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ZUSAMMENFASSUNG

Der aktive Transport von Makromolekiilen zwischen Zellkern und Zytoplasma wird durch
16sliche Transportrezeptoren vermittelt, die ihre Substrate iiber spezifische Sequenzmotive
erkennen und binden kénnen. Je nach Richtung der anschlieBenden Translokation wird bei
den Erkennungssequenzen zwischen nukledren Lokalisierungssignalen (NLS) und nukleédren
Exportsignalen (NES) unterschieden. Da insbesondere der nukleire Export von Proteinen bei
regulatorischen Prozessen und der Biogenese von RNA/Protein-Partikeln eine wichtige
Rolle spielt, wurde in dieser Arbeit ein Assay entwickelt, der die funktionelle Identifizierung
neuer Exportsignale erlaubt. Nachdem die Funktionalitit dieses Systems anhand
verschiedener NES-Kontrollsequenzen bestitigt worden war, wurde eine Durchmusterung
des Hefegenoms nach neuen NES durchgefiihrt. Dabei konnten 77 Kandidaten, die eine in
diesem System aktive Exportfunktion zeigen, identifiziert werden. Zwei dieser Kandidaten
(mit Sequenzbereichen aus Bfrlp und Rpnl1p) konnte trotz der gefundenen NES-Funktion
und nédherer Untersuchungen in bekannten Transportinmutanten bis jetzt noch kein Exportin
zugeordnet werden. Fiir drei Kandidaten (mit Sequenzbereichen aus Niplp, ScdSp und
Rpl5p) konnte ein durch das Exportin Xpolp vermittelter nukledrer Export nachgewiesen
werden. Der als NES identifizierte Aminosdurebereich eines dieser Proteine, Rpl5p, wurde
aufgrund einer moglichen Beteiligung am Export der ribosomalen 60S Untereinheit niher
charakterisiert. Die NES in Rpl5p konnte durch den entwickelten funktionellen Assay weiter
eingegrenzt werden und zeigt eine signifikante Homologie zum typischen Konsensusmotiv
einer Leucin-reichen NES, der klassischen Erkennungssequenz des Exportins Xpolp.
Eingehende Deletions- und Mutationsanalysen der gefundenen NES-Domine zeigten einen
Funktionsverlust, nukleire Akkumulation und Defekte in der Ribosomenbiogenese.
Allerdings konnte eine direkte Beteiligung von RplSp am Export der ribosomalen 60S

Untereinheit nicht nachgewiesen werden.






EINLEITUNG

Ein Hauptmerkmal eukaryontischer Zellen ist ihre Unterteilung in verschiedene Organellen,
die durch Membranen voneinander getrennt sind. Anders als in Prokaryonten, die nur ein
einziges zelluldres Kompartiment besitzen, konnen biochemische Prozesse in Eukaryonten
durch diese Kompartimentalisierung besser reguliert und damit effizienter gestaltet werden.
Hierfiir ist ein hochst spezifiziertes und effizientes Transportsystem von Molekiilen
zwischen den einzelnen Organellen notwendig.

Einer dieser Transportprozesse ist der nukleozytoplasmatische Transport. Der Zellkern
(Nukleus) enthilt die genetische Information der Zelle, wihrend die auf dieser Information
basierende Proteinsynthese im Zytoplasma stattfindet. Der Nukleus und das Zytoplasma sind
durch die Kernmembran voneinander abgetrennt. So miissen Ribonukleinsduren (RNAs),
wie z.B. Transfer-RNA (tRNA), Boten-RNA (mRNA) und ribosomale RNA (rRNA) von
ihrem Syntheseort im Kern in das Zytoplasma exportiert werden. Andererseits muf} eine
Vielzahl von Proteinen und nukledren Ribonukleinproteinpartikel (small nuclear
ribonucleoprotein particles, snRNPs) in den Zellkern importiert werden. Andere,
zytoplasmatische Ribonukleinproteinpartikel wie die ribosomalen Untereinheiten oder der
,signal-recognition particle” (SRP) fiir die Sekretion von Proteinen werden im Zellkern
assembliert und anschliessend aus dem Zellkern exportiert (Ubersichten iiber den
nukleozytoplasmatischen Transport finden sich in Gorlich & Kutay, 1999; Komeili &
O'Shea, 2001; Kuersten et al., 2001; Mattaj & Englmeier, 1998b).

Alle bisher bekannten nukleozytoplasmatischen Transportprozesse erfolgen durch die
Kernporenkomplexe (nuclear pore complexes, NPCs), grofle “Multiproteinkomplexe®, die in
die Kernmembran (nuclear envelope, NE) eingebettet sind (Ubersicht in Ryan & Wente,
2000; Stoffler et al., 1999; Wente, 2000). Kleinere Molekiile bis zu einer Grof3e von 60 kDa
und einem Durchmesser von 9 nm konnen passiv durch die Kandle der Kernporen
diffundieren, wihrend groere Molekiile aktiv transportiert werden miissen. Dieser aktive
Transport wird von 16slichen Transportfaktoren vermittelt, die selbst zwischen dem Zellkern
und dem Zytoplasma hin- und herwandern. Hiufig wird auch ein aktiver Transport fiir
Molekiile, wie z.B. tRNA oder Histone beobachtet, die theoretisch klein genug wiren, passiv
zu diffundieren (Gorlich & Kutay, 1999; Talcott & Moore, 1999). Bevor néher auf fiir die

vorliegende Arbeit wichtige Transportprozesse und die beteiligten Faktoren eingegangen
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wird, sollen einige einleitende Erlduterungen zum Kernporenkomplex (NPC) gegeben

werden.

1. Aufbau und Struktur des Kernporenkomplexes

Der Kernporenkomplex (NPC) ist ein Multiproteinkomplex, der eine geschitzte Masse von
65 MDa in S. cerevisiae (Rout et al., 2000; Rout & Blobel, 1993; Stoffler et al., 1999) und
125 MDa in Vertebraten besitzt (Reichelt ef al., 1990). Dadurch ist der NPC von Vertebraten
30mal grofBer als das aus ca. 80 verschiedenen Proteinen zusammengesetzte und 4 MDa
grofle Ribosom. Trotz des GroBenunterschiedes der Kernporenkomplexe aus S. cerevisiae
und hoheren Eukaryonten ist ihre Grundstruktur hochkonserviert (Yang et al., 1998).
Abbildung 1A zeigt einen elektronenmikroskopischen Querschnitt einer Kernpore aus
S. cerevisiae (Stoffler et al., 1999) mit der doppelschichtigen Kernmembran rund um die
Pore und der hohen Elektronendichte in der zentralen Ebene der Kernmembran. Aufgebaut
wird die komplexe makromolekulare Struktur der Kernpore durch die Nukleoporine (Nups).
In S. cerevisiae wurden durch genetische und biochemische Untersuchungen ungefahr 30
verschiedene Nukleoporine identifiziert (Doye & Hurt, 1997; Rout et al., 2000).
Ubereinstimmend mit der strukturellen 8-fachen Rotationssymmetrie und der relativ
geringen Anzahl von am Aufbau der Kernpore beteiligter Proteine, kann davon ausgegangen
werden, dass die meisten Nukleoporine in 8-, 16- oder 32-facher Kopienzahl pro Kernpore
vorkommen. Nach neueren biochemischen Untersuchungen sind 29 Nukleoporine am
Aufbau der Kernpore in Vertebraten beteiligt (Cronshaw et al., 2002) und nicht ca. 50 wie
urspriinglich angenommen wurde (Fontoura ef al., 1999).

Der Kernporenkomplex besitzt eine 8-fache Rotationssymmetrie um die zentrale Achse und
hat bei S. cerevisiae eine Ausdehnung von ca. 100 nm in der Breite und ca. 180 nm in der
Hohe. Aufgebaut ist er aus einem zentralen, in der Kernmembran verankerten Speichenring,
an den sich auf der nukledren Seite der Kernkorb (“nuclear basket) anschlieB3t, der ca. 90
nm in das Nukleoplasma hineinragt. Auf der zytoplasmatischen Seite besitzt der Ring
ungefihr 50 nm lange, zytoplasmatische Filamente (Stoffler et al., 1999).

Eine Betrachtung des Aufbaus der Kernpore im Detail ergibt kleinere Unterschiede zwischen
Hefe- und Vertebraten-NPCs (siehe Abb. 1B Rout & Aitchison, 2001). Neben der
geringeren Grofe und Masse des Hefe-NPCs fallen auch einige strukturelle Unterschiede
auf. Der Vertebraten-NPC besitzt neben dem Speichenring auch noch einen

zytoplasmatischen und einen nukleédren Ring.
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Abb. 1: Aufbau des Kernporenkomplexes.

(A) zeigt die elektronenmikroskopische Aufnahme eines Querschnitts einer Kernpore von S. cerevisiae und den
zugehorigen schematischen Vergleich (Stoffler et al., 1999).
(c = Zytoplasma; n = Zellkern; MaBstabslinie = 100 nm).

(B) zeigt eine illustrierte Darstellung des Aufbaus eines Vertebraten Kernporenkomplexes. Strukturelle

Elemente sind mit Pfeilen gekennzeichnet (Rout & Aitchison, 2001).

(C) zeigt die Verteilung der Nukleoporine im Hefe Kernporenkomplex (Rout ez al., 2000).

Integrale Membranproteine:
Nicht-“FG-Repeat”-Nukleoporine (Non-FG-NUP):

Symmetrisch verteilte “FG-Repeat”-Nukleoporine (FG-NUP):

Zytoplasmatische “FG-Repeat”-Nukleoporine (FG-NUP (Cyt only)):

Nukleidre “FG-Repeat”-Nukleoporine (FG-NUP (Nucl only)):

Erlauterungen siehe Text.

violett
grau
griin
rot
blau
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Auch der lumenale Ring des Vertebraten NPCs, der den Speichenring in der Kernmembran
verankert, hat im Hefe-NPC keine direkte Entsprechung, allerdings kann hier dem
hefespezifischen Membranring die gleiche Funktion zugewiesen werden (Yang et al., 1998).
In elektronenmikroskopischen Untersuchungen, sowohl in S. cerevisiae als auch in
Vertebraten, wurde elektronendichtes Material im Zentrum der Kernpore beobachtet
(Stoffler et al., 1999; Yang et al., 1998). Es wird diskutiert, ob es sich dabei um ein
strukturelles Element der Kernpore (,,Transporter”) oder um einen Transportkomplex
wihrend der Translokation handelt (Diskussion siehe Allen et al., 2000; Fahrenkrog et al.,
2001).

Wahrscheinlich besitzen alle Hefenukleoporine entsprechende Homologe in hdheren
Eukaryonten (Cronshaw et al., 2002; Doye & Hurt, 1997; Stoffler et al., 1999; Vasu &
Forbes, 2001). Man kann zwischen zwei Gruppen von Nukleoporinen unterscheiden,
Nukleoporine ohne “FG-Repeat“-Sequenzen, die das Grundgeriist der Kernpore ausbilden
(Doye & Hurt, 1997) und Nukleoporine, die “FG-Repeat*“-Doménen besitzen. Die “FG-
Repeat” Sequenzfolgen mit mehreren Wiederholungen der Aminosdure-Abfolge
Phenylalanin-Glycin (FG) konnen mit Transportrezeptoren (Importine und Exportine)
interagieren und stellen vermutlich die Bindestellen der Transportfaktoren bei der
Translokation durch die Kernpore dar (Rout & Aitchison, 2001; Ryan & Wente, 2000;
Stewart ef al., 2001; Wente, 2000).

Ein alternatives Modell der Translokation durch die Pore geht von einem hydrophoben
Translokationskanal und einer Permeabilitétsbarriere aus, die durch die “FG-Repeats” der
Nukleoporine ausgebildet wird (Ribbeck & Gorlich, 2001; Ribbeck & Gorlich, 2002) siehe
hierzu 5.).

Durch statistische Auswertung immuno-elektronenmikroskopischer Lokalisierung ist die
Position vieler Nukleoporine in der Kernpore grob beschrieben worden (Abb. 1C (Rout et
al., 2000). Dabei wurde gefunden, dass viele Nukleoporine sowohl auf der
zytoplasmatischen, als auch auf der nukledren Seite der Kernpore vorkommen. Einige
weisen allerdings eine asymmetrische Lokalisierung auf. Nuplp, Nup2p und Nup60p
lokalisieren exklusiv auf der nukledren und Nup159p, Nup42p und Nup82p auf der
zytoplasmatischen Seite, was auf eine mogliche Beteiligung an der Kontrolle der
Transportrichtung hinweisen konnte. So wurde fiir Nup60p (Denning et al., 2001) und
Nup2p (Dilworth et al., 2001) eine Interaktion mit dem Importin-o/f-Dimer, Kap123 und
Gspl-GTP beschrieben. Nup60p/Nup2p konnte somit eine Bindestelle fiir

nukleozytoplasmatische Transportkomplexe darstellen.
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2. Der Ran-GTPase Zyklus

Fiir den aktiven Transport groler Molekiile werden neben Nukleoporinen auch 16sliche
Faktoren benoétigt, die zwischen Nukleus und Zytoplasma hin- und herwandern konnen. Ein
zentraler 16slicher Faktor, der eine wichtige Rolle im nukleozytoplasmatischem Transport
spielt, ist die kleine Ras-dhnliche GTPase Ran (Gsplp in S. cerevisiae) (Moore & Blobel,
1993).

Ran lokalisiert im Gegensatz zu den meisten Vertretern der Ras-Superfamilie iiberwiegend
im Zellkern (Bischoff & Ponstingl, 1991; Lau et al., 2000). Wie jede Ras-dhnliche GTPase
kommt Ran in der Zelle in zwei unterschiedlich gebundenen Zustinden vor. Entweder in der
Guanosintriphosphat (GTP) gebundenen Form oder im Komplex mit Guanosindiphosphat
(GDP) (Belhumeur et al., 1993; siehe auch Abbildung 2 Kuersten et al., 2001).

Durch die geringe eigene intrinsische GTP-Hydrolyse- und Nukleotidaustauschaktivitét,
muss die Umwandlung durch spezifische Faktoren stimuliert werden. Hierbei wird die
Hydrolyse von gebundenem GTP zu GDP + P, von dem GTPase aktivierenden Protein
RanGAP (Rnalp in S. cerevisiae) katalysiert, die durch Ran-bindende Proteine wie RanBP1
(Yrblp in S. cerevisiae) oder RanBP2 (kein Homolog in S. cerevisiae) verstirkt wird. Der
Austausch eines an Ran gebundenen GDPs gegen GTP wird durch den Guaninnukleotid-
Austauschfaktor RCC1 (RanGEF) (Prp20p in S. cerevisiae) vermittelt (Azuma & Dasso,
2000; Dasso, 2001; Kiinzler & Hurt, 2001b).

Die exklusive Lokalisierung der beiden Ran-Effektoren in unterschiedlichen
Kompartimenten der Zelle erzeugt einen Ran-GTP/GDP-Konzentrationsgradienten.
Wihrend RanGAP und die Co-Aktivatoren RanBP1 und RanBP2 im Zytoplasma
lokalisieren, liegt RanGEF im Nukleus assoziiert mit Chromatin vor. Aufgrunddessen liegt
Ran im Kern hauptsichlich in der GTP gebundenen Form und im Zytoplasma als RanGDP
vor (Dasso, 2001; Kiinzler & Hurt, 2001b). Dieses RanGTP Konzentrationsgefille ist fiir die
Regulation des nukleozytoplasmatischen Transports essentiell. So konnte gezeigt werden,
dass durch eine Erhohung der RanGTP-Konzentration im Zytoplasma permeabilisierter
HeLa-Zellen die Transportrichtung teilweise umgekehrt werden kann (Nachury & Weis,

1999).
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Abb. 2: Der Ran-GTP/GDP Zyklus (modifiziert nach (Kuersten et al., 2001).
Erlauterungen siehe Text.

3. Die Protein-Familie der Karyopherine

Die meisten nukleozytoplasmatischen Transportprozesse werden durch eine Gruppe
homologer Transportrezeptoren, die Karyopherine, vermittelt. Sie gehoren zur Familie der
Importin-B-dhnlichen Proteine, die nach dem ersten charakterisierten Mitglied Importin-3
(Kap95p in S. cerevisiae) benannt wurden (Gorlich et al., 1995). In der Hefe S. cerevisiae
sind bisher 14 Karyopherine bekannt (sieche Tabelle 1), die alle eine Groe zwischen 90 und
130 kDa aufweisen, wihrend H. sapiens mindestens 22 Karyopherine besitzt (Gorlich et al.,
1997; Gorlich & Kutay, 1999). Je nach Richtung des vermittelten Transports werden sie
weiter in Importine und Exportine eingeteilt. Nur vier der 14 Karyopherine in Hefe sind
Exportine (Adam, 1999). Eine Ausnahmestellung unter den Karyopherinen besitzen Msn5p
aus S. cerevisiae (Yoshida & Blobel, 2001) und humanes Importin13 (Mingot et al., 2001),
die sowohl den Export als auch den Import von Substraten vermitteln konnen. Dies ist ein
interessanter Aspekt des nukleozytoplasmatischen Transports, da die Nutzung eines

Karyopherins als Importin und Exportin eine optimale Ausnutzung der Transportkapazitét
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des Transportins bedeuten konnte. Allen Karyopherinen gemeinsam ist eine homologe N-
terminale RanGTP-Bindungsdoméne. Mit ihren jeweiligen Transportsubstraten interagieren
sie dagegen iiber eine C-terminale Doméne. Gleichzeitig konnen die Karyopherine mit den
“FG-Repeats® der Nukleoporine interagieren und so die Translokation des

Transportkomplexes durch die Kernpore ermdglichen.

IMPORTFAKTOREN
NAME ESSENTIELL | SUBSTRAT
Kap95p Rsllp/ ja NLS-enthaltende Proteine (hierbei wird die
Impp Bindung iiber Impa vermittelt)
Histone (direktes Substrat)
Kap104p |Transportin |nein mRNA bindende Proteine
Nab2p, Nab4p/Hrplp
Kapl108p |Sxmlp nein Lhplp und ribosomale Proteine, z.B. Rplllp,
Rpl25p, Rpl31p
Kaplllp |MtrlOp nein Npl3p
Kapl14p nein Tbplp (TATA bindendes Protein)
Kapl19p |Nmd5p nein Hoglp, TFIIS
Kap120p |Lph2p nein nicht identifiziert
Kapl121p |Pselp ja ribosomale Proteine und Phodp, Yralp, Yra2p,
Spol2p
Kap122p |Pdr6p nein Toalp-Toa2p-Komplex
Kapl123p | Yrb4p nein ribosomale Proteine
Kapl142p |Msn5p nein RPA-Komplex
EXPORTFAKTOREN
NAME ESSENTIELL | SUBSTRAT
Kap124p |Crmlp/ ja NES-Proteine, Hoglp, Rnalp, Ssblp, SRP-
Xpolp Komplex, Nmd3p-Rpl10p-60S ribosomale
Untereinheit
Cselp ja Srplp (Impar)
Loslp nein tRNA
Kap142p |Msn5p nein Msn2p, phosphoryliertes Pho4dp, Ste5p

Tab. 1: Karyopherine in S. cerevisiae.
Die Informationen in Tabelle 1 stammen aus der YPD Datenbank der Firma INCYTE. Siehe hierzu auch
Literatur: Datenbankverzeichnisse.
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Reguliert wird der aktive gerichtetete Transport von Makromolekiilen durch
Transportsignale. Eine vereinfachte Darstellung des Imports und Exports wird in Abbildung
3 gezeigt. Importine binden ihr Substrat im Zytoplasma und importieren es durch den
Kernporenkomplex in den Zellkern. Der Importkomplex trifft dort auf RanGTP, das an das
Importin bindet und dadurch das Import-Substrat ablost. Das Importin verldsst, gebunden an
RanGTP, den Kern und wird im Zytoplasma durch RanGAP/RanBP1-, RanBP2-vermittelte
Hydrolyse von RanGTP zu RanGDP + P, wieder zuriickgewonnen, um fiir einen neuen
Importzyklus zur Verfiigung zu stehen.

Der Export von Proteinen lauft dhnlich ab. Hierbei ist die Bindung des Substrats an das
Exportin im Kern von RanGTP abhédngig. Der trimere Komplex aus
Exportin/Substrat/RanGTP wandert durch die Kernpore, um im Zytoplasma durch
RanGAP/RanBP1, RanBP2 vermittelte Hydrolyse von RanGTP zu RanGDP + P, gespalten
zu werden. Das Exportin kehrt unbeladen in den Kern zuriick (Conti & Izaurralde, 2001;
Gorlich & Kutay, 1999; Kuersten et al., 2001; Mattaj & Englmeier, 1998b).

Durch die beschriebenen Import und Export Mechanismen kommt es zu einer Anreicherung
von RanGDP im Zytoplasma. Jeder Transportvorgang, d.h. sowohl das Recycling der
Importine, als auch der Export von Proteinen durch Exportine, bringt ein Ran-Molekiil ins
Zytoplasma. Deshalb muss RanGDP effizient in den Kern zuriick importiert werden, um dort
in die RanGTP-Form iiberfiihrt zu werden. Hierfiir ist ein Importin notwendig, das nicht zur
klassischen Karyopherin-Familie gehort.

Den Re-Import von RanGDP iibernimmt der Transportfaktor Ntf2p, der spezifisch RanGDP
bindet und den Import durch Wechselwirkungen mit Proteinen des NPCs vermittelt. Im Kern
wird Ntf2p wieder von Ran getrennt. Dies geschieht durch RanGEF (Prp20p in S.
cerevisiae) stimulierten Austausch des an Ran gebundenen GDPs gegen GTP (Ribbeck et
al., 1998; Smith et al., 1998). Interessanterweise konnte kiirzlich gezeigt werden, dass 2500
Ntf2p Homodimere pro Sekunde durch die Kernpore wandern kénnen (Ribbeck et al., 1998),

was den Import von RanGDP sehr effizient macht.
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Abb. 3: Schematische Darstellung der Transportzyklen von Importinen (Imp) und Exportinen (Exp) und
die Steuerung durch das Ran-System (modifiziert nach Gorlich & Kutay, 1999).

NTF2: Nukledrer Transportfaktor 2.

Erlduterungen siehe Text.
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4. Energetik des nukleozytoplasmatischen Transports

Eine bisher ungeklirte Frage im nukleozytoplasmatischen Transport ist die Bereitstellung
der Energie. Es wurde friither davon ausgegangen, dass fiir den Translokationsprozess durch
die Kernpore die Hydrolyse der Nukleotidtriphosphate ATP oder GTP (NTP) bendtigt
wiirde. Mittlerweile konnte iiber verschiedene Ansitze gezeigt werden, dass dies nicht der
Fall ist. Zum Beispiel muss fiir den Import einer klassischen NLS durch Importin-a und
Importin-f3 (sieche 6.1) kein GTP hydrolysiert werden (Schwoebel et al., 1998). Fiir den
NES-vermittelten Export (siehe 7.1) durch Crm1p wird zwar Crm1p und RanGTP benétigt,
nicht aber die Hydrolyse von RanGTP (Englmeier et al., 1999). Dies gilt allerdings nicht fiir
einen kompletten Export- und Importzyklus. So wird sowohl fiir die Freisetzung des
Exportsubstrates von seinem Exportin durch RanGTP-Hydrolyse, den Re-Import des
RanGDPs durch Ntf2p als auch die zur Spaltung des Importkomplexes benotigte erneute
Beladung von Ran mit GTP ein Molekiil GTP verbraucht. Die Energie fiir den
nukleozytoplasmatischen Transport konnte jeweils indirekt durch die Hydrolyse von
RanGTP zur Verfiigung gestellt werden. Andere energieverbrauchende Schritte werden beim
Transport sehr groer Makromolekiile, wie z.B. mRNPs oder Ribosomen, vermutet. So
konnte beispielsweise die Entwindung der RNA oder andere Konformationsidnderungen der
zu transportierenden Substrate, sowie die Ablosung von Proteinen, die nicht mit transportiert
werden sollen, Energie erfordern (Adam, 1999; Goérlich & Kutay, 1999; Vasu & Forbes,
2001).

5. Mechanismen der Translokation durch die Kernpore

Im Gegensatz zu den energieverbrauchenden nukleozytoplasmatischen Transportzyklen ist
die Translokation eines Transportkomplexes durch die Kernpore ein reversibler und
energieunabhingiger Prozess, dessen genauer Mechanismus bisher nicht gekldrt werden
konnte (Englmeier et al., 1999; Kose et al., 1997; Nachury & Weis, 1999; Nakielny &
Dreyfuss, 1998; Ribbeck et al., 1998; Schwoebel et al., 1998; Weis et al., 1996). Wie bereits
beschrieben, konnen Transportrezeptoren mit “FG-Repeat”-enthaltenden Nukleoporinen
direkt interagieren (Allen et al., 2001; Bachi et al., 2000; Clarkson et al., 1996; Striler et
al., 2000b). Mutationsanalysen von Importin-f-dhnlichen Transportrezeptoren, NTF2 und

des mRNA-Export Rezeptors Mex67p (siehe 7.3.4) konnten zeigen, dass diese Interaktionen
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eine wichtige Rolle bei der Translokation durch die Kernpore spielen (Bayliss et al., 2000;
Bayliss et al., 1999; Fribourg et al., 2001; StriBler et al., 2000b). Im Moment werden
unterschiedliche Modelle fiir die Translokation durch die Kernpore diskutiert, wobei bei den
meisten dieser Modelle von einer erleichterten Diffusion ausgegangen wird, die durch
Assoziation und Dissoziation der Transportkomplexe mit den “FG-Repeats” enthaltenden
Nukleoporinen kontrolliert wird (Wente, 2000).

Das “Affinity Gradient Model” von Ben-Efraim & Gerace (2001) beschreibt die
Translokation als eine Bewegung des Transportkomplexes entlang von Bindungsstellen mit
steigender Affinitdt durch die Kernpore. Durch dieses sequenzielle Binden und Losen des
Transportkomplexes an unterschiedliche Nukleoporine konnte neben dem Ran-Gradienten
(siehe 2) die Direktionalitdt der Translokation vermittelt werden. Dagegen spricht allerdings,
dass die eigentliche Translokation vollstindig reversibel ist und in beide Richtungen
vermittelt wird (Englmeier et al., 1999; Nachury & Weis, 1999; Ribbeck et al., 1998).
Zusitzlich ergaben kinetische Messungen, dass die hoch-affinen Interaktionen fiir die
erleichterte Diffusion durch die Kernpore entbehrlich sind (Ribbeck & Gorlich, 2001).

Beim “Brownian Affinity Gate Model” von Rout und Mitarbeitern (2000) ist der NPC Kanal
von filamentdsen Nukleoporinen umgeben, die alle mehrere “FG-Repeats” fiir die Bindung
von Transportrezeptoren besitzen (Rout ez al., 2000). Der zentrale Kanal der Kernpore ist so
schmal, dass Partikel iiber der Diffusionsgrofe nicht eintreten konnen. Die Funktion der
“FG-Repeats” wire Transportrezeptoren einzufangen und so die Aufenthalts-
wahrscheinlicheit des Transportkomplexes vor dem Kanal zu erhéhen und dadurch die
DurchschleuBung zu erleichtern. Das Modell geht davon aus, dass eine Bindung des
Transportrezeptors an die “FG-Repeats” der Nukleoporine notwendig und ausreichend ist fiir
die anschlieBende Translokation durch die Kernpore. Es erklidrt aber nicht, wie groflere
Objekte, die eigentlich grofBer als der physikalische Durchmesser des schmalen Kanals sind,
den Porenkomplex durchqueren konnen.

Das “Selective Phase Model” von Ribbeck & Gorlich (2001, 2002) geht davon aus, dass der
Durchmesser des Zentralkanals gro3 genug ist, um auch die grofiten bekannten Rezeptor-
Substrat Komplexe durchzulassen (Feldherr & Akin, 1990; Pante & Kann, 2002; Ribbeck &
Gorlich, 2001). Dieser Kanal ist allerdings nicht vollstindig gedffnet, sondern durch einen
selektiven Abschnitt (“selective phase”), der in diesem Modell durch die “FG-Repeats” der
Nukleoporine ausgebildet wird, geschiitzt. Die “FG-Repeats” konnen durch schwache
hydrophobe Wechselwirkungen miteinander interagieren und dadurch eine

Permeabilititsgrenze ausbilden, die iiber der zentralen Kernporen-Ebene liegt. Diese
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Barriere verhindert, dass hydrophile Makromolekiile durch die Kernpore gelangen.
Transportrezeptoren konnen jedoch mit den “FG-Repeats” der Nukleoporine interagieren,
dadurch deren schwache hydrophoben Wechselwirkungen lokal auflosen und die
Permeabilitétsbarriere durchldssig machen. Durch die Interaktion der Rezeptoren mit den
“FG-Repeats” kann der zentrale Kanal getdffnet werden. Dadurch wird die
Permeabilititsgrenze des Kernporenkomplexes iiberwunden und der Transportkomplex kann

die Kernpore schnell durchqueren.

6. Importprozesse

Nachdem die allgemeinen Grundlagen des nukleozytoplasmatischen Transports beschrieben
wurden, soll nun nédher auf die Erkennungssequenzen der zu transportierenden Substrate

eingegangen werden.

6.1 Klassischer NLS-Protein Import

Als erste Erkennungssequenzen fiir den Import von Proteinen wurden die einfache basische
nukledre Lokalisierungssequenz (NLS) und die zweigeteilte NLS identifiziert (Kalderon et
al., 1984; Robbins et al., 1991). Bei der einfachen NLS handelt es sich um eine kurze
basische Aminosduresequenz, wie z.B. die NLS des SV40 “large” T Antigens. Die Sequenz
lautet: PKKKRKYV. Ein Beispiel fiir die zweigeteilte NLS findet sich in Nukleoplasmin, hier
lautet die Erkennungssequenz KRPAAIKKAGQAKKKK. Die zwei Gruppen der basischen
Aminosduren (hier unterstrichen) sind durch 9 Aminoséduren getrennt (Gorlich & Mattaj,
1996b; Nigg, 1997). Beide Arten von Importsignalen (NLSs) werden im Zytoplasma durch
den heterodimeren Importin-o/Importin-f-Komplex erkannt. Hierbei wirkt Importin-o. als
Adapter zwischen dem NLS-tragenden Protein und Importin-f. Importin-o erkennt die NLS-
Sequenz und bindet an sie. Die Bindung von Importin-a. an Importin-f3 wird iiber die N-
terminale Importin-B-bindende Démane (IBB) vermittelt (Gorlich et al., 1995; Gorlich &
Kutay, 1999). Importin-a. spielt bei der eigentlichen Translokation durch die Kernpore und
der Spaltung des Importkomplexes offensichtlich keine Rolle, sondern fungiert anscheinend
ausschlieBlich als Adapter zwischen dem Importsubstrat und Importin-f§ (Gorlich et al.,
1996a; Weis et al., 1996). Importin-f interagiert mit den “FG-Repeats* der Nukleoporine
und mit Ran-GTP.
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In S. cerevisiae ist jeweils nur ein Gen bekannt, das fiir Importin-o. (Srplp) bzw. fiir
Importin-p (Kap95p) kodiert, wihrend in hoheren Eukaryonten mehrere Importin-o-
homologe Proteine existieren. Interessanterweise zeigen einige dieser Faktoren eine gewebe-
und entwicklungsspezifische Expression. Dazu kommt noch, dass sie unterschiedliche
Bindungs-Spezifititen zu NLS-Proteinen aufweisen (Nachury et al., 1998; Nadler et al.,
1997; Prieve et al., 1996; Sekimoto et al., 1997). Dies deutet darauf hin, dass in héheren

Eukaryonten Importprozesse fiir einzelne Gewebearten spezifisch reguliert werden.

6.2 Import von UsnRNPs

UsnRNPs (Uridin-reiche kleine nukledre RNPs, ,,uridine-rich small nuclear RNPs*) sind
Polymerase II Transkripte aus snRNAs, die im Nukleus synthetisiert und dann ins
Zytoplasma exportiert werden (siehe 7.3.3), um dort zu reifen. Diese Reifung beinhaltet die
Komplexbildung der RNA mit den “Sm core* Proteinen und die Methylierung der “Cap*-
Struktur (Trimethylkappe m;G) (siehe Fischer et al., 1997; Liihrmann et al., 1990; Mattaj,
1998a). Offensichtlich beinhalten der “Sm core* Protein-Komplex und die Trimethylkappe
Signalsequenzen, welche die reifen UsnRNPs in den Kern bringen konnen (Fischer et al.,
1991; Fischer & Liihrmann, 1990; Fischer et al., 1993). Diese dadurch gebildete Import-
Erkennungssequenz von UsnRNPs gehort zur Klasse der zweigeteilten NLSs. Direkte
Untersuchungen des Imports in vivo ergaben, dass Importin-a hierzu nicht bendtigt wird
(Palacios et al., 1997). Allerdings weisen experimentelle Ansitze auf eine Beteiligung von
Importin- am Import von UsnRNPs hin. So fiihrte z.B. eine Verminderung von Importin-f3
zu einer Blockierung des Imports von UsnRNPs, die durch Zugabe von Importin-f3 wieder
aufgehoben werden konnte (Palacios et al., 1997).

Der Rezeptor fiir das bisher unidentifizierte Signal des “Sm core* Protein-Komplexes wurde
noch nicht charakterisiert, wihrend der Rezeptor fiir das Signal der Trimethylkappe bekannt
ist. Es handelt sich hierbei um Snurportinl, das dhnlich wie Importin-o im klassischen NLS-
Import als Adapter zwischen der Erkennungssequenz und Importin-f3 wirkt (Huber et al.,
1998). Snurportinl besitzt ebenfalls eine N-terminale IBB-Doméne fiir Importin--Bindung,
es weist allerdings keine weiteren Sequenzhomologien zu Importin-o auf. Der Import von
UsnRNPs verlduft iiber einen Snurportinl/Importin-p-abhingigen Transportweg, der dem
Import der klassischen NLS iiber Importin-o/Importin-f§ dhnelt. Snurportinl wird durch

Crmlp wieder ins Zytoplasma exportiert (Paraskeva et al., 1999).
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Weitere Mechanismen des Imports von UsnRNPs sind moglich, da die zweigeteilte NLS
nicht nur die Trimethylkappe sondern auch die “Sm core* Struktur beinhaltet, deren

Rezeptor bisher nicht identifiziert werden konnte.

6.3 Import von RNA-bindenden Proteinen

Ein weiteres sehr gut charakterisiertes Importsignal ist die M9-Doméne von hnRNPs
(heterogeneous nuclear ribonucleoproteins) in hoheren Eukaryonten. Das hnRNP A1 Protein
beinhaltet ein C-terminales Sequenzmotiv, das reich an Glycin und aromatischen
Aminosduren ist. Es besitzt eine Lidnge von 38 Aminosduren und ist somit um einiges langer
als die klassische NLS von SV40 (Siomi & Dreyfuss, 1995; Weighardt et al., 1995). Als
Rezeptor dieses Transportsignals wurde Transportin, ebenfalls ein Mitglied der Importin-[3-
Familie, identifiziert. Es erkennt die M9-Domine des Substrates direkt (Fridell et al., 1997,
Pollard er al., 1996).

Wie beim Importin-o/-f-vermittelten Transport wird der Importkomplex, bestehend aus
hnRNP A1 und Transportin, im Zellkern durch RanGTP dissoziiert (Izaurralde et al., 1997).
Interessanterweise stellt die M9-Domine von hnRNP A1 aus hoheren Eukaryonten nicht nur
eine fiir den Import notwendige Erkennungssequenz dar, sondern wird auch fiir den Re-
Export benotigt. Somit kommt es zu einem kontinuierlichen Hin- und Herwandern von
hnRNP A1 zwischen Kern und Zytoplasma (Michael et al., 1995), wobei das am Export
beteiligte Exportin bisher nicht identifiziert wurde.

