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EINLEITUNG

1 EINLEITUNG

Boten-RNA (mRNA) stellt die universelle Verbindung zwischen der in der DNA
gespeicherten Erbinformation und einer durch Proteine vermittelten Genfunktion dar.
Die mRNA ist jedoch mehr als eine fur den Informationsfluss notwendige
Zwischenstufe: Neben ihrer Synthese (Transkription) finden sich im Lebenszyklus
einer mMRNA mit Prozessierung, Kernexport sowie zytoplasmatischem Transport,
Verankerung, Translation, Stabilisierung und Abbau wichtige regulierte Schritte, die
zu einer Anpassung der Menge und Lokalisation einzelner Proteine an die
Bediirfnisse der Zelle beitragen (Abb. 1.1). Diese Schritte werden unter dem Uber-
begriff posttranskriptionale Genregulation zusammengefasst. Die experimentelle
Arbeit befasst sich mit der Charakterisierung von Scp160p, einem Hefe-Protein, dass
aufgrund seiner Charakteristika und Lokalisation an zytoplasmatischen Vorgangen
der posttranskriptionalen Genregulation beteiligt sein konnte. In den folgenden
Abschnitten sollen daher anhand von Beispielen die Prinzipien wichtiger zyto-
plasmatischer Aspekte der posttranskriptionalen Genregulation erlautert werden.
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Abb. 1.1 Aspekte der posttranskriptionalen Genregulation

Schematische Darstellung moglicher Stufen der posttranskriptionalen Genregulation.
Nukleare Aspekte sind in blauer, zytoplasmatische in roter Schrift dargestellt.

Nach seiner Synthese (Transkription) wird ein Transkript durch Anfligen der CAP-Struktur,
Splicen und Polyadenylierung prozessiert. Die reife mRNA wird aus dem Zellkern
exportiert. Im Zytoplasma kénnen mRNAs durch einen Lokalisationsprozess an einem
definierten Zielort angereichert und verankert werden. Im allgemeinen werden lokalisierte
MRNAs erst nach erfolgter Lokalisation translatiert. Die Translation kann am Zielort re-
initiiert werden. Der Lebenszyklus der mRNA wird durch ihren Abbau abgeschlossen. Eine
detailliertere Erklarung der zytoplasmatischen Aspekte findet sich im Text.
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1.1 Zytoplasmatische Aspekte der posttranskriptionalen
Genrequlation

1.1.1 Lokalisation von mRNA

Die Lokalisation von mRNAs ist ein Prozess, in dem eine mRNA nach ihrer Synthese
an einem definierten Ort angereichert wird. Als Zielorte einer mRNA-Lokalisation
kommen je nach individueller mRNA Tochterzellen, Pole von Oozyten sowie
membranumschlossene Organellen oder makromolekulare Strukturen innerhalb
einer Zelle in Frage.

Ein Beispiel fur eine mRNA-Lokalisation zur Tochterzelle stellt die ASH7 mRNA in
Saccharomyces cerevisiae dar. Die Lokalisation der mRNA ist die Ursache fur eine
asymmetrische Verteilung des Transkriptionsfaktors Ash1p, der in der Folge in der
Tochterzelle einen Wechsel des Paarungstyps unterdruckt (Long et al., 1997). Eine
mRNA-Lokalisation innerhalb von Oozyten ist bei der Entwicklung von Drosophila
und Xenopus von grol3er Bedeutung. Beispielsweise ist in der Drosophila-Oozyte
eine Lokalisation der bicoid, nanos und oskar mRNAs an den Polen der Oozyte zur
korrekten Steuerung von Differenzierungsvorgangen nétig. Die mRNA-Lokalisation
bewirkt die Ausbildung einer charakteristischen Verteilung der kodierten Proteine
(Morphogen-Gradienten), die nach der Zellularisierung zur Differenzierung morpho-
logisch unterschiedlicher Zellen und Gewebe fuhrt (Driever & Nusslein-Volhard,
1988; Ephrussi & Lehmann, 1992; Gavis & Lehmann, 1992; Smith et al., 1992).

Die intrazellulare Lokalisation einer mMRNA an membranumgebenen Organellen —
etwa nahe dem Zellkern, an Mitochondrien oder an einer Subdomane des ER — kann
die effiziente Lokalisation der kodierten Proteine unterstitzen (Corral-Debrinski et al.,
2000; Levadoux et al., 1999). So bewirkt in Reissamen die Lokalisation von mRNAs
die Synthese der kodierten Speicherproteine an den Prolamin-Korperchen, die eine
spezialisierte Subdomane des ER darstellen (Choi et al., 2000; Muench et al., 2000;
Muench et al., 1998). Daneben gibt es Hinweise darauf, dass die Lokalisation
spezifischer mRNA auch bei der Verteilung von Membranproteinen in spezifische
Subdomanen der Plasmamembran beteiligt sein kann (Takizawa et al., 2000).

Neben den genannten Beispielen kann eine mRNA-Lokalisation auch zum Aufbau
komplexer Multiprotein-Strukturen beitragen. So bendtigt die geordnete Biogenese
von Flagellen in Naegleria gruberi die gemeinsame Lokalisation mehrerer mRNAs
am Ort der Flagellen-Synthese (Han et al., 1997). Des weiteren sind einige Proteine
des Zytoskeletts in der Lage, bereits wahrend ihrer Synthese Komplexe zu bilden.
Durch die gleiche Lokalisation der kodierenden mRNAs wird diese Komplexbildung
erleichtert (Isaacs et al., 1989; L'Ecuyer et al., 1998).
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In der Literatur existieren zwei prinzipiell unterschiedliche, sich jedoch gegenseitig
nicht ausschlieBende Mechanismen, die zu einer definierten Lokalisation von
mMRNAs in der Zelle fihren kdnnen: Aktiver Transport sowie selektive Stabilisierung
der mRNA am Zielort (Bashirullah et al., 1998; Lipshitz & Smibert, 2000).

Ein aktiver Transport entlang dem Zytoskelett fuhrt in Drosophila zur Lokalisation
der oskar und bicoid mRNAs (Lipshitz & Smibert, 2000). Beide mRNAs werden in
den Ammenzellen in der Mitte der Eizellreifung synthetisiert und in den vorderen Teil
der Oozyte transportiert. Wahrend die bicoid mRNA im vorderen Pol der Oozyte
verankert wird, wird die oskar mRNA zum hinteren Pol transportiert und dort
verankert. In Hefe wird die ASH1 mRNA entlang des Aktin-Zytoskeletts von der
Mutterzelle an die Spitze der Tochterzelle transportiert und dort verankert (Long et
al., 1997; Takizawa et al., 1997). Die zweite Moglichkeit zur Lokalisation von mRNAs,
selektive Stabilisierung einer mRNA in einer definierten Region der Zelle in
Kombination mit einem Abbau im Ubrigen Zytoplasma, spielt in Drosophila fur die
Lokalisation der Hsp83 und nanos mRNAs eine wichtige Rolle (Bashirullah et al.,
1999; Bergsten & Gavis, 1999; Ding et al., 1993). Die Regulation der selektiven
mMRNA-Stabilisierung erfordert sowohl destabilisierende Sequenzen innerhalb der
mMRNA als auch Bereiche, die die mMRNA am Zielort vor Abbau schitzen. In beiden
genannten Fallen befinden sich diese regulatorischen Sequenzen im 3°-UTR der
mRNAs (Bashirullah et al., 1999).

1.1.2 Translationsrequlation

Eine eukaryontische Zelle hat die Mdglichkeit, die generelle Proteinsynthese als
Antwort auf verschiedene Stimuli zu regulieren. Haufig geschieht dies durch
Regulation des Phosphorylierungszustands von Translations-Initiations- und
Elongationsfaktoren (Hershey, 1990). Beispielsweise fuhrt Aminosaureentzug zu
einer Phosphorylierung des Initiationsfaktors elF2A und dadurch zur generellen
Hemmung der Proteinsynthese (Kimball, 2001; 2002). Daneben wird die spezifische
Translationsaktivitat vieler mRNAs durch Sequenzelemente innerhalb der mRNA
bestimmt. Durch ihre Interaktion mit regulatorischen Faktoren vermitteln diese
Sequenzen eine Steuerung unterschiedlicher Schritte der Translation.

Einer der bestimmenden Parameter fur die Effizienz der Translation und Stabilitat
einer MRNA ist die Lange des Poly(A)-Schwanzes am 3'-Ende einer RNA. Eine
Verlangerung des Poly(A)-Schwanzes fuhrt zu einer translationalen Aktivierung und
Stabilisierung der mRNA, eine Verklrzung des Poly(A)-Schwanzes fuhrt dagegen zu
einer Translationshemmung und schlieBlich zum mRNA-Abbau. Der Einfluss des
Poly(A)-Schwanzes auf die Translationsrate wird durch ein Modell erklart,
demzufolge translatierte mMRNA-Molekule eine ringférmige Konformation annehmen
(Jacobson, 1996; Sachs, 2000). Die Verbindung der 3'- und 5°-Enden der mRNA
wird durch eine Interaktion von elF4G, einer Komponente des CAP-bindenden
Komplexes elF4F, mit dem Poly(A)-bindenden Protein (PABP) vermittelt (Tarun &
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Sachs, 1996). Die Lange des Poly(A)-Schwanzes am 3'-Ende der mRNA bestimmt
die Anzahl der gebundenen PABP-Molekule und damit die Effizienz des
Ringschlusses. Einer Hypothese zufolge erleichtert ein Ringschluss die Reinitiation
der Translation, indem dieser die mMRNA-Enden, an denen Termination und Initiation
stattfinden, in engen Kontakt bringt. Gleichzeitig tragt ein Ringschluss zum Schutz
beider mMRNA-Enden vor Abbau bei (Johnstone & Lasko, 2001; Sachs, 2000). Eu-
karyontische Zellen sind in der Lage, durch eine Veranderung der Lange des
Poly(A)-Schwanzes die Translationsrate definierter mRNAs zu regulieren. Eine
solche Translationskontrolle durch Regulation der Lange des Poly(A)-Schwanzes
spielt wahrend der Entwicklung in Vertebraten und Invertebraten eine bedeutende
Rolle (de Moor & Richter, 1999; 2001; Richter, 1999; 2000). Eine zytoplasmatische
Verlangerung des Poly(A)-Schwanzes kann durch zytoplasmatische Poly-
adenylierungs-Elemente (CPEs), die haufig im 3-UTR der mRNA liegen, vermittelt
werden (Richter, 1999). In Drosophila ist dieser Vorgang fur die translationale
Aktivierung von SchlUsseldeterminanten der embryonalen Musterbildung wie bicoid,
torso oder Toll mRNAs verantwortlich (Salles et al., 1994). Ahnlich wie die zyto-
plasmatische Polyadenylierung wird eine Deadenylierung von mRNAs haufig durch
Deadenylierungs-Elemente (EDEN) innerhalb der mRNAs reguliert (Audic et al.,
1997; Bouvet et al., 1994; Legagneux et al., 1992; Legagneux et al., 1995; Paillard et
al., 1998). Ein Beispiel fur eine mRNA, die durch Deadenylierung translational repri-
miert wird, stellt die hunchback (hb) mRNA in Drosophila dar (Wharton & Struhl,
1991; Wreden et al., 1997).

Neben der Regulation der Lange des Poly(A)-Schwanzes kann die Translation einer
mMRNA auch durch ihre Maskierung reguliert werden. Bei diesem Vorgang werden
MRNAs in einen mRNP-Partikel derart eingebunden, dass sie fur Translation oder
Abbau unzuganglich sind (Spirin, 1996). Es wird angenommen, dass die Maskierung
durch Proteine bewirkt wird, die eine RNA binden und ihre Konformation verandern.
Nach entsprechendem Stimulus werden die maskierenden Proteine entfernt und
damit eine Translation der mRNA ermdoglicht (Johnstone & Lasko, 2001). Ein der-
artiger Vorgang ist unter anderem an der Translationskontrolle der cyclin BT mRNA
in Xenopus-Oozyten beteiligt (Barkoff et al., 2000; de Moor & Richter, 1999).

Ein wichtiges Beispiel fur translationale Kontrolle durch Sekundarstrukturelemente
in den nichttranslatierten Bereichen der mRNAs finden sich im zellularen Eisen-
Metabolismus bei der Regulation des Eisen-Speicherproteins Ferritin und des fur die
Eisen-Aufnahme essentiellen Transferrin-Rezeptors (TfR). Die Eisen-Aufnahme und
—Speicherung wird durch einen Ruckkopplungs-Mechanismus reguliert, der auf einer
posttranskriptionalen Ebene durch die zytoplasmatischen Faktoren IRP1 und IRP2
(iron responsive protein 1/2) vermittelt wird (Hentze & Kuhn, 1996; Ponka et al.,
1998). Diese Proteine binden bei geringer Eisen-Konzentration an Sekundar-
strukturen im 5-UTR der Ferritin mRNA und im 3°-UTR der TfR mRNA. Diese
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Bindung inhibiert die Translation der Ferritin mMRNA und stabilisiert gleichzeitig die
TfR mRNA (Dix et al., 1993; Gray & Hentze, 1994).

Wahrend der Translations-Initiation ist auch die Einbindung der 60S-ribosomalen
Untereinheit ein regulierter Schritt (Ostareck et al., 2001). In Erythrozyten-
Vorlauferzellen aus Saugern reprimiert ein spezifischer mRNP-Komplex die Trans-
lation der 15-Lipoxygenase (LOX) mRNA durch eine Interaktion mit ihrem 3'UTR
(Ostareck et al., 1997; Ostareck-Lederer et al., 1994). Diese Translationshemmung
findet auf Ebene der Einbindung der 60S-ribosomalen Untereinheit statt (Ostareck et
al., 2001) und wird durch Veranderung der Aktivitat der an diesem Schritt beteiligten
Initiationsfaktoren elF5 und elF5B vermittelt (Chakravarti et al., 1993; Pestova et al.,
2000; Raychaudhuri et al., 1985a; b).

1.1.3 Kopplung von mRNA-Lokalisation und Translation

Bei vielen mRNAs sind Lokalisation und Translation mechanistisch aneinander
gekoppelt: Wahrend des Lokalisationsprozesses ist die Translation der mRNA
gehemmt; erst nach korrekter Lokalisation der mRNA wird die Hemmung aufgehoben
und eine Translation ermdglicht (Lipshitz & Smibert, 2000). In Drosophila ist ein
derartiger Mechanismus wahrend der Lokalisation der oskar und nanos mRNAs zum
hinteren Ende der Oozyte von Bedeutung (Dahanukar & Wharton, 1996; Gavis &
Lehmann, 1994; Gunkel et al., 1998; Kim-Ha et al., 1995; Smibert et al., 1996;
Webster et al., 1997). Sowohl die Regulation dieser Translationshemmung als auch
die nachfolgende Aktivierung der Translation wird in diesen Beispielen durch direkt
oder indirekt an die mRNA bindende Proteine vermittelt (Johnstone & Lasko, 2001).
Ein weiteres — jedoch sehr viel generelleres Beispiel — stellt die SRP-vermittelte
Translationshemmung wahrend des Transports von Komplexen aus mRNA, Ribo-
somen und naszierenden Ketten ans ER dar. Auch hier wird die Proteinsynthese
solange gehemmt, bis der Gesamtkomplex den Zielort erreicht (Walter & Blobel,
1981).

Neben der translationalen Hemmung misslokalisierter mRNAs stellt eine
translationsabhangige Verankerung einen weiteren Mechanismus dar, Uber den
mMRNA-Lokalisation und Translation gekoppelt sein kdnnen. Ein Beispiel dafir ist die
ASH1 mRNA in Hefe, deren Verankerung zum Teil durch ihre Translation vermittelt
wird. Die Verhinderung der Translation C-terminaler Bereiche von Ash1p fuhrt zu
einer Mislokalisation der ASHT mRNA (Gonzalez et al., 1999).
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1.1.4 Requlation der zytoplasmatischen mRNA-Stabilitat

Die Veranderung von Stabilitat und Abbaurate einzelner mRNAs erlaubt es einer
Zelle, die Menge einer mRNA und damit die Proteinsyntheserate sehr schnell ihren
Bedurfnissen anzupassen (Wilusz et al., 2001). Beide Parameter werden durch
stabilisierende oder destabilisierende Sequenzelemente innerhalb der mRNA re-
guliert (Bakheet et al., 2001; Chen & Shyu, 1995; Veyrune et al., 1995).

Der erste Schritt des Abbaus der meisten mRNAs ist die Verkurzung des Poly(A)-
Schwanzes durch eine Deadenylase. Die Entfernung des Poly(A)-Schwanzes ist das
Signal far die Spaltung der CAP-Struktur und einen schnellen Abbau der verblei-
benden RNA durch Exonukleasen (Beelman et al., 1996; Hsu & Stevens, 1993;
LaGrandeur & Parker, 1998; Wilusz et al., 2001). Interne RNA-Sequenzen kdnnen
diesen Abbau-Mechanismus regulieren, indem sie durch spezifisch bindende
Faktoren die Interaktion von PABP und dem Poly(A)-Schwanz oder zwischen elF4E
und der CAP-Struktur am 5°-Ende der mRNA verandern und dadurch die Zu-
ganglichkeit der mRNA fur abbauende Enzyme modulieren (Bernstein et al., 1989).
Zusatzlich beeinflusst die Translationsrate die Stabilitat einer mRNA: Eine Hemmung
der Translations-Initiation destabilisiert mMRNAs, eine Hemmung der Translations-
Elongation fuhrt dagegen zu einer mRNA-Stabilisierung. Diese Korrelation wird auf
die Interaktion von Ribosomen mit der mRNA und den dadurch erschwerten Zugang
RNA-abbauender Enzyme zurtckgefuhrt (Beelman & Parker, 1994).

1.2 Die KH-Domane

Alle posttranskriptionalen Schritte der Genregulation werden durch RNA-bindende
Proteine vermittelt. Wahrend ihres gesamten Lebenszyklus liegen mRNA-Molekdle in
dynamischen Komplexen mit unterschiedlichen RNA-bindenden Proteinen vor
(Dreyfuss et al., 2002). Die individuelle Ausstattung einer mRNA mit Proteinen hangt
im Wesentlichen von den spezifischen, in ihrer Sequenz begriindeten Eigenschaften
ab. Eine Fulle unterschiedlicher Protein-Domanen sind in der Lage, eine Interaktion
mit RNA zu vermitteln (Burd & Dreyfuss, 1994). Je nach Proteinumfeld kénnen
solche RNA-bindenden Domanen einzelne Sequenzen hochspezifisch erkennen
oder aber eine eher unspezifische Bindung vermitteln. Haufig beinhalten RNA-
bindende Proteine unterschiedliche RNA-bindende Doméanen, die verschiedene
Strukturelemente einer Ziel-RNA erkennen und damit zu einer spezifischen RNA-
Bindung beitragen.

Im Rahmen dieser Arbeit von besonderem Interesse ist die KH-Domane (hnRNP K-
Homologie-Domane), die im untersuchten Protein Scp160p in 14 Kopien auftritt. Die
KH-Domane wurde zunachst in hnRNP K (Siomi et al., 1993), spater in vielen
weiteren RNA-bindenden Proteinen entdeckt. Im Proteinkontext konnte eine
sequenzspezifische RNA-Interaktionen einzelner oder mehrerer KH-Domanen nach-
gewiesen werden. Beispiele hierfur sind Nova-1 (Buckanovich & Darnell, 1997;
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Jensen et al., 2000; Lewis et al., 2000; Yang et al., 1998), der Splicing Faktor
SF1/BBP (Berglund et al., 1998), hnRNP K und E1/E2 (Ostareck et al., 1997; Thisted
et al., 2001) sowie Xenopus-Vigilin (Cunningham et al., 2000; Kanamori et al., 1998).
Eine KH-Domane umfasst etwa 70 Aminosauren. Die typische Abfolge von a-Helices
und p-Faltblatt-Elementen ist afpaap oder faoppa. Trotz der unterschiedlichen Ab-
folgen der Sekundarstrukturelemente resultiert in beiden Fallen eine sehr ahnliche
Gesamtfaltung der Domane (Grishin, 2001). Neben dieser Faltung setzt die RNA-
Bindung einer KH-Domane die Anwesenheit konservierter Reste um die zentrale
Konsensus-Sequenz VIGXXGXXI voraus (Burd & Dreyfuss, 1994; De Boulle et al.,
1993; Garcia-Mena et al., 1999; Gibson et al., 1993; Jones & Schedl, 1995; Lewis et
al., 2000; Siomi et al., 1994; Siomi et al., 1993).

Abb. 1.2 Strukturen von KH-Domanen
mit unterschiedlicher Abfolge von
Sekundarstrukturelementen

Vergleich der Faltungen von KH-
Doméanen mit pfaappa- (A) oder
afpaop-Abfolge von Sekundarstruktur-
Elementen (B). Strukturell &quivalente
Elemente sind in gleicher Farbe,
Seitenketten konservierter Reste sind
einzeln dargestellt. Veradndert nach
(Grishin, 2001).

A, Die Struktur der KH-Domane 6 aus Hihner-Vigilin

B, Die Struktur der N-terminalen Domane des ribosomalen Proteins S3

Beispiele fur unterschiedliche Funktionen von KH-Domanen-Proteinen im RNA-
Metabolismus sind in Tabelle 1.1 aufgefuhrt.

Tabelle 1.1 Beispiele fiir KH-Domanen-Proteine im RNA-Metabolismus

Funktion Protein Zitat

RNA-Lokalisation ZBP Ross et al., 1997)

Translation hnRNP K, hnRNP E1/E2 Ostareck et al., 1997)
FMRP Brown et al., 2001)

(
(
(
mRNA-Splicing Nova-1 (Buckanovich & Darnell, 1997)
(Jensen et al., 2000)
Mer-1 (Nandabalan & Roeder, 1995)
(Engebrecht & Roeder, 1990)
(Arning et al., 1996)
(
(
(

Siebel et al., 1995)
Michael et al., 1997)
Cunningham et al., 2000)

SF1
PSI

Shuttling Faktoren hnRNP K
RNA-Stabilitat Vigilin

Die Funktion von Proteinen mit KH-Domanen ist nicht auf den RNA-Metabolismus
beschrankt. Vielmehr gibt es Hinweise darauf, dass KH-Domanen auch eine
sequenzspezifische Bindung von DNA sowie Protein-Protein-Interaktionen vermitteln
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konnen (Baehrecke, 1997; Bomsztyk et al., 1997; Cortes et al., 1999; Lin et al., 1997,
Mahone et al., 1995; Wong et al., 1992; Zaffran et al., 1997; Zorn & Krieg, 1997).

1.3 Die Vigilin-Proteinfamilie

Die Familie Vigilin-ahnlicher Proteine zeichnet sich durch die charakteristische
Domanenorganisation ihrer Mitglieder aus: 14 oder 15 aufeinanderfolgende KH-
Doméanen decken uber 90% der Proteinsequenz ab. Vigilin-ahnliche Proteine finden
sich in vielen eukaryontischen Organismen von Hefe bis zum Menschen (Schmidt et
al., 1992; Weber et al., 1997). Einzelnen Vertretern der Vigilin-Familie wurden in
verschiedenen Modellorganismen Rollen bei der Zellaktivierung, bei der Protein-
synthese und Sekretion, im tRNA- und mRNA-Metabolismus, bei der Funktion von
Heterochromatin oder bei der Teilung von ER- und Kernmembranen zugeordnet.

1.3.1 Vigilin in Vertebraten

Als erstes Mitglied der Vigilin-Familie wurde Huihner-Vigilin charakterisiert. Das
Protein akkumuliert im Zytoplasma, daneben gibt es Hinweise auf eine Kern-
lokalisation. Die Expression von Huhner-Vigilin ist abhangig vom Differenzierungs-
zustand und Alter der untersuchten Zellkulturen. Hohe Vigilin-Expressionsraten
wurden nach Mitogen-Stimulation und in transformierten Zelllinien beschrieben.
Aufgrund dieser Daten wurde eine Beteiligung von Vigilin bei der Zellaktivierung
vorgeschlagen (Gan, 1993; Grunweller et al., 1997; Henkel et al., 1992; Neu-Yilik et
al., 1993; Plenz et al., 1993; Schmidt et al., 1992).

In Saugetieren wurde Vigilin durch seine hohe Homologie zum Huhner-Protein
identifiziert (Plenz et al., 1994). Ahnlich wie Hiihner-Vigilin ist die Expression von
Vigilin in Sauger-Zellen abhangig vom Differenzierungsstatus sowie der Protein-
synthese- und Sekretions-Aktivitat des untersuchten Gewebes. Unter limitierenden
Wachstumsbedingungen wird die Vigilin-Expression reprimiert (Kruse et al., 1998a;
Plenz et al., 1994; Rumpel et al., 1996). In vitro interagiert Vigilin mit hoher Affinitat
aber geringer Spezifitat mit tRNA; in vivo-Daten deuten darauf hin, dass Sauger-
Vigilin den tRNA-Export aus dem Zellkern beschleunigt (Kruse et al., 1996; Kruse et
al., 1998b; Kruse et al., 2000). Zwischen der zweiten und dritten KH-Doméane wurde
ein funktionelles Kernlokalisations-Signal identifiziert. Konsistent damit liegt Sauger-
Vigilin im Zytoplasma sowie im Zellkern vor (Klinger & Kruse, 1996; Kruse et al.,
1998a; Kruse et al., 1998b; Kugler et al., 1996). Im Zytoplasma assoziiert das Protein
mit dem ER (Klinger & Kruse, 1996). Sowohl aus zytoplasmatischen als auch aus
nukledren Extrakten wurde Sauger-Vigilin im Komplex mit tRNA und dem
Translations-Elongationsfaktor eEF1a aufgereinigt. Im nuklearen Komplex konnten
daneben der tRNA-spezifische Export-Rezeptor Exportin-t, im zytoplasmatischen
Komplex eEF-14, y und § identifiziert werden (Kruse et al., 1996; Kruse et al., 1998b;
Kruse et al., 2000). Aufgrund seiner ER-Lokalisation sowie seiner hohen Expression
in biosynthetisch und sekretorisch aktivem Gewebe wurde vorgeschlagen, dass
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Vigilin eine Rolle bei der Synthese sekretorischer Proteine spielt. Daneben deuten
die Daten auf eine Beteiligung von Vigilin beim Kernexport von tRNA hin (Klinger &
Kruse, 1996; Kruse et al., 1998b; Kruse et al., 2000; Kugler et al., 1996).

Xenopus laevis-Vigilin wurde durch seine hohe Affinitat zum 3 -nichttranslatierten
Bereich der Vitellogenin mRNA isoliert und charakterisiert (Dodson & Shapiro, 1997).
Durch in vitro Selektion (SELEX) konnten RNA-Sequenzen identifiziert werden, an
die Vigilin mit erhohter Affinitat bindet (Kanamori et al., 1998): Diese Sequenzen
zeichnen sich durch bestimmte Sequenzmotive, eine weitgehende Abwesenheit
stabiler Sekundarstrukturen sowie eine Mindestlange von etwa 75 Nukleotiden aus
(Kanamori et al., 1998). In vitro-Versuche mit gereinigten Komponenten deuten
darauf hin, dass Vigilin die Vitellogenin mRNA selektiv vor Spaltung durch die
sequenzspezifische mMRNA Endonuklease PMR-1 schitzt. In vivo korreliert die
Stabilitat der Vitellogenin-mRNA mit der Ostrogen-abhangigen Induktion von Vigilin
(Cunningham et al., 2000; Dodson & Shapiro, 1997). Die veroffentlichten experimen-
tellen Daten schlagen vor, dass Xenopus-Vigilin durch differentielle Stabilisierung
spezifischer mMRNAs eine Rolle bei der Vermittlung einer zellularen Antwort auf einen
Hormon- oder Proliferations-Stimulus spielt.

1.3.2 DDP1 in Drosophila melanogaster

DDP1 (Cortes et al., 1999) wurde als ein Einzelstrang-DNA bindendes Protein in
Drosophila melanogaster charakterisiert. Eine aufgrund der 15 aufeinanderfolgenden
KH-Doméanen vermutete Zugehdrigkeit zur Vigilin-Proteinfamilie wurde anhand der
Komplementation der Phanotypen eines scp160A-Stammes in Hefe bestatigt
(Cortes et al., 1999). DDP1 wurde entwicklungsabhangig nach der Zellularisierung im
Zellkern lokalisiert (Cortes et al., 1999). An polytdnen Riesen-Chromosomen
assoziiert DDP1 am Chromozentrum mit perizentrischem Heterochromatin. Daneben
wurde es an unterschiedlichen Loci im Heterochromatin und Euchromatin von Inter-
phase-Kernen nachgewiesen (Cortes et al., 1999). Die Interaktion von DDP1 mit dem
unstrukturierten C-Strang zentromerer Dodekasatellit-DNA ist sequenzspezifisch. In
vitro benotigt die Interaktion eine Mindestlange der DNA von 75 bis 100 Nukleotiden
und wird durch die Abwesenheit von Sekundarstrukturen in der DNA erleichtert
(Cortes & Azorin, 2000; Cortes et al., 1999). Aufgrund der Lokalisation an Hetero-
chromatin in unterschiedlichen Entwicklungsstadien wurde spekuliert, dass DDP1
eine Rolle bei der Organisation und Funktion von Heterochromatin spielt (Cortes &
Azorin, 2000).
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1.3.3 Scp160p in Hefe

Das Hefeprotein Scp160p besteht weitgehend aus 14 aufeinanderfolgenden KH-
Doméanen (Wintersberger et al., 1995). Nur die N-terminalen etwa 100 Aminosauren
sind nicht Bestandteil einer KH-Domane. Aufgrund dieses Domanenaufbaus wurde
vorgeschlagen, dass es sich bei Scp160p um ein Protein aus der konservierten
Vigilin-Familie handelt. Im Gegensatz zu allen anderen charakterisierten Vertretern
der Vigilin-Proteinfamilie sind 7 der 14 KH-Domanen von Scp160p degeneriert und
weisen Abweichungen innerhalb des zentralen GXXG-Motivs auf (Abb. 1.3). Neben
den KH-Domanen wurde ein mdgliches Kernlokalisations-Signal sowie ein mdgliches
Kernexport-Signal beschrieben (Weber et al., 1997).

NES NLS

Konsensus- \ degenerierte potentielles Kern-
KH-Doméne KH-Domaéane Transport-Signal

Abb. 1.3 Beschriebene Domanenstruktur von Scp160p

Neben 7 Konsensus und 7 degenerierten KH-Domanen wurden in Scp160p Sequenzen mit
Ahnlichkeit zu beschriebenen zweiteiligen Kernimport-Signalen (AS 321-225) und leucin-
reichen Kernexport-Signalen (AS 52-61) beschrieben (Weber et al., 1997)

Konsistent mit seinem modularen Aufbau aus KH-Domanen hat Scp160p in vitro eine
Affinitat fir Ribohomopolymere, ribosomale RNA sowie einzelstrangige und doppel-
strangige DNA (Weber et al., 1997).

Deletion von SCP160 fuhrt zu charakteristischen Phanotypen: Ein scp160A-Stamm
ist lebensfahig, zeigt jedoch eine anormale Morphologie mit vergroRerten Zellen und
fragmentierten Vakuolen sowie eine reduzierte Anzahl teilungsfahiger Zellen. Ein im
scp160A-Stamm beschriebener Chromosomensegregationsdefekt fuhrt zu einem
irreversibel erhohten DNA-Gehalt sowie beim Kreuzen von scp7160A-Stammen mit
einem Wildtyp-Stamm zur unregelmafigen Verteilung genetischer Marker (Winters-
berger et al., 1995).

Scp160p wurde nahe der Kernmembran und dem ER lokalisiert. Die Abwesenheit
einer Signalsequenz oder einer potentiellen Transmembran-Domane legt nahe, dass
Scp160p mit der zytoplasmatischen Seite des endoplasmatischen Retikulums (ER)
interagiert (Wintersberger et al., 1995). In vitro fuhren Bedingungen, die eine
Ablésung von Ribosomen vom ER bewirken, ebenso wie hohe Salzkonzentrationen
zu einer Freisetzung von Scp160p (Weber et al., 1997). Lang und Kollegen (Lang &
Fridovich-Keil, 2000) konnten einen zytosolischen Komplex aus Scp160p und Poly-
somen identifizieren. Dem widersprechen jedoch Daten einer anderen Gruppe
(Weber et al., 1997), die keine Assoziation von Scp160p mit zytosolischen Poly-
somen nachweisen konnten. Nach EDTA-Behandlung von Extrakten wurde Scp160p
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in einem RNAse- und salzsensitiven Komplex von etwa 1,3MDa Grolke gefunden
(Lang & Fridovich-Keil, 2000). Affinitats-Chromatographie fuhrte zu Identifizierung
von Pab1p (Poly(A)-bindendes Protein) und Bfr1p (BrefeldinA Resistenz-Protein) als
Bestandteil dieses Komplexes (Lang & Fridovich-Keil, 2000).

Aufgrund der verdffentlichten Daten wurde eine Beteiligung von Scp160p an
unterschiedlichen zellularen Prozessen vorgeschlagen: Wintersberger und Kollegen
spekulieren Uber eine Funktion von Scp160p bei der korrekten Verteilung der ER-
und Kern-Membranen wahrend der Zellteilung (Wintersberger et al., 1995). In einer
nachfolgenden Verdoffentlichung (Weber et al., 1997) sieht die gleiche Gruppe eine
maogliche Funktion von Scp160p im Export von RNA aus dem Zellkern oder dem
Transport von RNA im Zytoplasma. Eine andere Gruppe beschreibt eine mogliche
Funktion von Scp160p im mRNA-Metabolismus und spekuliert Uber eine Rolle von
Scp160p als Verbindungsglied zwischen Chromosomensegregation und mRNA-
Metabolismus (Lang & Fridovich-Keil, 2000; Lang et al., 2001).

Tabelle 1.2 fasst die Eigenschaften der charakterisierten Mitglieder der Vigilin-
Proteinfamilie in unterschiedlichen Organismen zusammen.

Tabelle 1.2 Eigenschaften von Proteinen der Vigilin-Familie

KH-Dom./  in vivo- Inter- hvpothetische
Protein Organismus davon RNA/DNA- Lokalisation aktions- Expression yp .
. . Funktion
degeneriert Bindung Partner
Zytoplasma, abhangig von
Vigilin Huhn 15/15 n.b. Interaktion mit n.b. Entwicklung, Zellaktivierung
Kernextrakten Differenzierung

Zytopl.: ER  eEF-1a,8.,v,8 abhangig von Proteinsynthese

Vigilin  Sauger 15/15 tRNA  Zellkern eEF1a, Entwicklung, 1§ Sekretion
Exoortin-t Differenzierung, {RNA-Transport
Xportin- Proteinsynthese P
vigilin  XéNopus 14/ 14 mRNA  Zytoplasma nb, ~ Ostrogen- mRNA-Stabilitat
laevis induziert
Drosophila entwicklungs- .
. Funktion von
DDP1 melano- 15/15 ssDNA  abhangig im n.b. n.b. Heterochromatin
gaster Zellkern
Teilung von ER-
Saccharo- Zytoplasma: umn:mﬁer;rrren'
Scp160p  myces 1417 n.b. -ER Bfr1p,Pab1p n.b. RNA- ’
Al ] 5
cerevisiae Polysomen? Metabolismus
Translation
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2 MATERIAL UND METHODEN

2.1 Material
2.1.1 Chemikalien

Allgemeine Laborchemikalien wurden von Sigma (Taufkirchen), Merck (Darmstadt) oder
Serva (Heidelberg) bezogen. Die Bezugsquelle spezieller Chemikalien ist an entsprechender
Stelle erwahnt.

