Prof. Dr. Bernhard Dobberstein



Fiir Christine

& Jonas



Danksagung

An erster Stelle mdchte ich meiner Frau Christine danken fur die Unterstiitzung
meiner Arbeit in jeglicher Form.

Meinen Eltern danke ich, dal’3 Sie mir das Chemiestudium ermdglicht haben.

Bei Ed Hurt bedanke ich mich fir das faszinierende Thema, die hervorragende
Betreuung und dafur, daf3 ich bei ihm immer ein offenes Ohr gefunden habe.

Meinen Kollegen mdchte ich danken fir den kameradschaftlichen Umgang und
das angenehme Arbeitsklima, besonders Olivier Gadal und Daniela Strauf3 fur
viele hilfreiche Diskussionen und Vorschlage zu meiner Arbeit.

Ferner mdchte ich mich auch bedanken bei Paola Grandi (Cellzome GmbH,;
Heidelberg) fur die Unterstliitzung bei der Etablierung der “TAP-Methode”, David
Tollervey und Elisabeth Petfalski (Institute of Cell and Molecular Biology;
University of Edinburgh; Grof3britannien) fur die rRNA-Analysen der nugl1 und
nug2 Mutanten, sowie des Nuglp-Komplexes, Johannes Lechner (Biochemie-
zentrum Heidelberg) fur die Identifikation der Proteinkomponenten des Nuglp-
Komplexes und Torben Lel3mann fiir seine Unterstitzung wahrend seines
Forschungspraktikums, sowie allen Ungenannten, die zum Gelingen dieser Arbeit
beigetragen haben.



3.2.3

Nuglp ist evolutiondr konserviert in eukaryontischen
Zellen
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Zusammenfassung

Im Gegensatz zu anderen nukleozytoplasmatischen Transportprozessen in
eukaryontischen Zellen, ist der Export von Ribosomen aus dem Zellkern ins
Zytoplasma noch weitgehend unverstanden. In dieser Arbeit wird die Reinigung
und Charakterisierung eines pra-ribosomalen 60S Partikels beschrieben, das ein
spates Exportintermediat aus dem Zellkern ins Zytoplasma darstellen konnte.
Ausgehend von der ungewohnlichen mtr2-33 Mutante (Mtr2p ist ein mRNA-
Exportfaktor), die keinen mMRNA-Exportdefekt, aber einen ribosomalen Export-
defekt aufweist, wurden Uber genetische Ansatze die neuen Ribosomen-
biogenesefaktoren Ecm1p, Nuglp und Nug2p identifiziert. Dabei sind Nuglp und
Nug2p Mitglieder einer neuartigen evolutionar konservierten Proteinfamilie von
GTPasen. Es konnte gezeigt werden, dal? Nuglp und Nug2p mit 60S Pra-
Ribosomen assoziieren. Entsprechend war es mdglich, diese 60S pra-ribosomalen
Partikel durch Affinitéatsreinigung von Nuglp zu isolieren. Das Nuglp / Nug2p
enthaltende Pré-Ribosom besteht aus den ribosomalen L-Proteinen, 27SB und 7S
rRNA-Vorstufen und reifer 25S, 5.8S und 5S rRNA. Weiterhin enthélt das 60S Préa-
Ribosom mindestens 23 nichtribosomale Proteine, die tiberwiegend essentiell und
evolutionar konserviert sind. Nachdem nugl und nug?2 ts Mutanten Defekte im 60S
Export aufweisen, aber nicht in der rRNA-Prozessierung beeintrachtigt sind,
schlage ich vor, daf3 das isolierte Nuglp-Partikel ein Intermediat wahrend des
Exportes der 60S Untereinheit aus dem Zellkern ins Zytoplasma darstellt.
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1. Einleitung

Das zentrale Kennzeichen eukaryontischer Zellen ist die Prasenz von Organellen.
Die Aufgliederung von Zellen in Kompartimente erméglicht eine héhere Effizienz
und bessere Regulierung der verschiedenen Zellprozesse, bendétigt jedoch ein
effizientes Transportsystem, um beispielsweise Proteine vom Ort ihrer Synthese,
dem Zytoplasma, zu ihrem Wirkungsort zu bringen.

Ein essentieller Transportprozess ist der regulierte Austausch von Makro-
molekilen zwischen dem Zellkern und dem Zytoplasma. So missen Proteine, die
an der Transkription, dem Splei3en von mRNA oder der rRNA Prozessierung,
beteiligt sind, in den Kern transportiert werden, wahrend verschiedene RNAs
exportiert werden missen. Die wichtigsten Beispiele sind der nukleare Export von
tRNA, mRNA oder rRNA. Diese nukleozytoplasmatischen Transportprozesse
erfolgen durch Kernporenkomplexe (NPC), die in die Kernmembran (Nuclear
Envelope, NE) eingebettet sind. Die Kernporen bilden Kanale durch die
Kernmembran und erméglichen den Austausch von kleinen Molekilen und lonen
durch Diffusion, als auch den aktiven Transport von Makromolekilen. Vermittelt
wird der aktive Transport durch Transportfaktoren, sogenannte Importine und
Exportine, welche zwischen dem Zellkern und Zytoplasma hin- und herpendeln.

1.1 Der Kernporenkomplex

Der Kernporenkomplex (NPC) ist eine komplexe makromolekulare Struktur, die
aus Proteinen, den sogenannten Nukleoporinen (kurz Nups), aufgebaut wird. In
der Hefe S. cerevisiae besteht der Porenkomplex aus etwa 30 Nukleoporinen und
besitzt eine Masse von 66 MDa (Rout und Blobel, 1993; Stoffler et al., 1999; Rout
et al., 2000). Die Anzahl der Nups in Vertebraten wird auf ca. 50 geschéatzt
(Fontoura et al., 1999), was in einer Gesamtmasse des Kernporenkomplexes von

etwa 125 MDa (Reichelt et al., 1990) resultiert. Trotz dieser Grol3enunterschiede



Einleitung Seite 5

besitzen alle eukaryontischen Kernporen die gleiche Grundstruktur (Abb. 1A; Yang
et al., 1998). Der gesamte Kernporenkomplex besitzt eine achtfache Rotations-
symmetrie. Die Kernstruktur besteht aus dem Speichenring (Spoke), welcher auf
der nuklearen Seite Uber einen Ring mit dem sogenannten nuklearen Korb
verknlpft ist. Auf der zytoplasmatischen Seite existiert eine dhnliche Ringstruktur,
welche mit den zytoplasmatischen Fibrillen verbunden ist (Yang et al., 1998;
Stoffler et al., 1999; Fahrenkrog et al., 2001). Die Existenz eines sogenannten
zentralen Transporters im Zentrum der Kernpore konnte durch mikroskopische
Methoden nachgewiesen werden (Yang et al., 1998; Stoffler et al., 1999). Jedoch
ist es umstritten, ob es sich hierbei um einen strukturellen Teil der Kernpore oder
um Makromolekile handelt, welche durch die Kernpore transportiert werden
(Diskussion siehe Allen et al 2000, Fahrenkrog et al., 2001). Desweiteren
existieren von mindestens 65% der Hefenukleoporine entsprechende homologe
Proteine in héheren eukaryontischen Zellen (siehe Doye und Hurt, 1997; Stoffler
et al., 1999; Vasu und Forbes., 2001), was fur einen konservierten Translokations-
mechanismus spricht.

Die meisten Nukleoporine in S. cerevisiae konnten Uber genetische Screens
identifiziert werden (siehe Fabre und Hurt, 1997). Vervollstandigt wurde die Liste
der Nukleoporine durch die biochemische Aufreinigung von Kernporenkomplexen
(Rout et al., 2000). In Ubereinstimmung mit der strukturellen Symmetrie der
Kernpore, wurde gefunden, dal? jedes der 30 gefundenen Nukleoporine in 8-, 16-
oder 32-facher Kopienzahl pro Kernpore vorkommt. Die Kernporenproteine sind
nicht nur die strukturellen Bausteine der Kernpore, sondern besitzen wichtige
Funktionen bei der Translokation von Transportsubstraten. Hervorzuheben sind 12
Nukleoporine, die eine sogenannte “FG-repeat”-Domane besitzen. Diese Doméne
enthalt mehrere Wiederholungen der Aminosauren Phenylalanin-Glycin (FG).
Aufgrund der Interaktion dieser “FG-repeats” mit Transportfaktoren wird vermutet,
daR diese Doménen die Bindungstellen der Kernpore fur die Transportfaktoren
darstellen (siehe Ryan und Wente, 2000; Wente et al., 2000; Stewart et al., 2001,
Rout und Aitchison, 2001).

Die meisten Nups sind sowohl auf der nukledren als auch auf der zytoplasma-
tischen Seite der Pore zu finden (Rout et al., 2000; Abb. 1B). Eine Sonderstellung
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Aufbau und Struktur des Kernporenkomplexes

Lyhoplp=smic Filnmeenis

Bill

g0 ) [ ] hiFa

40 RUFTES, o 1
. GLET i 133
SLET MUPAR o T vy g
G iz MM e pgUR R HRIPRE
%0 & ® e
R ey
[y e =
20 AUl e

i o 7 B2
E . N[N POAEEES
R - o ]
M ® POM
e 8 & @ Mon- FG NUP
20 - .Q 3 FG NUP
) FG NUP (Cyt only)
301 @ 9 @ FG NUP (Nucl only)
40 -. . HE
it . .- s L[]
o S ST ST T gy S s S
s =t 4] o .— — o & ot L
R (nm)

Abbildung 1: Teil A zeigt eine schematische Darstellung des Aufbaus eines
Kernporenkomplexes (aus Rout und Aitchison 2001). Teil B zeigt die
Lokalisierung der Nukleoporine von S. cerevisiae innerhalb der Kernpore (Rout
et al., 2000). Erlauterungen siehe Text.
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besitzen Nup159p, Nup42p, Nup60p und Nuplp (Abb. 1B; Rout et al., 2000).
Diese exklusive Lokalisierung auf der nukledren oder zytoplasmatischen Seite der
Kernpore ermdglicht eine Kontrolle der Transportrichtung (Beispiel hierfur ist
Nup60p (Denning et al., 2001)).

Es gibt auch Anzeichen, dal3 einzelne Nukleoporine dynamisch am Trans-
lokationsprozess teilnehmen (Ein Beispiel hierfur ist Nup2p (Dilworth et al., 2001)).
Hervorzuheben sind Hinweise, dal3 die Kernpore mit nuklearen Filamenten (Galy
et al., 2000; Kosova et al., 2000) und den zytoplasmatischen Zytoskelett
(Goldberg und Allen, 1995; Yan et al., 1997) verknipft ist. Diese Verknipfungen
konnen sowohl eine wichtige strukturelle Bedeutung haben als auch eine Rolle fir
den Transport von Import- bzw. Exportsubstraten zur Kernpore hin bzw. von der

Kernpore weg besitzen.

1.2 Die Proteinfamilie der Karyopherine

Der Transport von Makromolekilen durch die Kernpore ist ein aktiver, ziel-
gerichteter Prozess, der durch spezifische Transportsignale reguliert wird.
Proteine, die in den Zellkern importiert werden, besitzen eine nukleare
Lokalisierungssequenz (NLS). Dagegen besitzen Proteine, welche aus dem
Zellkern exportiert werden, ein nukleares Exportsignal (NES). Diese Aminosaure-
sequenzen werden von spezifischen Transportfaktoren, den Karyopherinen (kurz
Kaps), erkannt und durch die Kernpore transportiert. Die Karyopherine gehéren
zur Familie der Importinb-&hnlichen Proteine, welche nach dem ersten
charakterisierten Transportfaktor benannt wurden. Aufgrund ihrer zellularen
Funktion unterscheidet man in Importine und Exportine (Uberblick zu den
Transportfaktoren und ihren Substraten siehe Tabelle 1; sowie Pemberton et al
(1998), Mattaj und Englmeier (1998), Gorlich und Kutay (1999) Kaffman und
O’Shea (1999)). Das gemeinsame Kennzeichen der Importinb- ahnlichen
Transportfaktoren ist eine N-terminale RanGTP bindende Doméane (Gérlich und
Kutay, 1999; siehe Einleitung 1.3). Die C-terminale Domane dient zur Interaktion
mit den Transportsubstraten. Weiter sind die Transportfaktoren in der Lage an die
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Tabelle 1 Die Transportrezeptoren der Importinb-Proteinfamilie
Exportfaktor Substrat
Kapl24p | Crmlp/ Leucin reiche NES enthaltende Proteine
Xpolp Hoglp, Rnalp, Ssblp, SRP-Komplex, Nmd3p-
Rpl10p-60S ribosomale Untereinheit
Cselp Srplp (Impa)
Loslp tRNA
Kapl42p | Msn5p phosphoryliertes Pho4p und Farlp, Miglp, Msn4p,
Msn2p, Rtglp-Rtg3p-Komplex
Importfaktor Substrat
Kap95p Impb NLS enthaltende Proteine (die Bindungen dieser
Proteine an Kap95p wird Gber Impa vermittelt),
Histone (direktes Substrat)
Kapl04p | Transportin | MRNA bindende Proteine

Nab2p, Nab4p, Hrplp

Kapl123p | Yrb4dp ribosomale Proteine

Kapl21lp | Pselp ribosomale Proteine und Pho4p, Yralp, Yra2p,
Spol2p

Kapl119p | Nmd5p Hoglp, TFIIS

Kapl08p | Sxmlp Rplllp, Rpl25p, Rpl31p, Lhalp

Kapl1l4p Thplp

Kaplllp | Mtrl0Op Npl3p

Kap120p | Lph2p unbekannt

Kapl22p | Pdr6p Toal-Toa2p-Komplex

Kapl42p | Msn5p RPA-Komplex

(Die Informationen in Tabelle 1 sind der YPD Datenbank (siehe Literatur 6.3 entnommen.)

Repeatsequenzen (FG) der Nukleoporine zu binden, um so die Translokation

durch die Kernpore zu erméglichen. Der Import bzw. Export erfolgt in drei

Schritten: 1. Substratbindung, 2. Translokation durch die Kernpore und

3. Freisetzung des Substrates im Zielkompartiment. Reguliert wird dieser Prozess

Uber die GTPase Ran (siehe Einleitung 1.3). Nach Freisetzung des Substrates im

Zielkompartiment wandert der Transportrezeptor zurtick ins Ausgangs-

kompartiment und steht dort fur die Translokation des nachsten Substrates zur

Verfiigung.

Ein interessanter Aspekt ergibt sich durch die gemeinsame Nutzung eines

Transportfaktors fir den Import und Export verschiedener Substrate. Durch diese

Doppelnutzung koénnte die Transportkapazitat eines Transportrezeptors pro
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Transportzyklus optimiert werden. Die bisher einzigen Beispiele fir eine solche
Doppelfunktion sind Kap142p (Yoshida und Blobel, 2001) und das menschliche
Importinl13 (Mingot et al., 2001). Ob weitere Karyopherine &hnliche Eigenschaften
besitzen bleibt offen.

1.3 Der Ran-Zyklus und die Regulierung des

nukleozytoplasmatischen Transports

Eine zentrale Rolle im nukleozytoplasmatischen Transport spielt die GTPase Ran
(Gsplpin S. cerevisiae). Ran existiert in unterschiedlichen Konformationen, einer
GTP und einer GDP gebundenen Form. Die GTP-Hydrolyseaktivitat von Ran allein
ist sehr gering, wird jedoch durch RanGAP (Rnalp in S. cerevisiae), einem
GTPase aktivierenden Protein, stark stimuliert. Die Wiederherstellung von
RanGTP wird durch den Austausch von GDP durch GTP erreicht. Diese Reaktion
wird durch einen Guaninaustauschfaktor RanGEF (Rcclp bzw. Prp20p in S.
cerevisiae) katalysiert. Aufgrund der unterschiedlichen Lokalisation dieser zwei
regulierenden Proteine, RanGAP befindet sich im Zytoplasma und RanGEF im
Zellkern (RanGEF bindet im Zellkern an Chromatin), wird postuliert, daf3 Ran im
Zellkern Uberwiegend in der GTP gebundenen Form vorkommt, wahrend im
Zytoplasma die GDP gebundene Form tberwiegt. Dieser Konzentrationsgradient
von RanGTP ist essentiell fur die Regulation des nukleozytoplasmatischen
Transports. Aufgrund der Wechselwirkung der Karyopherine mit RanGTP ist das
folgende vereinfachte Modell allgemein anerkannt (Abb. 2): Fir den Export eines
Substrates wird im Zellkern ein trimerer Komplex aus Exportfaktor (Exp), RanGTP
und dem Substrat (Cargo) gebildet. Dieser Komplex wird durch die Wechsel-
wirkung des Exportfaktors mit den Nukleoporinen durch die Kernpore transportiert.
Im Zytoplasma erfolgt die Hydrolyse von RanGTP zu RanGDP, was die
Dissoziation des trimeren Exportkomplexes und somit die Freisetzung des
Substrates zur Folge hat. Uber den gleichen Mechanismus wird der nukleére
Import reguliert, jedoch kann das Importsubstrat nur in Abwesenheit von RanGTP
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Abbildung 2: Modell des Ran regulierten Importes und Exportes (Goérlich und
Kutay, 1999). Erlauterung siehe Text.
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an den Importfaktor (Imp) binden. D.h. im Zytoplasma bildet sich ein dimerer
Komplex aus Substrat und Importfaktor, welcher durch die Wechselwirkung
zwischen Importfaktor und Kernpore in den Zellkern importiert wird. Im Kern wird
das Substrat durch die Bindung von RanGTP an den Importfaktor freigesetzt. Der
RanGTP gebundene Importfaktor wandert zurlick ins Zytoplasma. Hier erfolgt die
Hydrolyse von RanGTP, der dimere Komplex zerfallt und der Importfaktor steht fur
einen neuen Importzyklus zur Verfiigung. RanGDP wird Uber den Ran-
spezifischen Transportfaktor Ntf2p in den Zellkern reimportiert. Anschliel3end wird
dort durch RanGEF die GTP gebundene Form von Ran wiederhergestellt (siehe
Mattaj und Englmeier (1998), Gorlich und Kutay (1999), Kaffman und O”Shea
(1999), Conti und Izaurralde (2001) und Kinzler und Hurt, (2001), Kuersten et al.,
2001).

Die tatsachliche Regulation des nukleozytoplasmatischen Transports ist jedoch
komplizierter: So wird beispielsweise die Aktivitdt von RanGAP durch einen
weiteren zytoplasmatischen Faktor, RanBP1 (Yrblp in S. cerevisiae), zusatzlich
stimuliert. Auch konnte gezeigt werden, dal3 die Anwesenheit von RanGTP im
Zellkern nicht fir die Dissoziation der mRNA bindenden Protein Npl3p, Nab2p und
Hrpl vom Importrezeptor ausreicht. Erst die zusatzliche Anwesenheit von RNA
ermdglicht die Freisetzung dieser Importsubstrate. Dies zeigt, daf’ der Import von
Npl3p, Nab2p und Hrplp nicht direkt nach der Translokation endet, sondern bis
zum Bestimmungsort, beispielsweise zum Ort der Transkription, erfolgt (Senger et
al., 1998; Lee und Aitchison, 1999). Ein ahnliches Beispiel ist der Import des
Transkriptionsfaktors Tbhplp (TATA-Box bindendes Protein). Es wurde gezeigt,
daf die Freisetzung des Tbplp vom Importin (Kap114p) durch Anwesenheit
TATA-Box enthaltender DNA stimuliert wird (Pemberton et al., 1999). Vermutlich
werden auch andere Import- oder Exportsubstrate nicht nur durch die Kernpore,
sondern bis zu ihrem Bestimmungsort transportiert.

Eine zentrale Frage des nukleozytoplasmatischen Transports beschaftigt sich mit
dem Energiebedarf. Bisher ist die Hydrolyse von RanGTP der einzig belegte
energieverbrauchende Schritt. Jedoch ist nicht auszuschlieR3en, daR fur den
Export grol3erer Substrate wie mRNA oder Ribosomen zuséatzliche GTPasen oder
ATPasen, beispielsweise in Form von RNA-Helikasen, bendtigt werden.
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1.4 Export von tRNA

Die Transkription und Prozessierung der tRNA erfolgt im Zellkern. Ihr Export wird
durch ein Mitglied der Importinb-Proteinfamillie (siehe Einleitung 1.2), Loslp in S.
cerevisiae bzw. Exportin-t das homologe Protein in hoheren eukaryontischen
Zellen, vermittelt. Es konnte gezeigt werden, dal3 Los1p/Exportin-t direkt mit
Nukleoporinen interagiert und mit der fertig prozessierten tRNA und RanGTP
einen trimeren Exportkomplex bildet (Arts et al., 1998; Hellmuth et al., 1998; Kutay
et al., 1998). Uber die Wechselwirkung von Los1p/Exportin-t mit Kernpore wird der
Komplex exportiert. AnschlieRend erfolgt durch die Hydrolyse von RanGTP die
Freisetzung der tRNA im Zytoplasma (siehe Einleitung 1.3). Aufgrund der
Tatsache, dal’3 Los1p nicht essentiell ist (Hurt et al., 1987) und die Disruption nur
zu einem relativ geringen Exportdefekt von intronloser tRNA fuihrt (Gro3hans et
al., 2000Db), ist es wahrscheinlich, dafl3 noch weitere Exportmechanismen
existieren (Fur Diskussion siehe Simos (1999), Simos und Hurt (1999), Wolin und
Matera (1999) und GroRRhans et al. (2000a)).