Mutationen von Kap104p, dem Homolog von Transportinl in S. cerevisiae, fiihrten zu
einem Import-Defekt des hnRNP-Proteins Nab2p. Auch ein weiteres hnRNP-Protein
Hrplp/Nab4p wird von Kap104p importiert (Aitchison et al., 1996; Nakielny & Dreyfuss,
1996). Die Erkennungssequenzen in diesen Proteinen wurden als “RG-nuclear localization
signals” (RG: Aminosidurebuchstaben-Code fiir Arginin, Glycin) beschrieben (Lee &
Aitchison, 1999). Diese Benennung soll die in Nab2p und Hrplp/Nab4p gefundenen
Domiinen von den klassischen NLSs abgrenzen. Es bestehen ebenfalls keine offensichtlichen
Sequenzhomologien zur bekannten M9-Domine-Sequenz des hnRNP A1 aus hoheren
Eukaryonten. Interessanterweise ist fiir die Dissoziation des Importkomplexes im Kern die
Anwesenheit von RanGTP nicht ausreichend, vielmehr muss RNA anwesend sein, um den
Importkomplex aus Nab2p oder Hrplp/Nab4p und Kap104p zu trennen (Lee & Aitchison,
1999).
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Ein weiteres Importin eines RNA-bindenden Proteins in S. cerevisiae ist Mtr10p. Es konnte
gezeigt werden, dass Mtr10p das zwischen Zytoplasma und Zellkern hin- und herwandernde
mRNA-bindende Protein Npl3p importiert (Pemberton et al., 1997; Senger et al., 1998). Die
Erkennungssequenz in Npl3p ist hierbei eine RGG-Box (RGG: Aminosdurebuchstaben-
Code fiir Arginin, Glycin, Glycin). Auch hier wurde gezeigt, dass die alleinige Prisenz von
RanGTP nicht ausreicht, um den Transportkomplex zu dissoziieren, sondern ebenfalls RNA
anwesend sein muss (Senger et al., 1998). Ein weiteres Beispiel fiir einen solchen
Mechanismus ist der Import des Transkriptionsfaktors Tbplp durch das Importin Kap114p.
Erst durch die Anwesenheit von TATA-Box enthaltender DNA kommt es zur Dissoziation
des Importkomplexes (Pemberton et al., 1999). Die Notwendigkeit zusétzlicher Faktoren zur
Dissoziation des Transportkomplexes konnte einen Mechanismus darstellen, die
Importsubstrate nicht nur durch die Kernpore, sondern direkt bis zu ihrem intranukledren

Bestimmungspunkt zu transportieren.

6.4 Import ribosomaler Proteine

Ribosomale Proteine, die im Zytoplasma synthetisiert werden, miissen in den Nukleus und
anschlieBend in den Nukleolus importiert werden, um dort zusammen mit der ribosomalen
RNA die pri-ribosomalen Untereinheiten zu bilden (zur Biogenese der ribosomalen RNA
siehe auch 7.3.4). Bisher ist allerdings noch nicht geklirt, ob diese Proteine einzeln oder als
vorgeformte Komplexe importiert werden. Studien von ribosomalen Proteinen aus
S. cerevisiae und humaner ribosomaler Proteine ergaben, dass diese mehrere mogliche
Importsignal-Sequenzen enthalten (Moreland et al., 1985; Quaye et al., 1996; Russo et al.,
1997; Schaap et al., 1991; Schmidt et al., 1995; Underwood & Fried, 1990). Es konnte sich
allerdings auch um Signale zur Komplexbildung handeln. Zum Import solcher Komplexe
aus mehreren ribosomalen Proteinen wire nur ein klassisches Importsignal notwendig.
Dieses miisste jedoch nach Export der ribosomalen Untereinheiten inaktiviert werden, um
einen sofortigen Re-Import zu vermeiden.

Das am besten charakterisierte Importsignal eines ribosomalen Proteins aus S. cerevisiae ist
die zweigeteilte NLS am C-terminalen Ende von Rpl25p (Schaap ef al., 1991). Proteine mit
klassischen NLS-Sequenzen werden wie beschrieben iiber den NLS-Importin-a/-f Weg
importiert. Sie zeigen in einem Hefestamm, der ein mutiertes Allel des Nukleoporins NSP1
trigt, einen Importdefekt. Im Gegensatz dazu weist ein L25-NLS-Reporterprotein diesen

Defekt nicht auf (Nehrbass et al., 1993; Schaap et al., 1991). Dies bedeutet, dass der Import
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von Rpl25p nicht iiber einen Importin-a/--vermittelten Mechanismus ablduft. Es konnte
gezeigt werden, dass Proteine, die das L25-Importsignal tragen mit zwei Vertretern der
Importin-p-Familie in Hefe, ndmlich Kap123p und Pselp (Kap121p) interagieren (Rout et
al., 1997; Schlenstedt et al., 1997). So akkumuliert das ansonsten nukledre L25-NLS-
Reporterportein in einem Akapl23-Stamm im Zytoplasma. Wenn man die Bedeutung des
Imports ribosomaler Proteine bedenkt, ist es sehr iiberraschend, dass mit Kap123p ein nicht
essentielles Protein das alleinige Importin sein konnte. Tatsichlich existiert ein zweiter
Exportweg fiir ribosomale Proteine, der iiber das in S. cerevisiae essentielle Protein Pselp
vermittelt wird. Somit kann davon ausgegangen werden, dass beide Proteine in vielleicht
redundanter Art miteinander den Import bewerkstelligen.

Einen weiteren Faktor, der am Import ribosomaler Proteine beteiligt sein konnte, stellt
Sxmlp dar (Rosenblum et al., 1997; Seedorf & Silver, 1997). Es interagiert mit drei
ribosomalen Proteinen (Rpll1p, RplI25p und Rpl31p) und kann durch Pselp-Mutanten oder
einer Kap123p Deletion hervorgerufene Wachstumsdefekte supprimieren (Rosenblum et al.,
1997). Als Transportsubstrat wurde das La-Homolog in S. cerevisiae, Lhplp, identifiziert.
Lhplp spielt wahrscheinlich eine Rolle im Reifungsprozess der Pra-tRNA (Calvo et al.,
1999; Yoo & Wolin, 1997). Es wurde gezeigt, dass Lhplp in einem AsxmI-Hefestamm ins
Zytoplasma misslokalisiert (Rosenblum et al., 1997). Dies weist auf eine generelle
Beteiligung von Sxmlp an Importprozessen hin, trotzdem muss eine tatsdchliche

Beteiligung am Import ribosomaler Proteine noch nachgewiesen werden.

7. Exportprozesse

7.1 Export von Proteinen mit Leucin-reicher NES

Ein Kennzeichen des nukleozytoplasmatischen Transports durch die Kernpore ist die
Bidirektionalitit, wobei den stattfindenden bereits beschriebenen Importreaktionen in den
Zellkern vermutlich genau so viele Exportprozesse ins Zytoplasma gegeniiberstehen. So
muss die im Kern gebildete RNA ins Zytoplasma exportiert werden, um dort fiir die
Proteinsynthese zur Verfiigung zu stehen. Da die meisten RNA-Formen als
Ribonukleoprotein Partikel transportiert werden, wurde vermutet, dass auch der Export iiber
Proteine mit Exportsignalen vermittelt wird.

Das erste und wahrscheinlich best-charakterisierte Exportsignal ist die Leucin-reiche NES

(nuclear export signal), die in zwei unterschiedlichen Proteinen entdeckt wurde, im
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zelluldren Protein-Kinase-Inhibitor PKI (Wen ef al., 1995) und in dem Rev-Protein von
HIV-1 (human immunodeficiency virus type 1) (Fischer et al., 1995). PKI terminiert im
Kern die Wirkung der cAMP abhingigen Protein Kinase A (PKA) durch Bindung an dessen
C-Terminus mit anschlieBendem Export. Das HIV-1 Rev Protein ist fiir den effizienten
Export von ungespleifter und teilweise gespleifiter viraler mRNA verantwortlich.

Das Konsensusmotiv der Leucin-reichen NES lautet L-X, ;-(F, I, L, V, M)-X, ;-L-X-(I, L),
wobei die vier Leucin-Reste essentiell fiir die Funktion der NES sind (Bogerd et al., 1996).
Dieses Exportsignal kann auch auf andere Proteine iibertragen werden, wodurch ansonsten
nukleire Proteine ins Zytoplasma transportiert werden konnen (Fischer et al., 1995; Wen et
al., 1995).

Erste Ansitze, den Export-Rezeptor fiir die Leucin-reiche NES zu finden, basierten auf 2-
Hybrid-Versuchen in Hefe. Durch das HIV-1 Rev-Protein als “Koder* wurden das Hefe-
Protein Riplp (Rev interacting protein) (Stutz et al., 1995) und das humane Protein
hRIP/RABI1 (Rev activation doman binding protein) identifiziert (Bogerd et al., 1996; Fritz
et al., 1995). Bei beiden Proteinen handelte es sich allerdings nicht um die direkten
Exportrezeptoren der Leucin-reichen Rev-NES. Sowohl Rip1p als auch RABI1 besitzen “FG-
Repeats”, die charakteristisch fiir Nukleoporine sind. Da Transportrezeptoren an “FG-
Repeats” in Nukleoporinen binden, handelt es sich wahrscheinlich um indirekte
Interaktionspartner. Ein wichtiger Schritt zur Identifizierung des Exportrezeptors der Leucin-
reichen NES war die experimentelle Beobachtung, dass das fungizide Antibiotikum
Leptomycin B (LMB) sowohl den Export von Rev selbst, als auch den durch Rev
vermittelten Export von RNA blockiert (Wolff et al., 1997). LMB ist das Produkt einer
Streptomyces Spezies und inhibiert Crm1p-vermittelten Export bereits in nanomolarer
Konzentration (Hamamoto et al., 1983a; Hamamoto et al., 1983b). Das zellulédre Zielprotein
von LMB wurde in Schizosaccharomyces pombe identifiziert. Es handelt sich um das
essentielle Protein Crmlp (fiir “chromosome region maintenance”) (Fornerod et al., 1997,
Fukuda et al., 1997; Nishi et al., 1994; Ossareh-Nazari et al., 2000), welches urspriinglich in
einem genetischen “Screen” nach Chromosomendefekten in S. pombe identifiziert wurde
(Adachi & Yanagida, 1989).

Die Sequenzverwandtschaft von Crmlp zu Mitgliedern der Karyopherin-/Importin-f3-
Familie, speziell im Bereich der Ran Bindungsdoméne, und die Tatsache, dass Crm1p an
mehrere Nukleoporine, wie z.B. Nup214, binden kann, unterstiitzten die Vermutung, dass
Crm1p der gesuchte Exportrezeptor fiir Leucin-reiche NES-Proteine ist. Crm1p wird deshalb

auch Xpolp (Exportinl) genannt (Stade et al., 1997).
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Mehrere unabhingige Studien unterschiedlicher Arbeitsgruppen zeigten, dass Xpolp direkt
mit der Leucin-reichen NES interagiert. So weisen XPOI-Punktmutanten sowohl in
S. cerevisiae als auch in S. pombe nicht nur Wachstumsdefekte, sondern auch einen starken
Export-Defekt von NES-Reportern auf (Fukuda et al., 1997; Stade et al., 1997). Die
Interaktion von Xpolp und NES-Substrat ist LMB sensitiv (Fornerod et al., 1997; Fukuda et
al., 1997; Ossareh-Nazari et al., 2000). Die Inhibierung von Xpolp durch LMB ist ein nur in
hoheren Eukaryonten und in S. pombe auftretender Effekt, wihrend S. cerevisiae keine
Blockierung des Transports durch Zugabe von LMB zeigt (Hamamoto et al., 1983a;
Hamamoto et al., 1983b; Wolff et al., 1997). Kudo und Mitarbeiter (1999) konnten zeigen,
dass die Inhibierung der CRM1-Funktion durch LMB von einem konservierten Cystein im
CRM1-Gen abhingig ist. LMB kann in einer der Michael Reaktion dhnlichen Addition den
Schwefel der Thiol-Gruppe von Cystein kovalent binden. Cystein ist in allen LMB-
sensitiven Organismen, wie z.B. H. sapiens oder S. pombe, in der “central conserved region”
(CCR) konserviert, in der die Interaktion zwischen LMB und XPO! stattfindet (Kudo et al.,
1999). S. cerevisiae trigt an vergleichbarer Position in der CCR des XPO[-Gens einen
Threonin-Rest. Durch einen gezielten Austausch dieses Threonin-Restes gegen die
Aminosdure Cystein konnte eine LMB-sensitive xpol-Mutante erzeugt werden (Neville &
Rosbash, 1999). Somit kann die Methode der LMB-Behandlung nun auch in S. cerevisiae
zur Untersuchung des Xpolp vermittelten Exports benutzt werden (Neville & Rosbash,
1999). Der genaue Mechanismus der zur Inhibierung des Xpolp vermittelten Exportes durch
LMB fiihrt konnte allerdings noch nicht aufgeklért werden.

Obwohl die Leucin-reiche NES von zelluldren oder viralen Proteinen das am Besten
untersuchte und verstandene Exportsignal fiir Xpolp darstellt, wurden bereits Xpolp-
Substrate beschrieben, die keine klassische Leucin-reiche NES besitzen. Diese Tatsache legt
die Vermutung nahe, dass auch andere nukledre Exportsignale existieren. So konnte z.B. fiir
das Ran bindende Protein Yrblp in Hefe gezeigt werden, dass es durch Xpolp exportiert
wird (Kiinzler et al., 2001a). Studien mit mutierten und gekiirzten Yrb1p-Proteinen ergaben,
dass fiir den Export von Yrblp die gesamte Ran-Bindungsdomine notwendig ist, die
allerdings keine klassische Export-Sequenz enthilt. Ein weiteres Protein, dass durch Xpolp
exportiert wird und keine klassische Leucin-reiche NES besitzt ist Snurportinl (siehe 6.2).
Xpolp bindet 50-mal stirker an Snurportinl als an das Rev-Protein. Die strukturellen
Voraussetzungen fiir diese starke Interaktion zwischen Snurportinl und Xpolp konnten

bisher noch nicht aufgeklirt werden (Paraskeva et al., 1999).
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7.2 Export von Importin-a

Alle am nukleozytoplasmatischen Transport beteiligten Faktoren werden als zwischen
Zellkern und Zytoplasma hin- und herwandernde Proteine beschrieben. Adaptoren und
Rezeptoren fiir den Import in den Nukleus werden nach der Importreaktion unbeladen
wieder ins Zytoplasma exportiert. Importine der Importin-3-Familie gelangen wie bereits
beschrieben an RanGTP gebunden wieder ins Zytoplasma zurtick.

Der Adapter Importin-o (Stplp in S. cerevisiae) wird, nach dem im Komplex mit Importin-3
vermittelten Import eines NLS-Substrates, durch einen von Importin-3 unabhingigen
Prozess exportiert. Es benutzt hierzu CAS (“cellular apoptosis susceptibility protein®) fiir
den Re-Export ins Zytoplasma (Kohler et al., 1999; Kutay et al., 1997). CAS ist ein Mitglied
der Importin-p-Familie, das eine, mit 137 Aminosduren Lénge, relativ grole Exportsequenz
in Importin-o erkennt (Herold et al., 1998). CAS bindet Importin-o. in Anwesenheit von
RanGTP und es konnte gezeigt werden, dass CAS in in vivo und in vitro Export-Reaktionen
den Export von Importin-a stimuliert (Kutay et al., 1997).

Die funktionelle Interaktion zwischen Importin-o. und CAS ist evolutionér konserviert. So ist
das Homolog von CAS in S. cerevisiae, das essentielle Protein Cselp (Xiao et al., 1993),
ebenfalls am Export von Srplp in Hefe beteiligt (Hood & Silver, 1998; Kiinzler & Hurt,
1998; Solsbacher et al., 1998). Durch Punktmutationen im CSEI-Lokus hervorgerufene
konditionelle Mutanten zeigen nicht nur eine nukledre Akkumulation von Importin-o. und
Cselp, sondern auch eine Misslokalisierung von NLS-Substraten im Zytoplasma. Dieser
Defekt wird offensichtlich durch eine Limitierung von Importin-o im falschen
Kompartiment und eine dadurch verursachte Abnahme von Importprozessen hervorgerufen

und kann durch Uberexprimierung von Importin-a. unterdriickt werden.

7.3 RNA-Export

Die unterschiedlichen RNA-Arten - mRNA, rRNA, tRNA und snRNA - werden im Kern
synthetisiert und danach ins Zytoplasma exportiert. Anders als beim Export von Proteinen,
die meistens einzeln exportiert werden, liegen zahlreiche RNAs im Kern als RNP-Partikel
mit einer Vielzahl gebundener Proteine vor. Sowohl die RNA, als auch die sie bindenden
Proteine, konnen Transportsignale enthalten. Mikro-Injektionsexperimente in Xenopus-
Oozyten konnten zeigen, dass der Export von RNA aus dem Zellkern rezeptorvermittelt ist,

da er durch einen injizierten Uberschuss der jeweiligen RNA gesiittigt werden kann. Jede
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RNA-Spezies (mRNA, rRNA, tRNA und snRNA) besitzt einen eigenen spezifischen
Exportweg, da ein Uberschuss einer RNA nur den eigenen Export sittigt, aber nicht den der

anderen RNA-Formen (Fischer et al., 1995; JarmolowsKki et al., 1994).

7.3.1 Export von tRNA

Transfer RNA (tRNA) wird im Zellkern transkribiert, modifiziert und danach ins
Zytoplasma exportiert, um dort an der Proteinbiosynthese teilzunehmen (GroBhans et al.,
2000b; Wolin & Matera, 1999). So miissen einige Basen, Zuckerreste und ihre 5°- und 3°-
Enden modifiziert und eine CCA-Sequenz an das 3°-Ende angehingt werden.
Moglicherweise wird bereits im Kern die korrekte Struktur der tRNA iiberpriift.
Anscheinend wird diese und die richtige 5°- und 3"-Prozessierung der tRNA fiir deren
Export benétigt, da reife tRNAs im Gegensatz zu pri-tRNAs effizienter exportiert werden
konnen (Arts et al., 1998b; Lipowsky et al., 1999). Somit kann der selektive Export von
reifen tRNAs als ein effizienter Kontrollmechanismus gesehen werden. Manche tRNA-Arten
enthalten Introns, die vor dem Export herausgespleifit werden (Wolin & Matera, 1999).

Der Export von tRNA wird durch ein eigenes Exportin aus der Familie der Importin-f3-
Familie vermittelt. Es handelt sich hierbei um Loslp in S. cerevisiae (Hellmuth et al., 1998)
bzw. Exportin(tRNA) oder Xpo-t in hoheren Eukaryonten (Arts et al., 1998b; Kutay et al.,
1998). Die Bindung von tRNA an Xpo-t bzw. Loslp ist auf die gleiche Weise wie die
Substratbindung an andere Exportine reguliert. Reife tRNA bindet an Los1p bzw. Xpo-t und
RanGTP und wird nach Ausbildung des trimeren Exportkomplexes ins Zytoplasma
exportiert. Dort wird der Transportkomplex durch RanGAP/RanBP1-, RanBP2-induzierte
RanGTP Hydrolyse dissoziiert (Kutay et al., 1998). Los1p interagiert direkt mit der tRNA
(Arts et al., 1998a; Hellmuth er al., 1998; Kutay et al., 1998), obwohl ihm ein
offensichtliches RNA-Bindungsmotiv fehlt. Desweiteren interagiert Loslp wie alle
Karyopherine genetisch und physikalisch mit Nukleoporinen (Hellmuth et al., 1998; Simos
etal., 1996).

Da Loslp allerdings in S. cerevisiae nicht essentiell ist und eine Deletion von LOS!I nur zu
einem schwachen Exportdefekt intronloser tRNA fiihrt, scheint der Los1p vermittelte Export
von tRNA nicht der einzig mogliche Transportweg zu sein. Der Translationsfaktor eEF-1A
und tRNA-Synthetasen wurden kiirzlich mit einem Loslp unabhiingigen, aber eventuell
Aminoacylierungs-abhédngigen Transportweg fiir tRNA in Verbindung gebracht (GroBhans
et al., 2000a). Deletionen der fiir eEF-1A oder der tRNA-Synthetasen kodierenden Gene,

kombiniert mit einer Deletion von LOS1, fiihren zu einer synthetischen Letalitit, d.h. durch
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Kombination zweier nicht letaler Disruptionen oder Mutationen kommt es zum Zelltod. Dies
beobachtet man z.B. bei Proteinen, die genetisch oder biochemisch miteinander interagieren.
Desweiteren zeigen Mutationen in tRNA-Synthetasen und in eEF-1A eine nukleére
Akkumulation der tRNA. Diese Ergebnisse wurden kiirzlich bestitigt, indem in hoheren
Eukaryonten ein neues Exportin, Exportin5, identifiziert wurde, das fiir den nukledren
Export des eEF-1A/tRNA-Komplexes verantwortlich ist (Bohnsack et al., 2002; Calado et
al., 2002). eEF-1A bindet nicht direkt an Exportin5, sondern iiber aminoacylierte tRNA.
Exportin5 ist das zweite Karyopherin neben Exportin-t, das direkt an RNA binden kann und
so den Export vermittelt. Interessanterweise stellt MsnSp das Hefehomolog zu Exportin5 dar
(Bohnsack et al., 2002) und konnte somit als zusitzlicher Exportfaktor fiir tRNA in Hefe
fungieren. Eine Mislokalisierung von tRNA kann auch durch eine Inhibierung der Addition
des 3’-terminalen CCA-Endes erreicht werden (GroBhans et al., 2000a; Sarkar & Hopper,
1998). Zudem supprimiert eine Uberexpression des zur CCA-Addition notwendigen Proteins
Ccalp den durch Depletion von LOS! hervorgerufenen tRNA-Exportdefekt. Ccalp konnte
somit eine weitere mogliche Komponente eines von Loslp unabhingigen tRNA-

Exportweges sein (Feng & Hopper, 2002; GroBhans et al., 2000a).

7.3.2 Export von snRNA

Ein weiterer von Xpolp vermittelter Exportprozess, ist der Export von UsnRNAs, die im
Kern als Monomethyl-G-Kappen-tragende Transkripte der RNA-Polymerase II synthetisiert
werden. Diese Transkripte werden zur Modifizierung ins Zytoplasma exportiert (sieche auch
6.2). Der Re-Import der UsnRNPs verlduft wie bereits beschrieben iiber das
Snurportinl/Importin-B-Heterodimer in den Kern, wo sie am Spleien der Pri-mRNA
beteiligt sind.

Der Exportprozess von UsnRNAs stellt einen vergleichsweise komplizierten Mechanismus
dar. So benétigt man fiir den Exportkomplex von UsnRNAs nicht nur Xpolp als Exportin,
RanGTP und das Substrat, sondern auch drei weitere Adapterproteine. Experimente zur
Identifizierung des Exportins zeigten, dass der Export von UsnRNPs durch einen Uberschuss
an NES-Peptiden und Leptomycin B (LMB) inhibiert werden kann (Fischer et al., 1995;
Fornerod et al., 1997). Es konnte ausserdem nachgewiesen werden, dass eine Reduzierung
der nukledren RanGTP-Konzentration durch Injektion von RanGAP und RanBPI1 in
Xenopus Oozyten Nuklei zu einer Blockierung des Exports fiihrt (Izaurralde et al., 1997).
Anders als tRNAs konnen snRNAs nicht direkt an ihren Exportrezeptor binden. Als

Adaptoren fiir den Export wirken der heterodimere “cap binding complex* (CBC) und
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PHAX (phosphorylated export adaptor for RNA export). Der CBC besteht aus zwei
Untereinheiten, CBP20 und CBP80, und kann die 5"-Kappe der UsnRNA binden, was fiir
den Export notwendig ist (Izaurralde et al., 1995). Allerdings wurde durch Bindungsstudien
deutlich, dass zur Ausbildung eines Exportkomplexes fiir UsnRNAs weitere Proteine
notwendig sind. So binden rekombinantes CBC, Xpolp, RanGTP und snRNAs nicht direkt
aneinander. Erst durch die Zugabe eines vollstindigen Zellextrakts kommt es zur
Ausbildung des Exportkomplexes (Ohno et al., 2000). Dadurch wurde ein 55 kDa grof3es
Protein identifiziert, das als spezifischer Adapter fiir den Export von UsnRNAs wirkt. Dieses
Protein wurde erst p55 und spiter PHAX genannt (Ohno et al., 2000). Es bindet an den oben
beschriebenen CBC-UsnRNA Komplex und kann iiber seine NES mit Xpolp und RanGTP
interagieren. Fiir diese Wechselwirkung mit Xpolp-RanGTP muss PHAX phosphoryliert
vorliegen (Ohno et al., 2000). Eine Dissoziierung des Exportkomplexes im Zytoplasma
benotigt die Hydrolyse von RanGTP und die Dephosphorylierung von PHAX, wobei die
Reihenfolge dieses Prozesses in vivo bisher noch nicht geklirt ist. Moglicherweise ist die
RanGTP-Hydrolyse hauptsidchlich fiir die Freisetzung des Exportins verantwortlich,
wihrend die Dephosphorylierung fiir die Ablosung der UsnRNA von CBC und PHAX nétig
ist. Studien haben ergeben, dass PHAX im Kern hauptséichlich in phosphorylierter und im
Zytoplasma in dephosphorylierter Form vorliegt (Ohno et al., 2000). In der Hefe
S. cerevisiae ist, im Gegensatz zu hoheren Eukaryonten, iiber die Biogenese von UsnRNAs
noch nicht viel bekannt (Lygerou et al., 1999). Es gibt zum Beispiel keine Hinweise auf
einen Export der UsnRNPs zur Reifung ins Zytoplasma. Vielmehr scheinen sie

ausschlieBlich im Kern zu assemblieren.

7.3.3 Export der ribosomalen Untereinheiten

Ribosomen sind Ribonukleoprotein-Partikel (RNPs), die in Eukaryonten aus einer grof3en
(60S) und einer kleinen (40S) Untereinheit bestehen und fiir die Proteinsynthese im
Zytoplasma benotigt werden. Sie sind aus verschiedenen rRNAs und ribosomalen Proteinen
aufgebaut. In S. cerevisiae besteht die kleine 40S Untereinheit aus 32 ribosomalen Proteinen
und der 18S rRNA, wihrend die 60S Untereinheit in Hefe aus 45 ribosomalen Proteinen und
der 5S, 5.8S und 25S rRNA aufgebaut ist. Die Synthese und die Prozessierung der
Untereinheiten finden im Nukleolus, einem spezialisierten Unterbereich des Zellkerns, statt.
Hier laufen auch die rRNA Transkription und viele der notwendigen rRNA-
Reifungsprozesse ab. In allen Eukaryonten wird die Synthese der rRNA nicht durch einfache

Transkription der einzelnen rRNA-Spezies, sondern durch mehrere gekoppelte
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posttranskriptionelle Schritte erreicht (BaBler, 2001b; Fatica & Tollervey, 2002; Kressler et
al., 1999; Lafontaine & Tollervey, 2001; Venema & Tollervey, 1999; siehe hierzu Abb. 4).
Dazu kommt, dass alle am Zusammenbau der Untereinheiten beteiligten ribosomalen und
nicht-ribosomalen Proteine in den Kern importiert werden miissen (sieche 6.4). Durch
genetische und biochemische Ansitze wurden ca. 90 nicht-ribosomale Proteine identifiziert,
die bei der Biogenese der Ribosomen beteiligt sind. So wurden Endonukleasen,
Exonukleasen, RNA-Helikasen, RNA-modifizerende Proteine und snoRNA-bindende
Proteine beschrieben (Fatica & Tollervey, 2002; Kressler et al., 1999; Lafontaine &
Tollervey, 2001; Venema & Tollervey, 1999).

Die rRNA-Prozessierungsschritte im Nukleolus und Nukleus sind relativ gut beschrieben,
wihrend iiber den Export der ribosomalen Untereinheiten nicht annidhernd soviel bekannt ist.
Die starke Verkniipfung der Prozessierungsschritte der Ribosomenbiogenese und des
intrazelluldren Transports der ribosomalen Untereinheiten macht es schwierig, zwischen
direkten Exportdefekten und durch Prozessierungsfehler hervorgerufene indirekten Defekten
zu unterscheiden.

Unterschiedliche Ansitze wurden unternommen, den Export der einzelnen Untereinheiten
aufzukliren. So ergaben Mikroinjektions-Experimente von radioaktiv markierten Ribosomen
in Xenopus Oozyten Zellkerne (Bataille et al., 1990; Fischer et al., 1995; Khanna-Gupta &
Ware, 1989; Pokrywka & Goldfarb, 1995), dass der Export von Ribosomen unidirektionell
ist. Es handelt sich um einen sittigbaren, rezeptor- und energieabhingigen Prozess, der
funktionelle Kernporenkomplexe bendtigt. Durch direkte Lokalisierungsstudien
verschiedener Reporterproteine fiir die jeweilige Untereinheit kann der ribosomale Export
verfolgt und damit beteiligte Faktoren identifiziert werden. Fiir die Untersuchung des
Exports der 60S Untereinheit wurden Rpl11p- oder Rpl25p-GFP Fusionsproteine verwendet
(Gadal et al., 2001a; Hurt et al., 1999; Stage-Zimmermann et al., 2000). Zusitzlich zum
nativen Protein wird das jeweilige Fusionsprotein in die gro3e Untereinheit eingebaut und
kann als visueller Marker beobachtet werden.

Der Export der kleinen ribosomalen 40S Untereinheit kann durch ein in situ
Hybridisierungsverfahren gegen die 5°ITS (interne transkribierte Spacerregion) der 18S
rRNA untersucht werden (Gleizes et al., 2001; Moy & Silver, 1999). Ein anderer Ansatz
verwendet die GFP-markierten ribosomalen Proteinen Rps2p oder Rps3p (Milkereit et al.,
2002) als visuelle Reporterproteine. Die Ansdtze zur Untersuchung des Exportes der
ribosomalen Untereinheiten von Hurt er al., 1999, Moy & Silver, 1999 und Stage-

Zimmermann et al., 2000 ergaben, dass fiir den Export beider Untereinheiten ein intakter
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Ran-Zyklus und ein funktioneller Kernporenkomplex notwendig sind (Hurt ez al., 1999;

Moy & Silver, 1999; Stage-Zimmermann et al., 2000).
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Abb. 4: Schematische und vereinfachte Darstellung der rRNA Prozessierung in S. cerevisiae (Baller,
2001b).

Die rDNA liegt in 100- bis 200-facher Kopienzahl vor. Die Synthese der 5S rRNA erfolgt nach einem
seperaten Mechanismus iiber Polymerase III, gefolgt von einem 3”-Prozessierungsschritt. Die Biosynthese der
5.8S, 18S und 25S rRNA startet mit der Transkription des gemeinsamen 35S Precursors durch Polymerase I.
Die 35S rRNA besteht neben der 5.8S, 18S und 25S rRNA auch aus den externen und internen transkribierten
Spacerregionen (ETS, ITS). Innerhalb des 90S Komplexes erfolgen dann die nidchsten Prozessierungsschritte.
Nach den Schnitten an Position A, und A, teilt sich der 90S Komplex durch Schnitt an Position A, in den 43S
und den 66S Komplex, wobei der 43S Komplex die 20S rRNA und der 66S rRNA Komplex die 27SA, rRNA
enthilt. Durch Prozessierung der 20S rRNA an Schnittstelle D wird die kleine ribosomale Untereinheit, der 40S
Komplex mit der reifen 18S rRNA erhalten. Die weitere Prozessierung der 27SA, rRNA kann iiber zwei
alternative Wege erfolgen. Circa 85% werden durch Schnitt an A3 und B2, gefolgt von B1, weiter prozessiert.
Die restlichen 15% der 27SA,rRNA werden an Blg und B2 geschnitten. Der letzte Prozessierungschritt zum
Erhalt des reifen 60S Komplexes lduft an den Positionen C1, C2 und E ab. Der reife 60S Komplex enthilt die
5.8Sg, 5.85;,25S und 5S rRNA.

Fiir eine detailierte Beschreibung siehe Fatica & Tollervey (2002), Kressler er al. (1999), Lafontaine &
Tollervey (2001) und Venema & Tollervey (1999).
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Um neue am Export der ribosomalen 60S Untereinheit beteiligte Faktoren zu identifizieren,
wurde eine Kollektion von temperatursensitiven Hefestimmen mit dem Rpl25p-GFP
Reporter transformiert und bei restriktiver Temperatur auf eine Misslokalisierung des
Reporterproteins untersucht (Gadal et al., 2001a). Es konnten zahlreiche neue Faktoren
isoliert und charakterisiert werden, die einen ribosomalen Exportdefekt der groen 60S
Untereinheit (RIX-Mutanten) aufweisen. Der isolierte Faktor RIX5 wurde durch Gadal und
Mitarbeiter (2001a) als Rpl1Op identifiziert, einem ribosomalen Protein der 60S
Untereinheit. Rpl10p interagiert direkt mit dem essentiellen zwischen Zellkern und
Zytoplasma pendelnden Protein Nmd3p, das zwei NES tragende Sequenzbereiche im C-
terminalen Bereich besitzt, die beide dem Konsensusmotiv der Leucin-reichen NES dhnlich
sind. Sowohl Mutationen bzw. Deletionen der Nmd3p NES-Sequenzen, als auch Mutationen
oder Inhibierung des Transportfaktors Xpolp blockieren den Export des 60S Partikels.
Ausserdem wird der Export von Nmd3p in einem LMB-sensitiven Hefestamm durch LMB
inhibiert (Gadal et al., 2001a; Ho et al., 2000). Deshalb wird angenommen, dass der Export
der 60S Untereinheit iiber den trimeren Xpolp-RanGTP-Nmd3p Komplex vermittelt wird.
Vor kurzem konnte gezeigt werden, dass der Export der 40S Untereinheit ebenfalls Xpolp
abhéngig verlduft (Milkereit et al., 2002; Moy & Silver, 2002). Fraglich bleibt allerdings, ob
es sich um die einzigen existierenden Export-Mechanismen fiir die 40S und 60S Partikel
handelt. Eine hohere Anzahl an Transportrezeptoren kann den Transport eines sehr grolen
Substrates erleichtern (Ribbeck & Gorlich, 2001; Ribbeck & Gorlich, 2002), was eine
Beteiligung weiterer Rezeptoren am Export der 60S Untereinheit wahrscheinlich macht.

Desweiteren konnten Faktoren identifiziert werden, die sowohl am intranukledren Transport
der pri-ribosomalen Partikel beteiligt sind, als auch eine Rolle in der Ribosomen-Biogenese
spielen, Noclp, Noc2p/Rix3p und Noc3p (Milkereit et al., 2001). Zusitzlich wurden
Proteine der frithen (RIp7p/Rix9p: Gadal et al., 2002), und der spiten Ribosomen-Biogenese
(Rix7p: Gadal et al., 2001b) gefunden. Durch Milkereit und Mitarbeiter (2001) konnte
gezeigt werden, dass zwei unterschiedliche dimere Noc-Komplexe, Noclp/Noc2p und
Noc2p/Noc3p, existieren. Der Noc1p/Noc2p-Komplex liegt assoziiert mit den 90S und 66S
pria-ribosomalen Untereinheiten im Nukleolus vor, wihrend der Noc2p/Noc3p-Komplex im
Nukleoplasma lokalisiert und mit dem 66S Pri-Partikel assoziiert. Die Interaktion der Noc
Proteine scheint essentiell fiir die intranukleire Bewegung der ribosomalen Vorstufen zu
sein und konnte dadurch einen wichtigen Bestandteil der Ribosomen-Biogenese darstellen

(Milkereit et al., 2001).
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Zusitzliche Faktoren konnten durch Affinititsaufreinigungen von Proteinen mit einer
bekannten ribosomalen Funktion und der Analyse der assoziierten Proteine und RNAs
identifiziert werden (BaBler ef al., 2001a; Fatica & Tollervey, 2002; Gavin et al., 2002;
Grandi et al., 2002; Harnpicharnchai et al., 2001; Ho et al., 2002; Nissan et al., 2002;
Saveanu et al., 2001).

7.3.4 Export von mRNA

Nicht alle nukleozytoplasmatischen Transportprozesse werden durch Vertreter der Importin-
B-Familie und RanGTP vermittelt. Ein Beispiel hierfiir ist der bereits beschriebene Re-
Import von RanGDP durch Ntf2p. Ein weiteres wichtiges Beispiel ist der Export von
mRNA. Hierbei zeigen die bendtigten Transportfaktoren ebenfalls keine Bindung zu Ran
und wandern Ran unabhéngig zwischen Kern und Zytoplasma hin und her.

mRNAs werden im Zellkern transkribiert und nach mehreren Prozessierungs- und
Modifizierungsschritten ins Zytoplasma exportiert, wo sie durch die Translation in Proteine
ibersetzt werden. Prozessierte und modifizierte mRNA wird assoziiert mit hnRNP-Proteinen
(Proteine des heterogenen nukledren Ribonukleoprotein Partikels) als groBer mRNP (mRNA
enthaltender Ribonukleoprotein-Komplex) exportiert. Die Prozessierung der Vorstufen
mRNA im Kern beinhaltet die 5°-Addition einer m’-G-Kappe, das HerausspleiBen von
Introns und die 3°-Polyadenylierung. Manche hnRNP-Proteine sind nur fiir bestimmte
Prozessierungsschritte der mRNA notwendig und werden vor dem Export wieder abgelost.
Andere mRNA-bindende Proteine bleiben mit der mRNA assoziiert und bilden so
zusammen mit der mRNA den mRNP-Exportkomplex. Es ist jedoch nicht bekannt, ob diese
Proteine eine aktive Funktion beim Export besitzen.