2.1.2 Enzyme

Standard-Enzyme wurden von New England Biolabs (Beverly, MA, USA), Roche
(Mannheim) oder Amersham-Pharmacia (Uppsala, Schweden) bezogen. Die Bezugsquelle
spezieller Enzyme ist an entsprechender Stelle erwahnt.

2.1.3 Antikorper

Tabelle 2.1 Im Rahmen dieser Arbeit verwendete Primar-Antikorper

Antigen Herkunft (v\czr;g:n'i;?gt) Quelle/Zitat
Scp160p Kaninchen 1:10000-1:30000 (Frey et al., 2001)
Rps3p Kaninchen 1:150000-1:500000 (Frey et al., 2001)
Rpl35p Kaninchen 1:25000-1:100000 (Frey et al., 2001)
Kar2p Kaninchen 1:10000-1:30000 Hergestellt nach (Rose et al., 1989)
Zwf1p Kaninchen 1:20000-1:60000 Sigma (Taufkirchen) (A9521)
Sec61p Kaninchen 1:10000-1:30000 Herstellung nach (Stirling et al., 1992)
GFP Kaninchen 1:3000-1:10000 Seedorf, 1999 #212]

Als Sekundar-Antikorper fur Western-Blots wurde je nach Herkunft des Primar-Antikorpers
Peroxidase-gekoppelter anti-Kaninchen- oder anti-Maus-Antikdrper aus Ziege (Sigma, Tauf-
kirchen) in einer Verdinnung von 1:5000-1:20000 eingesetzt.

2.1.4 GroBen-Standards

Als GroRenstandard fir DNA wurde die 1kb DNA-Leiter von GibcoBRL (Invitrogen,
Karlsruhe) sowie der DNA-Marker VI von Roche (Mannheim) eingesetzt. Zur GréRen-
bestimmung kleiner DNA-Fragmente wurde die 10bp-Leiter von Stratagene (La Jolla, CA,
USA) mit T4-Polynukleotidkinase (Stratagene) nach Anleitung mit y->2P-ATP markiert. Als
GroRenstandard fur RNA wurde der RNA-Marker von Promega (Madison, WI, USA), als
GroRenstandard fur Proteine die High Molecular Weight Standard Mixture fir SDS-PAGE
von Sigma (Taufkirchen) sowie der Prestained SDS-PAGE Standard "high range" von NEB
(Beverly, MA, USA) verwendet.

2.1.5 Oligonukleotide

Oligonukleotide wurden bei MWG-Biotech (Minchen), BioSpring (Frankfurt) oder der haus-
eigenen Oligonukleotid-Synthese des ZMBH (Heidelberg) in Auftrag gegeben, in einer Kon-
zentration von 50uM in Wasser geldst und bei —20°C gelagert. Tabelle 2.2 zeigt eine Auf-
listung der in der vorliegenden Arbeit verwendeten Oligonukleotide.

Die verwendete Farbkodierung symbolisiert:
rot: eingefuhrte Restriktionsschnittstellen oder Polymerase-Erkennungssequenzen
blau: eingefiihrte Mutationen im Vergleich zur WT Sequenz
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MATERIAL

2.1.6 Plasmide

Tabelle 2.3 Im Rahmen dieser Arbeit klonierte Plasmide

Spezifizierung Klonierung
Name Pro- Insert
Konstrukt Vektor-Riickgrat Vektor PCR- . .
motor Primer1 Primer2
Template
pSF1 | ADH1 Scp305-335-2xGFP/NUF2-3"-UTR pRS316 CEN URA3 | pPS1372 EcoRI/Clal  Yep13/6 SFSCP1 SFSCP2
pSF14 | ADH1 Scp1-320-2xGFP/NUF2-3°-UTR pRS316 CEN URA3 | pPS1372 EcoRlI/Clal  Yep13/6 SFSCP6 SFSCP7
pSF15 | ADH1 Scp1-320-2xGFP/NUF2-3°-UTR pRS314 CEN TRP1 | pPS1525 EcoRI/Clal  Yep13/6 SFSCP6 SFSCP7
pSF16 | ADH1 Scp1-555-2xGFP/NUF2-3°-UTR pRS316 CEN URA3 | pPS1372 EcoRlI/Clal Yep13/6 SFSCP6 SFSCP8
pSF17 | ADH1 Scp1-555-2xGFP/INUF2-3'-UTR pRS314 CEN TRP1 | pPS1525 EcoRI/Clal  Yep13/6 SFSCP6 SFSCP8
pSF18 | ADH1 Scp1-858-2xGFP/NUF2-3°-UTR pRS316 CEN URA3 pSF22 Sall/Clal Yep13/6 SFSCP6 SFSCP13
pSF19 | ADH1 Scp1-858-2xGFP/NUF2-3'-UTR pRS314 CEN TRP1 pSF23 Sall/Clal Yep13/6 SFSCP6 SFSCP13
pSF20 | ADH1 Scp1-1222-2xGFP/NUF2-3'-UTR pRS316 CEN URA3 pSF22 Sall/Clal Yep13/6 SFSCP6 SFSCP14
pSF21 | ADH1 Scp1-1222-2xGFP/NUF2-3°-UTR pRS314 CEN TRP1 pSF23 Sall/Clal Yep13/6 SFSCP6 SFSCP14
pSF22 | ADH1 SV40-NLS-2xGFP/NUF2-3"-UTR pRS316 CEN URA3 | pPS1372 Clal/EcoRl ~ 2nnealte o"9°”8“,f'sec°g‘1’§ SFSCP11 und
pSF24 | ADH1 2xGFP/NUF2-3°-UTR pRS316 CEN URA3 pSF1 EcoRI/Notl pSF25 EcoRlI / Notl
pSF25 | ADH1 2xGFP/NUF2-3-UTR pRS314 CEN TRP1 pizgoicnz’;ggf'
pSF26 | ADH1 Scp1-708-2xGFP/NUF2-3'-UTR pRS316 CEN URA3 pSF22 Clal/Sall Yep13/6 SFSCP6 SFSCP16
pSF27 | ADH1 Scp1-708-2xGFP/NUF2-3"-UTR pRS314 CEN TRP1 pSF23 Clal/Sall Yep13/6 SFSCP6 SFSCP16
pSF28 | ADH1 Scp1-1008-2xGFP/NUF2-3"-UTR pRS316 CEN URA3 pSF18 Clal/Sall pSF29 Clal/Sall
pSF29 | ADH1 Scp1-1008-2xGFP/NUF2-3"-UTR pRS314 CEN TRP1 pSF23 Clal/Sall Yep13/6 SFSCP6 SFSCP17
pSF30 | ADH1 Scp1-97-2xGFP/NUF2-3"-UTR pRS316 CEN URA3 | pPS1372 Clal/EcoRl  Yep13/6 SFSCP6 SFSCP19
pSF32 | ADH1 Scp1-181-2xGFP/NUF2-3'-UTR pRS316 CEN URA3 | pPS1372 Clal/EcoRl  Yep13/6 SFSCP6 SFSCP18
pSF40 | ADH1 Scp98-142-2xGFP/NUF2-3"-UTR pRS316 CEN URA3 |  pSF20 Clal/EcoRI Yep13/6  SFSCP20 SFSCP22
pSF44 | ADH1 Scp1-632-2xGFP/NUF2-3'-UTR pRS316 CEN URA3 pSF20 Clal/Sall Yep13/6  SFSCP24 SFSCP6
pSF46 | ADH1 Scp1-936-2xGFP/NUF2-3°-UTR pRS316 CEN URA3 pSF20 Clal/Sall Yep13/6 SFSCP25 SFSCP6
pSF54 | ADH1 SV40-NLS-2xGFP/NUF2-3"-UTR pRS316 CEN URA3 | pPS1372 Smal/Xhol pPS1372 EcoRV / Xhol
pSF57 | ADH1 4xGFP/NUF2-3"-UTR pRS316 CEN URA3 | pSF24 BamHI/Hindlll pSF1 SFSCP35 SFSCP36
pSF60 | ADH1 Scp143-632-2xGFP/NUF2-3"-UTR pRS316 CEN URA3 pSF22 Clal/Sall Yep13/6  SFSCP24 SFSCP23
pSF62 | ADH1 Scp98-132-2xGFP/NUF2-3"-UTR pRS316 CEN URA3 pSF22 Clal/Sall Yep13/6  SFSCP20 SFSCP34
pSF64 | ADH1 Scp109-132-2xGFP/NUF2-3"-UTR pRS316 CEN URA3 pSF22 Clal/Sall Yep13/6  SFSCP33 SFSCP34
pSF66 | ADH1 Scp109-142-2xGFP/NUF2-3"-UTR pRS316 CEN URA3 pSF22 Clal/Sall Yep13/6 ~ SFSCP22 SFSCP33
pSF69 | ADH1 SGFP-LacZ/NUF2-3-UTR pRS316 CEN URA3 | pSF24 Xhol/BamHI ~ pUHD16-1  SFSCP42 SFSCP41
pSF72 - SCP-3-UTR pBlueScript pBS EcoRI/Xbal Yep13/6 SFSCP37 SFSCP38
pSF79 |SCP160 Pscpieo(-625/+6) pBlueScript pBS Sacl/Spel Yep13/6 SFSCP43 SFSCP44
pSF80 |SCP160 Pscpieopszsiazsy URASIPscpisorazss6) pBlueScript pSF79 BstXI, AP pRS316  SFSCP45 SFSCP46
pSF81 | SCP160 Pscpi60! URA3IPscpi60/Scp1-632 pBlueScript pSF80 Clal/Sall pSF44 ClallSall
pSF84 |SCP160 Pscrisoe2s-1/Scp1-100(ANLS) pBlueScript pBS Sacl/EcoRlI Yep13/6 SFSCP43 SFSCP52
pSF85 | SCP160 Pscriso625-1/Scp1-632(ANLS) pBlueScript pSF84 Nsil/Sall Yep13/6 SFSCP51 SFSCP24
pSF86 | SCP160 Pscpisol URA3IPscpiso/Scp1-632(ANLS) pBlueScript pSF85 BstXI| AP pRS316 SFSCP45 SFSCP46
pSF87 | ADH1  Scp100-320(NLSmut)-2xGFP/NUF2-UTR ~ pRS314 CEN TRP1 pSF17 Clal/EcoRI Yep13/6  SFSCP51 SFSCP7
pSF88 | ADH1 Scp1-320(NLSmut)-2xGFP/NUF2-UTR pRS314 CEN TRP1 pSF87 Clal/Nsil Yep13/6 SFSCP6 SFSCP52
pSF89 - SCP160-3"-UTR/TRP1 pBlueScript pSF72 Notl/Sacl pRS316 SFSCP53 SFSCP54
pSF96 | SCP160 Pscpiso/ URA3IPscpi60/sGFP-Scp1-632 pBlueScript pSF81 Spel/Clal pMS356 SFSCP47 SFSCP58
pSF98 - SCP160-3"-UTR/TRP1/SCP160-3"-UTR pBlueScript pSF89 Sacl/AP Yep13/6 SFSCP59 SFSCP60
pSF99 - Scp76-320/SCP-3"-UTR/TRP1/SCP-3"-UTR pBlueScript pSF98 Apal/EcoRl pSF15 Apal/EcoRI
pSF100 - Scp76-555/SCP-3"-UTR/TRP1/SCP-3"-UTR pBlueScript pSF98 Apal/EcoRI pSF17 Apal/EcoRI
pSF101 - Scp76-708/SCP-3"-UTR/TRP1/SCP-3"-UTR pBlueScript pSF98 Apal/Sall pSF27 Apal/Sall
pSF102 - Scp76-858/SCP-3"-UTR/TRP1/SCP-3"-UTR pBlueScript pSF98 Apal/Sall pSF19 Apal/Sall
pSF103 - Scp76-1008/SCP-3"-UTR/TRP1/SCP-3"-UTR pBlueScript pSF98 Apal/Sall pSF29 Apal/Sall
pSF104 - Scp76-1222/SCP-3°-UTR/TRP1/SCP-3-UTR pBlueScript pSF98 Apal/Sall pSF21 Apal/Sall
pSF105 - Rpl11BAN17-sGFP/NUF2-3"-UTR pRS406 int URA3 | pMS356 EcoRI/Xhol — pPS2167 SFRPL11-1  SFRPL11-2
pSF157 Pgaissce Pscpie0l URA3IPgasce-SCP160 pYE URA3 pYE SCP* Bglll/Hindlll  Yep13/6  SFSCP139  SFSCP140
Tabelle 2.4 Im Rahmen dieser Arbeit verwendete Fremdplasmide
Name Alias-Name Konstrukt Vektor-Riickgrat Zitat / Quelle
pMS92 pSF4 Pse1AN-ZZ-His/NUF2-3-UTR pRS404 int TRP1 Laborstock M.Seedorf, Heidelberg
pMS95 pSF5 Pse1AN-ZZ-His/NUF2-3"-UTR pRS406 int URA3 Laborstock M.Seedorf, Heidelberg
pMS346 - SCP160 pRS315 CEN LEU2 Laborstock M.Seedorf, Heidelberg
pMS356 pSF6 Scp823-1221-sGFP/NUF2-3°-UTR pRS406 int URA3 (Frey et al., 2001)
pPS1372 pSF2 Papn/SVA40-NLS-PKI-NES-2xGFP/NUF2-3"-UTR pRS316 CEN URA3 (Taura et al., 1998)
pPS1525 pSF3 Papr/SVA40-NLS-PKI-NES-2xGFP/NUF2-3"-UTR pRS314 CEN TRP1 (Taura et al., 1998)
pPS2167 pMS422 Rpl11B-GFP LEU2 (Stage-Zimmermann et al., 2000)
pUHD16-1 LacZz Laborstock H.Bujard, Heidelberg
Yep13/6 pSF7 SCP160 + ACT3 genomische Sequenzen Yep13 (Wintersberger et al., 1995)
pJK59 pMS329 Pseces/SEC63-GFP(S65T V163A) CEN/URA3 (Prinz et al., 2000)
2p URA3 SIM1 pCJ63 SIM1 2u/ URA3 (Du & Novick, 2002)
pRS314 - CEN/ TRP1 (Sikorski & Hieter, 1989)
pRS315 - CEN/LEU2 (Sikorski & Hieter, 1989)
pRS316 - CEN/ URA3 (Sikorski & Hieter, 1989)
pYE SCP* pMS345 Psa1/SCP160 pYE URA3 Laborstock U. Wintersberger, Wien
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* genomische Hefe-Bibliothek
Zur Amplifikation fremder Gene mittels PCR wurde als Template eine chromosomale Hefe-
Bibliothek (Rose et al., 1987) verwendet.

* Charakterisierung von Yep13/6

Das als Template fur die Amplifikation von SCP160- oder SCP160-Fragmenten verwendete
Plasmid Yep13/6 (Wintersberger et al., 1995) wurde durch redundante Sequenzierungen des
enthaltenen SCP160-Allels sowie unabhangiger subklonierter Genfragmente charakterisiert.
Die Sequenzierungen wurden bei der Firma Medigenomix (Martinsried) in Auftrag gegeben.
Die erhaltene Sequenz wurde der verdffentlichten Sequenz des identischen Klons sowie der
in der SGD (Saccharomyces Genome Database) verfiigbaren SCP160-Sequenz im S288c-
Stammbhintergrund (Cherry, 2002) gegeniibergestellt.

Position 287 303 307 324 329 362 411 1067 1087
SGD E L E A E D I C A
WB G N
SEQ E I

| Konsensus- (| | degenerierte
KH-Domine KH-Doméne

Abb. 2.1 Gegeniiberstellung unterschiedlicher Scp160p-Sequenzen

Der zur Amplifikation von SCP160-Fragmenten verwendete Klon einer genomischen Hefebibliothek
sowie unabhangige davon abgeleitete Klone wurden sequenziert. Die sich daraus ergebende
Scp160p-Proteinsequenz (SEQ) wurde der Sequenz der Erstsequenzierung des identischen Klons
(WB) sowie der sich aus der Sequenzierung des Hefegenoms ergebenden Proteinsequenz (SGD)
gegenlbergestellt.

Die neue Sequenzierung des von Wintersberger und Kollegen isolierten genomischen
SCP160-Klons (Wintersberger et al., 1995) weicht auf DNA-Ebene sowohl von der SGD-
Sequenz des SCP160-Gens als auch von der Erstsequenzierung des gleichen Klons ab.
Sequenzunterschiede, die zum Austausch von Aminosauren (AS) in Scp160p flihren, sind in
Abb. 2.1 zusammengefasst. Stille Mutationen wurden nicht bericksichtigt. Die zwei von Se-
quenzierungen des identischen genomischen Klons abgeleiteten Scp160p-Sequenzen (WB
und SEQ) unterscheiden sich in drei Positionen (AS 287, 324 und 411). In zwei der drei Falle
(AS 287 und 411) stimmt die neue Sequenzierung (SEQ) mit der Datenbank-Sequenz (SGD)
Uberein. Mutmallich sind diese Abweichungen daher auf Fehler bei der Erstsequenzierung
(Wintersberger et al., 1995) zurlickzufihren. In einem Fall (AS 324) weichen alle neuen
Sequenzierungen (SEQ) von den ubereinstimmenden Sequenzen der Erstsequenzierung
(WB) sowie der Datenbank ab. Die Ursache dieser Abweichung ist ungeklart. In weiteren 6
Positionen (AS 303, 307, 329, 362, 1067 und 1087) unterscheiden sich beide abgeleiteten
Proteinsequenzen des genomischen Klons Ubereinstimmend von der Datenbanksequenz.
Diese Unterschiede reprasentieren demnach genetische Polymorphismen, die in unter-
schiedlichen Stammhintergrinden von Saccharomyces cerevisiae zu veranderten
Proteinsequenzen fiihren. Der Austausch von endogenem WT-SCP160 durch artifizielle, aus
dem genomischen Klon abgeleitete WT-SCP160-Gene flihrt zu Stammen, die sich phano-
typisch nicht vom Ausgangsstamm unterscheiden (nicht gezeigt). Insbesondere treten keine
Defekte auf, die typisch fiir Zellen ohne funktionelles Scp160p sind (Wintersberger et al.,
1995). Das sequenzierte SCP160-Allel kann daher als dem genomischen SCP160 funktionell
aquivalent betrachtet werden.

16



MATERIAL

2.1.7 Organismen

2.1.7.1 Hefestamme

Die verwendete genetische Nomenklatur richtet sich nach (Sherman, 1997). WT-Gene sind
im Allgemeinen nicht gesondert erwahnt. Spezielle Bezeichnungen werden im Folgenden
erklart:

SCP160(ANLS):  ein die Aminosaure-Substitutionen K102Q, R103W, R105H und K107E kodieren-
des SCP160-Allel

scp160-(n-m): ein die Aminosauren n bis m kodierendes, nichtfunktionelles SCP160-Fragment
Peausce: eine Fusion des GAL 1-Promotors mit einem Teil des SCP160-Promotors

Tabelle 2.5 Im Rahmen dieser Arbeit konstruierte Hefe-Stamme

Name Genotyp Konstruktion Ausgangs-
Stamm
SFY4  MATa SCP160-GFP::URA3 ura3-52 trp1A63 leu2A1 Integration von pSF6 (Tth1111) FY23
SFY5  MATa GFP-SCP160::URA3 ura3-52 trp1A63 leu2A1 Integration von pSF96 FY23
(EcoRI/BamHI)

SFY9  MATa scp160-(1-320)::TRP1 ura3-52 trp1A63 leu2A1 Integration von pSF99 (Apal/Pstl) FY23
SFY10 MATa scp160-(1-555)::TRP1 ura3-52 trp1A63 leu2A1 Integration von pSF100 (Apal/Pstl) FY23
SFY11 MATa scp160-(1-708):: TRP1 ura3-52 trp1A63 leu2A1 Integration von pSF101 (Apal/Pstl) FY23
SFY12 MATa scp160-(1-858)::TRP1 ura3-52 trp1A63 leu2A1 Integration von pSF102 (Apal/Pstl) FY23
SFY13 MATa scp160-(1-1008)::TRP1 ura3-52 trp1A63 leu2A1 Integration von pSF103 (Apal/Pstl) FY23
SFY14 MATa SCP160::TRP1 ura3-52 trp1A63 leu2A1 Integration von pSF104 (Apal/Pstl) FY23
SFY16 MATa RPL11B-GFP::URA3 ura3-52 trp1A63 leu2A1 Integration von pSF105 (Agel) FY23

MATa SCP160(ANLS)::URA3 ura3-52 leu2 lys1 ade2 ade8 Integration von pSF86
SFY17 his3 ( ) 4 (EcoRIS/;BamHI), Sr?orulation PSY613
SFY19 MATa ura3 leu2 lys1 ade2 ade8 his3 wie SFY17 PSY613
SFY49 MATa scp160::TRP1 ura3-1 trp1A63 leu2A1 Einschritt-Genaustausch (PCR) FY23
SFY72  MATa Pgaysce-SCP160::URA3 ura3-52 trp1A63 leu2A1 Integration von pSF157 (BstXI) FY23

Tabelle 2.6 Im Rahmen dieser Arbeit verwendete Hefestamme, die nicht selbst
hergestellt wurden

Name Alias- Genotyp Herkunft/Zitat
Name
FY23 MSY45 S288C MATa ura3-52 trp1A63 leu2A1 (Winston et al., 1995)

S288C MATa/a ura3/ura3 leu2/leu2 lys1/lys1 ade2/ade2

PSYBT3  MSYT8 | is3A200/his30200 ade/ades

Laborstock P.Silver, Boston

prp20-1 MSY47 MATa prp20-1 ura3-52 lys2-801 ade2-101 his3A200 Laborstock P.Silver, Boston
rat7-1 MSY49 MATa rat7-1 ura3-52 leu2A1 his3A200 (Gorsch et al., 1995)
rpb1-1 MSY55 MATa rpb1-1 ura3-52 trp1A63 leu2A1 (Nonet et al., 1987)

mai-1 MSY57 MATa rna1-1 ura3-52 trp1 leu2A1 (Hopper et al., 1980)
Xpo1-1 MSY100 MATo xpo1::LEU2 +pKW457 (xpo1-1 HIS3) ura3-1 trp1-1 (Stade et al., 1997a)

leu2 ade2-1 can1-1
mex67-5 MSY176 MATa mex67::HIS3 +(pRS314 mex67-5 TRP) ura3 trp1 leu2 ade2 his3  (Segref et al., 1997)
mtr2-9 MSY177 MATa mtr2::HIS3 +(pRS315 mtr2-9 LEU) ura3 trp1 leu2 ade2 his3 (Santos-Rosa et al., 1998)

2.1.7.2 Bakterienstamme

Tabelle 2.7 Genotypen der in dieser Arbeit verwendeten Bakterienstaimme

Stamm Genotyp
DH5a F deoR recA1 endA1 hsdR17(rk-,mk+) supE44-1 thi-1 gyrA96 relA1

F ara-14 leuB6 fhuA31 lacY1 tsx78 ginV44 galK2 galT22 mcrA dcm-6 hisG4 rfbD1 rpsL136
dam13::Tn9 xylAS mtl-1 thi-1 merB1 hsdR2

F' {lacl’ Tn10 (TetR)} mcrA A(mrr-hsdRMS-mcrBC) ®80lacZAM15 AlacX74 recA1 deoR
araD139 A(ara-leu)7697 galU galK rpsL (StrR) endA1 nupG

GM 2163

TOP10F'
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2.1.8 Medien

* Bakterien-Medien

Far Standard-Bakterienkulturen wurde LB-Medium (1%(w/v) Trypton; 0,5%(w/v) Hefeextrakt;
0,5%(w/v) NaCl) mit 100 pg/ml Ampicillin oder 50ug/ml Kanamycin verwendet. LB-Platten
enthielten zusatzlich 1,6%(w/v) Agar.

Zur Herstellung elektrokompetenter Zellen wurde SOB-Medium (2%(w/v) Pepton; 0,5%(w/v)
Hefeextrakt; 10mM NaCl; 2,5mM KCI) verwendet.

* Hefe-Medien

Wenn nicht anders angegeben, wurden Hefen ohne Plasmide in YPD-Medium (1% (w/v)
Hefeextrakt, 2%(w/v) Pepton, 2%(w/v) Glucose) angezogen. Zur Selektion auf genetische
Marker oder Plasmide wurden geeignete HC-Medien verwendet (Adams et al., 1997).

2.1.9 Stammldsungen
Tabelle 2.9 verwendete Stammlésungen

Bezeichnung Zusammensetzung
10x PBS 27mM KCI

17mM KH2PO4

1,3M NaCl

100mM NazHPOy4, pH 7,4
Extraktions-Puffer 100mM Kaliumacetat

20mM Hepes-KOH pH7,4

5mM Magnesiumacetat

1mM EDTA

2mM DTT

0,2 mM PMSF

Complete Protease Inhibitor Mix (Roche, Mannheim)

10x SDS-PAGE-Laufpuffer 14,4%(w/v) Glycin
3%(w/v) Tris Base
1%(w/v) SDS

5x SDS-Probenpuffer 330mM Tris-HCI, pH 6,8
2%(v/v) B-Mercaptoethanol oder 100mM DTT
2%(w/v) SDS
0,1%(w/v) Bromphenolblau
10%(w/v) Glycerin

1x HU-Puffer 8M Harnstoff
5% SDS
200mM Tris-HCI pH6.8
1mM EDTA
4% p-Mercaptoethanol
0.025% Bromphenolblau

10x DNA-Probenpuffer 0,1% Bromphenolblau
50% Glycerin
10x TBE-Puffer 1M Borsaure
1M Tris-Base
10mM EDTA
RNA-Auftragspuffer 1xMOPS-Puffer

7%(w/v) Formaldehyd
50% Formamid

10x MOPS-Puffer 200mM MOPS pH7,0
50mM Natriumacetat
10mM EDTA

20x SSC 3M Natriumchlorid

0,3M Natriumcitrat pH7,0

Sonstige verwendete Losungen sind im Abschnitt Methoden erwahnt. Alle Lésungen wurden
in bidestilliertem Wasser angesetzt. Falls notwendig wurden die Lésungen durch Auto-
klavieren flir 20min bei 121°C oder durch Filtration (Sterilfilter 0,2um Porendurchmesser;
Schleicher&Schuell, Dassel) sterilisiert.
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2.1.10 Kits

QIAprep® Spin Miniprep-Kit (Qiagen, Hilden)

QIAquick® Gel Extraktions-Kit (Qiagen, Hilden)

QIAquick® PCR Aufreinigungs-Kit (Qiagen, Hilden)

Nucleobond AX Plasmid-Praparations-Kit (Machery-Nagel, Diren)

ECL Western-Blot Detektions-Kit (Roche, Mannheim)

peqGOLD RNAPure™ RNA-Extraktions-Kit (Peglab Biotechnologie, Erlangen)
Prime-It®Il Random Primer Labelling Kit (Stratagene, La Jolla, CA, USA)
TOPO TA Cloning® Kit (Invitogen, Karlsruhe)

JETstar MIDI/MAXI Kit (Genomed, Bad Oeynhausen)
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2.2 Methoden

2.2.1 Molekularbiologische Methoden

Zu klonierende DNA-Fragmente wurden entweder direkt aus bereits vorhandenen Plasmiden
herausgeschnitten oder durch PCR von Plasmid-DNA oder einer genomischen Hefe-
Bibliothek amplifiziert. Im Falle eines PCR-Schrittes wurden die PCR-Produkte zunachst in
einen TOPO-Vektor (TOPO TA Cloning® Kit) subkloniert, anschlieRend mittels der an den
Enden durch Primer-Mutagenese eingefihrten Restriktions-Schnittstellen aus dem TOPO-
Vektor ausgeschnitten und in den Ziel-Vektor kloniert.

2.2.1.1 Polymerase Kettenreaktion (PCR)

Zur Verwendung in Klonierungen wurden DNA-Fragmente mittels PCR mit einer Kom-
bination aus Tag-DNA-Polymerase (Roche, Mannheim) und Pfu-Turbo®-DNA-Polymerase
(Stratagene, La Jolla, CA, USA) amplifiziert.

Eine typische Reaktion enthielt in 100ul

Puffer 1xTaqg-Puffer
Primer je 1uM
dNTPs je 0,25mM dATP, dCTP, dGTP, dTTP
Template 5ng Plasmid-DNA oder 500ng genomische Hefe-Bibliothek
Polymerasen 1U Tag-DNA-Polymerase
2,5U Pfu-Turbo®-DNA-Polymerase

Die PCR-Apparatur wurde wie folgt programmiert:

Schritt Vorgang Temperatur Dauer
1 Denaturierung 94°C Tmin
2 Denaturierung 94°C 30sek
3 Primer-Anlagerung 50-60°C 30sek
4 Elongation 72°C 1-4min
5 finale Elongation 72°C 3-7min
6 Konservierung 4°C unbegrenzt

Die Schritte 2-4 wurden je nach Haufigkeit der Ziel-DNA 20-35 Mal wiederholt.

2.2.1.2 Praparativer Restriktionsverdau und Aufreinigung von DNA-

Fragmenten
Alle praparativen Restriktionsverdaus wurden in den mitgelieferten Puffern der Hersteller mit
2-3-fachem Uberverdau durchgefiihrt. Fiir jeden einzelnen Verdau wurden die nétige
Enzymmenge (ohne Uberverdau) nach fogender Formel berechnet:

E [uj=—NE)_, KbR) , s)
kb(S) © N(R)

E[U] = bendtigte Enzymmenge in Units

N(S) = Anzahl der Schnittstellen in der Substrat-DNA
kb(S) = Lange der Substrat-DNA (in kb)

kb(R) = Lange der Referenz-DNA des Herstellers (in kb)
N(R) = Anzahl der Schnittstellen in der Referenz-DNA
n(S) = Menge der zu schneidenden DNA in ug

Zur Aufreinigung von Fragmenten wurde geschnittene DNA aus einem TBE-Agarosegel
(Sambrook et al., 1989) mit Hilfe des QIAquick® Gel Extraktions-Kits nach Angaben des
Herstellers extrahiert.
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2.2.1.3 Klonierung mit komplementaren Oligonukleotiden

Zu klonierende DNA-Fragmente bis etwa 70nt Lange wurden durch Aneinanderlagerung
zweier teilkomplementarer Oligonukleotide erzeugt. Die Oligonukleotide wurden derart
konstruiert, dass nach ihrer Anlagerung neben einem komplementaren Kernbereich kohasive
Enden entstanden, die direkt ohne Restriktionsverdau mit den entsprechenden koh&siven
Enden des vorgeschnittenen Vektors basenpaaren konnten.

Zur Anlagerung wurden beide Oligonukleotide in einer Konzentration von je 1uyM in TE
verdiinnt und die Lésung fur 2min im Heizblock auf 94°C erhitzt. Durch langsames Abkuhlen
auf Raumtemperatur im ausgeschalteten Heizblock wurde die komplementare Anlagerung
beider Oligonukleotide begiinstigt. Zur Ligation wurden 0,1 bis 8ul der Losung eingesetzt.

2.21.4 Ligation

Die zu ligierenden aufgereinigten Fragmente wurden durch Vergleich mit bekannten DNA-
Mengen auf einem EtBr-Agarose-Gel quantifiziert. Eine typische Ligationsreaktion enthielt in
10ul Volumen je 30fmol jedes DNA-Fragments, 80U T4-DNA-Ligase (NEB, Beverly, MA,
USA) sowie 1xT4-DNA-Ligase-Puffer. Vor der Zugabe von Ligase und Puffer wurden die
Ubrigen Komponenten 5min bei 45°C erhitzt und im Eisbad abgekihlt. Die Ligation erfolgte
bei 16°C fur 16 Stunden oder bei 25°C fiir eine Stunde. Zur Entsalzung der Ligations-
reaktionen wurde das gesamte Reaktionsvolumen fir 30-120min auf einer auf Wasser
schwimmende Nitrozellulose-Membran (0,025um Porengrofe; Millipore, USA) inkubiert.

2.2.1.5 Herstellung und Transformation elektrokompetenter E.coli-Zellen
Der zu bearbeitende Escherichia coli-Stamm wurde in SOB angeimpft und bis zu einer ODgq
von 0,8 bei 37°C unter Schutteln inkubiert. Die Zellen wurden im Eisbad fir 10min abgekunhlt
und durch 20-minttige Zentrifugation bei 4°C und 5000g geerntet. Das Pellet wurde 2-3 Mal
vorsichtig in kaltem sterilem 1,4%(w/v) Glycerin gewaschen bis die Zeitkonstante bei einer
Standard-Transformation (2,5kV; 200Q; 25uF) 4,6 bis 4,8 betrug. Das Pellet wurde in 2-3
Pelletvolumen kaltem sterilem 15%(w/v) Glycerin resuspendiert, aliquotiert, in flissigem
Stickstoff schockgefroren und bei —80°C gelagert.

Hochstens 10ng entsalzte DNA in 0,5 bis 1pl wurden mit 40pl auf Eis aufgetauten,
elektrokompetenten Zellen gemischt und in einer vorgekihilten Elektroporationskuvette bei
2,5kV, 200Q, 25uF und einer Zeitkonstante von mindestens 4,6 elektroporiert. Die Zell-
suspension wurde in 500ul LB ohne Antibiotikum fiir 90min bei 37°C unter leichtem Schitteln
inkubiert. 5-250ul wurden auf selektiven Platten ausplattiert.

2.2.1.6 Klonierungs-Kontrolle durch Kolonie-PCR

Der Klonierungserfolg wurde durch Kolonie-PCR Uberprift: Einzelne E.coli-Kolonien wurden
mit einer gelben 200ul-Spitze in je 25ul LB mit 100ug/ml Ampicillin tGbertragen. Von dieser
Suspension wurde 1ul als Template in einer 25ul-PCR-Reaktion eingesetzt. Eine Standard-
PCR-Reaktion enthielt in 25ul Gesamtvolumen:

1yl Zellsuspension
2,5ul  10x PCR-Puffer
2,5ul  dNTP-Gemisch (je 2,5mM)
0,5ul  Primer 1
0,5yl Primer 2
0,5yl Tag-Polymerase (Roche, Mannheim)
17,541 Wasser

Die PCR wurde nach folgendem Programm durchgefiihrt, wobei Anlagerungs-Temperatur
und Elongationszeit je nach verwendeten Primern und zu erwartender Produktgré3e variiert
wurden:
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Schritt Vorgang Temperatur Dauer
1 Zellaufschluss 94°C 5min
2 Denaturierung 94°C 30sek
3 Primer-Anlagerung 50-60°C 30sek
4 Elongation 72°C 1-2min (1min/kb)
5 finale Elongation 72°C 3-7min

Die Schritte 2 - 4 wurden 20-25 Mal wiederholt. 10-25ul der Reaktion wurden auf einem
geeigneten Agarose-Gel analysiert.

2.2.1.7 Isolation von Plasmid-DNA aus E.coli

Zur Isolation kleiner Mengen (<20ug) von Plasmid-DNA wurde der QIAprep® Spin Miniprep
Kit (Qiagen, Hilden) nach den Angaben den Herstellers verwendet. Zur Isolation groRerer
Mengen DNA (20-500ug) von Plasmid-DNA kamen der Nucleobond AX Kit (Machery-Nagel,
Duren) oder der JETstar MIDI/MAXI Kit (Genomed, Bad Oeynhausen) nach Angaben der
Hersteller zum Einsatz. Isolierte Plasmid-DNA wurde in Wasser geldst, ihre Konzentration
photometrisch bestimmt und bei -20°C gelagert.