1.5 Export von mRNA

Es ist allgemein akzeptiert, daR mRNA als mRNP-Partikel (Ribonukleoprotein-
komplex) exportiert wird. Sogenannte hnRNP-Proteine assoziieren bereits
wahrend der Transkription mit der Precursor mRNA. Sie spielen eine wichtige
Rolle bei der Bildung von mRNP-Komplexen, sowie bei der weiteren mRNA-
Prozessierung, wie die 5"-Verkniipfung mit der m’G-Kappe und die 3"-Poly-
adenylierung (siehe Krecic und Swanson, 1999). Bei intronhaltiger mRNA ist
zusatzliches Spleil3en essentiell fir den Export des mRNP-Komplexes (Legrain
und Rosbash, 1989; Luo und Reed, 1999). Einige dieser hnRNP-Proteine pendeln
zwischen Kern und Zytoplasma, was daflr spricht, daf3 diese Faktoren zusammen
mit der mRNA aus dem Zellkern exportiert werden. Offen bleibt hierbei, ob diese

Faktoren eine aktive Funktion am Exportprozess besitzen (siehe Einleitung 1.5.2).
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Um die Komponenten der Exportmaschinerie zu identifizieren, wurde in

S. cerevisiae eine Kollektion von temperatursensitiven Hefemutanten auf mRNA-
Exportdefekte untersucht. Die dabei isolierten Gene wurden mtr (NRNA
Transport) (Kadowaki et al., 1992; 1994b; 1994a) oder rat (Ribonucleic Acid
Trafficking)(Amberg et al., 1992) genannt. Die identifizierten Gene kdnnen in drei
Gruppen eingeteilt werden: 1. Nukleoporine, 2. hnRNP-Proteine / RNA modi-
fizierende Proteine und 3. Faktoren des Ran-Zyklus und Karyopherine. Auf deren
Rolle im mRNA-Export soll in den folgenden Kapiteln detaillierter eingegangen
werden.

Im Screen fur mRNA-Exportmutanten wurden auch zahlreiche Faktoren isoliert,
die vermutlich keine direkte Rolle im mRNA-Export spielen. Hierzu gehort die
Hefe-Acetyl-CoA-Carboxylase ACC1/MTR7 (Kadowaki et al., 1994b; Schneiter
und Kohlwein, 1997) ebenso wie die DEAD Box Helikase Doblp/Mtr4p (Liang et
al., 1996), Mtr3p (Kadowaki et al., 1994a; 1995), und Xrn2p/Ratlp (Amberg et al.,
1992), die scheinbar eine priméare Rolle bei der Ribosomenbiosynthese spielen
(Lafontaine und Tollervey, 1995; de la Cruz et al., 1998; Allmang et al., 1999; van
Hoof et al., 2000). Ihr Einfluss auf den mRNA-Export ist unverstanden und
wahrscheinlich indirekt.

Wichtig fur die Aufklarung des mRNA-Exportprozesses waren genetische Screens
ausgehend von der mRNA-Exportmutante nup85A/rat9. Hierdurch konnte der
MRNA-Exportfaktor Mex67p identifiziert (Segref et al., 1997) und dessen
Interaktion mit Mtr2p (Kadowaki et al 1994b) charakterisiert werden (Santos-Rosa
et al., 1998). Die Eigenschaften des heterodimeren Mex67p-Mtr2p-Komplex,
sowohl an mRNA als auch an Nukleoporine zu binden, unterstreichen die
Bedeutung dieser Proteine im mRNA-Exportprozess (siehe StraRer und Hurt
(1999), Stutz und Rosbash (1998), Gama-Carvalho und Carmo-Fonseca (1999),
Nakielny und Dreyfuss (1999), Zenklusen und Stutz (2001). Auf die zentrale
Funktion dieses Komplexes beim Translokationsprozess wird in Kapitel 1.5.4
naher eingegangen.
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1.5.1 Nukleoporine und ihre Rolle im mRNA-Export

Der nukleozytoplasmatische Austausch von Makromolekilen erfolgt durch die
Kernpore. Daher ist der mMRNA-Export auf eine intakte Kernpore angewiesen.
Ubereinstimmend wurde gefunden, daR nahezu alle der charakterisierten RAT-
Gene fiur Nukleoporine kodieren (Fabre und Hurt, 1997). Die meisten der
Nukleoporine mit einer Rolle im mRNA-Export (Nups, deren Mutation zu einen
MRNA-Exportdefekt fuhren, sind unterstrichen) gehéren zum Nup84p-Subkomplex
(Siniossoglou et al., 1996; Siniossoglou et al., 2000; M. Lutzmann submitted):
Nup85p/Rat9p (Goldstein et al 1996), Nup120p/Rat2p (Aitchison et al 1995, Heath
et al., 1995), Nup145Cp/Ratl10p (Fabre et al., 1994; Dockendorff et al.,1997;
Teixeira et al., 1997) , Nup84p, Sec13p, Sehlp und Nupl33p/Rat3 (Doye et al.,
1994; Li et al., 1995; Pemberton et al., 1995; Belgareh et al., 2001). Dieser
Komplex ist symmetrisch auf beiden Seiten der Pore zu finden (Rout et al., 2000;

Abb. 1B). Ein weiterer Subkomplex mit Beteiligung am mRNA-Export ist der
Nup82p-Komplex (Wimmer et al., 1992) mit Rat7p/Nup159p (Belgareh et al.,
1998; Gorsch et al., 1995; Kraemer et al., 1995), Nup82p (Hurwitz und Blobel,

1995; Hurwitz et al., 1998), Nsplp (Bailer et al., 2001) und Nup116p (Wente und
Bobel, 1993; Bailer et al., 2000). Durch die exklusive Lokalisation des Nup82p-
Komplexes auf der zytoplasmatischen Seite der Kernpore (Kraemer et al., 1995;
Rout et al., 2000) kdénnten diese Nukleoporine eine spezifische Rolle in der
Termination der Translokation spielen. Dagegen konnte Nuplp (Davis und Fink,
1990; Bogerd et al., 1994; Schlaich und Hurt, 1995) aufgrund seiner Lokalisation
auf der nukleéren Seite (Rout et al., 2000; Abb. 1B), eine spezielle Funktion bei
der Initiation der Translokation von Exportkomplexen besitzen. Mit Nup116p
assoziiert ist Gle2p/Nup40p (Murphy et al., 1996; Bailer et al., 1998), welches

auch im mRNA-Export impliziert ist (Fabre und Hurt, 1997). Interessanterweise ist
Gle2p homolog zu Raelp, das essentiell fir den mRNA Export in S. pombe ist
(Brown et al., 1995, Yoon et al., 2000), und dem humanen mRNA-Exportfaktor
hRaelp (Bharathi et al., 1997; Prichard et al., 1999). Es konnte gezeigt werden,
daR hRaelp zwischen Kern und Zytoplasma hin und herwandert (Prichard et al.,
1999) und durch UV-Bestrahlung an Poly(A)" RNA gekoppelt werden kann
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(Kraemer und Blobel, 1997). Diese Eigenschaften legen nahe, dal3 Gle2p/hRAE1p
eine Rolle im mRNA-Export spielt. Die genaue Funktion ist bisher jedoch noch
unklar.

Ein weiterer Kernporenassoziierter mRNA-Exportfaktor ist Glelp/Rss1p (Murphy
und Wente, 1996). Glelp interagiert sowohl genetisch als auch direkt mit
Nup159p, der RNA-Helikase Dbp5p (siehe Einleitung 1.5.2) und Gfd1p (Del Priore
et al., 1996; Strahm et al., 1999; Hodge et al., 1999). Aufgrund der Lokalisation auf
der zytoplasmatischen Seite der Kernpore ist es wahrscheinlich, dal? dieser
Glelp-Nupl59p-Dbp5p-Gfd1lp-Komplex eine Rolle bei der Termination der
Translokation des mRNP-Partikels spielt (Strahm et al., 1999).

Interessanterweise enthalten Nup116p und Nup145Np sogenannte Nukleoporin-
RNA-Bindungs-Motive (NRM), die in vitro an RNA binden kénnen (Fabre et al.,
1994). Diese Nukleoporine kénnten wahrend des Translokationsprozesses

direkten Kontakt zum Exportsubstrat besitzen und dadurch den Transport
erleichtern oder steuern. Weitere Nukleoporine, deren Mutanten mRNA-Export-
defekte zeigen, sind Nup49p, Nup57p (Grandi et al., 1995), sowie Rip1p/Nup42p
(Saavedra et al., 1997; Vainberg et al., 2000).

Ein Problem bei der Interpretation von mRNA-Exportdefekten bei Nukleoporin-

mutanten ist jedoch, dal meist parallel zum mRNA-Export auch andere Import /
Exportdefekte oder eine abnormale Kernporenverteilung zu beobachten sind
(Fabre und Hurt, 1997). Dies macht es schwierig, zwischen direkten und indirekten
Defekten zu unterscheiden, und erschwert es, verschiedenen Nukleoporinen eine

definierte Rolle mRNA-Export zuzuordnen.

1.5.2 Die Funktion von hnRNP-Proteinen und mRNA-

modifizierenden Proteinen im mRNA-Export

Da die mRNA in Form eines mRNP-Partikels exportiert wird, ist zu vermuten, dal}
einige der mMRNA assoziierten Proteine eine Rolle im mRNA-Export spielen. Zu
diesen potentiellen Exportfaktoren gehéren hnRNP-Proteine und mRNA-
modifizierende Proteine wie Splei3faktoren oder mRNA-Helikasen.



Einleitung Seite 16

Einer dieser potentiellen mRNA-Exportfaktoren ist NpI3p/Mtr13p. Mutanten von
NPL3 zeigen eine Akkumulation von Poly(A)" RNA im Zellkern (Kadowaki et al.,
1994a; Singleton et al., 1995). Die Beobachtungen, dal3 Npl3p direkt an mMRNA
bindet (Flach et al., 1994; Wilson et al., 1994) und zwischen Zellkern und
Zytoplasma hin- und herpendelt (Lee et al., 1996) unterstreichen eine mogliche
Beteiligung an mMRNA-Export. Npl3p assoziiert bereits wahrend der Transkription
mit der mRNA (Lei et al., 2001) und wandert mit dem mRNP-Partikel ins
Zytoplasma (Lee et al., 1996; Shen et al., 1998). Im Zytoplasma wird Npl3p durch
Skylp von dem mRNP-Partikel freigesetzt (Gilbert et al., 2001) und anschlie3end
durch Mtr10p (siehe Einleitung 1.5.3) in den Kern reimportiert (Pemberton et al.,
1997; Senger et al., 1998). Jedoch wurde bis heute keine funktionelle Verbindung
zu Nukleoporinen oder Exportfaktoren gefunden, die bestatigen wirde, dal3 Npl3p
eine aktive Rolle beim mRNA-Export spielt. Dies kdnnte bedeuten, dal in npl3
Mutanten der Exportprozess des mRNP-Partikels auf einer friihen Stufe beein-
trachtigt ist. Moglicherweise ist Npl3p nétig um das mRNP-Partikel export-
kompetent zu machen. Unterstitzt wird diese Vermutung durch die Beobachtung,
dal’ Npl3p mit den SR-Proteinen verwandt ist (Birney et al., 1993), welche nach
dem SpleiRprozess auf der reifen mRNA verbleiben. Diese Faktoren kénnen
dadurch eine Exportsignal fur die Exportfaktoren darstellen. (Zur Rolle von Spleil3-
faktoren im mRNA-Export siehe Einleitung 1.5.5.)

Hrplp/Nab4p und Nab2p sind hnRNP-Proteine, die ebenfalls zwischen Zellkern
und Zytoplasma hin und herwandern (Wilson et al., 1994; Lee und Aichison,
1999). Es fehlt jedoch auch hier eine direkte Verbindung zu Exportfaktoren oder
Nukleoporinen. Interessanterweise besitzen die hnRNP-Proteine A1 und K aus
héheren Eukaryonten Domanen mit einer NES Aktivitat (M9 bzw. KNS) (Michael et
al., 1995, 1997; Mili et al., 2001). Allerdings ist bisher kein Exportfaktor bekannt,
der mit diesen NES-Signalen interagiert.

Auch hnRNP-Proteine, die ihre Funktion exklusiv im Kern austben (hnRNP C, U),
konnen notig sein fur die Regulierung bzw. Kennzeichnung von exportkompetenter
MRNA. So ist beispielsweise eine Entfernung einiger dieser hnRNPs von der
MRNA noétig, um den mRNA-Export zu ermdglichen, da das Retentionsignal dieser
Faktoren starker als das Exportsignal der mRNA ist (Nakielny und Dreyfuss,
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1996). Dieser Mechanismus dient dazu ungespleildte bzw. teilweise gespleilte
MRNA im Kern zurtickzuhalten (siehe Reed und Magni (2001).

Eine aktive Rolle im mRNA-Export spielt rat8, welches fur die DEAD-Box Helikase
Dbp5p codiert. Es wurde beobachtet, dal? dbp5 Mutanten einen starken mRNA-
Exportdefekt zeigen (Snay-Hodge et al., 1998; Tseng et al., 1998). Dbp5p zeigt
eine Lokalisierung auf der zytoplasmatischen Seite der Kernpore (Tseng et al.,
1998) und interagiert dort mit Nup159p, Nup42p, Glelp und Gfd1lp (Hodge et al.,
1999; Schmitt et al., 1999; Strahm et al., 1999). Da Dbp5p in der Lage ist ATP-
abhangig RNA zu entwinden (Tseng et al., 1998), kénnte dieser Komplex eine
Rolle bei der Termination des mRNA-Exports spielen. Dadurch kénnte zum einen
Energie fur die Translokation bereitgestellt werden und / oder sichergestellt
werden, dal3 der mMRNA-Export irreversibel erfolgt.

1.5.3 Die Bedeutung des Ran-Zyklus und der Karyopherine fir
den mRNA-Export

Aufgrund der zentralen Bedeutung des Ran-Zyklus fur den nukleozytoplasma-
tischen Transport, war es naheliegend Mutanten von Ran und dessen Cofaktoren
auf einen mMRNA-Exportdefekt zu analysieren. Die direkte Beteiligung des Ran-
Zyklus und der Karyopherine beim mRNA-Export war in der Vergangenheit
umstritten. Heute ist allgemein akzeptiert, dal3 diese Faktoren eher eine indirekte
Rolle zu spielen (siehe Komeili und O"Shea, 2001). So wurde gezeigt, da? Mtr10p
(Kadowaki et al., 1994a) der Importrezeptor flr Npl3p ist (Senger et al., 1998;
Pemberton et al., 1997). Wenn es nun zu einer Stérung des Ran-Zyklus
(beispielsweise Mtrlp/Prp20p) bzw. der Importfaktoren kommt, beeintrachtigt dies
den Reimport der mRNA-Exportfaktoren und verursacht so einen indirekten
MRNA-Exportdefekt.

Lange Zeit wurde Uber eine Beteiligung des Exportins Xpolp am mRNA-Export
diskutiert. So wird in der xpol-1 Mutante sowohl ein mRNA- als auch ein NES
vermittelter Proteinexportdefekt beobachtet (Stade et al., 1997). Jedoch scheint
dieser mRNA-Exportdefekt auch nur ein indirekter Defekt zu sein. Es wurde
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gezeigt, dalR Xpol bendtigt wird, um Dbp5p aus dem Kern zu exportieren (Hodge
et al., 1999). Wenn nun Dbp5p im Kern akkumuliert, kann die Dbp5p vermittelte
zytoplasmatische Termination der Translokation nicht stattfinden und dadurch
einen MRNA-Exportdefekt bewirken. Ein weiteres Indiz hierfir ist die
Beobachtung, das eine Leptomycin B sensitive xpol Mutante NES enthaltende
Proteine im Kern akkumuliert, jedoch keine mRNA (Neville und Rosbash, 1999).
Auch in hoheren eukaryontischen Zellen kann eine Beteiligung von Xpolp/Crmlp
ausgeschlossen werden, da Leptomycin B Behandlung oder Injektion von NES
Substraten in den Zellkern keinen Einfluss auf den Export zellularer mRNA haben
(Fornerod et al., 1997; Fischer et al., 1995). Kirzlich wurde aul3erdem beobachtet,
daR die nukleére Injektion von RanGAP oder einer Ran-Mutante den tRNA und
U1 snRNA Export blockiert, jedoch nicht den Export von mRNA beeintrachtigt
(Clouse et al., 2001). Dies legt die Schlussfolgerung nahe, daf’ der Export von
zellularer mRNA nicht Uber einen Exportfaktor der Importinb-Familie vermittelt wird

und unabhangig von Ran reguliert wird.

Eine Sonderstellung nimmt der Export viraler RNA ein. Dieser mRNA-Export
erfolgt Uber einen anderen Exportweg. So konnte gezeigt werden, dal’ der Export
viraler HIV RNA (humanes Immundefizienz-Virus) durch Xpolp und RanGTP
vermittelt wird (Pollard und Malim, 1998; Fornerod et al., 1997; Fukuda et al.,
1997; Ullman et al., 1997; siehe Woodrich und Krausslich, 2001). Fir die
Replikation von Retroviren ist es nétig ungespleildte und gespleil3te MRNA aus
dem Zellkern zu exportieren. Um den zellularen Retentionsmechanismus fir
intronhaltige MRNAs zu umgehen (Legrain und Rosbash, 1989; Custodio et al.,
1999), bindet das virale Rev Protein direkt an das RRE Motiv (Rev Response
Element) der HIV RNA und vermittelt tber seine NES den Xpolp / RanGTP
abhangigen Export. Dieser Export erfolgt nach dem allgemeinen Prinzip des
RanGTP regulierten Proteintransportes durch die Kernpore (siehe Einleitung 1.3).
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1.5.4 Der Mex67p-Mtr2p-Komplex spielt eine zentrale Rolle im

Export von mRNA in S. cerevisiae

Der heterodimere Mex67p-Mtr2p-Komplex spielt eine zentrale Rolle bei der
Translokation der mRNA durch die Kernpore. Der essentielle mRNA-Exportfaktor
Mex67p wurde erstmals in einem synthetisch letalen Screen mit NUP85 / RAT9
identifiziert (Segref et al., 1997). Das essentielle Mtr2p wurde im Screen fir
MRNA-Exportmutanten gefunden (Kadowaki et al., 1994b). Spater wurde
gefunden, dafl? beide Proteine sowohl genetisch als auch direkt in vitro und in vivo
miteinander interagieren und Mtr2p stdchiometrisch an die M-Doméane von
Mex67p bindet (Santos-Rosa et al., 1998; StraRRer et al., 2000). Verschiedene
Mutanten beider Proteine zeigen bereits nach einer 5- bis 10- minitigen
Inkubation bei restriktiver Temperatur eine Anhaufung von Poly(A)" RNA im
Zellkern (Santos-Rosa et al., 1998; Hurt et al., 2000; StraRer und Hurt, 2000;
StralRer et al., 2000), das eine direkte Rolle im mRNA-Export nahe legt. Aufgrund
der Akkumulation verschiedener mRNA-Transkripte wie SSA1, SSA2, SSA3,
PGK1, ASH1 oder RPL25 in der mex67-5 Mutante (Hurt et al., 2000; Brodsky und
Silver, 2000) kann man annehmen, da3 Mex67p fir den Export vieler, vielleicht
sogar aller RNA-Polymerase Il-Transkripte verantwortlich ist. Weiter konnte
gezeigt werden, dal3 der Mex67p-Mtr2p-Komplex in vitro und in vivo an mRNA
bindet (Segref et al., 1997; Santo-Rosa et al., 1998). Diese Interaktion erfolgt tber
die N+LRR-Doméane von Mex67p. Auf die Funktion dieser Mex67p-Doméne und
deren Interaktion mit Yralp und mRNA soll in Kapitel 1.5.5 ndher eingegangen
werden.

Zusatzlich zur Substratbindung interagiert der Mex67p-Mtr2p-Komplex direkt mit
der Kernpore. Beide Faktoren lokalisieren in vivo an der Kernpore (Segref et al.,
1997; Santos-Rosa et al., 1998) und koénnen je nach genetischen Hintergrund im
Zellkern oder im Zytoplasma detektiert werden (Santos-Rosa et al., 1998; Rout et
al.,2000; Strawn et al., 2001), was fiur ein Pendeln zwischen den Kompartimenten
spricht. Auch konnte eine genetische und direkte Interaktion in vivo und in vitro mit
Nukleoporinen beobachtet werden (Santos-Rosa et al., 1998; Stral3er et al., 2000;
Rout et al., 2000; Strawn et al., 2001; Allen et al., 2001). Hierbei gibt es
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Anzeichen, dal3 diese Bindung von der M- und C-Doméne von Mex67 und Mtr2p
abhéangig ist, da einerseits die C-terminale Domé&ne genetisch mit Nukleoporin-
mutanten interagiert und anderseits Mtr2p die Bindung von Mex67p an FG-
Repeats sehr stark stimuliert (Stral3er et al., 2000; eigene unverdffentlichte Daten;
Strawn et al., 2001). Beispielsweise lokalisiert die mex67-5 Mutante in vivo nicht
mehr an der Kernpore aufgrund einer beeintrachtigten Bindung an Mtr2p (Santos-
Rosa et al., 1998). Weiterhin existieren zwei Gruppen von mtr2 Mutanten: die
erste Gruppe zeigt bei restriktiver Temperatur eine Misslokalisierung im Zyto-
plasma, wahrend die zweite Gruppe mit der Kernpore assoziiert bleibt. In allen
Mutanten lasst sich jedoch eine Misslokalisation von Mex67p beobachten (Santos-
Rosa et al., 1998). Da nur die erste Gruppe von Mutanten genetisch mit
Nukleoporinmutanten (z.B. nup85, nup159, ripl, nup116, gle2) interagiert (Santos-
Rosa et al., 1998; eigene unverdéffentlichte Daten), liegt die Vermutung nahe, daf3
die Bindung von Mex67p an die Kernpore Uber Mtr2p erfolgt oder entscheidend
reguliert wird.

Durch die direkte Bindung an mRNA und Nukleoporine, sowie das Hin- und
Herpendeln zwischen Zellkern und Zytoplasma besitzt der Mex67p-Mtr2p-
Komplex die wichtigen Eigenschaften eines Exportfaktors (siehe Einleitung 1.2 u.
1.3). Daher ist es naheliegend, daf? die Translokation des mRNP-Partikels durch
die Kernpore vom Mex67p-Mtr2p-Komplex bewerkstelligt wird.