Unterschiedliche Studien wiesen Xpolp eine Beteiligung am Export von mRNA zu. So
misslokalisiert poly(A)" mRNA in der temperatursensitiven Mutante xpol-1 bei restriktiver
Temperatur (Stade et al., 1997). In humanen Zellen akkumuliert poly(A)" mRNA nach
Zugabe von LMB nach ldngerer Inkubationszeit (Watanabe et al., 1999). Allerdings waren
Ergebnisse anderer Gruppen kontrovers. So konnten Neville und Mitarbeiter (1999) zeigen,
dass in einem LMB-sensitiven Xpolp-Hefestamm mRNA signifikant langsamer akkumuliert
als ein Substrat mit Leucin-reicher NES. Dieser Befund wies auf eine eher indirekte
Beteiligung von Xpolp am mRNA-Export hin. Mikroinjektionsexperimente in Xenopus
Oozyten Kernen ergaben dhnliche Ergebnisse. Hierbei konnte gezeigt werden, dass Injektion
von NES-Proteinen in den Kern zwar den Export von snRNA inhibiert, mRNA-Export

allerdings keinen Defekt aufweist (Fischer et al., 1995). Weitere Hinweise, dass der Export
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von mRNA nicht iliber einen Importin-f-dhnlichen Rezeptor ablduft, kamen durch
Untersuchungen der Beteiligung von RanGTP an diesem Prozess. Durch
Depletionsexperimente des nukleidren RanGTPs in Xenopus Oozyten Nuklei kann tRNA und
snRNA-Export blockiert werden, wihrend mRNA-Export keinen Defekt zeigt (Clouse et al.,
2001).

Uber einen genetischen Ansatz in S. cerevisiae konnten erste Faktoren, die am mRNA-
Export beteiligt sein konnten, identifiziert werden. So wurden temperatursensitive (ts)
Hefestaimme auf mRNA-Exportdefekte bei restriktiver Temperatur untersucht (Amberg et
al., 1992; Kadowaki et al., 1994a; Kadowaki er al., 1994b; Kadowaki et al., 1992). Es
konnten durch diese Ansitze einige fiir den Export von mRNA essentielle Proteine
identifiziert werden. So wurden Nukleoporine, mRNA-bindende Proteine (bzw. RNA
modifizierende Proteine), Karyopherine und andere Faktoren des Ran-Zyklus gefunden.
Uber einen genetischen “Screen” in Hefe mit der Mutante eines Nukleoporins, nup85A, die
einen starken mRNA-Export-Defekt zeigt, konnte Mex67p identifiziert werden (Segref et
al., 1997). Obwohl Mex67p nicht zur Familie der Importin-f3-dhnlichen Rezeptoren gehort,
zeigt es eine Lokalisierung an der Kernpore und bindet mRNA. Es konnte gezeigt werden,
dass Mex67p direkt mit Mtr2p interagieren kann. Mtr2p wurde unabhingig von diesen
Ergebnissen als eine moglicherweise am mRNA-Export beteiligte Komponente identifiziert
(Kadowaki et al., 1994a). Der dimere Komplex aus Mex67p und Mtr2p bindet sowohl
mRNA als auch Nukleoporine (Santos-Rosa et al., 1998; Strdler et al., 2000b). Die Analyse
des Exports viraler RNA in hoheren Zellen fiihrte zur Identifizierung von TAP als mRNA-
Exportfaktor (Griiter et al., 1998). TAP zeigt Sequenzhomologie zu Mex67p, wandert
zwischen Kern und Zytoplasma hin und her, und ist sowohl am NPC als auch im
Nukleoplasma lokalisiert (Katahira et al., 1999). Analog zur Interaktion von Mex67p-Mtr2p
interagiert TAP mit p15, einem NTF2-Paralogen. Interessanterweise kann der TAP-p15-
Komplex teilweise die Funktion des Mex67p-Mtr2p-Komplexes in Hefe iibernehmen
(Katahira et al., 1999).

Weitere am mRNA-Export beteiligte Faktoren wurden iiber genetische oder biochemische
Ansitze identifiziert. So wurde das essentielle, nukledre Protein Yralp als direkter
Interaktionspartner von Mex67p identifiziert (StriBler & Hurt, 2000a; Stutz et al., 2000).
Yralp ist ein Mitglied der Familie der REF-Proteine (RNA-Export-Faktor-bindende
Proteine), die von Hefe zu hoheren Eukaryonten hoch konserviert sind (Stutz et al., 2000)
und es konnte gezeigt werden, dass Yralp mit dem Mex67p-Mtr2p-Komplex interagieren

kann. Wihrend des SpleiBBprozesses der mRNA bindet Aly, das Maus Homolog von Yralp,
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an den mRNP-Komplex (Zhou et al., 2000). Diese Bindung kommt iiber den nukleédren
Spleifaktor Sub2p zustande (Luo et al., 2001; Strifer & Hurt, 2001). Das Homolog von
Sub2p in hoheren Eukaryonten ist UAP56 (Gatfield et al., 2001). Die beiden beschriebenen
Bindungen von Sub2p und Yralp an Mex67p konkurrieren jedoch miteinander. So kann
Mex67p-Mtr2p an Yralp binden und dadurch Sub2p vor dem Export der mRNA aus dem
mRNP-Partikel entfernen (Strder & Hurt, 2001). Sub2p und Yralp spielen allerdings nicht
nur eine Rolle im Export von gespleifiter mRNA, sondern auch im Export von ungespleifiter
mRNA. Welche Erkennungssequenzen in gespleiliter und ungespleiiter mRNA die Bindung
von Yralp und Sub2p vermitteln ist allerdings noch nicht geklart (Gatfield et al., 2001; Reed
& Hurt, 2002; Striafler & Hurt, 2001). Vor kurzem konnte ein Zusammenhang zwischen dem
Export von mRNA und der Transkription hergestellt werden (StridBer et al., 2002). Striller
und Mitarbeiter (2002) konnten zeigen, dass die beiden oben beschriebenen mRNA Export
Faktoren Yralp und Sub2p sowohl physikalisch als auch genetisch mit den Mitgliedern des
THO-Komplexes, der eine Rolle in der Transkription spielt, interagieren. Der durch Yralp,
Sub2p und den Mitgliedern des THO-Komplexes gebildete Komplex wurde aufgrund seiner
moglichen Kopplung der Transkription mit dem mRNA-Export als TREX-Komplex
(“transcription/export*) bezeichnet.

Weitere bereits identifizierte Faktoren des mRNA-Exports sind Npl3p, Dbp5p und Glelp.
Npl3p, das zwischen Nukleus und Zytoplasma hin und herpendelt, besitzt wahrscheinlich
mehrere Rollen wihrend des mRNA Exportes. So konnte gezeigt werden, dass Npl3p mit
der RNA-Polymerase II interagieren kann und zusammen mit Yralp wihrend der
Transkription an die mRNA rekrutiert wird (Lei et al., 2001). Desweiteren konnte Npl3p
eine Rolle bei der Polyadenylierung der mRNA spielen. Der Import von Npl3p wird wie
bereits beschrieben iiber Mtr10p vermittelt (Lee et al., 1996; Senger et al., 1998; Singleton
etal., 1995).

Dbp5p ist eine ATP-abhéngige Helikase, die auf der zytoplasmatischen Seite der Kernpore
lokalisiert und dort an der Dissoziation des mRNP-Partikels beteiligt sein konnte. Nachdem
der mRNP-Partikel durch Interaktionen des Mex67p-Mtr2p-Komplexes mit den “FG-
Repeats* verschiedener Nukleoporine durch die Kernpore gebracht wurde, erfolgt die
Termination der Translokation durch den Nup159p-DbpSp-Glelp-Komplex. Dies wird
moglicherweise durch die Dissoziation des Mex67p-Mtr2p-Yralp-mRNP-Komplexes
hervorgerufen, die durch eine direkte Bindung von Dbp5p an Yralp zustande kommen

konnte. Mit der mRNA exportierte Proteine und die Transportfaktoren werden in den
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Zellkern reimportiert. Die exportierte mRNA bindet im Zytoplasma an das Ribosom und

steht dadurch bei der Translation zur Verfiigung.

8. Ansiitze zur Identifizierung neuer Exportsubstrate

Obwohl fiir das von Xpolp erkannte, Leucin-reiche NES-Motiv, wie es sich in der PKI- und
Rev-NES findet, ein Konsensusmotiv beschrieben wurde (Bogerd et al., 1996), bleibt die
Identifizierung von Exporterkennungssequenzen, die zum besseren Verstindnis der Export-
Mechanismen und einer moglichen dabei stattfindenden Regulation beitragen konnen, eine
Herausforderung. Die Analyse des Exports und der beteiligten Exportsignale in der Hefe
S. cerevisiae ist durch die kleine GroBe der Zellen stark eingeschridnkt. So sind
Mikroinjektionsexperimente, wie sie in hoheren Eukaryonten zur Untersuchung von
Exportphéinomenen benutzt werden, nicht méglich (Ubersicht in Stauber, 2001). Alle bisher
beschriebenen Systeme zur Untersuchung des nukledren Exports in S. cerevisiae zielen
entweder auf die direkte Identifizierung beteiligter Transportfaktoren oder auf die nidhere
Charakterisierung definierter, bereits bekannter Sequenzen ab. Als erstes Beispiel sei hier die
Untersuchung eines Transportsubstrates mit bekannter Lokalisierung in mutanten Exportin-
Hefestammen (z.B. xpol-1 Stade et al., 1997 oder csel-2 Schroder et al., 1999) genannt.
Eine Misslokalisierung eines zytoplasmatischen GFP-Fusionsproteins in den Zellkern einer
Exportin-Mutante zeigt eine Beteiligung des untersuchten Exportins am Export des
Substrates. Andere Moglichkeiten zur Untersuchung des Exportes basieren auf der
Verwendung eines Reporterproteins. Ein GFP-Fusionsprotein, das sowohl eine SV40-NLS,
als auch eine Leucin-reiche NES triigt, zeigt eine zytoplasmatische Lokalisierung (Stade et
al., 1997). Dieses Protein wandert zwischen Zellkern und Zytoplasma stindig hin und her,
reichert sich aber im Zytoplasma an, da der durch die NES vermittelte Export stirker ist, als
der Import. Mit Hilfe des Reporterkonstrukts pNLSgy,c-NES,-2XxGFP (Taura et al., 1998)
kann nun in S. cerevisiae nach Proteinen gesucht werden, die eine Rolle im Export spielen.
Hierfiir werden Zellen mit diesem Konstrukt transformiert, durch Mutagenese
temperatursensitive Mutanten erzeugt und auf eine nukledre Misslokalisierung des
Reporterproteins bei restriktiver Temperatur untersucht (Krebber H.; personliche
Mitteilung).

Eine andere Methode zur Suche nach neuen am Export beteiligter Faktoren benutzt ein
modifiziertes, dem 2-Hybrid Verfahren dhnliches System, das auf dem von Taura und

Mitarbeitern (1998) beschriebenen NLSg,,-NES;,-2xGFP-Konstrukt basiert. Bei diesem
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System wurde das Konstrukt mit einer transkriptionellen Aktivierungsdoméne und einer
DNA-Bindungsdomine anstelle von 2xGFP erginzt. Zusitzlich enthédlt der Reporter
Hefestamm ein Reportergen (z.B. lacZ) mit Bindungsstellen fiir die entsprechende DNA-
Bindungsdomédne im Promotor. Sollte durch Mutagenese des transformierten
Reporterstamms der NES-vermittelte Exportweg des Testkonstrukts zerstort sein, wird
dieses iiber die NLS in den Zellkern importiert. Dort kommt es zu einer Interaktion mit dem
Reportergen und dessen Transkription wird aktiviert. Der Nachweis einer erfolgten
Transkription des Reportergens kann iiber eine Farbassay erfolgen. Bei diesem wird ein
farbloses Substrat (X-Gal) vom lacZ-Genprodukt 3-Galaktosidase zu einem blauen Farbstoff
umgesetzt. Als zusitzliche Kontrolle wird ein Markergen (z.B. LEU?2) unter derselben
transkriptionellen Kontrolle eingesetzt, das eine positive Selektion auf entsprechendem
Medium erlaubt. Durch Analyse der Mutation konnen neue Komponenten des nukledren
Exportweges von Leucin-reichen NES identifiziert werden (K. Stade, K. Weis;
unverdffentliche Ergebnisse). Durch die bisher beschriebenen Systeme konnen direkt am
Export beteiligte Faktoren wie Transportine oder Nukleoporine identifiziert werden. Eine
Identifizierung neuer Substrate ist allerdings nicht moglich.

Ein Ansatz zur Bestitigung einer NES-Domiine ist die Konstruktion eines Testplasmids, in
das ein definiertes Fragment mit vermuteter NES-Aktivitdt eingebaut werden kann und
dadurch den Export idealerweise wiederherstellt. Ein solches Plasmid wurde von Weis
(2000) beschrieben. Dieses Plasmid enthilt, dhnlich pNLSg,,;-NES.,-2xGFP (Taura et al.,
1998), eine NLS und zwei GFP-kodierende Sequenzen unter der Kontrolle des ADH-
Promotors. Das durch dieses Konstrukt kodierte GFP-Fusionsprotein lokalisiert im Zellkern.
Auf Plasmidebene befindet sich zwischen der NLS und den beiden GFP-Lozi eine
Klonierungsstelle. In diese konnen NES-Fragmente einkloniert werden, um anschlieBend die
Lokalisierung der neu erzeugten Fusionsproteine in der Zelle zu analysieren. Durch dieses
von Weis (2000) beschriebene Testsystem konnen Sequenzdomiinen aus Proteinen auf eine
mogliche NES-Funktion untersucht werden und dadurch neue Export-Substrate identifiziert

werden.



35

ZIEL DER ARBEIT

Ein Hauptmerkmal eukaryontischer Zellen ist die Kompartimentalisierung in
unterschiedliche Organelle, die ein hohes Mass an Transport zwischen den Kompartimenten
bedingt. Der nukleozytoplasmatische Transport vermittelt den durch die raumliche Trennung
von Transkription und Translation notwendigen Austausch von Proteinen und RNAs
zwischen Zellkern und Zytoplasma. Dabei werden die Transportsubstrate durch spezifische
Erkennungssequenzen von 16slichen Transportrezeptoren erkannt, gebunden und
anschlieBend ins jeweilige Zielkompartiment transportiert. Obwohl gewisse
Konsensusmotive fiir Nukledre Lokalisierungssignale (NLS) und Nukleédre Exportsignale
(NES) existieren, ist die Vorhersage neuer Transportsubstrate anhand der Primérsequenz
aufgrund des geringen Grades der Konservierung problematisch.

Ziel dieser Arbeit war es, eine funktionelle Methode zur Identifizierung neuer Exportsignale
in Proteinen zu entwickeln. Die Funktionalitdt der entwickelten Methode sollte mit Hilfe
geeigneter Kontrollen iiberpriift werden. Durch Anwendung dieser neuen Methode sollten
tiber Exportsignale neue nukledre Exportsubstrate identifiziert und charakterisiert werden,
um neue Einblicke in bisher unbekannte Exportmechanismen, die daran beteiligten

Exportine und deren mogliche Regulation zu erhalten.
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ERGEBNISSE

1. Ein funktioneller Assay fiir nukleiire Exportsignale (NES)

Die Zahl nachweislich aus dem Zellkern exportierter Proteine ist relativ klein (siehe
Einleitung). Da diese Proteine eine wichtige Rolle bei der Regulation von zytoplasmatischen
oder nukledren Prozessen (durch nukledre oder zytoplasmatische Sequestrierung) und
wihrend der Biogenese von diversen RNA/Protein-Komplexen spielen, konnte allein die
Identifizierung neuer Exportsubstrate solche Mechanismen aufdecken oder Details in bereits
bekannten Mechanismen aufklédren. Ziel dieser Arbeit war es, Exportsubstrate iiber deren
NES zu identifizieren. Da die bekannten NESs auf Primérsequenzebene sehr degeneriert
sind und daher eine Vorhersage einer NES-Funktion anhand der Primérsequenz sehr
schwierig ist, erschien ein funktioneller Assay zur Identifizierung neuer NESs am
vielversprechendsten. Als Basis eines solchen Assays wurde ein zwischen Zellkern und
Zytoplasma hin und her pendelndes Protein gewdhlt, dessen Exportweg und insbesondere
dessen NES bereits charakterisiert worden war, und bei dem eine Deletion der NES, neben
der nukledren Akkumulation des Proteins, zu einem deutlichen Wachstumsphinotyp fiihrte.
Falls sowohl die zytoplasmatische Lokalisierung und das vegetative Wachstum durch die
Fusion des NES-losen Proteins mit einer heterologen NES, wie zum Beispiel der PKI-NES
oder der Rev-NES (siehe Einleitung), wiederhergestellt werden konnten, wiirde sich ein
solches System auch zur Identifizierung neuer NES-Sequenzen eignen. Durch die
Uberpriifung von zwei Bedingungen, Lokalisierung und Wachstum, sollten Artefakte
verringert werden konnen.

Bei dem Reporterprotein fiir den Assay fiel die Wahl auf Nmd3p, das eine essentielle Rolle
beim nukledren Export der 60S ribosomalen Untereinheit spielt. Das Protein, das direkt mit
der ribosomalen 60S Untereinheit assoziiert, wurde von Ho und Mitarbeitern (2000) und
Gadal und Mitarbeitern (2001a) als Exportsubstrat von Xpolp beschrieben. Es interagiert
mit Xpolp iiber zwei C-terminale NESs (Abb. 5A), die essentiell fiir die Funktion von
Nmd3p sind. So fiihrt die Deletion der C-terminalen NES1 von Nmd3p zu einem starken
Wachstumsdefekt. Werden beide NES-Signale (NES1+2) von Nmd3p deletiert, fiihrt dies zu
einer starken nukledren Akkumulation des GFP-Fusionsproteins und zum Zelltod (Gadal et
al.,2001a; Ho et al., 2000). Eine schematische Lokalisierung von exportkompetentem und

exportdefizientem Nmd3p-eGFP ist in Abbildung 5C dargestellt. Es wurde gezeigt, dass die
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Funktion von nmd3ANES1+2p durch Fusion mit der heterologen PKI-NES wiederhergestellt
werden kann (Strauss, D.; personliche Mitteilung). Nmd3p erfiillt somit alle Kriterien des

angestrebten NES-Assays.

A

ANES1+2

)

Export von Nmd3p-eGFP  Export von Nmd3p-eGFP
ins Zytoplasma ist blockiert

)

Abb. 5: Nmd3p erfiillt die Kriterien eines Proteins zur Konstruktion eines funktionellen NES-Assays.

(A) Schematische Darstellung der Doménenorganisation von Nmd3p. Nmd3p besitzt am C-terminalen Ende
zwei NES-Sequenzen. Diese sind fiir den Export von Nmd3p iiber einen Xpolp abhingigen Transportweg
verantwortlich und fiir das Zellwachstum essentiell.

(B) Darstellung des Exports von Nmd3p-eGFP iiber Xpolp. Nach der Deletion der beiden C-terminalen NES-
Doménen von Nmd3p ist der Export des Proteins ins Zytoplasma blockiert.

(C) Schematische Darstellung der von Ho und Mitarbeitern (2000) und Gadal und Mitarbeitern (2001a)
beschriebenen Lokalisierung von Nmd3p-eGFP und nmd3ANES1+2p-eGFP. Nmd3p-eGFP lokalisiert in der
Wildtypsituation im Zytoplasma und Zellkern. Durch Deletion beider NES-Doménen am C-Terminus von
Nmd3p akkumuliert das GFP-Fusionsprotein im Zellkern (V = Vakuole, N = Nukleus).

1.1 Konstruktion eines NES-Test Plasmids (NESTP)

In dem Assay sollten kodierende DNA-Sequenzen durch Fusion an das nicht funktionelle,
nukledr akkumulierende Protein nmd3ANES1+2p-eGFP auf ihre Fihigkeit Export zu
vermitteln untersucht werden. Durch Fusion einer NES-enthaltenden Sequenz sollte die
Funktion und die zytoplasmatische Lokalisierung von nmd3ANES1+2p wiederhergestellt
werden. Durch diese beiden Kriterien, zytoplasmatische Lokalisierung des Fusionsproteins

und wiederhergestelltes Wachstum, konnen neue Exportsequenzen identifiziert werden. Um
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den funktionellen NES-Assay zur systematischen Durchmusterung von kodierenden DNA-

Sequenzen benutzen zu konnen, wurde zuerst ein geeignetes Plasmid (sieche Abb. 6A)

konstruiert.
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Abb. 6: Konstruktion des Plasmids pRS315-rmd3ANES1+2-eGFP_LCS (NESTP siehe Material &
Methoden 1.3) zur Durchmusterung von Proteinsequenzen mit Hilfe des funktionellen NES-Assays.

(A) Schematische Darstellung des NES-Test Plasmids. Das Konstrukt trigt das NES-deletierte Leseraster von
NMD?3 fusioniert an eGFP. Vor dem STOP-Codon von eGFP befindet sich die “Library Cloning Site” (LCS),
die Klonierungsstelle zur Herstellung der NES-Bibliotheken. Das durch NESTP kodierte Protein NESTPp kann
nicht mehr Xpolp binden und der Export ist somit blockiert.

(B) Die Plasmide pRS315-NMD3-eGFP und NESTP wurden fiir eine Wachstumsanalyse in den Anmd3
PURA3-NMD3 “Shuffle” Stamm transformiert. Zur Kontrolle des Wachstums wurden 1:10 Verdiinnungen der
jeweiligen Zellsuspensionen auf SDC-Leu und SDC+FOA-Platten getropft und bei 30°C fiir 5 Tage inkubiert.
Es wurde so auf Komplementationsfihigkeit des letalen Anmd3-Phénotyps getestet. NESTPp komplementiert
im Gegensatz zu Nmd3p-eGFP nicht.

(C) Detektion der eGFP-Fusionsproteine unter Normalbedingungen (sieche Material & Methoden 1.5) in einem
Anmd3 “Shuffle” Stamm. Im Gegensatz zur Wildtyp-Situation zeigt das von NESTP kodierte Protein NESTPp
eine starke Akkumulation im Kern.
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Das generierte Plasmid pRS315-nmd3ANES1+2-eGFP_LCS (abgekiirzt mit NESTP fiir
NES-Test Plasmid; LCS: “library cloning site”) ist in Abbildung 6A dargestellt. Dieses
Konstrukt trigt das NES1+42 deletierte offene Leseraster von NMD3 unter Kontrolle des
nativen NMD3 Promotors (fiir genaue Beschreibung der Klonierung siehe Material &
Methoden 1.3). Zur Lokalisierung des Proteins ist das offene Leseraster von NMD3 C-
terminal mit eGFP fusioniert. Eine systematische Durchmusterung der Hefeproteine im
funktionellen NES-Assay sollte durch Klonierung von genomischen DNA-Fragmenten in
das NES-Test Plasmid NESTP ereicht werden. Das NESTP enthilt zu diesem Zweck eine
“library cloning site” (LCS) am C-terminalen Ende der eGFP-Sequenz, direkt vor dem
STOP-Codon von eGFP. Diese Position wurde gewihlt, damit das durch das genomische
Fragment kodierte eGFP-Fusionsprotein in der Zelle translatiert wird, auch wenn das
genomische Fragment ein STOP-Codon oder eine Verschiebung des Leserasters enthilt. Zur
Bestitigung des durch die Deletion der NES-Doménen hervorgerufenen Wachstumsdefekt
und zur Kontrolle der zelluldren Lokalisierung des GFP-Fusionsproteins wurde das
konstruierte NES-Test Plasmid NESTP in den “Shuffle” Stamm Anmd3 pURA3-NMD3
transformiert. Nach Uberpriifung der Expression in Immunoblots mit einem GFP-Antikdrper
zeigten die erhaltenen Transformanten den erwarteten Funktionsverlust des Fusionsproteins
auf 5"-FOA-haltigem Medium (5°-FOA: 5”-Fluoro-orotic-acid; 5-FOA erlaubt eine negative
Selektion gegen das NMD3-tragende URA3-Plasmid) (Abb. 6B). Zusitzlich wurde die
zelluldre Lokalisierung des NES-Test eGFP-Fusionsproteins unter Normalbedingungen
(sieche Material & Methoden 1.5) bestimmt. Das Protein zeigt im Gegensatz zur
zytoplasmatischen Lokalisierung des Nmd3p-Wildtypproteins eine starke nukleire

Akkumulation im Kern (Abb. 6C).

1.2 Funktionstest des funktionellen NES-Assays

Vor der Durchfiihrung einer systematischen Durchmusterung nach neuen NESs mittels des
funktionellen NES-Assays musste gekldrt werden, ob unterschiedliche NESs in der Lage
sind, die Funktion der homologen NESs im neu konstruierten NES-Test Plasmid (NESTP)
zu ersetzen. Hierzu wurden unterschiedliche kodierende Sequenzen in die zur Herstellung
der NES-Bibliotheken vorgesehene Klonierungsstelle (“library cloning site” LCS) eingefiigt
und die Komplementationsfahigkeit des letalen Anmd3-Phénotyps und die Lokalisierung des

GFP-Fusionsproteins iiberpriift.
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1.2.1 Funktionstest mit homologen NESs

Sowohl die einzelne NES1-, als auch beide NES-Doménen NES1+2 von Nmd3p (Abb. 5A)
wurden in das NES-Test Plasmid NESTP kloniert (siehe hierzu Material & Methoden 1.2)
und die so generierten Plasmide in den “Shuffle” Stamm Anmd3 pURA3-NMD3
transformiert. Durch Wachstumsanalyse auf 5°-FOA-haltigem Medium und durch
Untersuchung der Lokalisierung der GFP-Fusionsproteine wurde iiberpriift, ob diese
Sequenzen auch an der gewdihlten Klonierungsposition der NES-Bibliotheken als NESs

funktionell sind.

A Anmd3 + pURA3-NMD3
Nmd3p-GFP () @ @ &
NESTPp
NESTP-nmd3-NESIp @) @ &
NESTP-nmd3-NES1+2p @) @ # %

SDC+FOA, 5d 30°C

B Anmd3 + pURA3-NMD3
Nmd3p-eGFP

Abb. 7: Die homologen NES-Sequenzen aus Nmd3p sind im NES-Test System funktionell.

Der Anmd3 pURA3-NMD3 Stamm wurde mit den Plasmiden pRS315-NMD3-eGFP, pRS315-nmd3ANES1+2-
eGFP_LCS (NESTP), NESTP-nmd3-NES1 und NESTP-nmd3-NES1+?2 transformiert.

(A) Das Wachstum der Transformanten wurde auf SDC+FOA nach 5 Tagen Inkubation bei 30°C analysiert.
Sowohl NESTP-nmd3-NES1p als auch NESTP-nmd3-NES1+2p komplementieren den Anmd3-Phénotyp
vollstindig.

(B) Die Fusionsproteine mit den homologen Nmd3p NES-Sequenzen (NESTP-nmd3-NES1p, NESTP-nmd3-
NES1+2p) zeigen wie das Wildtyp-Fusionsprotein Nmd3p-eGFP eine zytoplasmatische Lokalisierung. Die
zelluldre Verteilung der GFP-Fusionsproteine wurde unter Normalbedingungen (siche Material & Methoden
1.5) mittels Fluoreszenzmikroskopie analysiert.

Die durchgefiihrten Experimente ergaben, dass NESTP-nmd3-NES1p und NESTP-nmd3-
NES1+2p den Anmd3 Phénotyp ebenso gut komplementieren wie Nmd3p-eGFP (Abb. 7A).

Mittels Fluoreszenzmikroskopie konnte eine wiederhergestellte zytoplasmatische
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Lokalisierung der Fusionsproteine nachgewiesen werden (Abb. 7B). Dadurch konnte gezeigt
werden, dass die homologen NES-Doménen aus Nmd3p im NES-Test System funktionell

sind.

1.2.2 Funktionstest mit heterologen NESs

Als Nichstes wurde geklirt, ob auch andere NES-Sequenzen, wie z.B. PKI-NES oder Rev-
NES (siehe Einleitung), zu einer Wiederherstellung der nmd3ANES1+2 Funktion fiihren
konnen (Abb. 8).

A Anmd3 + pURA3-NMD3
Nma3p-GFP @) @ @ &
NESTPp

NESTP-Revp (@ @ ‘& %

NESTP-M10-revp

NESTP-PKIp @ @ @& &

NESTP-Fragmentp
SDC+FOA, 5d 30°C

B Anmd3 + pURA3-NMD3
NESTP-Revp NESTP-M10-revp

Abb. 8: Heterologe NES-Sequenzen sind im NES-Test System funktionell.

Nach Transformation der Plasmide pRS315-NMD3-eGFP, pRS315-nmd3ANES1+2-eGFP_LCS (NESTP),
NESTP-Rev, NESTP-M10-rev, NESTP-PKI und NESTP-Fragment in den “Shuffle” Stamm Anmd3 pURA3-
NMD3 wurde das Wachstum der Transformanten auf SDC+FOA und die zelluldre Lokalisierung der GFP-
Fusionsproteine mittels Fluoreszenzmikroskopie analysiert.

(A) Zur Wachstumsanalyse wurden 1:10 Verdiinnungen der jeweiligen Transformanten auf SDC+FOA getropft
und 5 Tage bei 30°C inkubiert. Die Fusionen mit den funktionellen heterologen NES-Sequenzen (NESTP-Revp
und NESTP-PKIp) konnen den Anmd3 Phinotyp komplementieren. Im Gegensatz dazu konnen die mit
NESTP-M10-rev und NESTP-Fragment transformierten Hefezellen nicht auf SDC+ FOA anwachsen.

(B) Ubereinstimmend mit der Wachstumsanalyse auf SDC+FOA zeigen die komplementierenden
Fusionsproteine eine wiederhergestellte zytoplasmatische Lokalisierung. Die nicht komplementationsfiahigen
Proteine akkumulieren stark im Kern.
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Hierzu wurden die Fusionskonstrukte NESTP-Rev, NESTP-M10-rev, NESTP-PKI und
NESTP-Fragment generiert (sieche hierzu Material & Methoden 1.2) und in den “Shuffle”
Stamm Anmd3 pURA3-NMD3 transformiert. NESTP-Fragment enthilt ein zufillig
generiertes Fragment eines nichtkodierenden Bereichs genomischer DNA, das anstelle einer
funktionellen NES in die LCS von NESTP eingefiigt wurde. Die mutante Form der Rev-
NES, M10-rev, enthilt eine Mutation in der NES-Sequenz, die eine Bindung an Xpolp
blockiert und dadurch den Xpolp vermittelten Export verhindert. Sowohl NESTP-M10-rev,
als auch NESTP-Fragment dienten somit als Negativkontrollen um die Spezifitit des
Systems zu iiberpriifen. Tatsédchlich konnen die NES-Sequenzen von PKI und Rev als
Fusion mit NESTPp sowohl den Anmd3 Phinotyp komplementieren, als auch die
zytoplasmatische Lokalisierung des eGFP-Fusionsproteins wiederherstellen. Die Fusionen
der mutierten Form der Rev-NES (NESTP-M10-revp) und des genomischen Fragments
(NESTP-Fragmentp) mit NESTP sind dagegen wie erwartet nicht funktionell und zeigen
eine starke nukledre Akkumulation des GFP-Fusionsproteins. Die durchgefiihrten
Kontrollexperimente zeigen, dass das NES-Test System, speziell das NES-Test Plasmid
(NESTP), alle notwendigen Charakteristika zur Durchfiihrung der Suche nach neuen NES-
Substraten erfiillt und das System die notwendige Spezifitit zur Charakterisierung von NES-

Sequenzen aufweist.

1.2.3 NES-Proteindomdnen im funktionellen NES-Assay

Zusitzlich zur Untersuchung bekannter NESs sollte vor der Durchfiihrung des funktionellen
NES-Assays untersucht werden, wie sich ganze Proteindomidnen mit NES-Funktion im
NES-Test System verhalten. Hierzu wurden folgende Plasmide generiert: NESTP-mex67-C
und NESTP-MTR2-FL (Klonierung siche Material & Methoden 1.2).

Mex67p und Mtr2p wurden aufgrund ihrer Beteiligung am mRNA-Export, einem Ran-
unabhingigen Exportweg, ausgewdihlt. Von Mex67p wurde der C-terminale Bereich in
NESTP kloniert. In diesem Bereich wurde von Segref und Mitarbeitern (1997) ein Rev-NES
dhnlicher Sequenzabschnitt beschrieben. Von dem auch am mRNA-Exportkomplex
beteiligten Protein Mtr2p wurde die FL-Aminosduresequenz in die LCS-Klonierungsstelle
von NESTP eingefiigt. In Abbildung 9 sind die Ergebnisse der im Anmd3 pURA3-NMD3
“Shuffle” Stamm durchgefiihrten Wachstumsanalyse auf 5°-FOA-haltigem Medium (Abb.
9A) und der zelluldren Lokalisierungsstudien der GFP-Fusionsproteine dargestellt (Abb.
9B).
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A Anmd3 + pURA3-NMD3
Nma3p-GFP @) @ @ &
NESTPp

NESTP-mex67-Cp @) & o
NESTP-Mtr2p
SDC+FOA, 5d 30°C

B Anmd3 + pURA3-NMD3
NESTP-Mtr2

Abb. 9: Test verschiedener heterologer Proteindoméinen im NES-Test System.

Der “Shuffle” Stamm Anmd3 pURA3-NMD3 wurde mit den Plasmiden pRS315-NMD3-eGFP, pRS315-
nmd3ANES1+2-eGFP_LCS (NESTP), NESTP-mex67-C und NESTP-MTR2-FL transformiert.

(A) Die Transformanten wurden 5 Tage auf SDC+FOA bei 30°C inkubiert. Die Fusion mit dem C-Terminus
von Mex67p zeigt Wachstum auf SDC+FOA. Zellen die mit dem Konstrukt NESTP-MTR?2 transformiert
wurden konnen auf SDC+FOA nicht anwachsen.

(B) NESTP-mex67-Cp zeigt eine Wiederherstellung der zytoplasmatischen Lokalisierung, wiahrend NESTP-
Mtr2p nukledre Akkumulation aufweist. Die zelluldre Lokalisation wurde mittels Fluoreszenzmikroskopie
unter Normalbedingungen (sieche Material & Methoden 1.5) analysiert.

NESTP-mex67-Cp zeigt bei den Lokalisierungsstudien eine Wiederherstellung der
zytoplasmatischen Lokalisierung und die Fusion von mex67-C an NESTPp fiihrt bei der
Wachstumsanalyse auf 5°-FOA-haltigem Medium zur Komplementation des Anmd3-
Phinotyps. Dies bedeutet, dass der C-terminale Bereich von Mex67p im NES-Test System
die Funktion einer NES iibernehmen kann. Anders verhilt sich das zusammen mit Mex67p
am Export von mRNA beteiligte Protein Mtr2p. Die Fusion des gesamten offenen
Leserasters von MTR2 mit NESTP kann den Anmd3 Phénotyp nicht komplementieren. Das
Fusionsprotein NESTP-Mtr2p zeigt ausserdem keine Wiederherstellung der
zytoplasmatischen Lokalisierung, sondern akkumuliert genau wie NESTPp im Kern. Die
Funktionalitit von Mtr2p im Fusionsprotein NESTP-Mtr2p konnte durch die
Komplementation des letalen Amtr2 Phinotyps nachgewiesen werden (Daten nicht gezeigt).
Zusammenfassend konnte mit den durchgefiihrten Experimenten gezeigt werden, dass auch
Proteine im NES-Assay funktionell sein konnen, die keine klassische NES besitzen oder an

einem Ran-unabhéngigen Exportweg beteiligt sind.
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2. Funktionelles Screening nach NESs

2.1 Ubersicht der Resultate

Nachdem die Funktionalitit und Spezifitit des entwickelten NES-Test Systems durch die
durchgefiihrten Kontrollexperimente gezeigt werden konnte, wurden NES-Bibliotheken von
genomischen DNA-Fragmenten im beschriebenen NESTP generiert, um eine schnelle
Durchmusterung moéglichst vieler Proteinsequenzen auf eine NES-Funktion zu ermoéglichen.
Es wurden zwei unterschiedliche Ansitze zur Herstellung der jeweiligen NES-Bibliotheken
gewihlt.