2.2.2 Hefe-spezifische Methoden

2.2.2.1 hocheffiziente Transformation
Alle Hefe-Transformationen wurden nach (Gietz et al., 1992) durchgefiihrt.

2.2.2.2 genomische Veranderungen in Hefe

* Integration klonierter DNA-Fragmente

Neben bereits beschriebener Methoden zur Konstruktion N- und C-terminaler Genfusionen
durch Zweischritt-Genaustausch (Guthrie & Fink, 1991) und C-terminale Integration (Kahana
et al., 1995) wurden genetische Veranderungen durch homologe Rekombination in vivo mit
den in Abb. 2.2 dargestellten Integrationsstrategien durchgefihrt.

3 A b) cingotibrtes Gan
WT Marker
e - V

BLUTR kodlerende Region I.UTR rautiartes Markar

SWUTR
S%UTR

i&l.-!.’za

5.UTR  hodierende Reglon Rodierende Region

J=UTR
IUTR
WHMF

ko&uuﬁwm JUTR ud.lum Rugian IUTR

Abb. 2.2 Veranschaulichung unterschiedlicher Integrationsstrategien

a) Einschritt-Gendisruption mit klonierten homologen Enden; b) Integration fremder Gene in
einen Marker-Gen; c) Einschritt-Genfusion am N-Terminus; d) Einfihrung N-terminaler
Mutationen; e) Deletion C-terminaler Domanen; f) Einfiihrung C-terminaler Mutationen
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Etwa 1ug des relevanten DNA-Fragments wurde durch Restriktionsverdau und Gelextraktion
isoliert und in den Zielstamm transformiert. Korrekte Integrationen wurden durch Kolonie-
PCR, Western-Blot oder Sequenzierung der betreffenden genomischen Region verifiziert.

* Deletion von Genen durch PCR-generierte DNA-Fragmente

PCR-basierte Gen-Disruption wurde nach (Baudin et al., 1993) mit Sikorski-Vektoren als
Template durchgefiihrt. Etwa 1ug des PCR-Fragments wurde in den Zielstamm transformiert
und korrekte Integrationsereignisse durch Kolonie-PCR oder Western-Blot verifiziert.

2.2.2.3 Hefe-Kolonie-PCR

Die zu analysierenden Hefe-Stdamme wurden auf YPD-Platten dicht ausgestrichen und 12-36
Stunden bei 30°C inkubiert. Etwa 2ul Zellvolumen wurden in 100ul 20mM Tris-HCI pH10,4
resuspendiert und davon 1ul als Template in einer 25ul Standard-PCR-Reaktion (vgl.
Abschnitt 2.2.1.6) eingesetzt.

Die PCR wurde nach folgendem Programm durchgefiihrt, wobei Anlagerungs-Temperatur
und Elongationszeit je nach verwendeten Primern und zu erwartender Produktgré3e variiert
wurden:

Schritt Vorgang Temperatur Dauer
1 Zellaufschluss 94°C 15min
2 Denaturierung 94°C 45sek
3 Primer-Anlagerung 50-60°C 45sek
4 Elongation 72°C 1-3min (1min/kb)
5 finale Elongation 72°C 3-7min

Die Schritte 2-4 wurden 35 Mal wiederholt. 10-25ul der Reaktion wurden auf einem ge-
eigneten Agarose-Gel analysiert.

2.2.2.4 Bestimmung des zellularen DNA-Gehalts durch FACS

2 ODggo logarithmisch wachsender Hefezellen wurden abzentrifugiert, zwei Mal mit 50mM
Tris-HCI pH8,0 gewaschen, in 1ml 50mM Tris-HCI pH8,0, 70% Ethanol resuspendiert und
uber Nacht bei 4°C auf einem Rad inkubiert. Am nachsten Morgen wurden von der Zell-
suspension 100ul abzentrifugiert, zwei Mal mit 1ml 50mM Tris-HCI pH8,0 gewaschen, in
0,5ml 2mg/ml hitzebehandelte RNAseA in 50mM Tris-HCI pH8,0 resuspendiert und Uber
Nacht bei 37°C inkubiert. Jede Probe wurden mit 20yl 20mg/ml Proteinase K versetzt, 30-
60min bei 37°C verdaut, abzentrifugiert und mit 1ml FACS-Puffer (200mM Tris-HCI pH7,5;
211mM NaCl; 78mM MgCl,) gewaschen. Die Zellen wurden in 500ul FACS-PI (180mM Tris-
HCI pH7,5; 190mM NaCl; 70mM MgCI2; 50ug/ml Propidiumiodid) aufgenommen und im
Dunkeln 30-120min inkubiert. Um eventuell vorhandene Zellklumpen zu trennen, wurden die
Proben unmittelbar vor der Messung fiir 2-3min im Ultraschallbad behandelt. 25-50ul der
Probe wurden in 1ml 50mM Tris-HCI pH8,0 resuspendiert und mit folgenden Einstellungen
im FL2-Kanal eines FACScan Cytometers (Becton Dickinson Biosciences) analysiert.

Tabelle 2.12 Gerateeinstellungen zur DNA-Bestimmung per FACS

Parameter Detektor  Spannung Verstarkung Modus Schwellenwert
P1 FSC EO1 1,36 linear 49
P2 SSC 440 1,00 linear -
P3 FLA1 721 6,39 linear
P4 FL2 736 7,21 linear
P4 FL3 758 6,72 linear
P6 FL3-A 4,82 linear
P7 FL3-W 7,46 linear

Die Daten wurden mit Cell Quest Pro Version 4.0.1 (Becton Dickinson Biosciences) ver-
arbeitet.
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2.2.2.5 Mikroskopie von GFP-Fusionsproteinen

Hefekulturen wurden bei 25°C in geeignetem Medium kultiviert. 1ml logarithmischer Kultur
wurde abzentrifugiert und in 30ul HC-Medium resuspendiert. 3l der Zellsuspension wurden
mikroskopiert. Die Dokumentation erfolgt an einem Olympus BX60 Mikroskop mit CCD
Kamera (Hamamatsu ORCA-ER Digital Kamera C4742-95) unter Verwendung eines 100x
Plan Apochromat Olimmersions-Objektivs (Zeiss, Jena) und eines FluoreszenZzfilters. Die
Aufzeichnung des Kamerasignal erfolgte unter Verwendung der Software Openlab 3.0.1
(Improvision, Heidelberg).

2.2.2.6 Analyse des Aktin-Zytoskeletts

Zur Analyse des Aktin-Zytoskeletts wurden Zellen bis zu einer ODgoo von 0,6 kultiviert, in
einem Zehntel Volumen frischem vorgewarmten Medium aufgenommen, mit 30ug/ml Latrun-
culin A (Phil Crews, Universitat Kalifornien, Santa Cruz, USA; Stammlésung: 10mg/ml in
DMSO) oder 0,3% DMSO versetzt und fir weitere 15min bei 30°C inkubiert. Die Zellen
wurden mit 3,7% Formaldehyd fiir eine Stunde fixiert, spheroplastiert und auf mit 0,02% (w/v)
Polylysin beschichtete Objekttrager tberflihrt. Nach 5min Behandlung mit PBS, 0,1% (w/v)
Tween20 und 30min mit PBS, 1% (w/v) BSA wurden die Spheroplasten flir 40min in 0,66uM
(20U/ml) Alexa™488-Phalloidin (Molecular Probes) in PBS, 1% BSA, sowie 5min in von
0,1ug/ml 4°'6-Diamido-2-Phenylindol-Dihydrochlorid (DAPI) in PBS inkubiert. Die Zellen wur-
den mit PBS gewaschen, mit PBS in 80% Glycerin Uberschichtet und unter dem Fluores-
zenzmikroskop analysiert.

2.2.2.7 Depletion von Scp160p in Pgar/sc,-SCP160-Stammen

Ein Pgausce-SCP160-Stamm und ein isogener WT-Stamm wurden in YEP mit 2% Galaktose
bis zu einer ODggo von 0,5 bis 1,5 bei 25°C angezogen, in einer Dichte von 0,002 ODg in
YPD angeimpft und fir 15 Stunden bei 30°C inkubiert. Die Zieldichte nach 15 Stunden war
bei beiden Stdmmen 1,2-1,4 ODggo. Zur Korrektur von evtl. geringflgig ungleichem Wachs-
tum wurden die Kulturen bis spatestens 4h vor dem Ernten mit vorgewarmtem YPD auf
gleiche Dichte verdinnt.

2.2.3 RNA-spezifische Methoden

2.2.3.1 Praparation von Gesamt-RNA aus Hefe

Zur Praparation von Gesamt-RNA aus Hefe wurde der peqGOLD RNAPure™ Kit (PeqLab,
Erlangen) verwendet. 50 ODggo logarithmisch wachsender Hefezellen wurden in 2ml
peqGOLD RNAPure™ resuspendiert und durch 10-minltiges Vortexen mit 500l Glasbeads
aufgeschlossen. Die weitere Verfahrensweise entsprach den Angaben des Herstellers. Die
prazipitierte und gewaschene RNA wurde in Nuklease-freiem Wasser aufgenommen und bei
-80°C gelagert.

2.2.3.2 RNA-Praparation aus zytosolischen und membranangereicherten
Fraktionen

Zellernte und Aufschluss wurden mit Modifikationen nach (Schultz, 1999) durchgefihrt.
2x500ml einer logarithmisch wachsenden Hefekultur (ODggo=1-1,4) wurden in 2 vorgekihlte
1000mI Kunststoffbecher mit 5ml 10mg/ml Cycloheximid tUberfuhrt, 5min im Eisbad inkubiert,
5min bei 6000rpm und 4°C in einem FAS10C Rotor abzentrifugiert, in 40ml des kalten
Uberstands resuspendiert und 2min bei 6000g und 4°C in einem 50ml Polypropylen-
Roéhrchen pelletiert. Die pelletierten Zellen wurden mit vorgekihlten Spateln in vorgekihlte
20ml Einmalspritzen Uberflhrt und langsam in zur Halfte mit flissigem Stickstoff gefillte
50ml Polypropylen-Réhrchen eingespritzt. Die entstehenden Wirste wurden mit einem vor-
gekiihiten Spatel in kleinere Fragmente (Nudeln) zerstoRen. Uberschiissiger Stickstoff wurde
bei —80°C verdampft, die Nudeln mit auf —80°C vorgekihltem Morser und Pistill unter
flissigem Stickstoff zu feinstem Pulver zerrieben und bei —80°C gelagert.
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Zur Extraktion wurden je 1,5g des Pulvers in eine Wageschale mittlerer GréRe eingewogen
und auf Eis aufgetaut. Bei beginnendem Tauvorgang wurden die Zellen mit 2ml eiskaltem
Extraktionspuffer vermischt und 200yl 200mM Vanadyl-Ribonukleosid-Komplex (Fluka, Tauf-
kirchen) sowie 20ul 20U/ul SUPERase-In (Ambion) direkt zugegeben. Durch Zentrifugation
bei 1000g fur 5min wurden ein Totallysat erhalten.

Die Fraktionierung von zytosolischen und membrangebundenen Polysomen erfolgte nach
(Stoltenburg et al., 1995): Das Totallysat wurde fir 8min bei 10000g zentrifugiert. Das mem-
branangereicherte 10000g-Pellet wurde mit 200ul Extraktionspuffer gespdlt, fir 2min bei
25000g zentrifugiert, in 1ml Peg-Gold resuspendiert und bis zur RNA-Extraktion in flissigem
Stickstoff gelagert. Der 10000g-Uberstand wurde 10min bei 25000g zentrifugiert. Zur
Reinigung zytosolischer RNA wurde der 25000g-Uberstand viermal mit Phenol/Chloro-
form/Isoamylalkohol (25:24:1) extrahiert, mit 0,8 Volumen Isopropanol prazipitiert, 5min bei
25000g abzentrifugiert, in 300yl DEPC-Wasser aufgenommen und zum Lésen kurz bei 70°C
geschiittelt. Zur weiteren Aufreinigung wurde kurz abzentrifugiert, der Uberstand mit 30ul 5M
Natriumacetat und 1200ul Ethanol 10min bei —80°C prazipitiert und bei 250009 fir 10min
zentrifugiert. Die isolierte zytosolische RNA wurde in 500yl DEPC-Wasser aufgenommen
und zum Ldsen kurz bei 70°C geschittelt. Zur Isolation der membrangebundenen RNA
wurde die in Peq-Gold aufgenommene membranangereicherte Fraktion aufgetaut, mit 300pl
Chloroform versetzt, kurz geschittelt und zur Phasentrennung 5min bei 250009
abzentrifugiert. Die wassrige Phase wurde viermal mit Phenol/Chloroform (1:1, ohne
Isoamylalkohol) extrahiert, entsprechend den zytosolischen Fraktionen durch Isopropanol-
und Ethanol-Fallungen gereinigt und in 100ul DEPC-Wasser aufgenommen. Zur Analyse der
Integritat der RNA wurden je 5ug jeder Fraktion durch Northern-Blot analysiert.

2.2.3.3 Herstellung *P-markierter DNA-Sonden fiir Northern-Blots
¥P_markierte radioaktive Sonden wurden mit dem Prime-It®ll Random Primer Labelling-Kit
(Stratagene, La Jolla, CA, USA) nach Anleitung hergestellt. Statt 25ng wurden jedoch 50-
100ng Template-DNA eingesetzt. Als Template dienten gelextrahierte DNA-Fragmente, die
durch PCR mit folgenden Template/Primer-Kombinationen oder durch Ausschneiden aus
einem Plasmid hergestellt wurden:

Tabelle 2.10 Identitit der fiir die Praparation von Northern-Sonden eingesetzten
Template-DNA

amplifizierter

Gen Template Primer1 Primer2 Bereich (nt)
SCP160 YEP13/6 SFSCP6 SFSCP14 1-3666
GPD1 (1) SFGPD146 SFGPD147 37-1139
SSH1 (1) SFSSH135 SFSSH123 3-1466
FIT1 (1) SFFIT1-152 SFFIT1-153 31-1515
FIT2 (1) SFFIT2-153 SFFIT2-154 9-454
FIT3 (1) SFFIT3-155 SSFFIT3-156 11-612
ERG11 (1) SFERG150 SFERG151 7-1563
RPL25 (1) SFRPL25-164 SFRPL25-165 11-402 @
GAS5 (1) SFGAS5-160 SFGAS5-161 40-1435
VPH1 (1) SFVPH1-162 SFVPH1-163 3-2516
SIM1 2u URA3 SIM1 (Du & Novick, 2002) 1,4kb-BsaAl-Fragment 67-1433
SBP1 (1) SFSBP1-166 SFSBP1-167 39-877

(1): chromosomale Hefe-Bibliothek (Rose et al., 1987)
(2): Nummerierung bezieht sich auf die Sequenz der mRNA

Nicht inkorporierte Nukleotide wurden von den radioaktiven Sonden auf MicroSpin™ G-25
Saulchen (Amersham-Pharmacia, Uppsala, Schweden) abgetrennt.
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2.2.3.4 Northern-Blot

2,5-20ug Gesamt-RNA wurde auf einem MOPS-Formaldehyd-Gel (1xMOPS-Puffer, 6%
Formaldehyd, 1% Agarose) bei 80V aufgetrennt. Die RNA wurde durch Kapillar-Transfer auf
eine Nitrocellulose-Membran (Positive™ Membrane, Q-BioGene) transferiert (Sambrook et
al., 1989), diese kurz in 2xSSC gewaschen und abgetrocknet. Die RNA wurde durch UV-
Bestrahlung (Stratalinker, Stratagene, 2xAuto-Crosslink) kovalent an die Membran gebunden
und durch Inkubation in Methylenblau (0,04% Methylenblau, 0,5M Natriumacetat pH5,5)
sichtbar gemacht.

Prahybridisierungslésung (46ug/ml hitzedenaturierte Sperma-DNA, 10%(w/v) Dextransulfat
500000, 600mM NaCl, 180mM Na,HPO, pH6,2, 6mM EDTA, 1%(w/v) Natriumlaurylsarcosin)
wurde wie folgt hergestellt: 20g Dextransulfat 500000 (Roth, Karlsruhe) wurde in 60ml
20xSCP (2M NaCl, 20mM EDTA, 600mM Na,HPO, pH6,2) geldst, auf 101ml mit H,O
aufgefullt und durch Zugabe von 7ml 30% Natriumlaurylsarcosin komplettiert. Zur
Herstellung von je 10ml Prahybridisierungslésung wurden 4,6ml Wasser mit 46ul 10mg/mi
Sperma-DNA fur 7min auf 95°C erhitzt, im Eisbad abgekuhlt und mit 5,4ml SCP/Sarc/DS-Mix
versetzt. Die Prahybridisierung der Northern-Membranen erfolgte fir 2h bei 65°C in Prahybri-
disierungslésung, die Hybridisierung bei 65°C lGber Nacht in Prahybridisierungslésung mit 1-
3x10%°cpm/ml hitzedenaturierter radioaktiver Sonde. Die Membran wurden zweimal kurz bei
Raumtemperatur mit 2xSSC, 0,1%(w/v) SDS, zweimal fir mind. 20min bei 50°C mit
0,5xSSC, 0,1%(w/v) SDS und einmal kurz bei Raumtemperatur in 3mM Tris-HCI pH8,0 ge-
waschen, in einem Klarsichtbeutel luftdicht feucht verpackt und auf einer Phospho-
imagerplatte exponiert. Die Analyse der Signale erfolgte mittels Phosphoimager (Fujix BAS
1000, Fuji) und der Software Fuji MacBAS V2.0. Durch zweimaliges Waschen der Membran
bei 95°C fir 30min in 0,5% SDS konnte die radioaktive Sonde entfernt und die Membran mit
einer weiteren Sonde hybridisiert werden.

2.2.3.5 Analyse des Poly(A)-Schwanzes definierter mRNAs

Die Bestimmung der Lange des Poly(A)-Schwanzes definierter mMRNAs wurde durch RACE-
PAT wie beschrieben (Salles et al., 1999) durchgefihrt. Als Template fir die cDNA-Synthese
diente je 1ug Gesamt-RNA-Praparation. Die Amplifikation der genspezifischen cDNA-Frag-
mente erfolgte mit je 1ul des cDNA-Synthese-Ansatzes als Template in einer 25ul-Reaktion,
je 5uCi a->*P-dCTP pro Reaktion, dem Anker(dT),-Primer sowie je einem der aufgefiihrten
genspezifischen Primern.

Tabelle 2.11 Fiir RACE-PAT verwendete Primer

Gen Primer-Name Sequenz 5°- 37
unspezifisch Anker(dT)2-181 GCGAGCTCCGCGGCCGCGTTTTTTTTTITTT
GAS5 SFGAS5-186 CACCCCCTTCTTTACCACATTG
VPH1 SFVPH1-170 GCAAGCTCTTCCGCTTCAAGC
SIM1 SFSIM1-187 ATCCAAGTGAACTTGTTAGACGACC
RPL25 SFRPL25-185 CGAAGTTGACGTATTGAAGGTTAACAC
SBP1 SFSBP1-173 GCAAGAAACTGGTTCTGAAGAAAAGC

Die nach dem PCR-Schritt erhaltenen **P-markierten DNA-Fragmente wurden durch
Gelfiltration auf G-25-Saulchen (Pharmacia) gereinigt und auf einem Sequenziergel (5%
Polyacrylamid 19:1, 8M Harnstoff) aufgetrennt.
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2.2.4 Proteinbiochemische Methoden

2.2.4.1 Zellaufschluss durch Glasbead-Disruption

Hefezellen wurden bei einer ODgoo von 0,5-0,8 geerntet und in 20ul/ODgoo kaltem
Extraktions-Puffer resuspendiert. Nach Zugabe von zwei Zellvolumen Glasbeads wurden die
Zellen bei 4°C fur 5min durch Vortexen und heftiges Schiitteln aufgeschlossen. Zelltrimmer
wurden durch Zentrifugation bei 800-1200g fiir 2min bei 4°C pelletiert. Der Uberstand dieser
Zentrifugation wurde als Gesamtextrakt fiir weitere biochemische Fraktionierungen einge-
setzt.

2.2.4.2 Gesamtextrakte durch NaOH-TCA-Lyse

1-5 ODgoo Hefezellen wurden durch Zentrifugation pelletiert und in 150ul 1,85M Natronlauge,
7,5%(v/v) B-Mercaptoethanol resuspendiert. Nach 15min Inkubation auf Eis wurden 150pl
55%(w/v) TCA sowie 1ml kaltes Wasser hinzugefligt und die Suspension weitere 10min auf
Eis inkubiert. Gefalltes Material wurde bei 14000rpm, 4°C fiir 10min in einer Tischzentrifuge
pelletiert. Der Uberstand wurde abgesaugt, das Pellet nochmals kurz zentrifugiert und alle
Flussigkeits-Reste abgenommen. Das Pellet wurde in 50-100ul HU-Puffer resuspendiert und
die Proteine durch Erhitzen fiir 10min auf 37°C oder 50°C solubilisiert. Falls nétig wurde der
pH-Wert durch Zugabe von 1-3ul 2M Tris-Base reguliert. Ein Aliquot entsprechend 0,1-0,4
ODeoo Zellen wurde durch Western-Blot analysiert.

2.2.4.3 Konzentration von Proteinen durch TCA-Fallung

Proteinhaltige Losungen wurden mit einem gleichem Volumen 20-30% TCA versetzt, bei 4°C
fur 60min gefallt und bei 13000g, 4°C fur 10min pelletiert. Das Protein-Pellet wurde 1-2 Mal
mit 80% Aceton, 20mM Tris-Base gewaschen, flir 5min bei Raumtemperatur getrocknet und
in HU-Puffer oder Standard-SDS-Probenpuffer aufgenommen. Falls die zu fallenden Proben
Detergentien enthielten, wurde statt mit 20-30% TCA mit einem gleichen Volumen 20% TCA
in Aceton gefallt.

2.2.4.4 Zelifraktionierung durch differentielle Zentrifugation

Nach Glasbead-Aufschluss erhaltenes Totallysat wurde fir 20min bei 4°C, 6000g
zentrifugiert. Das Pellet (P6) wurde in flissigem Stickstoff eingefroren, der Uberstand wurde
bei fur 20min bei 4°C, 180009 zentrifugiert. Das resultierende Pellet (P18) wurde in flissigem
Stickstoff eingefroren, der Uberstand wurde bei fir 20min bei 4°C und 2000009 zentrifugiert.
Das Pellet (P200) wurde in flissigem Stickstoff eingefroren und der Uberstand (S200) mit
TCA gefallt.

Zur Analyse mittels SDS-PAGE und Western-Blot wurden alle Pellets in gleichem Volumen
1xSDS-Probenpuffer geldst und ein Aliquot entsprechend 0,2-10Dggo auf einem SDS-Poly-
acrylamidgel aufgetrennt.

2.2.4.5 Saccharose-Dichtegradienten-Zentrifugation

4ml- oder 12ml-Saccharose-Dichtegradienten wurden mit Hilfe eines Gradient Master (Nyco-
med) aus Saccharose-Stammldsungen in Extraktionspuffer hergestellt. Nach der Zentrifuga-
tion wurden die Gradienten mit Hilfe eines Dichtegradienten-Fraktionators (ISCO, Modell
640) von oben (Fraktion 1) nach unten (Fraktion 10) in 10 Fraktionen fraktioniert. Wahrend
der Fraktionierung wurde das Absorptionsprofil bei 254nm aufgezeichnet. Die Fraktionen
wurden mit TCA gefallt und durch Western-Blot analysiert.

2.2.4.6 SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese (SDS-PAGE)

Zur Solubilisierung und Denaturierung wurden die Proben nach Zugabe eines Probenpuffers
fir 5-15min bei 37°C, 50°C oder 95°C inkubiert. Dabei kamen unterschiedliche Probenpuffer
zum Einsatz: SDS-Probenpuffer mit f-Mercaptoethanol oder DTT sowie HU-Puffer. Die SDS-
Polyacrylamid-Gelelektrophorese wurde wie beschrieben durchgefihrt (Laemmli, 1970).
Wenn nicht anders angegeben, wurden 6-18%ige Gradientengele verwendet.
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2.2.4.7 Western-Blot
SDS-PAGE-Gele wurden durch halbtrockenen Transfer (Kyhse-Andersen, 1984) auf Nitro-
cellulose-Membranen (Protran® BA85, PorengroBe 0,45um, Schleicher&Schuell, Dassel)
Ubertragen.
Der Blot wurde wie folgt aufgebaut:
* Anode
* 6 Whatmann-Papiere getrankt in Anodenpuffer | (300mM Tris-Base, 10%(v/v) Methanol)
* Whatmann-Papiere getrankt in Anodenpuffer Il (25mM Tris-Base, 10%(v/v) Methanol)
* Nitrocellulose-Membran, befeuchtet mit Anodenpuffer Il
* SDS-Polyacrylamidgel
* Whatmann-Papiere getrankt in Kathodenpuffer
(25mM Tris-Base, 40mM 6-Aminohexansaure, 10%(v/v) Methanol)
* Kathode
Der Transfer erfolgte fiir 14h bei 5-10V.

2.2.4.8 Immunodetektion von Proteinen nach Western-Blot

Die Detektion von Proteinen wurde wie beschrieben (Towbin et al., 1979) durchgefihrt: Nach
dem Proteintransfer wurde die Membran mind. 30min in Blockierungs-Puffer (1xPBS,
5%(w/v) Magermilchpulver; 0,5%(v/v) Tween-20) abgesattigt und fir mind. 90min mit Primar-
Antikérper in Blockierungspuffer sowie 15min mit peroxidasegekoppeltem Sekundar-Antikor-
per in Blockierungspuffer bei RT inkubiert. Nach jeder Antikdrperinkubation wurde die Mem-
bran jeweils zweimal kurz und zweimal 5min in PBS gewaschen.

Die Entwicklung erfolgte durch Enhanced Chemoluminescence (ECL) nach Angaben des
Herstellers (Roche, Mannheim). Fur die Detektion der ECL-Signale wurden Kodak BioMax
MR Filme verwendet.

2.2.5 Auswertung von Mikroarray-Experimenten

Die genomweite Analyse von mRNA-Haufigkeiten wurde von PD Dr. Thomas Preiss am
EMBL Heidelberg durchgefuhrt. Die verwendeten Mikroarrays basieren auf einer modifi-
zierten Glasoberflache, auf der fir jede mRNA durch PCR amplifizierte cDNA in je zwei
Messpunkten gekoppelt ist. Zusatzliche Messpunkte dienen der Datennormierung durch defi-
niert zugegebene RNA. RNA-Praparationen aus WT- und Scp160p-depletierten Stammen
wurden in Gegenwart von chemisch modifizierbaren Desoxynukleotiden mit Oligo(dT).o-
Primern revers transkribiert. Die erhaltene cDNA wurde mit Cy3 bzw. Cy5 kovalent modifi-
ziert und aufgereinigt. Entsprechend dem Experiment wurden unterschiedlich markierte
cDNA-Praparationen auf ein Mikroarray hybridisiert, gewaschen und die Fluoreszenzsignale
fur jeden Messpunkt bei 532nm (Cy3-Kanal) und 635nm (Cy5-Kanal) mit einem Scanner
(GenePix 4000B, Axon Instruments, Union City, CA, USA) ausgelesen. Die Daten wurden
mit einer speziellen Software (GenePix Pro 4.0.0.54, Axon Instruments, Union City, CA,
USA) weiterbearbeitet.

2.2.5.1 Einfluss von Scp160p auf das Hefe-Transkriptom

Zur Analyse der Anderungen im Transkriptom nach Scp160p-Depletion wurde die Haufigkeit
jeder mRNA in zwei unabhangigen Experimenten auf Mikroarrays analysiert. Die Daten
jedes einzelnen Experiments setzten sich aus je zwei Mikroarrays mit unterschiedlich
markierter cDNA (Cy3/Cy5 und Cy5/Cy3) sowie je 2 unabhangigen Messpunkten pro Mikro-
array zusammen.

Zur Analyse standen flr jedes biologische Experiment durch die Mikroarray-Software
GenePix Pro gelieferte Regulationsquotienten zur Verfligung. Diese Werte reprasentieren
die relative Haufigkeit einer mRNA im Scp160p-depletierten Stamm im Vergleich zum WT-
Stamm und sind das Resultat der Auswertung zweier Mikroarrays mit unterschiedlich mar-
kierter cDNA und jeweils zwei Messpunkten (vier Messpunkte gesamt). Daneben konnte auf
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die hintergrundbereinigten Intensitaten im Cy3- oder Cy5-Kanal jedes einzelnen Mikroarrays
zugegriffen werden. Die weitere Auswertung wurde mit Excel 98 (Microsoft) durchgefiihrt.

Die hintergrundbereinigten Intensitatsdaten fir beide Messpunkte derselben mRNA auf
einem Array wurden gemittelt und die Gesamtintensitaten der einzelnen Kanale (Cy3: 532nm
und Cy5: 635nm) auf allen Arrays auf den gemeinsamen Wert 2x10” normiert. Die so von
zwei unabhangige Experimente mit je zwei unterschiedlich markierten cDNA-Praparationen
erhaltenen Intensitatsdaten wurden fir den WT- und Pgai/scp-SCP160-Stamm zusammen-
gestellt und gemittelt. Durch logarithmische Auftragung der errechneten normalisierten
mittleren Gesamtintensitaten fir jedes einzelne Gen im WT-Stamm (x-Achse) und Pgai/sce-
SCP160-Stamm (y-Achse) wurde ein Scatter-Blot erhalten, der das Mall der Abweichung
zwischen WT- und Scp160p-depletiertem Stamm erkennen lasst. Zur Ermittlung der
Verteilung der Regulationsquotienten aller mMRNAs wurden die Regulationsquotienten fir
jedes unabhangige Experiment (bestehend aus zwei Mikroarrays mit jeweils unterschiedlich
markierter cDONA) gemittelt. Die so erhaltenen gemittelten Regulationsquotienten wurden in
201 Gruppen eingeteilt, die in einer logarithmischen Darstellung einen Regulationsbereich
von 0,1 bis 10 (10-fache Reduktion bis 10-fache Induktion) aquidistant abdecken. Durch
Auftragung der Anzahl von mRNAs in einer Gruppe (y-Achse) gegen den das Intervall (x-
Achse) wurde eine Haufigkeitsverteilung erhalten.

Zur Untersuchung der Frage, ob sich die Haufigkeit einer mRNA im Scp160p-depletierten
Stamm von der im WT-Stamm unterscheidet, wurden die logarithmierten Regulations-
quotienten fir unabhangige Experimente einer Kombination aus Schwellenwert- und
Signifikanzanalyse unterzogen: Unter Voraussetzung der Annahme, dass durch die
Depletion von Scp160p die Haufigkeit nur weniger mRNAs geandert wird, kann die
Gesamtverteilung der Regulationsquotienten der experimentellen Streuung annahernd
gleichgesetzt werden. Anhand eines einseitigen Students-t-Test unter Annahme ungleicher
Varianzen wurde analysiert, ob die in beiden unabhangigen Experimenten fir jede indivi-
duelle mRNA erhaltenen logarithmierten Regulationsquotienten in Anbetracht ihrer
Mittelwerte und ihrer Standardabweichung statistisch signifikant von der Gesamtverteilung
aller erhaltenen mittleren Regulationsquotienten abweichen. Der erhaltene p-Wert reprasen-
tiert die Wahrscheinlichkeit, dass der Mittelwert der Regulationsquotienten einer individuellen
MmRNA Bestandteil der Gaul-Verteilung aller Regulationsquotienten ist und damit aufgrund
einer zufalligen experimentellen Abweichung von 1,0 abweicht (falschpositive Selektion).
mRNAs wurden als geandert selektiert, wenn die Anderung der mittleren mRNA-Haufigkeit
zwischen Scp160p-depletiertem und WT-Stamm 1,5-fach Ubersteigt und der durch die
Signifikanzanalyse erhaltene p-Wert unter 0,10 liegt. AuBerdem wurden mRNAs selektiert,
wenn die Anderung ihrer mittleren mRNA-H&ufigkeit 2-fach Ubersteigt und der durch die
Signifikanzanalyse erhaltene p-Wert unter 0,15 liegt.

Die selektierten mRNAs wurden anhand von MIPS-Datenbanken (Mewes et al., 2002a; b)
und der SGD (Cherry, 2002) in Gruppen bezlglich der Lokalisation der von ihnen kodierten
Proteine eingeteilt. Um einen Anhaltspunkt fiur die relative Haufigkeit selektierter
mRNAs/Proteine im Vergleich zu allen Genen zu erhalten, wurde der Anteil der selektierten
und annotierten (eingeteilten) mMRNAs/Proteine von der Gesamtheit der in einer Lokali-
sationsgruppe eingeteilten Proteine berechnet. Bei mRNAs/Proteinen, die in mehr als einer
Lokalisationsgruppe auftreten, wurden die einzelnen Lokalisationen unabhangig voneinander
gewertet. Unter der Annahme einer reprasentativen Auswahl eingeteilter Gene von der Ge-
samtheit aller Gene lasst der Vergleich der erhaltenen Daten Aussagen Uber eine Uber- oder
Unterreprasentation spezifischer Lokalisationen in der Gruppe selektierter ORFs im
Vergleich zur Gesamtheit aller eingeteilten ORFs zu.
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2.2.5.2 Einfluss von Scp160p auf mRNAs in P10 und S25

In zwei unabhangigen Experimenten wurde Gesamt-RNA aus einer membranangereicherten
und einer zytosolischen Fraktion eines Scp160p-depletierten Stammes und eines W T-
Stammes isoliert und aus gleichen absoluten RNA-Mengen Cy3- bzw. Cy5-markierte cDNAs
hergestellt. Um durch die Fluoreszenzfarbe bedingte Effekte auszuschlielen, wurden die
Fluoreszenzfarben in den beiden unabhangigen Experimenten jeweils unterschiedlichen
Fraktionen zugeordnet. Mit unterschiedlichen Fluoreszenzfarben markierte cDNA-Prapara-
tionen aus beiden Fraktionen des gleichen Stammes wurden auf jeweils einem Mikroarray
analysiert.