Unterstitzt wird dieses Modell durch die Ergebnisse in hoheren eukaryontischen
Zellen. Mex67p und das menschliche Homolog TAP (Griter et al., 1998; Kang und
Cullen., 1999) besitzen eine evolutionar konservierte Aminosauresequenz und
gehdren zu der NXF1 Proteinfamilie (Nuklear Export Faktor) (Segref et al. 1997;
Katahira et al., 1999; Herold et al., 2000). Mtr2p besitzt zwar kein Homolog in
héheren Zellen, jedoch ist es wahrscheinlich, dafd NXT1 (p15) eine &hnliche
zellulare Funktion ausibt, da die Expression des heterodimeren TAP-NXT1-
Komplexes in S. cerevisiae die letale mtr2 und mex67 Disruption teilweise
komplementiert (Katahira et al., 1999). Es konnte gezeigt werden, daf das
menschliche NXF1 (TAP) und NXF1 aus C. elegans direkt beim Export zellulérer
MRNA beteiligt sind (Tan et al., 2000; Braun et al., 2001; Levesque et al., 2001).
TAP bindet an mRNA (Katahira et al., 1999; Braun et al., 1999; Tan et al., 2000;
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Levesque et al., 2001), zeigt in vivo eine nukleare und Kernporenassoziierte
Lokalisation (Bear et al., 1999; Katahira et al., 1999; Bachi et al., 2000; Tan et al.,
2000; Levesque et al., 2001) und besitzt die Fahigkeit zwischen Kern und
Zytoplasma hin- und herzupendeln (Katahira et al., 1999; Bachi et al., 2000; Kang
und Cullen, 1999; Bear et al., 1999; Tan et al., 2000; Schmitt und Gerace, 2001).
Analog zu Mtr2p und Mex67p wurde gefunden, dald auch NXT1 an die M-Domé&ne
von TAP bindet (Katahira et al., 1999; Braun et al., 1999; Kang et al., 2000;
Suyama et al., 2000; Fribourg et al., 2001; Guzik et al., 2001) und daR die
Coexpression von NXT1 den TAP vermittelten RNA-Export stimuliert (Herold et
al., 2000; Guzik et al., 2001; Braun et al., 2001; Lesvesque et al., 2001). Diese
Stimulation kann durch die erhdhte Affinitat des TAP-NXT1-Komplexes zu
Nukleoporinen erklart werden (Levesque et al., 2001). Réntgenstrukturanalyse der
M-Doméne von TAP und NXT1 ergab, dal3 beide Proteine eine NTF2 &hnliche
Domane bzw. Gesamtstruktur besitzen, welche eine Heterodimerisierung, analog
der NTF2 Dimerisierung, erlaubt (Fribourg et al., 2001; siehe Abb. 3). Wie in NTF2
existiert in der TAP M-Domane eine Bindungstasche, welche die Interaktion mit
FG-Repeats erlaubt. Wichtige Unterschiede zu NTF2 sind die Unfahigkeit einer
Homodimerisierung von TAP und einer Interaktion von TAP mit RanGTP oder
RanGDP. Umstritten ist jedoch eine Interaktion zwischen NXT1 und RanGTP. So
beobachteten Black et al (1999, 2001) eine Bindung zwischen NXT1 und RanGTP
und eine Stimulierung des NES-vermittelten Exports durch NXT1. Diese Resultate
konnten jedoch bisher von keinem anderen Labor bestatigt werden und stehen im
Gegensatz zu den Ergebnissen von Herold et al (2000) und Schmitt und Gerace
(2001).

Die Interaktion des TAP-NXT1-Komplexes mit den Nukleoporinen erfolgt nicht nur
Uber die M-Domaéne von TAP. So wurde eine direkte Interaktion zwischen NXT1
und dem Nukleoporin p62 beobachtet, die durch die Komplexbildung zwischen
TAP und NXT1 zusatzlich stimuliert wurde (Levesque et al., 2001). Weiter gibt es
Ergebnisse, die zeigen, dalR die C-Domane von TAP direkt mit FG-Repeats
interagiert (Katahira et al., 1999; Braun et al., 1999; Tan et al., 2000; Bachi et al.,
2000; Suyama et al., 2000; Schmitt und Gerace, 2001). Dadurch ergibt sich die
Mdglichkeit, dalR die M- und C-Domane von Mex67p/TAP synergistisch mit FG-
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RanGDP
Binding site

TAP - p15 Heterodimer ~ NTF2 Homodimer

Abbildung 3: Teil A zeigt die Doméanenstruktur von Mex67p/TAP (Katahira et
al., 1999). Die C- und M-Doméne sind verantwortlich fur die Interaktion mit FG-
Repeats. NXT1 (p15) bindet an die M-Domane (siehe B), Der N-terminale Teil
von Mex67p/TAP bindet an RNA und Yralp/REF (siehe Kap. 1.5.5).

Teil B zeigt die Struktur von NXT1 und der TAP M-Domé&ne im Vergleich zu
NTF2 (Fribourg et al., 2001). Die Bindung zwischen TAP und NXT1 erfolgt
analog zur NTF2 Homodimerisierung und ermdglicht Uber TAP eine
Wechselwirkung mit FG Repeats.

Repeats interagieren oder es existieren zwei unabhangige Mechanismen, die
eventuell unterschiedlich reguliert werden. Aufgrund der Bildung eines RNA-TAP-
NXT1-p62-Komplexes kann ausgeschlossen werden, dald NXT1 den Reimport von
TAP vermittelt (Levesque et al., 2001). Dieser Reimport erfolgt Giber Transportin
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(Bachi et al., 2000), ein Mitglied der Importinb-Proteinfamilie (siehe Einleitung 1.2
u. 1.3). Wahrend die primare Funktion von Mex67p/TAP in der Bindung der mRNA
an die Kernpore liegt, scheint die Rolle von Mtr2p/NXF1 in der Regulation der
Nukleoporinbindung zu liegen. Der Mechanismus und die Regulation ist jedoch
bisher noch unverstanden. Auch ist bisher nicht zweifelsfrei geklart, ob NXT1 noch
bei anderen Exportprozessen beteiligt ist (siehe Ossareh-Nazari et al., 2000).

1.5.5 Der Mex67p-Mtr2p vermittelte mRNA-Export ist an den
Spleil3prozess gekoppelt

Durch die genetische Analyse der N-terminalen Domé&ne und die biochemische
Reinigung von Mex67p wurde Yralp als direkter Interaktionspartner identifiziert
(StraRer und Hurt, 2000; Stutz et al., 2000). Das essentielle nukleare Yralp
(Portman et al., 1997) interagiert sowohl genetisch als auch direkt in vivo und in
vitro mit Mex67p (StralRer und Hurt, 2000; Stutz et al., 2000; Zenklusen et al.,
2001). Aufgrund der Eigenschaften von Yralp und homologer Proteine wurde
diese Proteinfamilie REF genannt (RNA und Exportfaktor bindende Proteine)
(Stutz et al., 2000). Auch Yralp/REF spielt eine essentielle Rolle im mRNA-
Export, ist jedoch in der Lage, RNA effizienter als Mex67p/TAP zu binden (Strafl3er
und Hurt, 2000; Stutz et al., 2000; Zenklusen et al., 2001; Zhou et al., 2000;
Rodrigues et al., 2001). Daher kdnnte die Rolle von Yralp/REF darin liegen, die
Bindung zwischen mRNA und dem Exportfaktor Mex67p/TAP zu vermitteln.
Interessanterweise wurde REF auch im SpleiReosomkomplex und als
Komponente des Exon-Exon-Komplexes (Le Hir et al., 2000a; 2000b) gefunden.
Durch die Forschung von Zhou et al (2000) konnte gezeigt werden, daR REF
wahrend des Splei3prozesses an den mRNP-Komplex bindet. Diese Bindung von
REF an die gespleilste mRNA wird Uber den Spleil3faktor Sub2p/UAP56 vermittelt
(Luo et al., 2001; StraRer und Hurt, 2001). Weiter konnte gezeigt werden, dal3
MRNA effizienter exportiert wird, wenn diese vorher gespleif3t wurde im Vergleich
zur gleichen mRNA ohne Intron (Zhou et al., 2000; siehe auch Luo und Reed,
1999; Huang und Steitz, 2001). Hervorzuheben ist hierbei, daR REF nur im



Einleitung Seite 24

Komplex mit der mRNA gefunden wurde, die zuvor gespleil3t wurde, wahrend
dagegen hnRNP Al in beiden mRNP-Komplexen nachgewiesen werden konnte
(Zhou et al., 2000; Le Hir et al., 2001). Jedoch ist zu beachten, daR die Uber-
expression von REF den Export sowohl gespleif3ter als auch intronloser mRNA
stimuliert (Zhou et al., 2000; Rodrigues et al., 2001). Unterstitzt wird eine Funktion
im Export von intronloser als auch intronhaltiger mRNA durch die Beobachtung in
S. cerevisiae, dal3 sub2 Mutanten im Gegensatz zu anderen SpleiRkomponenten
Defekte im Export beider mRNA-Arten besitzen (Straer und Hurt., 2001; Jensen
et al., 2001).

Zusammenfassend lasst sich daraus schlieRen, daR sowohl intronhaltige als auch
intronlose MRNAs Uber die gleiche evolutionér konservierte Exportmaschinerie ins
Zytoplasma transportiert werden (siehe Reed und Magni, 2001), wobei vermutlich

gespleil3te mRNA bevorzugt exportiert wird.

Viren, die zur ihrer Replikation auch ungespleil3te RNA exportieren missen,
brauchen einen anderen Exportmechanismus, weil erstens intronhaltige mRNA
normalerweise im Kern zurliickgehalten wird und zweitens nicht exportkompetent
ist, da REF Uber den Splei3prozess zur mRNA dirigiert wird. Daher muss der
Export viraler RNA Uber andere Exportwege erfolgen. Der Rev/Crm1p vermittelte
Export von ungespleiter mRNA des HIV Viruses wurde bereits in Kapitel 1.5.3
angesprochen. Andere Viren, wie z.B. der Mason-Pfizer Affen Virus besitzen in
ihrem Intron ein sogenanntes CTE Motiv (Constitutives Transport Element),
welches mit hoher Affinitat direkt an die N-Doméane des mRNA-Exportfaktors TAP
bindet (Gruter et al., 1999; Kang et al., 2000; Bachi et al., 1999; Braun et al., 1999;
Liker et al., 2000) und damit die Regulierung tber die SpleilBmaschinerie und REF
umgeht. Es konnte gezeigt werden, dal3 REF den Export zellularer mRNA
stimuliert, nicht jedoch den Export CTE enthaltender RNA (Rodrigues et al., 2001).
Daraus kann gefolgert werden, dal die virale RNA durch einen anderen
Mechanismus zum Exportfaktor TAP dirigiert wird. Der eigentliche Export durch
TAP erfolgt jedoch analog dem Export zellularer mRNA.
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1.5.6 Modell des mRNA-Exportes in S. cerevisiae

Waéhrend der Synthese der mRNA im Zellkern binden hnRNP-Proteine an die
MRNA und bilden das hnRNP-Partikel. Noch erfolgter 5"-Verkntpfung mit der
m’G-Kappe und 3'-Polyadenylierung, sowie dem SpleiRen intronhaltiger mRNA ist
das mRNP-Partikel bereit fir den Export ins Zytoplasma. Es konnte gezeigt
werden, dal’ der mRNA-Exportfaktor Sub2p tUber den Splei3prozess zum mRNP-
Komplex dirigiert wird. Da Sub2p auch essentiell fir den Export intronloser mRNA

Zytoplasma Nukleus
Transkription

‘ '. A 4
"V ? 'AAAAA
Translation

Abbildung 4: Vereinfachtes Modell zum mMRNA Export in S. cerevisiae.
Erlauterungen siehe Text.
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ist, existieren wahrscheinlich noch weitere Mechanismen um Sub2p zur mRNA zu
lotsen. Uber die Interaktion zu Sub2p wird dann der Exportfaktor Yralp zur
MRNP-Komplex rekrutiert. Yralp vermittelt die Interaktion des mRNP-Partikels
zum Mex67p-Mtr2p-Komplex. Durch die Bindung von Mex67p an Yralp wird
Sub2p von der mRNA freigesetzt. Anschlielend wird das mRNP-Partikel tiber den
Mex67p/Mtr2p Komplex zur Kernpore transportiert. Aufgrund multipler
Interaktionen des Mex67p-Mtr2p-Komplexes mit den FG-Repeats verschiedener
Nukleoporine erfolgt die Translokation des hnRNP-Partikels durch die Kernpore.
Auf der zytoplasmatischen Seite der Kernpore erfolgt die Termination durch den
Nup159p-Glelp-Dbp5p Komplex. Mdglicherweise erfolgt dieser Schritt durch die
Dissoziation des Mex67p-Yralp-mRNP-Komplexes. Ein solcher Mechanismus
wird durch die direkte Bindung zwischen Dbp5p und Yralp nahe gelegt. Die mit
der mRNA, exportierten Proteine und Transportfaktoren werden in den Zellkern
reimportiert, wahrend die mMRNA durch die Bindung von Ribosomen und der
Initiation der Translation im Zytoplasma zurtickgehalten wird.

1.6 Export von Ribosomen

Vergleichbar mit dem Export der mRNA wird auch die ribosomale RNA als RNP-
Komplex (Ribonucleoproteinpartikel) exportiert. Der Export der 40S und 60S
ribosomalen Untereinheiten erfolgt vermutlich getrennt (Warner, 1990). Die 40S
Untereinheit aus S. cerevisiae besteht aus der 18S RNA und 32 ribosomalen
Proteinen, die 60S Untereinheit aus der 5S, 5.8S und 25S RNA sowie 45
ribosomalen Proteinen. Die Biogenese der Ribosomen erfolgt im Nukleolus, hier
wird die rRNA synthetisiert und assembliert mit ribosomalen sowie nicht-
ribosomalen Proteinen. Anschlie3end erfolgt eine Reihe von RNA-Prozessierungs-
schritten (siehe Abb. 5), bevor die ribosomalen Untereinheiten exportiert werden.
Durch hauptsachlich genetische Ansatze wurden bisher Uber 60 nichtribosomale
Proteine identifiziert, die bei der ribosomalen Biogenese beteiligt sind, darunter
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Abbildung 5: Vereinfachtes Modell zur rRNA-Prozessierung in S. cerevisiae.
Die rDNA liegt in 100 bis 200 facher Kopienzahl vor. Die Synthese der pra 5S
rRNA erfolgt durch Polymerase lll, gefolgt von einem 3"-Prozessierungschritt.
Dagegen beginnt die Biosynthese der 5.8S, 25S und 18S rRNA mit der
Transkription eines gemeinsamen 35S Precursors durch Polymerase |. Die 35S
rRNA besteht aus der 5.8S, 25S und 18 rRNA und den externen bzw. internen
transkriptierten Spacerregionen (ETS, ITS). Die weiteren Prozessierungs-
schritte Ao, A; erfolgen innerhalb des 90S Komplexes. Danach wird die 32S
rRNA an A, geschnitten und der 90S Komplex teilt sich in den 43S Komplex mit
der 20S rRNA und den 66S Komplex mit der 27SA, rRNA. Durch die
Prozessierung der 20S rRNA an der D Schnittstelle wird die reife 18S rRNA
erhalten. Die weitere Prozessierung der 27SA; rRNA erfolgt Uber zwei
alternative Wege: Etwa 85 % wird an der A; und B, Stelle, gefolgt von B;_
prozessiert, wahrend die restliche 27SA; rRNA an der Bis und B, Stelle
geschnitten wird. In beiden Fallen erfolgt abschlieRend Prozessierung an der C,
C: und E Position. Die daraus resultierende reife 60S Untereinheit enthalt 5.8S,
25S und 5S| bzw 5Ss rRNA. Fir eine detailiertere Beschreibung siehe Kressler
et al., 1999; Venema und Tollervey, 1999; Lafontaine und Tollervey 2001.
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RNA-modifizierende Proteine, Endonukleasen, Exonukleasen, RNA-Helikasen und
Proteine, welche mit der snoRNA assemblieren. Ubersichtartikel zur Ribosomen-
biogenese siehe Kressler et al (1999), Venema und Tollervey (1999), Lafontaine
und Tollervey (2001).

Uber den eigentlichen Export der Ribosomen ist bis heute sehr wenig bekannt.
Um die Faktoren zu identifizieren, welche bei diesen Prozessen beteiligt sind,
wurden zunachst Methoden entwickelt, um den ribosomalen Export verfolgen zu
konnen. Fir den Export der 60S Untereinheit wurde dieses Ziel durch die
Verwendung des Rpl25p-eGFP Fusionsproteins erreicht (Hurt et al., 1999). Dieses
Fusionsprotein wird anstelle des Rpl25p in die grol3e ribosomale Untereinheit
eingebaut und kann daher als visueller Marker fiir das 60S Partikel benutzt
werden. Um den Export der kleinen Untereinheit zu verfolgen, wurde ein in situ
Hybridisierungsverfahren gegen die 5°ITS (Interne transkriptierte Spacerregion)
der 18S rRNA benutzt (Moy und Silver, 1999). Es wurde hierbei festgestellt, daf’
der Export beider Partikel durch Defekte im Ran-Zyklus und Mutationen in
bestimmten Nukleoporinen beeintrachtigt wird (Hurt et al., 1999; Moy und Silver,
1999; Stage-Zimmermann et al., 2000). Um neue Faktoren zu identifizieren, wurde
mit Hilfe des Rpl25p-eGFP Markers eine Kollektion von temperatursensitiven
Hefestammen auf Defekte im ribosomalen Export untersucht (Gadal et al., 2001a;
Gadal et al., 2001b, Milkereit et al., 2001). Hierbei wurden eine Reihe von Rix
Faktoren (Ribosomen Export) isoliert und charakterisiert, welche bei der
Biogenese und/oder dem Export der 60S Untereinheit beteiligt sind. So wurden
eine Reihe von Faktoren identifiziert, die beim intranuklearen Transport des 60S
pra-ribosomalen Partikels (Noclp, Noc2p/Rix3p und Noc3p; Milkereit et al., 2001)
oder bei einem spaten Schritt der Biogenese (Rix7p; Gadal et al., 2001a;
Rix9p/Rpl7p; O. Gadal et al., submitted) beteiligt sind. Einer der isolierten
Faktoren, Rix5p, ist identisch mit Rpl10p, einem ribosomalen Protein der 60S
Untereinheit. Es konnte gezeigt werden, dal? Rpl10p mit Nmd3p interagiert, das
Uber eine NES Sequenz an den Exportfaktor Xpolp bindet (Ho et al., 2000; Gadal
et al., 2001b). Daher kann angenommen werden, daf3 der ribosomale 60S Export
Uber den trimeren Xpolp-RanGTP-Nmd3p-Komplex vermittelt und reguliert wird.
Offen bleibt jedoch die Frage, ob dieser Mechanismus ausreicht das grof3e 60S
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Partikel durch die Pore zu transportieren. Eventuell werden ATPasen und / oder
GTPasen bendtigt, um zusatzlich Energie zur Verfigung zu stellen, oder um
Konformationsanderungen zu induzieren, die eine Translokation durch die
Kernpore begunstigen. Die Erforschung und Charakterisierung des ribosomalen
Exportes befindet sich erst am Anfang. Um zu verstehen, wie Ribosomen
exportiert werden und welche Signale und Konformationsénderungen fur die
Translokation bendtigt werden, missen noch eine Reihe von Faktoren identifiziert
werden, die beim Export des 60S und 40S Partikels beteiligt sind.
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2. Aufgabenstellung

Der Export von rRNA, mRNA und tRNA aus dem Zellkern ins Zytoplasma ist
essentiell fur die Genexpression bei eukaryontischen Zellen.

Einer der essentiellen mRNA-Exportfaktoren ist Mtr2p, der zuerst in einem Screen
fur mRNA-Exportmutanten gefunden wurde (Kadowaki et al., 1994b). Spater
wurde Mtr2p in einem high copy suppressor Screen mit dem ts5 Allel des mRNA-
Exportfaktors Mex67p gefunden (Santos-Rosa et al., 1998). Weitere Unter-
suchungen zeigten, dal? Mtr2p und Mex67p einen heterodimeren Komplex bilden
(Santos-Rosa et al., 1998). Dabei lokalisiert der Mex67p-Mtr2p-Komplex an der
Kernpore (Santos-Rosa et al., 1998) und interagiert sowohl genetisch als auch
biochemisch mit Nukleoporinen (StrafRer et al., 2000). Somit deuteten alle
Ergebnisse daraufhin, dal’ der heterodimere Mex67p-Mtr2p-Komplex der zentrale
MRNA-Exportrezeptor ist, der die Translokation des mRNP-Partikels durch die
Kernpore vermittelt.

Die genaue Funktion von Mtr2p in diesem Prozess war aber unklar. Daher war es
Ziel meiner Arbeit, die genaue Rolle von Mtr2p zu erforschen. Deshalb sollte die
temperatursensitive mtr2-33 Mutante naher charakterisiert werden. Mir fiel auf,
daf3, im Gegensatz zu allen bisher bekannten mtr2 Mutanten, diese mtr2-33
Mutante keinen mRNA-Exportdefekt bei restriktiver Temperatur aufweist. Dieser
unerwartete Phanotyp warf die Frage auf, welcher nukleozytoplasmatische
Prozess in mtr2-33 Zellen beeintrachtigt ist.

Durch synthetisch letale (sl) Screens ausgehend von der mtr2-33 Mutante sollten
Faktoren identifiziert werden, welche bei der neuartigen Funktion von Mtr2p
beteiligt sind. Uber die genetische und funktionelle Charakterisierung dieser
Faktoren, sowie deren biochemische Reinigung aus S. cerevisiae, sollte die

neuartige Funktion von Mtr2p gefunden werden.
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3 Ergebnisse

3.1 Mtr2p und Ecm1p sind am Export von 60S

Pra-Ribosomen beteiligt

3.1.1 mtr2-33, eine ungewdhnliche mtr2 Mutante

Der heterodimere Komplex der beiden mRNA-Exportfaktoren Mtr2p und Mex67p
vermittelt die Translokation des mRNP-Partikels durch die Kernpore.
Ubereinstimmend zu diesem Modell zeigen alle bisher charakterisierten
temperatursensitiven (ts) mtr2 Mutanten einen starken Defekt beim Export von
Poly(A)" RNA (Kadowaki et al.; 1994b; Santos-Rosa et al., 1998). Dieser Defekt
l&sst sich bereits nach wenigen Minuten Inkubation bei restriktiver Temperatur
beobachten. Jedoch gab es eine temperatursensitive mtr2 Mutante (E106G,
R109G), die nicht in dieses Bild passt, da mtr2-33 Zellen Uberraschenderweise
keinen mMRNA-Exportdefekt bei restriktiver Temperatur zeigen (siehe Ergebnisse
3.1.2; Abb. 11).