Zur Herstellung von NESB-0.75 (Zahl bezieht sich auf die durchschnittliche Grée der
enthaltenen Fragmente in kb) wurden genomische DNA-Fragmente, die eine
durchschnittliche Grofle von ca. 900 bp besitzen, aus einer bereits beschriebenen 2-Hybrid
Bibliothek (FRYL-“library”’: Fromont-Racine et al., 1997) gewonnen. Diese Ausgangs-DNA
wurde benutzt, da mit der beschriebenen Bibliothek bereits sehr gute Ergebnisse in 2-Hybrid
Analysen erzielt wurden und eine sehr geringe Redundanz der enthaltenen Fragmente
vorliegt (ndhere Beschreibung der Klonierung von NESB-0.75 in Material & Methoden
1.4.1).

Fiir NESB-2.0 (Zahl bezieht sich auf die durchschnittliche Groe der enthaltenen Fragmente
in kb) wurden iiber einen partiellen Restriktionsverdau genomischer DNA mit dem
Restriktionsenzym Sau3A DNA-Fragmente generiert und diese in NESTP einkloniert
(ndhere Beschreibung der Klonierung von NESB-2.0 in Material & Methoden 1.4.2). Durch
den partiellen Restriktionsverdau wurden auch sehr grofle genomische DNA-Fragmente
gewonnen. Dadurch sollte erreicht werden, dass auch groBe Proteindoménen in einer
korrekten Faltung an das NES-Test Protein NESTPp fusioniert vorliegen.

Tabelle 2 gibt einen Uberblick iiber die hergestellten NES-Bibliotheken und das weitere
experimentelle Vorgehen wihrend der Durchfiihrung des NES-Assays. Die Anzahl der bei
der Amplifizierung der NES-Bibliotheken eingesetzten E. coli Transformanten wurde
aufgrund der durchschnittlichen Fragmentgrofle und der Prozentrate der fragmenttragenden
Plasmide der jeweiligen Bibliothek berechnet. Es wurden so viele E. coli
Einzeltransformanten zur Plasmidpriparation vereinigt, dass es durch die in der Bibliothek
enthaltenen genomischen DNA-Fragmente theoretisch zu einer dreifachen Abdeckung des

Hefegenoms kommt.
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NESB-0.75 NESB-2.0
Ausgangs-DNA FRYL-Bibliothek genomischen DNA
Vektor pRS315-nmd3ANESI+2-eGFP- pRS315-nmd3ANESI+2-eGFP-

LCS (NESTP) LCS (NESTP)

Fragmentgrofe ~ 750 bp ~ 2000 bp
Bei Amplifizierung der NES-
Bibliothek (NESB) erhaltene E. coli 270000 110000
Transformanten
fragmenttragende Plasmide ~92 % ~90 %

Transformation der NES-Bibliotheken in den “Shuffle” Stamm Anmd3 pURA-NMD3
Erste Selektion auf den Plasmid-Marker der NES-Bibliotheken (SDC-Leu, 30°C)

Anzahl der Transformanten in
Anmd3 pURA3-NMD3 ~ 193000

Replika-Plattieren der erhaltenen Transformanten auf SDC+FOA
Zweite Selektion auf komplementationsfihige Transformanten

Komplementationsfahige

1196
Transformanten
Transformanten mit GFP-Signal 410
Transformanten mit stabilem 103
Fusionsprotein

DNA-Isolierung und Riicktransformation in Anmd3 pURA3-NMD3
Komplementationsfahige
77
Transformanten
Sequenzierung

Bibliotheksplasmide, die eine Fusion 29

mit einer Proteindoméne tragen

Tab. 2: Ubersicht der Durchfiihrung des funktionellen NES-Assays zur Identifizierung neuer
Exportsubstrate.

Die so gewonnenen NES-Bibliotheken NESB-0.75 und NESB-2.0 wurden in den “Shuffle”
Stamm Anmd3 pURA3-NMD3 transformiert und insgesamt ca. 193000 Hefe-Einzel-
transformanten durch Selektion auf den LEU2-Marker der Bibliotheksplasmide erhalten.
Durch negative Selektion gegen das NMD3 tragende URA3-Plasmid auf 5°-FOA-haltigem
Medium wurde auf die Komplementationsfihigkeit der Bibliothekskonstrukte getestet. 1196
Transformanten konnten in Gegenwart von 5°-FOA anwachsen und erfiillten damit das erste
Selektionskriterium des NES-Assays, ndmlich die Komplementationsfihigkeit des letalen
Anmd3 Phinotyps. Um ausschlieBen zu konnen, dass das Uberleben der Hefetransformanten
auf SDC+FOA durch eine Reversion oder Mutation des Hefestammes zustande gekommen
ist, wurde anschlieBend mittels Fluoreszenzmikroskopie auf ein GFP-Signal des Bibliotheks-
fusionsproteins analysiert. Es wurden nur Transformanten weiter untersucht, die ein starkes
GFP-Signal bei den Lokalisierungsexperimenten zeigten und bei einem erneuten
Wachstumstest auf 5°-FOA-haltigem Medium anwachsen konnten. Von den so erhaltenen
410 Kandidaten wurde jeweils ein Komplett-Hefezellenextrakt hergestellt (Material &
Methoden 2.1.6) und dieser in einer Immunoblot-Analyse auf ein stabiles GFP-
Fusionsprotein mit Hilfe eines spezifischen GFP-Antikorpers untersucht. 103 Kandidaten

zeigten ein stabiles GFP-Fusionsprotein in der Western Blot Analyse. Nach DNA-Isolation
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der jeweiligen Bibliotheksplasmide aus den verbleibenden 103 Kandidaten und
Riicktransformation der wiedergewonnenen DNA in den “Shuffle” Stamm Anmd3 pURA3-
NMD3 wurde die Komplementationsfihigkeit der gefundenen NES-Bibliotheksplasmide
erneut auf 5°-FOA-haltigem Medium getestet. So wurde von 77 Kandidaten das
entsprechende Bibliotheksplasmid erhalten, das nach Retransformation in den “Shuffle”
Stamm Anmd3 pURA3-NMD3 den Anmd3-Phéinotyp wiederum komplementieren kann. Die
Aminosduresequenzen der moglichen neuen NES-Substrat-Fragmente wurden durch DNA-
Sequenzierung der genomischen Inserts identifiziert. Durch Analyse der so erhaltenen
Sequenzdaten wurde die Lage der identifizierten Aminosduresequenz im Hefegenom mit
Hilfe der SGD-Datenbank bestimmt (sieche Material und Methoden 3.).

22 der sequenzierten Plasmide trugen eine “in frame” Fusion mit einem kodierenden
Genabschnitt. Die restlichen Kandidaten zeigten entweder keine korrekte Fortsetzung des
Leserasters von eGFP durch die gefundene Aminosiduresequenz oder trugen Fragmente aus
intergenen Regionen, die nicht fiir Proteine von mehr als 100 Aminosiuren kodieren. In der
Tabelle 3 sind die 22 Kandidaten, die eine im NES-Test System funktionelle NES-Sequenz
aus einem der angegebenen ORFs beinhalten, zusammengefasst. Alle im funktionellen NES-

Assay gefundenen Aminoséduresequenzen mit einer NES-Funktion finden sich im Anhang.

NESTP- LOK. DES
ORF FUSION D?;EQEE&ES) é’(’)’;ﬁ' LoK. FUNKTION GESAMT- AORF
(kDa) . PROTEINS
Protein des 19S Regulations-
partikels des Proteosoms; hat
auch eine Funktion in der
RPNII 90 288 - 307 (*) - cyt/n Elongation der RNA nukledr und letal

Polymerase II Transkription. zytoplasmatisch
Ahnlichkeit zum proteo-
somalen Protein Padlp aus S.
pombe.

Suppressor der durch Mangel
an Clathrin hervorgerufenen
SCD5 110 613 - 873 (*) ++ cyt |Letalitdit. Funktion in der| zytoplasmatisch letal
Endozytose und kortikalen
Actin Organisiation.

Ribosomales Protein L5
(friihere Namen YL3, Rpllp),
das einzige 5S TrRNA-
assoziierte ribosomale Protein.

RPL5 92 103 - 197 ++ cyt zytoplasmatisch letal

Protein assoziiert mit dem
Kernporenkomplex; interagiert
GFDI 88 119 - 189 (*) + cyt |mit Glelp, Nup42p und
Dbp5p; mogliche Beteiligung
am mRNA-Export.

nukledr und/oder

Kernpore lebensfihig

Untereinheit des Translations-
Initiations-Komplexes elF3.
Auch fiir den nukledren Import
benotigt.

NIPI 85 130 - 149 ++ cyt zytoplasmatisch letal

Protein mit Ahnlichkeit zur N-
terminalen Region der
Dihydrofolat-reduktase aus S.
pombe.

YOR280C 85 225 -267 (*) ++ cyt nukleér lebensfihig
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BFRI

90

404 — 471 (%)

++

cyt

Protein kann durch
Uberexpression die durch
Brefeldin A induzierte Letalitit
supprimieren. Protein konnte
am mRNA Metabolismus
beteiligt sein.

zytoplasmatisch

lebensfihig

CMKI1

90

336 — 447 (*)

nuk/c

Kalzium Calmodulin-
abhidngige Serin/Threonin
Protein Kinase (CaM Kinase)

Typ 1.

zytoplasmatisch

lebensfihig

YHRO36W
YHRO36W

115
120

1-176...
1-182...

++

cyt/n
cyt/n

Protein unbekannter Funktion.

unbekannt

letal

YHRI194W

85

395 - 424

+/-

nuk/c

Protein unbekannter Funktion.

unbekannt

lebensfihig

ZDS2

105

174 - 348...

++

cyt

An der Regulation des trans-
kriptionellen ,,Silencing™ der
rDNA beteiligtes Protein.

unbekannt

lebensfihig

TUPI

90

396 — 434

nuk/c

Repressor der Transkription
durch RNA Polymerase II.
Bildet Komplex mit Ssn6p vor.

nukledr

lebensfihig

MSB1

150

635 —809...

++

cyt

Protein mit einer moglichen
Funktion im Aufbau der
Polaritit und der Knospen-
bildung

unbekannt

lebensfihig

YGR287C

85

94 -125

+/-

nuk/c

Protein mit Ahnlichkeit zur a-
D-Glukosidase (Maltase).

unbekannt

lebensfihig

RSE1

100

1236 - 1362

++

cyt/n

U2 snRNP-assoziiertes
Protein, das am pra-mRNA
Spleilprozess beteiligt ist.
Indirekte Beteiligung am
Transport vom Endo-
plasmatischen Retikulum (ER)
zum Golgi-Apparat.

nukledr

letal

FAAI

90

508 - 578

nuk/c

Langkettige Fettsduren CoA
Ligase (fatty acid activator 1)

zytoplasmatisch

lebensfihig

YBR235W

85

996 - 1047

cyt/n

Mitglied der Kationen-
Chlorid-Kotransporter-Familie
der Membran-transporter.

unspezifische
Membran-
lokalisierung

lebensfihig

BUD6

80

445 - 496

+/-

nuk/c

Fiir die bipolare Knospung
benotigtes Protein.

bud neck

lebensfihig

YDRO63W

90

117 -150 (*)

nuk/c

Protein unbekannter Funktion

unbekannt

lebensfihig

Tab. 3: Durch den funktionellen NES-Assay identifizierte Proteindominen mit einer moglichen NES-

Funktion.

Angegeben ist die Komplementationsfihigkeit des letalen Anmd3 Phinotyps (Anmd3-Kompl.) durch die im
NES-Assay gefundenen Bibliotheksplasmide (Stirke der Komplementation: ++ sehr gute - schlechte
Komplementation) und die durch Fluoreszenzmikroskopie ermittelte Lokalisierung des Fusionsproteins (Lok.).
(Lokalisierungsangaben des Fusionsproteins: cyt: zytoplasmatische Lokalisierung, cyt/n: hauptséchlich
zytoplasmatische Lokalisierung mit schwachem Anteil im Kern, nuk/c: nukledre Akkumulation mit schwachem
zytoplasmatischen Signal). Die Informationen “Funktion”, “Lokalisierung des Gesamtproteins” und “AORF” in
dieser Tabelle sind der YPD-Datenbank (sieche Material & Methoden 3.) entnommen und beziehen sich auf das
Gesamtprotein. (*) zeigt das native STOP-Codon in der im Bibliotheksplasmid gefundenen Domine an. (...)
bedeutet, dass durch die Sequenzierung das Ende des Fragments nicht identifiziert werden konnte.
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2.2 Charakterisierung ausgewihlter Kandidaten des NES-Assays

Fiinf der in Tabelle 3 angegebenen Kandidaten wurden aufgrund der starken
Komplementationsfahigkeit des letalen Anmd3 Phénotyps bei Wachstumsanalysen auf 5°-
FOA-haltigem Medium (Abb. 10) und der wiederhergestellten zytoplasmatischen
Lokalisierung des GFP-Fusionsproteins (Abb. 11) zur ndheren Charaktersierung ausgewihlt.
Ein weiteres Auswahlkriterium zur niheren Charakterisierung war eine als zytoplasmatische
angegebene Lokalisierung des Gesamtproteins (YPD-Datenbank).

Als Kandidaten wurden ausgewéhlt:

NESTP-bfr1(404-471)p: Bfrlp (“Brefeldin A resistance”: Jackson & Kepes, 1994), ein mit
Polysomen und dem mRNP-Komplex assoziiertes Protein, das am mRNA-Metabolismus
beteiligt sein konnte (Lang et al., 2001).

NESTP-rpn11(288-307)p: Rpnllp (RPNI11: “Regulatory particle Non-ATPase”), ein
essentielles Protein, das im 19S Regulationspartikels des Proteosoms vorliegt (Ferdous et al.,
2001; Glickman et al., 1998; Verma et al., 2000).

NESTP-scd5(613-873)p: ScdSp (“Suppressor of clathrin deficiency”), ein essentielles
Protein, dem eine Rolle im vesikulidren Transport zugeschrieben wird (Nelson et al., 1996).
Nach neueren Studien ist Scd5p an der Organisation des cortikalen Actins und an der
Endozytose beteiligt (Chang et al., 2002; Henry et al., 2002).

NESTP-nip1(130-149)p: Der Translations-Initiationsfaktor Nip1p ist ein essentielles Protein,
das am Aufbau des Translations-Initiationskomplexes elF3 beteiligt ist (Greenberg et al.,
1998; Phan et al., 2001; Valasek et al., 2002). Es liegt assoziiert mit der kleinen ribosomalen
40S Untereinheit vor (Greenberg et al., 1998). Interessanterweise wurde dieses Protein auch
in einem genetischen “Screen” nach Proteinen, die am nukledren Import beteiligt sind,
gefunden (Gu et al., 1992).

NESTP-rpl5(103-197)p: RplSp ist das einzig bekannte ribosomale Protein in Hefe, das an 5S
rRNA bindet (Deshmukh et al., 1993; Nazar, 1979). Die 5S rRNA wird als einzige
ribosomale RNA durch RNA Polymerase III transkribiert. Das derzeitige Modell fiir die
Ribosomenbiogenese geht davon aus, dass die 5S rRNA und somit das 5S rRNA-bindenende
ribosomale Protein RplSp bereits ein Bestandteil des Prd-60S Partikels ist (Nissan et al.,
2002). Es ist bemerkenswert, dass in diesem NES-Komplementations-Assay, der auf dem
mit der ribosomalen 60S Untereinheit assoziiertem Protein Nmd3p basiert, ein anderes am

60S Partikel beteiligtes Protein, Rpl5p, gefunden wurde.
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A Anmd3 + pURA3-NMD3
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Nmd3p-eGFP

Abb. 10: Die fiinf ausgewihlten Kandidaten komplementieren den Arnmd3-Phinotyp und die GFP-
Fusionsproteine lokalisieren im Zytoplasma.

(A) Wachstumsanalyse der Kandidaten auf 5"-FOA-haltigem Medium im Vergleich zu den Kontrollen. Es
wurden 1:10 Verdiinnungen von Zellsuspensionen der Kandidaten NESTP-bfr1(404-471)p, NESTP-rpn11(288-
307)p, NESTP-scd5(613-873)p und NESTP-rpl5(103-197)p sowie der Kontrollen Nmd3p-eGFP und NESTPp
auf SDC+FOA Platten getropft und nach 5 Tagen Inkubation bei 30°C das Zellwachstum analysiert. Alle hier
gezeigten NES-Bibliotheksplasmide komplementieren den Anmd3 Phinotyp.

(B) Die zytoplasmatische Lokalisierung der Fusionsproteine wird durch die identifizierten Fragmente wieder
hergestellt. Die zelluldre Verteilung der Kandidaten Proteine wurde im Vergleich zu Nmd3p-eGFP und
NESTPp mittels Fluoreszenzmikroskopie unter Normalbedingungen (siehe Material & Methoden 1.5)
untersucht.
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2.3 Exportmechanismen der ausgewihlten NES-Kandidaten

Nachdem die Komplementationsfihigkeit der ausgewdihlten Kandidaten und die
Wiederherstellung der zytoplasmatischen Lokalisierung der GFP-Fusionsproteine gezeigt
werden konnte, wurde untersucht, ob die gefundene NES-Aktivitdt der identifizierten
Bibliotheksplasmide durch das Exportin der Leucin-reichen NES Xpolp vermittelt wird. Es
wurde sowohl die Lokalisierung der identifizierten NES-Kandidaten als auch der jeweiligen
Volllingenproteine im LMB-sensitiven xpol-Stamm (Neville & Rosbash, 1999) und im
isogenen XPOI-Wildtypstamm vor und nach LMB Behandlung (sieche Material & Methoden
2.1.9) analysiert. Es wurden folgende Plasmide generiert: pRS315-GFP-BFRI, pRS315-
RPNI11-eGFP, pNOPGFPAI1L-SCDS5, pRS315-NIP1-eGFP und pRS315-RPL5-eGFP (sieche
Material & Methoden 1.2). Die Komplementationsfahigkeit der fiir essentielle Proteine
kodierenden Plasmide wurde in den jeweiligen “Shuffle” Staimmen Arpnll pRS316-RPN11,
Ascd5 pRS316-SCDS5, Anipl pRS316-NIP1 und Arpl5 pRS316-RPL5 (Material & Methoden
1.5) auf 5°-FOA-haltigem Medium nachgewiesen (Daten nicht gezeigt). Nach Durchfiihrung
der Leptomycin B (LMB) Experimente wurden die NES-Kandidaten und ihre
entsprechenden Vollldngenproteine in Xpolp unabhéngige und abhédngige Transport-
substrate eingeteilt. Als Positivkontrolle diente das Konstrukt pNLSgy4-NES,-2GFP (Taura
et al., 1998), das nach kurzer Behandlungszeit mit LMB im LMB-sensitiven xpo/-Stamm
eine starke Akkumulation im Kern zeigt, da der durch Xpolp vermittelte Export der NES,,
blockiert wird. Die Lokalisierung des Kontrollkonstrukts @ndert sich im isogenen XPOI-

Wildtypstamm nach LMB Zugabe nicht (Abb. 11).

2.3.1 Xpolp unabhdngige Transportsubstrate

Die untersuchten Bibliothekskonstrukte NESTP-bfr1(404-471) und NESTP-rpnl1(288-307)
zeigen selbst nach 90 miniitiger Behandlung mit LMB keine nukleédre Misslokalisierung im
LMB-sensitiven xpol-Hefestamm (Abb. 11). Die Lokalisierung der Fusionsproteine dndert
sich im Vergleich zum isogenen XPO/I-Wildtypstamm nicht. Die Bibliothekskonstrukte
NESTP-bfri1(404-471) und NESTP-rpnl1(288-307) scheinen daher keine Xpolp

Erkennungssequenz zu enthalten.
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NLSgy 0-NES-2GFP

xpol-LMB
sensitiv

0 min 90 min

xpol-LMB
sensitiv
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NESTP-rpn11-288-307p
0 min 90 min
xpol-LMB
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Abb. 11: Der Export der im NES-Assay identifizierten Bibliothekskonstrukte NESTP-bfr1(404-471)p
und NESTP-rpn11(288-307)p wird nicht iiber Xpolp vermittelt.

Die aus den Kandidaten des NES-Assay isolierten Bibliotheksplasmide NESTP-bfr1(404-471) und NESTP-
rpnl 1(288-307) wurden in den LMB-sensitiven xpol-Stamm (Neville & Rosbash, 1999) und isogenen XPO!-
Wildtypstamm transformiert. Als Kontrolle wurde im gleichen Stamm NLSgy,,-NESpg;-2GFP (Taura et al.,
1998) untersucht. Nach Zugabe von LMB (100 ng/ml) zu den Kulturen wurde die Lokalisierung der GFP-
Fusionsproteine mittels Fluoreszenzmikroskopie nach den angegebenen Zeitriumen detektiert. Beide
Bibliothekskonstrukte zeigen keine Misslokalisierung im LMB-sensitiven xpo/-Stamm selbst nach 90 Minuten
Behandlung mit LMB, wihrend das Kontrollplasmid bereits nach 30 Minuten stark im Zellkern akkumuliert.

Dies konnte durch Lokalisierungsanalyse der Vollldingenkonstrukte pRS315-GFP-BFRI und
pRS315-RPN11-eGFP (siche Material & Methoden 1.2) bestitigt werden. Die
Fusionsproteine wurden ebenfalls im LMB-sensitiven xpo/-Stamm (Neville & Rosbash,
1999) und im isogenen XPO1-Wildtypstamm exprimiert und anschlieBend die Lokalisierung
vor und nach LMB-Behandlung der Zellen analysiert (Abb. 12).
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GFP-Bfrlp
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Abb. 12: Die Volllingenproteine Bfr1p und Rpn11p werden nicht durch Xpolp exportiert.

GFP-Bfrlp und Rpnl1p-eGFP wurden in einem LMB-sensitiven xpo/-Stamm (Neville & Rosbash, 1999) und
im isogenen XPOI-Wildtypstamm exprimiert. Zum Zeitpunkt 0 Minuten wurde LMB (100 ng/ml) zur Kultur
zugegeben. AnschlieBend wurde das GFP-Fluoreszenzsignal durch Mikroskopie nach den angegebenen
Zeitrdumen detektiert. Im LMB-sensitiven xpo/-Stamm zeigen weder GFP-Bfrlp noch Rpnl1p-eGFP auch
nach 90 Minuten keine Veridnderung der Lokalisierung des GFP-Fusionsproteins.

Der Export der GFP-fusionierten Vollldngenproteine GFP-Bfrlp und Rpnl1p-eGFP wird
ebenfalls nicht durch Leptomycin B Zugabe blockiert, da sich auch nach 90 Minuten LMB-
Behandlung des transformierten LMB-sensitiven xpo/-Stamms kein Unterschied in der
Lokalisierung des jeweiligen Fusionsproteins im Vergleich zum isogenen XPOI-
Wildtypstamm zeigt. Bei der Analyse der Lokalisierung der Fusionsproteine GFP-Bfr1p und
Rpnl1p-eGFP bestitigte sich die in der Literatur beschriebene zelluldre Verteilung der
Proteine. Die Lokalisierung von Bfrlp wurde als zytoplasmatisch mit erhohter
Konzentration in der direkten Umgebung des Kerns beschrieben (Lang et al., 2001) und die
Lokalisierung des Rpnl1p-eGFP-Fusionsproteins wird in der Literatur sowohl nukledr
(Enenkel et al., 1998), als auch zytoplasmatisch (Rinaldi et al., 1998) angegeben. Durch die
bereits in der Wildtypsituation vorhandene nukleédre Lokalisierung von Rpnl1p-eGFP und

die Anreicherung von GFP-Bfrlp in der nukledren Peripherie ist allerdings eine

Beobachtung leichterer Exportdefekte sehr schwierig.
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Rpn11p-eGFP wurde zusitzlich in den bereits charakterisierten Exportin-Mutanten Amsn5,
Alos1 und csel-2 nach einem Exportdefekt untersucht (Abb. 13). Bei den nicht-essentiellen
Exportinen, MSN5 und LOS1, kann die Lokalisierung des Fusionsproteins direkt im
jeweiligen Disruptionsstamm analysiert werden, um einen Exportdefekt nachzuweisen

(Amsn5: EUROSCAREF, AlosI: Simos et al., 1996).

A

Rpnllp
-eGFP

Rpnllp
-eGFP

23°C 37°C

Abb. 13: Rpnllp-eGFP zeigt keine Misslokalisierung in Disruptions- oder temperatursensitiven
Stimmen bekannter Exportine.

(A) Rpnl1p-eGFP wurde in einem Wildtypstamm und in den Disruptionstimmen Alos! (Simos et al., 1996)
und Amsn5 (EUROSCAREF) exprimiert. Im Vergleich zur Wildtypsituation kommt es zu keinem Unterschied in
der Lokalisierung des Fusionsproteins.

(B) Rpnl1p-eGFP wurde in temperatursensitiven csel-2 (Schroder et al., 1999) Zellen exprimiert und die
Lokalisierung des Fusionsproteins bei 23°C und nach 3 Stunden Inkubation bei 37°C durch
Fluoreszenzmikroskopie bestimmt. Es kommt zu keiner Misslokalisierung des GFP-Fusionsproteins.

Bei dem essentiellen Exportin CSE] muss eine konditionelle Mutante benutzt werden. Der
Stamm csel-2 (Schroder et al., 1999) zeigt bei einer restriktiven Temperatur von 37°C eine
nukledre Misslokalisierung des bekannten CSE! Exportsubstrates Importin-o. und kann
daher als Exportinmutante bei restriktiver Temperatur verwendet werden.

Rpn11p-eGFP misslokalisiert in keiner der getesteten Exportinmutanten Amsn5, AlosI und
csel-2 (Abb. 13). Allerdings tritt auch hier das Problem auf, dass durch die bereits in der
Wildtypsituation vorhandene nukledre Lokalisierung leichte Exportdefekte nicht analysiert
werden konnen. Ob und iiber welchen Exportweg Rpnl1p aus dem Kern transportiert wird,

bleibt somit unklar.
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2.3.2 Xpolp abhiingige Transportsubstrate

Die drei Bibliothekskonstrukte NESTP-scd5(613-873), NESTP-nip1(130-149) und NESTP-
rpl5(103-197) zeigen bereits nach 10 Minuten LMB-Behandlung im LMB-sensitiven xpo!-
Hefestamm eine starke nukledre Akkumulation, wobei sich die Lokalisierung im isogenen

XPOI1-Wildtypstamm nicht dndert (Abb. 14).

NESTP-nip1(130-149)p

xpol-LMB
Sensitiv

XPO1

xpol-LMB
Sensitiv

0 min 10 min 30 min

xpol-LMB
Sensitiv

XPO1

Abb. 14: Der Export der im NES-Assay identifizierten Bibliothekskonstrukte NESTP-nip1(130-149)p,
NESTP-rpl5(103-197)p und NESTP-scd5(613-873)p ist Xpolp abhéngig.

Die isolierten Bibliotheksplasmide NESTP-nip1(130-149), NESTP-rpl5(103-197) und NESTP-scd5(613-873)
wurden in den LMB sensitiven xpol-Stamm (Neville & Rosbash, 1999) und den isogenen XPO /-
Wildtypstamm transformiert. Nach Zugabe von LMB (100 ng/ml) zu den Kulturen wurde die Lokalisierung der
GFP-Fusionsproteine mittels Fluoreszenzmikroskopie nach den angegebenen Zeitrdumen detektiert. Die drei
Bibliothekskonstrukte zeigen bereits nach 10 Minuten Behandlung mit LMB eine starke Misslokalisierung im
LMB-sensitiven xpol-Stamm, wihrend sich die Lokalisierung der Fusionsproteine im isogenen XPOI-
Wildtypstamm auch nach LMB Zugabe nicht dndert.
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Dadurch konnte gezeigt werden, dass die identifizierten Bibliothekskonstrukte NESTP-
nip1(130-149)p, NESTP-rpl5(103-197)p und NESTP-scd5(613-873)p eine Xpolp abhingige
Exportsequenz beinhalten.

Zusitzlich wurde iiberpriift, ob diese Sequenzabschnitte auch in den entsprechenden
Vollldngenproteine als NES funktionell sind und einen Xpolp abhédngigen Exportweg
vermitteln konnen. Hierfiir wurde die Lokalisierung der Volllingenkonstrukte
pNOPGFPAI1L-SCDS5, pRS315-NIP1-eGFP und pRS315-RPL5-eGFP im LMB-sensitiven
xpol-Stamm und im isogenen XPOI-Wildtypstamm analysiert. Die Fusionsproteine GFP-
ScdSp, Niplp-eGFP und Rpl5p-eGFP lokalisieren in der Wildtypsituation zytoplasmatisch.
Wobei wie in Abbildung 15 zu sehen ist, Niplp-eGFP und Rpl5p-eGFP exklusiv im
Zytoplasma lokalisieren. Nach Zugabe von LMB akkumulieren alle hier getesteten GFP-
Fusionen der Volldngenproteine im LMB-sensitiven xpo/-Stamm bereits nach 10 Minuten
stark im Kern. Im isogenen XPO[-Wildtyp kommt es auch nach Zugabe von LMB zu keiner
Veridnderung der Lokalisierung der GFP-Fusionsproteine (Abb. 15).

Durch die durchgefiihrten Experimente konnte somit gezeigt werden, dass Niplp-eGFP,
Rpl5p-eGFP und GFP-Scd5p durch einen Xpolp abhingigen Transportweg exportiert
werden. Die jeweiligen Erkennungssequenzen fiir Xpolp liegen dabei vermutlich in den im
NES-Assay gefundenen Sequenzabschnitten der Proteine. Fiir GFP-Scd5p werden diese
Resultate zusitzlich durch eine in der Literatur beschriebene 2-Hybrid Interaktion von ScdSp
mit Xpolp bestitigt (Ito et al.,2001). Dariiberhinaus konnten durch diese Experimente die in
der YPD-Datenbank (siehe Material & Methoden 3) beschriebenen zelluldren Verteilungen
der Vollldngenproteine bestitigt werden.

Rpl5p wurde aus den gefundenen Xpolp abhidngigen Transportsubstarten zur nidheren
Charakterisierung ausgewihlt, da es neben Nmd3p einen weiteren Adapter fiir den Export
der ribosomalen 60S Untereinheit darstellen konnte. Unterstiitzt wird diese Theorie durch
die Diskussion in der Literatur, dass bei sehr gro3en Exportsubstraten die Exportrate durch
mehrere Exportsignale erhoht werden kann (Ribbeck & Gorlich, 2001). Rpl5p wiire das erste
ribosomale Protein, das iiber ein Exportsignal einen direkten Kontakt zwischen dem 60S
Partikel und dem Exportfaktor Xpolp herstellen konnte.

Um eine Beteiligung von RplSp am Export der 60S Untereinheit nachzuweisen und zu
analysieren, sollte die im NES-Assay gefundene Exportsequenz von RplSp im Folgenden

naher charakterisiert werden.
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Abb. 15: Der Export von ScdSp, Niplp und RplS5p ist ebenfalls Xpolp abhéingig.

Zur Untersuchung des Xpolp abhingigen Transportweges der Volllingenproteine wurden GFP-Scd5p, Niplp-
eGFP und Rpl5p-eGFP in dem LMB-sensitiven xpol-Stamm (Neville & Rosbash, 1999) und dem isogenen
XPOI-Wildtypstamm exprimiert. Nach Zugabe von LMB (100 ng/ml) zur Kultur wurde das GFP-
Fluoreszenzsignal durch Mikroskopie nach den angegebenen Zeitrdumen detektiert. Im LMB-sensitiven xpol-
Stamm zeigen alle Vollldngenproteine GFP-Scd5p, Nip1p-eGFP noch Rpl5p-eGFP bereits nach 10 Minuten
eine starke Akkumulation des Fusionsproteins im Zellkern.
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24 RPLS

2.4.1 rpl5-ts-Mutationen zeigen einen 60S-Exportdefekt

Das ribosomale Protein Rpl5p bindet an 5S rRNA und der gebildete SSTRNP assoziiert mit
der ribosomalen 60S Untereinheit (Deshmukh et al., 1995; Nissan et al., 2002).
Temperatursensitive Mutanten von Rpl5p sollten deshalb einen Exportdefekt der
ribosomalen 60S Untereinheit besitzen, wobei der Export der 40S Untereinheit nicht
beeinflusst werden sollte. Um dies zu untersuchen wurde die Lokalisierung der jeweiligen
Reporterproteine Rpl25p-eGFP (60S Untereinheit; Hurt et al., 1999) und Rps3p-eGFP (40S
Untereinheit; Milkereit et al., 2002) in temperatursensitiven rpl5-ts Stimmen (Deshmukh et

al., 1995) bei permissiver und restriktiver Temperatur analysiert (Abb. 16B).

A RPL5S WT rpl5-ts3 rpl5-ts4
v QOB 0% QO
v QOB @8 @

YPD, 3d

B RPL5S WT rpl5-ts3
Rpl25p-eGFP

30 min 37°C

Rps3p-eGFP
30 min 37°C

Abb. 16: Die ts-Mutanten von RplSp zeigen bei restriktiver Temperatur einen starken ribosomalen
Exportdefekt der groBen Untereinheit 60S, wihrend der 40S-Export nicht beeintrichtigt ist.

(A) Wachstumseigenschaften der rpl5-ts-Mutanten im Vergleich mit dem Wildtypstamm bei restriktiver
Temperatur. Die verwendeten Stimme wurden von Deshmukh und Mitarbeitern (1995) beschrieben. Eine
Zellsuspension der Stamme wurde in einer 1:10 Verdiinnungsreihe auf YPD getropft und 3 Tage bei 23°C bzw.
37°C inkubiert. Bei restriktiver Temperatur zeigen die rpl5-ts-Mutanten den beschriebenen Wachstumsdefekt.
(B) Lokalisierungsexperimente der Ribosomenexport-Reporterproteine (40S: Rps3p; 60S: Rpl25p). Die ts-
Hefestimme und der entsprechende Wildtypstamm wurden mit pRS313-RPL25-eGFP bzw. pRS316-RPS3-
eGFP transformiert und nach der von Gadal und Mitarbeitern (2001a) beschriebenen Methode analysiert.
Beide ts-Mutanten zeigen eine starke Akkumulation von Rpl25p-eGFP im Nukleolus (kleine Bilder zeigen
Konfokalmikroskopie-Bilder). Der Export der 40S Untereinheit wird dagegen durch die rpl5-ts Mutationen
nicht beeintréichtigt.



Ergebnisse 59

Beide Reporterproteine werden zusitzlich zum Wildtyp-Protein in die jeweilige ribosomale
Untereinheit eingebaut und kénnen somit als visuelle Marker fiir den Export der ribosomalen
Untereinheiten eingesetzt werden (Gadal et al., 2001a; Hurt et al., 1999; Milkereit et al.,
2002; siehe auch Einleitung 7.3.3). Eine Wachstumsanalyse bei permissiver und restriktiver
Temperatur auf YPD-Medium bestitigte den von Deshmukh und Mitarbeitern (1995)
beschriebenen Wachstumsdefekt der temperatursensitven rpl5-Mutantenstimme (Abb. 16A).
Lokalisierungstudien beider Reporterproteine der ribosomalen Untereinheiten (40S: Rps3p-
eGFP; 60S: Rpl25p-eGFP) bei restriktiver Temperatur ergaben in beiden untersuchten rpl5-
ts Mutanten eine nukleoldre Akkumulation des 60S Reporterproteins Rpl25p-eGFP. Die
zytoplasmatische Lokalisierung des 40S Reporterproteins Rps3p-eGFP dndert sich dagegen
durch die Inkubation der Zellen bei 37°C nicht. Dadurch konnte gezeigt werden, dass die
rpl5-ts Mutationen Defekte im Export der groen ribosomalen 60S Untereinheit hervorrufen,
wihrend der Export der 40S Untereinheit nicht beeintrdachtigt ist. Die den
temperatursensitiven Wachstumsphénotyp hervorrufenden Mutationen in RplSp liegen

allerdings nicht in der im NES-Komplementations Assay identifizierten Doméne.