Die Bearbeitung der aus GenePix Pro gelieferten Rohdaten wurde mit Excel98 (Microsoft)
durchgefihrt. Fir jeden Fluoreszenz-Wellenlange wurde aus den doppelten Messungen
einer mMRNA auf einem Mikroarray ein mittlerer Intensitdtswert berechnet und die
Gesamtintensitaten aller mRNA-Messpunkte auf einem Mikroarray fir jede Fluoreszenz-
wellenldnge getrennt auf den gemeinsamen Wert 2x10” normiert. Unabhangig von der ver-
wendeten Fluoreszenzmarkierung wurde fiir jedes unabhangige Experiment das Verhaltnis
der mittleren normierten Messpunktintensitaten in der membranangereicherten Fraktion und
in der zytosolischen Fraktion (Membrananreicherung) im WT-Stamm und im Scp160p-
depletierten Stamm bestimmt. Aufgrund dieser Berechnungen standen jeweils zwei
Membrananreicherungen fir WT- und Scp160p-depletierten Stamm zur Verfigung. Anhand
eines einseitigen t-Tests unter Annahme ungleicher Varianzen wurde ein p-Wert erhalten,
der ein Mal} fur die Wahrscheinlichkeit ist, dass die Abweichungen zwischen den Mittel-
werten beider unabhangigen Experimente im W T-Stamm und im Scp160p-depletierten
Stamm durch zuféllige Streuung der einzelnen Messwerte zustande kommen. Zusatzlich
wurde aus den mittleren Membrananreicherungen in beiden unabhéngigen Experimenten im
WT-Stamm und im Scp160p-depletierten Stamm ein Verschiebungsquotient (mittlere
Membrananreicherungen Scp160p-depletiert / WT) berechnet. Ein mRNA-Signal wurde dann
als nach Scp160p-Depletion verandert selektiert, wenn der aus dem t-Test erhaltene P-Wert
weniger als 0,10 betragt und sich gleichzeitig nach Scp160p-Depletion die Membran-
anreicherung fir diese mMRNA um mindestens einen Faktor 1,5 andert. Selektierte mMRNAs
wurden mit Informationen aus den im Internet zuganglichen Datenbanken SGD (Cherry,
2002) und MIPS (Mewes et al., 2002a; b) verknupft. Falls mdglich wurde bei mRNAs, zu
denen in beiden Datenbanken keine Informationen bezlglich der Lokalisation der kodierten
Proteine zuganglich waren, aufgrund der Anzahl kodierter TM-Domanen (>3 vorhergesagte
TM-Domanen) und/oder einer bekannten Funktion und/oder einer ausgepragten Homologie
zu bekannten Proteinen eine grobe Einteilung in Lokalisations-Klassen vorgenommen und
der Anteil der mRNAs in einer Klasse von der Gesamtheit aller eingeteilten mRNAs
bestimmt. Um zu untersuchen, ob die spezifische Verteilung einer Subpopulation von
MmRNAs auf einzelne Gruppen von der Verteilung aller analysierbaren mRNAs abweicht,
wurde das Verhaltnis aus der relativen Haufigkeit einer Gruppe innerhalb der Subpopulation
und der relativen Haufigkeit der entsprechenden Gruppe in der Gesamtheit aller analysier-
baren mRNAs bestimmt. Das so erhaltene Reprasentationsverhaltnis zeigt an, um
welchen Faktor ein experimentell erhaltener Wert von dem Wert abweicht, der zu erwarten
gewesen ware, wenn die Subpopulation sich wie die Gesamtheit aller Elemente verhalten
hatte.
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3 ERGEBNISSE

3.1 Biochemische und zellbiologische Charakterisierung
von Scp160p

3.1.1 Lokalisation von Scp160p

Als erster Schritt zur Charakterisierung von Scp160p wurde die Lokalisation von
GFP-markiertem Scp160p nach Expression unter Kontrolle des eigenen Promotors
durch Fluoreszenzmikroskopie untersucht. Dazu wurden Konstrukte erstellt, die fur
N- oder C-terminale Fusionen von Scp160p mit einer fluoreszenzoptimierten GFP-
Variante (S65T, V163A) (Kahana & Silver, 1996) kodieren. Diese Konstrukte wurden
so ins Genom haploider Hefen eingebracht, dass das WT-SCP160-Allel durch das
entsprechende GFP-Fusionskonstrukt ersetzt wurde.

Ein Western-Blot (Abb. 3.1 A) zeigt, dass sowohl C- als auch N-terminale Fusionen
von Scp160p mit GFP zu Fusionsproteinen der erwarteten Grofze fuhren (Spuren 2
und 3). Die GFP-Fusionsproteine ersetzen das endogene Scp160p (Spur 1). Das
jeweils eingefuhrte GFP-Fusionskonstrukt ist daher das einzige exprimierte SCP160-
Allel in der Zelle. Sowohl Scp160p-GFP als auch GFP-Scp160p liegen in vergleich-
baren Mengen wie das nichtfusionierte WT-Protein vor (Abb. 3.1 A). Beide GFP-
fusionierten SCP160-Konstrukte komplementieren den Verlust des W T-Allels
bezuglich Zellvolumens und zellularem DNA-Gehalt (nicht gezeigt). Sowohl GFP-
SCP160 als auch SCP160-GFP kdonnen daher bezlglich dieser Phanotypen als
funktionell betrachtet werden.

A B Sec63p-GFP Abb. 3.1 Lokalisation von

ath 1 F] 3 Scp160p

— - S A, Gesamt-Lysat von WT-Zellen
— anth (FY23 Spur1) oder Zellen, in denen

116 Scpléop SCP160 durch SCP160-GFP bzw.

96-

GFP-SCP160 ersetzt wurde (Spuren
2 und 3, SFY4 und SFY5), wurde
durch SDS-PAGE aufgetrennt und
Scp160p, Scp160p-GFP und GFP-
Scp160p durch Western-Blot mit Anti-
korpern gegen Scp160p und das ribo-
somale Protein Rps3p analysiert.

B, Fluoreszenzbild von WT-Hefen
(FY23) mit einem fur den ER-Marker
Sec63p-GFP-kodierenden Plasmid
(pJK59)

C, Fluoreszenzbilder von Hefen, in
denen SCP160 durch SCP160-GFP
bzw. GFP-SCP160 ersetzt wurde
(SFY4, SFY5)
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Fluoreszenzbilder von Zellen, die GFP-Scp160p oder Scp160p-GFP exprimieren,
zeigt neben schwachen zytoplasmatischen Signalen eine Anreicherung von
Fluoreszenzsignal um den Zellkern und in unregelmafig strukturierten Bereichen in
der Zellperipherie (Abb. 3.1 C). Diese Lokalisation ist typisch fur das endo-
plasmatische Retikulum (ER) in Hefe. Dieses besteht aus einem Anteil nahe der
Kernmembran (perinukleares ER) und einem kortikalen Anteil nahe der Plasma-
membran. Beide ER-Anteile sind durch tubulare Strukturen miteinander verbunden
(Novick et al., 1980; Preuss et al., 1991; Prinz et al., 2000; Rose et al., 1989; van
Rijn et al., 1975). Um die typische Lokalisation des ER der von Scp160p gegenuber-
zustellen, wurde ein Hefestamm mit einem Plasmid transformiert, das fur ein
Fusionsprotein aus GFP und dem integralen ER-Markerprotein Sec63p kodiert (Prinz
et al., 2000). Diese Zellen zeigen eine Anreicherung von Fluoreszenzsignal nahe
dem Zellkern und in der Zellperipherie. Die Lokalisation von Sec63p-GFP ist somit
der von GFP-fusioniertem Scp160p sehr dhnlich. Diese Ubereinstimmung zeigt, dass
sich der Hauptteil von Scp160p nahe dem ER befindet.

3.1.2 Charakterisierung von Scp160p in einer zytosolischen und
einer membranangereicherten Fraktion

Veroffentlichungen anderer Gruppen zeigten, dass sich neben dem ER-nahen
Hauptteil von Scp160p ein weiterer Anteil im Zytoplasma befindet (Lang & Fridovich-
Keil, 2000; Weber et al., 1997). Beide Gruppen kamen jedoch bezuglich einer
Polysomenassoziation dieser Scp160p-Fraktion zu widerspruchlichen Ergebnissen.
Zudem wurde der ER-nahe Hauptteil von Scp160p in allen vorangehenden Studien
biochemisch nicht naher charakterisiert.

3.1.2.1 Fraktionierung von Hefe-Lysat durch differentielle Zentrifugation
Um die intrazellulare Verteilung sowie die relativen Mengen von ER-assoziiertem und
zytosolischem Scp160p biochemisch zu analysieren, wurden zunachst trans-
latierende Polysomen durch Behandlung mit Cycloheximid gehemmt. Aus so
behandelten Zellen wurde durch Glasbead-Lyse ein Extrakt hergestellt, der weit-
gehend das gesamte Scp160p enthalt (nicht gezeigt). Dieser Extrakt wurde durch
differentielle Zentrifugation bei 6000g, 18000g und 200000g in vier Fraktionen (P6,
P18, P200 und S200) aufgeteilt und die Verteilung von Scp160p, den ribosomalen
Proteinen der grof3en und kleinen ribosomalen Untereinheit Rpl35p und Rps3p, dem
integralen ER-Membranprotein Sec61p sowie dem zytosolischen Markerprotein
Zwf1p (Glukose-6-Phosphat-Dehydrogenase) durch Western-Blot analysiert.
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P6 P18 P200 S200 Abb. 3.2 Fraktionierung von Hefe-Lysat

R —— e— Gesamt-Lysat aus WT-Zellen (FY23) wurde durch
Scp160p (ifferentielle Zentrifugation in 6000g-, 18000g- und
- 200000g-Pellets (P6, P18, P200) sowie ein
- Sec61p 200000g-Uberstand (S200) fraktioniert. Gleiche
— e — Rps3p Mengen von Pellets und Uberstand wurden durch 6-
e i Rpl35p 18% SDS-PAGE aufgetrennt, auf Nitrozellulose
transferiert und mit den Antikérpern gegen die

- Zwflp  angegebenen Proteine dekoriert.

Das zytosolische Markerprotein Zwf1p befindet sich ausschlie3lich in S200. Die
Halfte der ribosomalen Proteine Rps3p und Rpl35p verteilt sich auf die Fraktionen P6
und P18, die verbleibende Halfte befindet sich in P200. Der Uberwiegende Anteil des
integralen ER-Membranproteins Sec61p befindet sich in P6, nur ein kleiner Anteil in
P18. Durch die angewandte Fraktionierung werden demzufolge Fraktionen erhalten,
in denen ER-Membranen (P6), membranfreie Ribosomen (P200) oder ribosomen-
freies Zytosol (S200) angereichert sind. P18 reprasentiert eine Fraktion, in der sich
kleine Mengen ER-Membranen sowie Ribosomen befinden. Der Groldteil von
Scp160p wird in P6, geringere Mengen werden in P18 und P200 nachgewiesen.
Scp160p kofraktioniert daher mit ER-Membranen und Ribosomen. Trotz des deutlich
geringeren Gehalts an Ribosomen ist Scp160p in der membranhaltigen Fraktion P6
angereichert.

3.1.2.2 Solubilisierung von Scp160p in einer membranangereicherten
Fraktion

Um zu untersuchen, ob Scp160p in der membranangereicherten Fraktion P6
membranassoziiert vorliegt, wurde in Vorversuchen eine Auswahl mehrerer Deter-
gentien auf ihre Eigenschaften bezuglich der Solubilisierung von Membranmarkern in
P6 charakterisiert. Aufgrund der Salzsensitivitat von Scp160p (siehe Abb. 3.6 und
3.8) wurde die Solubilisierung unter Niedrigsalz-Bedingungen (100mM Kaliumacetat)
durchgefuhrt. Bezuglich effektiver Freisetzung des luminalen ER-Proteins Kar2p aus
der Pelletfraktion, Solubilisierung des ER-Membranproteins Sec61p sowie Integritat
von Ribosomen (gleiche Solubilisierung von Rpl35p und Rps3p) erwies sich das
milde nichtionische Detergens Nikkol (Oktaethylenglykol-Monododecylether) in einer
Konzentration von 2% als am geeignetsten (nicht gezeigt). Zur Charakterisierung von
Scp160p in der membranangereicherten Fraktion wurde P6 in Extraktionspuffer mit
2% Nikkol resuspendiert und von unsolubilisiertem Material durch nochmalige
Zentrifugation bei 6000g getrennt.
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LS-Puffer LS-Puffer + 2% Nikkol Abb. 3.3 Fraktionierung von

P6 S6 P& S6 P6 nach Solubilisierung mit
- Ps S6 P200 S200 2% Nikkol

- - - - - - — Eine membranangereicherte

Scp160p Fraktion (P6) aus WT-Zellen

-— - - - (FY23) wurde in Extraktionspuffer

(Spur 1-2) oder Extraktionspuffer

- - - == KarZp it 29% Nikkol (Spuren 3-8)

— —_— - — — Secé1p  resuspendiert und fir 15 Minuten

g a» e @b e Rps3p bei 23°C inkt.J'bi.ert. Zur Trennung

von unsolubilisiertem (Spuren 1

- - - - e Rpl35p und 3) und solubilisiertem Material

1 2 3 4 5 6 7 8 (Spuren 2 und 4) wurde 20

Minuten bei 6000g zentrifugiert.
Solubilisiertes Material wurde nochmals fir 20 Minuten bei 6000g (Spuren 5-6) oder
200000g (Spuren 7-8) zentrifugiert. Die Verteilung von Scp160p, Kar2p, Sec61p, Rps3p und
Rpl35p wurden durch Western-Blot analysiert.

Unter Niedrigsalz-Bedingungen kann so von dem in P6 sedimentierten Material etwa
die Halfte des Scp160p, der grofdte Teil des luminalen ER-Proteins Kar2p und mehr
als die Halfte von Sec61p und ribosomalen Proteinen (Rpl35p und Rps3p) solubili-
siert werden (Abb. 3.4, Spuren 3-4). Nochmalige Zentrifugation des solubilisierten
Materials bei 6000g fuhrt nicht zu einer Sedimentation (Abb. 3.3 Spuren 5-6). Nach
Zentrifugation bei 200000g kosedimentiert solubilisiertes Scp160p dagegen mit
Ribosomen und Sec61p (Abb. 3.3 Spuren 7-8). Dies lasst vermuten, dass Scp160p
aus P6 auch nach Nikkol-Behandlung in einem hochmolekularen Komplex bestehend
aus Ribosomen, Sec61p und Scp160p vorliegt. Die partielle Solubilisierbarkeit von
Scp160p zeigt, dass Scp160p aus P6 zumindest teilweise membrangebunden
vorliegt. Weiterhin deutet die Zusammensetzung des solubilisierten Materials auf
eine Assoziation dieses Scp160p-Anteils mit membranassoziierten Ribosomen hin.

Die Scp160p-Anteile in der membranangereicherten (P6) und der membranfreien
Fraktion (S18) wurden durch Saccharose-Dichtegradienten-Zentrifugation naher
analysiert. Gesamtlysat (1200g-Uberstand) von Cycloheximid-behandelten Zellen
wurde auf einem 15-60% Succhrosegradient aufgetrennt und die Verteilung von
Scp160p, Sec61p und dem ribosomalen Protein der grolen Untereinheit Rpl35p
durch Western-Blot analysiert (Abb. 3.4 A). Ribosomale 40S- und 60S-Unter-
einheiten sowie Monosomen finden sich in Fraktion 2 und 3, zytosolische Polysomen
unterschiedlicher Grolke verteilen sich auf die Fraktionen 3-7. Das ER-Membran-
protein Sec61p kann in Fraktionen 8-10 nachgewiesen werden. Dieser Gradient
erlaubt somit die Auftrennung von ER und zytosolischen Polysomen. Der Hauptteil
von Scp160p findet sich in Fraktionen 3-10, ein geringerer Anteil in Fraktionen 1 und
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2. Scp160p kosedimentiert daher weitgehend mit zytosolischen Polysomen und ER-

Membranen.
A 1200g-Uberstand (51200) C 6000g-Pellet (P6)
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Abb. 3.4 Charakterisierung von Scp160p in einer zytosolischen und einer
membrangebundenen Fraktion

Gesamt-Lysat (A), 18000g-Uberstand (B), 6000g-Pellet (C) und Nikkol-solubilisiertes
6000g-Pellet (D) aus Cycloheximid-behandelten W T-Zellen (FY23) wurden durch
Saccharose-Dichtegradienten-Zentrifugation (15-60% Saccharose, 60min, SW40-Rotor,
40000rpm) aufgetrennt und in 1,2ml Fraktionen fraktioniert. Ein Aliquot jeder Fraktion wurde
mit TCA gefallt und die Verteilung von Scp160p, Sec61p und Rpl35p durch Western-Blot
analysiert.

Durch Zentrifugation des Gesamt-Lysates bei 18000g wurde ein membranfreier
Uberstand S18 erhalten (vgl. Abb. 3.2, P200 und S200). Nach Auftrennung von S18
auf 15-60% Saccharose-Dichtegradienten kdnnen sowohl das ribosomale Marker-
protein Rpl35p als auch Scp160p in Fraktionen 2-7 nachgewiesen werden. Scp160p
ist in Fraktionen mit schweren Polysomen angereichert. In den Fraktionen 8-10
befindet sich dagegen kein Scp160p. In einem reversen Experiment wurde aus
Gesamt-Lysat durch Zentrifugation bei 6000g eine membranangereicherte Fraktion
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P6 prapariert (vgl. Abb. 3.2). Auf einem Saccharose-Dichtegradienten zeigt sich,
dass diese Fraktion nur einen geringen Anteil an zytosolischen Polysomen enthalt
(Abb. 3.4 C, Fraktionen 2-7). Scp160p kosedimentiert in dieser Fraktion weitgehend
mit Sec61p und Rpl35p in den Fraktionen 8-10.

Aus P6 durch Nikkol-Behandlung solubilisiertes Material wurde auf 15-60%
Saccharose-Dichtegradienten aufgetrennt (Abb. 3.4 D). Der Grofteil der analysierten
Proteine Scp160p, Sec61p und Rpl35p kosedimentiert mit Ribosomen und Poly-
somen in den Fraktionen 2-7. Ein Vergleich zwischen nicht-solubilisiertem und
solubilisiertem P6 (Abb. 3.4 C und D) zeigt, dass durch Nikkol-Behandlung ein
groRer Teil der ER-Membranen solubilisiert wurde. Ahnlich wie in der zytosolischen
Fraktion S18 ist Scp160p nach Saccharose-Dichtegradienten-Zentrifugation von
Nikkol-behandeltem P6 in Fraktionen mit schweren Polysomen angereichert (Abb.
3.4 D).

Eine ahnliche Analyse von solubilisiertem P6 auf einem 10-40%-Saccharose-
Dichtegradienten ermaoglicht eine Analyse mit hoherer Aufldsung. Auch auf diesem
Gradienten kosedimentiert der Grof3teil von Sec61p und Scp160p mit Ribosomen
(Abb. 3.5 Fraktionen 6-10). Zusammen mit den in Abb. 3.3 dargestellten Versuchen
legen diese Daten nahe, dass nach Nikkol-Solubilisierung von P6 ein Komplex aus
Sec61p, Ribosomen und Scp160p erhalten bleibt.

Abb. 3.5 Sedimentationsver-

halten von Scp160p, Sec61p

1 und Ribosomen nach Nikkol-
Polysomen Behandlung

P6 aus Cycloheximid-behandelten

WT-Zellen (FY23) wurde mit 2%

/\/\,k Nikkol behandelt, solubilisiertes

Material durch Saccharose-Dichte-

ogm gradienten-Zentrifugation (15-40%
Saccharose, SW40, 40000rpm)
aufgetrennt und in 1,2ml Fraktion-
— —— w= e = e == Sec6ip en fraktioniert. Ein Aliquot jeder
Fraktion wurde mit TCA gefallt und
die Verteilung von Scp160p,
Sec61p, Rps3p und Rpl35p durch
Western-Blot analysiert.
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Die vorgestellten Versuche zeigen, dass Scp160p mit zytosolischen und membran-
gebundenen Polysomen kosedimentiert. Nach Solubilisierung aus einer membran-
angereicherten Fraktion kosedimentiert Scp160p mit Polysomen und dem ER-
Markerprotein Sec61p.
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3.1.2.3 Charakterisierung des zytoplasmatischen Scp160p-Anteils

Die zytosolische Fraktion von Scp160p wurde durch 10-40% Saccharose-Dichte-
gradienten-Zentrifugation untersucht (Abb. 3.6). Der Groldteil des nachweisbaren
Scp160p in der membranfreien Fraktion kosedimentiert mit Polysomen (Abb. 3.6 A,
Fraktionen 8-10). Schwere Polysomen mit assoziierten Proteinen pelletieren. Nur
eine geringe Menge von Scp160p kann in den ribosomenfreien Fraktionen (1-5)
nachgewiesen werden.
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Abb. 3.6 Charakterisierung des zytoplasmatischen Scp160p-Anteils
Gesamt-Lysat aus Cycloheximid-behandelten WT-Zellen (FY23) wurde in Aliquots ent-
sprechend 7,50D¢00 Zellen aufgeteilt. Einzelne Aliquots wurden fir 15 Minuten bei 23°C in
Extraktionspuffer (A), Extraktionspuffer mit 500mM Kaliumacetat (B), oder Extraktionspuffer
mit 8mM EDTA (C) inkubiert. Ein weiteres Aliquot wurde fir 15 Minuten mit 25U/ml S1-
Nuklease in Extraktionspuffer mit 2mM CaCl, behandelt (D). Der Nuklease-Verdau wurde
durch Zugabe von 3mM EGTA gestoppt. Die behandelten Lysate wurden fir 20 Minuten bei
6000g zentrifugiert und die Uberstande durch Saccharose-Dichtegradienten-Zentrifugation
(10-40% Saccharose) aufgetrennt. Die Verteilung von Scp160p, Rps3p und Rpl35p wurde
durch Western-Blot analysiert.

Nach Behandlung mit 500mM Kaliumacetat findet sich Scp160p weitgehend in den
oberen, ribosomenfreien Fraktionen des Gradienten (Abb. 3.6 B, Fraktionen 1-3). In
detaillierteren Salztitrationen wurde gefunden, dass in vitro Salzkonzentrationen Uber
125mM Kaliumacetat zur teilweisen Ablosung von Scp160p aus hochmolekularen
Komplexen filhren (nicht gezeigt). Entzug von Mg**-lonen durch EDTA-Zugabe fiihrt
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unter teilweisem Verlust von peripheren ribosomalen Proteinen und 5S rRNA zur
Dissoziation von 80S-Ribosomen und Polysomen in ribosomale Untereinheiten und
mRNA (Blobel, 1971; Nolan & Arnstein, 1969). Nach Auftrennung einer EDTA-
behandelten zytosolischen Fraktion wird Scp160p in Komplexen gefunden, die in
ihrem Sedimentationsverhalten der kleinen ribosomalen Untereinheit ahneln (Abb.
3.6 C, Fraktionen 1-5). Hochauflosende Saccharose-Dichtegradienten zeigten
jedoch, dass Scp160p nach EDTA-Behandlung nicht mit der kleinen ribosomalen
Untereinheiten assoziiert (nicht gezeigt).

Um zu untersuchen, ob mRNA fur die Kosedimentation von Scp160p mit Ribosomen
notig ist, wurde die mRNA selektiv durch milde Behandlung mit S1-Nuklease entfernt
(Abb.3.6 D). Nach S1-Verdau sedimentieren Ribosomen im Saccharose-Dichte-
gradient zumeist als Monosomen (Abb. 3.6 D, Fraktionen 6-9). Der Uberwiegende
Anteil von Scp160p wird in den leichten Fraktionen im oberen Teil des Gradienten
gefunden (Abb. 3.6 D, Fraktionen 1-2), nur ein geringer Anteil kosedimentiert mit
ribosomalen Untereinheiten und Monosomen (Fraktionen 3-7).

Die durchgeflhrten Versuche zeigen, dass Scp160p durch Spaltung von Ribosomen
in die Untereinheiten, durch Verdau der mRNA oder durch Salzbehandlung von
einem Polysomen-assoziierten in einen ribosomenfreien Zustand uberfuhrt werden
kann. Diese Daten deuten darauf hin, dass Scp160p mRNA-abhangig mit zyto-
solischen Ribosomen interagiert. Dabei weist Scp160p eine Praferenz fur schwere
Polysomen auf.

3.1.2.4 Charakterisierung der Membranassoziation von Scp160p

Zur Charakterisierung der Interaktion von Scp160p mit membranassoziierten Kompo-
nenten wurde die membranangereicherte Fraktion P6 mit Hochsalz (500mM Kalium-
acetat), EDTA oder zum Verdau von mRNA mit 25U/ml S1-Nuklease behandelt (Abb.
3.7).

Eine Kontrollinkubation fur 15 Minuten bei 23°C in Extraktionspuffer fuhrt zur Frei-
setzung nur geringer Scp160p-Mengen von P6. Inkubation mit 500mM Kaliumacetat
oder Entzug von Mg®*-lonen durch EDTA setzt dagegen einen GrofRteil von Scp160p
aus P6 frei. Wahrend nach Behandlung mit 500mM Kaliumacetat die Ribosomen im
Pellet verbleiben, entlasst EDTA-Behandlung neben Scp160p auch Ribosomen von
P6. Dies legt nahe, dass Scp160p zumindest zum Teil durch seine Interaktion mit
Ribosomen mit der Membran interagiert. Ein Verdau von mRNA mit geringen
Konzentrationen S1-Nuklease (25U/ml) flhrt zur teilweisen Freisetzung von Scp160p
und Ribosomen. Dies deutet darauf hin, dass ein Teil von Scp160p mRNA-abhangig
mit membrangebundenen Ribosomen interagiert.

38



ERGEBNISSE

Kontrolle HS EDTA S1
P6 S6 P6 S6 P6 S6 P6 S6

Scp160p

— — Ka r2p
e — — Sec61p
o - w=» e Rpli5p

il

Abb. 3.7 Charakterisierung der Membranassoziation von Scp160p

Eine membranangereicherte Fraktion (P6) aus WT-Zellen (FY23) wurde 15 Minuten bei
23°C in Extraktionspuffer (Kontrolle), in Extraktionspuffer mit 500mM Kaliumacetat (HS), in
Extraktionspuffer mit 8mM EDTA (EDTA) oder in Extraktionspuffer mit 25U/ml S1-Nuklease
(S1) inkubiert. Zur Isolierung der ER-Membranen wurden alle Proben 20 Minuten bei 6000g
zentrifugiert. Die Verteilung von Scp160p, Kar2p, Sec61p und Rpl35p wurde durch
Western-Blot analysiert.

Im Vergleich zur Inkubation mit EDTA ist Freisetzung nach Behandlung mit S1-
Nuklease weniger effizient. Der vergleichsweise geringe Effekt eines mRNA-Verdaus
lasst daher vermuten, dass die Interaktion von Scp160p mit der Membran neben der
Assoziation mit Ribosomen zusatzlich durch RNA-unabhangige Faktoren vermittelt
wird.

Zusammengenommen zeigen die Daten, dass die Interaktionen von Scp160p mit
zytosolischen und membrangebundenen Ribosomen in Bezug auf ihre mRNA-
Abhangigkeit und Salzsensitivitdt ahnliche Charakteristika aufweisen.

3.1.2.5 Lokalisation von Scp160p nach Uberexpression

Zur weiteren Charakterisierung der Membranassoziation von Scp160p wurde die
Lokalisation von GFP-Scp160p in Zellen analysiert, die WT-SCP160 von einem CEN-
Plasmid Uberexprimieren. GFP-Scp160p verhalt sich bezuglich seiner Polysomen-
Assoziation wie WT-Scp160p (Frey et al., 2001). Die Expression von WT-SCP160
von einem CEN-Plasmid fuhrt zu einer etwa 4-fach erhdhten Konzentration von
Scp160p (nicht gezeigt) und einer signifikanten Umverteilung von GFP-Scp160p vom
ER ins Zytosol (Abb. 3.8, rechtes Bild). Dieses Ergebnis zeigt, dass nach Uber-
expression von Scp160p die Scp160p-Bindestellen an der ER-Membran gesattigt
werden. Weitere Analysen anhand von Saccharose-Dichtegradienten zeigten zudem,
dass durch Uberexpression von WT-SCP160 die Assoziation von GFP-Scp160p
sowohl mit membrangebundenen als auch mit zytosolischen Polysomen sattigbar ist
(Frey et al., 2001).
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Abb. 3.8 Einfluss einer Uberexpression von WT-SCP160 auf die Lokalisation
von GFP-Scp160p

GFP-SCP160-exprimierende Hefen (SFY5) mit einem leeren CEN-Plasmid (pRS315; linkes
Bild) oder mit einem SCP160-kodierenden CEN-Plasmid (pMS346; rechtes Bild) wurden in
selektivem Medium angezogen und durch Fluoreszenzmikroskopie analysiert.

3.1.2.6 Vergleich der Lokalisationen von Scp160p und Rpl11Bp, einem
Protein der groBen ribosomalen Untereinheit

In den zuvor vorgestellten Versuchen konnte gezeigt werden, dass Scp160p sowohl
mit zytosolischen als auch mit membrangebundenen Polysomen interagiert. Dabei
zeigten Zellfraktionierungs-Experimente, dass Scp160p in einer membranange-
reicherten Fraktion in Relation zu Ribosomen stark angereichert ist (vgl. Abb. 3.2).
Aufgrund der Durchfuhrung der Experimente in vitro kann nicht ausgeschlossen
werden, dass Scp160p erst nach einem Zellaufschluss mit Komponenten in der
membranangereicherten Fraktion interagiert. In einem weiteren Experiment wurde
daher untersucht, ob die unterschiedliche Affinitat von Scp160p fur membran-
gebundene und zytosolische Polysomen auch in vivo anhand der Lokalisation von
Scp160p und Ribosomen nachgewiesen werden kann.

Die Lokalisation der Gesamtheit aller Ribosomen in der Zelle wurde durch Fluores-
zenzmikroskopie in einem Stamm untersucht, in dem RPL11B durch ein funktionelles
RPL11B-GFP-Fusionskonstrukt (Stage-Zimmermann et al., 2000) ersetzt wurde
(Abb. 3.9 A, rechtes Bild). Auf Saccharose-Dichtegradienten kofraktioniert Rpl11B-
GFP ausschlieRBlich mit ribosomalen 60S-Untereinheiten, Monosomen und Poly-
somen (Abb. 3.9 B, Fraktionen 4-10). Ribosomenfreies Rpl11B-GFP ist nicht
nachweisbar (Fraktionen 1-3). Rpl11B-GFP kosedimentiert mit Rpl35p, einem
weiteren Protein der grof3en ribosomalen Untereinheit. Rpl11B-GFP verhalt sich
daher wie ein Protein der 60S-ribosomalen Untereinheit (Abb. 3.9 B). Damit kann
Rpl11B-GFP zur Bestimmung der Lokalisation von Ribosomen in lebenden Zellen
herangezogen werden.
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Abb. 3.9 Vergleich der
Lokalisationen von GFP-
Scp160p und Rpl11B-GFP
A, Fluoreszenzbilder von Zel-
len, in denen SCP160 durch
GFP-SCP160 (linkes Bild)
bzw. RPL11B durch RPL11B-
GFP (rechtes Bild) ersetzt
wurde (SFY5 und SFY16)

B, Gesamtlysat von Zellen, in
denen RPL11B durch
RPL11B-GFP ersetzt wurde
(SFY16), wurde auf 10-50%
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aufgetrennt und die Verteilung
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Rpl11B-GFP-Fluoreszenz ist im gesamten Zytosol, nicht jedoch in der Vakuole und
nur schwach im Zellkern nachweisbar (Abb. 3.9 A, rechtes Bild). Diese Verteilung
unterscheidet sich stark von der typischen Lokalisation von Ribosomen-assoziiertem
GFP-Scp160p (Abb. 3.9 A, linkes Bild). Diese Daten zeigen, dass Scp160p bevor-
zugt mit membrangebundenen Ribosomen interagiert.

3.1.3 Beitrag des Zytoskeletts zur Lokalisation von Scp160p

Um den Beitrag des Zytoskeletts zur ER-Assoziation von Scp160p zu untersuchen,
wurde der Effekt einer Depolymerisation von Aktin-Filamenten oder Mikrotubuli durch
Latrunculin A (Ayscough & Drubin, 1998) beziehungsweise Benomyl (Stearns et al.,
1990) auf die Lokalisation von GFP-Scp160p untersucht.

Zur Analyse der Auswirkung einer Latrunculin A-Behandlung wurde die Lokalisation
von GFP-Scp160p, Sec63p-GFP und Aktin vor oder nach Behandlung mit
Latrunculin A oder dem gleichen Volumen DMSO untersucht. In unbehandelten
Zellen zeigen alle untersuchten Proteine ihre charakteristischen Lokalisationen (Abb.
3.10 A, a-d): GFP-Scp160p und Sec63p-GFP sind in perinuklearen und kortikalen
Strukturen angereichert (Abb. 3.10 A, a-c), die Aktin-Farbung zeigt kabelartige
Strukturen, die haufig eine Orientierung zur Tochterzelle aufweisen (Abb. 3.10 A, d).
Nach Behandlung mit Latrunculin A fur 15 Minuten ist das Aktin-Signal diffus im
Zytoplasma verteilt (Abb. 3.10 A, h). Die Signale von GFP-Scp160p und Sec63p-
GFP zeigen nach 15 Minuten Behandlung mit Latrunculin A keine Veranderung
gegenuber unbehandelten Zellen. Auch nach einer Kontrollinkubation mit DMSO ist
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die Lokalisation von GFP-Scp160p unverandert. Dies zeigt, dass Latrunculin A zu
einer Depolymerisation des Aktin-Zytoskeletts, nicht jedoch zu einer Veranderung
der Lokalisation von GFP-Scp160p oder Sec63p-GFP fuhrt. Ein funktionelles Aktin-
Zytoskelett ist daher fur Lokalisation von GFP-Scp160p nicht nétig.

A GFP-Scp180p SecBlp-GFP Aktin
Latrunculin A OMSO Latrunculin A Latrunculin A

0 min

15 min

B GFP-Scp160p SecBip-GFP Tubulin-GFP
Banemyl BenomylCycloheximid C :Iohe:lml Benomyl Banomyl

0 min
0 min

15 min

120 min

Abb. 3.10 Beitrag des Zytoskeletts zur Lokalisation von Scp160p

A, Lokalisation von GFP-Scp160p (a, b, e, f), Sec63p-GFP (c, g) und Aktin (d, h) vor und
nach Behandlung mit Latrunculin A. Zellen (SFY5, FY23 + pJK59 oder FY23) wurden in
selektivem Medium bei 25°C bis 0,5 ODgqo kultiviert und unmittelbar vor (a-d) oder nach einer
15-minitigen Behandlung mit 30ug/ml Latrunculin A in DMSO (e, g, h) oder entsprechende
Menge DMSO (f) unter dem Fluoreszenzmikroskop betrachtet. Zur Analyse des Aktin-Zyto-
skeletts wurden die Zellen wie im Kapitel Material und Methoden beschrieben behandelt.

B, GFP-Scp160p (a-c, f-h), Sec63-GFP (d, i) oder GFP-Tub1p (e, k) exprimierende Zellen
wurden in selektivem Medium bei 25°C bis 0,5 ODggo kultiviert und vor (a-e) oder nach (f-k)
Behandlung mit 30ug/ml Benomyl in DMSO (f, i, k), 30ug/ml Benomyl und 100ug/ml
Cycloheximid (g) oder 100ug/ml Cycloheximid (h) fir 15 Minuten (f-i) oder 120 Minuten (k) im
Fluoreszenzmikroskop betrachtet.

Die Auswirkungen einer Mikrotubuli-Depolymerisation und/oder einer Hemmung der
Translations-Elongation wurden durch Analyse der Lokalisation von GFP-Scp160p,
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Sec63p-GFP und Tubulin-GFP vor oder nach Behandlung mit unterschiedlichen
Kombinationen von Benomyl und Cycloheximid untersucht. In unbehandelten Zellen
zeigen GFP-Scp160p und Sec63p-GFP die typische perinukledre und kortikale
Lokalisation (Abb. 3.10 B, a-d). Das Tubulin-GFP-Signal erscheint in einigen Zellen
als langgestreckte Struktur, die sich von der Mutterzelle bis in die Tochterzelle
erstreckt, in anderen Zellen als heller Punkt (Abb. 3.10 B, €). Nach 15 Minuten
Behandlung mit Benomyl ist eine einsetzende Verkurzung der langgestreckten
Tubulin-Strukturen zu beobachten (nicht gezeigt). Nach zwei Stunden lokalisiert
Tubulin-GFP ausschliel3lich in punktartigen Strukturen (Abb. 3.10 B, k). Dies zeigt,
dass Benomyl zu einer Depolymerisation von Mikrotubuli fihrt. 15 Minuten
Behandlung mit Benomyl fuhren zu einer homogenen Verteilung von GFP-Scp160p
im Zytosol (Abb. 3.10 B, f). Die Lokalisation von Sec63-GFP wird durch gleiche
Behandlung mit Benomyl nicht beeinflusst (Abb. 3.10 B, i). Nach gleichzeitiger
Behandlung von Zellen mit Benomyl und Cycloheximid oder Cycloheximid alleine
zeigt GFP-Scp160p eine ahnliche Lokalisation wie in unbehandelten Zellen (Abb.
3.10 B, g und h). Ahnliche Ergebnisse wurden auch nach Depolymerisation von
Mikrotubuli durch Nocodazol erhalten (nicht gezeigt). Diese Daten zeigen, dass eine
Depolymerisation von Mikrotubuli bei gleichzeitiger aktiver Proteinsynthese zum
Verlust der ER-Lokalisation von GFP-Scp160p fuhrt. Eine Inhibition der Translations-
Elongation durch Cycloheximid verhindert dagegen die durch Depolymerisation von
Mikrotubuli induzierte Umverteilung von GFP-Scp160p vom ER ins Zytosol.
Zusammengenommen zeigen diese Daten, dass (i) die Akkumulation von Scp160p
an der ER-Membran ein intaktes Tubulin-Zytoskelett bendtigt, (ii) die Umverteilung
von GFP-Scp160p vom ER ins Zytosol nach Mikrotubuli-Depolymerisation von
Translation abhangt und (iii) die Verankerung von Scp160p am ER unabhangig von
Mikrotubuli ist.