Um die unbekannte Funktion von Mtr2p, die offensichtlich in der mtr2-33 Mutante
beeintrachtigt ist, aufzuklaren, wurde mit diesem Allel ein genetischer Screen
(siehe Wimmer et al., 1992; Doye und Hurt, 1995) durchgefihrt. Der Screen
basiert auf dem Phanomen der synthetischen Letalitéat. Diese bezeichnet den
Zelltod aufgrund der Kombination zweier nicht letaler Mutationen. Synthetische
Letalitdt beobachtet man z.B. bei biochemisch direkt interagierenden Proteinen.
Wahrend die Mutation der jeweiligen Interaktionsdoméne alleine noch lebensfahig
ist, fuhrt die Kombination zum Verlust der Protein-Protein-Wechselwirkung und
somit zur Letalitat. Die sl-Beziehung zwischen zwei Genen kann auch bei nicht
direkt interagierenden Proteinen beobachtet werden, wenn diese Proteine
funktionell Uberlappen.

Im Screen mit der mtr2-33 Mutante wurden ca. 30.000 Kolonien auf einen sl-
Phanotyp, rote Kolonienfarbe und Nichtwachstum auf SDC+FOA (siehe Material
und Methoden 5.2.3, Abb. 23), gesichtet. Hierbei wurde SL178 isoliert (Abb. 6).
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Abbildung 6: Die mtr2-33 und ecm1-1 Mutationen sind synthetisch letal.

Der Hefestamm SL178 (pMTR2-URA3-ADE3) wurde mit den Plasmiden
pRS315-MTR2, pRS315-ECM1 oder pRS315 transformiert. Eine Zell-
suspension dieser Transformanten wurde anschlieend in einer 1:10
Verdiunnungsreihe auf eine SDC+FOA Platte getropft. Nach 6 Tagen Inkubation
bei 30°C wurde das Zellwachstum analysiert. Kein Zellwachstum zeigt
synthetische Letalitat (sl) an. Es wurde beobachtet, daR MTR2 und ECM1 den
sl Phanotyp komplementieren.

Um das Gen zu bestimmen, dessen Mutation den sl-Phanotyp verursacht, wurde
SL178 mit einer genomischen Hefebiliothek transformiert. Die Plasmide, welche
den sl Phanotyp (rote Kolonienfarbe und Nichtwachstum auf SDC+FOA)
komplementierten, wurden isoliert und sequenziert. Fir SL178 wurde ECML1 als
komplementierendes Gen identifiziert. Wird SL178 mit einem MTR2- oder ECM1-
Plasmid transformiert, dann sektoriert dieser Stamm wieder und wéachst auf
5-FOA-haltigen Medium (Abb. 6). Dass es sich hier um Komplementation und
nicht um Suppression handelt, konnte durch Integration des ECM1 Wildtypgens in
den SL178 Stamm gezeigt werden. Dadurch wurde das mutierte genomische
ecml-1 Gen durch das ECM1 Wildtypgen ersetzt, was ebenfalls die
Komplementation des sl-Phanotypes zur Folge hatte (eigene unverdffentlichte
Daten).

Um die genetische Beziehung zwischen MTR2 und dem nichtessentiellen ECM1
unabhéngig zu verifizieren, wurde ein Doppeldisruptionsstamm (mtr2A, ecm1A
,PURA3-MTR2) hergestellt (siehe Material und Methoden 5.2.3) und mit
verschiedenen MTR2 Allelen transformiert. Anschlie3end wurde das Wachstum
dieser Transformanten auf SDC+FOA analysiert (Abb. 7). Es wurde beobachtet,
daf3 nur die mtr2-33 Mutante in Kombination mit der ecm1 Disruption zu einem
letalen (bei 37°C) bzw. extrem kranken Wachstumsphanotyp (bei 23°C, 30°C)
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Abbildung 7: Die ecml1lA Mutante zeigt eine spezifische genetische Wechsel-
wirkung zur mtr2-33 Mutante. Ein ecmlA mtr2A (pURA3-MTR2) Doppel-
disruptionsstamm wurde mit Plasmiden transformiert, welche verschiedene
MTR2 bzw. ECM1 Allele exprimieren. Eine Zellsuspension der Transformanten
wurde in einer 1:10 Verdunnungsreihe auf SDC+FOA getropft (A). Die Zellen
wurden 4 Tage bei 30°C inkubiert. Kein Zellwachstum zeigt synthetische
Letalitat (sl) an. Analog wurde die genetische Beziehung von ECM1 zu MEX67
und YRAL Mutanten (Segref et al., 1997; StraRer und Hurt, 2000) bestimmt (B,
C). Es wurde beobachtet, dal’ nur die mtr2-33 Mutante synthetisch letal mit der
ecmlA Mutante ist. Die ecm1lA mtr2-33 Doppelmutante (vgl A) zeigt keine
MRNA Exportdefekte nach 30 min Inkubation bei 37°C (D). Das erste Bild zeigt
die Lokalisierung der Poly(A)* RNA, die beiden anderen die Position des
Zellkerns durch Anfarbung der DNA mit DAPI und die Zellen.
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fuhrt. Die Ubrigen mtr2 Mutanten besitzen alle einen sehr starken mRNA-Export-
defekt (Santos-Rosa et al., 1998; eigene unverdffentlichte Ergebnisse). Die so
gezeigte allelspezifische genetische Beziehung zwischen mtr2-33 und ecm1A
deutet auf eine funktionelle Verbindung zwischen Mtr2p und Ecm1p.

Ist Ecm1p Teil der mRNA-Exportmaschinerie, oder besitzt es eine davon
unabhéngige Funktion? Um diese Frage zu beantworten, wurde die genetische
Wechselwirkung von ECM1 zu den mRNA-Exportfaktoren MEX67 und YRA1
(siehe Einleitung 1.5.4 und 1.5.5) untersucht (Abb. 7B, C). Die Analyse zeigte
keine genetische Wechselwirkung zwischen ECM1 und MEX67 oder YRAL.
Zusatzlich konnte gezeigt werden, dal3 der langsam wachsende mtr2-33

ecml1A Stamm keinen mRNA-Exportdefekt aufweist (Abb. 7D). Aus diesen Daten
l&sst sich schliel3en, dald Ecm1p nicht am Export von mRNA beteiligt ist.

Welche Funktion hat dann Ecm1p? Ecmlp steht fur ,Extra-Zellulare-Mutante* und
wurde erstmals in einem Screen fur Zellwandbiogenesemutanten gefunden
(Lussier et al., 1997). Ein ecm1 Disruptionsstamm wurde daher als sensitiv gegen
Calcofluorweil beschrieben, das sich in die Zellwand einlagert. Dieser Befund
konnte aber von mir nicht reproduziert werden (Abb. 8). Als Positivkontrolle wurde
die saclA Mutante benutzt (Kochendorfer et al., 1999). (Saclp ist beteiligt beim
ATP-Transport vom Zytoplasma ins Endoplasmatische Retikulum.)

Die Analyse des ecml1 Disruptionsstammes ergab keinen Wachstumsdefekt

YPD + Calcofluorweifd

saclA

saclA + pURA3-SAC1 Q @ .
ecmlA ﬁ . .
ecmlA + pLEU2-ECM1 a . .

Abbildung 8: ecm1A Zellen zeigt keine Wachstumsdefekte auf Calcofluorweil3-
haltigem Medium. Der ecm1 Disruptionsstamm bzw. der komplemtierte ECM1

Stamm wurde auf YPD-Platten + Calcofluorweil3 bei 30 °C fur 5 Tage inkubiert.
Als Positivkontrolle wurden der SAC1 und der Calcofluorweif3-sensitive sac1A

Stamm (Kochendorfer et al., 1999) verwendet.
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innerhalb des getesteten Temperaturbereichs von 23 °C bis 37°C und erwartungs-
gemal’ keinen mMRNA-Exportdefekt in diesem Temperaturbereich.

Um mehr Uber die Funktion von Ecm1p zu lernen, wurden zwei verschiedene
Ansatze verfolgt: Uber einen weiteren genetischen Screen sollten neue
Interaktionspartner identifiziert werden (siehe Ergebnisse 3.2.1), parallel dazu
wurde die zellulare Lokalisation von Ecm1p bestimmt. Hierzu wurde ein Ecm1p-
eGFP Fusionsprotein generiert. Dieses eGFP-Funktionsprotein ist funktionell, da
es den Wachstumsdefekt der mtr2-33 ecm1A Mutante komplementiert (Abb. 9A).
Die Lokalisation von Ecm1p-eGFP wurde mittels Fluoreszenzmikroskopie in einem
ecml Disruptionsstamm bestimmt. Es wurde beobachtet, dafl3 dieses Fusions-
protein ein nukleédres Signal zeigt (Abb. 9B). Etwa die Halfte der untersuchten

Zellen wiesen auf3erdem eine signifikante Akkumulierung im Nukleolus auf, was

A mtr2-33

ECM1 T & .

ecml1A
ecMiecrr 5 % @

B Ecmlp-eGFP DsRed-Noplp Nomarski

- 5

Abbildung 8: Das Ecmlp-eGFP Fusionsprotein ist funktionell (A). Ein mtr2A
ecmlA (pURA3-MTR2) Stamm wurde mit pRS314-mtr2-33 und pRS315-ECM1,
pRS315 bzw. pRS315-ECM1-eGFP transformiert. Die Transformanten wurden
bei 30°C auf SDC+FOA ausplatiert. Das Wachstum wurde nach 3 Tagen
dokumentiert.

Ecmlp-eGFP zeigt ein nukleares bzw. nukleoléares Signal(B). Zur Bestimmung
der zellularen Lokalisierung von Ecmlp wurde ein ecm1A Stamm mit pRS315-
ECM1-eGFP und pRS314-DsRed-NOP1 transformiert. Die zellulare Loka-
lisation von Ecmlp-eGFP und DsRed-Noplp wurde mittels UV-Fluoreszenz-
mikroskopie bestimmt (Vgl. Material und Methoden 5.2.4). Nukleolares Signal
von Ecm1p wurde durch Colokalisation mit DsRed-Noplp bestatigt.
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durch die Coexpression des nukleolaren Markers DsRed-Noplp (Gadal et al.,
2001b ) verifiziert wurde (Abb. 9B).

Da im Nukleolus die Ribosomenbiogenese stattfindet, vermutete ich, dal Ecm1p
an diesem Prozess beteiligt sein kénnte. Um diese Hypothese zu testen, sollte die
Lokalisierung des Rpl25p-eGFP-Fusionsproteins in der mtr2-33 ecm1A Mutante
analysiert werden. Das Rpl25p-eGFP-Fusionsprotein wird in die grolRe ribosomale
Untereinheit integriert und kann daher als visueller Marker fur die 60S Ribosomen-
biogenese bzw. den Export benutzt werden (Hurt et al., 1999; Gadal et al., 2000a).
Mit diesem in vivo Exportassay wurde der 60S Export in der langsamwachsende
mtr2-33 ecm1A Doppelmutante (Abb. 10), sowie den Einzelmutanten und dem

Wildtypstamm untersucht. Im Wildtypstamm sowie in den mtr2-33 und ecml1A

mtr2-33 /
ecmlA

27age 4 @ H GO 9O b
6 Tage ?ﬁf..

Rpl25p-
eGFP

30 °C Wildtyp mtr2-33 ecmlA

Abbildung 10: Die mtr2-33 ecml1A Mutante zeigt einen starken ribosomalen
Exportdefekt. Der obere Teil der Abbildung zeigt die Wachstumseigenschaften
der mtr2-33 ecmlA Doppelmutante im Vergleich zum Wildtyp bzw. den
Einzelmutanten. Fur diese Analyse wurde der mtr2A ecmlA (pURA3-MTR2)
Stamm mit den entsprechenden MTR2 und ECM1 Plasmiden transformiert. Die
Transformanten wurden auf SDC+FOA ausgestrichen, um das pURA3-MTR2
Plasmid zu entfernen (siehe Abb. 7A). AnschlieRend wurde eine Zellsuspension
in einer 1:10 Verdiinnungsreihe auf YPD getropft, bei 30°C inkubiert und nach 2
bzw. 6 Tagen analysiert. Es wurde beobachtet, dal3 der Wildtypstamm etwa die
dreifache Wachstumsrate der Doppelmutante besitzt. Zur Bestimmung des 60S
Exportdefektes wurden die Hefestdmme mit dem Plasmid pRS316-RPL25-
eGFP transformiert. Die mtr2-33 Mutation bzw. ecm1 Disruption zeigen keine
Beeintrachtigung des ribosomalen Exports bei 30°C, die Kombination fuhrt
jedoch zu einer starken Anhaufung des Rpl25p-eGFP Reporters im gesamten
Zellkern.
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Einzelmutanten wurde eine zytoplasmatische Verteilung des Rpl25p-eGFP
Reporters beobachtet (Abb. 10). Zu beachten ist, daf3 30 °C permissive
Temperatur fur die mtr2-33 Mutante ist; siehe Ergebnisse 3.1.2. Dagegen zeigte
die mtr2-33 ecm1A Doppelmutante eine sehr starke Anhéufung des Rpl25p-eGFP-
Reporters im Zellkern (Abb. 10). Dieses Ergebnis zeigt, dal’ der Export der 60S
Untereinheit stark gestort ist. Um auszuschliel3en, dal3 dieser Defekt durch das
langsame Wachstum der Mutante verursacht wird, wurde die scR1A Mutante
(Brown et al., 1994) als Negativkontrolle benutzt. Die Deletion des scR1-Gens,
welches die SRP-RNA kodiert, zeigt einen vergleichbaren Wachstumsphanotyp,
jedoch keinen Defekt in der Ribosomenbiogenese (eigene unveroffentlichte
Daten). Daraus wurde gefolgert, daf® der ribosomale Exportdefekt der 60S
Untereinheit spezifisch fir die mtr2-33 ecm1A Doppelmutante auftritt (siehe

Diskussion).

3.1.2 Die mtr2-33 Mutante zeigt spezifische Defekte im

ribosomalen Export des 60S Partikels

Eine Aufgabenstellung dieser Arbeit war die Charakterisierung der aul3er-
gewdhnlichen mtr2-33 Mutante. Nachdem die mtr2-33 ecm1A Doppelmutante
keinen MRNA-, sondern einen starken 60S-Exportdefekt zeigte, vermutete ich,
daR bereits in der mtr2-33 Mutante dieser Prozess gestort ist. Um diese
Mdglichkeit zu Uberprifen, wurde der ribosomale Export in der mtr2-33 Mutante
bei restriktiver Temperatur untersucht. Als Kontrolle diente die mtr2-21 Mutante,
die einen starken mMRNA-Exportdefekt aufweist (Santos-Rosa et al., 1998). Die
Wachstumseigenschaften beider Mutanten sind in Abbildung 11A dargestellt. Um
den ribosomalen Export der 60S Untereinheit zu analysieren, wurden die Hefe-
stémme mit dem pURA3-RPL25-eGFP Plasmid transformiert (siehe Gadal et al.,
2000a; Material und Methoden 5.2.5). Fir die verschiedenen MTR2 Allele wurden
folgende Beobachtungen gemacht: In der mtr2-33 Mutante hauft bereits nach
einer Stunde Inkubation bei restriktiver Temperatur der Rpl25p-eGFP-Reporter im
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Abbildung 11: Die mtr2-33 Mutante zeigt einen spezifischen ribosomalen
Exportdefekt. Teil A zeigt die Wachstumseigenschaften von MTR2, mtr2-33 und
mtr2-21 Zellen bei permissiver (30°C) und restriktiver Temperatur (37°C) nach
2 Tagen Inkubation auf YPD-Platten. Diese Hefestamme wurden mit pRS316-
RPL25-eGFP transformiert und der 60S Export wurde nach einstindiger
Inkubation bei restriktiver Temperatur (37 °C) bestimmt (B). Zur Bestimmung
des mRNA Exportdefektes wurde ein in situ Experiment durchgefuhrt. Die
obere Reihe in C zeigt die Lokalisierung der Poly(A)* RNA nach dreistiindiger
Inkubation bei restriktiver Temperatur, die zweite Reihe zeigt die Position des
Zellkerns durch Anfarbung der DNA mit DAPI. Der MTR2 Stamm zeigt
erwartungsgemal keine Exportdefekte, wahrend die mtr2-21 Mutante einen
spezifischen mRNA-Exportdefekt und die mtr2-33 Mutante einen spezifischen
60S Exportdefekt aufweist.

NomarskKi

Poly(A)*
RNA

DNA
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Zellkern an (Abb. 11B). Dagegen wurde in MTR2 und mtr2-21 Zellen kein
ribosomaler Exportdefekt nachgewiesen (Abb. 11B). Selbst nach dreistlindiger
Inkubation bei restriktiver Temperatur wurde keine Beeintrachtigung des
ribosomalen Exportes in der mtr2-21 Mutante nachgewiesen. Analysiert man den
mRNA-Export durch Poly(A)* RNA in situ Hybridsierung (Doye et al., 1994;
Santos-Rosa et al., 1998) beobachtet man die umgekehrte Situation: In mtr2-21
Zellen akkumuliert Poly(A)" RNA bereits nach 15 Minuten Inkubation bei 37 °C im
Zellkern (Santos-Rosa et al., 1998; eigene unveroffentlichte Daten). Dagegen
sieht man in mtr2-33 Zellen selbst nach drei Stunden bei restriktiver Temperatur
keinen mRNA-Exportdefekt (Abb. 11C).

Da Mtr2p einen stabilen heterodimeren Komplex mit Mex67p bildet (Santos-Rosa
et al., 1998; Straler et al., 2000), stellte sich die Frage, ob auch Mex67p beim 60S
Export beteiligt ist. Um dies zu testen wurde der ribosomale Export in
verschiedenen mex67 Mutanten (Segref et al., 1997; StraRer und Hurt, 2000)
analysiert. Hierbei wurden keine Defekte beobachtet (Abb. 12A), jedoch ist zu
beachten, dal das Rpl25p-eGFP Signal in den mex67 Mutanten relativ schwach
war, vermutlich aufgrund der beeintrachtigten Proteinsynthese als Folge des
blockierten mRNA-Exportes. Um zu testen, ob der mRNA-Exportdefekt die
Analyse des 60S Exports beeintrachtigt, wurde der Export in mtr2-26 Zellen
(Santos-Rosa et al., 1998) untersucht. Ahnlich mex67 Mutanten zeigt auch die
mtr2-26 Mutante eine nukledre mRNA Akkumulation nach 10-15 minitigem Shift
zur restriktiven Temperatur (Santos-Rosa et al., 1998). Aufgrund der
Beobachtung, dal® die mtr2-26 Mutante sowohl einen mRNA- als auch 60S-
Exportdefekt zeigt (Abb. 12B), ist anzunehmen, dal3 die Beteiligung von Mtr2p im
ribosomalen Export der grof3en Untereinheit unabhéngig von Mex67p ist.

Um die Funktion von Mtr2p im ribosomalen Export weiter aufzuklaren, wurde die
genetische Beziehung zwischen MTR2 und NMD3, dem bereits charakterisierten
Exportfaktor der 60S Untereinheit (Ho et al., 2000, Gadal et al., 2001b), getestet.
Nmd3p fungiert als Adaptor zwischen dem ribosomalen Protein Rpl10p und dem
Exportfaktor Xpolp und vermittelt somit den Kontakt zwischen dem Exportsubstrat
und dem Exportfaktor. Analog zu vorherigen Experimenten wurde die genetische
Interaktion in einem Doppeldisruptionsstamm (mtr2A nmd3A, pURA3-MTR?2,
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A MEX67 mex67-5 mex67-6
Rpl25p-
eGFP
B mtr2-26 mtr2-26
Poly(A") Rpl25p-
RNA eGFP
C NMD3 nmd3-2 NMD3 nmd3-2
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Abbildung 12: mex67 Mutanten zeigen keinen 60S Exportdefekt (A).

Die mex67-5 und mex67-6 Mutanten wurden mit pRS316-RPL25-eGFP
transformiert, nach 4 h Inkubation bei 37°C wurde der ribosomale Exportdefekt
analysiert.

Die mtr2-26 Mutante zeigt einen mRNA und 60S Exportdefekt (B). Die mtr2-26
Mutante wurde 2h bzw. 2 h bei 37°C inkubiert, anschlieRend wurde die
Lokalisation von Poly(A") RNA und Rpl25p-eGFP bestimmt.

mtr2-33 zeigt eine spezifische genetische Wechselwirkung zu nmd3-2 (C). Ein
nmd3A mtr2A pURA3-MTR2, pURA3-NMD3 Doppeldisruptionsstamm wurde
mit entsprechenden MTR2 und NMD3 Plasmiden transformiert und
anschlieBend in einer 1:10 Verdinnungsreihe auf SDC+FOA getropft. Die
Zellen wurden 3 Tage bei 23°C inkubiert. Kein Zellwachstum zeigt synthetische
Letalitdt an. Analog wurde die Genetik zwischen NMD3 und MEX67 bestimmt
(5 Tage Inkubation bei 23 °C auf SDC+FOA).
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PURA3-NMD3) bestimmt (siehe Material und Methoden 5.2.3). Fiur MTR2 und
NMD3 wurde hierbei eine allelspezifische Interaktion zwischen mtr2-33 und
nmd3-2 beobachtet (Abb. 12C). Kein synergistischer Effekt wurde fir die mtr2-21
Mutante beobachtet (Abb. 12C). Dieses Ergebnis untermauert die Resultate der
Exportdefekte, daR mtr2-33 Zellen ausschliel3lich einen ribosomalen Exportdefekt
zeigen, wahrend mtr2-21 Zellen einen spezifischen mRNA-Exportdefekt zeigen.
Die Tatsache, daf3 keine synthetisch letale Beziehung zwischen MEX67 und
NMD3 beobachtet wurde, steht im Einklang mit der Beobachtung, dal3 der
ribosomale Export in mex67 Mutanten nicht beeintrachtigt ist. Aufgrund der
genetischen Beziehung und den ribosomalen Exportdefekten kann angenommen
werden, dal3 Mtr2p auch eine wichtige Rolle beim Translokationsprozess des 60S
pra-ribosomalen Partikels spielt, welche wahrscheinlich unabhangig von Mex67p
ist (siehe Diskussion).