2.4.2 Rpl5p-eGFP akkumuliert in nup49-ts-Zellen

Durch Lokalisierungsexperimente im LMB-sensitiven xpol-Hefestamm konnte gezeigt
werden, dass sowohl das Bibliothekskonstrukt NESTP-rpl5(103-197)p als auch das
Volllangenprotein Rpl5Sp-eGFP durch eine Blockierung des Xpolp vermittelten Exports im
Zellkern akkumuliert (siehe Ergebnisse 2.3.2). Ob der Export von Rpl5p direkt durch die
identifizierte NES vermittelt wird konnte durch die Lokalisierungsexperimente des
Bibliothekkonstrukts und des Gesamtproteins nicht gekliart werden. Um zusitzlich zu den
LMB-Experimenten ein generelles Hin- und Herwandern von Rpl5p zwischen Kern und
Zytoplasma nachzuweisen, wurde die Lokalisierung von Rpl5p-eGFP in einem
temperatursensitiven Stamm, der eine Mutation im Nukleoporin NUP49 triagt (Doye et al.,
1994), analysiert. Das zwischen Zellkern und Zytoplasma pendelnde ribosomale
Reporterprotein Rpl25p-eGFP (siehe oben) zeigt in dem nup49-313 ts-Hefestamm einen
Exportdefekt bei der restriktiven Temperatur von 37°C und akkumuliert im Zellkern (Hurt et

al., 1999). Rpl25p-eGFP wurde deshalb als Positivkontrolle benutzt.
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nup49-313 ts

Rpl25p-eGFP Rpl5p-eGFP

Abb. 17: Die nup49-313 temperatursensitive (ts) Mutante akkumuliert RplSp-eGFP bei restriktiver
Temperatur im Kern.

Rpl5p-eGFP und Rpl25p-eGFP wurden in nup49-313 ts (Doye et al., 1994) Zellen exprimiert und die
Lokalisierung des GFP-Fusionsproteins bei 23°C und nach 3 Stunden Inkubation bei 37°C durch
Fluoreszenzmikroskopie analysiert. Rpl25p-eGFP wurde als Positivkontrolle benutzt (Hurt ez al., 1999).
Sowohl Rpl5p-eGFP, als auch Rpl25p-eGFP als Positivkontrolle zeigen bei restriktiver Temperatur eine starke
nukledre Akkumulation im Kern.

Die zelluldre Verteilung des RplSp-eGFP und des Rpl25p-eGFP Fusionsproteins wurde im
nup49-313 ts-Hefestamm bei permissiver und restriktiver Temperatur analysiert (Abb. 17).
Wie Rpl25p-eGFP zeigt auch Rpl5p-eGFP eine starke nukledre Akkumulation bei
restriktiver Temperatur. Es kann dadurch zusétzlich zu den LMB-Experimenten gezeigt
werden, dass der Export von Rpl5p-eGFP in nup49-313 ts bei restriktiver Temperatur
blockiert ist. Allerdings kann auch hier nicht ausgeschlossen werden, dass der beobachtete
Exportdefekt von RplSp durch die Blockierung des Exports des ribosomalen 60S Partikels

hervorgerufen wird.

2.4.3 Einschrinkung der NES in Rpl5p

Die im NES-Assay gefundene Aminosiduresequenz (AS 103-197) von Rpl5p, die eine NES-
Aktivitdt aufweist, ist relativ lang. Daher sollte dieser Sequenzbereich weiter eingegrenzt
werden, um die minimale NES-Doméine zu definieren. Es wurden Deletionen der
identifizierten NES-Doméne (AS 103-197) von Rpl5p erzeugt und im NES-Assay auf
Komplementationsfihigkeit des letalen Anmd3-Phédnotyps und auf eine Wiederherstellung
der zytoplasmatischen Lokalisierung getestet. Alle generierten NESTP-rpl5(AS) Konstrukte
sind in Abbildung 19 schematisch dargestellt. Die angefertigten Plasmide wurden in den
“Shuffle” Stamm Anmd3 pURA3-NMD?3 transformiert und sowohl Wachstumsanalysen auf
5°-FOA-haltigem Medium, als auch Lokalisierungsstudien der GFP-Fusionsproteine
durchgefiihrt. Die wichtigsten Ergebnisse dieser Untersuchungen sind in Abbildung 18

dargestellt. Bei diesen Untersuchungen fiihrt ein Verlust der NES-Funktion des eingefiigten
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Fragments zu einem Funktionsverlust des Fusionsproteins im NES-Assay und zu einer
starken Akkumulation des eGFP-Fusionsproteins im Kern. Durch Wachstumsanalysen der
generierten Transformanten auf 5°-FOA-haltigem Medium (Abb. 18A) und Analyse der
zelluldaren Verteilung der eGFP-Fusionsproteine konnte der minimale im NES-Assay

funktionelle Aminosdurebereich innerhalb von RplSp bestimmt werden.

A Anmd3 + pURA3-NMD3
Nmd3p-GFP @) @ & ®
NESTPp

NESTP-rpl5(103-197p @ & -~ $
NESTP-rpl5(113-152)p
NESTP-rpl5(103-114)p
NESTP-rpl5(103-117)p () . B~
SDC+FOA, 5d 30°C

B Anmd3 + pURA3-NMD3

Nmd3p-eGFP NESTP-rpl5(103-197)p

NESTP-rpl5(113-152)p NESTP-rpl5(103-114)p NESTP-rpl5(103-117)p

|

Abb. 18: Das kleinste im NES-Assay funktionelle Fragment aus RplSp ist AS 103-117.

(A) Verschiedene Dominen von Rpl5p wurden mit nmd3ANESI+2-eGFP fusioniert und in den “Shuffle”
Stamm Anmd3 pURA3-NMD?3 transformiert. Eine Zellsuspension der jeweiligen Transformanten wurde
verdiinnt und die Verdiinnungsreihe auf SDC+FOA Platten getropft. Die Zellen wurden 5 Tage bei 30°C
inkubiert. Nur Zellen, die ein NES-Test Plasmid mit funktioneller NES-Domine beinhalten, konnen auf 5°-
FOA-haltigem Medium wachsen.

(B) Parallel dazu sind die Lokalisierungsergebnisse der eGFP-Fusionsproteine unter Normalbedingungen
(siehe Material & Methoden 1.5) gezeigt. Konstrukte, die den Anmd3-Phénotyp nicht komplementieren
konnen, zeigen wie erwartet eine starke nukledre Akkumulation des eGFP-Fusionsproteins.

Der Sequenzabschnitt rpl5(103-117)p kann als Fusion mit NESTPp den letalen Anmd3
Phénotyp komplementieren und fiihrt zu einer Wiederherstellung der zytoplasmatischen
Lokalisierung des GFP-Fusionsproteins. Die Aminosduresequenz des eingegrenzten
Abschnitts lautet LLIARRTLQKLGLDE. Fett gedruckt sind die hydrophoben Leucin oder

Isoleucin Reste in diesem Sequenzbereich, da der identifizierte Abschnitt annidhernd das fiir
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Leucin-reiche NES-Sequenzen charakteristische Sequenzmotiv L-X, ;-(F, I, L, V, M)-X, ;-
L-X-(I, L) besitzt (sieche Einleitung 7.1 und Diskussion). Dies wiirde auch die
Misslokalisierung des Bibliothekkonstrukts NESTP-rpl5(103-197)p und des
Volllingenproteins RplSp-eGFP im LMB-sensitiven xpol-Hefestamm nach LMB
Behandlung erkldren. Es scheint sich bei dem Aminosdurebereich rpl5(103-117)p um eine

Erkennungssequenz fiir Xpolp vermittelten Export zu handeln.

Wachstum
auf SDC+FOA | Lokalisierung
Rpl5p-Doméine
nmd3ANES]+2 eGIP 103 197
[ B + cyt
103 152
N + cyt
153 197
[ | - n
103 124
[ Dy + cyt
125 197
I — - n
113 152
[ - n
103-109
[ - - n
103-111
[ — | - n
103-114
[ - n
103-117
[ P H. + cyt
Il : zytoplasmatische Lokalisierung in Anmd3 [ : nukleire Lokalisierung in Anmd3
Wachstum auf SDC+FOA kein Wachstum auf SDC+FOA

Abb. 19: Schematische Darstellung aller im NES-Test System getesteten RplSp-Doméinen.

Als kleinstes im System funktionelles Fragment wurde rpl5 AS 103-117 identifiziert. Siehe hierzu auch die
Lokalisierungsexperimente und Wachstumsanalyse der Konstrukte in Abbildung 18. Abkiirzung bei
Lokalisierung der Konstrukte: cyt: zytoplasmatisch; n: nukleir.

244 rpl5A(101-115)p-eGFP ist nicht funktionell und akkumuliert im Kern

Um die NES-Funktion des kleinsten funktionellen Fragments rpl5(103-117)p auch im
Vollldingenprotein nachzuweisen, wurden in diesem Bereich Deletionen und
Punktmutationen (siehe 2.4.5) erzeugt, die zu einem Exportdefekt fiihren sollen. Es wurde
bereits gezeigt, dass eine Deletion der Aminosédurereste 103-108 in Rpl5p zum Zelltod fiihrt
(Deshmukh et al., 1995). Dieser Sequenzbereich (LLIARR) ist bei allen 5S rRNA bindenden

eukaryontischen Proteinen konserviert und ist auch im kleinsten funktionellen NES-
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Fragment von Rpl5p enthalten. Deshmukh und Mitarbeiter diskutieren, dass dieser Abschnitt
einen wichtigen Sequenzbereich fiir die Assoziation mit der 5S rRNA darstellen konnte.

Um die Auswirkungen einer Deletion des gefundenen kleinsten Bereiches auf die
Funktionalitit und Lokalisierung von Rpl5p zu analysieren, wurde das Plasmid pRS315-
rpl5A(101-115)-eGFP angefertigt (Klonierung siehe Material & Methoden 1.2). Mit diesem
Konstrukt wurde einerseits der durch Deshmukh und Mitarbeiter (1995) beschriebene
Funktionsverlust iiberpriift und andererseits getestet, ob der Funktionsverlust eventuell auf
einen nukledren Exportdefekt von RplSp zuriickzufiihren sein konnte. Das durch dieses
Plasmid kodierte Protein rpISA(101-115)p-eGFP kann bei Wachstumsanalysen auf 5°-FOA-
haltigem Medium den letalen Arpl5 Phédnotyp nicht komplementieren (Abb. 20A). Die
interne rplSp Deletion fiihrt ausserdem zu einer starken nukleidren Akkumulation des GFP-
Fusionsproteins (Abb. 20B). Dies bedeutet, dass es die Deletion des Aminosdurebereichs

101-115 zu einem Exportdefekt und zu einem Funktionsverlust des Proteins fiihrt.

A Arpl5 + pURA3-RPL5

Rplsp--GFP @ @ & &

rpISA(101-115)p-eGFP :

rpl5A(101-115)p-PKI-eGFP

SDC+FOA, 5d 30°C

B Arpl5 + pURA3-RPL5
Rpl5p-eGFP rpl5A(101-115)p-eGFP  rpl5A(101-115)p-PKI-eGFP

Abb. 20: Eine Deletion der Aminosiuren 101-115 in Rpl5p fiihrt zu einem Funktionsverlust, der nicht
durch die PKI-NES komplementiert werden kann.

(A) Die Plasmide pRS315-RPL5-eGFP, pRS315-rpl5A(101-115)-eGFP und pRS315-rpl5A(101-115)-PKI-
eGFP wurden in den “Shuffle” Stamm Arpl5 pURA-RPLS5 transformiert. Eine Zellsuspension der jeweiligen
Transformanten wurde verdiinnt und die Verdiinnungsreihe auf SDC+FOA Platten getropft. Die Zellen wurden
5 Tage bei 30°C inkubiert. Rpl15A(101-115)p-eGFP und rpl5A(101-115)p-PKI-eGFP konnen den Arpl5-
Phénotyp nicht komplementieren.

(B) Parallel dazu sind die Lokalisierungsergebnisse unter Normalbedingungen (sieche Material & Methoden
1.5) gezeigt. Das GFP-Fusionsprotein der Deletion zeigt eine starke nukledre Akkumulation. Die Fusion mit
der heterologen PKI-NES zeigt eine wiederhergestellte zytoplasmatische Lokalisierung, wobei ein gewisser
Anteil an nukleoldrem Fusionsprotein noch vorhanden ist.
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Ein Exportdefekt von Rpl5p, der durch die Deletion der Aminosduren 101-115
hervorgerufen wird, sollte durch eine Fusion mit einer heterologen NES komplementiert
werden konnen. Deshalb wurde das Deletionsprotein rpl5SA(101-115)p-eGFP mit der PKI-
NES fusioniert und auf Wiederherstellung der Komplementationsfahigkeit des Arpl5
Phénotyps und Lokalisierung des eGFP-Fusionsproteins untersucht. Durch die Fusion mit
der PKI-NES kommt es zwar zu einer Wiederherstellung der zytoplasmatischen
Lokalisierung des eGFP-Fusionsproteins (mit leichter nukleoldrer Anreicherung in einigen
Zellen; Abb. 20B), der Funktionsverlust kann jedoch nicht komplementiert werden (Abb.
20A).

Bei dem beobachteten Defekt scheint es sich somit nicht nur um einen Exportdefekt zu
handeln, sondern um einen zusitzlichen Funktionsverlust, der moglicherweise durch eine
blockierte Assoziation mit der 60S Untereinheit hervorgerufen wird. Es sollte deshalb
untersucht werden, ob sich die Deletion der Aminosédurereste 101-115 in RplSp auf die
Assoziation mit der ribosomalen 60S oder auf die Bindung an 5S rRNA auswirkt. Um diese
Frage zu kldren, wurden die Zellextrakte von Zellen, die rpI5A(101-115)p-eGFP im
Wildtyphintergrund exprimieren, iliber einen Saccharosedichtegradienten (siche Material &
Methoden 2.2.1) aufgetrennt und die Fraktionen zur Analyse gesammelt. Als
Positivkontrolle wurden isogene Wildtypzellen unter gleichen Wachstumsbedingungen
benutzt. Die gesammelten Fraktionen beinhalten 16sliche Komponenten, die kleine (40S)
und groBe (60S) Untereinheit, sowie Monoribosomen (80S) und Polyribosomen
(Polysomen). Die Lokalisierung der Fusionsproteine in den jeweiligen Fraktionen wurde
durch Westernblot Analyse bestimmt. Da fiir Rpl5p kein spezifischer Antikorper zur
Verfiigung stand, wurde fiir die Westernblot-Analyse der GFP-Antikorper benutzt.
Abbildung 21 zeigt, dass sich Rpl5p-eGFP in der Wildtypsituation wie erwartet in den
Fraktionen der 60S Untereinheit und der 80S Fraktion befindet (Abb. 21A). Zusitzlich findet
sich ein gewisser Anteil des Proteins in den Fraktionen der Polysomen und im l6slichen
Bereich, wihrend in der 40S Fraktion kein Rpl5p-eGFP Fusionsprotein vorkommt. Das
Deletionsprotein rplSA(101-115)p-eGFP zeigt dagegen eine unterschiedliche Verteilung
(Abb. 21B). Der Hauptteil des Proteins lokalisiert im 16slichen Bereich des Gradienten. Da
es durch die Deletion zu einer signifikanten Verschiebung des Signals im 16slichen Bereich
gekommen ist, stellte sich die Frage, ob dies durch eine unterschiedliche Bindung der 5S

rRNA hervorgerufen wird.
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Abb. 21: rpl5A(101-115)p-eGFP assoziiert nicht mit der 60S Untereinheit, sondern liegt hauptsichlich
ungebunden in den loslichen Fraktionen vor.

Die Rpl5p-eGFP und rpl5A(101-115)p-eGFP Fusionsproteine wurden im Arpl5 pURA3-RPL5 “Shuffle”
Stamm exprimiert. Ein Lysat dieser Zellen wurde iiber einen 10-50%-igen Saccharosedichtegradienten in der
Ultrazentrifuge aufgetrennt (vgl. Material und Methoden 2.2.1). AnschlieBend wurde das UV-Profil (A = 254
nm) des Gradienten bestimmt und dessen Fraktionen gesammelt. Die Proteine der einzelnen Fraktionen wurden
mit TCA gefillt und iiber SDS-PAGE aufgetrennt. Durch Westernblot-Analyse wurde mit einem GFP-
Antikorper das Sedimentationsverhalten von Rpl5p-eGFP und rpl5A(101-115)p-eGFP bestimmt. Das
Deletions-Fusionsprotein lokalisiert nicht mehr in den 60S-, 80S- und Polysomenfraktionen. Zusitzlich wurde
aus den gesammelten Fraktionen die RNA isoliert und per Northern Hybridisierungsanalyse die 5S rRNA
detektiert. Die 5S rRNA weist keine auffilligen Lokalisierungsunterschiede auf und colokalisiert im 16slichen
Bereich auch nach Verschiebung des Signals mit rplSA(101-115)p-eGFP.
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Aus den gesammelten Fraktionen des Saccharosedichtegradienten wurde deshalb die RNA
isoliert und mittels Northernblot Analyse mit einer spezifischen 5S rRNA-Sonde analysiert.
Hierbei zeigte sich, dass die 5S rRNA trotz der deutlichen Verschiebung des Proteinsignals
noch mit rplSA(101-115)p-eGFP im l6slichen Bereich colokalisiert. Dies konnte durch eine
immer noch vorhandene Bindung zwischen rpl5SA(01-115)p-eGFP und der 5S rRNA
hervorgerufen werden. Ein groBBer Anteil der 5S rRNA liegt jedoch durch die Aufreinigung
der Proteine und der 5S rRNA im Wildtyphintergrund gebunden an die RplSp-Wildtypkopie
in den 60S und 80S Fraktionen vor. Der deletierte Aminosdurebereich 101-115 von Rpl5p
scheint somit keine 5S rRNA bindende Funktion zu besitzen. Der zusitzliche zum
Exportdefekt vorhandene Funktionsverlust des Proteins muss somit durch das Zerstoren
einer anderen Funktion, wie z.B. der Assoziationsfihigkeit mit der 60S Untereinheit

hervorgerufen werden.

2.4.5 Mutationen in der moglichen NES-Sequenz von Rpl5p zeigen Export- und
Wachstumsdefekte

Wie gezeigt werden konnte, fiihrt die Deletion des Sequenzbereichs AS 101-115 in RplSp
nicht nur zu einem starken Exportdefekt, sondern zuséitzlich zum Verlust einer weiteren
bisher unbekannten Funktion, die nicht iiber Fusion einer PKI-NES komplementiert werden
kann. Da die Deletion rplSA(101-115)p-eGFP allerdings auch zu einer Missfaltung des
Proteins fiihren koOnnte, sollten statt einer Deletion Punktmutationen im kleinsten
funktionellen RplSp NES-Sequenzbereich eingefiihrt werden. Mutationen haben meist einen
weniger drastischen Effekt auf die Proteinfaltung als Deletionen. Durch den gezielten
Austausch der hydrophoben Aminosdurereste im Sequenzbereich rpl5(103-117)
(LLIARRTLQKLGLDE) sollten mutante Proteine erzeugt werden, die einen Export- und
Wachstumsdefekt besitzen. Hierfiir wurden folgende Mutationen in RPL5 auf Plasmidebene
erzeugt und anschlieBend in den Arpl5 pURA3-RPL5 “Shuffle” Stamm transformiert:
pRS315-rpl5-LLI103,104,105AAA-eGFP, pRS315-rpl5-LL103,104DD-eGFP, pRS315-rpl5-
RR107,108AA-eGFP, pRS315-rpl5-TL109,110AA-eGFP, pRS315-rpl5-L110D-eGFP und
pRS315-rpl5-LL113,115DD-eGFP (siehe Material & Methoden 1.2). In Abbildung 22 sind

exemplarisch die Ergebnisse der Wachstumsanalyse auf 5"-FOA-haltigem Medium und der
Lokalisierungsexperimente der oben unterstrichenen mutierten Konstrukte gezeigt.
Mutationen in den ersten sechs Aminosiureresten (LLIARR) des Sequenzbereiches fiihren
zu einer starken nukleidren Akkumulation des GFP-Fusionsproteins und zu einem kompletten

Verlust der Komplementationsfahigkeit des Arpl5 Phédnotyps (bestitigt durch Mutationen



Ergebnisse 67

rpl5-LL103,104DDp-eGFP und rpl5-RR107,108 AAp-eGFP; Daten nicht gezeigt). Durch die
bereits beschriebene Konservierung dieser Sequenz in allen 5S rRNA bindenden Proteinen,
scheint auch durch die Mutationen, dhnlich der Deletion der Aminosaurereste 101-115, eine
essentielle Funktion getroffen zu sein, die entweder den Export von Rpl5p oder die
Ribosomenbiogenese zusammenbrechen lédsst. Es scheint sich allerdings nicht um eine
Bindungsstelle fiir 5S rRNA zu handeln, da die 5S rRNA noch mit dem deletierten Protein
rpl5A(101-115)p-eGFP colokalisiert (sieche Abb. 22).

A Arpl5 + pURA3-RPL5
Rpisp-cGFP @) @ * &
rpl5-LL1,103,104,105AAAp-eGFP
rpl5-L110Dp-cGFP @ @ & i
rplS-LL113,115DDp-cGFP @ & “ .

SDC+FOA, 5d 30°C

B Arpl5 + pURA3-RPL5

rpl5-LLI>AAAp-eGFP rplS-L>D-eGFP rplS-LL>DDp-eGFP
103 - 105 117 03 0 7 103 113 115 117
%H{ARRTLQKLGLDE ILLIARR'IEI:FQKLGLDIIIE LLlARRTLQKIrGI;DE
AAA D D
¢ ) -
(€9

Abb. 22: Punktmutationen in RplSp-eGFP zeigen Wachstumsdefekte und nukleire Akkumulation.

Die Plasmide pRS315-RPL5-¢eGFP, pRS315-rpl5-L110D-eGFP, pRS315-rpl5-LL113,115DD-eGFP und
pRS315-rpl5-LLI103,104,105AAA-eGFP wurden in den “Shuffle” Stamm Arpl5 pURA3-RPLS5 transformiert.

(A) Eine Zellsuspension der jeweiligen Transformanten wurde verdiinnt und die Verdiinnungsreihe auf
SDC+FOA Platten getropft. Die Zellen wurden 5 Tage bei 30°C inkubiert. Die Mutation rpl5-LLI>AAA kann
den Arpl5-Phinotyp nicht komplementieren. Die Mutation rpl5-LL>DD zeigt einen schwachen
Wachstumsdefekt auf SDC+FOA bei 30°C, wihrend die Mutation rpl5-L>D bei 30°C nicht beeintrichtigt zu
sein scheint.

(B) Gezeigt ist die Sequenz der kleinsten im NES-Komplementations System funktionellen Rpl5Sp-Doméne und
die darin erzeugten Mutationen. Parallel dazu sind die Lokalisierungsergebnisse der eGFP-Fusionsproteine
unter Normalbedingungen (siehe Material & Methoden 1.5) gezeigt. Alle erzeugten mutanten Proteine
akkumulieren mehr oder weniger stark im Kern.
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Die Mutationen der hydrophoben Leucin-Reste im mittleren Teil des Sequenzbereiches
zeigen ebenfalls eine nukledre Misslokalisierung des GFP-Fusionsproteins. Allerdings
befindet sich im Gegensatz zu den Mutationen im vorderen Sequenzbereich noch ein Anteil
der Proteine rpl5-L110Dp-eGFP und rpl5-LL113,115DDp-eGFP im Zytoplasma (Abb.
22B). Wihrend durch die rpl5-L110D Mutation keine Veridnderung in der
Komplementationsfihigkeit des Arpl5 Phénotyps auftritt, kommt es durch den Austausch der
Leucin-Reste 113,115 gegen Aspartat zu einem Wachstumsdefekt bei 37°C (Abb. 22A).

Um zu untersuchen, ob die Mutationen rpl5-L110D und rpl5-LL113,115DD zu temperatur-
sensitiven Allelen gefiihrt haben, wurde das Wachstum der Transformanten auf SDC+FOA
bei 30°C und 37°C analysiert (Abb. 23A). Zusitzlich zur Wachstumsanalyse auf 5”-FOA-
haltigem Medium wurden Lokalisierungsexperimente der eGFP-Fusionsproteine in den

transformierten Zellen nach Inkubation bei 30°C und 37°C durchgefiihrt (Abb. 23B).

A Arpl5 + pURA3-RPLS5
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eGFP eGFP

W @QOFSE 0% . O F 4.
v QO RS O ®y . & e
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Abb. 23: Die Mutationen rpl5-L110Dp und rpl5-LL113,115DDp zeigen einen Wachstumsdefekt bei
37°C.

(A) Die Plasmide pRS315-RPL5-eGFP, pRS315-rpl5-L110D-eGFP und pRS315-rpl5-LL113,115DD-eGFP
wurden in den “Shuffle” Stamm Arpl5 pURA-RPLS5 transformiert. 1:10 Verdiinnungen wurden auf SDC+FOA
Platten getropft. Die Zellen wurden 5 Tage bei 30°C bzw. 5 Tage bei 37°C inkubiert, um das Wachstum zu
testen. Beide Mutationen zeigen bei 37°C einen starken bzw. verstirkten Wachstumsdefekt im Vergleich mit
dem Wildtyp.

(B) Die Lokalisierung der eGFP-Fusionsproteine wurde bei 30°C und nach 3 stiindiger Inkubation bei 37°C
analysiert. Beide Mutationen zeigen im Gegensatz zur Wildtypsituation bei 30°C und 37°C nukleidre
Akkumulation des eGFP-Proteins.
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Beide Mutationen zeigen bei einer Temperatur von 37°C einen verstirkten Wachstumsdefekt
und eine nukledre Misslokalisierung des jeweiligen Fusionsproteins. Die nukledre
Akkumulation der mutanten Fusionsproteine kann jedoch bereits bei 30°C beobachtet
werden, wogegen sich die zytoplasmatische Lokalisierung des Wildtyp Fusionsproteins
Rpl5p-eGFP nach Inkubation der transformierten Zellen bei 37°C nicht dndert.

Es stellte sich weiterhin die Frage, ob die Mutationen L110D und LL113,115DD auch zu
einem Verlust der NES-Funktion der im NES-Assay gefundenen RplSp-Domiine fiihren. Um
dies beantworten zu kénnen, wurden die mutierten Doménen rpl5(103-197)-L110D und
rpl5(103-197)-LL113,115DD im NES-Test System auf Komplementationsfihigkeit des

Anmd3 Phiénotyps und auf die zellulidre Lokalisierung der Fusionsproteine untersucht.
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Abb. 24: Mutationen in der RplSp-Domiéine AS 103-197 inaktivieren die NES-Funktion im NES-Assay.

Der Anmd3 pURA3-NMD3 “Shuffle” Stamm wurde mit den Plasmiden pRS315-NMD3-eGFP, NESTP,
NESTP-rpl5-103-197, NESTP-rpl5(103-197)-L110D und NESTP-rpl5(103-197)-LL113,115DD transformiert.
(A) Das Wachstum der Transformanten wurde auf SDC+FOA nach 5 Tagen Inkubation bei 30°C analysiert.
Die Fusionen der mutierten Sequenzbereiche konnen, im Gegensatz zum gefundenen NES-Kandidaten, den
Anmd3 Phéanotyp nicht komplementieren.

(B) Zusitzlich wurde die zelluldre Lokalisierung mittels Fluoreszenzmikroskopie unter Normalbedingungen
(sieche Material & Methoden 1.5) analysiert. Die mutierten Doméinen im NES-Konstrukt akkumulieren im
Kern.
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Hierfiir wurden die Plasmide pRS315-nmd3ANESI+2-eGFP-rpl5(103-197)-L110D
(NESTP-rpl5(103-197)-L110D) und pRS315-nmd3ANESI1+2-eGFP-rpl5(103-197)-
LLI113,115DD (NESTP-rpl5(103-197)-LL113,115DD) generiert (sieche Material und
Methoden 1.2) und in den “Shuffle” Stamm Anmd3 pURA3-NMD3 transformiert. Als
Kontrollen wurden pRS315-NMD3-eGFP, pRS315-nmd3ANES1+2-eGFP-LCS (NESTP)
und das im NES-Assay gefundene Bibliothekskonstrukt NESTP-rpl5(103-197) benutzt.
Durch Wachstumsanalyse der Transformanten auf 5°-FOA-haltigem Medium und
Lokalisierungsstudien der GFP-Fusionsproteine konnte gezeigt werden, dass die mutierten
rpl5-Doménen im NES-Assay nicht funktionell sind (Abb. 24A) und die entsprechenden
Fusionsproteine stark im Kern akkumulieren (Abb. 24B). Damit konnte gezeigt werden, dass
die Sequenzdomiéne rpl5(103-197) durch Mutationen der Leucin-Reste ihre
Exportkompetenz verliert.

Eine weitere Fragestellung war, ob durch die Mutationen rpl5-L110D und rpl5-
LL113,115DD auch die Ribosomenbiogenese beeinflusst wird. Die von Deshmukh und
Mitarbeitern (1995) beschriebenen rpl5-ts Mutationen, die einen 60S Exportdefekt
aufweisen (siehe Abb. 16) liegen nicht in dem durch den NES-Assay identifizierten Bereich
rpl5(103-197). Deshalb wurde der Einfluss der in dieser Arbeit generierten Mutationen rpl5-
L110D und rpl5-LL113,115DD auf den Export der ribosomalen 60S Untereinheit und der
Ribosomenbiogenese untersucht. In einem mit rpl5-L113,115DDp komplementierten Arpl5
Stamm wurde die Lokalisierung des 60S-Reporterproteins Rpl25p-eGFP bei permissiver und
restriktiver Temperatur untersucht. Der temperatursensitive rpl5 Stamm zeigte wie erwartet
einen starken Wachstumsdefekt bei 37°C (Daten nicht gezeigt). Da allerdings das Wachstum
der Zellen durch die Mutation auch bei 30°C verlangsamt ist, wurde die Lokalisierung des
Reporterproteins Rpl25p-eGFP bei 23°C und 37°C untersucht. Es kann eine starke nukleire
Akkumulation des Rpl25p-eGFP Reporterproteins bei 37°C beobachtet werden (Abb. 25A).
Allerdings kommt es auch bei 23°C in manchen Zellen zu einer Anreicherung des
Fusionsproteins. Dies zeigt, dass der Export der ribosomalen 60S Untereinheit in der
temperatursensitiven rpl5-LL113,115DD bei restriktiver und teilweise sogar bei permissiver
Temperatur gehemmt ist. Um dieses Ergebnis zu bestitigen, wurden Zelllysate der rpl5-ts-
Mutante und des isogenen RPL5-Wildtyps mittels Saccharosedichtegradienten bei
permissiver und restriktiver Temperatur analysiert (Abb. 25B & C). Die bei 23°C gezogene
rpl5-ts-Mutante und der RPL5-Wildtyp bei 23°C und 37°C zeigen ein normales
Wildtypprofil. Der Saccharosedichtegradient der Mutante zeigt bei 37°C allerdings deutliche
Defekte (Abb. 25B). Es kommt zu einer leichten Verschiebung des Verhiltnisses von 40S zu
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60S und es konnen sogenannte ‘“half-mer”’-Polysomen beobachtet werden. Diese sind
Polysomen, die nur eine 40S Untereinheit gebunden an die Translationsinitiationsstelle der
mRNA besitzen. Durch die durchgefiihrten Experimente konnte gezeigt werden, dass die

Mutation LL113,115DD in Rpl5p zu einer Blockade des Exports der 60S Untereinheit und

damit zu einem Defekt der Ribosomenbiogenese fiihrt
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Abb. 25: Die Mutation rpl5-LL113,115DD zeigt einen 60S Exportdefekt bei 37°C

(A) Das Plasmid pRS313-RPL25-¢eGFP wurde in den Stamm Arpl5 pLEU-rpl5-LL113,115DD transformiert.
Die Lokalisierung des Rpl25p-eGFP-Reporterproteins wurde wie von Gadal und Mitarbeitern (2001a)
beschrieben bei 23°C und 37°C analysiert. Es kommt zu einer starken nukledren Akkumulation des
Reporterproteins bei 37°C. Selbst bei 23°C zeigen manche Zellen eine Anhdufung von Rpl25p-eGFP im Kern.

(B) Hefekulturen von Arpl5 + rpl5-LL113,115DDp-eGFP und Arpl5 + RplSp-eGFP wurden bei 23°C gezogen

bzw. zusitzlich 3 Stunden bei 37°C inkubiert und anschlieend lysiert. Die Lysate wurden auf 10 — 50%ige
Saccharosedichtegradienten aufgetragen, zentrifugiert und das UV-Profil (A

- i = 254nm) aufgenommen.
Sogenannte ,,half-mer“-Polysomen sind mit Pfeilspitzen gekennzeichnet
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2.4.6 Der Wachstumsdefekt der rpl5p-Punktmutanten wird nicht durch eine heterologe
NES komplementiert

Ein durch einen blockierten Export des punktmutierten Proteins Rpl5p hervorgerufener
Defekt der Ribosomenbiogenese sollte durch Fusion eines heterologen Exportsignals
komplementiert werden konnen. Um dies zu testen, wurden Fusionen der punktmutierten
rplSp-Konstrukte mit der heterologen PKI-NES angefertigt (siehe Material & Methoden 1.2)
und anschlieBend in den “Shuffle” Stamm Arpl5 pURA3-RPLS5 transformiert. Das Wachstum
der transformierten Zellen wurde auf 5"-FOA-haltigem Medium getestet und die zellulére

Verteilung der Fusionsproteine mittels Fluoreszenzmikroskopie detektiert (Abb. 26).

A Arpl5 + pURA3-RPL5
rpl5-L110Dp-<GFP @ @ & %
rpl5-L110Dp-PKI-eGFP  # %
rpl5-LL113,115DDp-eGFP @ # & -
rpl5-LL113,115DDp-PKI-eGFP @ +.
SDC+FOA, 5d 30°C

B Arpl5 + pURA3-RPLS
rpl5-L>Dp-eGFP rpl5-L>Dp-PKI-eGFP

Abb. 26: Die Fusion der heterologen PKI-NES an die Mutationen rpl5-L110Dp-eGFP und rpl5-
LL113,115DDp-eGFP verstirken den Wachstumsdefekt.

Die Plasmide pRS315-RPL5-eGFP, pRS315-rpl5-L110D-eGFP, pRS315-rpl5-L110D-PKI-eGFP, pRS315-
rpl5-LL113,115DD-eGFP und pRS315-rpl5-LL113,115DD-PKI-eGFP wurden in den “Shuffle” Stamm Arpl5
pURA3-RPL)5 transformiert.

(A) Eine Zellsuspension der jeweiligen Transformanten wurde verdiinnt und die Verdiinnungsreihe auf
SDC+FOA Platten getropft. Die Zellen wurden 5 Tage bei 30°C inkubiert.

(B) Parallel dazu sind die Lokalisierungsergebnisse der eGFP-Fusionsproteine gezeigt. Durch Fusion der PKI-
NES an die mutierten rplSp-Proteine wird die zytoplasmatische Lokalisierung der Fusionsproteine
wiederhergestellt.
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Unerwarteterweise stellte sich bei der Wachstumsanalyse der Transformanten heraus, dass
der Wachstumsdefekt der rpl5-Punktmutanten durch die Fusion mit der PKI-NES noch
verstiarkt wurde. So zeigt selbst die bei 30°C kaum im Wachstum beeintrichtigte rpl5-
L110D Mutante in Fusion mit der PKI-NES einen deutlichen Wachstumsdefekt (Abb. 26A).
Dieses Ergebnis ist iiberraschend, da die beeintrichtigte Funktion reiner Exportmutanten
normalerweise durch Fusionen mit heterologen NES-Sequenzen wiederhergestellt werden
kann. Ein Beispiel hierfiir ist, wie schon gezeigt, Nmd3p (siehe Ergebnisse 1.1).

Um sicher zu stellen, dass der auftretende Wachstumsdefekt durch die Fusion der
heterologen NES hervorgerufen wird, wurde eine analog konstruierte Fusion der RPLS5-
Mutationen mit der Rev-NES hergestellt. Auch durch diese heterologe NES wird der
Wachstumsdefekt beider Punktmutationen verstirkt (Daten nicht gezeigt). Die
Lokalisierungsexperimente der Fusionsproteine mit der PKI-NES ergaben hingegen, dass
der Export vollkommen wiederhergestellt werden konnte (Abb. 26B).