43



ERGEBNISSE

3.2 Analyse der Domanenstruktur von Scp160p

In den folgenden Experimenten wurden die Beitrdge einzelner Domanen und Se-
quenzen innerhalb von Scp160p zu seiner Lokalisation und Polysomen-Assoziation
sowie die Bedeutung dieser Proteinbereiche fur die Kontrolle des zellularen DNA-
Gehalts untersucht.

3.2.1 Auswirkungen einer Deletion von Scp160p-Fragmenten auf
den zellularen DNA-Gehalt und die Polysomen-Assoziation
von Scp160p

Im Rahmen der Erstbeschreibung von Scp160p wurde gezeigt, dass Deletion von
SCP160 nach wenigen Zellteilungen neben anderen Phanotypen zu einer Zunahme
des DNA-Gehalts fuhrt (Wintersberger et al., 1995). Dieser Effekt ist nach
Transformation mit einem Scp160p-kodierenden Plasmid nicht reversibel.

Durch FACS-Analyse des zellularen DNA-Gehalts eines Stammes, der durch
Deletion von SCP160 in einem haploiden WT-Stammbhintergrund konstruiert wurde,
sowie je eines haploiden und eines diploiden WT-Kontrollstammes wurde der be-
schriebene Chromosomensegregations-Defekt naher untersucht.

Ein haploider WT-Stamm zeigt ein FACS-Profil mit zwei charakteristischen Peaks bei
einfachem (1n) und doppeltem (2n) Chromosomensatz, die der G1- bzw. G2-Phase
des Zellzyklus zugeordnet werden kdnnen (Abb. 3.11 A, a). In einem diploiden WT-
Stamm erscheinen entsprechende Peaks bei 2n bzw. 4n (Abb. 3.11 A, b). Das
FACS-Profil eines aus einem haploiden WT-Stamm hervorgegangenen scp7160A-
Stammes (Abb. 3.11 A, c) zeigt Peaks bei 2n und 4n DNA-Gehalt. Nur ein sehr
geringer Teil der Zellen weist einfachen DNA-Gehalt (1n) auf. Der DNA-Gehalt eines
scp160A-Stammes entspricht damit weitgehend dem eines diploiden WT-Stammes.
Der scp160A-Stamm zeigt folglich einen pseudo-diploiden Phanotyp.

Anhand von Stammen, in denen das genomische SCP160 durch reintegriertes WT-
SCP160 oder Genfragmente ersetzt wurde, die fur C-terminal verkurztes Scp160p
kodieren, wurde untersucht, welche Bereiche von Scp160p zur Komplementation der
beobachteten DNA-Verdopplung nétig sind. Nach Austausch des endogenen
SCP160 durch rekombinante Konstrukte, die fur Scp160p (Abb. 3.11 B, a) oder
Scp160p(1-1008) (KH1-12; Abb. 3.11 B, b) kodieren, zeigen die resultierenden
Stamme FACS-Profile mit Peaks bei 1n und 2n, die der Situation im haploiden
Kontrollstamm entsprechen (Abb. 3.11 A, a). Stamme, die Scp160p-Konstrukte mit 6
bis 10 N-terminalen KH-Doméanen (KH1-6, KH1-8 und KH1-10) exprimieren, zeigen
dagegen einen Verdopplung des zellularen DNA-Gehalts (Abb. 3.11 B, c-e). Der
Austausch von Scp160p gegen ein Konstrukt, das nur die N-terminalen 320 Amino-
sauren (KH-Domanen 1-3) umfasst, fihrt zu einem FACS-Profil mit dominierenden
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Peaks bei 4n und 8n DNA-Gehalt. Ein geringerer Anteil Zellen zeigt einen 2n-DNA-
Gehalt (Abb. 3.11 B, f).

A WT haploid WT diploid ~ scp160A
—|a| b f c | "
= | f
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Abb. 3.11 Auswirkung einer partiellen oder vollstandigen Deletion von Scp160p
auf den zellularen DNA-Gehalt

A, FACS-Profile von haploiden (FY23) und diploiden (PSY613) WT-Stdmmen (a und b)
sowie einem Stamm, der aus einem haploiden W T-Ausgangsstamm durch Deletion von
SCP160 konstruiert wurde (SFY49; c).

B, In einem haploiden W T-Stamm wurde SCP7160 durch rekombinante Konstrukte ersetzt,
die fir Scp160p oder die angegebenen Scp160p-Fragmente kodieren. Der DNA-Gehalt der
resultierenden Stamme (SFY9-14) wurden durch FACS analysiert.

Diese Daten zeigen, dass Deletion der beiden C-terminalen KH-Domanen von
Scp160p nicht zu einer Verdopplung des zellularen DNA-Gehalts fuhrt. Deletion von
mehr als drei C-terminalen KH-Domanen von Scp160p fuhrt dagegen zu einer
Verdopplung der DNA, ein Stamm, der nur die N-terminalen 320 Aminosauren (KH1-
3) von Scp160p exprimiert zeigt einen vervierfachten DNA-Gehalt.

Durch Saccharose-Dichtegradienten-Zentrifugation wurde untersucht, welche Do-
manen von Scp160p zur Ribosomenassoziation von Scp160p nétig sind. Dazu wurde
SCP160 in einem haploiden WT-Stamm durch Genfragmente ersetzt, die fur
Scp160p, Scp160p(1-1008) bzw. Scp160p(1-858) kodieren. Eine zytosolische Frak-
tion aus Gesamtlysat dieser Stamme wurde durch 10-50% Saccharose-Dichte-
gradienten-Zentrifugation aufgetrennt und einzelne Fraktionen durch Western-Blot
mit Scp160p-spezifischen Antikdrpern analysiert.
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Abb. 3.12 Korrelation zwischen der Polysomenassoziation C-terminal ver-
kiirzter Scp160p-Konstrukte und der Komplementation einer DNA-Verdopplung
In einem haploiden WT-Stamm wurde SCP160 durch Konstrukte ersetzt, die fiir Scp160p,
Scp160p(1-1008) bzw. Scp160p(1-858) kodieren. Der DNA-Gehalt der resultierenden
Stamme (SFY14, SFY13 und SFY12) sowie die Polysomenassoziation der jeweiligen
Scp160p-Fragmente wurden durch FACS (d-f) bzw. 10-50% Saccharose-Dichtegradienten-
Zentrifugation und nachfolgenden Western-Blot mit Scp160p-spezifischen Antikérpern (a-c)
analysiert.

Reintegriertes WT-Scp160p kann nach Saccharose-Dichtegradienten-Zentrifugation
in den unteren Fraktionen des Gradienten nachgewiesen werden, in denen sich auch
Polysomen befinden (Abb. 3.12, a). Nach Deletion von zwei oder mehreren C-
terminalen KH-Domanen finden sich die resultierenden Scp160p-Fragmente dage-
gen in den zwei obersten, polysomenfreien Fraktionen der Gradienten (Abb. 3.12, b
und c). Die KH-Domanen 13 und 14 sind daher fur eine Polysomenassoziation not-
wendig. Eine Gegenuberstellung der durch FACS-Analyse gewonnenen Ergebnisse
(Abb. 3.12, d-e, vgl. Abb. 3.11 B, a-c) und der Polysomenassoziation zeigt, dass
Scp160p(1-1008) zwar nicht mit Polysomen interagiert, jedoch in der Lage ist, eine
DNA-Verdopplung zu komplementieren. Diese Daten verdeutlichen, dass eine Poly-
somen-Assoziation von Scp160p fur die Komplementation der DNA-Verdopplung
nicht zwingend notig ist.
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3.2.2 Identifizierung und Charakterisierung eines Kernimport-
Signals in Scp160p

Neben zytosolischen Funktionen wurden fur Mitglieder der Vigilin-Proteinfamilie in
hoheren Eukaryonten Funktionen vorgeschlagen, die mit einer Kernlokalisation der
Proteine oder mit ihrem Transport zwischen Zytosol und Zellkern vereinbar sind
(Cortes & Azorin, 2000; Kruse et al., 1998b; Kruse et al., 2000). In einigen dieser
Proteine wurden Kernimport- und Kernexport-Signale beschrieben. Die Funktionalitat
dieser Domanen sowie eine Kernlokalisation der Proteine konnte zum Teil
experimentell bestatigt werden (Cortes & Azorin, 2000; Cortes et al., 1999; Klinger &
Kruse, 1996; Kruse et al., 1998b; Kugler et al., 1996). Die bevorzugt zytosolische und
membranassoziierte Lokalisation von Scp160p schlief3t nicht aus, das auch Scp160p
unter bestimmten Bedingungen im Kern zu finden ist. So kann der Defekt einer
scp160A-Mutante bei der Verteilung von Chromosomen als Hinweis auf eine
nukleare Funktion und somit auf eine zumindest transiente Kernlokalisation von
Scp160p betrachtet werden. Zudem wurden auch in Scp160p anhand von Homo-
logien sowohl ein potentielles zweiteiliges Kernimportsignal (NLS, AS 321-333) als
auch ein mogliches leucinreiches Kernexportsignal (NES, AS 52-61) identifiziert
(Weber et al., 1997). Die Funktionalitat dieser Kerntransportsignale wurde jedoch
bisher nicht untersucht.

3.2.2.1 Lokalisation C-terminal verkurzter Scp160p-Konstrukte nach
Uberexpression

In den folgenden Abschnitten wurden anhand eines GFP-Reporterassays die
Beitrage einzelner Domanen und Sequenzen zur Lokalisation von Scp160p unter-
sucht.

Scp160p bzw. C- oder N-terminal verkurzte Scp160p-Konstrukte wurden am C-
Terminus mit zwei Kopien einer fluoreszenzoptimierten GFP-Variante (G65T, V163A)
(Kahana & Silver, 1996) sowie der 3 -nichttranslatierten Region (3°-UTR) von NUF2
fusioniert. Die resultierenden Fusionsproteine wurden in WT-Hefen von einem
Plasmid mit geringer Kopienzahl (CEN-Plasmid) unter Kontrolle des ADH7-Promo-
tors exprimiert (Abb. 3.13 A) und ihre Lokalisation durch Fluoreszenzmikroskopie
untersucht. Mit der gleichen Strategie wurden die Lokalisationen von 2xGFP, 4xGFP
und des GFP-LacZ-Fusionsproteins als Beispiele fur Proteine ohne Kerntransport-
Signale untersucht.

2xGFP, 4xGFP sowie das GFP-LacZ-Fusionsprotein zeigen ein weitgehend
gleichmaliges Fluoreszenzsignal im Zytoplasma und Zellkern, kein Signal findet sich
in der Vakuole (Abb. 3.13 B). Da keines der Referenzproteine ein Kernimport-Signal
enthalt, ist ihr gleichmaliges Auftreten in Zellkern und Zytoplasma Zeichen ihres
diffusionsbedingten Austauschs zwischen beiden Kompartimenten.
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A

ADH1-Promotor SCP160-Fragment 2xGFP-Reporter NUF2-3"-UTR

4xGFP GFP-LacZ

D KH1-14 KH1-12 KH1-11 KH1-10 KH1-8
AS1-1008

GFP

DIC

KH1-7 (AS1-632) KH1-6 (AS1-555) KH1-3 (AS1-320) KH1 [AS1-181)

GFP

DIC

Abb. 3.13 Lokalisation C-terminal verkiirzter Scp160p-Konstrukte

A, Schematische Darstellung der Struktur der 2xGFP-Reporterkonstrukte

B und D, Unterschiedliche Reporterproteine (B) oder die angegebenen, mit 2xGFP fusio-
nierten Scp160p-Fragmente (D) wurden in WT-Hefen (FY23) exprimiert und ihre Lokalisation
durch Fluoreszenz- (GFP) und Interferenzkontrast-Mikroskopie (DIC) analysiert.

C, Gleiche Mengen Gesamt-Lysat von W T-Zellen mit einem Plasmid, das fir Scp160p-
2xGFP unter Kontrolle des ADH1-Promotors kodiert (FY23 + pSF20; Spur1) bzw. von Zellen,
in denen SCP160 durch GFP-SCP160 ersetzt wurde (SFY5; Spur 2), wurde durch Western-
Blot mit Scp160p-spezifischen Antikérpern analysiert.
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Eine von dieser Gleichverteilung abweichende Lokalisation der im folgenden betrach-
teten Fusionsproteine ahnlicher Grof3e kann daher auf Beitrage der an den 2xGFP-
Reporter fusionierten Scp160p-Fragmente zuriuckgefuhrt werden. Im Vergleich zur
Menge von WT-Scp160p (Abb. 3.13 C, Spur 1; Scp160p) oder von GFP-Scp160p
(Spur 2) unter Kontrolle des SCP160-Promotors fuhrt die Expression von SCP160-
2xGFP von einem zentromeren Plasmid unter Kontrolle des ADH7-Promotors zu
einer mehrfach erhdhten Proteinmenge (Abb. 3.13 C, Spur 1; Scp160p-2xGFP).
Diese Uberexpression flihrt dhnlich wie zuvor beschrieben (Abb. 3.8) zur Sattigung
Scp160p-spezifischer Bindungsstellen am ER und zu einer weitgehend
gleichmafigen Verteilung des Fluoreszenzsignals im Zytoplasma (Abb. 3.13 D, KH1-
14). Im Zellkern, der sich in Stadien mit grof3er Tochterzelle haufig im Verbindungs-
bereich zwischen Mutter- und Tochterzelle befindet, ist ein nur geringes oder kein
Signal zu beobachten. Eine schrittweise Deletion C-terminaler KH-Domanen von
Scp160p fuhrt zu einer graduellen Verschiebung der GFP-Signale zwischen
Zytoplasma und Zellkern (Abb. 3.13 D): Scp160p(1-1008)-2xGFP zeigt wie das Voll-
langenprotein keine oder nur geringe Fluoreszenz im Kern. Nach Deletion von 3 bis 6
KH-Domanen befindet sich ein zunehmender Teil des GFP-Signals im Zellkern:
Scp160p(1-708)-2xGFP ist zwischen Zellkern und Zytoplasma etwa gleichverteilt
(Abb. 3.13 D, KH1-8). Fusion von einer bis sieben N-terminaler KH-Domanen von
Scp160p mit 2xGFP fuhrt zu einer Anreicherung von GFP-Fluoreszenz im Zellkern
(Abb. 3.13 D, untere Reihe). Die KH-Domanen-freien 97 N-terminalen AS von
Scp160p bewirken hingegen keine Anreicherung von GFP-Signal im Zellkern (Abb.
3.13 D, AS1-97). Diese Versuche zeigen, dass eine Sequenz innerhalb der N-
terminalen 181 AS von Scp160p das Potential hat, ein 2xGFP-Reporter-Protein im
Kern anzureichern.

3.2.2.2 Eingrenzung eines Kernimport-Signals in Scp160p

Ausgehend von Scp160p(1-632)-2xGFP, dem groRten Konstrukt, das zu einer
Anreicherung von GFP-Signal im Zellkern fuhrt (Abb. 3.14 A, AS 1-632) , wurde das
Kernimport-Signal sequentiell eingegrenzt (Abb. 3.14 A, B). Fusion der AS 1-97 oder
AS 143-632 von Scp160p mit dem 2xGFP-Reporter fuhrt zu gleichmafig zwischen
Zellkern und Zytoplasma verteilten GFP-Signalen (Abb. 3.14 A, AS 1-97 und AS 143-
632). Nach Fusion der AS 98-142 von Scp160p mit 2xGFP kann dagegen eine
Anreicherung von GFP-Fluoreszenz im Zellkern beobachtet werden (Abb. 3.14 A, AS
98-142). Der einzige Bereich innerhalb dieser N-terminalen 632 AS von Scp160p,
der eine Anreicherung des 2xGFP-Reporters im Zellkern vermittelt, befindet sich
daher zwischen AS 98 und 142. Die C-terminale Halfte von Scp160p (AS 633-1222)
wurde aufgrund einer zytosolischen Retention von Konstrukten mit intaktem C-
Terminus (vgl. Diskussion) nicht in einem Kernimportassay analysiert.

49



ERGEBNISSE

A AS 1-632 AS 1-97 AS 98-142 AS 143-632

AS 109132 AS 109-142 AS 1-320 AS 1-320.m15

D Scp160p- Kern-
Fragment Konstukt Import

rosz el aalilutuluslutn o) - 2

197 | g |GFP )| GFP. nein

98-142 *‘-J GFP ja
Kiibomane W Ki¥Domine Roporter

Abb. 3.14 Eingrenzung eines Kernimport-Signals in Scp160p

A-C, Die angegebenen Scp160p-Fragmente wurden in WT-Hefen (FY23) als 2xGFP-
Fusionsproteine exprimiert und ihre Lokalisation durch Fluoreszenz- (GFP) und Interferenz-
kontrast-Mikroskopie (DIC) analysiert.

D, Veranschaulichung der Strategie zur Eingrenzung des Kernimportsignals

Zur genaueren Eingrenzung der Kernimportaktivitdt wurden weitere 11 bzw. 10 AS
vom N- und/oder C-Terminus der Kernimport-aktiven Sequenz (AS 98-143) deletiert.
Dies fuhrt bei allen resultierenden Konstrukten zu gleichmafig zwischen Zellkern und
Zytoplasma verteilten GFP-Signalen (Abb. 3.14 B) und daher zum vollstandigen
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Verlust der Importaktivitat. Ahnlich effektiv verhindert die Mutation von vier basischen
AS innerhalb der eingegrenzten Importdomane (,ANLS": K102Q, R103W, R105H,
K107E) eine Kernanreicherung von ansonsten importaktiven Konstrukten (Abb. 3.14
C). Das Kernimport-Signal in den AS 98-142 bendtigt somit fur eine volle
Funktionalitat Teile seiner N- und C-terminalen Bereiche. Insbesondere ist die An-
wesenheit der vier basischen AS K102, R103, R105 und K107 im N-terminalen
Bereich des Signals fur eine Kernimportaktivitat essentiell.

3.2.2.3 Charakterisierung des Kernimport-Signals in AS 98-142

Die Charakteristika des identifizierten Kernimport-Signals von Scp160p wurden im
folgenden naher untersucht. Eine erhdhte Konzentration von Scp160p(98-142)-
2xGFP im Zellkern lasst zunachst keine Aussage daruber zu, ob die beobachtete
Anreicherung ein aktiver, energieabhangiger Prozess oder Folge einer passiven
Interaktion mit Strukturen im Zellkern ist. Um zwischen diesen Moglichkeiten zu
unterscheiden, wurde untersucht, ob der Kernimport von Scp160p(98-142)-2xGFP
von der Verfugbarkeit von Energie und von der im Kerntransport zentralen
monomeren GTPase Ran abhangt. Ein typisches Kernlokalisations-Signal, das einen
Energie- und Ran-abhangigen Import von Reporterproteinen in den Zellkern
vermittelt, ist das SV40-NLS (Dingwall & Laskey, 1998). Ein analog zu den Scp160-
2xGFP-Fusionsproteinen konstruiertes SV40-NLS-2xGFP Reporterkonstrukt wurde
daher in den folgenden Versuchen als Kontrolle eingesetzt.

Die Energieabhangigkeit des Kernimports von Scp160p(98-142)-2xGFP wurde nach
(Shulga et al., 1996) analysiert: Die Lokalisation von Scp160p(98-142)-2xGFP sowie
des Konstrollkonstruktes SV40-NLS-2xGFP wurde unter normalen Wachstums-
bedingungen, nach Hemmung energieabhangiger Prozesse durch Behandlung
Natriumazid und 2-Desoxy-D-Glukose sowie nach Auswaschen der Inhibitoren unter-
sucht (Abb. 3.15 A). Scp160p(98-142)-2xGFP ist unter normalen Wachstums-
bedingungen ahnlich wie das SV40-NLS-2xGFP-Kontrollprotein im Zellkern ange-
reichert (Abb. 3.15 A, obere Reihe). Behandlung mit Natriumazid und 2-Desoxy-D-
Glukose fuhrt zu einer gleichmalligen Verteilung von Scp160p(98-142)-2xGFP und
SV40-NLS-2xGFP zwischen Kern und Zytoplasma (Abb. 3.15 A, mittlere Reihe).
Nach Auswaschen der Inhibitoren und 30 Minuten Wachstum in glukosehaltigem
Medium sind beide betrachteten 2xGFP-Fusionsproteine wieder stark im Kern ange-
reichert. Diese Daten zeigen, dass der Kernimport von Scp160p(98-142)-2xGFP
ebenso wie der Import des SV40-NLS-2xGFP Kontrollproteins ein energieabhangiger
und somit aktiver Prozess ist. Keines der beiden 2xGFP-Fusionsproteine wird durch
energieunabhangige Interaktionen im Kern konzentriert.
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Abb. 3.15 Charakterisierung des Kernimport-Signals in AS 98-142 von Scp160p
A, Mit Scp160p(98-142)-2xGFP- bzw. SV40-NLS-2xGFP-kodierenden CEN-Plasmiden trans-
formierte WT-Stamme (FY23 + pSF40 oder pSF54) wurden in HC-Medium mit 2% Glukose
angezogen, mit Wasser gewaschen, in glukosefreiem HC-Medium mit je 10mM Natriumazid
und 2-Desoxyglukose resuspendiert und 1h bei 30°C inkubiert. Anschlielend wurden die
Zellen in Wasser gewaschen, in vorgewarmtem HC-Medium mit 2% Glukose resuspendiert
und 30 Minuten bei 30°C inkubiert. Nach jeder Inkubation wurde die Lokalisation der GFP-
Fusionsproteine durch Fluoreszenz- (GFP) und Interferenzkontrast-Mikroskopie (DIC) ana-
lysiert.

B, Mit Scp160p(98-142)-2xGFP- bzw. SV40-NLS-2xGFP-kodierenden CEN-Plasmiden
(pSF40 oder pSF54) transformierte WT- (FY23), prp20-1- und rna1-1-Stamme wurden bei
25°C angezogen und vor bzw. nach einer 10-minitigen Inkubation bei 37°C durch Fluores-
zenz- (GFP) und Interferenzkontrast-Mikroskopie (DIC) analysiert.

52



ERGEBNISSE

Der kleinen monomeren GTPase Ran kommt im Kerntransport eine zentrale Rolle
zu. GTP-gebundenes Ran (Ran-GTP) liegt in hoher Konzentration im Zellkern, im
Zytoplasma dagegen in geringer Konzentration vor. Der Gradient von Ran-GTP uber
die Kernmembran ist die treibende Kraft und maligebend fur die Direktionalitat des
Kerntransports (Gorlich & Kutay, 1999; Izaurralde et al., 1997). Die asymmetrische
Verteilung von Ran-GTP wird durch die charakteristische Lokalisation des zyto-
solischen Ran-spezifischen GTPase aktivierenden Proteins (RanGAP) Rna1p sowie
des nuklearen Ran-spezifischen Guaninnukleotid-Austauschfaktors (RanGEF)
Prp20p aufrecht erhalten (Aebi et al., 1990; Amberg et al., 1993; Bischoff et al., 1995;
Hopper & Banks, 1978; Kadowaki et al., 1993). Temperatursensitive (fs) Mutanten
von RanGAP (rna7-1) und RanGEF (prp20-1) fuhren bei restriktiver Temperatur
(37°C) durch Aquilibrierung des Ran-GTP-Gradienten zu einer Inhibition von Ran-
abhangigem Kerntransport.

Die Ran-Abhangigkeit des Kernimports wurde durch Lokalisation von Scp160p(98-
142)-2xGFP und SV40-NLS-2xGFP in WT-, prp20-1*- sowie rna1-1%-Zellen bei 25°C
und 37°C untersucht. Bei 25°C ist in einem WT-Stamm sowie den temperatur-
sensitiven Stammen prp20-1 und rna1-1 sowohl Scp160p(98-142)-2xGFP als auch
das Kontrollprotein SV40-NLS-2xGFP im Kern angereichert (Abb. 3.15 B). 10
Minuten Inkubation bei restriktiver Temperatur (37°C) fuhrt in beiden ts-Stammen,
jedoch nicht im WT-Stamm, zu einem Verlust dieser Kernanreicherung und zu einer
gleichmaRigen Verteilung des Fluoreszenzsignals zwischen Zellkern und Zyto-
plasma. Der Import von Scp160p(98-142)-2xGFP ist daher ebenso wie der des
SV40-NLS-2xGFP-Kontrollkonstruktes abhangig von der Anwesenheit eines intakten
Ran-GTP-Gradienten und wird folglich von einer Ran-abhangigen Maschinerie
vermittelt.

3.2.2.4 Lokalisation von Scp160p in Stammen mit spezifischen Defekten
im RNA-Metabolismus

Unter optimalen Wachstumsbedingungen befindet sich der Grolteil von Scp160p im
Zytosol. Im Zellkern konnte das Protein mit mikroskopischen Techniken nicht ein-
deutig nachgewiesen werden. In den vorangehenden Versuchen konnte jedoch
gezeigt werden, dass Scp160p ein Kernimportsignal enthalt, das den aktiven und
Ran-abhangigen Import von C-terminal verkurzten Scp160p-Konstrukten vermittelt.
Daher besteht die Mdglichkeit, das Scp160p ahnlich wie andere RNA-bindende
Proteine (z.B. hnRNP A2 (Hoek et al., 1998), Vera (Deshler et al., 1998; Havin et al.,
1998), ZBP-1 (Ross et al., 1997), VgRBP60 (Cote et al., 1999), She2p (Uetz et al.,
2000)) zwischen Zytoplasma und Zellkern pendelt und im Komplex mit spezifischen
MRNAs aus dem Kern exportiert wird. Um zu untersuchen, ob die zytosolische
Lokalisation von Scp160p eine Konsequenz eines effektiven Kernexports oder einer
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zytosolischen Retention ist, wurde die Lokalisation von GFP-Scp160p bei endogen-
em Expressionsniveau in Stammen untersucht, die nach Inkubation bei restriktiver
Temperatur (37°C) Defekte in Synthese oder Export von mRNA und/oder Proteinen
aufweisen (Abb. 3.16).

rat7-1 xpo1-1 rbp1-1

wT mex67-5 mtr2-9

GFP

25°C

DIC

20min 37°C
GFP

DIC

Abb. 3.16 Lokalisation von Scp160p in Stammen mit spezifischen Defekten im
RNA-Metabolismus

Im Genom der angegebenen Stdmmen wurde SCP160 durch Integration von pSF96 durch
GFP-SCP160 ersetzt. Die daraus resultierenden Stdmme wurden bei 25°C angezogen und
die Lokalisation von GFP-Scp160p vor bzw. nach einer 20-mindtigen Inkubation bei 37°C
durch Fluoreszenz- (GFP) und Interferenzkontrast-Mikroskopie (DIC) analysiert.

Bei 25°C weist GFP-Scp160p in allen untersuchten Stammen eine perinukleare und
kortikale Lokalisation auf (Abb. 3.16, obere Reihe; vgl. mit Abb. 3.1). Bei 37°C findet
sich GFP-Scp160p in temperatursensitiven Stammen mit spezifischen Defekten im
Kernexport von mRNA (mex67-5 (Hurt et al., 2000), mir2-9 (Santos-Rosa et al.,
1998), rat7-1 (Gorsch et al., 1995)) ebenso wie in einem fs-Stamm mit Kernexport-
Defekten fur Proteine mit leucinreichem NES, ribosomalen Untereinheiten sowie
mRNAs (xpo1-1 (Stade et al., 1997b)) oder in der rpb1-1°-Mutante mit defekter
MRNA-Synthese (Nonet et al., 1987) weitgehend diffus im Zytoplasma, wird jedoch
nicht im Zellkern angereichert. Die Lokalisation von GFP-Scp160p ist im WT-Stamm
bei 37°C ahnlich wie bei 25°C (Abb. 3.16, untere Reihe). Dies zeigt, dass Scp160p
nicht mit RNA oder Proteinen aus dem Zellkern exportiert wird. Vielmehr legen diese
Daten nahe, dass Scp160p unter den angewandten Bedingungen aufgrund einer

54




ERGEBNISSE

starken zytosolischen Retention oder einer Maskierung der Importaktivitat nicht in
den Zellkern gelangt (vgl. Diskussion). Allen in diesem Versuch untersuchten ts-
Stammen ist gemein, dass die Menge zytosolischer mRNA nach Inkubation bei
restriktiver Temperatur verringert wird. Der gleichzeitige Verlust der membran-
typischen Lokalisation von GFP-Scp160p zeigt daher konsistent mit den zuvor vorge-
stellten biochemischen Daten, dass die Bindung von Scp160p an die ER-Membran in
vivo von der Anwesenheit zytosolischer mRNA abhangt.

Um zu untersuchen ob Scp160p in einem polysomenfreien Zustand das Potential
hat, in den Zellkern zu gelangen, wurde Scp160p-2xGFP in WT-Zellen und xpo1-1-
Zellen unter Kontrolle des ADH1-Promotors von einem Plasmid mit geringer Kopien-
zahl exprimiert und die Zellen bei 25°C oder 37°C durch Fluoreszenzmikroskopie
analysiert.

Scp160p-2xGFP Abb. 3.17 Lokalisation von
wT xpoT-1 liberexprimiertem Scp160p in
' xpo1-1-Zellen
WT- (FY23) und xpo1-1-Zellen, die
Scp160p-2xGFP unter Kontrolle des
ADH1-Promotors von einem Plasmid
mit geringer Kopienzahl exprimieren
(pSF20), wurden in selektivem Me-
dium bei 25°C angezogen und die
Lokalisation von Scp160p-2xGFP vor
bzw. nach einer 10-mindtigen Inkuba-
tion bei 37°C durch Fluoreszenz-
(GFP) und Interferenzkontrast-Mikro-
skopie (DIC) analysiert.
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Die Uberexpression von Scp160p-2xGFP im Verhaltnis zum endogenen WT-Protein
fuhrt bei permissiver Temperatur zu einer Zunahme von Scp160p in einer ribosomen-
freien Fraktion (Frey et al., 2001) und zu einer gleichmalligen Verteilung der GFP-
Fluoreszenz im Zytoplasma (Abb. 3.17 oben links; vgl. Abb. 3.13). Nur geringe
Fluoreszenz ist in der Vakuole und im Zellkern zu erkennen. Nach Inkubation von
WT- oder xpo1-1-Zellen bei 37°C fur 10 Minuten bleibt diese Lokalisation bestehen.
Insbesondere kann keine Zunahme der GFP-Fluoreszenz im Zellkern beobachtet
werden (Abb. 3.17). Diese Daten zeigen, dass die Polysomenassoziation nicht allein
ausschlaggebend fur die zytoplasmatische Lokalisation von Scp160p ist.
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3.2.2.5 Untersuchung der in vivo-Relevanz des Kernimport-Signals in den
AS 98-142

Um die funktionelle Relevanz des Kernimport-Signals (AS 98-142) unter optimalen
Wachstumsbedingungen zu untersuchen, wurde eine Kopie von SCP160 im Genom
diploider Hefen durch ein Konstrukt ersetzt, das fir Scp160p mit einem mutierten
Kernimport-Signal (Scp160pANLS: K102Q, R103W, R105H, K107E) kodiert. Die
eingeflhrten Mutationen zerstoren die Kerntransportaktivitat der charakterisierten
Importdomane (vgl. Abb. 3.16). Durch Sporulation wurde ein haploider
SCP160ANLS-Stamm sowie ein isogener SCP160-WT-Stamm erhalten. Beide Stam-
me wurden in YPD angezogen und der zellulare DNA-Gehalt durch FACS analysiert.

WT SCP160ANLS

_| i -

L - | |

] ||! [

E | [ |

Qi B a I'

N| BLA 8

n 2n  4n 8n in 2n  4n 8n

DNA-Gehalt

Abb. 3.18 Auswirkung einer Mutation des Kernimport-Signals von Scp160p auf
den zellularen DNA-Gehalt

In einem diploiden WT-Stamm wurde eine Kopie von SCP160 durch ein Konstrukt ersetzt,
das fiir Scp160p mit mutiertem Kernimport-Signal (Scp160pANLS: K102Q, R103W, R105H,
K107E) kodiert. Nach Sporulation wurde der DNA-Gehalt eines SCP160ANLS-Stammes
(SFY17) und eines isogenen WT-Stammes (SFY19) durch FACS untersucht.

Sowohl der SCP160ANLS-Stamm als auch der isogene W T-Stamm zeigen ein
FACS-Profil mit Peaks bei 1n und 2n. Dies zeigt, dass beide Stamme einen
haploiden Chromosomensatz aufweisen. Unter optimalen Wachstumsbedingungen
wird daher die Funktionalitdt des Kernimport-Signals AS 98-142 nicht zur Komple-
mentation einer Chromosomenverdopplung bendtigt.
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3.3 Einfluss von Scp160p auf den mRNA-Metabolismus

3.3.1 Expression von Scp160p unter Kontrolle eines hybriden
GAL1/SCP160-Promotors

Deletion von SCP160 fuhrt nach mehreren Zellteilungen zu verschiedenen pleio-
trophen Phanotypen wie einer Verdopplung des zellularen DNA-Gehalts, Ver-
groRerung der Zellen und einer anormalen Morphologie (Wintersberger et al., 1995).
Um die Auswirkungen eines Verlustes von Scp160p auf den RNA-Metabolismus
unter weitgehender Vermeidung derartiger Phanotypen zu untersuchen, wurde ein

System entwickelt, das erlaubt, die Expression von Scp160p zu einem definierten
Zeitpunkt abzuschalten.

SCP160 kodierende Region

Psausce

B SCP160 Poavsc-SCP160
Oh 25h 5h 10h 15h 20h 25h Oh 2,5h 5h 10h 15h 20h 25h
— N — ——— G — Scp160p
—— — — —— — — —— SecB1p
C SCP160 PsarscSCP160
| Zn oh [l
1 |
| ['2n il 1 5h M
N ! 10h
1y 1 15h
o 4n [ 20n [l
n2n 4n fnan 4n

Abb. 3.19 Expression von Scp160p unter Kontrolle eines hybriden GAL1-
SCP160-Promoters

A, Schematische Darstellung der Struktur des Pgai/sce-SCP160-Allels.