3.2 Nug1p und Nug?2p sind essentiell fir den ribosomalen

Export

3.2.1 ECM1 interagiert genetisch mit RPL2a und NUG1

Wie vorher beschrieben, scheint Ecm1p eine Rolle im ribosomalen Export der
grolRen Untereinheit zu spielen. Jedoch ist Ecm1p nicht essentiell fir diesen
Prozess. Um die Funktion von Ecm1p zu untermauern und essentielle 60S Export-
faktoren zu identifizieren, wurde ein weiterer synthetisch letaler Screen (siehe
Material und Methoden 5.2.3, Abb. 23) mit dem ecm1A Stamm durchgefihrt. In
diesem sl-Screen wurden aus ca. 120.000 Kolonien SL147 und SL37 isoliert. Der
sl-Phénotyp beider Kandidaten, rote Kolonienfarbe auf YPD-Platten, konnte durch
Nichtwachstum auf 5°-FOA-haltigem Medium verifiziert werden (Abb. 13). Die in
SL147 und SL37 mutierten Gene wurden durch Komplementation kloniert und
durch anschlieRende DNA-Sequenzierung identifiziert. Es wurde beobachtet, daf3
der sl-Phanotyp von SL147 durch RPL2a komplementiert wurde (Abb. 13A).
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A SL147 SDC+FOA YPD
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Abbildung 13: ecm1-1 ist synthetisch letal mit rpl2a-1 und nugl-1.

Die Hefestamme SL147 (pECM1-URA3-ADE3) bzw. SL37 (pECM1-URAS3-
ADE3) wurden mit den Plasmiden pRS315, pRS315-ECM1 und pRS315-
RPL2a bzw. pRS315-NUG1 transformiert. Die Transformanten wurden
anschlielend auf SDC+FOA und YPD Platten analysiert. Nach 5 (SL147) bzw.
4 (SL37) Tagen Inkubation bei 30°C wurde das Zellwachstum und die Farbe
analysiert. Es wurde beobachtet, dal3 der sl Phanotyp (rote Farbe und
Nichtswachstum auf SDC+FOA) von SL 147 durch ECM1 und RPL2a und der
von SL37 durch ECM1 und NUG1 komplementiert wird.

RPL2a kodiert fur das ribosomale Protein Rpl2ap, welches eine Komponente der
60S Untereinheit ist. Diese genetische Beziehung untermauert eine Funktion von
Ecm1p bei der Biogenese der 60S ribosomalen Untereinheit (siehe Diskussion).
Fur die SL37 Mutante konnte gezeigt werden, dal’ der sl-Ph&notyp durch ein
uncharakterisiertes essentielles Gen YER006w (Winzeler et al., 1999; Ergebnisse
3.2.3 Abb. 17; Ergebnisse 3.2.5 Abb. 20) komplementiert wird (Abb. 13B).
Aufgrund der nukledren Lokalisation des YER006w-eGFP Fusionsproteins (siehe
Ergebnisse 3.2.4) und dem Vorhandensein eines charakteristischen GTPase
Motivs in der Aminosauresequenz von YEROO6w (siehe Ergebnisse 3.2.3) wurde
dieses Gen NUGL, fur nukledre GTPase, genannt.
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3.2.2 Die nug1-1 ecm1A Mutante zeigt einen ribosomalen
Exportdefekt

Um die genetische Beziehung zwischen ECM1 und NUG1 unabhéangig zu
bestatigen, sollte der sl-Phanotyp von ecm1A nugl-1 in einem ecm1A nuglA
Doppeldisruptionsstamm getestet werden. Dazu wurde das mutierte nugl-1 Gen
(R420P) aus SL37 durch PCR amplifiziert, in ein Plasmid kloniert und in den
nuglA ecmlA (pURA3-NUG1) Stamm transformiert. AbschlieRend wurde das
Zellwachstum auf SDC+FOA analysiert. Als Kontrolle wurde der entsprechende
Wildtypstamm und die Einzelmutanten benutzt. Es wurde beobachtet, daf3 die
Kombination der ecm1A und nugl1-1 Mutation zu einem sehr langsamen
Wachstumsphéanotyp fihrt (Abb. 14), jedoch nicht zur Letalitéat, wie im genetischen
Stammhintergrund von SL37, was vermutlich durch zuséatzliche Mutationen im
Genom von SL37 verursacht wird. Die genetische Interaktion zwischen ECM1 und
NUGL1 lasst vermuten, dal3 Nuglp ebenfalls eine Funktion im 60S Export besitzt.

nugl-1/
ecml1A

30 °C Wildtyp nugl-1 ecmlA

210e Q@ OO 0O

5 Tage

Rpl25p-
eGFP

Abbildung 14: Die ecmlA nugl-1 Mutante besitzt einen starken ribosomalen
Exportdefekt bei 30°C. Die obere Reihe zeigt die Wachstumseigenschaften der
Doppelmutante im Vergleich zum Wildtyp, bzw. den Einzelmutanten, welche
durch die Transformation der entsprechenden NUG1 und ECM1 Plasmide in
den Doppeldisruptionsstamm hergestellt wurden. Die SDC+FOA Platten
wurden bei 30°C fur zwei bzw. sechs Tagen inkubiert. Der ribosomale Export
wurde durch Transformation von pRS316-RPL25-eGFP und anschlieende
Lokalisierung des Reporters bestimmt.
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Da die nugl-1 Mutante alleine, keine Wachstumsdefekte im gesamten
Temperaturbereich von 23°C bis 37°C zeigte (Abb. 14; eigene unverdoffentlichte
Daten), wurde der ribosomale Export in der Doppelmutante analysiert. Die

ecmlA nugl-1 Mutante zeigte eine starke Anhaufung des Rpl25p-eGFP Reporters
im Zellkern (Abb. 14), wahrend in den Einzelmutanten keine Defekte beobachtet
wurden. Daraus kann geschlossen werden, daf3 der Wachstumsdefekt bei

ecmlA nugl-1 Zellen durch einen Defekt im Export bzw. in der Biogenese der
grol3en ribosomalen Untereinheit verursacht wird und legt nahe, da auch Nuglp
bei diesem Prozess beteiligt ist.

Um diese Schlussfolgerung zu untermauern, sollte die genetische Wechsel-
wirkung zwischen mtr2-33 und nugl-1 untersucht werden. Analog zu vorherigen
Experimenten wurde ein Doppeldisruptionsstamm mit den entsprechenden
Plasmiden transformiert und das Wachstum auf SDC+FOA analysiert. Hierbei
wurde beobachtet, dal3 die mtr2-33 Mutante, welche Defekt im ribosomalen Export
zeigt, spezifisch mit der nugl-1 Mutante interagiert (Abb. 15). Als Negativkontrolle
wurde die mMRNA-Exportmutante mtr2-21 benutzt. Im analogen Experiment wurde
die genetische Beziehung zwischen nugl-1 und mex67 Mutanten charakterisiert.
In diesen Fallen wurden keinerlei synergistische Defekte beobachtet (Abb. 15).

NUG1 nugl-1 NUG1 nugl-1

MR2 8@ €@ MExe? @ ® @@
mir2-33 @ - mex67-5 B @ & O
mtr2-21 @. ,Z; @ mex67-6 @@ &9

Abbildung 15: nugl-1 zeigt eine spezifische genetische Wechselwirkung zu
mtr2-33. Ein nuglA mtr2A pURA3-NUG1, pURA3-MTR2 Doppeldisruptions-
stamm wurde mit entsprechenden NUG1 und MTR2 Plasmiden transformiert,
und anschlielend auf SDC+FOA fur 3 Tage bei 30°C inkubiert. Analog wurde
die Gentik zwischen NUG1 und MEX67 bestimmt (3 Tage Inkubation bei 30 °C
auf SDC+FOA).

Diese Ergebnisse bekraftigen die bisherigen Resultate aus Kapitel 3.1: Mtr2p und

Ecm1p besitzen eine Funktion im ribosomalen Export. Diese Funktion von
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Mtr2p ist unabhéngig von der bisher bekannten Funktion im mRNA-Export und
unabhéngig von Mex67p (siehe Diskussion). Aufgrund der genetischen Beziehung
zwischen mtr2-33, ecm1A und nugl-1 ist es wahrscheinlich, daf3 auch Nuglp eine

Rolle beim Export der grof3en ribosomalen Untereinheit spielt.

3.2.3 Nuglp ist evolutionar konserviert in eukaryontischen Zellen

Eine Datenbanksuche und Sequenzanalyse zeigte, dal? Nuglp homologe Proteine
in verschiedenen eukaryontischen Organismen, wie z.B. D. melanogaster
(CG3983) S. pombe (Spbc26h8.08cp), C. elegans (K0O1C8.9), , und H. sapiens
(FLJ10613) zu finden sind (Abb. 16). Dies spricht fur eine evolutionar konservierte
Funktion von Nuglp. Weiter existieren auch in S. cerevisiae Nuglp-Homologe,
von denen Nug2p (YNRO53c) die auffalligste Homologie aufweist (Abb. 16). Das
NUG2 Gen ist ebenfalls essentiell (Fromont-Racine et al., 1997; Ergebnisse 3.2.5
Abb. 19), besitzt ein Intron (Davis et al., 2000) und ist konserviert (S. pombe
(Spac6f6.03cp), C. elegans (T19A6.2), D. melanogaster (CG6501) und H. sapiens
(HUMAUANTIG)). Der Sequenzvergleich von Nuglp und Nug2p ergab, daf3 beide
Proteine ein sogenanntes p-Loop Motiv besitzen, welches charakteristisch fur
GTPasen ist. Dieses Motiv beinhaltet die finf konservierten Sequenzbereiche, G1,
G2, G3, G4 und G5 (Sprang et al., 1997). Die Aminosauren dieses Motivs sind in
Abbildung 16 gekennzeichnet. Eine Substitution der Aminosauren GKSS (G1
Motiv) mit GGGG fiuhrte zur Letalitat (nugl-4G, Abb. 17). Da diese nugl-4G
Mutante in den Zellen exprimiert wird (Abb. 17), kann man schlieen, dal? dieses
p-Loop Motiv essentiell ist fir die Funktion von Nuglp. Die Frage nach der
enzymatischen Aktivitat und die mégliche Beteiligung von Cofaktoren, wie
GTPasen aktivierende Proteine (GAP) oder GTP/GDP Austauschfaktoren (GEF),

wird ein interessanter Aspekt zukinftiger Experimente sein.
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Abbildung 16: Nuglp ist konserviert in eukaryontischen Zellen und homolog zu
Nug2p. Die Proteinsequenzen entstammen der EuGenes bzw. YPD
Datenbank, der Sequenzvergleich wurde mit ClustalWw1,8 durchgefiihrt und mit

Boxshade 3.21 dargestellt. Die charakteristischen Bereich des P-Loop Motivs
sind rot nekennzeichnet
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Abbildung 17: Das GKSS Motiv ist essentiell fur die Funktion von Nuglp.

Ein nuglA (pURA-NUG1) Stamm wurde mit den Plasmiden pRS315-NUG1,
pRS315-NUG1-TAP, pRS315-nugl-4G-TAP (GKSS® GGGG) und pRS315
transformiert. Die Proteinmenge der nugl-4G-TAP Mutante (Spur A) und
NUG1-TAP wurde durch Westernblotanalyse mit ProteinA-Antikdrpern gegen
die TAP-Doméne bestimmt. Das Wachstum der Transformanten wurde auf
SDC+FOA nach vier Tagen Inkubation bei 30°C analysiert.

3.2.4 nugl-2 und nug2-1 Mutanten zeigen Defekte im 60S Export

Um die Frage nach einer Beteiligung von Nuglp und dem Hefehomolog Nug2p im
ribosomalen Export zu beantworten, wurden nugl und nug2 temperatursensitive
(ts) Mutanten hergestellt (Methode siehe: Muhlrad et al., 1992; Santos-Rosa et al.,
1998; Material und Methoden 5.1.2). Fir beide Gene wurden ca. 5000 Mutanten
auf einen temperatursensitiven (ts) Phanotyp untersucht und daraus die Mutanten

nugl-2 und nug2-1 isoliert. Beide Mutanten zeigten ein verlangsamtes Zell-

el @00 900 \uc
&

o o, 7°
nugl-2 | = & 37°C & 8@ nug2-1

NGL, S 00 b o 200 UG
nugl-2 % @@ ¢00 nugl-2

Abbildung 18: nugl-2 und nug2-1 zeigen temperatursensitives Wachstum bei
37°C. Die nugl-2 und nug2-1 Mutanten, sowie die korrespondierenden Wildtyp
Stdmme wurden in einer 1:10 Verdunnungsreihe auf YPD-Platte aufgetragen,
bei 23°C und 37°C inkubiert und nach 2 Tagen fotografiert.
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wachstum bei 37°C (Abb. 18). Bei permissiver Temperatur (23°C / 30°C) war kein
signifikanter Wachstumsdefekt zu beobachten (Abb. 18). Um die direkte
Beteiligung von Nuglp und Nug2p bei der Biogenese bzw. dem Export des 60S
Partikels zu zeigen, wurden die nugl-2 und nug2-1 Mutanten mit dem Rpl25p-
eGFP Reporterplasmid transformiert und der ribosomale 60S-Export bei
restriktiver Temperatur analysiert. In beiden Mutanten wurde eine Anhaufung des
Rpl25p-eGFP Proteins im Zellkern beobachtet (Abb.19A). Um diesen ribosomalen
60S-Exportdefekt zu verifizieren, wurden die relativen Konzentrationen der kleinen
(40S) und groRen (60S) ribosomalen Untereinheiten sowie der Monoribosomen
(80S) und Polyribosomen (Polysomen) der Mutanten analysiert (siehe Material
und Methoden 5.3.2). Das Zelllysat dieser Mutanten wurde Uber einen 10%-50%
Saccharosedichtegradienten aufgetrennt und die Absorption (I =254nm) der
verschiedenen Fraktionen bestimmt. Die Zellen, welche bei 23°C gezogen
wurden, zeigten ein normales Wildtypprofil, wahrend man bei den Zellen, welche
3 h bei 37°C inkubiert wurden, eine deutliche Inversion des 60S zu 40S
Verhéltnisses beobachten konnte (Abb. 19B). Desweiteren konnte man beim 37°C
Profil sogenannte “half-mer” Polysomen erkennen, welche Polysomen
reprasentieren, die nur eine 40S Untereinheit an der Translationsinitiationsstelle
der mRNA besitzen. Diese Defekte zeigen, dafd die nugl-2 und nug2-1 Mutanten
bei 37°C eine verringerte Anzahl der 60S ribosomalen Untereinheit im Vergleich
zur 40S Untereinheit besitzen. Hieraus kann man schliel3en, daf? Nuglp und
Nug2p eine spezifische Funktion in der 60S Biogenese besitzen.

Um zu bestimmen, bei welchem Schritt die Ribosomenbiogenese in den nugl-2
bzw. nug2-1 Mutanten beeintrachtigt ist, wurde eine Northernblot-Analyse
durchgeflihrt (Baller et al., 2001). Diese ergab, dafl3 die nugl-2 Mutante nur sehr
geringe Defekte in der rRNA Prozessierung aufweist. In der nug2-1 Mutante
konnte man eine verringerte Konzentration der 27SA und 27SB rRNA-Vorstufen
sowie der 25S reifen RNA beobachten (Ubersicht zur rRNA Biogenese in S.
cerevisiae Einleitung 1.6 Abb. 5). Weiterhin wurde eine geringe Akkumulation der
6S rRNA Zwischenstufe und eine Reduktion der 5S rRNA beobachtet. Auch in
einem Pulse/Chase Experiment wurden geringe Defekte bei der RNA Synthese
beobachtet (Bal3ler et al., 2001). Diese milden Defekte bestétigen eine Rolle von
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Abbildung 19: Die nugl-2 und nug2-1 Mutanten zeigen einen 60S Exportdefekt
(A). Die nukleare Lokalisation von Rpl25p-eGFP in nugl-2 und nug2-1 Hefe-
stémmen wurde nach 90 min (fir nug1-2) bzw. 180 min (fir nug2-1) Inkubation
bei 37°C mittels Fluoreszenzmikroskopie bestimmt.

Die nugl-2 und nug2-1 Hefezellen besitzen eine verringerte Anzahl der 60S
ribosomalen Untereinheit (B). Hefekulturen von nug1-2 und nug2-1 wurden bei
23°C gezogen bzw. zusatzlich 3h bei 37°C inkubiert und anschliel3end lysiert.
Die loslichen Zellbestandteile wurden auf 10%-50%  Saccharose-
dichtegradienten aufgetragen, zentrifugiert und anschlie@end das UV-Profil
(I =254nm) bestimmt. Sogenannte “half-mer” Polysomen sind mit Pfeilen
gekennzeichnet.
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Nuglp und Nug2p auf einer spaten Stufe der 60S Biogenese. Die starken Defekte
im Export von Rpl25p-eGFP und im Ribosomen Profil legen jedoch nahe, dal3
Nuglp und Nug2p ihre zentrale Rolle im Export des ribosomalen 60S Partikels
haben (siehe Diskussion).

3.2.5 Nuglp und Nug?2p assoziieren mit 60S-praribosomalen

Partikeln

Um zu analysieren, ob Nuglp und Nug2p mit pra-ribosomalen Partikeln in vivo
assoziieren, wurde die zellulare beider Proteine Lokalisierung bestimmt. Erreicht
wurde dies durch die Herstellung von eGFP Fusionsproteinen (siehe Material und
Methoden 5.1.2). Beide Fusionsproteine komplementieren vollstandig den
jeweiligen letalen Disruptionsstamm im gesamten Temperaturbereich von 23°C bis
37°C (Abb. 20A). Mittels Fluoreszenzmikroskopie wurde die in vivo Lokalisation
von Nuglp-eGFP und Nug2p-eGFP in dem entsprechenden Disruptionsstamm
bestimmt. Fur beide Fusionsproteine wurde ein nukleédres / nukleolares Signal
beobachtet (Abb. 20B). Analog zu vorherigen Experimenten wurde die nukleolare
Lokalisation durch die Coexpression der nukleolaren Markers DsRed-Noplp
bestatigt (Abb. 20B). Diese nukleare/nukleolare Lokalisation in exponentiell
wachsenden Hefezellen entspricht der Erwartung fur Proteine, die in der
ribosomalen Biogenese bzw. im Export involviert sind.

Da die nugl1-2 und nug2-1 Mutanten einen ribosomalen Exportdefekt, sowie eine
verringerte Konzentration der 60S Untereinheit zeigen, sollte getestet werden, ob
Nuglp und Nug2p mit ribosomalen Untereinheiten assoziiert sind. Dazu sollten mit
Hilfe eines Saccharosedichtegradienten die Zellkomponenten aufgetrennt werden
und durch Westernblot-Analyse bestimmt werden, in welchen Fraktionen sich
Nuglp und Nug2p befinden. Da keine Antikdrper zur Verfigung standen, wurden
Nuglp-TAP bzw. Nug2p-TAP Fusionsproteine (siehe Ergebnisse 3.3) benutzt.
Beide Fusionsproteine komplementieren den jeweiligen Disruptionsstamm (Abb.
20A) und koénnen leicht mit ProteinA-Antikbrpern nachgewiesen werden. Wenn
man dieses Lokalisationsexperiment fir Nuglp-TAP durchfihrt, beobachtet man,
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Nuglp-eGFP DsRed-Noplp Uberlagerung Nomarski

Nug2p-eGFP DsRed-Noplp Uberlagerung Nomarski

Abbildung 20: Die Nuglp und Nug2p Fusionsproteine sind funktionell (A). Ein
nuglA (pURA-NUG1) Stamm wurde mit den Plasmiden pRS315-NUGL1,
pRS315-NUG1-eGFP, pRS315-NUG1-TAP und pRS315 transformiert. Das
Wachstum der Transformanten wurde auf SDC+FOA analysiert. Abbildung 19A
zeigt das Wachstum nach zwei Tagen Inkubation bei 30°C. Das analoge
Experiment wurde fur NUG2 durchgeflhrt.

Nuglp und Nug2p zeigen ein nukledres / nukleolares Signal (B). Zur
Bestimmung der zellularen Lokalisierung wurde der entsprechende
Disruptionsstamm mit pRS315-NUG1-eGFP bzw. pRS315-NUG2-eGFP und
pRS314-DsRed-NOP1 transformiert. Die zellulare Lokalisation wurde mittels
Fluoreszensmikroskopie analysiert (siehe Material und Methoden 5.2.4). Die
Position des Nukleolus wurde durch den DsRed-Noplp Marker bestimmt.
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Abbildung 21: Nuglp und Nug2p assoziieren mit 60S praribosomalen Partikeln.
Die Nuglp-TAP und Nuglp-TAP Fusionsproteine wurden im jeweiligen
Disruptionsstamm exprimiert. Ein Lysat dieser Zellen wurde tber einen 10-50%
Saccharosedichtegradienten in der Ultrazentrifuge aufgetrennt (vgl Material und
Methoden 5.3.2). AnschlieBend wurde das UV-Profil (I =254 nm) des
Gradienten bestimmt und verschiedene Fraktionen des Gradienten gesammelt.
Die Proteine der einzelnen Fraktionen wurden mit TCA gefallt und Uber SDS-
PAGE Gelelektrophorese aufgetrennt.  AbschlieBend wurde  durch
Westernblotanalyse das Sedimentationsverhalten von Nuglp-TAP (Anti-
ProteinA), Nug2p-TAP (Anti-ProteinA) und Rpl10p (Anti-Rpl10p) bestimmt. Es
wurde beobachtet, dal’ der Uberwiegende Anteil von Nuglp und Nug2p in den
Fraktionen nachgewiesen wurde, welche auch die 60S Untereinheit bzw.
Vorstufen davon beinhalten.
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daR sich Nuglp-TAP hauptsachlich in der Fraktion mit der 60S Untereinheit
befindet (Abb. 21). Dieser Pool von Nuglp ist jedoch nicht scharf abgegrenzt zur
80S Fraktion, was bedeuten kénnte, dafd Nuglp auch mit gréReren 66S Vorstufen
assoziiert ist. Weiter findet man auch einen kleineren Teil in dem Bereich des
Gradienten, wo sich l6sliche Proteine befinden. Signifikant ist jedoch, dal3 kein
Nuglp-TAP Fusionsprotein in den Fraktionen der 40S Untereinheit und der
Polysomen zu finden war. Dieses Sedimentationsverhalten von Nuglp-TAP
unterscheidet sich deutlich von dem des ribosomalen Protein Rpl10p, welches Teil
der reifen 60S Untereinheit ist. Daher ist Rpl10p in den 60S, 80S, sowie
polysomalen Fraktionen nachzuweisen.