Um zu kldren, ob der verstirkte Wachstumsdefekt durch eine nicht intakte
Ribosomenbiogenese erklirbar ist, wurden Lysate von Zellen hergestellt, die vorher mit
pRS315-rpl5-L110D-eGFP oder pRS315-rpl5-L110D-PKI-eGFP transformiert wurden. Es
wurde das rpl5-L110D-mutierte Konstrukt fiir diese Experimente gewihlt, da es bei 30°C
keine Beeintrichtigung der Komplementation des Arpl5 Phéanotyps auf 5-FOA-haltigem
Medium aufweist. Da die Zellen bei 30°C normales Wachstum zeigen, sollte die
Ribosomenbiogenese ebenfalls nicht stark beeinflusst sein. Ausserdem ist der auftretende
Wachstumsunterschied zwischen rpl5-L110Dp-eGFP und rpl5-L110Dp-PKI-eGFP am
groBten. Die Lysate wurden iiber einen Saccharosedichtegradienten aufgetrennt und
analysiert (Abb. 27B & D). Zeigt sich bei rpl5-L110Dp-eGFP ein normales Wildtypprofil,
kommt es durch die Fusion der PKI-NES an das mutierte rpl5-L110D-eGFP zur Bildung von
sogenannten ‘“half-mer”-Polysomen. Auch das Verhiltnis von 40S zu 60S scheint
verschoben zu sein, denn es liegt im Vergleich weniger 60S in Arpl5 + rpl5-L110D-PKI-
eGFP vor. Obwohl das Fusionsprotein mit der PKI-NES eine vollstindig wiederhergestellte
zytoplasmatische Lokalisierung besitzt, kommt es trotzdem zu einem
Ribosomenbiogenesedefekt, der wahrscheinlich hauptsichlich fiir den Wachstumsdefekt
verantwortlich ist. Dies konnte durch eine weitere Funktion der mutierten Doméne, die nicht
durch die PKI-NES komplementiert werden kann, oder durch eine Regulierung der NES-
Aktivitdt in Rpl5p, die durch eine “unregulierbare” NES nicht wiederhergestellt werden

kann, zustande gekommen sein (siehe hierzu auch Diskussion).
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Abb. 27: Eine Fusion der PKI-NES an rpl5-L110Dp-eGFP zeigt einen Defekt in der
Ribosomenbiogenese.

(A)&(C) Durch die heterologe PKI-NES wird zwar der defekte Export des mutierten Fusionsproteins
wiederhergestellt, der Wachstumsdefekt im Arpl5 pURA3-RPLS5 “Shuffle” Stamm auf SDC+FOA wird aber
verstarkt.

(B)&(D) Hefekulturen von Arpl5 + rpl5-L110Dp-eGFP und Arpl5 + rpl5-L110Dp-PKI-eGFP wurden bei 30°C
inkubiert und anschlieBend lysiert. Diese Lysate wurden auf 10 — 50%ige Saccharosedichtegradienten
aufgetragen, zentrifugiert und das UV-Profil (A = 254nm) aufgenommen. Durch die Fusion der PKI-NES mit

dem mutierten rpl5p-Protein kommt es zu einem Defekt in der Ribosomenbiogenese. Sogenannte ,,half-mer*-
Polysomen sind mit Pfeilen gekennzeichnet.

Daher stellte sich die Frage, ob eine Fusion der PKI-NES mit dem Vollldngenprotein Rpl5p
ebenfalls einen Wachstumsdefekt hervorrufen wiirde. Um dies zu kldren wurde das Plasmid
pRS315-RPL5-PKI-eGFP analog zu den mutierten Konstrukten generiert (siche Material &
Methoden 1.2) und in den “Shuffle” Stamm Arpl5 pURA3-RPL5 transformiert. Nach
negativer Selektion gegen das URA3-RPL5-Wildtypplasmid durch Inkubation der
Transformanten auf 5°-FOA-haltigem Medium, wurden Wachstumsanalysen auf YPD
Medium bei unterschiedlichen Temperaturen durchgefiihrt (Abb. 28). Als Kontrollen dienten
die mit pRS315-RPL5-eGFP und den jeweiligen Mutationsplasmiden pRS315-rpl5-L110D-

eGFP und pRS315-rpl5-LL113,115DD-eGFP (mit und ohne PKI-NES) transformierten
Hefezellen.
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Abb. 28: Fusion der heterologen PKI-NES an Rpl5p-eGFP fiihrt zu einem Wachstumsdefekt bei
niedrigen Temperaturen.

Die Plasmide pRS315-RPL5-eGFP, pRS315-RPL5-PKI-eGFP, pRS315-rpl5-L110D-eGFP, pRS315-rpl5-
L110D-PKI-eGFP, pRS315-rpl5-LL113,115DD-eGFP und pRS315-rpl5-LL113,115DD-PKI-eGFP wurden in
den “Shuffle” Stamm Arpl5 pURA3-RPLS5 transformiert. Die URA3-Wildtypkopie wurde durch Inkubation auf
SDC+FOA aus der Zelle entfernt und anschlieBend das Wachstum auf YPD-Platten bei den angegebenen
Temperaturen analysiert. Dabei zeigt RplSp-PKI-eGFP einen Wachstumsdefekt bei niedrigen Temperaturen.

Wihrend die Mutationen einen temperatursensitiven Wachstumsdefekt bei hohen
Temperaturen zeigen, der durch die Fusion mit der PKI-NES jeweils verstirkt wird, kommt
es dagegen bei Wildtyp RPL5p-PKI-eGFP zu einem Wachstumsdefekt bei niedrigen
Temperaturen (16°C und 23°C). Dieser Phinotyp wird als kéltesensitiv bezeichnet. Es zeigt
sich durch diese Experimente, dass durch eine Fusion mit der PKI-NES an RPLS5 ebenfalls
ein Wachstumsdefekt hervorgerufen werden kann, wenn auch nur bei niedrigen
Temperaturen. Eine mogliche Erklidrung fiir diese beobachteten Effekte wére ein durch die
PKI-NES hervorgerufener unkontrollierter Export von Rpl5p, bevor das Protein seine

eigentliche nukledre Funktion erfiillen kann (siehe hierzu auch Diskussion).
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DISKUSSION & AUSBLICK

Der Austausch von Molekiilen zwischen Zellkern und Zytoplasma wird von der Zelle zur
Steuerung zellulidrer Prozesse genutzt. Ein Beispiel fiir diese Art von Regulation ist der
nukledre Export von Proteinen, die eine Rolle bei der Biogenese von RNA/Protein Partikeln
spielen. Durch den regulierten Export solcher Proteine ist die Zelle in der Lage, als Antwort
auf extrazellulire Verdnderungen die Transkription und Translation nachhaltig zu
beeinflussen.

Eine Aufkldrung solcher regulativen Transportvorginge erfordert die Identifizierung von
entsprechenden physiologischen Exportsubstraten und deren Exportwegen. In der Hefe
S. cerevisiae sind bisher nur Verfahren zur Untersuchung des Exports beschrieben worden,
die dazu beitragen konnen, potentielle Substrate eines bestimmten Exportweges zu testen
oder neue, fiir den Export eines bestimmten Substrates notwendige Faktoren zu
identifizieren (siehe Einleitung 8.). Bisher wurde allerdings keine Methode beschrieben, die
eine Identifizierung von NES-Sequenzen iiber deren Funktion nukledrem Export zu

vermitteln ermoglicht.

1. Ein funktioneller NES-Test um neue NES-Sequenzen zu finden

In der vorliegenden Arbeit wurde eine neue in vivo Methode entwickelt, um direkt nach
Exportsignalsequenzen in Proteinen iiber ihre Exportfunktion zu suchen. Als Basis dient das
essentielle Hefeprotein Nmd3p (siehe Ergebnisse 1.), welches in den Zellkern
misslokalisiert, wenn beide C-terminalen NES-Sequenzen zerstort werden. Diese
Misslokalisierung fiihrt zu einem Verlust der Lebensfihigkeit der Zellen. Durch Fusion einer
heterologen NES an dieses exportdefiziente nmd3ANES1+2-Konstrukt, sind die Zellen
lebensfihig und zeigen eine zytoplasmatische Lokalisierung des Fusionsproteins (Gadal et
al., 2001a; Ho et al., 2000). Ausgehend von diesen Erkenntnissen wurde ein System zur
Durchmusterung des gesamten Hefegenoms nach neuen Exportsignalen aufgebaut und
dessen Funktion anhand verschiedener Kontrollen bestétigt. Eine putative NES-Sequenz in
einem genomischen Fragment kann in diesem NES-Test System sowohl durch das Kriterium
des wiederhergestellten Zellwachstums, als auch durch zytoplasmatische Lokalisierung des

Fusionsproteins mittels Fluoreszenzmikroskopie identifiziert werden.
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Das fiir diese Arbeit konstruierte System kann auch zur Bestidtigung einer vermuteten NES-
Aktivitdt von Protein-Dominen eingesetzt werden. So konnte mit Hilfe des Systems fiir
einige Proteine gezeigt werden, dass sie NES-Doménen oder Export-unterstiitzende
Fragmente enthalten. Es wurden Proteine ausgewdhlt, die entweder ein nicht klassisches
Leucin-reiches Exportsignal tragen, aber iiber Xpolp exportiert werden, oder solche, die an
einem Ran-unabhingigen Transportweg beteiligt sind. Beispielsweise wurden die Ran-
unabhidngigen mRNA-Exportfaktoren Mex67p und Mtr2p getestet. Der C-terminale Bereich
von Mex67p zeigt hierbei eine Komplementation des Anmd3-Phinotyps sowie eine
wiederhergestellte zytoplasmatische Lokalisierung des Fusionsproteins. Ob die
Komplementationsfihigkeit durch einen bereits beschriebenen Rev-NES &hnlichen
Sequenzbereich im C-Terminus von Mex67p (Segref et al., 1997) oder eher durch einen
indirekt vermittelten Export durch Bindungsaffinitit des C-Terminus an die Kernpore oder
an den zu exportierenden mRNP zustande kommt, bleibt ungeklért. Interessanterweise
besitzt Mtr2p, das zusammen mit Mex67p am mRNA Export beteiligt ist, keine
Komplementationsfahigkeit.

Es ist bekannt, dass fiir den Export von Yrblp die gesamte Ran-Bindungsdomine notwendig
ist (Kiinzler et al., 2000). Diese besizt keine Homologie zu bekannten NES Konsensus-
Sequenzen, wie z.B. der klassischen Leucin-reichen NES, wird aber trotzdem iiber einen
Xpolp und Ran abhingigen Transportweg exportiert. Im NES-Test System wurde sowohl
das Yrblp Gesamtprotein als auch die isolierte Ran-Bindungsdomine (RBD) von Yrblp
getestet. Es kam in beiden Fillen zu einer sehr schwachen Komplementation des Anmd3
Phénotyps und die Lokalisierung des Fusionsproteins blieb iiberwiegend nukledr (Daten
nicht gezeigt). Da die Ran-Bindungsdoméne von Yrblp sowohl NLS- als auch NES-
Aktivitét besitzt (Kiinzler et al., 2000), konnte die NLS von Yrblp zusammen mit der NLS
von Nmd3p das Fusionsprotein im Kern halten und somit eine Wiederherstellung der
zytoplasmatischen Lokalisierung und der vollstindigen Komplementation verhindern.
Wurden mit Yrblp und den mRNA Exportfaktoren Mex67p und Mtr2p Proteine mit
bekannter Exportdoméne oder einer beschriebenen Beteiligung am Exportweg eines
Substrates getestet, kann die entwickelte Methode auch zur Charakterisierung einer
moglichen NES-Funktion innerhalb einer Proteindoméne benutzt werden. So konnte dem
“coiled coil” Bereich von Ulplp, dem SUMO1-dekonjugierenden Enzym in S. cerevisiae,
mit dem funktionellen NES-Assay eine NES-Aktivitit zugewiesen werden (Panse et al.,
2002). Ulplp liegt durch eine Ran-unabhingige Interaktion mit dem Importino/f

Heterodimer an der Kernpore verankert vor. Eine NES in Ulplp konnte dafiir verantwortlich
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sein, dass Ulplp auch nach etwaigem Import sofort wieder exportiert wird, da nukleéres
Ulplp toxisch fiir die Zelle ist. Panse und Mitarbeiter (2002) diskutieren, dass die
Lokalisierung von Ulplp in der Nidhe des Transportkanals fiir eine effiziente SUMO-1
Dekonjugation von sumoylierten Transportsubstraten bei der Translokation durch den
Kernporenkanal verantwortlich sein konnte.

Auch fiir das in einem 2-Hybrid-“Screen” gefundene neuartige Gsplp-bindende Protein
Yrb30p, konnte mit Hilfe des funktionellen NES-Assays ein Exportsignal im C-Terminus
des Proteins nachgewiesen werden (Braunwarth et al., 2002). Yrb30p wird als ein moglicher
Pilz-spezifischer Modulator des RanGTPase-Zyklus diskutiert, der zwischen Zytoplasma
und Zellkern hin- und herwandert. Die identifizierten Sequenzbereiche mit einer NES-
Funktion aus Ulplp und Yrb30p zeigen ein fiir eine Leucin-reiche NES typisches Muster an
hydrophoben Resten. Dies deutet in beiden Fillen auf einen Export iiber das Exportin Xpolp

hin, was bisher allerdings in den Vollldngenproteinen nicht bestétigt werden konnte.

2. Ergebnisse des funktionellen NES-Assays

2.1 Kategorisierung der gefundenen Kandidaten

Durch die Herstellung der NES-Bibliotheken wurde die Grundlage geschaffen, durch
genomische DNA-Fragmente kodierte Peptidsequenzen und Dominen direkt auf mogliche
NES-Funktionen hin zu durchmustern. Die NES-Bibliotheken wurden so generiert, dass die
enthaltenen Fragmente das Hefegenom theoretisch dreifach abdecken. Bei der Suche nach
neuen Exportsequenzen mit Hilfe des funktionellen NES-Assay wurden insgesamt 77
komplementationsfihige Bibliotheksplasmide erhalten. Die gefundenen 77 NES-Kandidaten
konnen in zwei Gruppen eingeteilt werden: 22 Kandidaten tragen eine Fusion mit einer
Proteindoméne im korrekten Leseraster (“in frame” NES-Kandidaten), die restlichen 55
Kandidaten tragen Fragmente mit verschobenem oder inversem Leseraster bzw. Fragmente
aus intergenen Regionen (“out of frame” NES-Kandidaten). Alle Proteinsequenzen der 77
identifizierten NES-Kandidaten finden sich im Anhang dieser Arbeit. Die 55 “out of frame”
NES-Kandidaten wurden nach der Stirke der vermittelten Anmd3-Komplementation und der
Lokalisierung des durch das Bibliotheksplasmid kodierten Fusionsproteins eingeteilt. 32
davon zeigen eine vollstindige Anmd3-Komplementation und eine wiederhergestellte
zytoplasmatische Lokalisierung des GFP-Fusionsproteins. Ein Sequenzvergleich (Abb. 29)

der im jeweiligen Bibliotheksplasmid enthaltenen Fragmente ergab bei 18 der “out of frame”
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NES-Kandidaten (NEC = NES-Complementation Candidate), die den Anmd3-Phénotyp
vollstindig komplememtieren konnen, eine sehr gute Ubereinstimmung mit dem
beschriebenen Sequenzmotiv der Leucin-reichen NES L-X, ;-(F, I, L, V, M)-X, ;-L-X-(I, L)
(Bogerd et al., 1996). Einige der dargestellten Sequenzmotive wurden mehrmals

identifiziert.

DI R|M|Q H|I|s|I|s * NECs 60, 62, 65, 70
TV TA|F|E E|L|v|I|* NECs 45, 46
LDIN|LKNLS|v* NECs 74, 75
I IPF|I|ENLIT[L|* NECs 25, 28
IPDEGLSAN F DCT|I|R L|L|Q|S|c LCFcPAA... NEC 42
IPDEGRFFREYV F|I|V E L|L|S L|L|E|L|F * NEC 43
I olLmMDL|Flea|L|E|L|* NEC 54
v I Vv|L|N s|u|v|Lle * NEC 71
DEG|L|la ¢g|L|H|L|Y * NEC 23
IGDELKFVKNDF ITE|F|D S|L|D|I|S NSIFKLGD* NEC 26
P D E G|L|Y Y|L|T|L|TI LKF* NEC 31
IPDEGPSSEQTDGESSFS |V|E A M L|L|E D|L|Vv|L|V SE* NEC 33
E|L|lA L RK|L|A ¢|L|D|I|N PKI-NES
alrn|o K K|L|E E|L|E|L|D MAPKK-NES
Lio|L P P|L|E R|L|T|L|D REV-NES

Abb. 29: Sequenzvergleich einiger gefundener Fragmente mit den Sequenzmotiven bekannter Leucin-
reicher NES-Domiinen.

18 “out of frame” NES-Kandidaten zeigen eine sehr gute Ubereinstimmung mit dem beschriebenen
Konsensusmotiv L-X, ;-(F, I, L, V, M)-X, ;-L-X-(I, L) fiir eine Leucin-reiche NES, wobei einige Kandidaten
gleiche Aminosédureabschnitte tragen. Als Vergleich wurden die Sequenzen der NES-Doménen aus PKI, Rev
und MAPKK benutzt. Das mehrmals auftretende Motiv IPDEG kommt durch die Verwendung der Fragmente
aus der 2-Hybrid FRYL-Bibliothek zustande (Fromont-Racine et al., 1997). Diese Sequenz resultiert aus der
Herstellungsmethode der FRYL-Bibliothek und wurde durch die Klonierungsstrategie der fiir diese Arbeit
generierten Bibliothek NESB-0.75 iibernommen.

Es stellte sich weiter die Frage, ob die Fragmente der 18 Kandidaten mit einer
Sequenzhomologie zur Leucin-reichen NES auch durch Xpolp exportiert werden. Um dies
zu kléren, sollte die Lokalisierung der durch die jeweiligen Bibliotheksplasmide kodierten
Fusionsproteine im LMB-sensitiven xpo/-Hefestamm nach LMB-Behandlung analysiert
werden. Die Identifizierung dieser der klassischen Leucin-reichen NES-Sequenz dhnlichen
Fragmente ist eine weitere Bestidtigung der Funktionalitit des entwickelten NES-Assays,
obwohl die Fragmente nicht fiir Proteindoménen kodieren. Allerdings miissen die erhaltenen
Ergebnisse der 22 “in frame” NES-Kandidaten genau iiberpriift werden, da die Moglichkeit
besteht, eine Proteinsequenz mit NES-Funktion im Kontext des Bibliotheks-konstrukts im
NES-Assay zu identifizieren, die im nativen Volllingenprotein keine Export-Funktion
besitzt.

Ein Sequenzvergleich der restlichen “out of frame” Fragmente zeigte keine weiteren

auffélligen Sequenzmotivhomologien. Trotzdem ist eine Untersuchung der verbleibenden
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Kandidaten sehr interessant, da diese Erkennungssequenzen enthalten konnen, die zwar von
der klassischen NES-Sequenz abweichen aber trotzdem Export iiber eines der bekannten
Exportine vermitteln konnen. Lokalisierungsstudien dieser Fusionsproteine in
unterschiedlichen Exportinmutanten konnten Hinweise auf die beteiligten Exportine liefern
und somit zur Aufkldrung unbekannter Erkennungsmotive beitragen. Auch biochemische
Affinitits-Aufreinigungen solcher neuer Sequenzmotive zur Uberpriifung der

Bindungspartner wiren zur Aufkldrung weiterer Faktoren denkbar.

2.2 Charakterisierung ausgewéihlter Kandidaten

Von den 22 “in frame” NES-Kandidaten wurden fiinf Kandidaten ndher charakterisiert, die
aufgrund ihrer guten Komplementation des Anmd3 Phinotyps und der wiederhergestellten
zytoplasmatischen Lokalisierung des neu entstandenen Fusionsproteins ausgewihlt wurden.
Sowohl die gefundenen Bibliothekskonstrukte, die Fragmente aus den Proteinen Bfrlp und
Rpnllp tragen, als auch die an GFP fusionierten Volllingenproteine GFP-Bfrlp und
Rpnl11p-eGFP werden nicht durch das Exportin Xpolp exportiert. Zusitzlich zeigt Rpnl1p-
eGFP auch in Mutanten der anderen bekannten Hefe-Exportine Amsn5, AlosI und csel-2
keine Misslokalisierung und verlidsst den Kern moglicherweise durch einen bisher noch
unbekannten Exportweg. Als fortfiihrende Experimente sollten auch die gefundenen
Bibliothekskonstrukte NESTP-bfri1(404-471) und NESTP-rpnil1(288-307) in den
Exportinmutanten Amsn5, Alosl und csel-2 auf eine Misslokalisierung der GFP-
Fusionsproteine getestet werden. Dadurch kann untersucht werden, ob die in den
Bibliothekskonstrukten enthaltenen Fragmente Erkennungssequenzen dieser Exportine
darstellen. Desweiteren sind fiir Rpnl1p Lokalisierungsexperimente in bekannten Importin-
Mutanten denkbar, da Karyopherine moglicherweise, wie am Beispiel von MsnSp deutlich
wird (Yoshida & Blobel, 2001), den Transport in beide Richtungen vermitteln konnen.
Allerdings sollte vor der Durchfiihrung dieser Experimente eindeutig gekldrt werden, ob
Bfrlp und Rpnllp wirklich aus dem Kern exportiert werden. Dies konnte iiber
Lokalisierungsexperimente in Nukleoporinmutanten, die den Export blockieren, geschehen.
Desweiteren konnten durch biochemische Affinitits-Aufreinigungen der Proteine mogliche
Interaktionspartner identifiziert werden.

Die Arbeiten von Lang und Mitarbeitern (2001) beschreiben fiir Bfr1p eine Assoziation mit
Polyribosomen und dem zytoplasmatischen mRNP Komplex. Dies konnte ein Hinweis dafiir

sein, dass Bfrlp eine Rolle im mRNA Metabolismus spielt. Ob der mogliche Export von
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Bfrlp durch ein anderes der bekannten Exportine vermittelt wird, miissen entsprechende
Experimente in den oben genannten Exportinmutanten kldren. Um eine Beteiligung von
Bfrlp am mRNA-Metabolismus zu iiberpriifen, sollte der Export von GFP-Bfrlp auch in
bekannten mutierten Komponenten der mRNA-Exportmaschinerie wie z.B. Mex67p oder
Mtr2p untersucht werden.

Fiir die Kandidaten mit Fragmenten aus den Proteinen Scd5p, Niplp und Rpl5p konnte in
dem LMB-sensitiven xpol-Hefestamm (Neville & Rosbash, 1999) eine Misslokalisierung
der Bibliothekskonstrukte und des GFP-Fusionsproteins der jeweiligen Gesamtproteine im
Kern durch Inhibierung von Xpolp nach Zugabe von Leptomycin B nachgewiesen werden.
Dies zeigt, dass Xpolp den Export dieser Proteine vermitteln kann und die
Exporterkennungssequenzen in den jeweiligen NES-Kandidaten enthalten sind.

Fiir Scd5p wird die in dieser Arbeit gefundene NES-Aktivitit und Xpolp Abhéngigkeit des
Exports durch eine beschriebene 2-Hybrid-Interaktion mit Xpolp (Ito et al., 2001)
unterstiitzt. Ein Sequenzvergleich der im NES-Assay identifizierten Doméne aus Scd5p
ergab eine signifikante Homologie zur klassischen Leucin-reichen NES (Abb. 30). Durch
Eingrenzung der funktionellen NES in Scd5p konnte getestet werden, ob das
exportkompetente Sequenzmotiv diese Konsensus-NES umfasst. Deletionen der im NES-
Assay gefundenen C-terminalen Domédne von Scd5p oder Mutationen in diesem Bereich
konnten zum weiteren Verstindnis der Funktion des Exportmechanismus von Scd5p
beitragen. Allerdings scheint die mogliche NES von ScdS5p nicht essentiell fiir die
beschriebene zytoplasmatische Funktion des Proteins in der Endozytose und der kortikalen
Actin-Organisation (Chang et al., 2002; Henry et al., 2002) zu sein, da eine NES-lose, C-
terminal um 388 Aminoséduren verkiirzte Version von ScdSp nur einen temperatursensitiven
Wachstumsdefekt hervorruft (Henry et al., 2002). In diesem Bereich befindet sich das im
NES-Assay identifizierte Fragment von ScdSp. Leider wurde die Lokalisierung dieses
verkiirzten Proteins in den Arbeiten von Henry und Mitarbeitern (2002) nicht iiberpriift. Eine

nukledre Akkumulation wiirde die NES-Funktion der gefundenen Doméne bestitigen.

s|L|o o o|v|p a[L]o|1|o¥NRRP* scd5(856-873)p
E|L|A L XK|L|a ¢|L|D|1|N PKI-NES
AlL|g K K|L|E E|L|E|L|D MAPKK-NES
Llg|L P P|L|E R|L|T|L|D REV-NES

Abb. 30: Sequenzvergleich der gefundenen putativen NES-Domine aus Scd5p mit bekannten
Sequenzmotiven Leucin-reicher NESs.

Scd5p besitzt im identifizierten Fragment einen Bereich mit hoher Ubereinstimmung zum Konsensusmotiv der
Leucin-reichen NES. Als Kontrollsequenzen sind die bekannten NES-Motive aus PKI, Rev und MAPKK
angegeben.
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Fiir Niplp konnte durch die durchgefiihrten Experimente ebenfalls ein Xpolp abhingiger
Exportweg nachgewiesen werden. Der Translationsinitiationsfaktor Nip1p (elF3c), der mit
der kleinen ribosomalen 40S Untereinheit assoziiert vorliegt, ist am Aufbau des polysomalen
Pri-Initiationskomplexes beteiligt (Greenberg et al., 1998; Phan et al., 2001; Valasek et al.,
2002). Zusammen mit den Proteinen Tif32p, Prtlp, Tif34p und Tif35p bildet Niplp den
Translationsinitiationskomplex elF3 (Phan et al., 2001; Valasek et al., 2002). Ausserdem
wurde Niplp in einem genetischen “Screen” nach importdefekten Mutanten identifiziert (Gu
et al., 1992). Der Zusammenhang der identifizierten Mutante mit dem Importdefekt ist nicht
bekannt. Eine Moglichkeit besteht darin, dass Niplp eine duale Rolle besitzt, mit
unterschiedlicher Funktion bei der Proteinsynthese und beim nukledren Import. Einigen
anderen Translationsfaktoren, wie z.B. Ssllp aus S. cerevisiae, konnten bereits andere
Funktionen neben der Translationsinitiation nachgewiesen werden (Gulyas & Donahue,
1992; Jackson et al., 1994; Shiina et al., 1994; Yang et al., 1990; Yoon et al., 1992). Durch
die im Screen gefundene NES-Funktion der Doméne, die nachgewiesene Misslokalisierung
von Niplp-eGFP in der LMB sensitiven xpo/-Mutante und der moglichen Beteiligung von
Niplp am Import, konnte es sich bei Niplp um ein zwischen Zellkern und Zytoplasma
pendelndes Protein handeln. Eine Exportdoméne in Niplp konnte auch eine regulatorische
Funktion besitzen. Interessanterweise zeigt die identifizierte Doméne eine signifikante
Homologie zu einer N-terminalen Doméne aus Snurportinl (AS 61-80) (Abb. 31), aber
keinerlei Ahnlichkeit zum Konsensusmotiv der ebenfalls von Xpolp erkannten Leucin-
reichen NES. Snurportinl vermittelt als Adapter fiir Importin-f3, den Import von UsnRNPS

und wird iiber Crm1p re-exportiert (Paraskeva et al., 1999).

nipl (130-149)p 130 ISQAENSMMYLTIISNINFLI
Snurportinl 61 HARRLAEMWNITG)ESIHE NK

Abb. 31: Die im funktionellen NES-Assay gefundene Export-Sequenz aus Niplp zeigt Sequenzhomologie
zu Snurportinl. i

Der als Exportsequenz gefundene Aminosdureabschnitt AS 130-149 aus Niplp besitzt eine Ubereinstimmung
zum Sequenzbereich AS 61-80 aus Snurportinl.

Fiir Snurportinl wurden bisher keine definierten Exportsignale beschrieben, die eine
Homologie zur klassischen Leucin-reichen NES zeigen. Paraskeva und Mitarbieter (1999)
diskutieren, dass die Bindung an Crmlp durch mehrere NES-Dominen in Snurportinl
zustande kommt, die allerdings keine Sequenzhomologien zur klassischen Leucin-reichen

NES besitzen. Es konnte sich somit bei dem in Nip1p identifizierten Sequenzbereich um ein

neuartiges durch Xpolp erkanntes Exportsignal handeln, das Sequenzhomologie zu
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Snurportinl zeigt. Deletions- oder Mutationsexperimente in der gefundenen Nip1p-Doméne
konnten zur ndheren Charakterisierung dieses Exportsignals beitragen. Neben der
Charakterisierung der beschriebenen Kandidaten konnte eine Charakterisierung der iibrigen
gefundenen “in frame” Kandidaten zu weiteren noch nicht identifizierten Exportwegen und

den daran beteiligten Signalsequenzen fiihren.

2.3 Funktion einer moglichen NES in RplSp

Aufgrund der Identifizierung der Domine rpl5(103-197) in dem durchgefiihrten NES-Assay
und der Misslokalisierung von Rpl5p-eGFP und NESTP-rpl5(103-197)p im LMB-sensitiven
xpol-Stamm nach Leptomycin B Zugabe (siehe Ergebnisse Abb. 15 & 18) wurde spekuliert,
dass es sich bei Rpl5p um einen weiteren Adapter des Exports der 60S Untereinheit handeln
konnte und der im NES-Assay gefundene Sequenzbereich die Bindung an Xpolp vermitteln
konnte. Studien von Ribbeck & Gorlich (2001) bieten Hinweise, dass sich die Anwesenheit
mehrerer aktiver Transportsignale in groBen zu transportierenden Partikeln positiv auf die
Transportrate auswirkt. Es ist somit nicht ausgeschlossen, dass weitere noch nicht
identifizierte Adaptoren am Export der 60S Untereinheit beteiligt sind. Rpl5p konnte hierbei
durch die identifizierte NES direkt an Xpolp binden, dadurch den Export der ribosomalen
60S Untereinheit vermitteln und wire damit der erste direkte Exportadapter fiir die 60S
Untereinheit. Der durch Gadal und Mitarbeitern (2001a) und Ho und Mitarbeitern (2000)
beschriebene Export der 60S Untereinheit wird durch die Bindung von Xpolp an die Leucin-
reichen NESs von Nmd3p und dessen Bindung an das ribosomale Protein Rpl10p vermittelt.
Die beobachtete Misslokalisierung von Rpl5p-eGFP in der LMB-sensitiven Mutante nach
LMB-Behandlung konnte auch durch die Blockierung des Xpolp abhédngigen Exports der
60S Untereinheit hervorgerufen werden. Allerdings wird der Export von NESTP-rpl5(103-
197)p im LMB-sensitiven xpol-Stamm nach Leptomycin B Zugabe ebenfalls blockiert. Dies
spricht wiederum fiir eine in diesem Sequenzbereich enthaltene NES-Funktion und fiir einen
direkten Xpolp vermittelten Exportweg. Sequenzvergleiche des identifizierten Bereichs mit
den bekannten Motiven Leucin-reicher NES-Sequenzen ergaben ausserdem eine hohe
Ubereinstimmung mit dem Konsensusmotiv der Leucin-reichen NES L-X, .-(F, I, L, V, M)-

X, 5-L-X-(I, L) (Bogerd et al., 1996), die von dem Exportin Xpolp erkannt wird (Abb. 32).
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L LI|]aRRT[LOK[L|G[L]D rpl5(103-116)p
E[L|A L K|L|A G|L|D|I|N PKI-NES
A|L/Q K K|L|E E|L|E|L|D MAPKK-NES
L|g/L P P|L|E R|L|T|L|D REV-NES

Abb. 32: Vergleich des gefundenen Sequenzbereiches aus Rpl5p mit bekannten Sequenzmotiven Leucin-
reicher NESs.

Als Kontrollen sind die bekannten Motive der NES-Sequenzen aus PKI, Rev und MAPKK angegeben. RplSp
besitzt einen Bereich mit hoher Ubereinstimmung zum Konsensusmotiv der Leucin-reichen NES.

Der einzige deutliche Unterschied zwischen dem Sequenzmotiv der Leucin-reichen NES und
der dargestellten Doméne aus Rpl5p findet sich im N-terminalen Bereich. Hier sieht man
einen LLI-“Cluster” und anschlieBend einen vier Aminosiuren langen Zwischenraum zum
ndchsten Leucin-Rest. Ansonsten besitzen die Aminosduresequenzen eine hohe
Ubereinstimmung.

Die Vermutung, dass S. cerevisiae RplSp ein aktives Exportsignal enthilt, wurde zusétzlich
durch die Identifizierung einer NES im humanen Homolog von Rpl5p, L5, gestérkt
(Rosorius et al., 2000). Die von Rosorius und Mitarbeitern (2000) im humanen L5
gefundene Export-vermittelnde Sequenz LLLARRLL ist der in dieser Arbeit identifizierten
kleinsten im NES-Test System funktionellen NES von Rpl5p LLIARRTLQKLGLDE sehr
dhnlich. So konnten Rosorius und Mitarbeiter (2000) zeigen, dass dieser Sequenzbereich fiir
den Export von L5 essentiell ist und eine Fusion der oben gezeigten L5-Aminosduresequenz
mit GST (Glutathion-S-Transferase) im Zytoplasma lokalisiert.

Eine Deletion des Bereichs rpl5(101-115) im Volllangenprotein kann den Arpl5 Phénotyp
nicht komplementieren und das GFP-Fusionsprotein akkumuliert stark im Zellkern, wobei
durch Fusion der heterologen PKI-NES an das verkiirzte rpl5-Konstrukt die Funktion nicht
wiederhergestellt werden kann. Das PKI-Fusionsprotein zeigt allerdings eine iiberwiegend
zytoplasmatische Lokalisierung, wodurch gezeigt werden kann, dass der Exportdefekt des
deletierten Konstrukts aufgehoben wurde. So muss es durch die Deletion zu einem
zusitzlichen Verlust einer weiteren in dieser Doméne verankerten Funktion gekommen sein.
Durch die hohe Konservierung des Anfangsbereichs dieser Sequenzfolge auch in
Prokaryonten (Abb. 33) wurde vermutet, dass es sich um eine wichtige Doméne fiir die
korrekte Proteinfaltung oder um einen Bindebereich fiir weitere Bindungspartner handelt.
Die Vermutung wird durch die durchgefiihrte Mutationsanalyse von RplSp unterstiitzt. Denn
auch die im Sequenzbereich rpl5(103-108) (LLIARR) eingefiihrten Punktmutationen fiihren
zu einem vollstindigen Funktionsverlust und zur starken nukledren Akkumulation des GFP-
Fusionsproteins. Auch bei diesen Mutationen kann eine Fusion mit der PKI-NES zwar die

zytoplasmatische Lokalisierung wiederherstellen, der Funktionsdefekt bleibt aber bestehen.
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Abb. 33: Sequenzvergleich der RplSp Homologen in eukaryontischen und prokaryontischen Zellen.