B, Ein Pgaysce-SCP160-Stamm (SFY72; rechts) und ein isogener WT-Stamm (FY23; links)
wurden bis zu einer ODggp von 0,6 in Vollmedium mit 2% Galaktose bei 30°C kultiviert, zur
Zeit t=0h abzentrifugiert, in vorgewarmtem Volimedium mit 2% Glukose in einer ODgyo vOn
0,25 aufgenommen und bei 30°C kultiviert. Bei Uberschreiten einer ODggo von 1,0 wurden die
Kulturen in warmem Medium auf eine ODgoo von 0,25 verdliinnt. Zu den angegebenen Zeit-
punkten wurden Proben genommen, die Zellen lysiert und gleiche Aliquots durch Western-
Blot mit Scp160p- und Sec61p-spezifischen Antikérpern analysiert.

C, Zellen wurden wie in Abb. 3.19, B angezogen, zu den angegebenen Zeitpunkten Proben
entnommen und der DNA-Gehalt durch FACS analysiert.

Durch Fusion von 800bp des Galaktose-induzierbaren GAL7-Promotors mit einer
Sequenz, die den 55bp stromaufwarts des SCP160-Startkodons entspricht, wird ein
hybrider GAL1/SCP160-Promotor (Pgaisce) erhalten. In einem haploiden WT-Stamm
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wurde SCP160 durch ein Konstrukt ersetzt, das erlaubt, Scp160p unter Kontrolle des
GAL1/SCP160-Promotors zu exprimieren (Abb. 3.19 A). Zu definierten Zeitpunkten
nach Transfer von galaktose- in glukosehaltiges Medium wurden die Scp160p-
Menge sowie der DNA-Gehalt in Zellen eines WT- sowie eines Pgai/scr-SCP160-
Stammes durch Western-Blot bzw. FACS untersucht.

In Medium mit 2% Galaktose bewirkt die Expression von Scp160p unter Kontrolle
des GAL1/SCP160-Promotors eine der WT-Situation vergleichbare Expression von
Scp160p (Abb. 3.19 B, 0Oh) und eine weitgehende Komplementation des Chromo-
somensegregationsdefektes der scp7160A-Mutante (Abb. 3.19 C, Oh). Der Transfer
eines Pgarscp,-SCP160-Stammes von galaktosehaltigem Medium in Medium mit 2%
Glukose fuhrt zur allmahlichen Depletion von Scp160p. Nach 15 Stunden kann im
Western-Blot kein Scp160p mehr nachgewiesen werden (Abb. 3.19 B). Die Analyse
des DNA-Gehaltes durch FACS zeigt, dass ein Pgar/scp-SCP160-Stamm erst nach
etwa 20 Stunden Wachstum in glukosehaltigem Medium eine signifikante Zunahme
des 4n-Peaks und damit von Zellen mit erhdhtem DNA-Gehalt zeigt (Abb. 3.19 C). 15
Stunden nach Beginn der Scp160p-Depletion kdnnen daher die Folgen eines
Scp160p-Verlustes weitgehend ohne Beeintrachtigung durch sekundare DNA-Ver-
dopplungseffekte untersucht werden.

3.3.2 Einfluss von Scp160p auf das Transkriptom

Die Auswirkungen einer Scp160p-Depletion auf den zellularen mRNA-Metabolismus
wurden durch Vergleich der Haufigkeiten aller zellularen mRNAs (dem Transkriptom)
in einem WT- und einem Scp160p-depletierten Stamm untersucht. Transkriptom-
Anderungen kénnen sowohl durch eine Veranderung der Transkriptionsrate und/oder
der Stabilitdt spezifischer mMRNAs zustande kommen (McCarthy, 1998). Zudem kann
die Veranderung beider Parameter sowohl eine direkte Folge der Depletion von
Scp160p als auch ein sekundarer Effekt, etwa eine Reaktion der Zelle auf die nach
Depletion von Scp160p induzierten Veranderungen, sein. Damit ist mit diesem
Ansatz per se keine Aussage daruber moglich, mit welchen mRNAs Scp160p direkt
interagiert. Die Analyse der nach einem Verlust von Scp160p induzierten Ver-
anderungen auf mRNA-Ebene kann jedoch zum Verstandnis der Funktion von
Scp160p beitragen.

In zwei unabhangigen Experimenten wurde Gesamt-RNA aus einem WT-Stamm und
einem isogenen Scp160p-depletierten Pgai/sc,-SCP160-Stamm prapariert. Die
Haufigkeiten der unterschiedlichen mRNAs in diesen Praparationen wurde durch
Analyse von auf cDNA-basierenden Glas-Mikroarrays ermittelt. Zur Veranschau-
lichung der Ergebnisse wurden die mittleren Signalintensitaten aller mRNAs im WT-
und Scp160p-depletierten Stamm gegeneinander aufgetragen (Scatter-Blot Abb.
3.23 A). Aus dem Verhaltnis der mittleren Signalintensitaten im Scp160p-depletierten

58



ERGEBNISSE

und im WT-Stamm wurden Regulationsquotienten (RQ = mittlere Signalintensitat
Scp160p-depletiert/ WT) berechnet und die Haufigkeitsverteilung unterschiedlicher
Regulationsquotienten ermittelt (Abb. 3.23 B). Aufgrund von Schwellenwert- und
Stringenzkriterien wurden mRNAs selektiert, deren Haufigkeit sich im Scp160p-
depletierten Stamm von der im WT-Stamm unterscheidet: Nur solche mRNAs
wurden als geandert betrachtet, deren Haufigkeit sich nach Scp160p-Depletion im
Mittel um einen Faktor von mindestens 1,5 andert und deren Regulationsquotient in
zwei unabhangigen Experimenten ahnliche Werte zeigt (Details siehe Methoden).

Mit einer nahezu 8-fachen Reduktion zeigt die SCP7160 mRNA im Pgai/sce-SCP160-
Stamm die starkste Veranderung einer mRNA gegenuber dem WT-Stamm (Abb.
3.23 A, B, D). Diese Reduktion wurde anhand von Northern-Blot-Analysen verifiziert
(vgl. Abb. 3.24) und ist ein Zeichen fur die erfolgreiche Depletion von Scp160p.
Anderungen im Transkriptom kénnen daher auf eine Depletion von Scp160p
zuruckgefuhrt werden. Sowohl Scatter-Blot (Abb. 3.23 A) als auch die Haufigkeits-
verteilung der Regulationsquotienten (Abb. 3.23 B) zeigen, dass die Uberwiegende
Anzahl aller mRNAs sehr ahnliche Haufigkeiten im WT- und Scp160p-depletierten
Stamm aufweisen: Mehr als 98% aller Datenpunkte befinden sich in den zentralen,
rot unterlegten Bereichen der Schaubilder und zeigen eine weniger als 1,5-fache
Anderung der mRNA-Haufigkeiten. Dagegen weist die Position von weniger als 2%
der Datenpunkte auf eine mehr als 1,5-fache Anderungen der mRNA-Haufigkeit hin.
Im Scatter-Blot (Abb. 3.23 A) ist die Streuung aller Datenpunkte um die Diagonale
uber den gesamten Intensitatsbereich sehr ahnlich. Damit ist eine technisch begrun-
dete bevorzugte Selektion von mRNAs mit besonders hoher oder besonders
niedriger Signalintensitat unwahrscheinlich. 81 mRNAs wurden selektiert, deren
Haufigkeit sich im Scp160p-depletierten Stamm von der im W T-Stamm unter-
scheidet. Davon zeigen 57 nach Depletion von Scp160p eine verringerte, 24 eine
erhdhte Haufigkeit (Abb. 3.23 C). Abb. 3.23 D zeigt eine Auswahl von mRNAs, deren
Haufigkeit sich nach Depletion von Scp160p um einen Faktor von mindestens zwei
andert. Die Selektion von der URA1, 2 und 4 mRNAs sind moglicherweise auf die
unterschiedliche Ausstattung der untersuchten Stamme mit genetischen Markern
zuruckzufuhren.

Selektierte MRNAs wurden anhand einer Datenbank des Munich Information Center
for Protein Sequences MIPS (Mewes et al., 2002a; b) sowie der SGD (Cherry, 2002)
in Gruppen bezuglich der Lokalisation der kodierten Proteine eingeteilt. 53 der
selektierten 81 mRNAs sind in den Datenbanken enthalten.
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Abb. 3.23 Einfluss von Scp160p auf das Transkriptom

Aus einem WT-Stamm (FY23) und einem isogenen Scp160p-depletierten Stamm (SFY72)
wurde Gesamt-RNA prapariert und die Haufigkeit jeder mRNA auf DNA-Mikroarrays
analysiert.

A, Scatter-Plot der gemittelten Messpunkt-Intensitaten. Fir jede mRNA wurden die
Fluoreszenz-Intensitdten normiert und gemittelt (siehe Material und Methoden). Die
erhaltenen gemittelten Messpunkt-Intensitaten im WT- und Scp160p-depletiertem Stamm
wurden gegeneinander aufgetragen. Die Position von SCP160 wurde rot hervorgehoben.

B, Verteilung der Regulationsquotienten. Das Verhaltnis der Haufigkeit einer mRNA im
Scp160p-depletierten Stamm zu der im W T-Stamm (Regulationsquotient RQ) wurde
berechnet (siehe Material und Methoden). Die Regulationsquotienten aller Gene wurden als
Haufigkeitsverteilung dargestellt. Die Position von SCP160 wurde rot hervorgehoben.

C und D, Anhand einer Schwellenwert- und Signifikanzanalyse (siehe Material und
Methoden) wurden mRNAs mit geanderter Haufigkeit in W T- und Scp160p-depletiertem
Stamm selektiert. C, Anzahl der selektierten mRNAs mit einem Regulationsquotient (RQ) >
1,5 bzw. < 2/3. D, Selektierte mRNAs, deren Haufigkeit im Mittel von zwei unabhangigen
Experimenten nach Scp160p-Depletion um einen Faktor von mindestens 2 nach oben (RQ
> 2) oder unten (RQ < 0,5) reguliert wurde, wurden tabellarisch mit Regulationsquotienten
(RQ) Standardabweichung (Stdv) und Signifikanzwert (p-Wert) aufgefihrt.

Innerhalb dieser Gruppe kodieren 28 mRNAs fur Proteine, die in den sekretorischen
Weg eingehen. 11 dieser mRNAs kodieren fur Zellwand- und extrazellulare Proteine,
6 mMRNAs fur Plasmamembran-Proteine. mRNAs, die fur Proteine kodieren, die in
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den sekretorischen Weg eingehen, sind damit innerhalb der selektierten mRNAs
signifikant Uberreprasentiert, andere mRNAs unterreprasentiert (nicht gezeigt).

Die Verlasslichkeit der erhaltenen Regulationsquotienten wurde durch Northern-Blot-
Analyse von exemplarisch ausgesuchten mRNAs Uberpruft. Dazu wurden die zuvor
auf Mikroarrays untersuchten Gesamt-RNA-Praparationen aus einem WT-Stamm
und einem Scp160p-depletierten Pgar/scp-SCP160-Stamm durch Northern-Blot mit
radioaktiv markierten Sonden gegen die SCP160-, SSH1-, GPD1-, FIT1-, FIT2- und
FIT3-mRNAs analysiert (Abb. 3.24). Aus den Signalen wurden analog den Mikro-
array-Experimenten Regulationsquotienten (mRNA-Haufigkeit Scp160p-
depletiert/ WT) berechnet.

& Abb. 3.24 Validierung der Mikroarray-Daten

Qﬁ? .:1_1} durch Northern-Blot gegen ausgewahlte
'_T-E' & depl. WT mRNAs

& Array Northern Gleiche Mengen der zuvor auf Mikroarrays

— SCP160 0,1 0,09 analysierten Gesamt-RNA-Praparationen aus einem

WT-Stamm (FY23) und einem Scp160p-depletierten
. ssHT 0,9 1,05 Pearscr-SCP160-Stamm (SFY72) wurden auf einem

% = GPD1T 09 0,98 denaturierenden MOPS-Formaldehyd-Agarosegel auf-
getrennt und durch Northern-Blot gegen die ange-
e . FiTr 0,54 0,75 gebenen mRNAs analysiert. Die radioaktiven Signale

wurden quantifiziert und aus den Intensitatswerten
e L xaicd R a8 analog den Mikroarray-Experimenten Regulations-
T —— 0,35 0,43 quotienten berechnet. Die durch Northern-Blot er-
haltenen Werte wurden den aus dem entsprechenden
Mikroarray-Experiment entnommenen Wert gegenubergestellt. Die mit * versehene FIT1
MRNA weist eine geringe zellulare Haufigkeit (~0,6 mMRNAs/Zelle) auf.

Die Northern-Blots (Abb. 3.24) zeigen fur die SCP7160 mRNA eine starke Reduktion
des Signals im Scp160p-depletierten Stamm im Vergleich zum WT-Stamm. Die
Signale der SSH1 mRNA sowie der GPD1 mRNA sind dagegen in beiden Stdmmen
sehr ahnlich. Die FIT1, FIT2, FIT3 mRNAs zeigen nach Scp160p-Depletion ein im
Vergleich zum WT-Stamm um einen Faktor 2 (FIT1, 2) bzw. 3 (FIT3) reduziertes
Signal. Eine Gegenuberstellung der durch Northern-Blot und durch Analyse des ent-
sprechenden Mikroarrays erhaltenen Regulationsquotienten (Abb. 3.24) zeigt, dass
mit Ausnahme der sehr niedrig abundanten FIT1-mRNA (ca. 0,6 mRNAs/Zelle) die
mit beiden Techniken erhaltenen Werte gut Ubereinstimmen.

Der durchgeflhrte Versuch zeigt, dass nach Depletion von Scp160p nur wenige
MRNAs eine veranderte Haufigkeit zeigen. Scp160p ist daher kein genereller
Transkriptions- oder mRNA-Stabilitatsfaktor. Innerhalb der Gruppe der mRNAs, die
nach Scp160p-Depletion eine veranderte Haufigkeit aufweisen, sind mRNAs Uuber-
reprasentiert, die flr Proteine kodieren, die in den sekretorischen Weg eingehen.

61




ERGEBNISSE

3.3.3 Einfluss von Scp160p auf mRNAs in einer membran-
angereicherten und einer zytosolischen Fraktion

Scp160p bindet bevorzugt an eine Subfraktion membrangebundener Polysomen.
Aufgrund dieser Ergebnisse ist es mdglich, dass Scp160p einen selektiven Einfluss
auf eine spezifische Gruppe membranassoziierter mRNAs ausubt. Im folgenden
Versuch wurde daher anhand von Mikroarray-Experimenten untersucht, ob Depletion
von Scp160p Auswirkungen auf die Verteilung spezifischer mRNAs zwischen einer
membranangereicherten und einer zytosolischen Fraktion hat.

Durch differentielle Zentrifugation konnen in Hefe mRNAs, die an Membranen
angereichert sind, von zytosolischen mRNAs getrennt werden (Diehn et al., 2000;
Stoltenburg et al., 1995). Nach Optimierung der beschriebenen Technik bezuglich
der Stabilisierung von mRNA wahrend der Aufarbeitung wurden in zwei
unabhangigen Experimenten aus Gesamt-Lysaten von WT- und Scp160p-deple-
tierten Zellen eine membranangereicherte Fraktion (P10) sowie eine zytosolische
Fraktion (S25) prapariert. Die so erhaltene membranangereicherte Fraktion enthalt
den Uberwiegenden Teil der ER-Membranen, Mitochondrien, Kernfragmente sowie
Bruchstlcke der Zellwand, die zytosolische Fraktion ist dagegen weitgehend frei von
den genannten membranhaltigen Kompartimenten. Aus allen Fraktionen wurde Ge-
samt-RNA prapariert und die Integritat und Verteilung der isolierten mRNA
exemplarisch durch Northern-Blot mit Sonden gegen die GPD17 und ERG117 mRNAs
untersucht (Abb. 3.25). GPD1 kodiert fur das zytosolische Protein Glycerin-3-
Phosphat-Dehydrogenase, ERG11 fir das integrale ER-Protein Lanosterol-14-alpha-
Demethylase.

Abb. 3.25 Uberpriifung der Qualitiat und

P10 529 Verteilung spezifischer mRNAs nach
§ ﬁ ‘s T?a Zellfraktionierung
- W GPD1 Aus Gesamtlysat von WT- (FY23; WT) und

Scp160p-depletierten Zellen (SFY72; depl)

wurden durch differentielle Zentrifugation eine

"- == ERGT11 membranangereicherte Fraktion (P10) und eine

membranfreie Fraktion (S25) erhalten. Aus allen

Fraktionen wurde Gesamt-RNA prapariert. Gleiche

Mengen Gesamt-RNA jeder Fraktion wurden auf einem denaturierenden MOPS-

Formaldehyd-Agarosegel aufgetrennt. Die Integritat der isolierten mMRNA sowie ihre Ver-

teilung zwischen den Fraktionen wurde exemplarisch durch Northern-Blot mit radioaktiven

Sonden gegen die GPD1 und ERG11 mRNAs untersucht, die fir ein zytosolisches Protein
bzw. ein integrales ER-Membranprotein kodieren.

Der Northern-Blot (Abb. 3.25) zeigt fur alle untersuchten mRNAs Banden mit Gber
90% des Signals in der Hauptbande. Wahrend die GPD1 mRNA sowohl im WT- wie
im Scp160p-depletierten Stamm (depl) in der membranangereicherten (P10) und der
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zytosolischen Fraktion (S25) eine gleiche Signalstarke zeigt, ist die ERG7171 mRNA in
beiden Stammen gleichermalien in P10 angereichert (Abb. 3.25). Diese Verteilung
deckt sich mit verdffentlichten Ergebnisse einer anderen Gruppe (Diehn et al., 2000).
Die RNA-Praparationen wurden daher fur weitere Analysen auf Mikroarrays einge-
setzt.

Von gleichen absoluten Gesamt-RNA-Mengen aus P10 und S25 beider Stamme
wurde fluoreszenzmarkierte cDNA synthetisiert und die relative Menge synthetisierter
cDNA durch Mikroarray-Analyse bestimmt. Da die aus gleichen Ausgangsmengen
isolierte Gesamt-RNA in der zytosolischen Fraktion etwa funffach gro3er ist als in der
membranangereicherten Fraktion, reprasentieren die erhaltenen Werte keine
absolute Verteilung von mRNAs innerhalb der Zelle sondern sind ein Mal} fur syn-
thetisierte cDNA in Relation zur Gesamt-RNA in dieser Fraktion.

Alle Mikroarrays lieferten Signale guter Qualitat mit einer grof3en Spanne
unterschiedlicher Messpunkt-Intensitaten. Dies ist ein Hinweis auf eine erfolgreiche
Synthese fluoreszenzmarkierter cONA und neben den durchgefuhrten Northern-Blots
ein weiteres Indiz auf einen guten Zustand der eingesetzten RNA-Praparationen.
Eine gro3e Anzahl von Messpunkten auf jedem Array weist starke Signal-
unterschiede zwischen der membranangereicherten und der zytosolischen Fraktion
auf. Dies deutet auf eine erfolgreiche Auftrennung membranassoziierter und zyto-
solischer mRNAs hin.

3.3.3.1 Selektion und Gruppierung Scp160p-abhangiger mRNAs

Zur Auswertung der Mikroarrays wurde das Verhaltnis der Fluoreszenzintensitaten
von cDNAs, die aus der membranangereicherten Fraktion P10 und der zytosolischen
Fraktion S25 synthetisiert wurden, berechnet. Dieses wird im Folgenden als
Membrananreicherung (MA) bezeichnet. Aus diesen Werten wurde ein
Verschiebungsquotient (VQ) errechnet, der dem Verhaltnis der relativen
Membrananreicherungen im Scp160p-depletierten und im WT-Stamm entspricht.
Aufgrund von Schwellenwert- und Stringenzkriterien (VQ<2/3 oder VQ>1,5; geringe
Abweichung zwischen zwei unabhangigen Experimenten; vgl. Methoden) wurden
MRNAs selektiert, deren Membrananreicherungen sich im WT-Stamm und Scp160p-
depletierten Stamm unterscheiden.

507 (8%) aller analysierten offenen Leseraster (ORFs) in Hefe zeigen eine
reproduzierbare Scp160p-abhangige Signalverschiebung zwischen membran-
angereicherter und zytosolischer Fraktion. Davon weisen 196 nach Scp160p-
Depletion eine relative Verschiebung der Fluoreszenzsignale von der membran-
angereicherten Fraktion ins Zytosol auf (M->Z-mRNAs), die Ubrigen 311 mRNAs
zeigen einen gegenlaufigen Effekt (Z->M-mRNAs, Abb. 3.26).
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w 350 Abb. 3.26 Einfluss einer Scp160p-Depletion
x 300 auf mRNAs in einer membranangereicher-
§ 250 ten und einer zytosolischen Fraktion
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2 200 In zwei unabhangigen Experimenten wurde durch
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gleichen Stammes wurde die relative Fluoreszenz der cDNAs aus P10 und S25 durch
Mikroarray-Analyse untersucht. Aus den erhaltenen Werten wurde ein Verschiebungs-
quotient (relative Anderung der Membrananreicherung im WT-Stamm und im Scp160p-
depletierten Stamm) berechnet und mRNAs selektiert, deren Verschiebungsquotienten
spezifischen Schwellenwert- und Stringenzkriterien gentigen (vgl. Methoden). Selektierte
mRNAs wurden anhand der Verschiebung ihrer Fluoreszenzsignale in Gruppen eingeteilt
und die Anzahl der mRNAs in einer Gruppe bestimmt. M=Z-mRNAs zeigen nach Depletion
von Scp160p eine Verschiebung der Fluoreszenzsignale ins Zytosol, Z-»M-mRNAs zeigen
umgekehrte Tendenz.
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Selektierte ORFs wurden mit Hilfe der im Internet zuganglichen Datenbanken MIPS
(Mewes et al., 2002a; b) und SGD (Cherry, 2002) mit Informationen bezlglich der
Lokalisation und Funktion der kodierten Proteine verknupft. Soweit moglich wurden
nicht mit Lokalisationsdaten versehene ORFs anhand der Anzahl kodierter
potentieller Transmembran-Domanen (TM) oder einer bekannten Funktion des
kodierten Proteins ebenfalls in Lokalisations-Klassen eingeteilt (Abb. 3.27 A).
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Abb. 3.27 Gruppierung von selektierten mRNAs anhand der Lokalisation der
kodierten Proteine

A, M=>Z-mRNAs und Z-M-mRNAs wurden anhand von Datenbanken in Gruppen bezlglich
der Lokalisation der kodierten Proteine eingeteilt und der relative Anteil einer
Lokalisationsgruppe an der untersuchten Gesamtgruppe berechnet. Helle Balkenteile
reprasentieren ORFs mit Lokalisations-Zuordnungen aufgrund sekundarer Charakteristika
(vgl. Text).

B, Gruppierung aller in MIPS mit Lokalisations-Annotationen versehenen ORFs.
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Von den 314 so einteilbaren ORFs entsprechen 144 M-Z-mRNAs, die verbleibenden
170 ORFs sind Z-=M-mRNAs. Die getrennte Analyse der relativen Anteile von
selektierten mRNAs, die flr Proteine in verschiedenen Lokalisationsgruppen
kodieren, zeigt in beiden Gruppen grof3e Unterschiede: Insbesondere mRNAs, die fur
Proteine kodieren, die sicher oder potentiell in den sekretorischen Weg eingehen
(dunkelgruner bzw. hellgriner Balken) sind in der Gruppe der M=>Z-mRNAs mit Uber
70% aller ORFs deutlich starker vertreten als in der Vergleichsgruppe (16%). Der
Vergleich mit einer ahnlichen Zusammenstellung aller mit MIPS-Lokalisations-
Annotationen (Mewes et al., 2002a) versehenen ORFs (Abb. 3.27 B) zeigt, dass
sekretorische ORFs auch absolut in der Gruppe der selektierten M=>Z-mRNAs
Uberreprasentiert, in der Referenzgruppe der Z=->M-mRNAs dagegen
unterreprasentiert sind. In Tabelle 3.1 sind mMRNAs, deren Membrananreicherungen
sich nach Depletion von Scp160p am starksten von der WT-Situation unterscheiden,
zusammengestellt.

Eine detailliertere Betrachtung beider Untergruppen selektierter mRNAs zeigt, dass
sich beide Gruppen durch unterschiedliche Eigenschaften der kodierten Proteine
auszeichnen: Proteine, die von M=>Z-mRNAs kodiert werden und in den sekre-
torischen Weg eingehen, haben bevorzugt eine Funktion beim Auf-, Ab- oder Umbau
der Zellwand, bei der Glykosylierung oder der Synthese von GPI-Ankern sowie bei
Transportprozessen in der Plasmamembran und der Vakuole. In dieser Gruppe sind
GPIl-verankerte Zellwand-Proteine, integrale Plasmamembran-Proteine und Unter-
einheiten von Multi-Protein-Komplexen stark vertreten. Im Gegensatz dazu spielen
Proteine, die von Z=M-mRNAs kodiert werden und in den sekretorischen Weg ein-
gehen, bevorzugt eine Rolle bei der Erleichterung und Funktion von Sekretion und
Glykosylierung, der Kontrolle der Zellwand-Integritdt und der Erleichterung der
Bildung von Multi-Proteinkomplexen mit Transmembran-Komponenten.

Auch mitochondriale Proteine, die von selektierten M=>Z- oder Z=M-mRNAs kodiert
werden, weisen in beiden Untergruppen unterschiedliche Funktionen auf: M=>Z-
MRNAs mit mitochondrialer Funktion kodieren gehauft fir mitochondriale
Membranproteine und Transporter, jedoch kaum fur I6sliche mitochondriale Proteine.
In der entsprechenden Z=>M-Vergleichsgruppe kodiert die Uberwiegende Mehrzahl
der mRNAs dagegen fur I6sliche mitochondriale Proteine, die vorwiegend an der
effizienten Gestaltung des mitochondriellen Proteinstoffwechsels beteiligt sind. Hier
finden sich beispielsweise die mRNAs fir mitochondrielle ribosomale Proteine,
Importrezeptoren und Mitochondrien-Biogenesefaktoren, Translationsfaktoren und
—Aktivatoren, Chaperone und Chaperonine sowie Faktoren, die an der Assem-
blierung wichtiger mitochondrieller Multiprotein-Komplexe (F1F,-ATPase, Cyto-
chromC-Oxidase) beteiligt sind.
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Tabelle 3.1 Auswahl selektierter mRNAs

MA MA P-

mRNA (WT) (depl) vQ Wert Lokalisation TM  Funktion des kodierten Proteins
GAS5 6.6 19 029 0.04 Plasmamembran? GPI? 0 ahnelt stark Gas1p
YCRO61W 5,4 1,7 0,31 0,04 Membran? 9 ahnlich YTP1
SCw4 6,0 1,9 0,32 0,01 Zellwand 1 Ahnlichkeit zu Glukanasen
GAS1 6,0 20 0,32 0,07 Plasmamembran, GPI 1 GPl-verankertes Protein
CTS1 4,5 1,5 0,35 0,03 Zellwand 1 Endochitinase
PTR2 1,5 0,6 0,35 0,09 Plasmamembran 9 Peptidtransporter
TOS1 55 1,9 0,36 0,07 GPI? 1 nicht bekannt
NEW1 1,4 0,5 0,36 0,06 Zellkern 0 ahnlich eEF3
cDC91 3,2 1,1 0,37 0,02 sekretiert? 8 Kontrolle der Zellteilung
PMT1 4,6 1,7 0,37 0,03 ER-Membran 9 Protein- Mannosyl-Transferase
AGA1 59 2,2 0,38 0,10 Plasmamembran, Zellwand, GPI? 2 a-Agglutinin-Untereinheit
PFK1 1,2 0,4 0,38 0,09 Zytoplasma 0 Glykolyse
GLY1 0,7 0,3 0,39 0,03 nicht bekannt 1 L-Threonin Aldolase
GPI7 3,3 1,3 0,39 0,06 ER? 9 GPI-Anker-Synthese
FUN26 2,4 0,9 0,39 0,07 Plasmamembran 9 Nukleosid-Transport
YNL190W 4,8 20 0,39 0,08 GPI? 1 nicht bekannt
GPI13 4,0 1,6 0,40 0,08 ER-Membran 15 GPI-Anker-Synthese
YOL155C 5,2 2,1 040 0,02 Zellwand? GPI? 1 Ahnlichkeit zu Glukanasen
SIM1 6,4 2,5 040 0,07 Zellwand 1 Zellzyklus-Regulation
HTL1 0,9 25 280 0,08 nicht bekannt 0 DNA-Replikation?
YDR391C 0,4 0,9 251 0,05 nicht bekannt 0 nicht bekannt
YGR165W 11 2,7 246 0,03 nicht bekannt 0 nicht bekannt
MRPL7 1,0 23 241 0,03 mitochondrielle Matrix 0 mitochondriales ribosomales Protein
MRPS9 0,9 20 2,31 0,06 mitochondrielle Matrix 0 mitochondriales ribosomales Protein
YELO33W 0,4 0,8 2,31 0,02 nicht bekannt 2 nicht bekannt
HTA2 0,4 0,5 2,30 0,06 Zellkern 0 Histon H2A.2
PBI2 0,3 0,7 2,26 0,03 Zytoplasma 0 Vakuolenfusion
RPL23B 0,4 0,8 2,18 0,05 Zytoplasma 0 ribosomales Protein
RPL25 0,3 0,6 2,15 0,05 Zytoplasma 0 ribosomales Protein
RPL11B 0,3 06 2,13 0,09 Zytoplasma 0 ribosomales Protein
RPL34A 0,3 06 2,13 0,08 Zytoplasma 0 ribosomales Protein
MET28 0,7 1,0 2,10 0,07 Zellkern 0 Transkriptionsfaktor
RPS12 0,3 0,6 2,07 0,08 Zytoplasma 0 ribosomales Protein
HTA1 0,4 0,8 2,07 0,03 Zellkern 0 Histon H2A
RSM10 0,5 1,0 2,07 0,07 mitochondrielle Matrix 0 mitochondriales ribosomales Protein
CHA1 1,4 3,0 2,07 0,08 nicht bekannt. 1 L-Serin/L-Threonin Deaminase
SBP1 0,6 0,9 2,05 0,01 Zellkern 0 RNA-Prozessierung
RPL32 0,3 0,5 2,03 0,03 Zytoplasma 0 ribosomales Protein
MRPL17 0,7 1,5 2,01 0,02 mitochondrielle Matrix 0 mitochondriales ribosomales Protein
ATP4 1,1 2,1 2,01 0,01 innere Mitochondrien-Membran 1 ATP-Synthese, F,F,-ATPase-UE
MRPL24 0,8 1,6 2,00 0,02 mitochondrielle Matrix 0 mitochondriales ribosomales Protein
MSS116 1,7 34 200 0,10 mitochondrielle Matrix 1 mitochondrielle RNA Helikase

Die verwendeten Abklrzungen bedeuten:
?: nicht experimentell bestatigt; depl: nach Depletion von Scp160p; GPI: GPI-Anker; MA: Membran-
anreicherung; TM: Anzahl der vorhergesagten Transmembran-Domanen; VQ: Verschiebungsquotient

Anhand der Datenbanken MIPS (Mewes et al., 2002a; b) und SGD (Cherry, 2002)
wurden die Anzahl der kodierten Transmembran-Domanen sowie die ORF-Lange
selektierter mMRNAs gemeinsam oder getrennt nach Gruppen (M=Z-mRNAs und
Z->M-mRNAs) mit entsprechenden Eigenschaften aller potentiellen Proteine und
ORFs im Hefegenom verglichen (Abb. 3.28). Zur Veranschaulichung wurden die
durchschnittlichen Werte innerhalb der einzelnen Gruppen (Abb. 3.28 A, D) sowie die
Verteilung der selektierten mMRNAs einer Gruppe auf Klassen mit unterschiedlichen
TM-Domanen (Abb. 3.28 B) oder ORF-Langen (Abb. 3.28 E) ermittelt. Durch Ver-
gleich der erhaltenen Verteilungskurven selektierter mRNA-Gruppen mit den
entsprechenden Verteilungskurven aller ORFs wurde untersucht, ob bestimmte
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Klassen innerhalb der selektierten mRNAs Uber- oder unterreprasentiert sind (Abb.
3.28 C und F).

Eine derartige Analyse zeigt, dass M=>Z-mRNAs fur Proteine mit Uberdurchschnittlich
vielen Transmembran-Domanen kodieren (Abb. 3.28 A, roter Balken). Z=M-mRNAs
zeichnen sich dagegen durch eine gegenuber dem Durchschnitt aller ORFs ver-
ringerte Anzahl kodierter TM-Domanen aus (Abb. 3.28 A, gruner Balken). Die Ver-
teilung der selektierten mRNAs auf Gruppen mit unterschiedlicher Anzahl kodierter
TM-Domanen macht deutlich, dass M=>Z-mRNAs zu einem hohen Anteil flr Proteine
mit Uber vier TM-Domanen kodieren (Abb. 3.28 B, rote Kurve). Ein direkter Vergleich
mit einer entsprechenden Verteilung aller ORFs im Hefegenom zeigt in der Tat, dass
mRNAs, die fur Proteine mit Uber vier TM-Domanen kodieren, in der Gruppe der
selektierten M=>Z-mRNAs gegenuber dem Gesamtproteom durchschnittlich etwa 5-
fach Uberreprasentiert sind (Abb. 3.28 C). In der Gruppe der Z=-M-mRNAs sind
entsprechende Klassen dagegen unterreprasentiert. Depletion von Scp160p fuhrt
demnach zu einer bevorzugten Verringerung der Membrananreicherung von mRNAs,
die fur Proteine mit vielen Transmembran-Domanen kodieren.
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Abb. 3.28 Einordnung selektierter mRNAs beziglich Anzahl der kodierten
Transmembran-Domanen, ORF-Lange und mRNA-Halbwertszeit

A-C durchschnittliche Anzahl der vorhergesagten Transmembran-Domanen innerhalb der
angegebenen Gruppe (A); Haufigkeitsverteilung (B) und Reprasentationsverhaltnis (C) von
OREFs, die fiir die angegebene Anzahl Transmembran-Domanen kodieren.

D-F durchschnittiche ORF-Lange innerhalb der angegebenen Gruppe (D); Haufigkeits-
verteilung (E) und Reprasentationsverhaltnis (F) von ORFs mit den angegebenen Langen.
Das Reprasentationsverhaltnis entspricht dem Quotienten aus relativer Haufigkeit innerhalb
einer Gruppe und der relativen Haufigkeit in der Gruppe aller ORFs.
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Eine ahnliche Analyse der Lange des offenen Leserasters (ORF) der selektierten
MmRNAs (Abb. 3.28 D-F) zeigt, dass M=Z-mRNAs Uberdurchschnittlich haufig fur
grol3e Proteine, Z-»M-mRNAs dagegen vermehrt fur kleine Proteine kodieren.

Die Ergebnisse dieser Mikroarray-Versuche legen nahe, dass Scp160p einen selekti-
ven Einfluss auf spezifische mRNAs ausubt. Depletion von Scp160p fuhrt bei diesen
MRNAs zu einer Verschiebung der beobachteten Fluoreszenzintensitaten zwischen
membranangereicherter Fraktion und Zytosol.

Die durch Scp160p-Depletion beeinflussten mRNAs kdnnen in zwei Gruppen einge-
teilt werden, die sich durch den Grad ihrer Membrananreicherung, die Richtung der
Signalverschiebung nach Scp160p-Depletion, der Lokalisation, Funktion und Grole
der kodierten Proteine sowie der Anzahl der kodierten Transmembran-Domanen
unterscheiden (Tabelle 3.2).