Fur Nug2-Tap wurden ahnliche Beobachtungen gemacht. Jedoch war die
Lokalisation von Nug2p starker auf die 60S Fraktion beschrankt und es wurde
weniger Nug2p in den léslichen Fraktionen gefunden (Abb. 21B). Diese
Ergebnisse unterstreichen, dal3 Nuglp und Nug2p eine Rolle bei der 60S
Biogenese spielen, da beide mit 60S Préaribosomen, aber nicht mit reifen 80S
Ribosomen assoziieren. Diese Schlussfolgerung wird durch die nukleolare /
nukleare Lokalisation von Nuglp und Nug2p in der Zelle unterstitzt. Unter
Bericksichtigung der Ergebnisse aus Kapitel 3.2.3, ergibt sich, da Nuglp und
Nug2p bei der spaten Biogenese und / oder beim nukleédren Export des 60S
Partikels beteiligt sind (siehe auch Diskussion).

3.3 Reinigung und Charakterisierung eines 60S

pra-ribosomalen Partikels

Um die Proteine zu identifizieren, welche biochemisch mit Nuglp interagieren,
wurde die , Tandem Affinity Purification" (TAP) Methode angewandt (Rigaut et
al.,1999; Material und Methoden 5.3.1). Zu diesem Zweck wurde ein Nuglp-TAP
Fusionsprotein hergestellt. Dieses Fusionsprotein besitzt den folgenden Aufbau:
das Nuglp Protein wurde C-terminal mit dem Calmodulin bindenden Peptid (CBP)
fusioniert, gefolgt von einer TEV-Protease-Schnittstelle und zwei ProteinA-
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Domanen. Die Reinigung erfolgt Uber zwei Affinitatssdulen: zuerst wurden die
ProteinA-Domanen an IgG Sepharose gebunden, danach folgte eine proteo-
lytische Spaltung an der TEV-Schnittstelle, dann eine Bindung der CBP-Doméne
an eine Calmodulinsaule, bevor abschlieBend Nuglp mit EGTA eluiert wurde
(siehe Material und Methoden 5.3.1). Die so isolierten Proteine wurden tber SDS-
Polyacrylamid Gel Elektrophorese aufgetrennt und anschlieend mit Coomassie-
blau gefarbt. Fir den Nuglp-Komplex wurde ein recht kompliziertes Banden-
muster beobachtet (Abb. 22A). Die Proteinbanden wurden einzeln ausgeschnitten
und Uber Massenspektroskopie analysiert (BaRler et al., 2001). Die identifizierten
Proteine sind in Tabelle 2 aufgelistet. Die starkste Coomassiebande wurde als
Nuglp identifiziert. Weiter wurden im niedermolekularen Bereich (unter 30 kDa;
siehe Abb. 22A) hauptsachlich ribosomale Proteine der grof3en Untereinheit,
sogenannte L-Proteine, gefunden. Hervorzuheben ist hierbei, dal? keine
ribosomalen Proteine der kleinen Untereinheit (S-Proteine) vorhanden waren.
Insgesamt wurden 30 L-Proteine identifiziert (Tabelle 2). Weiter wurden im
hochmolekularen Bereich (Uber 50 kDa) Uiberwiegend essentielle, nichtribosomale
Proteine identifiziert (Tabelle 2). Insgesamt wurden 23 Proteine tUber Massen-
spektroskopie und Westernblot-Analyse (Abb. 22C) nachgewiesen, jedoch ist es
wahrscheinlich, dal3 einige Proteine nicht identifiziert werden konnten, da ihre
Konzentration zu gering war oder die entsprechende Coomassiebande von
anderen Proteinen Uberlagert wurde. Die meisten dieser Proteine besitzen
homologe Proteine in Drosophila, C. elegans und menschlichen Zellen. Einige der
isolierten Faktoren waren bereits bzw. wurden parallel zu dieser Arbeit in ihrer
Funktion in der 60S Biogenese charakterisiert. Zu dieser Gruppe gehdren Nip7p
(Zachin et al., 1997; Zachin und Goldfarb, 1999), RIp7p (Dunbar et al., 2000),
Nop2p (Hong et al., 1997), Tifép (Si und Maitra, 1999; Basu et al., 2001), Spb1p
(Kressler et al., 1999), Nop7p, Nsa3 (Harnpicharnchai et al., 2001), Erb1p (Pestov
et al., 2001), sowie die RNA-Helikasen Has1p (De La Cruz et al., 1999) und
Dbp10p (Burger et al., 2000). Weiter wurden vier der identifizierten Proteine im
einem Screen fur 60S Exportfaktoren gefunden und charakterisiert: Rix1p (BaRler
et al., 2001), Rix3p (Noc2p) und Noc3p (Milkereit et al., 2001), sowie Rix9p
(Rlp7p, O. Gadal submitted). Auch das Nuglp-homologe Nug2p (Bande #26)
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Abbildung 22: Nuglp und Nug2p sind Komponenten eines 60S pra-
ribosomalen Komplexes.

(A) Das Nuglp-TAP Fusionsprotein wurde tUber “Tandem Affinity Purification”
gereinigt. Das Eluat wurde Uber ein SDS-10-15%-Polyacrylamidgel aufgetrennt
und anschlieRende Coomassiefarbung analysiert (Spur E) (Spur M zeigt den
10kDa Protein Marker). Die einzelnen Banden wurden numeriert,
ausgeschnitten und durch Massenspektroskopie identifiziert (Tabelle 2).

(B) Das Sedimentationsverhalten des Nuglp-Komplexes wurde mittels eines
Zuckerdichtegradienten analysiert. Die Proteine der markierten Fraktionen
wurde mit TCA geféllt und ebenfalls auf einem SDS-10-15%-Polyacrylamidgel
aufgetrennt (Teil A, Spur G). Teil (C) zeigt die Westernblotanalyse des Nuglp-
TAP Eluates. In der linken Spur ist ein komplettes Hefelysat (TE) aufgetragen,
rechts das Eluat (E) der Nuplp-TAP Reinigung.
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Tabelle 2: Identifizierte Proteine im Nuglp-TAP Eluat

Protein Bande NPC [ Disruption |Lokalisation |Funktion / Defekte
Nip7p 9 Letal Nukleus und | Sedimentiert mit der freien 60S ribosomalen
Zytoplasma | Untereinheit, Depletion erzeugt Anh&ufung
einer 27S rRNA Vorstufe, ts Mutante zeigt
Half-mer Polysomen.
Tifép Western- Letal Nukleus und | Sedimentiert mit der freien 60S ribosomalen
(Cdc95p) blot Zytoplasma | Untereinheit, Depletion verursacht
Verringerung der 60S Konzentration und
zeigt Half-mer Polysomen.
Mrtdp / 17 Lebensféhig Funktion im mRNA-Turnover, benétigt fur
Dob1p frihen Schritt im mRNA Abbau.
Kre32p 20 ja Lebensféhig | Nukleus Unbekannte Funktion
RIp7p 23 Letal Ribosomal Like Protein, kann Rpl7ap oder
Rpl7bp funktionell nicht ersetzen, wird fiir
die Biosynthese des 60S Partikels benétigt.
Nsa3p 25 Letal Beteiligt in der Biogenese des 60S pra-
ribosomalen Partikels.
Nug2p 26 ja | Letal Nukleus und | Erstmals in dieser Arbeit beschrieben.
Nukleolus
YCRO72c 26 Letal Besitzt 8 WD40 Repeats
Haslp 27 ja Letal Nukleus und | Besitzt ATP/GTP bindendes Motiv (p-Loop),
Nukleolus gehort zur Familie der DEAD-Box RNA
Helikasen.
YPL146¢c 28 ja Letal Nukleus und | Unbekannte Funktion
Nukleolus
YDR101c 28 Letal Unbekannte Funktion
Nuglp 29 ja | Letal Nukleus und | Erstmals in dieser Arbeit beschrieben.
Nukleolus
Noglp 30 ja | Letal Nukleus und | Besitzt eine GTP bindende Doméne.
Nukleolus
Nop7p 31 ja Letal Nukleus, Beteiligt in der Biogenese des 60S pra-
Zellkern- ribosomalen Partikels.
membran und
Nukleolus
Noc3p 32 Letal Nukleus und | Beteiligt im nukleoléren / nukleéren
Nukleolus Transport 60S pra-ribosomalen Partikels.
Nop2 33 Letal Nukleus und | Wird fur die Biosynthese des 60S Partikels
Nukleolus und die pra-RNA Prozessierung ben6tigt,
Besitzt ATP/GTP bindendes Motiv (p-Loop).
Rix1p 33 Letal Nukleus Beteiligt beim Export der 60S Untereinheit
Noc2p 33 ja Letal Nukleus und | Beteiligt im nukleoléaren / nukleéren
Nukleolus Transport 60S pra-ribosomalen Partikels.
Sdalp 34 Letal Nukleus
Erblp 35,36 Letal Beteiligt in der Biogenese des 60S pra-
ribosomalen Partikels.
Spblp 36 Letal Nukleus und | Beteiligt in der Biogenese des 60S pra-
Nukleolus ribosomalen Partikels.
Dbpl0p 37 Letal Nukleus und | Besitzt ATP/GTP bindendes Motiv (p-Loop),
Nukleolus gehort zur Familie der DEAD-Box RNA
Helikasen, wird fur die Biosynthese des 60S
Partikels bendtigt, besitzt ein NLS Signal.
YLR106¢ 38 Letal Besitzt mehrere ATP/GTP bindendende
Motive (p-Loop)
Ribosomale 1-24 ja Rpllp (#14), Rpl2p (#17), Rpl3p (#24), Rpldp (#21,22), Rpl5p (#18,19),
L-Proteine Rpl6p (#10), Rpl7p (#14,15), RpI8p (#17), Rpl9p (#11,13), Rplllp (#9),

Rpl12p (#8), Rpl13p (#14,15), Rpl14p (#5), Rpl15p (#11,12,15,16), Rpl16p
(#11,12,13), Rpl18p (#11,12), Rpl19p (#13, 14), Rpl20p (#9,10), Rpl21p
(#9), Rpl25p (#6), Rpl26p (#5), Rpl27p (#6,7), Rpl28p (#7), Rpl31p (#4),
Rpl32p (#5), Rpl33p (#3), Rpl35p (#5), Rpl36p (#2,3), Rpl38p (#1), Rpl39p

(#1)

(Die Informationen in Tabelle 2 sind der YPD Datenbank (siehe Literatur 6.3 enthommen.)




Ergebnisse Seite 57

konnte Uber Massenspektroskopie identifiziert werden. Interessanterweise wurden
acht der nichtribosomalen Proteine (Nuglp, Nug2p, Noc2p, Kre32p, Haslp,
YGR103w, YPL146c und Noglp), zusammen mit dem Kernporenkomplex
aufgereinigt (Rout et al., 2000; siehe Diskussion).

Um die Stabilitédt und das Sedimentationsverhalten des isolierten Komplexes zu
analysieren, wurde das Eluat auf einen 10-50% Saccharosedichtegradienten
aufgetragen (Abb.22B). Nach der Zentrifugation wurde das UV-Profil bestimmt.
Hierbei wurde beobachtet, dafl? der Nuglp-Komplex ein ahnliches Sedimentations-
verhalten wie die ribosomale 60S Unter-einheit zeigt (Abb. 22B). Der Nuglp-
Komplex wurde aus dem Gradienten isoliert und parallel zu einem Eluat einer
»-hormalen“ Aufreinigung (E) auf ein SDS-Gel aufgetragen (Spur G in Abb. 22A).
Da beide Bandenmuster zueinander identisch waren, wurde gefolgert, dal? die
identifizierten Proteine stabil und spezifisch mit dem Nuglp-Komplex assoziiert
sind.

Die Proteinzusammensetzung und das Sedimentationsverhalten des Nuglp-
Komplexes lassen den Schluss zu, dal3 dieser ein pra-ribosomales Partikel
reprasentiert. Um diese Hypothese zu Uberprifen, wurde getestet, welche rRNA in
dem Komplex vorhanden ist. Die RNA wurde extrahiert und durch Northernblot-
Analyse bzw. ,Primerextension” charakterisiert (Bal3ler et al., 2001). Hierbei
wurden signifikante Mengen an reifer 25S, 5.8S und 5S RNA sowie 27SB, 7S
RNA-Vorstufen der 60S Untereinheit gefunden, jedoch nur Spuren an 18S bzw.
keine 20S RNA, welche Bestandteil des 40S Komplexes sind (Ubersicht zur rRNA
Biogenese in S. cerevisiae siehe Einleitung 1.6 Abb. 5). Diese Daten zeigen, daf3
es sich bei dem isolierten Komplex um ein Gemisch sehr spater Stufen des pra-
ribosomalen 60S Komplexes handelt.
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4. Diskussion und Ausblick

4.1 Reprasentiert der Nuglp-Komplex ein ribosomales

Exportintermediat?

Der nukledre Export der beiden ribosomalen Untereinheiten durch den Kernporen-
komplex ins Zytoplasma ist bisher weitgehend unverstanden. Ein Problem bei der
Aufklarung dieses Prozesses liegt in der engen Verknipfung der Ribosomen-
biogenese mit dem Exportprozess. Aufgrund der Uberlappung beider Prozesse
kann die Mutation eines Biogenesefaktors auch den Export beintrachtigen, und
umgekehrt. In der Vergangenheit wurden Uber genetische Anséatze zahlreiche
Biogenesefaktoren identifiziert, jedoch erwies sich die Zuordnung von spezifischen
Funktionen in der Ribosomenbiogenese als sehr schwierig.

Durch diese Arbeit konnte erstmals ein 60S pra-ribosomales Partikel gereinigt und
charakterisiert werden. Interessanterweise besteht dieses Partikel, neben
ribosomalen Proteinen und rRNA, aus 23 nichtribosomalen Proteinen. Ein Teil
dieser Faktoren war bereits in ihrer Funktion bei der 60S Ribosomenbiogenese
beschrieben, bzw. wurde parallel zu dieser Arbeit identifiziert und charakterisiert.
Aufgrund der Prasenz von reifer 25S, 5S und 5.8S rRNA als auch 27S und 7S
rRNA-Vorstufen ist zu vermuten, dalR das gereinigte Partikel eine Mischung
verschiedener 60S Zwischenstufen darstellt. Dies wird unterstitzt durch das
Sedimentationsverhalten des Nuglp-Komplexes.

Parallel zu dieser Arbeit konnten weitere pra-ribosomale Partikel iber Nop7p-TAP
und Nug2/Nog2p-TAP isoliert werden (Harnpicharnchai et al., 2001; Saveanu et
al., 2001). Alle drei Komplexe reprasentieren ahnliche Biogenesestufen, da sie
Uberwiegend die gleiche rRNA enthielten. Signifikante Unterschiede gab es jedoch
in der Zusammensetzung der nichtribosomalen Proteine: Sowohl im Nop7p- als
auch im Nuglp-Komplex wurden 23 dieser Faktoren identifiziert, jedoch waren nur
etwa 50% der jeweiligen nichtribosomalen Proteine im beiden Komplexen
enthalten. Innerhalb des Nug2p/Nog2p-Partikels konnten nur drei nichtribosomale
Faktoren (Nug2p/Nog2p, Noglp und RIp24p) identifiziert werden. Diese
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Unterschiede der pré-ribosomalen Partikel zeigen deutlich die Dynamik und
Komplexitéat der Ribosomenbiogenese (siehe Warner, 2001).

Wenn man sich die Eigenschaften der nichtribosomalen Proteine des Nuglp-
Komplexes anschaut, findet man sowohl zytoplasmatische, nukleéare und
nukleolare Faktoren (siehe Ergebnisse 3.3; Tabelle 2) als auch unterschiedliche
Funktionen in der rRNA Prozessierung in entsprechenden Mutanten.
Beispielsweise besitzen Mutanten von Nip7p (Zachin et al., 1997; Zachin und
Goldfabr, 1999), Tif6ép (Basu et al., 2001) und Erblp (Pestov et al., 2001) recht
unspezifische und generelle rRNA Biogenesedefekte. Dagegen besitzt die grofite
Gruppe mit Nug2p/Nog2p (BaRler et al., 2001; Saveanu et al., 2001), Nop2p
(Hong et al., 1997; 2001), Dbp10p (Burger et al., 2000) sehr spezifische Defekte
bei der Prozessierung der 27S rRNA in 5.8S und 25S rRNA, was sich im Einklang
mit der gereinigten rRNA im Nuglp Eluat befindet (Ubersicht zur rRNA Biogenese
siehe Einleitung 1.6 Abb. 5). Interessanterweise zeigen nugl und rix1 Mutanten
einen starken 60S Exportdefekt, jedoch keine Defekte in der RNA Prozessierung
(BaRler et al., 2001). Dies spricht fur eine Funktion bei einer sehr spaten Stufe der
60S Biogenese bzw. bei dem Exportprozess.

Zwei Faktoren mit einer Rolle im ribosomalen Transportprozess sind Noc2p und
Noc3p: Es wird diskutiert, daf3 die Noc-Proteine eine wichtige Rolle fur den
intranuklearen Transport der Pra-Ribosomen besitzen (Milkereit et al., 2001):
Noc2p bindet im Komplex mit Noc1p an das 90S Partikel im Nukleolus, wahrend
der weiteren Biogenese von 90S zum 66S Komplex wird Noclp durch Noc3p
ersetzt. Dieser Noc2p-Noc3p-Komplex ist Teil des 66S Partikels wahrend der
weiteren Prozessierung im Nukleoplasma und dem Export des 60S Ribosoms.
Beide Komponenten des spaten Noc-Komplexes konnten Gber Massen-
spektroskopie nachgewiesen werden. Weiter konnte durch Westernblot-Analyse
gezeigt werden, dal3 Noc3p im Nuglp Eluat sehr stark angereichert wurde, Noclp
dagegen nicht vorhanden ist (Abb. 22C). Dies steht im Einklang mit dem Modell,
daR der Nuglp-Komplex ein spates 60S pra-ribosomales Partikel reprasentiert.
Die beiden Proteine Rpl10p und Nmd3p, welche essentiell fir den Xpolp /
RanGTP vermittelten 60S Export sind (Ho et al., 2000; Gadal et al., 2001b),
konnten im Nuglp-Komplex nicht nachgewiesen werden. Nmd3p wirkt als Adapter
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zwischen dem 60S Partikel/Rpl10p und dem Exportrezeptor Xpolp. Das Fehlen
dieser Faktoren kdnnte bedeuten, dal3 diese Faktoren noch nicht mit der 60S
Vorstufe assoziiert sind oder unter den Bedingungen der Nuglp-Reinigung vom
ribosomalen Komplex dissoziieren. Die letztere Version erscheint wahrschein-
licher, da die rix5-1 Mutante (rpl10-1) signifikante rRNA Prozessierungsdefekte,
wie beispielsweise eine Akkumulation von 35S und 27S rRNA zeigt (Gadal et al.,
2001b). Weiter konnte Rpl10p als Komponente des Nop7p- und Nug2p/Nog2p-
Komplexes identifiziert werden. Daraus kann geschlossen werden, dal3 Rpl10p
bereits zu einem friiheren Zeitpunkt Teil des pra-ribosomalen Komplexes ist.

Ein Hinweis dafir, daR der Nuglp-Komplex das ribosomale Exportsubstrat
reprasentieren kénnte, stammt von der Beobachtung, dal3 die ribosomalen
Proteine und acht der identifizierten nichtribosomalen Proteine (Nuglp, Nug2p,
Noc2p, Kre32p, Haslp, Nop7p, YPL146c und Noglp), zusammen mit dem
Kernporenkomplex cogereinigt wurden (Rout et al., 2000). Die Méglichkeit, daf3
diese acht Faktoren Verunreinigungen in der Kernporenreinigung darstellen, kann
nicht ausgeschlossen werden. Es erscheint jedoch unwahrscheinlich, da Nuglp
und Nug2p nicht sehr abundant sind und die Isolierung der Kernporen tber
mehrere Reinigungsschritte erfolgte. Weiter wurden in dieser Reinigung auch eine
betrachtliche Anzahl Transportfaktoren, wie z.B. Mex67p, Impb, Impa, Kap123p,
Kapl122p gefunden. Daher ist es mdglich, dal3 die acht nichtribosomalen Proteine
Teil eines 60S Exportsubstrates sind, welches wahrend der Translokation durch
die Kernpore zusammen mit den Nukleoporinen aufgereinigt wurde. Ein wichtiger
Aspekt zukinftiger Experimente ist die Bestimmung der nichtribosomalen
Faktoren, die zwischen Zellkern und Zytoplasma hin- und herpendeln.
Mdglicherweise sind einige dieser Faktoren in der Lage direkt mit Nukleoporinen

zu interagieren und so den ribosomalen Export zu vermitteln.
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4.2 Welche Bedeutung haben GTPasen, insbesondere

Nuglp fir den ribosomalen Export?

Interessanterweise sind viele der nichtribosomalen Proteine des Nuglp-
Komplexes essentielle GTPasen oder ATPasen, wie beispielweise die DEAD Box
Helikasen Has1p und Dbp10p (De la Cruz et al., 1999), Noglp, Nop2p sowie
Nuglp und Nug2p. Deren Rolle in der Biogenese bzw. dem Export ist bisher
unklar. Méglicherweise werden durch die GTP/ATP Hydrolyse verschiedene
Schritte reguliert. Eventuell sind diese Faktoren fur die Bereitstellung von
zusatzlicher Energie notig und induzieren Konformationsanderung des Pra-
Ribosomes, um so den Export ins Zytoplasma zu ermdéglichen.

Auch das gré3te bekannte Protein aus S. cerevisiae YLR106¢p (4910 aa,
559kDa), welches sechs AAA™ Motive besitzt, gehort zu dieser Gruppe von
ATPasen. Diese ATPase-Domanen zeigen Homologie zu bakteriellen
Chaperonen, die eine Rolle bei der Assemblierung oligomerer Komplexe spielen.
Daher scheint es wahrscheinlich, daf} YLR106cp eine Kette von kovalent
verknupften Chaperonen reprasentiert, welche essentiell fir die 60S Biosynthese
sind. Ein weiterer interessanter Aspekt zukinftiger Experimente ist daher die
Analyse der Struktur von préa-ribosomalen Komplexen im Vergleich zu reifen 60S
Untereinheiten. Es ist zu erwarten, daf3 die GréRe und Form der pra-ribosomalen
Partikel Aufschluss Uber die Biogenese und den nuklearen Export geben.