Die Proteinsequenzdaten sind der EuGenes- bzw. YPD-Datenbank entnommen (siche Material und Methoden
3.). Der Sequenzvergleich wurde mit ClusalW 1.8 durchgefiihrt und mit Boxshade 3.21 dargestellt. Die kleinste
im NES-Test System funktionelle Domine von RplSp aus S. cerevisiae ist rot gefiarbt. Das identifizierte
Fragment aus dem NES-Assay ist blau gekennzeichnet. Abkiirzungen: Eukaryonten: Sc: S. cerevisiae; Sp: S.
pombe; Nc: N. crassa; X1: X. laevis; Dm: D. melanogaster; Hs: H. sapiens; Mm: M. musculus;

Prokaryonten: Ec: E. coli; Mv: M. vannielii; Ss: S. solfataricus; Stp: S. pyogenes; Hm: H. marismortui
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Dadurch dass der Sequenzabschnitt LLIARR zudem in allen bekannten 5S rRNA bindenden
Proteinen konserviert ist (Deshmukh ef al., 1995), wurde vermutet, dass es sich
moglicherweise um eine zusitzliche 5SS rRNA Bindestelle in Rpl5p handelt. Allerdings
wurden bisher nur Bindestellen der 5S rRNA in den C- und N-terminalen Bereichen von
Rpl5p beschrieben (Deshmukh et al., 1995). Es konnte in der vorliegenden Arbeit gezeigt
werden, dass die deletierte Form von Rpl5p rpl5SA(101-115)p-eGFp weiterhin mit der 5S
rRNA in einem Saccharosedichtegradienten colokalisiert. Hierbei kommt es zu einem
signifikanten Shift des Proteins und der colokalisierenden 5S rRNA im 16slichen Bereich des
Gradienten. Die 5S rRNA scheint somit zu einem gewissen Anteil an das Protein rpl5(A101-
115)p-eGFP binden zu konnen. Ob diese Bindung allerdings genauso stark ist wie in der
isogenen Wildtypsituation, lidsst sich aufgrund der durchgefiihrten Experimente nur schwer
beurteilen. Der durch Mutation der hydrophoben Leucin-Reste L110 und LL113,115 in
rpl5(103-197) hervorgerufene Wachstumsdefekt wird wie gezeigt durch Fusion mit der
heterologen PKI-NES noch verstirkt, wobei die zytoplasmatische Lokalisierung des
Fusionsproteins wieder vollstindig hergestellt werden kann. Dies konnte dadurch erklért
werden, dass eine nicht regulierte NES das mutierte Rpl5p vor Bindung an die 5S rRNA und
dem Einbau in die 60S Untereinheit im Kern sofort nach dem Import wieder ins Zytoplasma
exportiert. Es sollte zu einem Assemblierungsdefekt der 60S Untereinheit kommen. Dass
dies tatsdchlich der Fall ist, zeigt der Saccharosedichtegradienten in Abbildung 27
(Ergebnisse). Fusioniert man die unregulierte PKI-NES an ein Wildtyp-Rpl5p, so kommt es
allerdings nur zu einem Wachstumsdefekt bei niedrigen Temperaturen wie 16°C. Dieser
konnte durch eine Verlangsamung des Stoffwechsels der Zellen bei niedriger Temperatur
und einer dadurch verringerten Ribosomenbiogenese hervorgerufen werden. Durch den
verlangsamten Stoffwechsel konnte ein durch die PKI-NES hervorgerufener, nicht
regulierter Export von Rpl5p zu einer Depletion von Rpl5p im Kern fiihren. Bei normaler
Wachstumstemperatur von 30°C scheint dieser PKI-NES vermittelte Exporteffekt nicht stark
genug zu sein.

Handelt es sich also bei der gefundenen Domine um eine NES, die einen Xpolp abhéngigen
Export vermitteln kann? Der Aminosdurebereich rpl5(103-197) und auch das verkiirzte
Fragment rpl5(103-117) erfiillen Kriterien einer funktionellen NES. Sie bringen ein
nukleédres Protein (nmd3ANES1+2p-eGFP) wieder ins Zytoplasma und wirken somit in
einem anderen Proteinkontext als Exportsignal. Punktmutationen der hydrophoben Leucin-
Reste im kleinsten funktionellen NES-Fragment rpl5(103-117) blockieren den Export des

Vollldngenproteins und auch die NES-Funktion des Aminosdurebereichs im NES-Assay
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geht durch die Mutationen verloren. Dies zeigt, dass die Sequenzfolge eine Xpolp
abhingige Export-Funktion enthilt, die durch Mutationen der konservierten hydrophoben
Aminosdurereste blockiert werden kann.

Ein guter biochemischer Hinweis, ob die NES im Kontext des Gesamtproteins als
Exportsignal wirken kann, wire die Demonstration einer direkten Interaktion zwischen
Rpl5p und Crmlp in vitro in Abhéngigkeit der Integritit der NES. Leider konnte dieses
Experiment nicht durchgefiihrt werden, da sich Rpl5p nicht heterolog in E. coli exprimieren
liess.

Ob die in Rpl5p enthaltene NES-Sequenz als zusétzlicher Adapter fiir den Export der 60S
Untereinheit wirkt, konnte durch die gezeigten Experimente nicht geklédrt werden. Es wurden
zusitzlich genetische Studien einer Kombination aus mutiertem NMD3- und RPL5-Allelen
in einem Doppeldisruptionsstamm (Anmd3 pURA3-NM D3 Arpl5 pURA3-RPLS)
durchgefiihrt, wobei es allerdings zu keiner synthetischen Letalitit kam (Daten nicht
gezeigt). Dies spricht gegen die Rolle von Rpl5p als zusitzlicher Adaptor, da fiir eine
Kombination zweier mutierter Adaptoren des Exports der 60S Untereinheit ein
synergetischer Wachstumsdefekt der Zellen erwartet wiirde. Es sollten allerdings noch
Kombinationen weiterer mutierter Allele untersucht werden, um sicher eine synthetisch
letale Beziehung ausschlielen oder bestitigen zu konnen.

Eine andere Moglichkeit einer NES-Funktion in L5/RplSp wire ein unabhingig vom Export
des 60S Partikels vermittelter Export der 5S rRNA ins Zytoplasma. In Xenopus Oozyten
konnte gezeigt werden, dass 5S rRNA aus dem Zellkern ins Zytoplasma exportiert wird, um
dort an spezifischen Speicherorten aufbewahrt zu werden. Der Export der 5S rRNA kann
entweder durch den Transkriptionsfaktor TFIIIA oder L5 vermittelt werden (Allison et al.,
1995; Guddat et al., 1990). Sollte mehr 5S rRNA im Zellkern fiir die Synthese der
ribosomalen Untereinheiten benotigt werden, wird die im Zytoplasma gespeicherte 5S rRNA
in den Kern re-importiert. Im Unterschied zum nukleidren Export scheint der Re-Import der
5S rRNA nur durch L5 vermittelt zu werden (Allison et al., 1991; Murdoch & Allison, 1996;
Rudt & Pieler, 1996). So konnte gezeigt werden, dass L5 der intrazelluldre Transportfaktor
der 5S rRNA in Xenopus ist. Allerdings gibt es bisher in Hefe keine Hinweise auf einen
separaten Export der 5S rRNA durch Rpl5p oder auf zytoplasmatische Speicherorte fiir die
5S rRNA, wie er fiir Xenopus Oozyten wihrend der Oogenese beschrieben wurde (Clauf3en

etal., 1999).
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Ein generelles Problem der moéglichen NES-Funktion in RplSp ist die Regulation der
Zuginglichkeit dieses Sequenzbereiches durch das Exportin. Da die Synthese von Rpl5p im
Zytoplasma stattfindet, bevor das Protein in den Kern importiert und dort nach der Bindung
an die 5S rRNA in die 60S Untereinheit eingebaut wird, sollte eine mogliche NES, die am
Export des 60S Partikels beteiligt ist, erst nach Assemblierung fiir das Exportin zugéinglich
sein. Ansonsten wiirde Rpl5p unkontrolliert wieder re-exportiert werden und konnte seine
Aufgabe im Kern bei der Ribosomenbiogenese nicht mehr erfiillen.

In einem berechneten Strukturmodell des 80S Partikels in S. cerevisiae (Spahn et al., 2001)

wurde die Lage von Rpl5p (rot markiert in Abb. 34) in der 60S Untereinheit gezeigt.
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Abb. 34: Schematische Darstellungen der Struktur der ribosomalen 60S Untereinheit von S. cerevisiae
nach Spahn und Mitarbeitern (2001).

Die 60S Untereinheit ist in der klassischen Kronenansicht (a), aus Sicht der Rpl7p/Rpl12p Seite (b) und aus
Sicht der Rpllp Seite gezeigt. Die am Aufbau des 60S Partikels beteiligten rRNAs sind in blau dargestellt, die
Proteine in orange. Die Struktur wurde basierend auf einer cryo-EM Struktur des ribosomalen 80S Partikels aus
S. cerevisiae erstellt (Spahn et al., 2001). Durch eine anschlieBende Berechnung der jeweiligen Positionen der
Komponenten der bekannten Rontgenstruktur des 70S Partikels aus H. marismortui (Ban et al., 2000) wurde
die Lage der RNAs und der Proteine iiberpriift. Proteine sind mit ihren Namen in der Struktur angegeben.
Rpl5p ist rot beschriftet. Es ist ersichtlich, dass RplSp an der Oberfliche des 60S Partikles liegt. Zusétzlich
befindet sich der gefundene Aminosiurebereich in einer exponierten Lage (siehe hierzu auch Abb. 36).
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Abbildung 34 zeigt die schematische Darstellung aus drei verschiedenen Perspektiven. Wie
man sieht liegt Rpl5p an einer exponierten Stelle im 60S Partikel. Durch die Lage an der
Oberfldche der 60S Untereinheit konnte ein Exportin an Rpl5p binden.

Wenn man nun die Lage der gefundenen Doméne im Rpl5p Proteinkontext analysiert (Abb.
35) zeigt sich, dass das kleinste im NES-Assay funktionelle Fragment rpl5(103-117) (roter
Strukturbereich) zwar auf der Oberfliche des 60S-Partikels, aber die mogliche Export-
Erkennungssequenz relativ geschiitzt vorliegt. Im Stereobild (Abb. 35) ist zu erkennen, dass

die rot eingezeichnete, kleinste funktionelle NES-Sequenz im Proteinkontext sterisch

abgeschirmt ist.

Abb. 35: Rpl5(103-117) liegt relativ geschiitzt im Proteinkontext vor.

Stereobild der berechneten Struktur von RplSp (dunkelgrau,blau,rot)) gebunden an 5S rRNA (hellgrau). Der rot
+ blau markierte Bereich rpl5(103-197) wurde als Domidne im NES-Assay identifiziert. Das kleinste
funktionelle NES-Fragment rpl5(103-117) (LLIARRTLQKLGLDE) wurde rot eingefirbt (sieche auch Abb. 33
Sequenzvergleich). Die Sequenzdaten stammen aus der Brookhaven-Datenbank (siehe Material & Methoden
3.). Basierend auf einer cryo-EM Analyse des Hefe-80S Partikels und der bekannten Daten des 70S Partikels
aus H. marismortui (Ban et al., 2000) wurde eine mogliche Struktur berechnet (Spahn et al., 2001). Das
Stereobild wurde mit dem Programm RasMol generiert.

Durch die Lage der identifizierten RplSp NES-Sequenz konnte ein Exportin nur in der
Orientierung der Blickrichtung angreifen und binden. Diese Restriktion der Bindung des

Exportins konnte fiir die oben erwidhnte Regulation des nukledren Exports sinnvoll sein,
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indem z.B. der Bereich durch einen bisher noch nicht identifizierten Kofaktor besser
zuginglich gemacht werden konnte. In diesem Modell bestitigt sich zusitzlich, dass es im
Bereich der in allen 5S rRNA bindenden Proteinen konservierten Sequenz (LLIARR; linke
Hilfte des rot markierten Bereichs) zu keinem Kontakt der 5S rRNA (hellgrau) mit RplSp
kommt. Allerdings gehen diese Strukturdaten aus einer Berechnung eines 3D-Modells
basierend auf cryo-EM-Daten des 80S Partikels und bekannten Strukturkoordinaten des 70S
Partikels aus H. marismortui hervor (Ban et al., 2000; Spahn et al., 2001) und sind deshalb
nur als grobes Modell zu benutzen. Die tatsdchliche Lage der Aminosédurereste wiirde eine

Rontgen-Kristall-Struktur-Analyse des Hefe-RNPs erfordern.

Durch den in dieser Arbeit entwickelten und durchgefiihrten funktionellen NES-Assay
konnten mehrere Signalsequenzen mit einer NES-Funktion identifiziert werden. Nachdem
die aktive Exportfunktion im NES-Komplementations System nachgewiesen wurde, sollte
nun die Funktion im jeweiligen Volllingenkontext analysiert werden. Die n#here
Charakterisierung der identifizierten Exportsignale und der Volllingen-Exportsubstrate
konnte zum Verstdndnis neuer Exportmechanismen im nukleozytoplasmatischen Transport

beitragen.
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MATERIAL & METHODEN

1. Material

1.1 Labormaterialien

Chemikalien zur Herstellung von Gelen, Losungen, Medien und Puffern wurden, sofern
nicht anders vermerkt, von den Firmen CARL ROTH GMBH & Co KG (Karlsruhe, D), FLUKA
(Neu-Ulm, D), GiBco BRL (Gaithersburg, MD, USA), MERCK (Darmstadt, D) und SIGMA-
ALDRICH CHEMIE GMBH (Steinheim, D) bezogen. Restriktionsenzyme und Enzyme zur
Modifikation von Nukleinsduren stammten von MBI FERMENTAS (St. Leon-Rot, D), NEB
(Frankfurt/Main, D) und ROCHE (Mannheim, D). Als DNA-Grofenstandard wurde die Gene
ruler™ 1 kb DNA-Leiter von MBI FERMENTAS (St. Leon-Rot, D) verwendet. Als Protein-
GroBenstandard wurde die Benchmark ladder der Firma GiBco BRL (Gaithersburg, MD,
USA) benutzt. Isolierung von Plasmid-DNA aus E. coli wurde mit dem QiaprepSpin
MiniprepKit der Firma QIAGEN (Hilden, D) bzw. mit Nucleobond AX der Firma
MACHEREY-NAGEL (Diiren, D) nach Angaben des Herstellers durchgefiihrt. Zur DNA-
Isolierung aus Agarosegelen wurde der Qiaquick Gelextractionkit der Firma QIAGEN
(Hilden, D) benutzt. Synthetische Oligonukleotide wurden von INTERACTIVA (Ulm, D)
bezogen. Auftragssequenzierungen wurden von den Firmen MEDIGENOMIX (Miinchen, D)

und TopLAB GMBH (Miinchen, D) durchgefiihrt.

1.2 Verwendete Plasmide

Fiir Klonierungen wurden die E. coli-Stimme DHS5a [F* ¢80dlacZAM15 A(lacZY A-argF)
U169 deoR recAl endAl hsdR17 (ry, mg*) supE44 h- thi-1 gyrA96 relAl] der Firma
STRATAGENE (Lalolla, Ca, USA) und JM109 [F” traD36 proA*B* lacl’ A(lacZ)M15 | el4
(McrA)A(lac-proAB) endAl gyrA96 (Nal') thi-1 hsdR17 (r,m,") ginV44 relAl recAl dam’]
der Firma MBI FERMENTAS (St. Leon-Rot, D) verwendet.

In Tabelle 4 sind die in dieser Arbeit verwendeten Plasmide aufgelistet. Bei nicht selbst
erstellten Plasmiden ist die Referenz angegeben. Die Konstruktion bisher unveroffentlicher

Plasmide ist im Folgenden beschrieben.
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Zur Herstellung von pNOPGFPA1A-RPN11/pNOPGFPAI1L-RPNI1 und pNOPGFPA1A-
SCD5/pNOPGFPA1L-SCDS5 fiir Lokalisierungsexperimente dieser Proteine, wurde das
offene Leseraster (ORF) von RPNI1I bzw. SCD5 aus genomischer DNA durch PCR

amplifiziert. Hierbei wurden eine Nsil-Schnittstelle am 5°- und eine PstI-Schnittstelle am 3°-
Ende des RPN11 ORFs eingefiihrt. Das PCR-Produkt fiir die Klonierung von N-terminal an
GFP fusionierten SCD5p hatte Nsil-Schnittstellen am 5°- und 3"-Ende. Die geschnittenen
PCR-Produkte wurden in die mit Nsil kompatible Ps#I-Schnittstelle von pNOPGFPA1A
bzw. pNOPGFPAI1L (Hellmuth et al., 1998) kloniert.

pRS316-NIP1, pRS316-RPNI11 und pRS316-SCDS5 wurden durch PCR-Amplifizierung des

jeweiligen ORFs mit je 500 bp stromauf- und stromabwiérts hergestellt. Hierbei wurden
gleichzeitig 5° eine BamHI und 3” eine Xhol Erkennungssequenz eingefiihrt und dieses
Fragment wurde in die gleichen Schnittstellen von pRS316 (Sikorski & Hieter, 1989) ligiert.
Die Funktionalitit der Konstrukte wurde durch Komplementierung des jeweiligen
Disruptions-Hefestamms getestet.

pRS313-CRM1-HA und pRS313-crml-T539C-HA wurden durch Umklonierung eines den
jeweiligen ORF enthaltenden Pvull Fragments aus pRS315-CRMI-HA bzw. pRS315-
crmlIT539C-HA (Neville & Rosbash, 1999) in den Pvull gedffneten Vektor pRS313
(Sikorski & Hieter, 1989) erhalten.

Das fiir die Klonierung der benutzten NES-Bibliotheken, der Kontrollen des NES-Assays
und die Charakterisierung der moglichen RPL5-NES benutzte Plasmid pRS315-
nmd3ANES1+2-eGFP_LCS (LCS: library cloning site) (Klonierung siehe 1.3) wird im
Folgenden mit NESTP (fiir NES-Test Plasmid) abgekiirzt. So wiirde zum Beispiel die
Bezeichnung NESTP-PKI fiir das Plasmid pRS315-nmd3ANES1+2-eGFP-PKI stehen.

Die Kontroll-Plasmide, die fiir die Uberpriifung der Funktionalitit des NES-Assays generiert
wurden NESTP-Rev-NES, NESTP-m10-rev, NESTP-PKI, NESTP-nmd3-NESI, NESTP-
nmd3-NESI1+2, NESTP-Fragment, sowie die Plasmide mit einklonierten ORFs mit
bekannten oder vermuteten Exportsignalen NESTP-YRBI, NESTP-yrbI-RBD, NESTP-

mex67-C, NESTP-MTR2, wurden alle nach der gleichen Klonierungsstrategie hergestellt.

Die jeweiligen Fragmente wurden als PCR-Produkte mit BamHI-Restriktionsstellen am 5°-
und 3°-Ende amplifiziert (bei MTR2 Bglll-Schnittstellen, da eine interne BamHI-
Schnittstelle in MTR2 vorhanden ist). Das BamHI (bzw. Bglll) geschnittene PCR-Fragment
wurde in das mit Bcll gedffnete Plasmid pRS315-nmd3ANES1+2-eGFP_LCS kloniert.
Hierbei wurde das Leseraster von eGFP korrekt mit dem Leseraster der Fragmente

fortgesetzt, damit es zu einem Fusionsprotein mit nmd3ANES1+2-eGFP kommt.



Material & Methoden 95

Fiir die Analyse der zelluldren Lokalisierung von RPN11, SCDS5, NIPI und RPL5 wurden
folgende Plasmide hergestellt: pRS315-RPN11-eGFP, pRS315-NIP1-eGFP, pRS315-SCD5-
eGFP und pRS315-RPL5-eGFP. Hierfiir wurden PCR-Fragmente von genomischer DNA

amplifiziert, die das jeweilige offene Leseraster (ohne Stopcodon) und ca. 500 bp
stromaufwirts des Startcodons als Promotorbereich enthalten. Als Restriktionsstellen
wurden 5” eine Sacl und 3” eine BamHI Schnittstelle angehéngt. Die nachgeschnittenen
PCR-Fragmente wurden jeweils in die gleichen Restriktionsstellen von pRS315-RPL25-
eGFP (Gadal et al.,2001a) ligiert.

Das fiir Lokalisierungsexperimente benutzte Plasmid pRS315-GFP-BFR] wurde durch
Subklonierung des Pvull-generierten GFP-BFRI-Fragments aus YIPlac211-GFP-BFRI
(Lang et al., 2001) in die Pvull-Schnittstelle von pRS315 (Sikorski & Hieter, 1989) erhalten.
Die Plasmide zur Charakterisierung der moglichen NES in RplSp NESTP-rpl5(103-109),
NESTP-rpl5(103-111), NESTP-rpl5(103-114), NESTP-rpl5(103-117), NESTP-rpl5(103-
124), NESTP-rpl5(103-152), NESTP-rpl5(103-197), NESTP-rpl5(113-152), NESTP-
rpl5(125-197), NESTP-rpl5(153-197)., NESTP-RPL5, NESTP-rpl5(103-197)-L110D,
NESTP-rpl5(103-197)-LL113,115DD wurden analog zu den Kontrollen des NES-Assays

hergestellt. Dabei wurden PCR-Fragmente der angegebenen Aminosiurebereiche von RPLS
oder mutiertem rpl5 mit BamHI-Schnittstellen am 5°- und 3"-Ende generiert und in das Bcll
geoffnete NES-Test Plasmid NESTP unter Einhaltung des Leserasters einkloniert.
Mutationen in RplSp wurden wie von Giebel und Spritz (1990) beschrieben eingefiihrt.
Hierbei wurden punktmutierte Sacl/BamHI PCR-Produkte gegen das Sacl/BamHI Wildtyp-
Fragment aus pRS315-RPL5-eGFP ausgetauscht. Als Matrize fiir die PCR-Reaktionen
diente pRS315-RPL5-eGFP. So wurden folgende eGFP-fusionierte Rpl5p-
Punktmutationskonstrukte angefertigt: pRS315-rpl5-L110D-eGFP, pRS315-rpl5-
LLI113,115DD-eGFP, pRS315-rpl5-LL103,104DD-eGFP, pRS315-rpl5-TL109.110AA-
eGFP,pRS315-rpl5-RR107.108AA-eGFP und pRS315-rpl5-LLI103,104,105AAA-eGFP.
pRS315-rpl5A(101-115)-eGFP beinhaltet eine RPL5-interne Deletion von 15 Aminosiuren,

wobei die Aminosdurereste gegen eine Bcll Schnittstelle ausgetauscht wurden. Hierzu
wurden zwei PCR-Fragmente von pRS315-RPL5-eGFP als Matrize hergestellt (PCR-
Fragmentl: rp/5AS100-Sacl/Bcll; PCR-Fragment2: rpl5AS116-Bcll/BamHI), miteinander
ligiert und gegen das Sacl/BamHI-Fragment aus pRS315-RPL5-eGFP ausgetauscht. Die
Deletion konnte durch die Bcll Schnittstelle iiberpriift werden.

Einige der RPL5-Mutationen und die Deletion pRS315-rpl5A(101-115)-eGFP wurden mit

den heterologen NES-Fragemten aus PKI und Rev fusioniert. Hierfiir wurde die jeweilige
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NES als PCR-Fragment, mit je einer Ncol-Schnittstelle am 5°- und 3”-Ende, amplifiziert und
in die mit Ncol gedffneten Plasmide ligiert. Zur Uberpriifung der Orientierung enthielten die
PCR-Produkte noch eine zusitzliche Psfl Erkennungssequenz am 3°-Ende.

pRS315-rpl5-L110D und pRS315-rpl5-LLI113,115DD wurden durch Subklonierung der
jeweiligen mutierten Sacl/Bglll-Fragmente von pRS315-rpl5-L110D-eGFP bzw. pRS315-
rpl5-LL113,115DD-eGFP in dieselben Schnittstellen von pRS315-RPL5-HA (Deshmukh et

al., 1995) erhalten.

PLASMID

REFERENZ

pJG4-5-Rev-M10

(Neville & Rosbash, 1999)

pIG4-5-REV-wt

(Neville & Rosbash, 1999)

pNOPGFPA1A

(Hellmuth et al., 1998)

pNOPGFPA1A-RPN11 diese Arbeit
pNOPGFPA1A-SCD5 diese Arbeit
pNOPGFPAI1L (Hellmuth et al., 1998)
pNOPGFPAIL-RPNI1 diese Arbeit
pNOPGFPAI1L-SCD5 diese Arbeit

pRS313

(Sikorski & Hieter, 1989)

pRS313-CRMI-HA

diese Arbeit

pRS313-crmiT539C-HA

diese Arbeit

pRS313-RPL25-eGFP

(Gadal et al.,2001a)

pRS315

(Sikorski & Hieter, 1989)

pRS315-CRM1-HA

(Neville & Rosbash, 1999)

pRS315-crmiT539C-HA

(Neville & Rosbash, 1999)

pRS315-nmd3ANESI+2-eGFP

(Gadal et al.,2001a)

pRS315-nmd3ANESI+2-eGFP-Fragment diese Arbeit
pRS315-nmd3ANES1+2-eGFP_LCS diese Arbeit
pRS315-nmd3ANESI+2-eGFP-m10-rev diese Arbeit
pRS315-nmd3ANES1+2-eGFP-mex67-C diese Arbeit
pRS315-nmd3ANES1+2-eGFP-MTR2 diese Arbeit
pRS315-nmd3ANES1+2-eGFP-nmd3-NES1 diese Arbeit
pRS315-nmd3ANES1+2-eGFP-nmd3-NES1+2 diese Arbeit
pRS315-nmd3ANES1+2-eGFP-PKI diese Arbeit
pRS315-nmd3ANES1+2-eGFP-REV diese Arbeit
pRS315-nmd3ANES1+2-eGFP-rpl5(103-109) diese Arbeit
pRS315-nmd3ANES1+2-eGFP-rpl5(103-111) diese Arbeit
pRS315-nmd3ANES1+2-eGFP-rpl5(103-114) diese Arbeit
pRS315-nmd3ANES1+2-eGFP-rpl5(103-117) diese Arbeit
pRS315-nmd3ANES1+2-eGFP-rpl5(103-124) diese Arbeit
pRS315-nmd3ANES1+2-eGFP-rpl5(103-152) diese Arbeit
pRS315-nmd3ANES1+2-eGFP-rpl5(103-197) diese Arbeit
pRS315-nmd3ANES1+2-eGFP-rpl5(113-152) diese Arbeit
pRS315-nmd3ANES1+2-eGFP-rpl5(125-197) diese Arbeit
pRS315-nmd3ANES1+2-eGFP-rpl5(153-197) diese Arbeit
pRS315-nmd3ANES1+2-eGFP-rpl5(103-197)-L110D diese Arbeit
pRS315-nmd3ANES1+2-eGFP-rpl5(103-197)-LL113,115DD diese Arbeit
pRS315-nmd3ANES1+2-eGFP-YRBI diese Arbeit
pRS315-nmd3ANES1+2-eGFP-yrbl1-RBD diese Arbeit

pRS315-nmd3ANESI+2-PKI-eGFP

(Gadal et al.,2001a)

pRS315-NMD3-eGFP

(Gadal et al.,2001a)

pRS315-rpl5A(101-115)-eGFP

diese Arbeit
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pRS315-rpl5A(101-115)-PKI-eGFP diese Arbeit
pRS315-RPL5-eGFP diese Arbeit
pRS315-RPL5-HA (Deshmukh et al., 1995)
pRS315-rpl5-HA3 (Deshmukh et al., 1995)
pRS315-rpl5-HA4 (Deshmukh et al., 1995)
pRS315-rpl5-L110D diese Arbeit
pRS315-rpl5-LL113,115DD diese Arbeit
pRS315-rpl5-L110D-eGFP diese Arbeit
pRS315-rpl5-L110D-PKI-eGFP diese Arbeit
pRS315-rpl5-LL113,115DD-eGFP diese Arbeit
pRS315-rpl5-LL113,115DD-PKI-eGFP diese Arbeit
pRS315-rpl5-LL103,104DD-eGFP diese Arbeit
pRS315-rpl5-TL109,110AA-eGFP diese Arbeit
pRS315-rpl5-RR107,108AA-eGFP diese Arbeit
pRS315-rpl5-LLI103,104,105AAA-eGFP diese Arbeit
YIPlac211-GFP-BFRI (Lang et al.,2001)
pRS315-GFP-BFRI diese Arbeit
pRS315-GFDI-eGFP diese Arbeit
pRS315-NIPI1-eGFP diese Arbeit
pRS316-NIPI diese Arbeit
pRS315-RPNI11-eGFP diese Arbeit

pRS316 (Sikorski & Hieter, 1989)
pRS316-NMD3 (Gadal et al., 2001a)
pRS316-RPL5 (Deshmukh et al., 1995)
pRS316-RPNI1 diese Arbeit
pRS316-RPS3-eGFP (D. Strauss, personliche Mitteilung)
pRS316-SCD5 diese Arbeit

Tab. 4: Verwendete Plasmide.

1.3 NES-Test Plasmid (NESTP)

Zur Herstellung des beim funktionellen NES Assay benutzten NES-Test Plasmids (NESTP,
Abb. 36) wurde das durch Gadal und Mitarbeiter (2001a) beschriebene Plasmid pRS315-
nmd3ANES1+2-eGFP wie folgt modifiziert:

Das Plasmid pRS315-nmd3ANESI+2-eGFP wurde als Templat fiir zwei PCR-Reaktionen
benutzt. Der gesamte eGFP-ORF wurde bis direkt vor das STOP-Codon amplifiziert. Ein
zweites PCR-Produkt mit der S20 Terminator Region, ausgehend vom STOP-Codon von
eGFP bis zum Ende des Terminators, wurde hergestellt. Die zur PCR-Reaktion benutzten
Oligonukleotide enthielten zusitzliche Schittstellen. So wurde durch Ligation der mit
Ncol/Bcll und B cI/Sall geschnittenen PCR-Fragmente in die ebenfalls Ncol/Sall
aufgeschnittene und dephosphorylierte Plasmid-DNA pRS315-nmd3ANES1+2-eGFP eine
zusitzliche Bcll-Schnittstelle mit flankierenden HindIIl und Nhel Schnittstellen geschaffen.
Es wurde somit direkt vor das STOP-Codon von eGFP eine Bibliothek-Klonierungsstelle
(LCS: Library Cloning Site) inseriert (siche Abb. 36).
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Durch Methylierung der Restriktionserkennungssequenz von Bcll TGm°ATCA durch die
dam-Methylase in E. coli Laborstimmen, wie DHS5a., wird eine Restriktion durch das Bcll
Enzym blockiert. Wenn man mit dieser Restriktionsstelle klonieren mdchte muss die

Plasmid-DNA aus einem dam -E. coli Stamm, wie z.B. JM109, isoliert werden.

NES-Test Plasmid (NESTP)

SrEIl

PRS315-pmdIANESI+2-eGFP_LCS

8732 bp

Ad

Sal
eGFP  nmdUNEST+2 ol

S| Aol

| Hedl HarrH]

LCS: Library Cloning Site A#alll - Bed - Ald
Fed ist kompatibel mit $2:8A, FaaHl und Feadl

Abb. 36: NES-Test Plasmid (NESTP) fiir die Klonierung der Bibliotheken und Durchfiihrung des
funktionellen NES-Assays.
Erlauterungen zur Klonierung siehe Text.

1.4 Herstellung der Bibliotheken genomischer Hefe-DNA fiir die
Durchfiihrung des funktionellen NES-Assays

Es wurden zwei Bibliotheken mit genomischen Hefe-DNA Fragmenten unterschiedlicher
Durchschnittsgro3e hergestellt. Eine Bibliothek wurde mit kleineren genomischen
Fragmenten erzeugt (von nun an NESB-0.75 genannt; 0.75 steht fiir die durchschnittliche
GroBe der enthaltenen genomischen Fragmente in kb; NESB: NES-Assay Bibliothek), die
Zweite tragt grole Fragmente aus genomischer DNA (von nun an als NESB-2.0 bezeichnet;

2.0 steht fiir die durchschnittliche Grée der enthaltenen genomischen Fragmente in kb).
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1.4.1 Erstellung von NESB-0.75

Als Ausgangs-DNA fiir die Gewinnung der Fragmente fiir NESB-0.75 wurde die bereits
erfolgreich verwendete 2-Hybrid-Bibliothek FRYL (“Fromont-Racine Yeast Library”)
benutzt (Fromont-Racine et al., 1997), die genomische Fragmente mit einer
durchschnittlichen Gréfe von ca. 900 bp enthilt. Bei dieser Bibliothek wurde, wie bei
Fromont-Racine und Mitarbeitern (1997) beschrieben, die genomische DNA durch partiellen
Verdau mit dem Restriktionsenzym Sau3A geschnitten und iiber “Abstandshalter”
(sogenannte spacer) in das Grundgeriist einkloniert. Hierbei entstand auf beiden Seiten der
Insertionsstelle der genomischen Fragmente eine BamHI-Restriktionsstelle. Diese
Schnittstelle wurde benutzt, um die genomischen Fragmente fiir die in dieser Arbeit
benutzten Bibliotheken wiederzugewinnen. Die BamHI verdaute DNA wurde auf ein
Agarosegel aufgetragen und der Bereich zwischen 250 bp und 1.5 kb als Gelstiick
ausgeschnitten. Nach Isolierung der DNA aus dem Agarosegel wurden die Fragmente in das
Bcll geoffnete NES-Test Plasmid pRS315-nmd3ANES1+2-eGFP_LCS (siehe oben, Bcll
Schnittstelle) ligiert. Um eine theoretisch dreifache Abdeckung des Hefegenoms zu
erreichen, wurden 270000 E. coli Einzeltransformanten vereinigt und die Plasmid-DNA mit
dem Nucleobond AX Kit der Firma MACHEREY-NAGEL (Diiren, D) isoliert.

Plasmid-Préparationen aus Einzeltransformanten und statistische Auswertung ergaben eine
durchschnittliche Rate von Fragment tragenden Plasmiden von 92% und eine

durchschnittliche Fragmentgrofle von 750 bp.

1.4.2 Erstellung von NESB-2.0

Als Ausgangs-DNA fiir NESB-2.0 diente genomische DNA, die aus dem Wildtypstamm
RS453 gewonnen wurde (siehe 2.1.5). Diese DNA wurde mit Sau3A partiell iiber
unterschiedliche Zeitspannen (15 s, 30 s, 1 min, 2 min, 5 min, 10 min, 15 min, 20 min, 25
min, 30 min, 45 min) verdaut. Die verdaute DNA wurde auf ein Agarosegel aufgetragen und
der Bereich zwischen 2 und 6 kb als Gelstiick ausgeschnitten. Nach Isolierung der DNA aus
dem Agarosegel wurden die Fragmente in das Bcll-gedffnete NES-Test Plasmid pRS315-
nmd3ANES1+2-eGFP_LCS (siehe oben, Bcll Schnittstelle) ligiert. Um eine theoretische
dreifache Abdeckung des Hefegenoms zu erreichen, wurden 110000 E. coli
Einzeltransformanten vereinigt und die Plasmid-DNA mit dem Nucleobond AX Kit der

Firma MACHEREY-NAGEL (Diiren, D) isoliert.
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Plasmid-Préparationen aus Einzeltransformanten und statistische Auswertung ergaben eine
durchschnittliche Rate von Fragment tragenden Plasmiden von 90% und eine

durchschnittliche FragmentgréBe von 2 kb.

1.5 Verwendete Hefestimme

Die verwendeten Hefestimme sind in Tabelle 5 aufgelistet.

Wenn nicht anders angegeben, wurden Hefestimme unter Normalbedingungen gezogen und
analysiert. Normalbedingungen bedeuten eine Wachstumstemperatur von 30°C fiir alle
Hefestimme und Lokalisierungsexperimente im Stadium des exponentiellen Wachstums der
Hefekultur.

Ein “Shuffle” Stamm ist ein Disruptionsstamm, der mit einem pURA3-WT-Plasmid
komplementiert wurde. Nach Transformation mit einem zu analysierenden Plasmid wird das
Wachstum auf SDC+FOA analysiert. 5°-FOA ist toxisch fiir Zellen die URA3 exprimieren
und kann dadurch zur negativen Selektion gegen das die Wildtypkopie tragende URA3-
Plasmid benutzt werden. Die “Shuffle” Stimme von NIP1, RPL5, RPN und SCD5 wurden
durch Transformation der jeweiligen diploiden EUROSCARF-Stimme (EUROSCARF,
Frankfurt/Main, D) mit dem URA3-Wildtyp ORF-Plasmid transformiert und sporuliert. Die
Sporen wurden auf die notwendigen KAN- und URA3-Marker, sowie auf Wachstum auf 5°-
FOA-haltigem Medium tiberpriift.

Der “Doppelshuffle” Stamm von NMD3 und RPL5 wurde durch Kreuzung des NMD3
“Shuffle” Stammes (Anmd3::KAN pURA3-NMD3) mit dem RPL5 “Shuffle” Stamm
(Arpl5::KAN pURA3-RPLS5) erzeugt. Es handelt sich hierbei um eine Geneticinresistente
Spore aus einer Tetrade, in der der KAN"- und der kan-Phénotyp 2:2 segregierten. Beide
KAN*-Sporen konnten nicht auf 5"-FOA-haltigem Medium wachsen. Dies konnte nur durch

gleichzeitige Anwesenheit eines NMD3- und RPL5-Plasmids komplementiert werden.