Tabelle 3.2 Charakteristika von M=>Z- bzw. Z=>M-mRNAs

Kriterium M-=>Z-mRNAs Z->M-mRNAs

Signalverschiebung nach

Depletion von Scp160p Membran — Zytosol Zytosol - Membran
vorrangige Lokalisation Zellwand Zytosol
der kogigrten Proteine Plasmamembran Mitochondrien
ER, Vakuole Nukleus
Glykosylierung

Zellwand-Integritat

vorrangige Funktion GPI-Anker-Synthese, . . N

der kodierten Proteine Zellwandbiogenese E#Z::::%’gg gfoqe?f;fésgz\ézgsangen
Transportprozesse

Anzahl TM-Domanen Uber Durchschnitt unter Durchschnitt

ORF-Lange Uber Durchschnitt unter Durchschnitt

3.3.3.2 Uberpriifung der Mikroarray-Daten durch Northern-Blot

Die Verlasslichkeit der durch Mikroarray-Analyse erhaltenen Daten wurde durch
Northern-Blot Uberpraft. Dazu wurden die in zwei unabhangigen Experimenten
erhaltenen und zuvor auf Mikroarrays untersuchten RNA-Praparationen durch
Northern-Blot mit radioaktiv markierten Sonden gegen die M=>Z-mRNAs GASS5,
VPH1, SIM1 sowie die Z-»M-mRNAs RPL25 und SBP1 analysiert (Abb. 3.29). GASS,
VPH1 und SIM1 kodieren fur Plasmamembran-, vakuolare bzw. Zellwand-Proteine,
Rpl25p und Sbp1p sind dagegen I6slich und gehen nicht in den sekretorischen Weg
ein. Fur jede mRNA wurde analog den Mikroarray-Experimenten eine relative
Membrananreicherung (Signalverhaltnis Membran/ Zytosol) berechnet und den durch
Mikroarray-Analysen erhaltenen Werten gegenubergestellt.
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Abb. 3.29 Analyse der subzellularen
&5 SF signaveraitnis Wz Verteilung ausgewahiter mRNAs an-
mRNA &S R \orthern Array hand von Northern-Blots
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Die Northern-Blot-Signale der GAS5, VPH1 und SIM1 mRNAs sind im WT-Stamm in
der membranangereicherten Fraktion deutlich starker als in der zytosolischen
Fraktion (Abb. 3.29, Spuren 1 und 2). Dagegen zeigt sowohl die RPL25 mRNA als
auch die SBP1 mRNA im WT-Stamm ein starkeres Signal in der zytosolischen
Fraktion. Entsprechende Ergebnisse werden fur den Scp160p-depletierten Stamm
erhalten (Abb. 3.29, Spuren 3 und 4).

Eine Gegenuberstellung der durch Northern-Blot und durch Analyse der
entsprechenden Mikroarrays erhaltenen Signalverhaltnisse in der membran-
angereicherten und der zytosolischen Fraktion (Abb. 3.29) zeigt, dass beide Techni-
ken fir den WT-Stamm sehr ahnliche Werte ergeben. Wahrend jedoch die Mikro-
array-Experimente fur die M=>Z-mRNAs eine Verringerung des Signalverhaltnisses
M/Z im Scp160p-depletierten Stamm zeigen, ist dieses Verhaltnis nach den Analysen
der Northern-Blots in beiden Stammen weitgehend gleich. Ebenso wird das Ausmaf
der anhand der Mikroarray-Experimente fur Z-M-mRNAs erhaltenen Signalver-
schiebungen durch Northern-Blot nicht bestatigt. Auch die Analyse eines dritten un-
abhangigen Experiments ergab nach Depletion von Scp160p fur die untersuchten
mRNAs keine Anderung der Membrananreicherung.

3.3.3.3 Analyse der Poly(A)-Lange ausgewahlter mRNAs

Eine der moglichen Erklarungen fur die unterschiedlichen Ergebnisse in den durch-
gefuhrten Mikroarray-Experimenten und Northern-Blots ist die in beiden Techniken
unterschiedliche Art des Nachweises der mRNA (siehe auch Diskussion zu diesem
Abschnitt): Wahrend der Northern-Blot auf einer Hybridisierung einer Sonde mit der
kodierenden Region der mRNA beruht, hangt die fur die Mikroarray-Analysen notige
cDNA-Synthese von der Hybridisierung eines Oligo(dT)-Primers mit dem Poly(A)-
Schwanz der mRNA ab. Durch die Verwendung des Oligo(dT)-Primers kann die
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Effizienz der cDNA-Synthese wahrend der Mikroarray-Analyse somit von der Lange
des Poly(A)-Schwanzes spezifischer mRNAs abhangen, wahrend sich derartige
Unterschiede im Northern-Blot nicht nachweisen lassen. Um diese Mdoglichkeit zu
untersuchen, wurde durch RACE-PAT (Salles et al., 1999) die Lange des Poly(A)-
Schwanzes fur potentiell von einer Scp160p-Depletion betroffene mRNAs bestimmt
(Abb. 3.30). Als Modell-Substrate wurden die schon zuvor anhand von Northern-Blot
untersuchten mRNAs ausgewahlt. Aufgrund der angewandten Technik (RACE-PAT)
wird als Ergebnis ein heterogenes Gemisch von PCR-Produkten erhalten unter-
schiedlicher Lange erhalten. Diese Heterogenitat spiegelt die Lange des Poly(A)-
Schwanzes wider. Die tatsachliche Lange des Poly(A)-Schwanzes der untersuchten
MRNA ist 12 Nukleotide langer als die Langenheterogenitat der erhaltenen PCR-
Produkte.

Die Versuche ergeben im WT-Stamm (WT) fur die Z=M mRNAs RPL25 und SBP1 in
der membranangereicherten und der zytosolischen Fraktion PCR-Produkte mit einer
Lange von 230-270bp bzw. 205-230bp. Dies deutet auf Poly(A)-Langen von 40-50
Nukleotiden (RPL25 mRNA) bzw. 25-35 Nukleotiden (SBP1 mRNA) hin. Depletion
von Scp160p (depl) hat keinen Einfluss auf die Lange des Poly(A)-Schwanzes dieser
MmRNAs. Eine ahnliche Auswertung der untersuchten M=>Z-mRNAs GASS5, VPH1
und SIM1 zeigt, dass diese mRNAs in den zytosolischen Fraktionen (Z) einen
deutlich verlangerten Poly(A)-Schwanz (bis zu ~100 Nukleotiden) im Vergleich zu
den membranangereicherten Fraktionen (M; ~25-35 Nukleotide) aufweisen. Die in
beiden Fraktionen beobachteten Poly(A)-Langen bleiben bei allen untersuchten
M=>Z-mRNAs nach Depletion von Scp160p (depl) unverandert. Eine besondere
Situation tritt bei der GAS5 mRNA auf: Hier deuten die multiplen in den
membranangereicherten Fraktionen zu beobachtenden diffusen Banden bei ~180,
196, 212 und 233 Nukleotiden Lange darauf hin, dass diese mRNA alternative
Polyadenylierungsstellen aufweist. Dies hat jedoch keinen Einfluss auf die zuvor
beschriebenen Beobachtungen.

Dieser Versuch zeigt, dass Scp160p keinen Einfluss auf die Lange des Poly(A)-
Schwanzes der untersuchten mRNAs hat. Die Ergebnisse deuten somit darauf hin,
dass die zuvor beobachteten Unterschiede zwischen Mikroarray-Versuchen und den
entsprechenden Kontrollen durch Northern-Blot nicht auf eine lokalisations- und
Scp160p-abhangige Beeinflussung der Poly(A)-Lange spezifischer mRNAs zurtck-
zufuhren sind.
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Abb. 3.30 Bestimmung der Poly(A)-Lange ausgewahlter selektierter mRNAs
durch RACE-PAT

Gleiche Mengen Gesamt-RNA aus membranangereicherten und zytosolischen Fraktionen
eines WT-Stammes (FY23) und eines Scp160p-depletierten Pga;/scp-SCP160-Stammes
(SFY72) wurde mit dem Oligo(dT)-Anker-Primer revers transkribiert. Erhaltene cDNA wurde
durch PCR unter Verwendung des Oligo(dT)-Anker-Primer und eines flr die angegebenen
MRNAs spezifischen Primers unter Einsatz radioaktiv markierter Nukleotide amplifiziert. Die
entstehenden PCR-Produkte wurden auf einem 5%-igen TBE-Polyacrylamid-Harnstoffgel
aufgetrennt, die Gele getrocknet und radioaktive Signale mit einem Phosphoimager
ausgewertet.

Die verwendeten Abklrzungen bedeuten:

M: membranangereicherte Fraktion (P10); Z: zytosolische Fraktion (S25); WT: WT-Stamm;
depl: Scp160p-depletierter Stamm; nt: Nukleotide.
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Zusammenfassend wurden anhand von Mikroarray-Experimenten Hinweise darauf
erhalten, dass Scp160p einen Einfluss auf mRNAs in einer membranangereicherten
und einer zytosolischen Fraktion ausubt. Dies betrifft zwei Gruppen von mRNAs,
deren Mikroarray-Signale sich nach Depletion von Scp160p in entgegengesetzter
Richtung zwischen einer membranangereicherten und einer zytosolischen Fraktion
verschieben. Die von den mRNAs in beiden Gruppen kodierten Proteine zeichnen
sich durch fur jede Gruppe charakteristische Eigenschaften bezuglich Lokalisation,
Funktion, GroRe und Anzahl der Transmembran-Domanen aus. Die anhand von
Mikroarrays gefundene Signalverschiebung konnte anhand von Northern-Blots nicht
bestatigt werden. Anhand von Northern-Blots konnte kein Einfluss von Scp160p auf
die physikalische Verteilung von mRNAs zwischen zytosolischer und membran-
angereicherter Fraktion nachgewiesen werden. Die Northern-Blots bestatigen jedoch
die im W T-Stamm durch Mikroarray-Analyse erhaltenen Membrananreicherungen.
Die Bestimmung der Poly(A)-Lange einzelner mRNAs zeigt, dass die Diskrepanz
zwischen beiden Techniken nicht auf eine unterschiedliche Poly(A)-Lange in beiden
zellularen Kompartimenten als Reaktion auf die Depletion von Scp160p zurlckzu-
fUhren ist.
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4 DISKUSSION

4.1 Biochemische und zellbiologische Charakterisierung von
Scp160p

4.1.1 Scp160p ist am ER angereichert
Durch Fluoreszenzmikroskopie von GFP-markiertem Scp160p in lebenden Zellen

sowie durch Zellfraktionierung konnte gezeigt werden, dass sich der Grofteil des
Multi-KH-Domanen-Proteins Scp160p an der ER-Membran befindet. Ein kleinerer
Teil ist in einer membranfreien Fraktion mit zytosolischen Ribosomen enthalten.
Dieses Ergebnis ist konsistent mit einer friheren Veroffentlichung, in der durch
indirekte Immunfluoreszenz gezeigt werden konnte, dass Scp160p mit dem ER-
Markerprotein Kar2p kolokalisiert (Wintersberger et al., 1995). Die vorwiegende
Lokalisation von Scp160p am ER deutet darauf hin, dass das Protein eine Rolle bei
ER-spezifischen Vorgangen wie Synthese von sekretorischen Proteinen und Mem-
branproteinen spielt.

Eine ahnliche Lokalisation wie Scp160p zeigt Vigilin, das Scp160p-homologe Protein
in Sauger-Zellen: In Pankreaszellen der Ratte assoziiert der Hauptteil von Vigilin mit
Ribosomen am rauhen ER, daneben liegt ein kleinerer Anteil im Komplex mit zyto-
plasmatischen Polysomen vor (Klinger & Kruse, 1996). Zusatzlich wurde beschrie-
ben, dass sich ein weiterer Anteil von Vigilin im Zellkern befindet (Klinger & Kruse,
1996; Kruse et al., 1998b; Kruse et al., 2000).

4.1.2 Scp160p bindet mRNA-abhangig an zytosolische und
membrangebundene Polysomen

Der zytosolische Anteil von Scp160p geht eine salzsensitive Interaktion mit schweren
zytosolischen Polysomen ein. Dieses Ergebnis steht im Widerspruch zu einer friher-
en Arbeit (Weber et al., 1997), stimmt jedoch mit einer spateren Veroffentlichungen
einer anderer Gruppe (Lang & Fridovich-Keil, 2000) Uberein. Die Interaktion von
Scp160p mit zytosolischen Polysomen ist abhangig von mRNA: Nach Behandlung
mit S1-Nuklease in einer Konzentration, die zum Verdau von mRNA, nicht aber von
ribosomaler RNA fuhrt, wird Scp160p von Ribosomen freigesetzt. Dies deutet darauf
hin, dass die mRNA fur die Bildung eines stabilen Komplexes zwischen Scp160p und
Ribosomen notwendig ist.

Aus einer membranangereicherten Fraktion solubilisiertes Scp160p kosedimentiert
auf Saccharose-Dichtegradienten mit Mono- und Polysomen sowie der Translokon-
komponente Sec61p. Ferner zeigt eine nach Nuklease- oder EDTA-Behandlung
beobachtete Ablésung von Scp160p von einer membranangereicherten Fraktion,
dass mRNA und Ribosomen fur die Assoziation von Scp160p mit der ER-Membran
notig sind. Zusammengenommen deuten die Daten darauf hin, dass Scp160p in vivo
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mit ER-gebundenen Polysomen interagiert. Durch Verdau der mRNA wird von einer
membranangereicherten Fraktion ein geringerer Teil von Scp160p freigesetzt als von
zytosolischen Ribosomen. Dies legt nahe, dass neben Ribosomen auch andere Fak-
toren an der Interaktion von Scp160p mit der Membran beteiligt sein kdnnten. Die
Interaktion von Scp160p mit zytosolischen und ER-gebundenen Polysomen sowie
die vorwiegende Lokalisation von Scp160p am ER sind Hinweise darauf, dass das
Protein eine Rolle bei der Translation, insbesondere bei der Synthese von Membran-
und/oder sekretierten Proteinen spielt.

Diese Deutung passt zu der Beobachtung, dass Vigilin in hdheren Eukaryonten eine
besonders hohe Expression in Geweben mit hoher Sekretion und Proteinsynthese-
rate aufweist (Kruse et al., 1998a). In die gleiche Richtung weisen Daten, die zeigen,
dass Vigilin in mikrosomalen Praparationen aus Hundepankreas mit membran-
gebundenen Ribosomen interagiert (Neu-Yilik und Dobberstein, unveroffentlicht).

4.1.3 Scp160p bindet an eine Subfraktion von Ribosomen

Die bevorzugte Lokalisation von Scp160p am ER unterscheidet sich deutlich von der
Lokalisation der Gesamtheit aller Ribosomen in der Zelle. Zudem wird die Bindung
von Scp160p an Membranen unter Bedingungen gesattigt, bei denen die Konzen-
tration von Scp160p in der Zelle noch immer deutlich unter der Konzentration der
Ribosomen liegt (nicht gezeigt). Scp160p bindet folglich spezifisch an eine Sub-
fraktion von mRNA-Ribosomen-Komplexen. Weitergehend ist die mMRNA-Abhangig-
keit der Assoziation von Scp160p mit zytosolischen und ER-gebundenen Ribosomen
ist ein Hinweis darauf, dass diese Spezifitat durch die selektive Bindung von
Scp160p an definierte mMRNAs bestimmt sein kdnnte. Dies deutet auf eine Rolle von
Scp160p bei der Translation einer definierten Gruppe von Proteinen hin.

Diese Interpretation ist konsistent mit Beobachtungen, die zeigen, dass Deletion von
Scp160p keinen generellen Einfluss auf die Synthese von Proteinen hat (M.Seedorf,
unveroffentlichte Ergebnisse). Damit grenzt sich die Funktion von Scp160p klar von
der Funktion anderer mRNA- und ribosomenassoziierter Faktoren wie dem Poly(A)-
bindenden Protein Pab1p oder elF4G, einer Komponente des an die CAP-Struktur
der mRNA bindenden Komplexes, ab. Im Gegensatz zu Scp160p sind die genannten
Proteine an der generellen Regulation der Translation beteiligt (Jacobson, 1996;
Sachs, 2000).

Die diskutierten Daten deuten darauf hin, dass Scp160p definierte mMRNA-Substrate
erkennt. Untersuchungen an anderen Proteinen aus der Vigilin-Familie zeigen, dass
auch diese zu einer selektiven Nukleinsaure-Bindung fahig sind: Xenopus-Vigilin
zeigt in vitro eine erhdhte Affinitat fur unstrukturierte RNA-Bereiche mit (A),CU und
UC(A)n,-Motiven und einer Mindestlange von 75 Nukleotiden (Kanamori et al., 1998).
Eine ahnliche Bindespezifitat, jedoch fur einzelstrangige DNA, zeigt DDP1, das
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Scp160p-homologe Protein in Drosophila melanogaster. DDP1 bindet sequenz-
spezifisch an den unstrukturierten C-Strang zentromerer Dodekasatellit-DNA. Eine
effiziente Bindung erfordert eine minimale Lange von 75-100 Nukleotiden und wird
durch die Abwesenheit stabiler Sekundarstrukturen erleichtert. Ein in naturlich auf-
tretenden Dodekasatellit-Sequenzen hoch konservierter Guaninrest ist fur die
effiziente Bindung von DDP1 essenziell (Cortes & Azorin, 2000).

Im Unterschied zu den diskutierten Daten, die nahelegen, dass Scp160p direkt mit
spezifischen mRNA-Substraten interagiert, beschreiben Studien anderer Autoren
eine Interaktion von Vigilin aus Saugerzellen mit tRNA, dem tRNA-bindenden
Translations-Elongationsfaktor EF1a. und dem tRNA-spezifischen Kernexportfaktor
Exportin-t (Kruse et al., 1996; Kruse et al., 1998b; Kruse et al., 2000). Die Autoren
spekulieren daher uUber eine Beteiligung von Vigilin am tRNA-Export aus dem
Zellkern. Im Rahmen zweier Diplomarbeiten (Bittins, 2002; Vogt, 2001) konnten Hin-
weise darauf gefunden werden, dass auch Scp160p mit EF1a interagiert. Eine
stabile Interaktion mit tRNA konnte in eigenen Versuchen jedoch nicht nachgewiesen
werden (nicht gezeigt).

4.1.4 Die Anreicherung von Scp160p an der ER-Membran setzt ein
funktionelles Tubulin-Zytoskelett voraus.

Die Assoziation von Scp160p mit ER-Membranen ist von einem intakten Tubulin-
Zytoskelett abhangig. Fir eine Dissoziation von Scp160p von der Membran ist eine
aktive Translation der mRNA notwendig. Diese Ergebnisse zeigen, dass Mikrotubuli
fur den Transport von Scp160p an die ER-Membran noétig sind und dass die
Verankerung von Scp160p an der Membran von der Translation der gebundenen
mMmRNA abhangt. Die hohe Scp160p-Konzentration am ER spiegelt somit den End-
punkt eines Transports von Scp160p wider: Zytosolisches Scp160p wird zur ER-
Membran transportiert und verbleibt dort wahrend der Translation einer gebundenen
MRNA. Zusammen mit der Spezifitat der Bindung von Scp160p an eine Subfraktion
von mMRNA-Ribosomen-Komplexen deutet dieses Modell darauf hin, dass Scp160p
durch Bindung spezifischer ER-gebundener mRNAs einen Einfluss auf deren
Translationsgeschwindigkeit oder Reinitiationsrate ausubt. Scp160p konnte so zur
lokalen posttranskriptionalen Regulation spezifischer mRNAs — etwa in Bezug auf
ihre Stabilitat und/oder Translation — an der ER-Membran beitragen.

In differenzierten Zellen findet sich eine derartige lokale posttranskriptionale
Regulation spezifischer mRNAs in Neuronen wahrend des Lernprozesses: In den
Somata und proximalen Dendriten spezieller Neuronen wird wahrend des Lern-
prozesses die Gruppe der neuronenspezifischen RNA-bindenden, ELAV-ahnlichen
Proteine HuB, HUC und HuD (Antic & Keene, 1997) lokal vermehrt exprimiert
(Cavallaro et al., 1997; Cavallaro et al., 2001). Die Proteine binden an definierte A-
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und U-reiche Sequenzen im 3°-UTR spezifischer Ziel-mRNAs (Ma et al., 1997) und
erhdhen so deren Stabilitat und/oder Translation (Antic & Keene, 1997; Antic et al.,
1999; Fan & Steitz, 1998; Ford et al., 1999; Jain et al., 1997; Peng et al., 1998).
Einer Hypothese zufolge vermitteln ELAV-ahnliche Proteine dadurch eine post-
transkriptionale und lokale Kontrolle der Expression von Proteinen, die am
Lernvorgang beteiligt sind (Quattrone et al., 2001). Auch in Drosophila wurden
Beispiele fur lokale Translationskontrolle beschrieben: Die Kontrolle der Lokalisation
und Translation von oskar und nanos mRNAs werden durch Sequenzen im jeweilig-
en 3-UTR kontrolliert. Die fur die Translationskontrolle zustandigen Sequenzen
liegen innerhalb der Regionen im 3°-UTR, die fur die Lokalisation essentiell sind
(Gavis & Lehmann, 1994; Gavis et al., 1996; Kim-Ha et al., 1995; Kim-Ha et al.,
1993). Diese Ergebnisse haben zu einem Modell gefihrt, demzufolge die Lokalisa-
tionsmaschinerie mit der fur eine Translations-Repression zustandigen Maschinerie
um die gleichen Bindungsstellen kompetiert (Bergsten & Gavis, 1999). Nach diesem
Modell hebt die Assoziation des 3'-UTRs mit der Lokalisations-Maschinerie die
translationale Repression auf und koppelt so die korrekte Lokalisation der mRNA mit
ihrer Translation. Ein prominentes Beispiele fur lokale Translationskontrolle am ER
findet sich in Xenopus. Hier wird die Vg7 mRNA zytoskelettabhangig zu einem Sub-
kompartiment des ER am vegetativen Pol der Eizelle transportiert (Deshler et al.,
1997); erst nach erfolgter Verankerung wird eine durch Sequenzen im 3°-UTR ver-
mittelte Translationhemmung aufgehoben (Wilhelm et al., 2000).

Aufgrund der vorliegenden Daten kann keine direkte Aussage daruber gemacht
werden, ob Scp160p erst nach seinem Transport zur ER-Membran mit mRNA
assoziiert oder bereits im Komplex mit mRNAs vom Zytosol zur Membran
transportiert wird. Die Beobachtung, dass in Hefe-Gesamtlysat nur eine sehr geringe
Menge von Scp160p in einer polysomenfreien Fraktion (S200) vorliegt, legt jedoch
einen Transport von Scp160p im Komplex mit Ribosomen und mRNA nahe. Alter-
nativ konnte der kleine ribosomenfreie Scp160p-Anteil im Zytosol mikrotubuli-
abhangig zum ER transportiert werden. Eine RNA-Assoziation dieses polysomen-
freien Scp160p-Anteils wurde zwar bislang nicht nachgewiesen, ist aber aufgrund der
starken Bindung von Scp160p an RNA in vitro (Weber et al., 1997) wahrscheinlich.
Beide Moglichkeiten — eine aktive Lokalisation von Scp160p im Komplex mit mRNA
und Ribosomen oder ein Transport eines ribosomenfreien Scp160p-mRNA
Komplexes - deuten somit darauf hin, dass Scp160p mikrotubuliabhangig und
gebunden an mRNA zur ER-Membran gelangt. Dies steht im Widerspruch zu einem
Modell, demzufolge Transport und Verankerung lokalisierter mMRNAs in kleinen Zellen
wie Hefe vorwiegend vom Aktin-Zytoskelett abhangen (Long et al., 1997; Takizawa
et al., 1997). Ein mikrotubuliabhangiger mRNA-Transport Uber grol3e Entfernungen
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findet sich dagegen haufig in Zellen wie Neuronen, Oligodendrozyten und Oozyten.
So vermittelt etwa Staufen mikrotubuliabhangig die Lokalisation und translationale
Kontrolle von oskar mMRNA am posterioren Ende der Drosophila-Oozyte (Ephrussi et
al., 1991; Kim-Ha et al., 1991) ebenso wie die Verankerung von bicoid mRNA am
vorderen Ende der Oozyte (St. Johnston et al., 1989). In den genannten Beispielen
sind Mikrotubuli fur die Interaktion von mRNAs mit dem Zytoskelett wahrend des
Transports ebenso notig wie fur die Verankerung der mRNAs an ihrem Ziel. Die in
dieser Arbeit vorgestellten Daten legen nahe, dass in einem ahnlichen Prozess auch
in Hefe spezifische zytosolische Scp160p-mRNA-Komplexe mikrotubuliabhangig zur
ER-Membran transportiert werden. Die Verankerung am ER ist jedoch im Gegensatz
zur Verankerung der oskar und bicoid mRNAs unabhangig vom Zytoskelett.

Der Transport von Scp160p zum ER hangt von Mikrotubuli ab. Ein derartiger aktiver
Transport zum ER wurde bislang nur in wenigen Beispielen beschrieben: Das in
den meisten Geweben exprimierte Protein Staufen spielt eine Rolle beim Transport
groBer RNPs zum ER. Staufen interagiert mit Mikrotubuli und Polysomen und
kolokalisiert mit Marker-Proteinen fur das rauhe ER (Kiebler et al., 1999; Marion et
al., 1999; Wickham et al., 1999). Dennoch bleibt bislang unklar, ob die beobachteten
Staufen-enthaltenden Komplexe vesikulierte ER/Staufen-Komplexe reprasentieren
oder ob die Komplexe selbst eine Rolle beim mRNA-Transport spielen. Ein weiteres
Beispiel fur mRNA-Transport zum ER existiert in Xenopus Oozyten, wo das Zipcode-
bindende Protein (ZBP1) den mikrotubuliabhangigen Transport der Vg7 mRNA zu
einer Subdoméne des ER erleichtert (Deshler et al., 1997). Ahnlich werden in Reis-
samen spezifische fur Speicherproteine kodierende mRNAs zu einer Subdomane
des ER dirigiert (Choi et al., 2000).

Die Freisetzung von Scp160p von der ER-Membran ist abhangig von Translation.
Dies legt nahe, dass Scp160p-gebundene mRNAs durch ihre Translation an der
Membran verankert werden und erst nach Termination der Proteinsynthese vom ER
entlassen werden. Eine derartige translationsabhangige Lokalisation von mRNA
ist allen mRNAs gemein, die fur kotranslational ins ER translozierte Proteine
kodieren. In diesen Fallen wird die mRNA wahrend der Proteinsynthese durch die
wachsende Polypeptidkette an der Membran verankert (Gorlich et al., 1992a; Gorlich
et al., 1992b). Ein Beispiel fur eine translationsabhangige Verankerung einer mRNA,
die fur ein Protein kodiert, das nicht in den sekretorischen Weg eingeht, ist die ASH1
mRNA in Hefe: ASH71 mRNA kodiert einen Transkriptionsfaktor, der am Wechsel des
Paarungstyps beteiligt ist (Bobola et al., 1996; Long et al., 1997). Die Lokalisation
von ASH71 mRNA an der Spitze der Tochterzelle hangt neben der Funktionalitat von
funf SHE-Genen (Jansen et al., 1996) auch von der Translation der ASH7 mRNA ab
(Gonzalez et al., 1999). Die spezifische Lokalisation von ASH7 mRNA ist in einem
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scp160A-Stamm gestort (RP.Jansen und M.Seedorf unverdffentlicht; Irie et al.,
2002). Diese Daten weisen darauf hin, dass Scp160p eine Rolle bei der Lokalisation
oder translationsabhangigen Verankerung der ASH7 mRNA spielt. Analog konnte
Scp160p an der Translation weiterer — insbesondere lokalisierter - mMRNAs beteiligt
sein.

Zusammenfassend zeigen die durchgefuhrten Experimente, dass Scp160p mit einer
Subfraktion von schweren membrangebundenen und zytosolischen Polysomen eine
sattigbare Interaktion eingeht. Diese Interaktion hangt von mRNA ab und ist
spezifisch fur eine Subfraktion von mRNA-Polysomen-Komplexen. Der Transport von
Scp160p zur ER-Membran ist tubulinabhangig. Es ist daher moglich, dass Scp160p
spezifische mRNAs selektiv erkennt und eine Rolle im Zusammenhang mit ihrer
Lokalisation, Verankerung und lokalen Translationskontrolle spielt.

4.2 Analyse der Funktion einzelner Domanen und Sequenzen
in Scp160p
4.2.1 Die AS 98-142 von Scp160p enthalten ein Kernimport-Signal
Die Aminosauren 98-142 von Scp160p enthalten ein Kernimport-Signal, das einen
aktiven und Ran-abhangigen Transport eines 2xGFP-Reporterproteins sowie C-
terminal verkurzter Scp160p-Konstrukte in den Zellkern vermittelt. Inaktivierende
Mutationen innerhalb des Kernimport-Signals haben unter optimalen Wachstums-
bedingungen keinen Einfluss auf die Fahigkeit des Gesamtproteins, die nach
Funktionsverlust von Scp160p beobachtete Zunahme der chromosomalen DNA
(Wintersberger et al., 1995) zu unterdrucken. Das Kernimport-Signal fuhrt unter
normalen Wachstumsbedingungen nicht zu einer Kernlokalisation des Gesamt-
proteins. Auch in Mutanten mit Defekten im Kernexport und nach Uberexpression
wurde keine Kernlokalisation von Scp160p beobachtet. Scp160p pendelt daher nicht
in groRen Mengen im Komplex mit RNAs zwischen Zellkern und Zytoplasma.
Da unter den betrachteten Uberexpressions-Bedingungen der GroRteil von Scp160p
nicht mit dem ER kolokalisiert und nur ein Teil mit Polysomen interagiert, sind diese
Daten ein Hinweis darauf, dass der C-Terminus von Scp160p eine zytoplasmatische
Retention des Gesamtproteins bewirkt, die nicht durch eine Polysomenassoziation
vermittelt wird. Ein moglicher Mechanismus fur eine derartige Retention stellt z.B. die
oben beschriebene Assoziation von Scp160p mit dem Zytoskelett dar. Eine alter-
native Erklarungen ist eine Proteinkonformation, die zu einer Abschirmung des N-
terminalen Kernimport-Signals durch den C-Terminus fuhrt.
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Auf mogliche nukledre Funktionen von Scp160p deuten Beobachtung hin, die
zeigen, dass Deletion von SCP160 zu einem erhdhten DNA-Gehalt fuhrt
(Wintersberger et al., 1995). Scp160p konnte somit eine direkte Rolle bei der Ver-
teilung von Chromosomen zwischen Mutter- und Tochterzelle spielen. Einen
weiteren Hinweis auf eine Kernlokalisation von Scp160p liefert DDP1 das Scp160p-
homologe Protein in Drosophila melanogaster. Dieses befindet sich entwicklungs-
abhangig im Zellkern, bindet an spezifische DNA-Sequenzen und komplementiert die
DNA-Zunahme eines scp160A-Stammes (Cortes et al., 1999). Daneben wurde auch
in Sauger-Vigilin ein funktionelles Kernimport-Signal charakterisiert und neben der
zytoplasmatischen auch eine nukleare Lokalisation beschrieben (Kruse et al., 1998b;
Kugler et al., 1996).

Das Kernimport-Signal in AS 98-142 ist von der Anwesenheit basischer Reste
abhangig. Diese Eigenschaft teilt es sowohl mit "klassischen" Kernimport-Signalen
mit einer ununterbrochenen Abfolge von 6-7 basischen Aminosauren vom Typ des
SV40-NLS als auch mit zweigeteilten Kernimport-Signalen, die durch zwei kurze,
basische, durch wenige AS getrennte Sequenzen charakterisiert sind (Dingwall &
Laskey, 1991; 1998). Die mehrfach unterbrochene Anordnung der zur Funktion des
Kernimport-Signals bendtigten basischen AS sowie die grof3ere Lange der zur vollen
Aktivitat bendtigten Sequenz grenzen das Kernimport-Signal in Scp160p jedoch klar
von diesen prototypischen Kernimport-Signalen ab.

In den durchgefuhrten Versuchen wurden keine Bedingungen gefunden, unter denen
Scp160p in den Zellkern gelangt. Die ldentifizierung eines kryptischen Kernimport-
signals legt jedoch ebenso wie die Vergleiche zu den Scp160p-homologen Proteine
in Vertebraten nahe, dass Scp160p unter spezifischen Bedingungen eine nukleare
Funktion einnehmen konnte.

4.2.2 Verlust von Scp160p fuhrt zu einer koordinierten DNA-
Verdopplung

Deletion von SCP160 fuhrt nach wenigen Zellteilungen zu einer irreversiblen
Zunahme des DNA-Gehalts, einer abnormen Zellmorphologie sowie einer verringer-
ten Lebensfahigkeit der Zellen (Wintersberger et al., 1995). Daneben kommt es bei
Kreuzungen von scp160A-Mutanten untereinander oder mit WT-Stammen zu einer
unregelmaRigen Verteilung genetischer Marker.

Im Rahmen dieser Arbeit konnte die DNA-Zunahme in einem scp7160A-Stamm be-
statigt werden. Zusatzlich zeigen die durchgefuhrten FACS-Analysen, dass Deletion
von SCP160 zu einer genauen Verdopplung der DNA ohne gehauftes Auftreten von
Zwischenstufen mit heterogenem DNA-Gehalt fuhrt. Dies legt nahe, dass die be-
schriebene Zunahme des DNA-Gehaltes durch koordinierte Verdopplung aller
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Chromosomen hervorgerufen wird. Deutlicher wird dies anhand der Analyse des
DNA-Gehalts eines Stammes, in dem die Expression von Scp160p zu einem
definierten Zeitpunkt ausgeschaltet wurde. Depletion von Scp160p fuhrt in einem
solchen Stamm nach 20-25 Stunden zur langsamen Anhaufung von Zellen mit
verdoppeltem DNA-Gehalt. Die Abwesenheit eines im Vergleich zum WT-Stamm
erhdhten Anteils von Zwischenstufen, die in der G2-Phase einen heterogenen DNA-
Gehalt zwischen 2n und 4n aufweisen, deutet darauf hin, dass diese Zunahme des
DNA-Gehalts nicht die Konsequenz einer allmahlichen Anhaufung zusatzlicher
Chromosomen ist. Vielmehr spricht die genaue Verdopplung des DNA-Gehalts ohne
erkennbare Zwischenstufen daflr, dass Scp160p-Depletion zu einer koordinierten
Verdopplung aller Chromosomen fuhrt, die moglicherweise durch eine Mitose ohne
Kern- und Zellteilung bewirkt wird. Derartige koordinierte Chromosomenver-
dopplungen wurden in Hefe auch nach Deletion von SCW3 oder SIM1 beschrieben,
die fur Mitglieder einer Familie von Zellwandproteinen kodieren (Dahmann et al.,
1995; Mouassite et al., 2000). Im Detail wird auf diese Beispiele an spaterer Stelle
eingegangen.

4.2.3 Die Unterdriickung der DNA-Verdopplung ist unabhangig von
einer Polysomenassoziation von Scp160p

Versuche zur Eingrenzung von Scp160p-Domanen, die zur Komplementation der
DNA-Verdopplung nétig sind, zeigten, dass Deletion zweier C-terminaler KH-
Domanen von Scp160p keinen Einfluss auf den zellularen DNA-Gehalt hat, Deletion
von 4 oder mehr C-terminalen KH-Domanen von Scp160p dagegen zu einer Ver-
dopplung der DNA fuhrt. Die KH-Domanen 11 und 12 beinhalten daher Sequenzen,
die fur die Unterdrickung der Chromosomenverdopplung notwendig sind. Ein
Stamm, der nur die Aminosauren 1-320 von Scp160p exprimiert, zeigt einen tetra-
ploiden Phanotyp. Die Ursache dieser weiteren Verstarkung des scp160A-Phanotyps
ist nicht bekannt. Es kann jedoch spekuliert werden, dass die verbleibenden drei N-
terminalen KH-Domanen durch Interaktion mit regulatorischen Faktoren einen
dominant negativen Phanotyp verursachen, der weitere Kontrollfunktionen innerhalb
des Zellzyklus inaktiviert. Interessanterweise befindet sich der N-terminale Bereich
(AS 1-320) von Scp160p nach Uberexpression im Zellkern. Zusammen mit den
bereits diskutierten Indizien fur eine mogliche nukleare Funktion von Scp160p legen
diese Beobachtungen nahe, dass die N-terminalen 320 AS von Scp160p durch ihre
Prasenz im Zellkern den beobachteten Phanotyp hervorrufen.