Bisher ist Ran/Gsplp (siehe Einleitung 1.3) die einzige GTPase, die direkt beim
nukleozytoplasmatischen Transport (siehe Kiinzler und Hurt, 2001, Kuersten et al.,
2001) und auch beim ribosomalen Export beteiligt ist (Moy et al., 1999; Ho et al.,
2000; Gadal et al., 2001). Da Nuglp keine auffalligen rRNA Prozessierungs-
defekte besitzt, genetisch mit dem Exportfaktor Mtr2p interagiert und mit der
Kernpore reinigt, ist fir Nuglp eine ahnliche Funktion denkbar, die sich auf den
Export der groRen ribosomalen Untereinheit beschrankt. Bisher ist noch nicht
bekannt, ob die GTPase-Aktivitat von Nuglp durch ein GTPase aktivierendes
Proteine (GAP) stimuliert werden muss. Wenn ja, kdnnte die GTP Hydrolyse von

Nuglp ein Exportsignal auslésen, indem Faktoren mit einem Retentionsignal vom
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pra-ribosomalen Komplex entfernt werden oder Exportfaktoren zum préa-
ribosomalen Komplex rekrutiert werden. Um die spezifische Funktion von Nuglp
im 60S Export aufzuklaren, muss zum einen die GTPase-Aktivitat charakterisiert
werden. Zum anderen missen Uber genetische Screens oder biochemische

Analysen direkte Interaktionspartner von Nuglp identifiziert werden.

4.3 Welche Rolle spielen Mtr2p und Ecm1p im

ribosomalen Export?

Ein unerwartetes Ergebnis dieser Arbeit war, dal3 der mRNA-Exportfaktor Mtr2p
(Kadowaki et al., 1994b; Santos-Rosa et al., 1998; StraR3er et al., 2000) beim
ribosomalen 60S Export beteiligt ist. Es wurde beobachtet, daR die mtr2-33
Mutante einen starken ribosomalen 60S Exportdefekt, jedoch keine
Beeintrachtigung im Export von mRNA zeigt. Die allelspezifischen genetischen
Interaktionen von mtr2-33 zu ecm1A, nmd3-2 und nugl-1 unterstreichen eine
Beteiligung beim ribosomalen Export der gro3en Untereinheit. Somit konnte
erstmals gezeigt werden, daf3 Mtr2p eine Rolle im Export von Ribosomen austibt.
Bereits in friiheren Experimenten wurde beobachtet, dal3 die mtr2-1 Mutante
(Kadowaki et al., 1994b) unter restriktiven Bedingungen den ribosomalen Reporter
Rpl11p-GFP im Kern akkumuliert (Stage-Zimmermann et al., 2000). Hierbei blieb
jedoch die Frage offen, ob dies ein primarer oder sekundarer Defekt ist, da mtr2-1
auch einen starken Poly(A)" RNA-Exportdefekt zeigt (Kadowaki et al., 1994b).

Die Beobachtung, daR3 keine der mex67 Mutanten ribosomale Exportdefekte
aufweist, lasst schlieBen, dal’ die neue Funktion von Mtr2p unabhangig von
Mex67p ist. Es ist nicht vollkommen auszuschlieRen, dal? Mex67p doch beim
ribosomalen Export beteiligt ist. Es wére denkbar, dal lediglich noch keine
geeignete mex67 Mutante existiert, die einen 60S Exportdefekt aufweist.
Interessanterweise befindet sich Mtr2p noch an der Kernpore, auch wenn Mex67p
im Zytoplasma misslokalisiert ist (Santos-Rosa., 1998). Daher kdnnte eine
Fraktion von Mtr2p eine Funktion an der Kernpore haben, die unabhangig von
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Mex67p ist. Wie kann Mtr2p unabhéngig von Mex67p mit der Kernpore
interagieren? Eine interessante Beobachtung war in diesem Zusammenhang, daf3
fur das funktionelle Mtr2p-Homolog in menschlichen Zellen NXT1 (Katahira et al.,
1999) eine Funktion bei mehreren Exportprozessen diskutiert wird (Ossareh-
Nazari et al., 2000; Black et al., 2001). NXT1, das vermutlich auch eine Mtr2p-
ahnliche Faltung besitzt (Katahira et al., 1999; Suyama et al., 2000), hat eine
ahnliche Struktur wie NTF2 (Fribourg et al., 2001). NTF2 ist in der Lage Homo-
dimere zu bilden und direkt mit Nukleoporinrepeats zu interagieren (Bullock et al.
1996; Bayliss et al., 1999; Chaillan-Huntington et al., 2000). Mdglicherweise
besitzen auch NXT1 und Mtr2p diese Eigenschaften. So wurde eine direkte
Interaktion zwischen NXT1 und dem Nukleoporin p62 gefunden, welche
unabhangig vom Mex67p Homolog TAP ist (Levesque et al., 2001).

Welche spezifische Rolle Mtr2p beim Exportprozess der grof3en ribosomalen
Untereinheit spielt bleibt jedoch offen. Um diese Frage zu klaren, missen zuerst
die 60S Exportfaktoren identifiziert werden, die biochemisch mit Mtr2p interagieren
und so die Bindung der ribosomalen Partikel zu Mtr2p und der Kernpore

vermitteln.

Die Rolle von Ecm1p im ribosomalen Export bleibt ebenfalls unklar. Ecm1p konnte
nicht als Komponente des gereinigten 60S pra-ribosomalen Komplexes identifiziert
werden. Die ribosomalen Exportdefekte in den mtr2-33 ecm1A und nugl-1 ecml1A
Mutante, sowie die spezifische genetische Interaktion zu MTR2, NUG1 und
RPL2A legen jedoch eine direkte Funktion in der Biogenese bzw. im Export des
60S Partikels nahe. Unterstutzt wird dies durch die nukleére / nukleoléare
Lokalisation von Ecm1p. Aufgrund der engen genetischen Beziehung zwischen
Ecm1p und Nuglp kann man annehmen, dal3 auch Ecm1p beim gleichen Prozess
wie Nuglp beteiligt ist. Ob Ecm1p hierbei eine eventuelle Funktion als Cofaktor

von Nuglp besitzt, muss durch weitere Experimente erst noch erforscht werden.
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5 Material und Methoden

5.1 Molekularbiologische Methoden

5.1.1 Allgemeine Methoden zur DNA Manipulierung

Allgemeine Methoden zur DNA Manipulierung wie Restriktionsverdau von
Plasmiden, Ligation von DNA-Fragmenten, Polymerasekettenreaktionen,
Auftrennung und Analyse von DNA-Fragmenten mittels Gelelektrophorese sowie
Methoden mit E. coli wie Plasmidtransformation, Kultivierung, Herstellung
elektrokompetenter Zellen wurden nach Maniatis et al (1989) durchgefinhrt.

Dabei wurde ausschlie3lich der E. coli Stamm DH5a (F (F 80dD(lacZ)M15) recAl
endAl gyrA96 thil hsdR17 (r.-my+) supE44 relAl deoR D(lacZYA-argF) U169)
benutzt. DNA Isolierung aus Agarosegele wurde mit dem Qiaquick Gelextractionkit
(Qiagen,Hilden), DNA Isolierung aus E. coli mit dem QiaprepSpin MiniprepKit
(Qiagen/Hilden) bzw. mit Nucleobond AX (Macherey-Nagel/Diiren) nach Angaben
des Herstellers durchgefihrt. Die Restriktionsenzyme wurden von MBI (St. Leon-
Rot) bezogen. Fir PCR-Reaktionen wurde das Expand High Fidelity PCR System
(Roche/Mannhein) benutzt. Oligonukleotide wurden von Interaktiva (Ulm) bezogen
und Sequenzierungen wurden von der Firma Toplab (Martinsried) durchgefuhrt.

5.1.2 Verwendete Plasmide

Die folgenden Plasmide existierten zu Beginn dieser Arbeit und wurden bereits an
andere Stelle beschrieben und publiziert: pUN100-DsRed-NOP1, pRS314-DsRed-
NOP1, pRS316-RPL25-eGFP, pRS315-RPL25-eGFP, pRS314-NMD3, pRS314-
nmd3-2, pPRS315-RPS20-eGFP (Gadal et al., 2001b), pRS315-MTR2, pRS315-
mtr2-21, Yepl3-MTR2 (Santos-Rosa et al., 1998), pRS314-MEX67, pRS314-
mex67-5, pHT4467 (Segref et al., 1997), pRS314-mex67-6 (Straller und Hurt,
2000), pRS314, pRS315 (Sikorski und Hieter, 1989), pRS416-NUG2 (Euroscarf),
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pBS1479 (Rigaut et al., 1999), ptf27 (Fiedler et al., 2001 submitted), pAT2
(Kochendorfer et al., 1999).

Folgende Plasmide wurden im Verlauf dieser Arbeit hergestellt und wurden
folgendermaf3en hergestellt: pHT4467D (CEN6A, ADE3, URAS3): Das Pvul
Fragment von pHT4467 wurde durch das Pvul Fragment von ptf27 (In pRS316
wurde das 24 bp Swal/Pmll Fragment in der CEN6 Region deletiert. (CENGA,
URAB3) ersetzt. pHT4467D-ECM1 (CEN6A, ADE3, URA3, ECM1): Das ECM1
enthaltende 1.3 kbp Apal/BamHI Fragment von pRS315-ECM1 wurde in
Apal/BamHI von pHT4467D kloniert. pHT4467D-MTR2 (CEN6A, ADE3, URA3,
MTR?2): Das MTR2 enthaltende Sall/Xbal (,blunt-end") Fragment von pRS315-
MTR2 wurde in Sall/Smal von pHT4467D kloniert. pRS315-ECM1 (CENG6A, LEU2,
ECML1): Das genomische 1.3 kbp Apal/BamHI ECM1 Fragment aus pUN100-
ECML1 (siehe Material und Methoden 5.2.3) wurde in Apal/BamHI von pRS315
kloniert.pRS314-ECM1 (CEN6A, TRP1, ECM1): Das 1.3 kbp Apal/Spel ECM1
Fragment aus pRS315-ECM1 wurde in Apal/Spel von pRS314 kloniert. pRS314-
MTR2 (CEN6, TRP1, MTR2): Das Sall/Xbal MTR2 Fragment von Yep13-MTR2
wurde in Sall/Bcul von pRS314 kloniert. pPRS314-mtr2-21 (CEN6, TRP1, mtr2-21):
Das 2.2 kbp Apal/Sacl mtr2-21 Fragment aus pRS315-mtr2-21 wurde in Apal/Sacl
von pRS314 kloniert. pRS315-mtr2-33 (CEN6, LEU2, mtr2-33): Das 2.2 kbp
Apal/Sacl mtr2-33 Fragment aus pRS314-mtr2-33 (siehe Material und Methoden
5.1.3) wurde in Apal/Sacl von pRS315 kloniert. pRS315-NUG1 (CEN6, LEU2,
NUGL1): Das 4.2 kbp Xhol/Sacl NUG1 Fragment aus pUN100-NUG1 wurde in
Xhol/Sacl von pRS315 kloniert. pPRS316-NUG1 (CEN6, URA3, NUG1): Das 4.2
kbp Xhol/Sacl NUG1 Fragment aus pUN100-NUG1 (siehe Material und Methoden
5.2.3) wurde in Xhol/Sacl von pRS316 kloniert. pRS315-NUG2 (CEN6, LEU2,
NUG?2): Das 2.7 kbp Xhol/Notl NUG2 Fragment aus pRS416-NUG2 (Euroscarf)
wurde in Xhol/Notl von pRS315 kloniert. pRS315-RPL2A (CENG6, LEU2, RPL2A)
wurde in zwei Schritten kloniert: Das genomische Fragment Xhol/Nhel Fragment
(3.4 kbp) aus pUN100-RPL2A (siehe Material und Methoden 5.2.3) wurde in
Xhol/Nhel von pRS315 kloniert. Aus diesem resultierendem Plasmid pRS315-
RPL29-YFR032c-RPL2A (CENG6, LEU2, RPL29, YFR032c, RPL2A) wurde
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anschlieBend das Sacll Fragment entfernt, was zu pRS315-RPL2A fuhrt. pRS315-
ECM1-eGFP (CENG6, LEU2, ECM1-eGFP, tRPS20): Der ECM1 ORF wurde am
C-terminalen Ende mit eGFP fusioniert. Hierzu wurde der ECM1 ORF uber PCR
mit folgenden Oligonukleotiden amplifiziert: TsTCTAGATAATGACAAA ATAATAT
TTGGGG and TsGGATCCTTCTTCAACATCGTCT GGCAG. Vorlage war hierbei
pRS315-ECML1. Diese PCR ergibt ein Fragment mit authentischer 5-UTR
Promotorregion und Deletion des Stoppcodons. Das PCR Fragment wurde
anschlieBend mit Xbal/BamHI verdaut und damit das Xbal/BamHI RPS20
Fragment in pPRS315-RPS20-eGFP ersetzt. Dies resultiert in einem ECM1-eGFP
ORF mit ECM1 Promotor und RPS20 Terminator. pRS315-NUG1-eGFP (CENSG,
LEU2, NUG1-eGFP, tRPS20): Analog zu pRS315-ECM1-eGFP wurde der NUG1
ORF mit den Oligonukleotiden TsCCGCGGAGGAGCACGAACCACAAAGGA /
TsGGATCC TTCCATCATTGTATCTTGATCTTT vom Plasmid pUN100-NUG1
amplifiziert. Das PCR Fragment wurde mit BamHI/Sacll verdaut, um damit den
ECM1 ORF in pRS315-ECM1-eGFP zu ersetzen. pRS315-NUG2-eGFP (CENS,
LEU2, NUG2-eGFP, tRPS20): Dieses Plasmid wurde analog zu pRS315-NUG-
TAP hergestellt. Hierbei wurde die Oligonukleotide TsCCGCGGCGTGGAGC
AAAGTAAGATGAT ACA / TsCCATGGAT GCCGTCTTCTCAACTTCTTTCTT, das
Plasmid pRS416-NUG2 und die Restriktionsenzyme Sacll/Ncol benutzt. pRS315-
ECM1-TAP (CENG6, LEU2, ECM1-CBP-TEV-ProteinA-ProteinA, tADH1): Das 1.1
kbp BamHI/Xhol Fragment von pRS315-ECM1-eGFP mit eGFP und RPS20
Terminator wurde durch das 575 bp BamHI/Pstl TAP Fragment aus pBS1479 und
das 0.5 kbp Pstl/Xhol Fragment, welches den ADH1 Terminator enthélt, ersetzt.
pRS315-NUG1-TAP (CEN6, LEU2, NUG1-CBP-TEV-ProteinA-ProteinA, tADH1):
Der eGFP ORF und der RPS20 Terminator in pRS315-NUG1-eGFP wurde mit
dem 1.1 kbp BamHI/Xhol Fragment mit TAP ORF und ADH1 Terminator aus
pRS315-ECM1-TAP ersetzt. Analog dazu wurde pRS315-NUG2-TAP (CENSG,
LEU2, NUG2-CBP-TEV-ProteinA-ProteinA, tADH1) hergestellt.

Die Herstellung bzw. Isolierung der Plasmide pRS314-mtr2-33, pRS315-nugl-1,
pRS315-nugl-2 und pRS315-nug2-1 ist in Kapitel 5.1.2 beschrieben, die der
Plasmide pUN100-ECM1, pUN100-NUG1 und pUN100-RPL2A in Material und
Methoden 5.3.2.
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5.1.2 Herstellung und Isolierung der mtr2-33, nugl-1, nugl-2 und
nug2-1 Mutanten

Die mtr2-33 Mutante (pRS314-mtr2-33 (CENG6, TRP1, mtr2-33)) wurde aus den
Plasmiden pRS315-mtr2-22 und pRS314-MTR2 hergestellt. pPRS315-mtr2-22
wurde aus einer Kollektion von MTR2-Mutanten (Santos-Rosa et al., 1998) isoliert
(Santos-Rosa, unveroéffentlichte Daten). Das mutierte Pstl Fragment von mtr2-22
(E106G, R109G, D155G) wurde benutzt, um das Pstl Wildtyp Fragment in
pRS314-MTR2 zu ersetzen. Dadurch wurde ein Teil der mtr2-22 Mutationen in
den MTR2 Wildtyp ORF eingefuhrt. Die daraus resultierend mtr2-33 Mutante
wurde sequenziert und besitzt zwei Punktmutationen in der Aminosauresequenz
(E106G, R109G). Die nug1-1 Mutante wurde durch PCR aus dem Hefestamm
SL37 amplifiziert. Dazu wurden die Oligonukleotide TsCTGCAGCT GACAATGCT
TCGTAAAACG und TsGGATCCTTCCATCATTGTATCTTGATCTT benutzt und in
Sacll/Pstl von pRS314 kloniert. DNA Sequenzierung ergab eine Punktmutation
(R420P) in der Aminosauresequenz von Nuglp. Die nug1-2 Mutante wurde mittels
PCR Mutagenese und homologer Rekombination nach Muhlrad et al (1992) und
Santos-Rosa et al (1998) hergestellt: das NUG1 Gen mit den Oligonukleotiden
TsCTGCAGCTGACAATGCTTCGTAAAACG und TsGGATCCTTCCATCATTGTA
TCTTGATCTT wurde unter mutagenen Bedingungen (Taq Polymerase (Gibco/
Eggenstein), 2mM MgClI2, 10% DMSO, dGTP, dUTP, dCTG je 2,5 mM, 0,5 mM
dATP) amplifiziert. Mittels Restriktionsverdau Xbal/Ndel wurde aus pRS315-NUG1
der NUG1 ORF entfernt und zusammen mit dem PCR-Fragment in den NUG1
shuffle Stamm transformiert. Etwa 5000 Transformanten wurden auf SDC+FOA
ausgestrichen und anschlieend auf YPD bei 23°C und 37°C auf einen ts Phano-
typ untersucht. Die Plasmide von ts Mutanten wurden isoliert, retransformiert und
die Plasmidabhangigkeit des ts Phénotypes zu zeigen. DNA Sequenzierung von
nugl-2 ergab folgende Punktmutationen (K22R, L61S, Q81R, Q202R, T409A,
L415S) in der Aminosduresequenz von Nuglp. nug2-1 wurde im Rahmen eines
Praktikums von T. Lel3mann (2001) analog zu nug1-2 hergestellt. Benutzt wurden
die Oligonukleotide TsCCGCGGCGTGGAGCAAAGTAAGATGATACA und TsCTG
GAGCGTTTGGAATGACTGGTATAATGA sowie die Enzyme Notl und Xhol.
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5.2 Mikrobiologische Methoden fir S. cerevisiae

5.2.1 Allgemeine Arbeitsmethoden

Hefestdmme wurden nach Shermann (1991) kultiviert. Hierbei wurden folgende

Medien benutzt:

YPD: 40 g Yeast Extract of autolyzed cells (Difco), 80 g BACTO Peptone
(Difco), 80 g Glucose, 4 | H,O, pH 5.5
YPD + Geneticin: 200 mg Geneticin (Sigma) pro 1 | Medium.

YPD + Calcofluorweif3 20 mg Calcofluorweifd (Sigma) pro 1 | Medium, pH 6,5.

SDC-X: 27 g Yeast Nitrogen Base w/0 AA (Difco), 80 g Glucose, 3 g CSM-X
(Qbiogene/Heidelberg), 4 | H,O, pH 5.5

SDC-XY: 13.5 g Yeast Nitrogen Base w/0 AA (Difco), 40 g Glucose, 1.5 g
CSM-XY (QBio), 2 | H,O, pH 5.5.

Fur feste Medien wurde pro 1 | Medium 20 g Agar (Becton&Dickinson/Heidelberg)

zugegeben.
SDC+FOA- 2 g 5-FOA (SIGMA), 13.5 g Yeast Nitrogen Base w/0 AA
Platten: (Difco), 40 g Glucose, 1.6 g CSM (Qbiogene/Heidelberg), 2 |

H,0, 40 g Agar (FLUKA).
SDC-all-Platten: 27 g Yeast Nitrogen Base w/0 AA (Difco), 80 g Glucose,
2.2 g CSM-Ade-His-Leu-Lys-Trp-Ura (Qbiogene/Heidelberg),
41 H,0, pH 5.5 (2M NaOH), Zugabe von 80 g Agar (FLUKA).
SPOR-Platten: 0.44 g Raffinose, 6 g KOAc, 2 | MP-H,0, 40 g Agar (FLUKA)

Zusammensetzung von CSM+all [mg/l]: Adenin 10, L-Arginin 50, L-
Asparaginsaure 80, L-Histidin-HCI 20, L-Isoleucin 50, L-Leucin 100, L-Lysin-
HCI 50, L-Methionin 20, L-Phenylalanin 50, L-Threonin 100, L-Tryptophan 50, L-
Tyrosin 50, Uracil 20, Valin 140.
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Hefetransformationen mit Plasmiden und DNA-Fragmenten wurde nach Ito et al

(1983) durchgefuhrt. Isolierung genomischer DNA aus Hefe wurde mit QlAamp

DNA Mini Kit (Qiagen/Hilden) nach Anweisungen des Herstellers durchgefihrt.
Isolierung von Plasmiden wurde nach folgendem Protokoll durchgefiihrt: Etwa 50 -

100 mi Zellen frische Zellen wurden in 200 m Lysepuffer (Zusammensetzung:

10 ml 10xTE, 584 mg NacCl, 1 g SDS, 2 g Triton-X-100 auf 100 ml mit H,O
auffillen), 200 m Chloroform/Phenol/Amylalkohol-Lésung (50:49:1) und ca. 50 ni
Glasbeads resuspendiert und 3 min gevortext. Nach Zentrifugation (5 min,
14000 rpm) wurde 2 m der oberen wassrigen Phase elektrokompetente E. coli

transformiert. Kreuzung von Hefestdmmen (Erzeugen von Diploiden, Sporulation,

Tetradenseparation und Tetradenanalyse) wurde nach Sherman (1989) durch-
gefuhrt. Herstellung sogenannter Doppelshuffle Stamme siehe Material und
Methoden 5.2.3.

5.2.2 Verwendete Hefestamme

Die folgenden Hefestdmme existierten zu Beginn dieser Arbeit bzw. wurden
bereits an andere Stelle beschrieben und publiziert.