Material & Methoden 101

STAMM GENOTYP REFERENZ

RS453 MATala, ade2-1/ade2-1, his3-11.55/ his3-11.55, leu2-| (Wimmer et al., 1992)
3.112/ leu2-3.112, trpl-1/ trpl-1, ura3-52/ ura3-52,
canl-100/ canl-100, GAL*/ GAL*

W303-1A MATa, ade2, his3, leu2, trpl, ura3, canl, GAL* R. S. Fuller

CRM1 MATa, ade2, his3, leu2, trpl, ura3, canl, GAL"| (Neville & Rosbash, 1999)
xpol::KAN"+ pLEU2-CRM1-HA

CRMI1 new MATa, ade2, his3, leu2, trpl, ura3, canl, GAL" | diese Arbeit
xpol::KAN"+ pHIS3-CRM1-HA

CRMI1T539C MATa, ade2, his3, leu2, trpl, ura3, canl, GAL"| (Neville & Rosbash, 1999)
xpol::KAN"+ pLEU2-crmIT539C-HA

CRMI1T539C new MATa, ade2, his3, leu2, trpl, ura3, canl, GAL" | diese Arbeit
xpol::KAN"+ pHIS3-crmIT539C-HA

csel-2 MATa, csel ::HIS3, ade2-101, trpl-delta901, ura3-52, (Schroder et al., 1999)
leu2-3,112, his3-11,15 + pTRPI-csel-2

JWY3740 MATa, adel, his3, leu2, trpl, rpl5::TRP1 (Deshmukh et al., 1995)
+ pURA3-RPLS5

JWY3749 MATa, adel, his3, leu2, trpl, rpl5::TRP1 (Deshmukh et al., 1995)
+ pLEU2-rpl5-HA-3

JWY3752 MATa, adel, his3, leu2, trpl, rpl5::TRP1 (Deshmukh et al., 1995)
+ pLEU2-rpl5-HA-4

NIP1/nipl A diploid BY4743 Mata/o, his3A1/his3A1, leu2A0/leu2A0,| EUROSCARF
lys2A0/LYS2, METI5/met15A0, ura3A0/ura3A0,

nipl ::KAN'/NIP1 (NIP1 = YMR309C)

NIPI “Shuffle”

BY4743 Mata, his3Al, leu2 A0, ura3A0, nipl::KAN"
+ pURA3-NIPI

diese Arbeit

NMD3 “Shuffle”

MATa, his3, leu2, lys2, ura3, nmd3::KANr
+ pURA3-NMD?3

OADDIN ENRfu (X0 Gadal et al.,
2001a)83

nup49-313 MATa, ade2, his3, leu2, trpl, ura3, nup49::TRPI1 + | O ADDIN ENRfu XX Doye et al.,
pLEU2-nup49-313 1994)0

RPL5/rpl5A diploid BY4743 Matal(, his3Al/his3Al, leu2A0/leu2A0,| EUROSCARF
lys2A0/LYS2, METI5/met15A0, ura3A0/ura3A0,
rpl5::KANr/RPLS5 (RPL5 = YPLI31w)

RPL5 “Shuffle” BY4743 Mata, his3Al, leu2 A0, ura3A0, rpl5::KANr + | diese Arbeit
pURA3-RPLS5

Arpl5 pLEU-rpl5- BY4743 Mata, his3Al, leu2 A0, ura3A0, rpl5::KAN" + | diese Arbeit

LLI113,115DD pLEU2-rpl5-LL113,115DD

RPN11/rpnllA diploid BY4743 Mata/ao, his3A1/his3A1, leu2A0/leu2A0,| EUROSCARF
lys2A0/LYS2, METI5/met15A0, ura3A0/ura3A0,
rpnll::KAN'/RPNI1 (RPN11 = YFRO0O4w)

RPNI11 “Shuffle” BY4743 Mata., his3Al, leu2AO, ura3A0, rpnlil::KAN" diese Arbeit
+ pURA3-RPN11

SCD5/scd5 A diploid BY4743 Mata/a, his3Al/his3A1, leu2A0/leu2A0,| EUROSCARF
lys2A0/LYS2, METI5/met15A0, ura3A0/ura3A0,
scd5::KAN'/SCD5 (SCD5 = YOR329c)

SCD5 “Shuffle” BY4743 Mata, his3Al, leu2 A0, ura3A0, scd5::KAN™ + | diese Arbeit
pURA3-SCDS5

RPL5 NMD3 “Shuffle” BY4743 Mata, his3AI, leu2A0, lys2A0, ura3AO0,| diese Arbeit

rpl5::KANr nmd3::KAN"
+ pURA3-RPL5 + pURA3-NMD3

XPOI “Shuffle”

MATa, ade2, his3, leu2, trpl, ura3, canl, GAL*
xpol::KAN" pURA3-XPO1

(Kiinzler et al., 2000)

XPOl1 MATa, ade2, his3, leu2, trpl, ura3, canl, GAL" | (Stade et al., 1997)
xpol::LEU2 + pHIS3-XPO1

xpol-1 MATa, ade2, his3, leu2, trpl, ura3, canl, GAL" | (Stade et al., 1997)
xpol::LEU2 + pHIS3-xpol-1

Alosl MATa, losl::HIS3, ade2-1, his3-11,15, ura3-52, leu2- (Simos et al., 1996)
3,112, trpl-1, canl-100

Amsn5 BY4741 MATa,his3-d1, leu2-d0, metl5-d0, ura3-d0,| EUROSCARF

msnS5::KAN (YDR335w::KAN)

Tab. 5: Verwendete Hefestimme.
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2. Methoden

2.1 Molekularbiologische Methoden
2.1.1 Alligemeine Methoden zur DNA Manipulation

Allgemeine Methoden zur DNA-Manipulation wie Restriktionsverdau von Plasmiden,
Ligation von DNA-Fragmenten, Phosphatasebehandlung, Polymerasekettenreaktion (PCR),
Auftrennung und Analyse von DNA-Fragmenten mittels Gelelektrophorese wurden nach

Maniatis et al. (1989) durchgefiihrt.

2.1.2 Mutagenese von Plasmid DNA

Aminosédureaustausch durch gezielte Punktmutagenese auf Plasmid-Ebene wurde durch eine
PCR-basierte Methode nach Giebel & Spritz (1990) erzeugt. Die so erhaltenen PCR-

Produkte wurden sequenziert, um die Mutation zu tiberpriifen.

2.1.3 Methoden und Medien fiir S. cerevisiae

Alle allgemeinen Arbeiten mit S. cerevisiae, wie Erzeugung von Diploiden, Sporulation und
Tetradenanalyse, wurden wie von Sherman (1991) beschrieben durchgefiihrt. Alle
Hefestimme wurden in Standardmedien nach Sherman (1991) gezogen.

Vollmedien enthielten 1% Hefe-Extrakt (Dirco, Heidelberg, D), 2% Bacto-Pepton (DIFcO,
Heidelberg, D) und entweder 2% Glukose (YPD) oder 2% Galaktose (YPG).

Synthetische Komplettmedien enthielten 2% Glukose (SDC) oder 2% Galaktose (SGC),
0,67% Hefe-Stickstoffgrundlage (DiFco, Heidelberg, D) und 7% des entsprechenden CSM
(complete synthetic mix) (QBIOGENE, Heidelberg, D), welches alle notigen Aminoséduren,
Purin- und Pyrimidinbasen enthilt, auBBer denen, die fiir die Selektion von auxotrophen
Markern (z.B. leu, ura, his etc.) ndtig waren.

Zusammensetzung von CSM+all [mg/l]: Adenin 10, L-Arginin 50, L-Asparaginsédure 80,
L-Histidin-HCI 20, L-Isoleucin 50, L-Leucin 100, L-Lysin-HCI 50, L-Methionin 20,
L-Phenylalanin 50, L-Threonin 100, L-Tryptophan 50, L-Tyrosin 50, Uracil 20, Valin 140.
Feste Medien enthielten zusitzlich 2% Agar (FLUKA, Steinheim, D). Wenn notig, wurde
0,1% 5°-FOA (TORONTO RESEARCH CHEMICALS, Toronto, Cnd) oder 0,2 mg/ml Geneticin

(S16MA, Steinheim, D) zugegeben.
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Das Wachstum der Hefezellen wurde durch Messung der optischen Dichte bei A=546 nm
gegen frisches Medium verfolgt. Dabei entspricht eine ODs,,,-Einheit einer Hefezellen-
dichte von ca. 1,5 - 10’ Zellen/ml (Sherman, 1991).

Plasmide wurden mit Hilfe der Lithium-Acetat-Methode nach Itoh ef al. (1983) in

S. cerevisiae transformiert.

2.14 Plasmid-Riickgewinnung aus S. cerevisiae

Plasmid-DNA aus Hefezellen wurde nach der Methode von Robzyk & Kassir (1992) isoliert.
Das DNA-Pellet wurde in 50 u1 Wasser resuspendiert und 5 ul der wiedergewonnenen DNA

in elektrokompetente E. coli-Zellen transformiert.

2.1.5 Prdparation genomischer DNA aus S. cerevisae

Genomische DNA aus Hefezellen wurde mit dem QiAamp DNA Mini Kit der Firma
QIAGEN (Hilden, D) nach Angaben des Herstellers aus dem Wildtyphefestamm RS453 (siehe

verwendete Hefestimme) isoliert.

2.1.6 Herstellung eines Hefezellenextraktes

10 ODs (546 nm) Hefezellen einer ii/N-Kultur wurden geerntet und bei RT und 4000 rpm fiir
4 min abzentrifugiert. Nach dem Resuspendieren der Zellen in 800 y1 H,O wurde die
Zellsuspension in ein 2 ml Eppendorf-Reagiergefal} iiberfiihrt. Das Zellpellet wurde mit 3/4
Volumen Glaskiigelchen, 100 u1 H,O und 100 p1 4xProbenpuffer (250 mM Tris-HCI pH 6.8,
9,2% SDS, 0,2% Bromphenolblau, 40% Glycerin, 100 mM DTT) gemischt. Durch
Inkubation fiir 3 min bei 95°C und anschliefendes Vortexen fiir 10 s wurden die Zellen
aufgebrochen. Diese beiden Schritte wurden zweimal wiederholt. Es folgte Zentrifugation
fiir 10 s bei maximaler Geschwindigkeit (14000 rpm) und RT. AnschlieBend wurden 100 ul
Uberstand in ein Eppendorf-ReagiergefiB iiberfiihrt und 10 yl auf einem SDS-Gel analysiert.
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2.1.7 Wachstumsanalyse von Hefezellen (Dotspot-Analyse)

Hefemedium-Agar-Platten, wie z.B. SDC+FOA oder YPD (siche Medien), wurden iiber
Nacht bei RT getrocknet. Verschiedene Ubernacht-Fliissigkulturen (in Voll- bzw.
Selektivmedium, sieche Medien) von Hefezellen wurden auf ODs,,,,, = 0,5 in 1 ml Wasser
verdiinnt, so dass sich die gleiche Anzahl an Hefezellen in allen zu analysierenden Kulturen
befindet. Es wurden 1:10-, 1:100-, 1:1000- und 1:10000-Verdiinnungen dieser Zell-
suspensionen in 100 1 Wasser angesetzt. Von jeder Verdiinnung wurden je 10 ul1 (SDC-
Platten) oder 6 ul (YPD-Platten) in einer Reihe auf die Agar-Platten getropft. Das Wachstum
der Hefezellen wurde nach ca. 3 Tagen bei entsprechenden Temperaturen (23°C und 30°C)

tiberpriift.

2.1.8 Lokalisierung von Proteinen in der Zelle

Zur Bestimmung der zelluldren Lokalisierung von Proteinen wurden entsprechende eGFP
Fusionsproteine hergestellt. Die Lokalisierung in exponentiell wachsenden Hefezellen wurde
mittels eines Axioskop Mikroskops und/oder eines Axiovert 200M Konfokalmikroskops der
Firma ZEISS (Oberkochen, D) bestimmt. Fiir das GFP-Signal wurde jeweils der Fluoreszenz
Filter benutzt. Bilder wurden mit einer XILLIX TECHNOLOGIES CORP. Microimmager CCD
Kamera (Richmond, British Columbia, Cnd), bzw. einer ZEISS (Oberkochen, D) HAL100
Digitalkameraeinheit aufgenommen und mit Openlab der Firma IMPROVISION (Coventry,
GB) und Photoshop 4.01 von ADOBE SYSTEMS INCORBORATED (Mountain View, CA, USA)

prozessiert.

2.1.9 Leptomycin B-Behandlung LMB sensitiver Hefen

Hefezellen, die das Wildtyp XPOI und das Leptomycin B-sensitive xpol-T539C Allel
exprimieren (Neville & Rosbash, 1999) wurden mit einem zu untersuchenden eGFP-
Fusionsprotein transformiert und in Minimalmedium gezogen. Die Behandlung der Zellen
fiir die Lokalisierungsexperimente wurde nach GroBhans et al. (2001) durchgefiihrt. Das
Leptomycin B wurde freundlicherweise von Herrn Dr. Yoshida (University of Tokyo,

Tokyo, J) zur Verfiigung gestellt.
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2.1.10 Analyse des 40S und 60S ribosomalen Exports

Zur Analyse des Exports der 60S ribosomalen Untereinheit wurde die Methode nach Hurt
und Mitarbeitern (1999) benutzt. Hierbei wird das Rpl25p-eGFP Fusionsprotein als Reporter
fiir die 60S Untereinheit eingesetzt. Zur Untersuchung des Exports der 40S ribosomalen
Untereinheit wurde als Reporter das Rps3p-eGFP Fusionsprotein benutzt (Milkereit et al.,
2002). Die experimentelle Durchfiihrung der Lokalisierungsstudien beider Reporterproteine

erfolgte nach der von Gadal und Mitarbeitern (2001a) beschriebenen Methode.

2.1.11 Bedingungen des NES-Komplementations-Assay in S. cerevisiae

Die fiir diese Arbeit generierten NES-Assay Bibliotheken NESB-0.75 und NESB-2.0
wurden mit der modifizierten Methode nach Itoh und Mitarbeitern (1983) in den Hefestamm
Anmd3::KAN pRS316-NMD3 (NMD3 “Shuffle” Stamm) transformiert. Hefetransformanten
wurden auf synthetisches Komplettmedium mit Selektion auf den Marker der
transformierten Bibliotheksplasmide ausplattiert (SDC-Leu). Diese Platten wurden bei 30°C
bis zu einer mittleren KoloniegroBe der Hefen inkubiert.

Anschlieend wurden die Transformanten auf synthetisches Komplettmedium + 5°-FOA
replika plattiert, das eine negative Selektion gegen das NMD3-tragende URA3-Plasmid
erlaubt. Nur Hefetransformanten, die ein Bibliothek-Konstrukt mit einer NES-Funktion
enthalten, konnen in Gegenwart von 5°-FOA wachsen.

Nach Inkubation bei 30°C fiir 5 Tage wurden die Platten nach wachsenden Hefekolonien

tiberpriift. Diese wurden auf SDC-Leu-Platten umgestrichen.

2.1.12 Methoden und Medien fiir E. coli

E. coli-Stimme wurden in LB-Vollmedium (1% Trypton, 0,5% Yeast Extract, 1% NaCl) bei
37°C kultiviert. Fiir Selektivmedien wurde Ampicillin oder Kanamycin in einer
Endkonzentration von 100 mg/l zugegeben.

Standardmethoden mit E. coli wie Plasmidtransformation, Kultivierung, Herstellung
elektrokompetenter und MnCl,-kompetenter Zellen wurden nach Maniatis et al. (1989)
durchgefiihrt.

Alle Medien wurden vor Benutzung autoklaviert (30 min, 120°C, 1 atm). Feste Medien

wurden durch Zugabe von 2% Agar hergestellt und ein pH von ca. 5,5 eingestellt, um eine
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Hydrolyse des Agars zu vermeiden. Supplemente und Antibiotika wurden steril filtriert und,

wie oben beschrieben, dem autoklavierten Medium zugegeben.

2.2 Biochemische Methoden

Auftrennung von Proteinen mittels SDS Gelelektrophorese, Anfirbung von Proteinen mit

Coomassieblau und Westernblot-Analyse wurden nach Maniatis et al. (1989) durchgefiihrt.

2.2.1 RNA Profilanalyse & Sedimentationsanalyse mittels Saccharosedichtegradienten

Zur Herstellung und Fraktionierung von 10 ml 10 - 50% Saccharosedichte-Gradienten in
Zentrifugenrohrchen (Polyallomer 14 x 95 mm fiir Ultrazentrifugenrotor SW40) der Firma
BECKMAN INSTRUMENTS GMBH (Miinchen, D) wurde ein ProTeam LC Gradienten System
der Firma Isco (Lincoln, Nebraska, USA) nach Angaben des Herstellers benutzt. Hierbei
wurden die zur Herstellung der Gradienten benotigten 10 bzw. 50%igen Saccharoselosungen
in Puffer A (20 mM HepesKOH (pH 7.5), 10 mM KCI, 1 mM EGTA, 5 mM MgCl,)
angesetzt.

Eine Kultur von 500 ml des zu analysierenden Hefestammes wurde bei gewiinschter
Temperatur bis zu einer ODs,,., = 0,5 inkubiert. AnschlieBend wurden 10 mg Cycloheximid
zugegeben und die Losung fiir weitere 30 min inkubiert. Das Hefepellet wurde mit 10 ml
Puffer A gewaschen und in N,,, eingefroren und bei —20°C gelagert. Die Lyse der Zellen
erfolgte manuell durch Zugabe von 1,5 ml Glasperlen (0,5 mm) und 0,6 ml Puffer A durch
4x 30 s Vortexen bei 4°C. Das so erhaltene Lysat wurde 10 min bei 14000 rpm 4°C
zentrifugiert und ca. 200 bis 300 p1 des Uberstandes auf einen Gradienten aufgetragen. Die
Auftrennung der Zellkomponenten erfolgte durch Zentrifugation in einer Ultrazentrifuge
(Rotor SW40, BECKMAN INSTRUMENTS GMBH, Miinchen, D) bei 27000 rpm fiir 16 h bei
4°C. Anschlieend wurde das UV-Profil (A = 254 nm) des Gradienten mit dem ProTeam LC
Gradienten System (Isco, Lincoln, Nebraska, USA) bestimmt und in 400 ul Einzel-
Volumina fraktioniert.

Zur Sedimentationsanalyse von Proteinen wurden die einzelnen Fraktionen mit TCA (siehe
Material & Methoden 2.2.2) gefillt, durch SDS-PAGE aufgetrennt und mittels Westernblot
analysiert.

Die eGFP-Fusionsproteine wurden mit einem kommerziell erhéltlichen GFP-Antikorper der

Firma ZYMED LABORATORIES (San Francisco, CA, USA) nachgewiesen.
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2.2.2 TCA-Fillung von Proteinen

Zu den Proben wurde 100%ige TCA (Trichloressigsidure) bis zu einer Endkonzentration von
10% zugegeben. Nach Mischen und Inkubation der Proben fiir 10 min auf Eis wurde fiir 10
min bei 14000 rpm und 4°C abzentrifugiert. Der Uberstand wurde verworfen und das
Proteinpellet mit 1 ml 10%iger TCA gewaschen.

Die gefillten Proteine wurden in 60 yl basischem Probenpuffer (1xSDS-Proben-Puffer + 75
mM Tris-HCI1 pH 9.,4) resuspendiert. Nach Inkubation fiir 3 — 5 min bei 95°C wurden die

Proben durch Westernblot analysiert.

2.2.3 RNA Isolierung aus Saccharose-Gradienten Fraktionen

RNA wurde, wie bei Maniatis et al. (1989) beschrieben, mit Phenol/Chloroform isoliert.
Fiir Northern Hybridisierungsexperimente wurden je 3 pl der resuspendierten RNA einer

jeden Fraktion auf ein denaturierendes Agarosegel aufgetragen.

2.2 4 Sondenprdparation

DNA-Sonden wurden mit dem PRIME-IT® II Random Primer Labeling Kit der Firma

STRATAGENE (La Jolla, CA, USA) nach Angaben des Herstellers préipariert.

2.2.5 Northern Hybridisierung

Northern Hybridisierung wurde nach Maniatis et al. (1989) durchgefiihrt.
Die Detektion der Signale auf der hybridisierten Membran geschah durch Autoradiographie
mittels Rontgenfilm X-omat AR der Firma KoDAK (Rochester, New York, USA).
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3. Datenbanken und Sequenzanalyse-Programme

Sequenzdaten und andere Informationen iiber S. cerevisiae Gene sind aus folgenden

Datenbanken entnommen:

YPD Datenbank http://www .incyte.com/sequence/proteome/index.shtml
SGD Datenbank http://genome-www .stanford.edu/Saccharomyces/
Sequenzdaten hoherer eukaryontischer Organismen sind aus folgender Datenbank:
EuGenes Datenbank http://iubio.bio.indiana.edu:8089/

Rontgenkristallographie-Strukturdaten zur Erstellung von dreidimensionalen

Proteinstruktur-modellen wurden von folgender Datenbank erhalten:
Protein Data Bank http://www .rcsb.org/pdb/
Proteinstrukturen wurden mit dem folgenden Programm visualisiert:
RasMol RasMac Molecular Graphics Systems

Vergleiche von Proteinsequenzen wurden mit den aufgelisteten, im Internet erhiltlichen

Serviceprogrammen angefertigt:

Boxshade http://www.ch.embnet.org/software/BOX_form.html
NCBI Blast http://www .ncbi.nlm.nih.gov/BLAST/
Clustal-W http://dot.imgen.bcm.tmc.edu:9331/multi-align/multi-

align.html
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ABKURZUNGSVERZEICHNIS

Wellenléinge

Mikroliter
5°-Fluoruracil-6-carboxylsdure-monohydrat;
5”-Fluoro-orotic-acid; FOA

Abbildung

Ampicillin

Aminosiure(n)

Atmosphiren (Einheit Druck)
Adenosin-5"-triphosphat
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Bindendes Protein

beziehungsweise

zirca

zyklisches AMP (37,5-cyclo AMP)
Kappen-bindender Komplex (cap binding complex)
digitale Kamera

centromeres Segment

complete synthetic mix

zytoplasmatisch

Tage (days)

Drosophila melanogaster

das heisst

D. melanogaster
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Escherichia coli
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GTPase-aktivierendes Protein
Guanosin-5"-diphosphat

Guaninnukleotid Austausch Faktor (guanine nucleotide exchange
factor)

griin-fluoreszierendes Protein
Glutathion-S-Transferase
Guanosin-5"-triphosphat
Guanosin-5"-triphosphatase

Stunde

Haloarcula marismortui

Homo sapiens
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HIV humanes Immundefizienz-Virus

Hm H. marismortui

hnRNP heterogenes nukleidres Ribonukleoprotein-Partikel
Hs H. sapiens

IBB-Doméne Importin-f3 bindende Doméne

Imp Importin

ITS internal transcribed spacer

Kap Karyopherin

kb Kilobasen

kDa Kilodalton

1 Liter

LB Luria-Bertani

LCS library cloning site

LMB Leptomycin B

Iq liquid; fliissig

M. musculus
M. vannielii
MAPKK
MDa

mg

min

ml

Myv

N. crassa
Nc
NEC

NES
NESB
NESTP
ng

NLS

nm

NPC
NTE2
NTP

Nup
ODs46/260mm
ORF
PAGE
PCR

pH

P.

1

PKA

Mus musculus

Methanococcus vannielii

MAP-Kinase-Kinase

Megadalton

Milligramm

Minute

Milliliter

millimolar

Millimeter

M. musculus

Boten-RNA (messenger RNA)

mRNA enthaltendes Ribonukleoprotein Partikel
mRNA Transport

M. vannielii

nukledr

Neurospora crassa

N. crassa

NES Complementation Candidate; Kandidat des funktionellen
NES Assays

nukledres Exportsignal (nuclear export signal)
NES Assay Bibliothek

NES-Test Plasmid

Nanogramm

nukledres Lokalisierungssignal (nuclear localisation signal)
Nanometer

nukleédrer Porenkomplex (nuclear pore complex)
nukledrer Transportfaktor 2
Nukleotid-triphosphat

Nukleoporin / Kernporenprotein

Absorption bei 546 oder 260 nm

offenes Leseraster (open reading frame)
Polyacrylamidgelelektrophorese
Polymerasekettenreaktion (polymerase chain reaction)
pH-Wert

Phosphation

Protein Kinase A
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PKI

Ran

RBD

rDNA

RIX

RNA

RNP

rpm

rRNA

RT

S

S. cerevisiae
S. pombe

S. pyogenes

S. solfataricus
Sc

SDC

SDS

SGC
“Shuffle” Stamm

SL
snoRNA
snRNA
Sp

Ss

Stp

Tab.
TCA
TRIS
tRNA

ts

ii/N
UsnRNA

UsnRNP

wt

X. laevis
X1

YPD
YPG
z.B.

Termini technici

Protein Kinase Inhibitor

Ras-verwandtes nukleéres Protein (Ras-related nuclear protein)
Ran-Bindungsdomine

ribosomale DNA

Ribosomale Exportmutante / Ribosomen Export
Ribonukleinsiure (ribonucleic acid)
Ribonukleoprotein Partikel

Umdrehungen pro Minute (rotations per minute)
ribosomale RNA

Raumtemperatur

Sekunde(n)

Saccharomyces cerevisiae
Schizosaccharomyces pombe

Streptococcus pyogenes

Sulfolobus solfataricus

S. cerevisiae

synthetisches Glukose-Komplettmedium
Natriumdodecylsulfat

synthetisches Galaktose-Komplettmedium
Disruptionsstamm komplementiert mit einem pURA3-WT
Plasmid

synthetisch letal / synthetische Letalitit

kleine nukleoldre RNA (small nucleolar RNA)
kleine nukledre Ribonukleinsidure

S. pombe

S. solfataricus

S. pyogenes

Tabelle

Trichloressigsdure
Tris-(hydroxymethyl)-aminomethan
Transfer-RNA

temperatursensitiv

tiber Nacht

Uridin-reiche kleine nukledre RNA “uridine-rich small nuclear
RNA”

Uridin-reicher kleiner nukleédrer RNP “uridine-rich small nuclear
RNP”

Wildtyp

Xenopus laevis

X. laevis

Glukose-haltiges Vollmedium fiir Hefe
Galaktose-haltiges Vollmedium fiir Hefe

zum Beispiel

Hiufig in Laborjargon verwendete Fachausdriicke wie Screen, Assay, Repeats, Inkubation,

Vortexen etc. wurden nicht iibersetzt in dieser Arbeit benutzt.
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ANHANG

In den folgenden Tabellen 6 und 7 sind die Aminosiduresequenzen aller gefundenen

Kandidaten des durchgefiihrten funktionellen NES Assays aufgelistet.

GEFUNDENE . Anmd3-
. LOK.
ORF DOMANE (AS) AMINOSAURESEQUENZ KOMPL.
1 RPNI11 288 -307 (*) | IPDEGLENNIVSVLTAGVNSVAIK* ++ cyt/n

IPQHQRSQLISPQNTFTQNQPILSPQHTYSNNQATMISP
QNTYTNNQQQPQHLPPPPPPRAQQQQQGAIVPPQHM
YSNVQKQNNLVPTQPSYTNSPSIQSPNFLSPQNAANS
YFQSLLSSSPSPNPTPSNASTVNGNNASNGISSFQNTSA

2 SCD5 613-873(") | A\MNNTQSHQTYIQQQQQQQTQQRIYGGQLSQMQQH * eyt

PGQLHLNNSDIHSQPNKPNYGMLGQQVHQQQQQQQ
QQFPFTADVNRSNSSDILGNLQSLQQQVDALQIQYNR

RP*

LLIARRTLQKLGLDETYKGVEEVEGEYELTEAVEDGP
3 RPLS 103 - 197 RPFKVFLDIGLQRTTTGARVFGALKGASDGGLY VPHS ++ eyt

ENRFPGWDFETEEIDPELLR*

KTQSKQDTASKMKLLKKKIEEQREILQKTHHKNQQQ

- k

4 GFDI 119-189() | HyI MDFINDEGSSNWVDDDEEELILQRLKTSLKT* + oyt
5 NIP1 130 - 149 ISQAENSDDWLTISNEFDLI ++ cyt
6 YOR280C | 225-267 (%) é%(égE*KEGQEHNAQPEVDRKQFDKPQLEDDLLDMID - oyt
; BFRI 404 _471 () | |[TVEQLKKKHEELLSKQEEQTKQNIESVEKEIEKLNLD - oyt

YSNKEQQVKKELEEKRLKEQEESEKDKEN*

IQKLRDLYLEQTESDSDFDEGSQANGSVPPLKATDTS
8 CMK1 336 —447 (*) | QLSKKLSEEEQSKLKSELTSKAFAQLVNTVLAEKEKF - nuk/c
LNINRVCSSDSDLPGSDIKSLDEAKEKPEGKDTKTEE*

MESFENLSIRDSFTSGMEHVDEELGGLSDLSISKQGPT
LSPQLINRFMPHFPSSPSPLRNTLDFSAAKADEEEDDR
9 YHRO36W 1-176... MEIDEVDDTSFEEEYNNEPIETHTEATENAVVEEIEAT + cyt/n
PEERQKQEKNESQDQSVEEVENIVSPHRSTVIKALLSP
TDLGVAAATKVEGVVPLPPSANQD..

MESFENLSIRDSFTSGMEHVDEELGGLSDLSISKQGPT
LSPQLINRFMPHFPSSPSPLRNTLDFSAAKADEEEDDR
10 YHRO36W 1-182... MEIDEVDDTSFEEEYNNEPIETHTEATENAVVEEIEAT ++ cyt/n
PEERQKQEKNESQDQSVEEVENIVSPHRSTVIKALLSP
TDLGVAAATKVEGVVPLPPSANQDDNESSN...

11&12 | YHR194W 395 - 424 INEGRVNMIGDVLLPDDDAASDSLQLTEILTEI +/- nuk/c

IPDEGPRVTSRNRRLSGVKTLAHDVVLDVENDHDSK
MVDLTQNLLWVPADQHPNVKPENYLELIQDTLQNIQI
13 ZDS2 174-348... | STNQDIDENKLELGNNHVISNRKRTGSVVRRPSRLKT ++ eyt
SYTKFDDEPPLADKPQEGEIQVDKRISSSDIKTIRSVSL
KEITEELTKISNNAGLTDSDAVTLARSLSMS. ..

IPDEGPENNTTTSTDNNTMTTTTTTTITTTAMTSAAEL
14&15 TUPI 396 —434 AKDVENLGLRPG - nuk/c

PVIETGSSNFKIEIPELMYEHDDDDSDKLKNSQKRATD
SAIEELNGMVEEMMINEPDDVKISITEAETFESLTKFD
16 MSB1 635 —809... QYKPSNITDDDLQSSHSSAVHSLKLSTNTNDSCADSS ++ cyt
KYTADRKLAEPRKISEESKVNDDSSSYYSPNINNLPAS
RMPSQPTYSNSDSKKAFTNESRL...

17 YGR287C 94 - 125 IEKTHKLGMKFITDLVINHCSSEHEWFKESR +/- nuk/c

GRNVFMMGNIENIMAEADDTFYLDYESRKKNNNMR
KEDDEEESGSVVLQGRHGIEDEIICEGSCSILGRDHQE

18 RSEI 1236-1362 |y RSYYAPVRKVIDGDLCENFLRLSLNEQEFLAKNLKS A cyt/n
VQVEDIIQTINEVRTNYM*
o FAAL 08 578 ITGANVTPEY YKNEEETSQALTSDGWFKTGDIGEWEA ] ke

NGHLKIIDRKKNLVKTMNGEYIALEKLESVYR
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IPIAEPDLSNGNGTGSGIGNGNKLKKPVLPELSPCCSK
20 YBR235W 996 - 1047 DSLVTAMQNLGFND + cyt/n
IKEFIDTVKMEISNSQNDIIRHLKEMSFGSAISGKQTEV
21 BUDG6 445 - 496 LPQPGLEANKHD +/- nuk/c
22 YDRO63W 117-150 (*) |IREECGTFKLIEVSSGLEDDSDVEELREQLENC* - nuk/c

Tab. 6: Aminosiuresequenzen der im funktionellen NES-Assay gefundenen Domiinen aus den
angegebenen ORFs mit einer korrekten Fortsetzung der Sequenzfolge des NES-Test Plasmids (NESTP).
(*) steht fiir das native Stopcodon des gefundenen ORFs. Angegeben ist zusitzlich die
Komplementationsfiahigkeit des letalen Anmd3 Phénotyps (Anmd3-Kompl.) durch die gefundenen
Bibliotheksplasmide und die durch Fluoreszenzmikroskopie ermittelte Lokalisierung des Fusionsproteins
(Lok.).

Stirke der Komplementation: ++ sehr gute - schlechte Komplementation.

Lokalisierungsangaben des Fusionsproteins: cyt: zytoplasmatische Lokalisierung, cyt/n: hauptsédchlich
zytoplasmatische Lokalisierung mit schwachem Anteil im Kern, nuk/c: nukledre Akkumulation mit schwachem
zytoplasmatischen Signal.

AMINOSAURESEQUENZ é’(’)’:}lﬁ LoK.
23 IPDEGLAGLHLY* ++ cyt/n
24 IKSPDTLCKSTEGFATENWPCVINFGELSMEEDEVMHVSRARYGVESNGDVSL* + cyt/n
25 | ILVIPFIENLTL* + cyt
26 | IGDELKFVKNDFILITEFDSLDISNSIFKLGD* + cyt/n
27 | IPFRKMTLQNLK* + cyt
28 | ILVIPFIENLTL* + cyt
29 IPDEGPDTIELDFPDISFNHKWSINDFENAITEDQVNSQKLAKAQQATDGLSQELVS ) nuk/e

LLD

30 IPDEGPGPGTPERSY YIYN* - nuk/c
31 IPDEGLY YLTLILKF* cyt/n
32 IPDEGLRQ* + nuk/c
33 IPDEGPSSEQTDGESSFSVEAMLLEDLVLVSE* + cyt/n
34 IPDEGPATTNGSACVWPT* + nuk/c
35 IKTEVKLKFLSL* +/- cyt/n
36 IPEEGRDHHGICHAADLFQILREFEI* - nuk/c
37 IPDEGILY ASLSWEF* + cyt/n
38 IPDEGRFQLFR* +/- nuk/c
39 IQDEGRYV* - nuk/c
40 IPDEGPVRTTFIVYSSNNLYTI* - nuk/c
41 ILRPI* - nuk/c
42 IPDEGLSANFELDCTIRLLQSCLCFCPAAHGEISEAKMGTVKSKSNSKSNKRQ* + cyt
43 IPDEGRFFREY VFIVELLSLLELF* + cyt
44 ILPNSPT* - nuk/c
45 ITVTAFEELVI* + cyt
46 ITVTAFEELVI* ++ cyt
47 IDLVKQFNDNATIRVP* + cyt
48 IPYFFGNGLLI* - nuk/c
49 IFGGLNG* +/- cyt/n
50 kein insert
51 IKTHS* - nuk/c
52 IEEQLQEVIDILTSGDSVGNT* +/- nuk/c
53 ISTSRMSIK* +/- nuk/c
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54 IQLMDLFGALEL* + cyt
55 IHFSAFNILD* ++ cyt/n
56 INLKNLSV* + cyt
57 IQFAVDMRL* +/- cyt
58 ICHQPVEVSSFLSQKSR* - nuk/c
59 IEEQLQEVIDILTSGDSVGNT* ++ nuk/c
60 ILDIRMQHISIS* ++ cyt
61 ICLSGEFSSMMDIRDKR + nuk/c
62 ILDIRMQHISIS* ++ cyt
63 IFSMACLNLE* + cyt
64 kein insert

65 ILDIRMQHISIS* ++ cyt
66 ICLEKGATPSQSGEFGQTWSFRGTKSRNKVSVGEPAEG - nuk/c
67 ISESTSFAVVKLDLLKPPICCD - nuk/c
68 kein insert

69 IRFARLSLNY* ++ cyt
70 ILDIRMQHISIS* + cyt
71 ILVIVLNSLVLG* + cyt
72 IDLIYSLSCSV* + cyt
73 IRQPQKPIIRMNCSSRTKFNYYCGNIHQ* - nuk/c
74 ILDINLKNLSV* ++ cyt
75 ISPLFTPCNTQF* +/- cyt/n
76 ILDINLKNLSV* ++ cyt
77 IILHDFANM* + cyt/n

Tab. 7: Aminosiuresequenzen der im funktionellen NES-Assay gefundenen Domiinen, die keine korrekte
Fortsetzung der Kodierungssequenz tragen oder aus intergenen Regionen stammen.
Weitere Erkldarung siehe Tab. 6.