Deletion zweier C-terminaler KH-Domanen von Scp160p fuhrt zum vollstandigen
Verlust der Polysomenassoziation, im gleichen Stamm ist jedoch keine Zunahme des
DNA-Gehaltes zu beobachten. Eine Polysomenassoziation von Scp160p ist daher
zur Komplementation der DNA-Verdopplung nicht nétig. Dies deutet darauf hin, dass
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die Komplementation der DNA-Verdopplung in W T-Zellen auf den kleinen
polysomenfreien Scp160p-Anteil zurickzufihren sein kdénnte und nicht aus dem
Verlust einer Scp160p-abhangigen Translationskontrolle spezifischer mRNAs
resultiert, fur die eine Polysomenassoziation von Scp160p ndtig ist.

Zusammenfassend legen die diskutierten Daten zur Lokalisation von Scp160p und
der Funktion einzelner Scp160p-Abschnitte nahe, dass Scp160p in unterschiedlichen
Kompartimenten verschiedene Funktionen ausiben kdnnte. Die vorwiegende Lokali-
sation von Scp160p an ER-gebundenen Polysomen deutet auf eine Rolle bei der
Lokalisation, Verankerung oder Translation spezifischer mRNAs hin. Eine zweite
Funktion, die zur Komplementation einer DNA-Verdopplung nach Verlust von
Scp160p ndtig ist, ist dagegen von einer Polysomenassoziation unabhangig. Die
Identifizierung eines kryptischen Kernimport-Signals in Scp160p schlagt vor, dass
Scp160p daneben eine weitere Rolle bei nuklearen Vorgangen spielen konnte.

4.3 Einfluss einer Scp160p-Depletion auf den zellularen mRNA-
Metabolismus

Viele der bisherigen Befunde legen eine Funktion von Scp160p im mRNA-
Metabolismus nahe. Anhand von Mikroarray-Analysen wurde daher der Einfluss von
Scp160p auf das Transkriptom - die Haufigkeit aller mRNAs - sowie auf ihre Ver-
teilung zwischen einer membranangereicherten und einer zytosolischen Fraktion
untersucht.

4.3.1 Einfluss von Scp160p auf das Transkriptom

Der Vergleich des Hefe-Transkriptoms in einem WT- und einem Scp160p-deple-
tierten Stamm zeigte, dass nach Depletion von Scp160p nur etwas mehr als 1% aller
mRNA-Spezies die Schwellenwert- und Stringenz-Kriterien (>1,5-fache Anderung
und geringe Abweichung in zwei Experimenten) fur mRNAs mit gednderter Haufigkeit
erfillen. Scp160p-Depletion beeinflusst dabei bevorzugt die Haufigkeit von mRNAs,
die fur Proteine kodieren, die in den sekretorischen Weg eingehen. Die meisten
selektierten MRNAs weisen nach Scp160p-Depletion eine verringerte Haufigkeit auf.
Die geringe Anzahl selektierter mMRNAs zeigt, dass Scp160p keinen generellen Ein-
fluss den mRNA-Metabolismus hat: nach Scp160p-Depletion treten nur selektive und
vergleichsweise schwache Effekte auf eine kleine Auswahl spezifischer mRNAs auf.
In allen Experimenten wies Scp160p mit einer durchschnittlich etwa achtfach
verringerten mMRNA-Haufigkeit im gesamten Transkriptom die grofte reproduzierbare
Anderung auf. Dies unterscheidet die Auswirkungen eines Verlustes von Scp160p
von denen, die nach Deletion von Faktoren mit allgemeinerer Funktion wie z.B.
Gcndp beobachtet werden: Bei Aminosaure-Mangel wird Gen4p, ein transkriptionel-
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ler Aktivator von Genen, die an der Synthese von Aminosauren beteiligt sind,
induziert. Im Gegensatz zur geringen Anzahl der von Scp160p-Depletion betroffenen
Gene bewirkt Deletion von GCN4 in ahnlichen Mikroarray-Experimenten eine
selektive und signifikante Expressionsanderung von mindestens 8% aller Hefe-Gene
(Natarajan et al., 2001).

Die Mehrzahl der durch Scp160p-Depletion betroffenen mRNAs zeigt im Scp160p-
depletierten Stamm eine gegenuber dem WT-Stamm verringerte Haufigkeit. Dies ist
ein Hinweis darauf, dass Scp160p in diesen Fallen eine mRNA-stabilisierende
Wirkung haben konnte. Ein ahnliche Stabilisierung spezifischer mRNAs wurde fur
Vigilin im Xenopus-System beschrieben (Cunningham et al., 2000). Die Haufigkeit
einer mMRNA hangt jedoch neben ihrer Stabilitdt auch von ihrer Transkriptionsrate
sowie von posttranskriptionalen Regulationsschritten ab (McCarthy, 1998). Die Viel-
faltigkeit der in diesen Stadien beteiligten regulatorischen Faktoren lasst anhand von
Mikroarray-Versuchen daher keine direkten mechanistischen Aussagen zu.

Die bevorzugte Selektion von mRNAs, die fur Proteine kodieren, die in den
sekretorischen Weg eingehen, ist konsistent mit zuvor diskutierten Daten, wonach
Scp160p bevorzugt mit ER-gebundenen Polysomen assoziiert. Zusammen-
genommen sind diese Daten ein Hinweis darauf, dass Scp160p eine Rolle im
sekretorischen Weg spielen konnte.

4.3.2 Einfluss von Scp160p auf mRNAs in einer
membrangebundenen und einer zytosolischen Fraktion

Die bevorzugte Lokalisation von Scp160p am ER sowie sein zytoskelettabhangiger
Transport zum ER deuten auf eine Funktion von Scp160p beim Transport, der Ver-
ankerung oder der lokalen Translationskontrolle spezifischer mRNAs hin. Anhand
von Mikroarrays und Northern-Blots wurde untersucht, ob Depletion von Scp160p
einen Einfluss auf die Verteilung von mRNAs zwischen einer membranange-
reicherten und einer zytosolischen Fraktion hat.

Im W T-Stamm zeigen die Mikroarrays eine vorwiegende Anreicherung solcher
mRNAs in der membranangereicherten Fraktion, die fur Proteine kodieren, die in den
sekretorischen Weg eingehen. Diese Daten decken sich gut mit veroffentlichten Er-
gebnissen eines analogen Experiments (Diehn et al., 2000): mRNAs, die fur integrale
Membranproteine oder Proteine mit einer potentiellen Membranassoziation kodieren,
zeigen haufig in der membranangereicherten Fraktion starkere Signale als im Zyto-
sol. Die im WT-Stamm durch Mikroarray-Analyse erhaltene Verteilung exemplarisch
ausgesuchter mRNAs zwischen beiden Fraktionen konnte durch Northern-Blot
bestatigt werden.
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Gruppierung selektierter mRNAs

Anhand definierter Kriterien (siehe Methoden) wurden mRNAs selektiert, bei denen
Scp160p-Depletion zu einer Verschiebung der Fluoreszenz-Signale zwischen einer
membranangereicherten und einer zytosolischen Fraktion fuhrt. Die anhand der
Mikroarray-Analysen selektierten mRNAs lassen sich in zwei Gruppen mit unter-
schiedlichen Charakteristika bezuglich der Lokalisation, Funktion und Eigenschaften
der kodierten Proteine gliedern. Die eine Gruppe von mRNAs zeigt nach Depletion
von Scp160p eine verringerte Membrananreicherung und kodiert fur grof3e Proteine
mit vielen Transmembran-Domanen. Diese Proteine sind bevorzugt in der Zellwand,
der Plasmamembran, dem ER oder der Vakuole lokalisiert und spielen haufig eine
Rolle bei Glykosylierungsvorgangen, der Synthese von GPI-Membranankern, bei der
Zellwandbiogenese oder bei Transportprozessen. In diese Gruppe fallen auch
mRNAs, die fur Untereinheiten groRer Multiproteinkomplexe kodieren. Neben den
zuvor genannten Argumenten ist der groRe Anteil von mRNAs in dieser Gruppe, die
fur Proteine kodieren, die in den sekretorischen Weg eingehen, ein weiterer Hinweis
darauf, dass Scp160p einen lokalen Einfluss auf definierte mRNAs, etwa bei
Lokalisation, Verankerung oder translationaler Kontrolle, haben kdnnte. Die zweite
Gruppe selektierter mRNAs zeichnet sich durch die nach Scp160p-Depletion
induzierte Verschiebung ihrer Fluoreszenzsignale zur membranangereicherten
Fraktion aus und kodiert bevorzugt Proteine mit zytosolischer, mitochondrialer oder
nuklearer Lokalisation. Diese Proteine sind haufig an Prozessen beteiligt, die einem
Funktionsverlust von Proteinen der zuvor besprochenen Gruppe entgegenwirken
konnten: Kontrolle der Zellwandintegritat, Erleichterung von Sekretionsvorgangen,
Aufrechterhaltung von pH-Wert und Energiereserven, effiziente Gestaltung des zyto-
solischen und mitochondriellen Proteinstoffwechsels und Erleichterung der Bildung
von Multiproteinkomplexen. Diese Daten sind konsistent mit einem Modell, in dem
die erste Gruppe von mRNAs vermehrt direkte Substrate von Scp160p darstellen, die
durch Verlust von Scp160p in ihrer Qualitat geandert und so translational gehemmt
werden, wahrend die zweite Gruppe von mRNAs bevorzugt eine Reaktion der Zelle
auf die so geanderten Rahmenbedingungen vermitteln.

Vergleich der Mikroarray-Ergebnisse mit Northern-Blots gegen ausgewahlite
mRNAs

Anhand von Northern-Blots wurde die Verteilung von funf mRNAs, die in den
Mikroarray-Versuchen reproduzierbar eine Signal-Verschiebung zwischen membran-
angereicherter und zytosolischer Fraktion ergaben, ebenso wie im WT-Stamm auch
im Scp160p-depletierten Stamm untersucht. Diese Northern-Analysen zeigten im
Gegensatz zu den entsprechenden Mikroarray-Versuchen flur alle untersuchten
MRNAs im Scp160p-depletierten Stamm die gleiche Membrananreicherung wie im
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WT-Stamm. Die Relevanz und mdgliche Bedeutung der Abweichung zwischen den
Ergebnissen beider Methoden wird im folgenden diskutiert.

Beide Methoden, Mikroarray-Analyse und Northern-Blot, zeigen fur sich betrachtet
keine typischen Anzeichen fur methodisch bedingte Fehlerquellen. Fur Mikroarrays
analytische Parameter wie Effizienz der cDNA-Synthese, Signalstarke, Klarheit der
Datenpunkte, Verteilung der Fluoreszenzintensitaten sowie die GroRe des abge-
deckten Intensitatsbereichs lassen keine Zweifel an der methodischen Qualitat der
Experimente zu. Die in den Mikroarray-Experimenten beobachteten Signalver-
schiebungen sind innerhalb des selektierten Datensatzes in zwei unabhangigen
Experimenten reproduzierbar. Eine bei selektivem Abbau einer RNA-Praparation zu
erwartende gleichgerichtete Verschiebungstendenz der Signale aller mRNAs ist nicht
zu beobachten. Vielmehr ist durch Depletion von Scp160p nur ein spezifischer Satz
von mMRNAs betroffen, der sich zudem in zwei definierte Gruppen mit unterschied-
licher Richtung der Verschiebung einteilen lasst. Ein weiteres Indiz fur die Relevanz
der Mikroarray-Daten liefern die mit den eigenen WT-Daten vergleichbaren veroffent-
lichten Ergebnisse (Diehn et al., 2000). Fur individuelle mRNAs beobachtete Ab-
weichungen zwischen den verodffentlichten und eigenen Daten sind neben gering-
fugiger methodischer Unterschiede moglicherweise auf experimentelle Schwan-
kungen zuruckzufuhren: Den veroffentlichten Daten liegt meist nur ein Datenpunkt
zugrunde, die eigenen Daten sind dagegen durch jeweils mindestens vier Daten-
punkte abgesichert.

Ahnlich signifikant wie die durch Mikroarray-Analyse erhaltenen Daten erscheinen
die Ergebnisse der durchgefuhrten Northern-Blots: Alle untersuchten mRNAs sind
weitgehend intakt und zeigen qualitativ gute, klare Signale. Die im W T- und
Scp160p-depletierten Stamm beobachteten Membrananreicherungen der ana-
lysierten mRNAs sind zudem innerhalb dreier unabhangiger Experimente gut
reproduzierbar. Es scheint daher moglich, dass beide Ansatze zu sachlich richtigen
Ergebnissen fuhren, die beobachteten Unterschiede also in den Charakteristika der
angewandten Methoden begrindet sind.

Insbesondere die mMRNA-Analyse auf Mikroarrays weist kritische Parameter auf, die
zu einer selektiven Beeinflussung einzelner mRNA-Signale fuhren konnten. So ist die
Effizienz der Oligo(dT)-initilerten cDNA-Synthese potentiell abhangig von der Lange
und Integritat des Poly(A)-Schwanzes. Moglicherweise wird die cDNA-Synthese
aulBerdem durch Scp160p-abhangige und spezifisch in einer Fraktion vorhandene
Faktoren selektiv beeinflusst. Die angewandte Mikroarray-Technik erfordert im
cDNA-Syntheseschritt den Einsatz modifizierter Nukleotide, die in einer nach-
folgenden chemischen Reaktion kovalent an die Fluoreszenzfarbstoffe gekoppelt
werden. Auch dieser Schritt kdnnte - etwa durch Stérung des Einbaus modifizierter
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Nukleotide durch eine lokalisations- und Scp160p-abhangige Modifikation der RNA-
Basen - fraktionsspezifische Unterschiede erklaren. Der Nachweis von mRNAs durch
Northern-Blot erfolgte dagegen unabhangig von der Qualitat des Poly(A)-Schwanzes
oder der Effizienz enzymatischer oder chemischer Reaktionen durch direkte Hybridi-
sierung einer radioaktiven Sonde mit nahezu der gesamten kodierenden Region der
mMRNA. Mdgliche Erklarungen der experimentell beobachteten Abweichungen zwi-
schen beiden Techniken sind demzufolge (i) eine Veranderung der Lange des
Poly(A)-Schwanzes definierter mRNAs in einer spezifischen Fraktion als Antwort auf
die Depletion von Scp160p, (ii) eine fur eine Fraktion charakteristische Veranderung
der Effizienz der reversen Transkription spezifischer mRNAs oder (iii) eine Scp160p-
und lokalisationsabhangige Veranderung der Qualitat einer Subfraktion von mRNAs.

Bewertung von Mikroarray- und Northern-Blot-Experimenten

Aufgrund der zunachst widerspriuchlichen Daten hangt die Interpretation der durch-
gefuhrten Versuche stark von der Bewertung der Verlasslichkeit der unterschied-
lichen Methoden ab. Sollten die Northern-Blots die zellulare Situation korrekt
wiedergeben, die Mikroarray-Experimente dagegen mit experimentellen Fehlern
belastet sein, so ware aufgrund der durchgefuhrten Versuche — zumindest auf die im
Northern-Blot untersuchten mRNAs — kein Scp160p- und lokalisationsabhangiger
Effekt nachweisbar. Als zweite Moglichkeit kommt in Betracht, dass die Mikroarrays
die zellularen Vorgange richtig wiedergeben, die Northern-Blots dagegen Artefakte
darstellen. Dies erscheint jedoch insbesondere aufgrund der in drei unabhangigen
Experimenten guten Reproduzierbarkeit aller Northern-Blot-Ergebnisse unwahr-
scheinlich. Auch die theoretische Mdglichkeit, dass alle fiinf durch Northern-Blot
uberpruften mRNAs aufgrund zufalliger experimenteller Schwankungen der Mikro-
array-Experimente selektiert wurden, ist aufgrund der angelegten Selektionskriterien
sehr unwahrscheinlich.

Wie zuvor diskutiert wurde, legen die vorhandenen Indizien ein alternatives Szenario
nahe: Trotz der scheinbar voneinander abweichenden Ergebnisse kdnnten beide
Techniken eine reale Situation widerspiegeln. Die beobachteten Abweichungen
waren somit durch die unterschiedlichen, zum Nachweis herangezogenen Eigen-
schaften der mRNA zu begrinden. Durch ihre enzymatischen und chemischen
Schritte ist insbesondere die Mikroarray-Technik potentiell empfindlich gegenlber
Anderungen der mRNA-Qualitat, die unter anderem Poly(A)-Lange, kovalente
Modifikation oder eine nichtkovalente Assoziation mit Fremdmolekullen einschliel3en.
Im diskutierten Szenario ware Scp160p in der Lage, einen lokalen Einfluss auf die
Qualitat einer spezifischen Subfraktion von mRNAs auszuuben. Die durchgefuhrten
Experimente legen nahe, dass eine Veranderung der Lange des Poly(A)-Schwanzes
als moglicher Scp160p-abhangiger Qualitats-Parameter nicht fur die Abweichungen
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zwischen Northern-Blots und Mikroarray-Analysen in Frage kommt. Ein Einfluss der
weiteren angesprochenen Moglichkeiten - kovalente Modifikation oder eine Asso-
ziation mit Fremdmolekulen - ist jedoch denkbar.

Insbesondere im Zusammenhang mit Ergebnissen, die auf eine Rolle von Scp160p
bei der Translation spezifischer mMRNAs hinweisen, stellt eine nichtkovalente Asso-
ziation mit Fremdmolekulen - z.B. mikro-RNAs - eine interessante Hypothese dar:
Mikro-RNAs werden in einer wachsenden Anzahl von Organismen gefunden (Lagos-
Quintana et al., 2001; Lagos-Quintana et al., 2002; Lau et al., 2001; Lee & Ambros,
2001; Reinhart et al., 2002). Die Prototypen dieser 21-22 Nukleotide langen RNA-
Spezies sind let-7 und lin-4 aus C.elegans (Lee et al., 1993; Reinhart et al., 2000).
Durch unvollstandige Basenpaarung mit Sequenzen im 3°-UTR spezifischer
Substrat-mRNAs vermittelt /in-4 eine translationale Repression der gebundenen
mMRNA und damit eine Regulation des zeitlichen Ablaufs der Entwicklung (Ambros,
2001). Die Substrat-mRNAs verbleiben trotz der translationalen Repression an
Polysomen. Die Translationsinhibition durch mikro-RNAs erfolgt daher zumindest in
den wenigen untersuchten Fallen nach der Initiation der Translation (Olsen &
Ambros, 1999, Seggerson, 2002 #2578). An einem ahnlichen Prozess konnte
Scp160p beteiligt sein, indem es z.B. an der ER-Membran fur eine lokale
Dissoziation eines im Zytosol wahrend des Transports zum Zielort vorliegenden
mikro-RNA/mRNA-Komplexes sorgt und so eine lokale Aufhebung der
Translationsinhibition der mRNA unterstutzt. Fuhrt nun die Assoziation einer mikro-
RNA mit ihrer Substrat-mRNA durch Interferenz mit der Reversen Transkriptase zu
einer Hemmung der cDNA-Synthese wahrend der Mikroarray-Analyse, so konnte
dies eine mogliche Erklarung fur die beobachtete Diskrepanz zwischen Mikroarray-
Versuchen und Northern-Blots im Scp160p-depletierten Stamm darstellen.

Mogliche Funktion von Scp160p

Aufgrund der moglichen Interpretationen sind die vorliegenden Daten nicht geeignet,
die Ursache fur die beobachteten Abweichungen zwischen Mikroarray-Versuchen
und Northern-Blots abschlieRend zu beurteilen oder eine Einschatzung uber die
funktionelle Relevanz der anhand der Mikroarrays selektierten mRNAs zu liefern. Die
Analyse der zur Verfugung stehenden Daten gibt jedoch starke Hinweise darauf,
dass Scp160p eine modulierende Rolle bei der lokalen Translationsregulation einer
Gruppe von mRNAs spielt. Interessant ist eine derartige Effizienzregulation ins-
besondere fur Untereinheiten von Multi-Protein-Komplexen. Vph1p ist eine Unter-
einheit der vakuolaren Protonen-ATPase in Hefe (Manolson et al., 1992a; Manolson
et al., 1992b), deren mRNA in den Mikroarray-Experimenten selektiert wurde. Die
Synthese der einzelnen Untereinheiten des Gesamtkomplexes muss auf die Verfug-
barkeit der anderen Komponenten sowie auf die Bedurfnisse der Zelle abgestimmt

86



DISKUSSION

werden (Graham et al., 1998; Hill & Cooper, 2000; Leng et al., 1998). Scp160p
konnte in diesem Prozess eine Rolle spielen, indem es die Translationsgeschwindig-
keit oder den Ort der Translation unterschiedlicher mRNAs koordiniert. Eine solche
koordinierende Funktion konnte zur Ausbildung definierter Domanen innerhalb des
ER beitragen, in denen eine charakteristischen Auswahl von Proteinen synthetisiert
wird. Ein Beispiel fur eine solche Spezialisierung einzelner ER-Domanen stellen die
bereits erwahnten Prolamin-Korperchen in Reissamen dar, an bzw. in denen die
Synthese und Speicherung einer definierten Auswahl von Proteinen erfolgt (Choi et
al., 2000; Muench et al., 2000; Muench et al., 1998; Wu et al., 1998). Die bevorzugte
Selektion von mRNAs, die fur Zellwand-Proteine, GPI-verankerte Proteine, Plasma-
membran-Proteine und Untereinheiten von membranstandigen Multiprotein-
komplexen kodieren, konnte darauf hindeuten, dass in Hefe fir die Synthese
derartiger Proteine spezialisierte ER-Domanen existieren.

Neben Hinweisen auf eine Funktion von Scp160p bei der Synthese spezifischer
Gruppen von Proteinen zeigen die Mikroarray-Daten auch eine mogliche mecha-
nistische Verbindung zwischen einem Verlust von Scp160p und der beobachteten
DNA-Verdopplung auf. Unter den mRNAs, deren Signal sich nach Scp160p-Deple-
tion von der membranangereicherten in die zytosolische Fraktion verschiebt, finden
sich die SIM71 und SCW3 mRNAs. Depletion von Scp160p fuhrt auRerdem zu einer
Reduktion der Haufigkeiten beider mRNAs. SCW3 und SIM1 kodieren fur Mitglieder
einer Familie von Zellwandproteinen in Saccharomyces cerevisiae, die sich durch
Homologien im C-Terminus der kodierten Proteine und durch Sequenzahnlichkeiten
zu einer pB-Glukosidase in Candida wickerhamii auszeichnet (Velours et al., 2002).
Deletion von SCW3 oder SIM1 fuhrt unabhangig voneinander ahnlich wie Deletion
von SCP160 zu Zellen mit verdoppeltem DNA-Gehalt (Dahmann et al., 1995;
Mouassite et al., 2000). Wahrend der Zellteilung zeigen scw3A-Zellen Defekte in
spaten Schritten der Septumbildung (Cappellaro et al., 1998). Es wird angenommen,
dass die verspatete Bildung des Septums die Ursache fir die beobachtete
Verdopplung der Chromosomen ist (Mouassite et al., 2000). Die Reduktion der
Haufigkeit der SIM1 und SCW3 mRNAs gemeinsam mit einer moglicherweise durch
Scp160p-Verlust induzierten Missregulation der verbleibenden mRNA koénnte zu
einer reduzierten Menge von funktionellem Sim1p und/oder Scw3p fuhren. Ein
solches Modell wird durch die Mikroarray-Daten gestutzt und konnte die experimen-
tell beobachtete DNA-Verdopplung nach Verlust von Scp160p schlussig erklaren.
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Zusammenfassend zeigen die Untersuchungen zum Einfluss von Scp160p auf den
MmRNA-Metabolismus, dass Scp160p kein genereller Transkriptions- oder mRNA-
Stabilitatsfaktor ist. Vielmehr deuten die verfugbaren Daten beider Mikroarray-
Experimente darauf hin, dass eine Depletion von Scp160p Einfluss auf die Haufigkeit
und/oder Qualitat einer definierten Gruppe von mRNAs hat. Diese mRNAs kodieren
bevorzugt fur Proteine, die in den sekretorischen Weg eingehen. Insbesondere
betrifft eine Scp160p-Depletion mMRNAs von extrazellularen Proteinen, Zellwand- und
Plasmamembran-Proteinen sowie Untereinheiten von membranstandigen Multi-
proteinkomplexen. Diese Ergebnisse stehen im Einklang mit zuvor diskutierten
Daten, die zeigen, dass Scp160p vorwiegend am ER lokalisiert ist und dort spezifisch
mit einer Subfraktion von mRNA-Ribosomen-Komplexen interagiert. Hinweise auf die
funktionelle Relevanz der Bindung von Scp160p an diese Substrat-mRNAs geben
die bevorzugte Assoziation von Scp160p mit schweren Polysomen sowie die hohe
Expression der Scp160p-homologen Proteine in Huhner- und Sauger-Geweben mit
hoher sekretorischer Aktivitat. Diese deuten darauf hin, dass Scp160p ein
Effizienzfaktor bei der Regulation der Translation spezifisch gebundener mRNAs
darstellt. Aus der Verbindung von Mikroarray- und Northern-Blot-Experimenten ergibt
sich ein Modell, nach dem eine solche Translationsmodulation durch eine
lokalisations- und Scp160p-abhangige Veranderung der mRNA-Qualitat vermittelt
werden konnte.
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5 ZUSAMMENFASSUNG

Die Mitglieder der konservierten Vigilin-Proteinfamilie zeichnet sich durch ihren

modularen Aufbau aus 14-15 KH-Domanen aus, die eine RNA-Bindung vermitteln
konnen. Aufgrund von Untersuchungen in unterschiedlichen eukaryontischen Modell-
systemen wurde ihnen eine Bedeutung in verschiedenen funktionellen Zusammen-
hangen wie Zellaktivierung, Proteinsynthese und -Sekretion, mRNA- und tRNA-Meta-
bolismus, Funktion von Heterochromatin sowie Teilung von ER- und Kern-
membranen zugeordnet.

Ziel dieser Arbeit war die Charakterisierung von Scp160p, des Vertreters der Vigilin-
Familie in Saccharomyces cerevisiae. In Hefe fuhrt der Verlust von funktionellem
Scp160p irreversibel zu pleiotrophen Phanotypen wie anormalem Erscheinungsbild
der Zellen, Verdopplung der chromosomalen DNA, einer verringerten Lebens-
fahigkeit der Zellen und einer unregelmafigen Verteilung genetischer Marker beim
Kreuzen von Stammen. Durch Fluoreszenzmikroskopie und Zellfraktionierung konnte
nachgewiesen werden, dass in vivo der Grofteil von Scp160p mit ER-Membranen
interagiert. Eine kleinere Fraktion findet sich im Zytoplasma. Sowohl an der ER-
Membran als auch im Zytosol assoziiert Scp160p mit Polysomen. Diese Interaktion
benotigt die Anwesenheit von mRNA, ist sattigbar und in vivo spezifisch fur eine
Subfraktion von mRNA-Ribosomen-Komplexen. Scp160p wird tubulinabhangig vom
Zytoplasma an die Membran transportiert. Nach Depolymerisation von Mikrotubuli ist
die Assoziation von Scp160p mit der ER-Membran abhangig von aktiver Translation.
Die beiden C-terminalen KH-Domanen von Scp160p werden zur Interaktion mit
Polysomen, nicht jedoch zur Komplementation des Chromosomenverdopplungs-
Phanotyps der scp160A-Mutante bendtigt. Die Aminosauren 98-142 beinhalten ein
Signal, das den aktiven und Ran-abhangigen Kernimport eines 2xGFP-Reporters
vermittelt. Im Gesamtprotein wird die N-terminale Kernimport-Aktivitat durch Beitrage
C-terminaler Domanen abgeschirmt. Unter optimalen Wachstumsbedingungen im
Labor gelangt Scp160p daher nicht in den Zellkern.

Mikroarray-Experimente zeigten, dass Depletion von Scp160p zu charakteristischen
Veranderungen im Transkriptom und zu einer Verschiebung spezifischer mRNA-
Signale zwischen einer membranangereicherten und einer zytosolischen Fraktion
fuhrt. Diese Veranderungen betreffen insbesondere mRNAs, die fur Proteine
kodieren, die in den sekretorischen Weg eingehen. Die Ergebnisse der Mikroarray-
Experimente geben im Zusammenhang mit der bevorzugten Assoziation von
Scp160p mit membrangebundenen Polysomen Hinweise darauf, dass Scp160p als
Effizienzfaktor eine Rolle bei der Translation einer definierten Gruppe sekretierter
und membrangebundener Proteine spielt.
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6 ABKURZUNGSVERZEICHNIS

Abkiirzung Bedeutung
o gegen
Abb.  Abbildung
AS  Aminosaure(n)
ATP Adeonsin-5"-triphosphat
bp Basenpaar(e)
bzw. beziehungsweise
C.elegans Caenorhabditis elegans
CaCl, Calciumchlorid
cpm  Zahlereignisse pro Minute (counts per minute)
CSM Synthetisches Komplettmedium (complete synthetic medium)
D.melanogaster Drosophila melanogaster
Da Dalton
dATP desoxy-Adenosin-5 -triphosphat
dCTP desoxy-Cytosin-5"-triphosphat
ddH,O bidestilliertes (double distilled) Wasser
DEPC Diethylpyrocarbonat
depl. Scp160p-depletiert
dGTP desoxy-Guanosin-5-triphosphat
DIC Interferenzkontrast
DNA Desoxyribonukleinsdure (deoxyribonucleic acid)
dsRBD doppelstrangige RNA-bindende Domane
DTT Dithiothreitol
dTTP desoxy-Thymosin-5-triphosphat
E.coli Escherichia coli
EB Extraktionspuffer
ECL verbesserte Chemoluminiszenz (enhanced chemoluminiscence)
EDTA Ethylendiamintetraacteat
ER endoplasmatisches Retikulum
EtBr Ethidiumbromid
evit. eventuell
FACS fluorescence-assisted cell sorting
fmol Femtomol
FOA 5’-Fluoorotic Acid
g Erdbeschleunigung/ Gramm
GAP GTPase-aktivierendes Protein
GDP Guanosin-5"-diphosphat
GEF Guaninnukleotid Austausch-Faktor (guanine nucleotide exchange factor)
GFP grun-fluoreszierendes Protein
GPl Glykosyl-Phosphatidyl-Inositol
GTP Guanosin-5"-triphosphat
GTPase Guanosin-5"-triphosphatase
h  Stunde (hour)
HA Hamaglutinin
HC Hartwell-Complete (synthetisches Hefemedium)
HCl Salzsaure (Hydrochlorid)
HEPES 4-(2-Hydroxyethyl)-1-Piperazinethanesulfonsaure
hnRNP heterogener nukledrer Ribonukleoprotein-Partikel
IgG Immunoglobulin G
Int. Integration
kb Kilobasen
kDa Kilodalton
KH hnRNP K-Homologie
KH,PO, Kaliumdihydrogenphosphat
KOH Kaliumhydroxid
kV  Kilovolt
LB Luria Bertrami
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Abkiirzung Bedeutung
MCi  Mikro-Curie
MF  Mikro-Farad
pl Mikroliter
pm  Mikrometer
UM mikromolar
M  Marker/ Molar
MA Membrananreicherung
MCS DNA-Sequenz mit vielen Restriktionsschnittstellen (multiple cloning site)
MDa Megadalton
Mg(OAc), Magnesiumacetat
min  Minute(n)
mind. mindestens
MIPS Munich Information Center for Protein Sequences
ml  Mililiter
mM  milimolar
MOPS  3-(N-Morpholino)-Propane-Sulfonsaure
M; relative molare Masse
mRNA Boten-RNA (messenger RNA)
mRNP mRNA enthaltender Ribonukleoprotein Partikel
Na,HPO, Dinatriumhydrogenphosphat
NaCl Natriumchlorid
NaOH Natriumhydroxid
NEB New England Biolabs
NES Kernexport-Signal (nuclear export signal)
ng Nanogramm
NLS Kernimport-Signal (nuclear localization signal)
nt Nukleotid(e)
Q Ohm
OAc Acetat
OD optische Dichte
ODys54 optische Dichte bei 254nm
ODggo optische Dichte bei 600nm
ORF offenes Leseraster (open reading frame)
P10 10000g-Sediment
P18 18000g-Sediment
P200 200000g-Sediment
P6 6000g-Sediment
PAGE Polyacrylamidgel-Elektrophorese
PBS Phosphat-gepufferte Salzlésung (phosphate-buffered saline)
PCR Polymerase-Kettenreaktion (polymerase chain reaction)
PEG Polyethylenglycol
PM Plasmamembran
PMSF Phenylmethylsulfonylfluorid
RACE-PAT rapid amplification of cDNA-ends - poly(A)-tail
Ran Ras-verwandtes nukleares Protein (Ras-related nuclear protein)
RBD RNA-bindende Doméane
RGG RNA-bindende Doméane mit Arginin-Glycin-Glycin-Wiederholungen
RNA Ribonukleinsaure
RNP Ribonukleoprotein Partikel
RQ Regulationsquotient
rpm  Umdrehungen pro Minute (rotations per minute)
RRM RNA-recognition motif
rRNA ribosomale Ribonukleinsdure
S.cerevisiae Saccharomces cerevisiae
S1200 1200g-Uberstand
S18 18000g-Uberstand
S200 200000g-Uberstand
S25 25000g-Uberstand
S6 6000g-Uberstand
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Abkiirzung

Bedeutung

Scp160p
SDS
sek
sek.
SGD
SSC
Stdv
Taq
TBE
TCA
TE
™
Tris
tRNA
ts

U
UE
UTR
uv
V
viv
VQ
w/iv
WT
YNB
YPD

S.cerevisiae-protein involved in control of ploidity (M=160kDa)
Natriumdodecylsulfat (sodium dodecyl sulfate)
Sekunde(n)

sekretorischer Weg

Saccharomyces Genome Database

sodium chloride/sodium citrate
Standardabweichung

Themococcus aquaticus

Tris/Borat/EDTA

Trichloressigsaure (trichloroacetic acid)
TrislEDTA

Transmembran-Domane(n)
Tris-(Hydroxymethyl)-Aminomethan
Transfer-Ribonukleinsaure
Temperatur-sensitiv

Einheit furr katalytische Aktivitat (unit)
Untereinheit

nichttranslatierte Region (untranslated region)
ultraviolett

Volt

Volumen pro Volumen (volume per volume)
Verschiebungsquotient

Gewicht pro Volumen (weight per volume)
Wildtyp

Stickstoffhaltiges Hefe-Grundmedium (yeast nitrogen base)
glukosehaltiges Vollmedium fur Hefe

Fachausdrucke:
Haufig im Laborjargon verwendete Fachausdricke wie Assay, Kit, Inkubation,
Template, Primer etc. wurden nicht Ubersetzt und in dieser Arbeit ohne Anfihrungs-
zeichen verwendet.
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