Hefestamm Genotyp Referenz

RS453 MATa und MATa, ura3, trpl, leu2, ade2, his3 Hurt et al., 1999
NMD3 shuffle  MATa, his3, leu2, lys2, ura3, nmd3:: kanMX4 Gadal et al.,
+pRS316-NMD3 (ARS/CEN URA3 NMD3) 2001b

MTR2 shuffle  MATa und MATa, ura3, trpl, leu2, ade2, Santos-Rosa et
his3, mtr2::HIS3 al., 1998
+pRS316-MTR2 (ARS/CEN URA3 MTR?2)

MEX67 shuffle MATa und MATa, ura3, trpl, leu2, ade2, Segref et al., 1997

his3, mex67::HIS3
+pRS316-MEX67 (ARS/CEN URA3 MEX67)

ATY300 MATa, his3, leu2:: GAL1-lacZz, lys2, ura3, Kochendorfer et
(saclA) ade2, sacl:: HIS3 al., 1999
Y10348 MATa, ura3, lys2, leu2, ecml::kanMX4 Euroscarf

(ecml1A)




Material und Methoden Seite 70

Die folgenden Hefestdmme wurden im Verlauf dieser Arbeit hergestellt:

Hefestamm  Genotype

MTR2sc MATa, ura3, trpl, leu2, ade2, ade3, his3, mtr2::HIS3
+pHT4467-MTR2 (ARS/CEN ADE3 URA3 MTR2)
+pRS314-mtr2-33 (ARS/CEN TRP1 mtr2-33)

SL178 MATa, ura3, trpl, leu2, ade2, ade3, his3, mtr2::HIS3, ecm1-1
+pHT4467-MTR2 (ARS/CEN ADE3 URA3 MTR2)
+pRS314-mtr2-33 (ARS/CEN TRP1 mtr2-33)

ecmlA MATa, ura3, leu2, trpl, ade2, ecml::kanMX4

MTR2 shuffle /
ecmilA
MEX67 shuffle
/ ecml1A
YRAZ1 shuffle /
ecmilA

MTR2/NMD3
double shuffle

MEX67/NMD3
double shuffle

ECM1 sc
SL37
SL147

NUG1 shuffle
(TRP1)
NUG1 shuffle

MTR2/NUG1
Doppelshuffle
Stamm

NUG1 shuffle /
ecmlA
NUG1/MEX67
Doppelshuffle
Stamm

NUG2 shuffle
(TRP1)

NUG2 shuffle

MATa, ura3, leu2, trpl, ade2, mtr2::HIS3, ecml::kanMX4
+pRS316-MTR2 (ARS/CEN URA3 MTR2)

MATa, ura3, leu2, trpl, ade2, mex67::HIS3, ecml::kanMX4
+pRS316-Mex67 (ARS/CEN URA3 MEX67)

MATa, ura3, leu2, trpl, ade2, mtr2::HIS3, ecml::kanMX4
+pRS316-YRA1 (ARS/CEN URA3 YRA1)

MATa, his3, ura3, leu2, trpl, ade2, mtr2::HIS3, nmd3::kanMX4
+pRS316-MTR2 (ARS/CEN URA3 MTR2)

+pRS316-NMD3 (ARS/CEN URA3 NMD3)

MATa, his3, ura3, leu2, trpl, ade2, LYS2, mex67::HIS3,
nmd3::kanMX4

+pRS316-MEX67 (ARS/CEN URA3 MEX67)
+pRS316-NMD3 (ARS/CEN URA3 NMD3)

MATa, ura3, leu2, trpl, ade2, ade3, ecml::kanMX4
+pHT4467-ECM1 (ARS/CEN ADE3 URA3 ECM1)

MATa, ura3, leu2, trpl, ade2, ade3, ecml::kanMX4, nugl-1
+pHT4467-ECM1 (ARS/CEN ADE3 URA3 ECM1)

MATa, ura3, leu2, trpl, ade2, ade3, ecml::kanMX4 rpl2a-1
+pHT4467-ECM1 (ARS/CEN ADE3 URA3 ECM1)

MATa und MATa, ura3, TRP1, leu2, his3, lys2 nugl::kanMX4
+pRS316-NUG1 (ARS/CEN URA3 NUG1)

MATa, his3, ura3, leu2, trpl, ADE2, LYS2, nugl::kanMX4
+pRS316-NUG1 (ARS/CEN URA3 NUG1)

MATa, his3, ura3, leu2, trpl, ADE2, LYS2, mtr2::HIS3,
nmd3::kanMX4

+pRS316-MTR2 (ARS/CEN URA3 MTR2)

+pRS316-NUG1 (ARS/CEN URA3 NUG1)

his3, ura3, leu2, trpl, ADE2, lys2 ecm1::kanMX4, nugl::kanMX4
+pRS316-NUG1 (ARS/CEN URA3 NUG1)

MATa, his3, ura3, leu2, trpl, ade2, lys2 mex67::HIS3,
nugl::kanMXx4

+pRS316-MEX67 (ARS/CEN URA3 MEX67)
+pRS316-NUG1 (ARS/CEN URA3 NUG1)

MATa und MATa, ura3, TRP1, leu2, his3, lys2 nug2::kanMX4
+pRS416-NUG2 (ARS/CEN URA3 NUG2)

MATa, ura3, trpl, leu2, his3, lys2 nug2::kanMX4
+pRS416-NUG2 (ARS/CEN URA3 NUG2)
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5.2.3 Bestimmung der genetischen Interaktion zweier Gene

A, Direkte Analyse: Die Disruptionsstimme der gewiinschten Gene wurden

gekreuzt. (Sherman 1989; Santos-Rosa et al., 1998). Zur Herstellung eines
.Doppelshuffle-Stammes" (bei zwei essentiellen Genen) wurde hierfir ein
shuffle Stamm und ein Disruptionsstamm, komplementiert mit einer ts Mutante,
benutzt (siehe Stral3er et al., 2000). Nach Sporulation und Tetradenanalyse
wurde die Spore mit der gewiinschten Doppeldisruption mit dem zur ts Mutante
korrespondierenden pURA3 wt Gen transformiert und bei restriktiver
Temperatur (37°C) selektioniert. Anschlie3end wurden die Transformanten auf
Verlust des ts Mutanten selektioniert. Zur Analyse der genetischen Interaktion
wurden diese Disruptionsstamme (komplementiert mit pURA3 Plasmiden) mit
den gewlnschten Mutanten transformiert und das Wachstum auf SDC+FOA
analysiert. FOA ist toxisch fur Zellen die URA3 exprimieren und zwingt diese
zum Verlust der Wildtyp-Plasmide. Daher zeigt Nichtwachstum auf SDC+FOA
synthetische Letalitat an.

B, Suche nach genetisch interagierenden Genen (sl Screen): Die synthetisch

letalen Screens (Methode siehe Doye und Hurt, 1995) mit mtr2-33 und ecml1A
wurden nach Wimmer et al (1992) bzw. Segref et al (1997) durchgefuhrt.
Synthetische Letalitét bezeichnet den Zelltod aufgrund der Kombination zweier
nicht letaler Mutationen. Zur Identifikation von neuen Faktoren, die genetisch mit
mtr2-33 interagieren, wurde der Hefestamm MTR2sc (ade2, ade3) mit UV-Licht
(ca. 10% Uberlebensrate) bestrahlt, um so synthetisch letale Mutation zu
erzeugen. Um mit den gewiinschten Mutanten arbeiten zu kénnen, wurde der
Hefestamm MTR2sc mit dem pURA3-ADE3-MTR2 Plasmid komplementiert. Der
ADES3 Marker erméglicht beim sl-Screen die farbliche Unterscheidung (siehe Abb.
23) zwischen Mutanten, die das Plasmid verlieren kdnnen (nicht sl, rot-weil3e-
Sektorenbildung) und den gesuchten Mutanten, welche auf die Prasenz des
Plasmids angewiesen sind (sl, rote Kolonienfarbe). Um die Suche nach roten sl
Kandidaten zu erleichtern, wurde ein pURA3-ADE3-MTR2 Plasmid verwendet,
welches eine Deletion von 24 bp im CENG6-Bereich besitzt (Fiedler et al.,
submitted, siehe Material und Methoden 5.1.2). Dadurch kann das Plasmid bei der
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mtr2-33

ade’, ade3

pURA3-ADE3-MTR2

pe =L

mtr2-33, mip1-1 mtr2-33, genX

adeZ2, ade3 adeZ2, ade3

pURA3-ADE3-MTR2 (pURA3-ADE3-MTR2)
l SDC + 5°FOA l

Synthetische mtr2-33, genX
Letalitat ade’l, ade3

Abbildung 23: Das Prinzip des synthetisch letalen Screens.

Zur ldentifikation von neuen genetischen Interaktionspartnern von mtr2-33
(MIP1, Mtr2p interagierendes Protein), wurden mtr2-33 Zellen mit UV-Licht
bestrahlt, um so zusétzliche Mutationen im Genom zu erzeugen. Anhand der
rot-weil3en Sektorenbildung konnte man Hefekolonien mit einer unspezifischen
Mutation in genX von den roten Kolonien mit der gewiinschten Mutation in mipl
unterscheiden. Durch Inkubation auf 5"FOA haltigem Medium wird dieser sl
Phanotyp bestatigt: Hefezellen mit einer synthetisch letalen Mutation sind nicht
in der Lage auf diesem Medium zu wachsen.

Zellteilung schneller verloren werden, was eine Unterscheidung zwischen roten
roten sl Kandidaten und sektorierenden Zellen enorm erleichtert. Der sl-Phanotyp
der roten Kolonien wurde durch Nichtwachstum auf SDC+FOA Platten bestatigt,
da FOA toxisch fur URA3 exprimierende Zellen ist.

Analog wurde Screen mit der ecm1A Mutante durchgefiihrt. Positive sl-Kandidaten
wurden mit einer Hefebiliothek (Wimmer et al., 1992; Segref et al., 1997)
transformiert, um die mutierten Gene Uber Komplementation des sl-Phanotyps zu
klonieren. Dadurch wurden die Plasmide pUN100-ECM1 bei SL178,pUN100-
NUG1 bei SL37 und pUN100-RPL2A bei SL147 isoliert.
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5.2.4 Lokalisierung von Proteinen in der Zelle

Zur Bestimmung der zellularen Lokalisation von Proteinen wurden entsprechende
eGFP Fusionsproteine hergestellt. Die Lokalisierung in exponentiell wachsenden
Zellen wurde mittels eines Zeiss Axioskops bestimmt. Fir das GFP Signal wurde
der Fluorescent Filter bzw. fir das DsRed Signal der Rhodamin Filter benutzt.
Bilder wurden mit einer Xillix Microimmager CCD Kamera aufgenommen und mit

Improvision (Openlap) und Photoshop 4.01 prozessiert.

5.2.5 Analyse von RNA Exportdefekten in Hefemutanten

A, Analyse des 60S ribosomalen Exportes mit dem Rpl25p-eGFP Fusionsprotein

Zur Analyse des Exportes der 60S ribosomalen Untereinheit wurde die Methode
nach Hurt et al (1999) benutzt. Hierbei wird das Rpl25p-eGFP Fusionsprotein als
Reporter fur die 60S Untereinheit eingesetzt. Die experimentelle Durchfiihrung
erfolgte nach Gadal et al (2001a). Die entsprechenden Stamme wurden mit einem
fur Rpl25eGFP codierenden Plasmid transformiert und unter selektiven Bedingung
bei permissiver Temperatur bis zur stationdren Phase kultiviert (ca. 2-3 Tage bei
23 °C). Diese Zellen wurden zur Analyse des Exportdefektes in frisches vorge-
heiztes Medium (restriktive Temperatur 37 °C) Uberfiihrt. Nach entsprechender
Inkubationszeit wurde die Lokalisation des Rpl25p-eGFP mittels Fluoreszenz-
mikroskopie bestimmt.

B, Analyse des mRNA-Exportes

Der Poly(A)" RNA-Export wurde mittels in situ Hybridisation nach Doye et al
(1994) bzw. Santos-Rosa et al (1998) analysiert.

5.3 Biochemische Arbeitsmethoden

Auftrennung von Proteinen mittels SDS-Page Gelelektrophorese, Anfarbung von
Proteinen mit Coomassieblau und Westernblot-Analyse wurde nach Maniatis et al
(1989) durchgefihrt.
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5.3.1 Aufreinigung von TAP-Fusionsproteinen

Die Aufreinigung von TAP Fusionsproteinen erfolgte nach Rigaut et al (1999) mit
folgenden Modifikationen:
Puffer LB: 100 mM NacCl, 50 mM TrisHCI (pH 7,5), 1,5 mM MgCl,, 0,15 % NP40
Proteaseinhibitoren: ,complete” (Roche/Mannheim) 1 Tablette pro 50 ml
PMSF 0,3 ml 0,1 M PMSF in Isopropanol pro 50 ml
Elutionspuffer: 10 mM TrisHCI (pH 8,0), 5 mM EGTA
Hefekulturen: Der gewiinschte Hefestamm wurde in 2 | YPD-Medium in 5 |

Erlenmeyerkolben mit Schikanen bei 30°C gezogen. Bei ODggo 3,5-4 wurden die
Zellen geerntet, das Pellet wurde vor dem Einfrieren in Nygy mit LB+complete
+PMSF gewaschen und bei —80°C gelagert.

Zelllyse: Das Zellpellet wurde bei 37 °C aufgetaut und mit LB+ complete+PMSF
+1mM DTT auf ein Volumen von 25 ml aufgefillt. Die Zellsuspension wurde
zusammen mit 25 ml Glassperlen (0,5 mm) in eine Kugelmuhle gefillt. Die Zelllyse
wurde mit folgenden Gerateeinstellungen durchgefihrt: 4 min Rotational Speed
500 rpm, 1 min Pause, 2 Wiederholungen. Nach Abtrennung der Glasperlen
wurde das Lysat bei 14000 rpm fiir 30 min zentrifugiert. Der Uberstand wurde mit
Glycerin versetzt bis zur Endkonzentration von 5 % und in Ny eingefroren und bei
— 80°C gelagert.

Reinigung: Das Lysat wurde mit 0,5 ml IgG-Sepharose™ (Amersham Pharmacia
Biotech AB) (mit LB-DTT gewaschen) bei 4 °C in einem 50 ml Falconréhrchen
inkubiert. AnschlieBend wurde die IgG-Sepharose bei 3000 rpm 2 min
abzentrifugiert und in ein Mobicol ( MoBiTec/G6éttingen) transferiert. Das Mobicol
wurde an eine 20 ml Spritze mit LUER-Lok geschraubt und die Sepharose mit 20
ml LB Puffer gewaschen. Anschlie3end wurde die TEV Spaltung mit 5 ml TEV-
Protease (Invitrogen/Karlsruhe) in 0,15 ml LB bei 16°C fir 1 — 2 h durchgefihrt.
AnschlieRend wurde das TEV Eluat in ein neues Mobicol mit Calmodulin Affinity
Resin (Stratagene/Amsterdam) (gewaschen mit LB + 2 mM CacCl,) und 0,15 ml LB
+ 4 mM CacCl, tberfuhrt. Nach Inkubation von 1 h bei 4 °C wurde mit 5 mI LB + 2
mM CacCl, gewaschen. AnschlieRend mit 0,6 ml Elutionsbuffer bei 37 °C fiir 10 min
inkubiert und eluiert. Die isolierten Proteine wurden mit TCA gefallt, in 1x
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Laemmli-Puffer aufgenommen und Uber SDS-Page Gelelektrophorese analysiert.

5.3.2 RNA Profilanalyse / Sedimentationsanalyse mittels

Saccharosedichtegradienten

Zur Herstellung und Fraktionierung von 10 ml 10 — 50 % Saccharosedichte-
gradienten in Beckman Zentrifugenréhrchen (Polyallomer 14x95 mm fir Rotor
SW40) wurde ein ProTeam LC Gradienten System (Isco) nach Angaben des
Herstellers benutzt.
Puffer A: 20 mM HepeskKOH (pH 7,5), 10 mM KCI, 1 mM EGTA, 5 mM MgCl,
(10% bzw. 50% Sacharoselésungen wurden in PufferA angesetzt.)
Eine Kultur von 500 ml der zu analysierenden Hefestdamme wurden bei ge-
winschter Temperatur bis zu ODgg 0,5 wachsen gelassen. Anschlieend wurde
10 mg Cycloheximid zugegeben und fur 30 min inkubiert und die Zellen abzentri-
fugiert. Das Hefepellet wurde mit 10 ml PufferA gewaschen und in Ny eingefroren
und bei —20 °C gelagert. Die Lyse erfolgte durch Zugabe von 1,5 ml Glasperlen
(0,5 mm) und 0,6 ml PufferA durch 4x 30 s Vortexen bei 4 °C. Das Lysat wurde 10
min bei 14000 rpm 4 °C zentrifugiert und ca. 200 bis 300 mi des Uberstandes auf
einen Gradienten aufgetragen. Die Auftrennung der Zellkomponenten erfolgte in
einer Ultrazentrifuge (Beckman, Rotor SW40) bei 27000 rpm fur 16 h bei 4 °C.
Anschliel3end wurde das UV-Profil (I =254 nm) des Gradienten mit dem ProTeam
LC Gradienten System (Isco) bestimmt und in 400 m Volumen fraktioniert.
Zur Sedimentationsanalyse von Proteinen wurden die einzelnen Fraktionen mit
TCA gefallt, durch SDS-PAGE Gelelektrophorese aufgetrennt und mittels
Westernblot analysiert. Wenn keine Antikérper gegen das gewtinschte Protein
vorhanden waren, wurden TAP-Fusionsproteine und ProteinA Antikorper benutzt.
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aa
Abb.
ATP
bp
BSA
bzw.
C. elegans
C.e.
CBC
CBP

d

D. melanogaster
D.m.
Da
DAPI
DNA
DTT

E

E. coli
Ecmlp
ETS
5-FOA
FT

g

GAP
GDP
GEF

GFP /
eGFP
GSH
GST
GTP
GTPase
h

h.s.

HIV
hnRNP
ITS

Kap

kb

kDa
LB-Puffer

Aminosaure(n) (amino acid(s))

Abbildung

Adenosintriphosphat

Basenpaar(e)

Rinderserumalbumin (bovine serum albumine)
beziehungsweise

Caenorhabditis elegans

Caenorhabditis elegans

Kappen-bindender Komplex (cap binding complex)
Calmodulin bindendes Peptid

Tage (days)

Drosophila melanogaster

Drosophila melanogaster

Dalton

4’-6-Diamidin-2-phenylindol
Desoxyribonukleinsaure (deoxyribonucleic acid)
Dithiothreitol

Eluat

Escherichia coli

Extra Zellulare Mutante, 1. Mutante

external transcribed spacer

5"-Fluoorotic Acid

Durchfluf? (flow through)
Normfallbeschleunigung
GTPase-aktivierendes Protein
Guanosin-5"-diphosphat

Guaninnukleotid Austausch Faktor (guanine nucleotide

exchange factor)
grun-fluoreszierendes Protein /

verbessertes grun-fluoreszierendes Protein (enhanced)

Glutathion
Glutathion-S-Transferase
Guanosin-5’-triphosphat
Guanosin-5’-triphosphatase
Stunde

Homo sapiens

humanes Immundefizienz-Virus
heterogenes nukleéres Ribonukleoprotein-Partikel
internal transcribed spacer
Karyopherin

Kilobasen

Kilodalton

Lysepuffer (Lysis buffer)
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M
MDa
Mex67p
min

ml

mM
MRNA
MRNP
MTR
Mtr2p
NES
NLS

NPC
NRM

Ntf2p
Nuglp
Nug2p
Nup
NXF
NXT
oD
ORF
PAGE
PCR
PMSF
Ran

RAT

RIX

RNA

RNP

REF

rpm

RRE

rRNA

S. cerevisiae
S. pombe
S.c.

S.p.

SDC

SDS

Shuffle Stamm

sl
SnoRNA
TAP

Marker

Megadalton

MRNA Exportfaktor von 67 kDa

Minute

Milliliter

millimolar

Boten-RNA (messenger RNA)

MRNA enthaltendes Ribonukleoprotein Partikel
MRNA Transport

MRNA Transport, zweite Mutante

nukleare Export-Sequenz (nuclear export sequence)
nukleare Lokalisierungs-Sequenz (nuclear localisation
sequence)

nuklearer Kernporenkomplex (nuclear pore complex)
Nukleoporin-RNA-Bindungsmotiv (nucleoporin RNA binding
motif)

Nukleérer Transportfaktor

Nukledre GTPase, 1. charakterisiertes Protein
Nukledre GTPase, 2. charakterisiertes Protein
Nukleoporin / Kernporenprotein

nuklearer Export Faktor

NTF2 verwandter Export Faktor

optische Dichte

offenes Leseraster (open reading frame)
Polyacrylamidgelelektrophorese
Polymerasekettenreaktion (polymerase chain reaction)
Phenylmethylsulfonylfluorid

Ras-verwandtes nukleédres Protein (Ras-related nuclear
protein)

Ribonucleic Acid Trafficking

Ribosomale Exportmutante / Ribosomen Export
Ribonukleinsaure (ribonucleic acid)

Ribonukleoprotein Partikel

RNA und Exportfaktor bindende Proteine
Umdrehungen pro Minute (rotations per minute)

Rev Response Element

ribosomale RNA

Saccharomyces cerevisiae

Schizosaccharomyces pombe

Saccharomyces cerevisiae

Schizosaccharomyces pombe

Glukose-haltiges Mediumfir Hefe
Natriumdodecylsulfat

Disruptionsstamm komplementiert mit einem pURA3-WT
Plasmid

synthetisch letal / synthetische Letalitat

kleine nukleoldre RNA (small nucleolar RNA)

Tandem Affinity Purification
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TCA Trichloressigsaure

TE Total Extrakt (Zelllysat)

TEV tobacco etch virus

tRNA Transfer-RNA

ts Temperatur-sensitiv

U unit

UTR Untranslated region

wit Wildtyp

WwW Wechselwirkung

YPD Glukose-haltiges Vollmedium fir Hefe
YPG Galaktose-haltiges Vollmedium fir Hefe
m Mikroliter

nv mikromolar

Termini technici

Haufig in Laborjargon verwendete Fachausdriicke wie Screen, Assay, Repeats,
Inkubation, etc. wurden nicht Ubersetzt und ohne Anfliihrungszeichen in dieser
Arbeit benutzt.



